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SAZETAK

Rastuca koli¢ina plasticnog otpada postala je ozbiljan okoli$ni i drustveni problem. U
skorije vrijeme pojavio se veliki problem malih dimenzija, mikroplastika (MP). MP su
plasti¢ne cestice manje od 5 mm, a njihova je prisutnost danas zabiljezena u svim
sastavnicama okoliSa. Bioakumulacijom u hranidbenom lancu vrlo brzo se mogu naéi i u
covjekovom organizmu, gdje imaju visok potencijal Stetnog djelovanja. Spomenute male
dimenzije ovih ¢estica ¢ine njihovo uklanjanje iz okolisa gotovo nemoguéim zadatkom, stoga
je bitno §to prije razviti inovativni pristup zbrinjavanja ove vrste otpada. Kao jedno od
ekoloski prihvatljivih rjeSenja tog problema, javlja se biorazgradnja plastike koristeci
mikroorganizme 1 njihov enzimski potencijal, ¢cime se nudi mogucénost razvoja tehnologije
bioloske obrade plasti¢nog otpada.

U ovom radu ispitali su se znaCajni ¢imbenici za proces biorazgradnje MP Cestica,
polistirena (PS) i poli(vinil-klorida) (PVC) primjenom bakterijske kulture Bacillus
licheniformis. Eksperiment je osmisljen prema Taguchi dizajnu prema kojem je ispitano 7
¢imbenika: temperatura, pH vrijednost, broj okretaja, veli¢ina i koncentracija MP, opticka
gustoca i1 dodatak glukoze i to na 2 razine - minimalna i maksimalna vrijednost. Tijekom 30
dana pracena je promjena CFU vrijednosti, a u filtratu vodene faze odredivane su vrijednosti
ukupnog organskog ugljika (TOC) i anorganskog ugljika (1C). Nastali razgradni produkti i/ili
otpusteni aditivi pra¢eni su LC-MS analizom, dok su strukturalne promjene okarakterizirane
FTIR-ATR spektroskopijom. Nakon 30 dana provodenja procesa biorazgradnje ispitana je
toksi¢nost filtrata na Vibrio fischeri. Znacajni ¢imbenici odredivani su statistickom analizom
varijance (ANOVA) prema eksperimentalnim rezultatima.

Rezultati ovog eksperimenta pokazali su prema CFU analizi da je B. licheniformis
koristio PS 1 PVC kao izvor supstrata pri odredenim uvjetima. LC-MS analizom potvrdena je
prisutnost novih spojeva u vodenoj fazi, a FTIR-ATR spektroskopijom potvrdene su promjene
u materijalu, Sto su potvrde uspjeSne biorazgradnje. Kao znacajni ¢imbenik ovog procesa
biorazgradnje pokazala se opticka gusto¢a. Dakle, B. licheniformis ima sposobnost
biorazgradnje PS 1 PVC ¢estica, ali je od velike vaznosti odabrati optimalne uvjete za najvec¢u

uéinkovitost.

Kljuéne rije¢i: mikroplastika, polistiren, poli(vinil-klorid), biorazgradnja, znacajni

¢imbenik, B. licheniformis



ABSTRACT

The growing amount of plastic waste has become a serious environmental and social
issue. Recently, a major problem of small dimensions has emerged, microplastics (MP). MP
are plastic particles smaller than 5 mm, and their presence is now found in all components of
the environment. Due to bioaccumulation in the food chain, they can very quickly enter the
human body, where they can have negative influence on human health. The aforementioned
small size of these particles makes their removal from the environment almost impossible,
which is why it is urgent to develop an innovative approach to the disposal of this type of
waste. One of the environmentally friendly solutions to this problem is the biodegradation of
plastics using microorganisms and their enzymatic potential, and it offers the possibility of
developing a biological treatment technology for plastic waste.

In this work, the significant factors for the process of biodegradation of MP particles of
polystyrene (PS) and polyvinyl chloride (PVC) were studied using the bacterial species
Bacillus licheniformis. The experiment was designed according to Taguchi design in which 7
factors were tested: temperature, pH, rpm, size and concentration of MP, optical density and
addition of glucose, at 2 levels - minimum and maximum. During 30 days, the change in CFU
value was monitored, and the values of total organic carbon (TOC) and inorganic carbon (IC)
were determined in the filtrate of the aqueous phase. The formed degradation products or
released additives were monitored by LC-MS analysis, while the structural changes were
characterized by FTIR-ATR spectroscopy. After 30 days of biodegradation, the toxicity of the
filtrate to Vibrio fischeri was tested. Significant factors were determined by statistical analysis
of variance (ANOVA) according to the experimental results.

According to CFU analysis, the results of this experiment showed that B. licheniformis
used PS and PVC as substrate sources under certain conditions. The LC-MS analysis
confirmed the presence of new compounds in the aqueous phase, and the FTIR-ATR
spectroscopy confirmed changes in the material, confirming successful biodegradation.
Optical density was found to be a significant factor in this biodegradation process. Thus, B.
licheniformis is able to biodegrade PS and PVC particles, but it is of great importance to

choose optimal conditions for the highest efficiency.

Key words: microplastics, polystyrene, poly(vinyl-chloride), biodegradation,

significant factor, B. licheniformis
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1. Uvod

Napredak drustva i razvoj novih tehnologija direktno je vezan uz razvoj novih
materijala. Tijekom povijesti i razvoja civilizacije uglavnom su koriSteni prirodni materijali,
medutim, Zele¢i poboljsati njihova svojstva i karakteristike, ¢ovjek je stvorio plastiku,
materijal kakav izvorno u prirodi ne postoji.> Naziv plastika u ovom kontekstu se odnosi na
grupu polimernih spojeva naziva poliplasti.? Danas proizvodi od plastike imaju §irok spektar
primjene u svakodnevnom zivotu te gotovo u svim granama industije. TehnoloSki proces
proizvodnje plasti¢nih proizvoda polazi od monomera koji se dobivaju iz sirovina kao §to su
nafta, prirodni plin i ugljen. Procesom polimerizacije u reaktoru monomeri se slazu u lan¢ane
strukture te se dobivaju polimerni materijali poput polietilena, polipropilena, polistirena,
poli(vinil-klorida) itd. Svojstva takvih materijala ovise o njihovoj strukturi na koju se moze
utjecati kontroliranom polimerizacijom.®

U pocecima komercijalne proizvodnje plastike, svjetska proizvodnja kretala se tek oko
nekoliko stotina tona godiSnje. Razvojem razli¢itih plasti¢nih materijala proSiren je njihov
spektar primjene, uzrokovan je progresivan pad troskova proizvodnje, pa je tako danas
plastika jeftin i dostupan materijal.# Plasti¢ni materijali, nekada enigma, danas se proizvode u
koli¢inama od oko 360 milijuna tona godisnje.® Kao rezultat Sirokospektralne primjene,
rezultati istrazivanja u Americi pokazuju da je porastao maseni udio plastike u komunalnom
otpadu, i to sa manje od 1% 1960.% na 12,2% 2018. godine,” $to implicitno upuéuje na
potrebu pronalaska nacina razgradnje plasticnog otpada.

Velik dio oneéiS¢enja plastikom proizlazi iz neadekvatnog prikupljanja i odlaganja
ve¢ih komada plastike poznatijih kao makroplastika, no u skorije vrijeme sve vecu
zabrinutost budi pojava sitnih Cestica plastike zvanih - mikroplastika. Naime, osim $to su veci
odbaceni komadi plastike skloni fragmentaciji, u okoli§ dospijevaju i sitne Cestice plastike
koje nastaju pri pranju sinteti¢ke odjeée, trodenju guma te industrijski plasti¢ni peleti.2 Naziv
mikroplastika predstavlja one¢iS¢enje u obliku sitnih plasticnih Cestica promjera od 5 mm pa
sve do 1 pm.! Zbog svog sastava, strukture i velike specifiéne povriine, takve Cestice
pogoduju adsorpciji organskih oneciS€ivala i otpustanju aditiva koje sadrze te tako
potencijalno mogu Stetno djelovati na organizme.

Jedno od potencijalnih rjeSenja problema mikroplastike na ekoloSki prihvatljiv nacin
jest biorazgradnja uz pomo¢ mikroorganizama iz tla i vode. Biorazgradnja je prirodan proces
u kojem neku organsku tvar, jednostavnu ili sloZenu, mikroorganizmi (bakterije, plijesni,

kvasci i njihovi enzimi) koriste kao izvor hrane i pritom ih prevode u jednostavnije spojeve:



vodu, CO2, i mineralne soli.? OkruZenje u kojem se nalaze mikroplastika i bakterije odreduje
uvjete u kojima ¢e se odvijati proces biorazgradnje, pa tako ¢e se na povrsini tla odvijati u
aerobnim uvjetima, djelomi¢no aerobnim u tlu i kompostu, dok u sedimentu i odlagalistima
otpada u anaerobnim.'® Biorazgradnja sintetskih polimera u velikoj mjeri ovisi o kemijskim i
fizikalnim svojstvima materijala. Svojstva kao Sto su kemijska struktura, molekulska masa
polimera, temperatura taljenja, stupanj kristalinosti, elasti¢nost, hidrofilnost i hidrofobnost
povrsina, veli¢ina povrsine, te abioti¢ki 1 bioti¢ki faktori okolisa samo su neki od ¢imbenika
koji utje¢u na razgradnju plastike.!?

U ovom radu ispitali su se znacajni Cimbenici za proces biorazgradnje cestica
mikroplastike polistirena i poli(vinil-klorida) primjenom bakterijske vrste Bacillus
licheniformis. Eksperiment je osmisljen prema Taguchi dizajnu prema kojem je ispitano 7
¢imbenika: temperatura, pH vrijednost, broj okretaja, velicina 1 koncentracija MP, opticka

gustoca i dodatak glukoze; i to na 2 razine - minimalna i maksimalna vrijednost.



2. Op¢i dio
2.1. Sintetski polimerni spojevi

Sintetski polimeri su organske tvari kojima se osnovni lanac molekule sastoji uglavnom
od ugljikovih i vodikovih atoma. To su tvari gradene od makromolekula koje su sastavljene
od dijelova koji se ponavljaju, od tzv. monomernih jedinica (slika 2.1.). Osnovno obiljezje
polimera su velike molekulske mase (od nekoliko tisu¢a pa sve do nekoliko stotina tisuc¢a
g/mol), a svojstva i primjena ovise o veli¢ini i strukturi molekulskih masa. Sintetski polimeri
dobivaju se sintezom, industrijskim procesima iz derivata nafte ili prirodnog plina, stoga se
jo$ nazivaju i petrokemijski polimeri.!? Postupak dobivanja je takav da se sirova nafta crpi i
transportira do rafinerija, gdje se rafinira u naftu, propan i butan. Prirodni plin skupa s etanom
takoder daje propan, iz kojeg se dobivaju kemijski poluproizvodi kao §to su etilen, propilen,
benzen i praksilen. Ti spojevi su glavne sirovine za izradu razli¢itih tipova plastike, koja
moze biti naknadno modificirana dodavanjem aditiva i sredstava za punjenje.*?

Sintetski polimerni spojevi se zbog svojih prilagodljivih znac¢ajki koriste za izradu
materijala koji se primjenjuju u mnogim granama industrije. lako je spektar primjene takvih
materijala Sirok, moze se re¢i da se najviSe koriste za proizvodnju ambalaze gotovih
proizvoda, zatim u elektronici i elektrotehnici, tekstilnoj industriji, gradevini, prometu,

medicini i kozmeti¢koj industiji.!

.. ‘.. ... ...‘

Slika 2.1. Polietilenska vrecica sastavljena od mnogo dugih polimernih lanaca, koji su u konaénici

sastavljeni od ponavljaju¢ih monomernih jedinica etilena.!

Sintetski polimeri dobivaju se reakcijama polimerizacije — to su kemijske reakcije u
kojima se niskomolekularni spojevi, monomeri, medusobno povezuju kovalentnim kemijskim
vezama 1 tvore makromolekule. Molekulska masa polimera odredena je stupnjem
polimerizacije, DP (eng. degree of polymerization), i molekulskom masom ponavljane
jedinice.!* Reakcije polimerizacije mogu se podijeliti s obzirom na mehanizam rasta lanca i
medij polimerizacije, pa se tako s obzirom na mehanizam rasta lanca razlikuje lancana
polimerizacija (adicijski polimeri) i stupnjevita polimerizacija (kondenzacijski polimeri).

Obzirom na medij u kojem se provodi, razlikuju se polimerizacije u masi i otopini,
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suspenzijske polimerizacije, emulzijske polimerizacije, polimerizacije u plinskoj fazi te
medupovrsinske polikondenzacije. Konac¢ni produkt procesa polimerizacije ovisi o uvjetima u
kojima se ona provodi stoga kontrola procesa ukljucuje kontrolu temperature, koncentracije
inicijatora i veli¢ine stupnja polimerizacije.'*

Sintetski polimerni spojevi dijele se na duromere (termosete), plastomere (termoplaste)
i elastomere.? Prema tipu ponavljanih jedinica mogu biti homopolimeri i kopolimeri, a prema
obliku lanca molekule ravnolan¢ani, razrgranati i umrezeni polimeri. Konformacija molekula
u prostoru ¢ini tzv. makromolekularno klupko koje se moze mijenjati promjenom temperature
te djelovanjem mehanicke sile. Nadmolekulska struktura polimera moze biti amorfna ili
kristalna, a upravo struktura i morfologija polimernih materijala definira kakva ¢e svojstva

imati gotovi proizvod.®
2.1.1 Plastika

Plastomeri (termoplasti) ili jednostavnije plastika su polimerni materijali nastali
adicijskom polimerizacijom, te po strukturi lanca makromolekule mogu biti linearne ili
razgranate. Vazno svojstvo koje posjeduju ovi materijali je to da se mogu visestruko taliti jer
im se zagrijavanjem do temperature omeksSavanja i taljenja ne mijenja kemijski sastav ni

struktura, te se tako mogu lak3e oblikovati ili reciklirati nakon uporabe (slika 2.2.).*?
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Slika 2.2. Prikaz termoplasta prije i nakon dovodenja topline.?

Svojstva polimera odredena su monomernim sastavom i duljinom lanca polimera koja
utje¢e na njihovo fizicko stanje. Dulji molekularni lanci omogucuju jace intermolekularne
van der Waalsove sile izmedu lanaca, $to rezultira ve¢om Cvrsto¢om 1 ZzilavoS¢u polimera.
Duljina lanca plasti¢nih polimera utjece i na taliste istih.'®

Kako je poznato da modifikacijom strukture polimera dobivamo razlicite vrste polimera
sa svojevrsnim mehanic¢kim 1 termickim svojstvima, tako je Organizacija medunarodne

klasifikacije plasti¢nih proizvoda (eng. Society of Plastics Industry, SPI) plastiku svrstala u 7



skupina i to sljede¢im redom: 1. poli(etilen-tereftalat) (PET), 2. polietilen visoke gustoce
(HDPE), 3. poli(vinil-klorid) (PVC), 4. politilen niske gusto¢e (LDPE), 5. polipropilen (PP),
6. polistiren (PS) i 7. ostali polimerni materijali (BPA, polikarbonat...).’

Svaki plasti¢ni proizvod na sebi ima oznaku trokuta unutar kojeg se nalazi broj koji
odreduje vrstu plastike. Oznake vrste plastike su regulirane i ¢ine sastavni dio Priloga VI
Pravilnika o ambalaZi i otpadnoj ambalazi (NN 88/2015, 116/2017).1® Navedeni polimeri ¢ine
oko 92 % ukupno proizvedene plastike u svijetu. Najvece skupine u ukupnoj proizvodnji
plastike osim vlakana su PE (36%), PP (21%) i PVC (12%), te PET, PU i PS (<10% svaka).'®

U tablici 2.1. navedena su osnovna svojstva PS-a, PVC-a, PE-a, PP-a i PET-a.

Tablica 2.1. Fizikalna, kemijska i toplinska svojstva PE, PP, PVC, PS i PET-a.%%

. Gustoca Temperatura  Temperatura  Temperatura
Polimer Monomer
[g/cm?] staklista [°C] talista [°C] raspada [°C]
PS -C¢HsCH=CH,- 1,04-1,06 +1,6 239-275 285
PVC -CH,-CH(CI)- 1,37-1,53 +80 103-230 200
PE -CHz-CHz- 0,90-0,98 -75 110-138 335
PP -CH(CHs)-CH,- 0,84-0,91 -20 120-176 328
-O-C(=O)- C5H5-
PET 1,33-1,46 +0,2 245-265 285-329
C(=O)-O-CH2-CH3

U pocecima komercijalne proizvodnje plastike, svjetska proizvodnja kretala se tek oko
nekoliko stotina tona godisnje.* Plasti¢ni materijali tada su bili skupi i rijetki te su se koristili
za proizvodnju tek manjih predmeta za svakodnevnu uporabu. S vremenom je otkriveno da se
takvi materijali mogu modificirati pa su se tako razvile nove vrste sa jedinstvenim reoloskim,
termiCkim, mehanickim 1 elektricnim svojstvima. Razvojem razli¢itih plastiénih materijala
prosiren je njihov spektar primjene, uzrokovan je progresivan pad troskova proizvodnje, pa je
tako danas plastika jeftin i dostupan materijal.*

Plasti¢ni materijali, nekada enigma, danas se proizvode u koli¢inama od oko 360 milijuna

tona godisnje, §to je prikazano slikom 2.3.°



340
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Slika 2.3. Svjetska proizvodnja plastike od 2016. do 2020. godine izraZena u milijunima tona.®

Na temelju nedavnih proraduna??, 76% ukupno proizvedene plastike do sad tretira se
kao otpad. Od toga se tek 9% reciklira, 12% se spaljuje, a 79% se odlaZe na odlagaliste ili

ispusta u okolis.
2.1.2 Polistiren

Polistiren (PS) je proziran, amorfan i nepolaran polimer dobiven adicijskom

polimerizacijom monomera stirena (vinil-benzena)?, slika 2.4.

n

Slika 2.4. Strukturna formula monomera polistirena.

PS je amorfne prirode i otapa se u velikom broju ugljikovodika sa sliénim parametrima
topljivosti, poput benzena i toluena.?® Odlican je elektri¢ni izolator i rezistentan je na
razrijedene kiseline i baze. Upotreba je donekle limitirana zbog osjetljivosti na organska
otapala te na temperature vise od 373 K (100 °C).?° Nije lako biorazgradiv stoga je njegova
razgradnja u okolisu vrlo spora.?? NajvaZnije su vrste obi¢ni, Zilavi i pjenasti polistiren.
Uglavnom se koristi za izradu ambalaza, zastitnog pakiranja (za CD-e i DVD-e), poklopca,
boca, jednokratnog pribora za jelo, igrataka, medicinskih i higijenskih proizvoda, itd.?* Neki

od primjera prikazani su slikom 2.5. PS se moze mijesati sa hlapljivim organskim otapalima
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npr. pentanom. Zagrijavanjem takve smjese pentan se Siri te nastaju sitne kuglice polimera
nama poznatog kao stiropor. Daljnjim Sirenjem pentana kuglice se mogu ekspandirati do 40
puta od svoje pocetne veliine. Stiropor i sliéne varijacije polistirena niske su gustoée stoga
plutaju na vodi i esto se zbog toga nalaze na povrsinama vodenih ekosustava.?* Uzevsi u
obzir njegove karakteristike, te usporedivsi ih s drugim konkurentnim plastikama poput PP-a

i PET-a, trziste PS-a ponegdje karakterizira smanjenje potraznje.?

b)

Slika 2.5. Jednokratni pribor za jelo od polistirena® (a), stiroporna kutija za hranu® (b).
2.1.3 Poli(vinil-klorid)

Poli(vinil-klorid) (PVC) je sintetski polimer (plastomer) koji je sastavljen od
ponavljaju¢ih vinilnih skupina kojima je jedan atom vodika zamijenjen sa atomom klora
(W(CI) = 35% ma) $to mu daje visoku polarnost.?” Strukturna formula prikazana je slikom
2.6. Dobiva se adicijskom polimerizacijom monomera vinil-klorida, najée$¢e u vodenoj

suspenziji, ali i u masi, emulziji i otopini pri temperaturi od 50 — 70 °C.%

Cl

n

Slika 2.6. Strukturna formula monomera poli(vinil-klorida).

PVC je bijeli, amorfni prah bez mirisa, kemijski otporan na Kiseline, baze, alkohole i
mineralna ulja. Stabilan je pri sobnoj temperaturi i tlaku. Pri temperaturi od 70 — 80 °C
pocinje razgradnja gdje se razvija plin klorovodiéne kiseline (HCI) i mijenja boju ka Zutoj.?’
Svojstva PVC-a mogu se mijenjati ugradnjom drugih monomera tijekom polimerizacije, pa
tako dobivamo materijale $irokog raspona svojstava.?* Zbog polarnosti klora lako se mijesa

sa razli¢itim tvarima, pa se tako dodaju razli¢iti plastifikatori, aditivi i modifikatori kako bi se
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dobila poboljsana elasti¢nost, fleksibilnost, otpornost na udarce, rast mikroba i sl. Dvije
najpoznatije varijacije PVC-a su kruti i savitljivi. PVVC je dobrih izolacijskih svojstava, no
zbog polarnosti molekule, ona su nesto loSija u odnosu na nepolarne polimere poput
polietilena i polipropilena.?* PVC je polimer u koji se najéesée dodaje najvise plastifikatora
od svih sintetskih polimera. Kasnije tijekom biorazgradnje, ti plastifikatori mogu koristiti
mikroorganizmima kao izvor ugljika.??

Najvaznija primjena PVC-a je u gradevinskoj industriji (oko 50 %) gdje se koristi u
razli¢itim fazama gradnje za izradu cijevi, okvira prozora i vrata, raznog namjestaja, previaka
za elektri¢ne kablove, itd.?” Veliku ulogu ima i u proizvodnji medicinskih i klini¢kih
plastiénih proizvoda (oko 25 %), ali je upitna sigurnost za koristenje u ovome podruéju.?’
Osim toga, vrlo Cesto se susrece u svakodnevnom Zzivotu, kao sastavni dio odjece, umjetne
kozZe, razli¢itth ambalaza za prehrambene i1 druge proizvode. Glavni razlog je niska cijena,
trajnost, jednostavnost obrade i mogucnost prilagodbe njegovih svojstava Sirokom spektru
primjene.?’” Godi$nja proizvodnja PVC-a iznosi oko 40 milijuna tona i ocekuje se da ée

globalno trziste PVC-a nastaviti rasti oko 3 — 5 % godisnje.?’

@) (b)
Slika 2.7. PVC ambalaza za hranu® (a) i PVC cijevi®’ (b).

2.2. Mikroplastika
Zbog dostupnosti i Siroke uporabe, proizvodi od plastike zamijenili su prirodne
materijale u svim segmentima ljudskog zivota. Dosadasnjim neadekvatnim nacinom
gospodarenja plastiénim otpadom, velike koli¢ine plastike odlagane su u okolis. Medutim,
veci plasticni komadi Cesto su skloni fragmentaciji Sto dovodi do stvaranja sitnijih Cestica,
poznatijih pod nazivom mikroplastika (kratica MP).3° Naziv ,mikroplastika prvi put se
spominje u publikaciji iz 1968. godine koju je objavilo istrazivacki laboratorij za materijale

Americkih zra¢nih snaga. Tada je pojam opisivao manje deformacije plasti¢énih materijala



koje su se pojavljivale kao odgovor na vanjsko optereéenje.® Pojam mikroplastika je tek
2004. Upravljacki odbor Nacionalne uprave za ocean i atmosferu (eng. Steering Committee of
the National Oceanic and Atmospheric Administration, NOAA) definirao kao komadice
plastike manje od 5 mm duz najdulje dimenzije, te je usvojena i od strane znanstvene
zajednice. Iste godine prihvadena je i klasifikacija plastike prema veli¢ini estica®® koja je

navedena u tablici 2.2.

Tablica 2.2. Kategorizacija plastike prema veli¢ini estica.®

Kategorija Kratica Veli¢ina Cestica
Makroplastika MAP > 25 mm
Mezoplastika MEP 25-5mm
Mikroplastika MP 5mm-—1mm

Mini-mikroplastika MMP I1mm-1pum
Nanoplastika NP >1pum

Danas naziv mikroplastika predstavlja plastiéno oneciS¢enje razli¢itih morfoloskih
oblika kao $to su kuglice, fragmenti, vlakna ili filmovi veli¢ine od 5 mm pa sve do 1 um,!
kao $to je prikazano slikom 2.8. 1 budi sve vecu zabrinutost medu znanstvenicima i ljudskoj
populaciji opcenito, obzirom da su sveprisutna oneciS¢ivala u morskom, vodenom i
kopnenom okoligu.?

Izvori MP danas su mnogobrojni, medutim ipak se razlikuju dvije vrste s obzirom na
prirodu nastanka: primarna i sekundarna mikroplastika. Primarnom MP se definiraju sve
plasti¢ne Cestice koje su izvorno proizvedene u toj veli¢ini, te se kao takve nalaze u okoliSu.
Sekundarna MP nastaje raspadanjem, truSenjem i razgradnjom vecih komada plastike
djelovanjem slane morske vode i turbulencija, UV zracenja te ostalih biotickih i abiotickih
¢imbenika.®® Tako je jo§ 1970. prvi put zabiljezena prisutnost fragmenata plastike MP

3 a istrazivanja iz proteklog desetljeéa pokazuju da je ova vrsta

veli¢ine u otvorenom moru,
onec¢is¢enja danas §iroko rasprostranjena i sveprisutna u svim sastavnicama okolida.%®
Stovise, procjenjuje se da se dnevno po osobi u okoli§ ispustaju ¢ak 2,4 mg MP, te takoder da
je u obradenim otpadnim vodama na podru¢ju Europske unije otkrivena koncentracija MP u

iznosu od ¢ak 100 &estica po litri.*



/

0.5 mm

05 mm

Slika 2.8. Morfoloski oblici mikroplastike.®’

Rast proizvodnje plasticnog otpada iz industrije 1 kucanstava stvara ozbiljnu prijetnju
okolisu i ¢ovjeku. 1z tog razloga potrebno je razmotriti nacine uklanjanja oneciS¢enja MP iz

svih sastavnica okolisa, ukljucujuc¢i vodu, zrak i tlo.
2.2.1 Primarna mikroplastika

Primarnom MP po definiciji se smatraju sve plasticne Cestice koje su izvorno
proizvedene u tipi¢nom sfericnom obliku promjera manjeg od 5 mm §to je prikazano slikom
2.9.! Takve mikrogranule esto pronalaze primjenu u kozmeti¢koj industriji, i to kao sastojak
sredstava za CiS¢enje lica ili u pilinzima, gdje su zamijenile klasi¢ne prirodne sastojke poput
kave, mljevene zobi i ljuske oraha jer su isti nerijetko bili grubi za kozu lica.! Sferi¢ne
plasti¢ne Cestice proizvode se i1 za procese zracnog pjeskarenja gdje su se pokazale kao bolji
izbor od prethodno upotrebljivanog pijeska zbog svojih mehanickih svojstava. U procesu
pjeskarenja njima se skidaju stare boje i lakovi sa metalnih povrSina, primjerice strojeva,
motora ili trupova brodova. Nakon §to se viSekratno koriste u takvim procesima, sitne Cestice
MP budu oneciS¢ene teSkim metalima (npr. kadmijem, olovom i kromom), a zatim se ¢esto

nemarno ispustaju direktno u more.®
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Slika 2.9. Primarna MP prikupljena iz okoli$a.

Jedan od klju¢nih primjera izvora MP u okoliSu je industrija tekstila i odjece, gdje se
proizvode iznimno tanke sinteticke niti 1 vlakna. Prema Medunarodom savezu za ocuvanje
prirode i prirodnih bogatstava, IUCN (eng. International Union for Conservation of Nature),
pranje sinteticke odje¢e pridonosi oko skoro 35% ukupnog ispustanja MP u oceane, dok su
ostali izvori prikazani slikom 2.10.3 U istrazivanju iz 2020. godine otkriveno je da se u
jednom ciklusu pranja odje¢e moze ispustiti ¢ak oko 3500 mikrovlakana po gramu teksila,
odnosno oko 6 milijuna mikrovlakana po ciklusu pranja sa kapacitetom odje¢e od 5 kg.*
Pojedine ¢estice MP ponekad su toliko malih dimenzija da mogu proci kroz brojne filtre u

sustavima za prociS¢avanje vode, te tako mogu dospjeti u vodovodni sustav pitke vode.

Slika 2.10. Podjela izvora MP u oceanima: 35% pranje sinteticke odjece, 28% troSenje
sintetickih guma, 24% gradska prasina, 7% sredstva za obiljezavanje cesta, 3,7% brodski premazi, 2%

iz proizvoda za osobnu njegu, 0,3% plastiéni peleti.*
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2.2.2  Sekundarna mikroplastika

Europska komisija procjenjuje da je izmedu 69 - 81% MP u oceanima sekundarna
MP.*! Sekundarnom MP definirani su fragmenti plastike koji su nehotice dobiveni kao
rezultat degradacije veé¢ih komada plastike kao $to su vrecice, boce, konoplja i mreze za
ribolov. Djelovanjem bioloskih, fizikalnih i kemijskih procesa tijekom odredenog vremena

smanjuje se strukturni integritet ve¢ih komada te dolazi do fragmentacije (slika 2.11.).1

o (mm) 5

Slika 2.11. Sekundarna MP prikupljena iz okolisa.

U morskom vodenom okolisu tijek procesa je takav da prvo UV zraCenje uzrokuje
oksidaciju polimernih matrica, nakon ¢ega dolazi do pucanja kemijskih veza u materijalu $to
dovodi do nastajanja mikropukotina na ve¢im komadima, a zatim mehani¢ko djelovanje
valova i turbulencije u konaénici uzrokuju usitnjavanje.*? Taj proces se kontinuirano ponavlja
te Cestice postaju sve manje i manje, pa tako mogu do¢i do tzv. nano-razine. Trenutno
najsitnija detektirana ¢estica MP u oceanu promjera je svega 1,6 pm.*3

Kao jedan od znacajnijih izvora sekundarne MP-e navode se uzad i mreze za ribolov.
Procjenjuje se da je oko 18% prisutne MP u vodi zapravo rezultat truSenja 1 degradacije
plasti¢nih uzadi i mreza. Jedna od ¢injenica je i da Europa doprinosi oneéisé¢enju okolisa
potencijalnom sekundarnom MP izmedu 68 500 i 275 000 tona godi§nje.*

Osim $§to se veli¢ina sekundarne MP smanjuje, nuzno je spomenuti da njezina povrSina
nije glatka i ujednacena kao $to je to slucaj kod primarne MP. Upravo zbog svoje nepravilne
povrsine, veca je i specifina, odnosno reakcijska povrSina Cestica, koja ima daleko vecu
ucinkovitost adsorpcije toksi¢nih tvari.*® Prisutnost plasti¢nih cestica nano-dimenzija u
morskom okoliSu ¢e u narednim godinama vjerojatno dobiti ve¢i znacaj, stoga znanstvenici
ve¢ sada upucuju na utjecaj koji MP potencijalno ima na najnize slojeve prehrambene

piramide u vodenom ekosustavu, a posljedi¢no i na ¢ovjeka.*
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2.3. Prisutnost mikroplastike u okoliSu

2.3.1 Mikroplastika u zraku

Za razliku od oneciS¢enja morskih ekosustava, onecis¢enje zraka MP-om nesto je
slabije istrazivano podrucje. Zbog niske gustoce i male veli¢ine Cestica, MP se moZze naci u
zraku te se lako prenosi vjetrom. Usporeduju¢i MP iz mora koju ljudi ve¢inom indirektno
konzumiraju, onu iz zraka izravno i kontinuirano udi$u stoga je rizik za zdravlje veéi.*

Posljednjih godina razvijene su dvije metode uzorkovanja zraka. Prva se odnosi na
sakupljanje padajucih Cestica u staklenu bocu kroz lijevak, a druga na propuhivanje zraka
kroz filtere na kojima se zadrzavaju ¢estice MP-a.%® Primjenom ove dvije metode istrazivane
su koncentracije MP iz zraka u Parizu, Dungguanu, Yantai-u, Sangaju i Hamburgu, te na
Pirenejima. Rezultati istrazivanja u Parizu pokazali su da je koncentracija MP-a u
zatvorenom prostoru veca od One na otvorenom, a razlog tome je Sto namjeStaj i odjeca

kontinuirano proizvode MP cestice. 1z tablice 2.3. moze se primijetiti kako su najc¢es¢i oblik

prikupljene MP vlakna.

Tablica 2.3. Zastupljenost MP-a u nekim gradovima i regijama.®

Lokacija  Prosje¢na koncentracija Oblik Velicina V.rSta
[um] polimera
_ 110 + 96 n/m%dan (urbana
(zgi'é) podrucja) Viakna 50-5000 /
53 + 38 n/m?/dan
(predgrade), 29% MP
Pariz 5,4 n/m? (u zatvorenom)
(2017) 0,9 n/m? (na otvorenom), Vlakna 50-3250 PA, PP
33% MP
2 Vlakna, fragmenti, i
Dongguan 36 + 7 n/m“/dan filmovi, pjena (PS) 0-4200 PE, PP, PS
. 2 Vlakna, fragmenti, i PET, PE,
Yantal 400 n/m“/dan filmovi. pjena (PS) 50-3000 PVC, PS
“ . 2 Vlakna, fragmenti, i PET, PE,
Sangaj 1,42 + 1,42 n/m“/dan granule 23-5000 PES, PAN
Hamburg 275 n/m?/dan Fragmenti, vlakna 63-5000 PE’PETI_FE’
. . 2 Vlakna, fragmenti, i PS, PP, PE,
Pireneji 365 n/m/dan filmovi 50-2600 PET

Istrazivanje iz 2020. godine*® pokazalo je da sinteti¢ka odjeéa prilikom nosenja moze ispustiti
oko 350 mikrovlakana po gramu tkanine, $to potencijalno objasnjava razlog pove¢anog broja

MP u zraku u zatvorenom prostoru.
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2.3.2 Mikroplastika u vodenom okolisu

MP se danas moZze pronaci diljem svijeta duz obala, na plazama i u morima i oceanima.
Izvori MP-a u morskom okolisu su brojni i ve¢inom su to izvori sa kopna (oko 80%), a ostali
izvori ukljuCuju obalni turizam, ribolov, brodove i brodogradilista, akvakulturu i naftna
postrojenja.*’ Sredozemno more jedno je od najugrozenijih mjesta na svijetu po pitanju
pronalaska plastike u moru.®® Vrijednost varira tijekom godine, a vrhunac je tijekom ljetne
sezone, kada veliki broja turista koji posjecuje ovo podrucje generira otpad, Sto ¢ini oko 75%
godisnje proizvodnje plasti¢nog otpada.*®

Istrazivanja pokazuju da bi, ako se nastavi trend ispuStanja plastike u mora i oceane, do
2050. godine u moru moglo biti vise plastike nego riba. Lebreton i sur.*® su postavili model
kojim se moze kvantitativno procijeniti koli¢ina plastike na povrSini oceana i mora.
Uzimaju¢i u obzir kumulativni u¢inak nakupljanja proizvedene plastike od 1950. godine do
danas, te relativno loSe gospodarenje plasticnim otpadom ljuske populacije, predvidene su
sljedece tri situacije: ako se emisije plastitnog otpada u okoli§ zaustave 2020. godine, ako
stagniraju na vrijednosti iz 2020. godine, i ako nastave rasti do 2050. Navedena tri scenarija

prikazana su slikom 2.12.

Emisije rastu do 2050.
2.5 milijuna t
Stagniraju na
vrijednosti iz 2020.

2 milijuna t

1.5 milijuna t Emisije 2-( : usta
1 milijun t
500,000 t
Ot
1954 1980 2000 2020 2040 2050

Slika 2.12. MP na povrsini oceana izrazena u milijunima tona od 1954. do 2050. godine, u tri moguca

scenarija.*

Velika ve¢ina MP-a koja se nalazi u vodenom okoliSu zapravo je sekundarna MP, a
potjeCe od jednokratnih pakiranja i proizvoda, troSenja guma i odbafenih vecih komada
plastike.>® Manji, ali ne zanemarivi dio ¢ini primarna MP, od koje oko 35% ¢&ine sinteticka
mikrovlakna koja u vodeni okoli§ dospijevaju putem pranja sinteticke odjece.*® Zbog

karakteristika kao Sto su niska gustoca i mala veli¢ina Cestica, plastika lako prelazi daleke
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udaljenosti, u oceanima naj¢esce putem morskih struja. Pojava MP tako je zabiljezena diljem
svijeta u vodenim ekosustavima.®!

U slatke vode MP cesto dospjeva preko poljoprivrednih povrSina ili izravnim
odlaganjem otpada u okoli§, kao rezultat loSeg gospodarenja otpadom.>? Jedan od
potencijalnih izvora MP u slatkim vodama su i otpadne vode i obradene vode iz postrojenja
za procis¢avanje otpadnih voda. Male dimenzije omogucuju MP da prode kroz filtere u
sustavima za obradu otpadnih voda. Panno i sur.® su u nedavnom istrazivanju istaknuli
prisutnost MP u podzemnim vodama, koje su vazan izvor pitke vode. Primjerice, krski
vodonosnik u Illinoisu opskrbljuje ¢ak 25% vode za piée u svijetu.>* Rezultati njihovog
istrazivanja pokazali su da 16 od 17 uzoraka podzemne vode uzorkovane u Illinoisu sadrze
MP, u rasponu koncentracija od 6,4 — 16 &estica po litri.>® Istrazivanje na podru¢ju Europe
koje je provedeno 2019. godine, FTIR analizom uzoraka podzemne i pitke vode iz uredaja za
procis€avanje pitke vode u pet razli¢itih podru¢ja Njemacke, pronadeno je onec¢is¢enje MP-
om u 62% uzoraka.>® Yao i sur.%® prikupili su rezultate brojnih istrazivanja o one¢iséenju
vecih svjetskih rijeka MP-om, te su izvjestili da su to uglavnom rijeke smjeStene u regijama u
razvoju, dok se rijeka Yangtze pokazala kao najonecis¢enija MP-om. U tablici 2.4. navedene
su regije i lokacije gdje su istrazivane prisutnosti MP i njihove vrijednosti u vodenim

ekosustavima.
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Tablica 2.4. Prisustvo MP u razli¢itim vodenim ekosustavima.>

Koncentracija MP

Regija Lokacija (Cesticall) Velic¢ina Cestica
Velika Britanija rijeka Kelvin 296,5 2,8 mm-— 11 pm
Kina jezero Poyang 226 <0,5 mm
Europa Panonska nizina 524 <0,3 mm
Belgija vise Belgijskih rijeka 17 <5 mm
rijeka Bloukrans 240 500 pm
Australija - ) )
rijeke Maribyrnong i Yarra 2867 <2 mm
jezero Winnipeg 1933 <5 mm
Kanada o
Kanadske rijeke i jezera 550 2-5mm
Indija jezero Vembanad 300 0,2mm-1mm
Nizozemska Obracf?? ,e VOd? “P OStrf)JenJa 3,3 <5 mm
za prociS¢avanje otpadnih voda
JuZnoafricka 5 estuarija na podrucju
. 320 <5
republika KwaZulu-Natal mm
Brazil plaza Jurujuba 110 <5 mm
Italija jezero Garda 17 <5 mm
Svicarska vise jezera 20 <5 mm; >5 mm
<5 mm (peleti); >5
SAD i Kanada jezero Huron 3499 mm (fragmenti
plastike)

Osim prisustva i koli¢ine pronadene MP u vodenom okoliSu, provedena su 1 istrazivanja

karakterizacije pronadenih &estica MP,>’ §to je graficki prikazano slikom 2.13. i 2.14.

Pokazalo se da su sastavom to uglavnom polimeri polipropilen i polietilen, dok od

morfoloskih oblika prednjace vlakna.
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1%

B PP (polipropilen) M PE (polietilen) M PS (polistiren)
PET (poli(etilen-tereftalat)) M PA (poliamid) H PVC (poli(vinil-klorid))

M PU (poliuretan) Hdrugo

Slika 2.13. Sastav MP-a pronaden u uzorcima slatke vode.®’

Hvlakna ™ fragmenti M filmovi granule M pjena M drugo
Slika 2.14. Morfologka podjela MP pronadene u uzorcima slatke vode.”’
2.3.3 Mikroplastika u sedimentu

Prema Programu Ujedinjenih naroda za okolis (UNEP), 15 % morskoga otpada pluta na
povrsini mora, 15 % lebdi u vodenom stupcu, dok se 70 % nalazi se na morskome dnu.
Europska agencija za okolis izvjestila je da se cestice MP zbog djelovanja morskih struja,
vjetra i Zemljine rotacije nakupljaju i povezuju u vrtloge. Postoji pet takvih vrtloga: dva su u
Atlantskom, dva u Tihom i jedan u Indijskom oceanu, a najveéi je sjevernopacificki koji
sadrzi oko 3,5 milijuna tona smeéa.*®

Prisutnost MP zabiljeZena je u sedimentima diljem svijeta, a pogotovo na plazama te u
obalnim i plitkomorskim sedimentima. Neka od novijih istrazivanja uklju¢uju i duboko more,
pa je tako zabiljezena prisutnost MP u sedimentu na dubini od 5000 metara u iznosu do 2000

gestica MP po m?. IstraZivanja sedimenta pokazala su da je onecis¢enje plasti¢nim otpadom u
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svijetu sve vece; primjerice, u posljednjih 20 godina na plazama u Belgiji taloZzenje Cestica
MP-a poveéalo se tri puta.>® Kako je usporedivanje rezultata raznih istrazivanja MP u
sedimentu bilo teSko zbog nejednolikosti u prikupljanju uzoraka i izboru promatranog
podrudja, tako je provedeno istrazivanje®® kojim se obuhvatilo 18 podrugja na 6 kontinenata i
kojim je dokazan proporcionalan porast koli¢ine cestica MP s gusto¢om naseljenosti. U tom
istrazivanju je velika koncentracija MP zabiljezena na podru¢ju Sjevernog mora,
Sredozemnog mora, Azije te na gusto naseljenoj obali Brazila. Na slici 2.15. prikazani su

rezultati prikupljenih istrazivanja diljem svijeta.

® Industrijaki plastiéni pelati

# Ostala mikroplastika

Slika 2.15. IstraZivanja koja obuhvaéaju MP u sedimentu (crvene tockice prikazuju prisutnost
industrijskih plasti¢nih peleta, dok zeleni kvadrati¢i prikazuju istraZivanja ostale MP (krhotine,

vlakna, mikrogranule))®®

2.3.4 Mikroplastika u tlu

Izvori MP-a u tlu za razliku od vodenog okoli$a nesto su manje istraZeni. Najces¢i
izvori MP su odlagalista otpada, aktivni mulj nakon obrade otpadnih voda, koristenje
organskog gnojiva, ostatci filmova malca u poljoprivredi, troSenje guma i kocnica u
cestovnom prometu, talozenje MP-a iz atmosfere itd.*” Pristunost MP u tlu narusava njegovu
kvalitetu za uzgoj. Migracija MP u tlu, pogotovo u jako one¢i§¢enim podrucjima kao $to su
ona tla gdje se primjenjuje obradena otpadna voda te gdje ima ostataka filmova malca,
predstavlja veliku opasnost za ekosustav. Biocenoza, sastav i poroznost tla, veli¢ina pora i

postojanje pukotina te agronomske prakse kao s§to su obradivanje zemlje (oranje) i Zetva
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utjec¢u na raspodjelu MP u thu.*” Biljke pridonose migraciji MP u vodoravnom i vertikalnom
smjeru, na naéin da Sirenjem svojeg korijenja kroz pore ispunjene zrakom prenose MP u
dublje dijelove, a na sliCan nacin ju prenose i organizmi koji Su prisutni u tlu (npr. crvi,
licinke i kraljeznjaci).*’

U posljednjim istrazivanjima procjenjuje se da se u Europi u tlo godi$nje ispusti od
63 000 do 430 000 tona MP-a, dok za Sjevernu Ameriku taj broj iznosi 44 000 do 300 000.

Rezultati nekolicine istrazivanja MP-a u tlu obuhvaéeni su u tablici 2.5.4’

Tablica 2.5. Srednje koncentracije mikroplastike na razli¢itim lokacijama u svijetu.*’

Lokacija Koncentracija (srednja vrijednost, mean)
Sydney, Australija, industrijsko podrucje 4191 mg kg*
Svicarska, poplavna tla 5mg kg*

Campeche, Meksiko, gradski vrtovi 0,87 estica kg™
Sangaj, Kina, duboka zemlja 62,5 &estica kg

Sangaj, Kina, plitka zemlja 78 Gestica kg*
Yunnan, Kina, estuarij rijeke Cha 26410 Gestica kg™
Yunnan, Kina, Dangoujian 48960 &estica kg™
Yunnan, Kina, Dunshang 27310 Gestica kg™
Yunnan, Kina, Anle 53090 &estica kg™
Yunnan, Kina, Shangsuan 22610 &estica kg™

2.4. Utjecaj mikroplastike na ekosustav i Covjeka

Zbog svojih karakteristika kao §to je otpornost na razgradnju i sveprisutnosti u okolisu,
MP moze prouzroc€iti dugoro¢ne posljedice na ekosustav. MP cestice mogu cesto slucajno
progutati mnoge Zivotinje (najvise morske) koje ju zamijene za prirodni plijen, a lako ulazi u
morske organizme i kroz usta ili §krge.*® Indigestijom MP-a smanjuje se kvaliteta prehrane
jedinke neke vrste i dolazi do deficita esencijalnih nutrijenata.®® Prisutnost MP ¢estica
otkrivena je u mnogim vrstama riba, Skampa, kornjaca, $koljkasa, zooplanktona i kitova.
Prisustvo MP u takvim organizmima moze uzrokovati fizicke i fizioloske promjene
ukljucujuéi reduciran rast i razvoj, oksidativni stres te reproduktivne komplikacije.*® Osim $to
djeluje na same organizme na nizim trofickim razinama, MP ima sposobnost bioakumulacije

I biomagnifikacije u hranidbenom lancu. Tako konzumacijom hrane (zivotinjskog ili biljnog
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porijekla), udisanjem ili ispijanjem onecis¢ene vode, MP dolazi u organizam covjeka kao
krajnjeg potrosaca, gdje predstavlja opasnost za ljudsko zdravlje zbog otpustanja toksi¢nih
tvari vezanih na njenu povrsinu.*’ Putevi MP iz okoli$a do ljudskog organizma prikazani su

slikom 2.16.

VFIDVIVHNI
ArNVYrids]

Slika 2.16. Graficki prikaz puta mikroplastike do ljudskog organizma.

Razlog zabrinutosti za ljudsko zdravlje je Cinjenica da neki spojevi koje MP sadrzi
mogu oponasati ljudske hormone. Tako je Medunarodna agencija za istrazivanje karcinoma
(eng. International Agency for the Research on Cancer — IARC) klasificirala vinil-klorid, koji
je monomer PVC-a, kao kancerogenu tvar za ljude.5* Monomer polistirena, stiren, IARC je
klasificirala kao potencijalno kancerogenu tvar za ljude, jer izaziva tumore na mlije¢nim
7lijezdama sisavaca i endokrini je disruptor.5? Bisfenol A (BPA), koji je klju¢an monomer u
proizvodnji poliepoksida i polikarbonata, povezuje se sa prijevremenim porodom, usporenim
rastom ploda i ostalim komplikacijama u trudno¢i.®

Aditivi koji se dodaju polimernim materijalima prilikom proizvodnje i prerade mozda
poboljsavaju karakteristike 1 svojstva gotovih proizvoda, ali nisu uvijek sigurni za ljudsko
zdravlje. Aditivi su podijeljeni u nekoliko kategorija: plastifikatori ili omeksavala, maziva,
punila, ojacavala, pjenila, antistatici, antioksidansi, stabilizatori, bojila i pigmenti, usporivaci
gorenja i makromolekularni modifikatori.®* Najstetnijim aditivima smatraju se bromirani
aditivi koji se koriste kao usporivaci gorenja, te ftalatni plastifikatori i aditivi za toplinsku
stabilizaciju na bazi olova.®®

Plastifikatori su aditivi koji ¢ine plastiku mekSom, fleksibilnijom i trajnijom, a primjer
su ftalati, esteri ftalatne Kiseline i alifatskih alkohola. Jedan od poznatijih plastifikatora jest
poliklorirani bifenil (PCB) i spada u grupu sintetskih organskih spojeva. Primjena PCB-a bila

je Siroka sredinom 20. stolje¢a, medutim prepoznata je njegova visoka toksi¢nost, postojanost
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u okolisu (vrlo su stabilni spojevi) te sposobnost bioakumulacije i biomagnifikacije.®® Zbog
toga su 1979. godine zabranjeni u SAD-u odlukom kongresa te u ostatku svijeta
Stockholmskom konvencijom o postojanim onec¢is¢ujuc¢im organskim tvarima 2001. godine.
lako su davno zabranjeni i danas se prenose kroz hranidbeni lanac.® U sklopu ,,International
Pellet Watch* programa prikupljeni su uzorci plasticnih peleta sa 30 plaza u 17 drzava te su
odredivane koncentracije raznih organskih oneciS¢ujucih tvari. Koncentracija PCB-a je
najvisa bila na obali Sjedinjenih Americkih Drzava, Japana i potom Europe, a neSto niza u

tropskoj Aziji, juznoj Africi i Australiji, $to je prikazano na slici 2.17.%7
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Slika 2.17. Srednje koncentracije PCB-a u svijetu izrazene u ng/g peleta.®’

Pored PCB-a vazno je spomenuti i diklorodifeniltrikloroetan (DDT). DDT se koristio u
Drugom svjetskom ratu kao pesticid kada se smatralo da nije Stetan za ljudsko zdravlje, a
koriSten je kao sredstvo protiv usi i tifusa. lako je kasnije je otkriveno njegovo mutageno i
kancerogeno djelovanje, te je krajem 80-ih zabranjen u Europi, U nekim drzavama se i dalje
koristi; primjerice u Africi protiv komaraca koji prenose malariju.%® Zbog njegovog svojstva
adsorpcije na MP i topljivosti u mastima pogodan je za bioakomulaciju u prehrambenom
lancu pa se tako i danas moze pronaci u ljudskom tijelu, stoga je vazno pratiti njegovu

koli¢inu adsorbiranu na MP-u, slika 2.18.%7

21



163

UK. 2
28 267
Greece 9 Seattle 5 7
2 :5Turkey 12 Japan - |l DOT
Portugal =] Boston —_—
1030 2 0
X1 Vietnam
India =+ -7 [] boe
Thailand 14
Indonesia San Francisco
4
37
z Mozambique 74 -
South Africa Australia =

Los Angeles

Slika 2.18. Srednje koncentracije DDT-a u svijetu izraZene u ng/ g peleta.®’

Jos jedna vrsta posebno Stetnih aditiva su usporivaci gorenja. Oni se mijeSaju sa
polimerima u udjelima i do 30% kako bi se sprijecilo zapaljenje materijala u procesima. Zbog
njihovog lakog oslobadanja u okoli§ iz Cestica MP, te kancerogenog, neurotoksi¢nog i
reprotoksi¢nog djelovanja, 2004. godine su zabranjeni pentabromirani i oktabromirani, a
2008. i dekabromirani difenil-eteri u plastici.®®

Posljednje no ne i manje vazno, treba ukazati na moguénost interferencije nekih
elemenata sa MP, te rezultirajue uéinke na odredene organizme. Kod svih vrsta MP
primije¢en je sinergijski uc¢inak u kombinaciji sa barem nekim spojem ili elementom. U
tablici 2.6. prikazani su toksi¢ni u¢inci pojedinih kemijskih elemenata ili spojeva te doprinos
MP u njihovom toksi¢nom djelovanju. Ta vrsta prac¢enja bitna je iz razloga Sto se, kako je ve¢
spomenuto, razni metali i spojevi lako mogu adsorbirati na povrsinu MP te tako ulaze u
organizam. Neki od organizama na kojima je pra¢ena toksi¢nost su Daphnia magna, europski

brancin Dicentrarchus labrax, zebrafish Danio rerio i drugi.”
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Tablica 2.6. Ucinci mikroplastike u kombinaciji s organskim i anorganskim onecis¢ivalima

adsorbiranih na povrsini mikroplastike.”

Mikroplastika  Omneciséivalo

Vrsta

organizma

Toksicni efekt

Kombinacijski efekt

PS / PS-COOH Ni

Flourescentne

crvene Hg
mikrosfere
PS Cu
PE PCB
Kiralni

antidepresiv

PVC venlafaksin i
njegovi
metaboliti
PE, PS, PVCi Triklosan
PVC800 (TCS)
Trajni
Fluorescentna organski
mikroplastika zagadivaci
(POP)
PS C-fenantren

Daphnia

magna

Europski
brancin
Dicentrarch

us labrax

Zebrafish

Danio rerio

Pjeskulja
Arenicola

marina (L)

Piskor
Misgurnus
anguillicaud

atus

Mikroalge
Skeletonema

costatum

Artemia
nauplii i

Danio rerio

Daphnia

magna

Anomalije, ukljucujuéi
imobilizaciju i promjene u

morfologiji

Akumulacija metala u mozgu i
misi¢ima, uzrokujuéi
neurotoksi¢nost, oksidativni stres
i promjene u aktivnosti enzima

kod mladuncadi ove vrste

Akumulacija u tkivu i toksi¢nost

zacrijeva i jetru.

Bioakumulacija i utjecaj na

aktivnost hranjenja

Akumulira se u tkivu i jetri ribe

Toksiénost mikroplastike
uzrokovana je primarno fizickim
oStecenjima, dok je triklosan

inhibirao rast

Desorpcija u crijevima i prijenos

u crijevni epitel i jetru

Doprinosi bioakumulaciji
ostataka derivata fenantrena i
inhibira disipaciju i
transformaciju fenantrena u

mediju

Test akutne toksi¢nosti
pokazuje antagonisticki
ucinak PS na Ni
toksi¢nost, dok PS-COOH

ima sinergijsko djelovanje

Pojacana akumulacija Hg

u tkivima

Mikroplastika i prirodne
organske tvari pospjesuju
akumulaciju 1 toksi¢nost

Cu

Mikroplastika doprinosi

bioakumulaciji

Mikroplastika je olaksala
prijenost i bioakumulaciju
u jetri te odgodila
metabolizam
kontaminanata
Kombinacija pokazuje
antagonizam S§to je veca
koncentracija

adsorbiranog triklosana

Mikroplastika sluzi za
prijenos do visih trofickih

razina

Povecanjem kapaciteta
adsorpcije povecava se i

toksi¢nost kombinacije
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2.5. Razgradnja mikroplastike
2.5.1 Razgradnja plastike u okolisu

Razgradnjom plastike smatra se svaka fizikalna ili kemijska promjena koja nastaje u
polimernom materijalu kao rezultat djelovanja okoli$nih faktora kao $to su svjetlost, toplina,
vlaga, kemijski uvjeti ili bioloska aktivnost. Svi procesi koji uzrokuju promjene svojstava
polimernih spojeva (najces¢e smanjenje funkcionalnosti) i koji uzrokuju kidanje veza u
makromolekulama polimera, kategorizirani su kao razgradnja.

Promjena mehanickih, optic¢kih i elektri¢nih karakteristika, kao $to su promjena boje ili
pojava obezbojenja, manjih ili vec¢ih pukotina, erozije, separacije faza ili delaminacije, na¢ini
su o¢itovanja razgradnje plastike.'® Proces razgradnje plastike u okolisu tako se odvija se u 4
stupnja:

1. Fotorazgradnja

2. Termooksidativna razgradnja
3. Hidroliza

4. Bioloska razgradnja.

Inicijalni proces je fotorazgradnja koja se odvija pomo¢u Suncevog UV zraCenja i
priprema materijal za sljede¢i proces, odnosno termooksidativnu razgradnju. Rezultat
provedbe oba procesa je krhkost plastike, te raspadanje na sve manje fragmente dok se ne
dosegne molekularna veli¢ina. Mikroorganizmi tada mogu metabolizirati nastalu plastiku
molekularne veli¢ine koriste¢i ugljik iz lanaca polimera, Koji onda ugraduju u biomolekule ili
ga oksidiraju u CO2.1° Ovaj je proces popriliéno spor, te za jednokratnu ¢asu od
ekspandiranog PS traje 50 godina, za plasti¢nu jednokratnu PE ¢aSu 400 godina, a za ribarski
najlon za pecanje ¢ak 600 godina. Najvecéi problem postojanosti plastike u oceanima je zbog
ograni¢ene dostupnosti kisika i zagrijavanja vode, te zbog slabog prodiranja UV zraka u vece

dubine.”®

2.5.2 Biorazgradnja plastike

Biorazgradnja je prirodan proces u kojem neku organsku tvar, jednostavnu ili sloZenu,
mikroorganizmi (bakterije, gljivice, kvasci i njihovi enzimi) koriste kao izvor hrane i pritom
ih prevode u jednostavnije spojeve, vodu, ugljikov (IV) oksid i mineralne soli. Proces
razgradnje plastike uz pomo¢ mikroorganizama postize se razli¢itim enzimatskim

aktivnostima koje uzrokuju cijepanje veza u makromolekulama.
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Prema Ng i sur.”? biorazgradiva plastika sadrzi heteroatome O, N i S u glavnom lancu
koji sluze kao mete za hidroliticke i enzimatske procese, nakon kojih se dobivaju produkti
manje molekularne mase, te se moze odviti asimilacija mikroorganizmima. Medutim,
problem kod ne-biorazgradive plastike kao Sto su PP, PE, PS, PET i PVC je $to je njihov
osnovni lanac otporan na hidroliticke i enzimatske procese, te ima hidrofobnu povrsinu i
veliku molekulsku masu $to otezava proces biorazgradnje.”® Takve je polimere potrebno
prethodno podvrgnuti kemijskoj, fizickoj ili foto-degradaciji, kako bi se lakSe i uspjesnije
odvila asimilacija mikroorganizmima. Proces biorazgradnje tako se odvija u Cetiri stupnja, §to

je shematski prikazano slikom 2.19.7

Proces biorazgradnje

Slika 2.19. Shematski prikaz procesa biorazgradnje.”

Proces biorazgradnje organske tvari moze se odvijati na zraku u aerobnim uvjetima, u
sedimentu i odlagaliStima otpada u anaerobnim, i U tlu i kompostu djelomi¢no aerobnim i
djelomi¢no anaerobnim uvjetima.*® Produkti razgradnje polimera u anaerobnim uvjetima su
organske kiseline, H-O i plinovi (CHs i COz). U aerobnim uvjetima, biorazgradnja za
produkte ima CO: i H20 uz nastajanje stani¢ne biomase. Sli¢no, u sulfidogenim uvjetima su
produkti biorazgradnje H.S, CO, i H,0.* Biomineralizacija je proces koji je vezan za
biorazgradnju. Bioloska mineralizacija odnosi se na pretvorbu organskih tvari (ugljika) u
anorganske (mineral), a takoder se moZe odvijati u aerobnim ili anaerobnim uvjetima.’*

Prema Chinaglia i sur.” karakteristi¢na reakcija biorazgradnje moze se prikazati

jednadzbom 1:

a b
Cpolimer + 02 - Cbiomasa - COZ + HZO (1)

gdje je Cpaiimer Ugljik iz polimera koji se u reakciji a konvertira u ugljik u biomasi, a koji se
zatim reakcijom b konvertira u ugljikov dioksid i vodu. Prema tome, reakcija a moze se

nazvati biorazgradnjom, dok je reakcija b mineralizacija.
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Buduci da jo$ uvijek nije razvijena egzaktna metoda za pracenje dobivanja biomase u
eksperimentima biorazgradnje, doseg reakcije se moze izracunati iz Sljedece jednadzbe (2):

Biorazgradnja (%) = Cdobivenkao€oz . 1) (2)

polimer

Biorazgradnja ¢vrstih materijala kao $to je plastika, koji opcenito nisu topljivi u vodi, je
heterogena reakcija koja se odvija na granici faza ¢vrsto-kapljevito. Mikrobni enzimi, koji su
zaduZeni za razgradnju, u tom sluc¢aju su u kontaktu samo sa dostupnom povrsinom ¢vrstih
Cestica. Kako makromolekule u unutrasnjim dijelovima Cestica nisu dostupne za reakciju, u

njoj ni ne sudjeluju, stoga gornja jednadzba poprima novi oblik, jednadzba (3):

Biorazgradnja (%) = —4ebivenkaoco, . 4 (3)

dostupni Cpolimer

Obzirom da dio polimera tijekom reakcije bude ukomponiran u mikrobiolosku
biomasu, humus i ostale prirodne produkte, proces biorazgradnje uglavnom ne doseze
100%.1°

Bakterije i gljive Siroko su rasprostranjene grupe mikroorganizama koje imaju klju¢nu
ulogu u razgradnji plastike u okoliSu. Dominantna skupina mikroorganizama koji ¢e se baviti
razgradnjom odredena je okoliSnim uvjetima. Preferirani nain rasta mikroorganizama je
prianjanje na povr$inu MP i naknadno stvaranje biofilma. U nekim slu¢ajevima kada se na
povrsini polimera formira biofilm, mikroorganizmi biofilma luc¢e biosurfaktante koji pomazu
u internalizaciji oligomera. U odsustvu biofilma dolazi do sekvencijalne razgradnje MP u
uobicajene metabolite tzv. ciklusa trikarboksilne kiseline (TCA).”

Ciklus trikarboksilne kiseline jedan je od glavnih metabolickih nadina za stvaranje
energije iz vecine organskih spojeva. U TCA ciklusu, acetil koenzim A (acetil-CoA) djeluje
kao klju¢ni meduprodukt i koristi se u stanicnim aktivnostima poput stvaranja CO2 procesom
oksidacije, formiranjem acetata ili u biosintezi. Stvaranje ATP-a koji osigurava energiju u
stanicama mikroorganizama glavna je zada¢a TCA ciklusa. Metabolizam i ucinkovitost
procesa proizvodnje energije, tj. razgradnje varira ovisno o mikrobioloskim uvjetima rasta.
Tijekom procesa obrade otpadnih voda, reaktori s aktivhim muljem gube mnogo energije u
obliku topline. U takvim uvjetima, potroSnja ATP-a je povecana i manje energije je dostupno
za rast i metabolizam. Unatoc¢ tome §to se dio energije gubi, aerobni procesi su u¢inkovitiji od
anaerobnih, obzirom da se zbog manjka kisika u anaerobnim uvjetima, koji sluzi kao elektron

akceptor, dobiva manje energije.’
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Enzimi koji su zaduzeni za biorazgradnju polimera kategoriziraju se u dvije vrste:
izvanstani¢na i unutarstani¢na depolimeraza. Egzoenzimi uglavnom su ukljuceni u razgradnju
kompleksnih spojeva do monomera ili dimera, a kasnije ih mikroorganizmi iskoristavaju kao

izvor ugljika i energije. Koncept biorazgradnje polimera prikazan je na slici 2.19.7

POLIMERI

DEPOLIMERAZE

Aerobna Anaerobna BIOMASA

protisa razaradnia MONOMERI razgradnia | YGLIIKOV (IV) DIOKSID
UGLJIKOV (I1V) DIOKSID DIMERI VODA
VODA OLIGOMERI METAN/SUMPOROVODIK

Slika 2.19. Biorazgradnja polimera u aerobnim i anaerobnim uvjetima.”

Biorazgradnja polimera, osim o vrsti mikroorganizama i uvjetima u kojim se provodi, u
velikoj mjeri ovisi o kemijskim i fizikalnim svojstvima materijala. Kemijska struktura,
molekulska masa polimera, temperatura taljenja, stupanj kristalinosti, elasti¢nost, hidrofilnost
i hidrofobnost povrsina i veli¢ina samo su neka od svojstava koji utjeCu na razgradnju
plastike.”® Primjerice, poliesteri s manje bo¢nih lanaca podloZniji su bakterijskoj asimilaciji
nego oni sa vise bo¢nih lanaca.”® Opéenito vrijedi da se poveéanjem molekulske mase
polimernog spoja smanjuje moguénost bioloske razgradnje polimera,’® zbog toga §to se
porastom molekulske mase naglo se smanjuje topljivost polimera, a bakterije mogu
apsorbirati samo otopljene supstrate koji prolaze kroz njihovu membranu.'® Plasti¢ni
materijali s nizom temepraturom taljenja imaju vecu sposobnost biorazgradnje. Stupanj
kristalnosti takoder je jedan od kljuénih faktora za biorazgradnju jer enzimi koji provode
razgradnju uglavnom napadaju amorfne dijelove polimera. Za razliku od kristala, u amorfnim
dijelovima su molekule su rjede pakirane pa ih to ¢ini pogodnijima za razgradnju. PovrSinske
karakteristike poput hidrofilnosti i hidrofobnosti isto uvelike utjeéu na mehanizam
biorazgradnje.”® Hidrofobne plastike kao §to je primjerice PE, nisu podloZne bakteriologkoj
razgradnji jer onemoguéuju pristup hidrolitickim enzimima. Dodatkom S$kroba pri
polimerizaciji PE stvaraju se hidrofilni dijelovi koji omogucuju stvaranje kolonija bakterija,

gdje je onda moguéa hidroliti¢ka razgradnja.”’
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Uz navedena kemijska i1 fizikalna svojstva polimernih materijala, vaznu ulogu pri
biorazgradnji plastike imaju i karakteristike samih mikroorganizama. Rasprostranjenost i
zastupljenost razli¢itih vrsta u okoliSu 1 optimalni uvjeti rasta znacajni su za proces bioloske
razgradnje polimera. Uvjeti rasta koji diktiraju odvijanje biorazgradnje su pH, temperatura,
sadrzaj vlage u materijalu, dostupnost kisika, nutrijenata i sl.”® Bioraznolikost i zastupljenost
mikroorganizama koji razgraduju polimere moze varirati ovisno o okoliSu (tlo, more,
kompost, aktivni mulj i dr.), stoga je bitno ispitati vrste i distribuciju u razli¢itim
ekosustavima.”® Na slici 2.20. prikazani su okoli$ni ¢imbenici i svojstva plastike koji utjecu
na njezinu razgradnju. Zbog uvjeta koji vladaju u razliCitim staniStima, biorazgradivost
polimera bi se trebala promatrati u okoliSu za koji se oc¢ekuje da je prikladan za razgradnju;

poput kompostista ili odlagalista otpada.

Kristalnost

Kemijski sastav "}
Molekulska masa 6\0
Morfologija o\\

Hidrofobnost

Vrsta polimera
Nacin proizvodnje

Aditivi

Slika 2.20. Faktori koji utje¢u na brzinu razgradnje plastike.?
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2.6. Bacillus licheniformis

Ova bakterija inicijalno je nazvana Clostridium licheniforme 1898. godine,’® a 1901.
dobiva naziv koji i danas nosi, Bacillus licheniformis.” B. licheniformis je Stapicasta,
fakultativno anaerobna, gram pozitivna bakterijska wvrsta sa visokim potencijalom
biotehnologke upotrebe.?% Ima sposobnost stvaranja endospora i moze se izolirati iz pti¢jeg
perja, tla i biljaka, a u posljednjem desetljecu i iz morskog okolisa. Spada u grupu mezofilnih
bakterija sa optimalnom temperaturom rasta od 50 °C. Optimalna temperatura za sekreciju
enzima je 37 °C. B. licheniformis ima razlicite morfologije kolonija, ali ipak prevladavaju
oblici lisajeva, po cemu je i dobila ime. Kolonije su uglavnom krem boje kao $to je prikazano
slikom 21, dok u prisustvu Zeljeza mogu poprimiti crvenu boju.8! Opée je poznato da ove
bakterije mogu kontaminirati mlijeCne proizvode, uzrokuju kvarenje hranje, a posljedi¢no
mogu uzrokovati i trovanje hranom.

Upotreba je u Sirokom spektru podrucja, od kojih su neki akvakultura, agrokultura,
prehrambena i farmaceutska industrija te biomedicina. U posljednje vrijeme osim najéesce
primjene kao probiotika, B. licheniformis pronalazi primjenu na podrucju bioflokulacije,
biomineralizacije, bioremedijacije i proizvodnje biogoriva.®? B. licheniformis proizvodi
enzim proteazu koji moze opstati na visokim pH razinama. Proteaza je pozeljan sastojak
deterdzenta za pranje rublja zbog svoje sposobnosti koriStenja na niskim temperaturama, Sto

sprje¢ava skupljanje i blijedenje boja rublja.®®

Slika 2.21. Fotografija bakterijske kolonije B. licheniformis.®
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Materijali
3.1.1 Mikroplastika

U ovom pokusu koriStene su dvije vrste plastiénih materijala od kojih se izraduju
komercijalni proizvodi: polistiren (PS), ¢iji je uzorak MP-a dobiven usitnjavanjem
jednokratnog pribora za jelo, te poli(vinil-klorid) (PVC) ¢iji je uzorak MP-a dobiven
usitnjavanjem jednokratne posude za pohranu hrane (slika 3.1.). Oba materijala usitnjena su

na dvije veliCine ¢estica: 500-710 pm 1 <300 um.

a)
Slika 3.1. Jednokratni pribor za jelo od polistirena (a) i jednokratna posuda za pohranu hrane od
poli(vinil-klorida) (b).

3.1.2 Bakterijska kultura

Za ovaj eksperiment koristila se bakterijska kultura Bacillus licheniformis koja je
izolirana iz uzorka rije¢nog sedimenta. Cuva se na kosim hranjivim podlogama, a uzgojena je
na hranjivom agaru. Na Fakultetu kemijskog inzenjerstva i tehnologije je pohranjena u zbirci
mikroorganizama na Zavodu za industrijsku ekologiju. Na slici 3.2. prikazana je
mikrofotografija trajnog preparata bakterije Bacillus licheniformis obojanog po Gramu i
mikroskopirana svjetlosnim mikroskopom pri pove¢anju P = 1000x, te izrasla kultura na

hranjivome agaru dobivena tehnikom iscrpljivanja pri 37 °C tijekom 24 sata.
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Slika 3.2. Mikrofotografija trajnog preparata bakterije Bacillus licheniformis (a), te izrasla
kultura na hranjivome agaru (b).
3.1.3 Kemikalije

e Etanol
Prije pocetka ovog pokusa, za sterilizaciju ¢estica MP bilo je potrebno pripraviti 70 %-
tnu vodenu otopinu etanola (CoHsOH, w = 70 %). U menzuri je odmjereno 730 mL etanola
(w=96 %, M =46,07 g/mol, p=0,805kg/L ), te je preneseno u tikvicu od 1000 mL i do
oznake dopunjeno deioniziranom vodom.
e Mineralni medij
Za provodenje pokusa priredeno je 2 L mineralnog medija kemijskog sastava

navedenog u tablici 3.1.

Tablica 3.1. Sastav mineralnog medija prema Kyaw i sur.®

Tvar Masa / gL*
K2HPO, 12,5
KH2PO4 3,8
(NH4)2SO4 1,0
MgSO, - 7H,O 0,1
5 mL elemenata u tragovima
H3BO:3 0,232
ZnS0q - 7H>0 0,174
FeSO4(NH,)2SO, - 6H,0 0,116
CoSOq - SH0 0,096
(NH4)6sM07024 - 4H>0 0,022
CuSOq - SH0 0,008
MnSO; - 4H,0 0,008
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Mineralni medij podijeljen je na dva volumena od 1 L, te je pH podeSen na 6,0,
odnosno 8,0 pomocu 1 M otopine HCI i KOH. Tako prireden medij potrebno je sterilizirati u
autoklavu pri 121 °C i 1,1 atm te se koristi za pripravu suspenzije bakterijske kulture.

e Hranjivi agar

Za uzgoj bakterijske kulture i analizu ukupnog broja zivih stanica bakterije (eng.
Colony forming units, CFU) pripremljeno je 500 mL hranjivog agara (HA). Hranjivi agar se
sastoji od 1,8 — 2,0 % agara i hranjivog bujona (eng. nutrient broth) koji se dodaje u koli¢ini
koja je propisana uputama proizvodaca. Tako je dodano ukupno 9,0 g agara i 4,0 g hranjivog
bujona na 500 mL deionizirane vode. Kada se suhe komponente dodaju u deioniziranu vodu,
ostavi se 15 min da nabubri te se krece s laganim zagrijavanjem uz konstantno mijesanje do
vrenja. Takav pripravak zatim se sterilizira u autoklavu tijekom 20 minuta pri 121 °C i 1,1
atm.

¢ FizioloSka otopina

Osim mineralnog medija i hranjivog agara bilo je potrebno prirediti fiziolosku otopinu,
odnosno 0,9 %-tnu otopinu natrij klorida (NaCl) koja je koriStena u svrhu priprave
decimalnih razrjedenja za odredivanje ukupnog broja zivih stanica bakterija (CFU).

e Otopina za reuspenziju

Za provedbu testa ekotoksi¢nosti primjenom morske bakterije Vibrio fischeri bilo je
potrebno pripraviti suspenziju bakterije Vibrio fischeri, koja se radi uz pomo¢ otopine za
resuspenziju koja prema HRN/EN 1SO 11348-1:2000, te u 1L sadrzi:

e 20 g NaCl

e 10 g glukoze

e 10 g rafinoze

e 0,29 KH2PO4

e 0,29 MgSO.

e 0,59gCaCly

e 0,5mL glicerola

Otopina se prokuhala i ohladila. pH otopine mora iznositi izmedu 6,8 1 7,2 te se po
potrebi pH podesavao dodatkom NaOH ili HCI.

e 2%-tna otopina NaCl

Za test ekotoksi¢nosti primjenom morske bakterije Vibrio fischeri bilo je potrebno

pripremiti 2 %-tnu otopinu NaCl-a tako da se u odmjernu tikvicu od 100 mL odvagnulo 2 g

NaCl, otopilo te dopunilo deioniziranom vodom do oznake. Takoder je pripremljena i ¢vrsta
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podloga na kojoj se uzgajala bakterijska kultura Vibrio fischeri, otapanjem sljede¢ih sastojaka
u 1 L deionizirane vode, uz zagrijavanje do vrenja:

e 30g NaCl

e 15gagara

e 10gglicerola

e 5gCaCOs

e 5g peptona

e 3 gkvaSCevog ekstrakta

Podloga se sterilizirala 15 min u autoklavu na 121 °C. Kultura se odrZavala na

temperaturi od 15 do 22 °C uz temperaturni optimum 18 °C. Pri navedenim uvjetima kultura
je upotrebljiva najmanje dva, a najvise devet dana od precijepljivanja, optimalna

luminiscencija i stabilnost bakterijske suspenzije je od drugog do ¢etvrtog dana.
3.2. Instrumenti i oprema

Za pripremu uzoraka prije poc¢etka pokusa, te za provodenje istog, koriSteni su uredaji i
oprema koji se nalaze u laboratoriju i prostorijama Zavoda za industrijsku ekologiju, dok su
se analize koje su sluzile za praenje procesa biorazgradnje odvijale na uredajima koji se
nalaze u spin-off tvrtki CWT (eng. Compresive water technology), na Fakultetu kemijskog
inzenjerstva i tehnologije SveuciliSte u Zagrebu. Prije pocetka pokusa, za usitnjavanje
pocetnog uzorka plastike koristio se kriomlin nadopunjen s teku¢im duSikom (Retsch GmbH,
CryoMill, Njemacka) te mehani¢ka sita (W. S. Tyler RX-86-1 Sieve shaker, USA) za
prosijavanje kako bi se dobio uzorak zeljene veli¢ina Cestica. TehniCka vaga Sartorius GM
6101 i analiticka vaga KERN ALJ 220-4NM sluzile su za pocetnu odvagu uzorka te odvagu
za pripravu otopina. Nakon sterilizacije MP koriStena je boca za odsisavanje, metalni lijevak,
vakuum pumpa te sterilni membranski filter papiri ¢ija je veli¢ina pora 0,45 um. Koristile su
se i Cetiri rotacijske tresilice Grant-bio PSU-10i tijekom 30 dana na dva temperaturna uvjeta:
15 i 25 °C. Termostat u kojem se provodio pokus pri 15 °C jest Liebherr, FKU 1800-
20C/774, Njemacka. Za postizanje sterilnih uvjeta rada koriSten je plamenik, a za
steriliziranje opreme, hranjive podloge i mineralnog medija koristen je autoklav Sutjeska,

Jugoslavija. Navedeni uredaji i oprema prikazani su na slikama 3.3. i 3.4.
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Slika 3.4. Mehanicka sita (a), autoklav (b).

Za izuzimanje uzoraka koriStene su plasticne pipete od 1 mL (Pasteur pipete), staklene
bocice od 25 mL sa ¢epom na navoj, plasti¢ne Sprice te okrugli filteri CHROMAFIL® CA-
45/25 s promjerom pora 0,45 um. Opticka gustoca ocitavala se pri valnoj duljini 1 = 600 nm
na prijenosnom spektrofotometru Hach DR2400. Koncentracija otopljenog Kisika, pH i
temperatura mjereni su pomocu dviju elektroda i prijenosnog multimetra WTW Multi 3430.
Za ukupan broj zivih stanica bakterija (CFU) koristene su sterilne plasti¢ne petrijeve zdjelice

i ruéni broja¢ kolonija E-Count™. Navedeni uredaji prikazani su slikom 3.5.
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Slika 3.5. spektrofotometar (a), prijenosni multimetar (b), broja¢ kolonija (c).

Za odredivanje koncentracije ukupnog organskog ugljika (eng. total organic carbon,
TOC) i anorganskog ugljika (eng. inorganic carbon, IC) u uzorcima koristen je TOC-V
Shimadzu uredaj. Na kromatografu (HPLC UFLC XR D4 SHIMADZU) masenom
spektrometrijom analizirali su se sastoji uzoraka po raspodjelom po masi. Tijekom
biorazgradnje pratila se i1 ekotoksi¢nost koja je ispitivana pomoc¢u morske bakterijske vrste
Vibrio fischeri na luminometru Dr. Lange LUMIStox 300, koji je povezan s termostatiranim
inkubacijskim blokom Dr. Lange LUMIStherm u kojem se uzorci odrzavaju na temperaturi
od 15 °C. Nakon provedene biorazgradnje, PS i PVC su okarakterizirani infracrvenom
spektroskopijom s Fourierovim transformacijama na FTIR/ATR spektrometru Perkin Elmer,

Spectrum One. Navedeni uredaji prikazani su na slikama 3.6. i 3.7.

Slika 3.6. Uredaji za pracenje biorazgradnje: a) FTIR-ATR spektrometar, b) LC-MS tekucinski
kromatograf, ¢) TOC uredaj.
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Slika 3.7. Uredaji za pracenje ekotoksi¢nosti: luminometar (a), termostatirani inkubacijski blok (b).

3.3. Metode rada
3.3.1 Priprema uzoraka mikroplastike

Plasti¢ni komercijalni proizvodi (jednokratni pribor za jelo i ambalaza) razrezani su
Skarama na manje komade. Takvi komadi dalje su usitnjavani u kriomlinu, gdje je kao medij
za hladenje koristen tekuéi dusik. Dobivene usitnjene Cestice plastike osuSene su na zraku pri
sobnoj temperaturi te su prosijavane kroz mehanicka sita razli¢itih promjera otvora kako bi se

dobila Zeljena veli¢ina Cestica, a to je 500-710 pum te <300 pm.
3.3.2 Sterilizacija mikroplastike

Prije poc¢etka pokusa potrebno je sterilizirati uzorke MP kako bi bilo osigurano da ¢e se
biorazgradnja provoditi isklju¢ivo pomocu ispitivane bakterijske vrste Bacillus licheniformis.
Sterilizacija MP provodila se u sterilnim tikvicama od 100 mL sa 70 %-tnim etanolom
tijekom 10-15 min na tresilici pri 160 o/min na sobnoj temperaturi. Nakon toga ¢estice MP su
odvojene metodom membranske filtracije pomocu sterilnog membranskog filter papira
veli¢ine pora 0,45 um postivajuci sterilne uvjete rada (slika 3.8.). Tijekom filtracije uzorci su
ispirani sterilnom deioniziranom vodom kako bi se lakSe uklonili sa stijenki tikvica te
sakupili na filtar papiru. Kada su bili suhi, uzorci su prebaceni u sterilne Erlenmeyerove

tikvice do 250 mL koristeéi se pritom sterilnom metalnom $patulom i pincetom.
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Slika 3.8. Prikaz odvajanja éestica mikroplastike nakon sterilizacije poStujuci sterilnu tehniku rada.
3.3.3 Preduzgoj kulture Bacillus licheniformis

Preduzgoj kulture se provodi u svrhu prilagodbe iste na uvjete eksperimenta. To
ukljucuje pripremljenu bakterijsku kulturu uzgojenu na hranjivom agaru pri 37 °C, koja se
24 h prije postavljanja pokusa koristi za pripravu 20 mL bakterijske suspenzije u mineralnom
mediju (pH 6 i 8) u tikvicama od 100 mL. Ovim na¢inom preduzgoja, kultura se prilagodila
na uvjete mineralnog medija, da nema supstrata, te se na taj nacin izbjegla lag faza rasta

bakterijske kulture, odnosno postigla se log faza gdje je najintenzivnija produkcija enzima.
3.3.4 Pokus biorazgradnje prema Taguchi dizajnu

Tijekom ovog eksperimenta koji se odvijao 30 dana ispitivani su znacajni ¢imbenici za
proces biorazgradnje MP primjenom bakterijske kulture Bacillus licheniformis. Pokus je
proveden prema Taguchi dizajnu koji daje kombinaciju ¢imbenika na odredenim razinama.
Za primjenu Taguchi metode potrebno je odrediti ¢imbenike i razine na kojima se oni
ispituju. U ovom pokusu odluceno je da ¢e se ispitati sljedec¢ih 7 ¢imbenika: pH-vrijednost,
temperatura, broj okretaja, veli¢ina ¢estica MP, koncentracija MP, opticka gustoca i dodatak
glukoze, na dvije razine — minimalna i maksimalna vrijednost. Popis ¢imbenika na dvije

razine prikazan je u tablici 3.2.
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Tablica 3.2. Pregled ispitivanih ¢imbenika na dvije razine prema Taguchi dizajnu.

razina 1-min 2 - max
A pH vrijednost / - 6 8
B T/°C 15 25
C veli¢ina MP / pm <300 500-710
D y (MP) / mg/L 10 1000
E broj okretaja / o/min 100 200
F OG/- 0,1 0,5
G y (glukoza) / mg/L 0 100

Prema programu dobiva se matrica koja predstavlja broj tikvica i kombinaciju

¢imbenika na dvije razine za svaku tikvicu. Sastav svake tikvice prikazan je u tablici 3.3.

Tablica 3.3. Sastav pojedine tikvice dobiven prema Ls ortogonalnoj matrici iz programa prema

Taguchi dizajnu.

pokus MP T/°C ok?ertcgja /- Vrij S;_ost / Veliéi;lirfl“tica y%‘jl)_ J O_G 7 fgnlqugljﬁza)
P-1 PSS 15 100 8 500-710 1000 0,5 0
P2 PVC 15 100 8 500-710 1000 0,5 0
P-3 PS 15 100 6 <300 10 0,1 0
P-4 PVC 15 100 6 <300 10 0,1 0
P-5 PS 15 200 8 500-710 10 0,1 100
P-6 PVC 15 200 8 500-710 10 0,1 100
P-7 PVC 15 200 6 <300 1000 0,5 100
P8 PS 15 200 6 <300 1000 0,5 100
P9 PS 25 100 6 500-710 10 0,5 100
P-10 PVC 25 100 6 500-710 10 0,5 100
P-11 PS 25 100 8 <300 1000 0,1 100
P-12 PVC 25 100 8 <300 1000 0,1 100
P-13 PS 25 200 6 500-710 1000 0,1 0
P-14 PVC 25 200 8 <300 10 0,5 0
P-15 PS 25 200 8 <300 10 0,5 0
P-16 PVC 25 200 6 500-710 1000 0,1 0
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Iz tablice 3.8. vidljivo je da se pokus sastojao od 16 tikvica razli¢itog sastava. Svaka

tikvica sadrzavala je sterilizirane cestice MP, mineralni medij, te suspenziju bakterije

Bacillus licheniformis. Radni volumen pojedine tikvice iznosio je 100 mL. Pored tikvica u

kojima se pratio proces biorazgradnje, postavljene su i 4 tikvice bez ¢estica MP kao slijepe

probe. Ukupno 20 tikvica postavljeno je na 4 tresilice na dva temperaturna uvjeta, sto je

prikazano slikom 3.9.

Slika 3.9. Prikaz provedbe pokusa na tresilici u termostatu pri 15°C.

Na pocetku pokusa izmjerene su pocetne vrijednosti pra¢enih parametara koje su

prikazane u tablici 3.4., a tijekom pokusa uzorci su se izuzimali za naknadne analize 5 puta i

to: 3., 7., 14., 21. i 30. dan, §to je prikazano slikom 3.10. lzuzimalo se po 0,5 mL uzorka iz

svake tikvice pomocu sterilne pipete metodom usnog pipetiranja. Nakon izuzimanja, uzorci

su filtrirani kroz sterilne membranske filtere Sirine pora 0,45 pum kako bi se uklonili

mikroorganizmi i eventualne krute Cestice iz vodene faze. To se ¢inilo da bi se izbjeglo

stvaranje zacepljenja u uredajima za analize. PoCetnih 0,5 mL uzorka razrijedeno je na 10 mL

dodatkom 9,5 mL deionizirane vode.

Tablica 3.4. Pocetne vrijednosti parametara za pokuse s PS-om i PVC-om.

MP OGo/ -
0,1
PS
0,5
0,1
PVC
0,5

yo (MP)/

mg/L
8,06
8,10
8,06
8,10

H-vrijednost
P ! To/°C

/-
6,03
7,83
6,03
7,83

26,20
25,30
26,20
25,30

log CFUo / -

7,26
8,21
7,26
8,21

v (TOCo) /

mg/L
6,14
9,89
6,14
9,89

mg/L
3,38
2,57
3,38
2,57

v (ICo)/
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Slika 3.10. Postava aparature za izuzimanje uzoraka postujuéi sterilnu tehniku rada.
3.3.5 Postupak odredivanja ekotoksicnosti pomocu bakterije Vibrio fischeri

Ovom metodom ispitana je aerobna ekotoksi¢nost filtrata svakog pokusa, nakon 30
dana provodenja biorazgradnje MP uz Bacillus licheniformis. Ova metoda u skladu je s
normom HRN/EN I1SO 11348-1:2000, Kakvoc¢a vode - Odredivanje inhibitornog uéinka
vodenih uzoraka na emisiju svjetla bakterije Vibrio fischeri (Test sa svjetleCim bakterijama).
Metoda se temelji na procjeni smanjenja fizioloSke aktivnosti Ciste kulture bakterija Vibrio
fischeri u prisutnosti toksi¢nih tvari. Kao mjera fizioloSke aktivnosti koristilo se prirodno
svojstvo luminiscencije ove vrste bakterija. Suspendirana kultura bakterijskih stanica izlozila
se rastu¢em nizu koncentracija toksi¢ne tvari, pri ¢emu su svi ostali parametri u testu
odrzavani konstantnima. Mjerio se intenzitet luminiscencije na pocetku testa i nakon 30 min.
Instrument o¢itava dva rezultata: EC20 | ECso koji predstavljaju volumni udio (%) uzorka pri
kojemu dolazi do 20%-tnog, odnosno 50%-tnog pada luminiscencije.

Postupak krece s termostatiranjem Kiveta u termostatnom bloku na 15 °C barem 15
minuta prije pocetka izvodenja testa. Svaki put prije postavljanja testa provodio se test
valjanosti bakterijske kulture tako da se u referentnu Kivetu stavilo 0,5 mL 2 % otopine
NaCl-a i 0,5 mL inokuluma, dok se u test kivetu stavi 0,5 mL otopine kalij dikromata
(K2Cr207). Inhibicija referentne otopine trebala je biti izmedu 20 i 80 %. Nakon provedenog
testa valjanosti bakterijske kulture priredio se linearni niz razrjedenja pocetnog uzorka
filtrata, dok je posljednja kiveta u nizu bila ispunjena otopinom NaCl-a. Redoslijedom s
lijeva na desno po uputama instrumenta, oCitavala se izmjerena luminiscencija pojedinog

uzorka na luminometru, sto je prikazano na slici 3.11.
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Slika 3.11. Postava aparature za provodenje ispitivanja ekotoksi¢nosti na Vibrio fischeri.
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4. Rezultati i rasprava

Masovna proizvodnja plasticnih proizvoda i nepravilno rukovanje plasticnim otpadom
dovelo je ljudsko drustvo do problema prekomjernog oneciSéenja okoliSa. Karakteristike
sintetskih polimernih materijala, kao $to su izdrzljivost i otpornost na razgradnju, Sprje¢avaju
brzo uklanjanje takve vrste otpada iz prirode. Otkrice pojave MP u okoliSu dodatno je
zabrinulo znanstvenu zajednicu i javnost. Zbog svojih malih dimenzija Cestica, uklanjanje
MP iz okoliSa vrlo je tezak zadatak. Kao jedna od moguc¢ih metoda za rjeSenje tog problema
javlja se biorazgradnja razli¢itim mikroorganizmima koja se temelji na iskoriStavanju
enzimskog potencijala 1 metabolickim aktivnostima mikroba.

U ovom radu predstavljeni su provedeni pokusi biorazgradnje MP ¢estica PS-a i PVC-a
primjenom Gram pozitivne bakterije Bacillus licheniformis tijekom 30 dana. Ispitivao se
utjecaj odabranih ¢imbenika koji mogu imati utjecaj na proces biorazgradnje: temperatura,
pH-vrijednost, veli¢ina i koncentracija Cestica, broj okretaja tresilice, opticka gustoca
suspenzije i dodatak glukoze i to pri minimalnoj i maksimalnoj vrijednosti. lzuzeti uzorci
tijekom provedbe procesa biorazgradnje podvrgnuti su sljede¢im analizama: broj stanica
izraslih bakterijskih kolonija (CFU), TOC analiza, LC-MS analiza i FTIR spektroskopija. Po
zavrSetku pokusa ispitana je ekotoksi¢nost filtrata pomoc¢u bakterije Vibrio fischeri. Znacajni
¢imbenici procesa biorazgradnje naknadno su utvrdeni statistiCkom obradom u programu

,Design Expert® prema Taguchi metodi.

4.1. Promjena CFU vrijednosti tijekom procesa biorazgradnje

4.1.1 Promjena CFU vrijednosti u pokusima s polistirenom

CFU vrijednost se koristi za mikrobiolosku dijagnostiku nekog sustava, a predstavlja
broj izraslih bakterijskih kolonija izrazenih po mililitru.%® Na slikama 4.1. graficki su
prikazane promjene CFU vrijednosti tijekom 30 dana provedbe pokusa biorazgradnje PS-a uz
Bacillus licheniformis.

U 0. danu analiza CFU vrijednosti provedena je za dvije suspenzije razli¢itog pH, 6 i 8,
te je broj izraslih kolonija iznosio 1,8x107 st/mL i 1,6x108 st/mL. Na slikama 4.1.d) i 4.1.e)
prikazani su pokusi P-8 i P-9 (oba su pH = 6) gdje je u 3. danu doslo je do porasta vrijednosti
CFU s 1,8x107 na 8,7x107 st/mL i 9,5x10" st/mL. Tu se bakterijsko razmnoZavanje moze
protumaciti kao uspjeSan preduzgoj bakterijske vrste, stoga nije bilo potrebno vrijeme da se
bakterija prilagodi na novonastale uvjete. Za razliku od prethodno navedena dva pokusa, u
pokusima P-5 i P-11 koji su prikazani slikama 4.1.c) i 4.1.f) nakon postavljanja doslo je do

znacajnijeg pada CFU vrijednosti. Medutim, tijekom vremena ta vrijednost uglavnom nije
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znatno oscilirala stoga se moze reci da je uskoro bila postignuta stacionarna faza bakterijskog
rasta.®® U pokusima P-1, P-3, P-13 i P-15 nakon postavljanja pokusa doslo je do manje
znacajnog pada CFU vrijednosti, te je u 14. danu postignut maksimum izmjerenih vrijednosti
broja izraslih kolonija i iznosi redom: 1,5x10® st/mL za pokus P-1, 1,9x10’ st/mL za pokus
P-3, 1,5x107 st/mL za pokus P-13 i 8,3x10" st/mL za pokus P-15. Na slikama 4.1.c) i 4.1.g),
odnosno u pokusima P-5 i P-13 vidi se konstantna razlika u vrijednostima CFU spram slijepe
probe koja nije sadrzavala MP, §to potencijalno ukazuje na minimalno iskoristavanje PS-a
kao supstrata. Moze se pretpostaviti da eksperimentalni uvjeti i prisutnost MP nisu odgovarali
bakteriji Bacillus licheniformis da bi neometano rasla i koristila PS kao supstrat. Suprotno
navedenim pokusima pokazali su se pokusi P-1, P-9 i P-11 u kojima, takoder, postoji
neprestana razlika vrijednosti broja izraslih kultura u pojedinim danima, ali u korist slucaja
gdje se nalaze Cestice MP. 1z toga se moze zakljuCiti da su bakteriji Bacillus licheniformis
odgovarali uvjeti tih pokusa, te je potencijalno koristila PS kao supstrat. Kao tocke
najintenzivnije biorazgradnje mogle bi se izdvojiti 14. dan u pokusu P-1 i 21. dan u P-9, $to je

dobiveno na temelju racunanja razlike CFU vrijednosti pokusa 1 slijepe probe.
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Slika 4.1. Graficki prikaz promjene logaritamske vrijednosti CFU tijekom 30 dana za pokus: a) P-1;
b) P-3; ¢) P-5; d) P-8; €) P-9; f) P-11; g) P-13; h) P-15.

Nakon provedene CFU analize svih pokusa biorazgradnje PS-a uz Bacillus
licheniformis, najznacajniji su se pokazali pokusi P-1 i P-9. Osim $to su u tim pokusima
izmjerene najvece vrijednosti ukupnog broja zivih stanica bakterija, tijekom trajanja cijelog
pokusa odrzavala se znacajna razlika u vrijednostima sa slijepom probom. Ta razlika ukazuje
na moguce iskoriStavanje PS-a kao supstrata, a u konac¢nici i njegovu biorazgradnju.

lako se vjeruje da je PS (bio)nerazgradiv, sto zbog njegove hidrofobne naravi, $to zbog
osnovnog C-C lanca koji ne podlijeZe hidrolizi,?* ovo istrazivanje moze dokazati suprotno.
Znanstvenici su u proslogodi$njem istrazivanju®’ ispitali in vitro biorazgradnju PS-a uz
pomo¢ dubokomorske bakterije Bacillus paralicheniformis G1. Rezultati su pokazali da je
nakon 60 dana inkubacije 34 % PS filma bilo razgradeno. Pored ovog istrazivanja koje je
proucavalo sposobnost za biorazgradnju Bacillus licheniformis i srodnih sojeva, postoje i
brojna druga koja su ispitivala moguénost biorazgradnje ovog problemati¢nog materijala uz
pomo¢ nekih drugih vrsta. Tako su Eisaku i sur.® ispitali sposobnost Bacillus sp. STR-YO,
Sphingobacterium sp., i Xanthomonas sp., kada su rezultati pokazali 40-56 %-tnu
u¢inkovitost procesa biorazgradnje PS-a. Mohan i sur.® su otkrili da Pseudomonas spp. and

Bacillus spp. imaju moguénost razgradnje zilavog PS (eng. high impact PS, HIPS), to¢nije
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postigli su smanjenje mase PS-a u iznosu od 23 % nakon 30 dana. Pored ovih postoje jos§

mnoga istrazivanja koja su dokazala ili ¢e tek dokazati moguénost biorazgradnje PS-a.
4.1.2 Promjena CFU vrijednosti u pokusima s poli(vinil-kloridom)

Na slikama 4.2. graficki su prikazane promjene CFU vrijednosti tijekom 30 dana
provedbe pokusa biorazgradnje PVC-a uz Bacillus licheniformis.

Kao i kod pokusa s PS, u 0. danu je provedena analiza CFU vrijednosti za dvije
suspenzije razli¢itog pH, 6 i 8, te je pocetna CFU vrijednost iznosila 1,8x10" st/mL i 1,6x108
st/mL. U pokusima P-2 i P-7 koji su prikazani slikom 4.2.a) i 4.2.d) ve¢ je u 3. danu
postignuta maksimalna vrijednost CFU i iznosi 2,1x10% st/mL i 9,6x10’ st/mL. Zbog kratkog
vremenskog perioda u kojem je postignut taj maksimum, moze se pretpostaviti da je
preduzgoj uspjeSno obavljen te se bakterija brzo prilagodila na navedene uvijete. Razlika u
njima je $to je u pokusu P-2 vrijednost CFU slijepe probe fluktuirala na niZim vrijednostima
pa se moze zakljuciti da je Bacillus licheniformis koristio PVC kao supstrat. U pokusu P-6
nakon postavljanja dolazi do pada vrijednosti broja Zivih bakterija, dok onaj od slijepe probe
bez MP oscilira na viS§im vrijednostima, te se taj trend nastavlja tijekom cijele provedbe
eksperimenta. Sli¢no, u pokusu P-16 tijekom cijelog eksperimenta postoji razlika u
vrijednostima sa slijepom probom, no u ovom slu¢aju u 3. danu postoji rast kod slijepe probe
te se vrijednosti zadrzavaju na viSim vrijednostima od onih ispitivanog uzorka. To se moze
protumaciti na nacin da bakteriji nisu odgovarali ti uvjeti provedbe procesa biorazgradnje te
da nije koristila PVC kao supstrat. U pokusu P-16, takoder, je moguce da je doslo do
sekundarnog rasta mikroorganizama u 14. danu, kao i u pokusu P-12 u 7. danu obzirom da
Bacillus licheniformis ima sposobnost stvaranja endospora koje mu omogucuju prilagodbu na
nepovoljne uvjete.®® Primjer potencijalno uspjesno provedenog procesa biorazgradnje je
pokus P-10 gdje je CFU vrijednost postigla lokalni maksimum u 7. danu i iznosi 1,0x108
st/mL. U 14. danu dolazi do neznatnog pada te nastavlja rasti gdje postize maksimum u 30.
danu i iznosi takoder 1,0x10® st/mL. Za ovaj pokus se moze reéi da se tijekom prvih 7 dana
bakterija prilagodavala na nove uvjete i trajala je eksponencijalna faza rasta,®® a zatim je
krenula koristiti PVC kao izvor supstrata i postignuta je stacionarna faza. Pokusi P-4 i P-14
imaju zajedni¢ko to Sto je razlika postignute vrijednosti CFU ispitivanog uzorka i SP
neznatna, $to moze znaciti da je u tim slucajevima iskoristavanje PVC-a kao supstrata bilo

minimalno.
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Slika 4.2. Graficki prikaz promjene logaritamske CFU vrijednosti tijekom 30 dana za pokus: a) P-2;
b) P-4; c) P-6; d) P-7; e) P-10; f) P-12; g) P-14; h) P-16
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Nakon obradenih rezultata CFU analize svih pokusa, kao uspjesniji primjeri moguce
biorazgradnje mogu se izdvojiti pokusi P-2 i P-10. U oba pokusa je tijekom cijelog
provodenja pokusa postojala razlika izmedu vrijednosti ispitivanog uzorka i SP, u korist
pokusa koji sadrze MP. Iako je u pokusu P-2 postignuta maksimalna vrijednost broja zivih
stanica, i to u 3. danu i iznosi 2,1x108 st/mL, netom nakon toga vrijednost je pala te se taj
trend nastavio do kraja izvedbe eksperimenta, osim u 30. danu gdje je neznatno narasla, te je
u tom danu iznosila 8,9x10" st/mL. Pokus P-10 se moze smatrati boljom kombinacijom
uvjeta jer je kasnije dosegnut vrhunac CFU, u 7. danu, te iznosi 1,0x108 st/mL, u 14. i 21.
danu je bila tek zanemarivo niza i u posljednjem danu je odredeno 1,1x10® st/mL. Dobiveni
rezultati pokusa P-10 ukazuju na intenzivniju biorazgradnju, pod pretpostavkom da je
Bacillus licheniformis koristila PVVC kao izvor ugljika i energije. Ovaj eksperiment pridruzuje
se ostalim istrazivanjima na podrucju biorazgradnje PVC-a uz pomo¢ mikroorganizama. Jo$
2008. godine provedeno je istrazivanje®® u kojem su bakterije identificirane kao Bacillus spp.
sudjelovale u biorazgradnji PVC-a. Razgradnja je utvrdena prac¢enjem smanjenja mase, koja
je iznosila 0.08 £ 0.02, 0.17 + 0.04, 0.28 + 0.02, 0.34 + 0.17, 0.32 + 0.09 %, nakon 15, 30, 45,
75 i 90 dana inkubacije. Khandare i sur.®? su u nedavnom istrazivanju utvrdili da mjesovita
kultura morskih bakterija (Vibrio sp., Altermonas sp. i Cobetia sp.) stvara biofilm na povr$ini
PVC-a te je do najveceg gubitka mase PVC filma (1,76 %) doslo nakon 60 dana inkubacije.%
Najveéi uspjeh od navedenih postigli su Giaomucci i sur.®? kada su kemijskom analizom
potvrdili biorazgradnju otpadnog PVC-a uz pomo¢ P. citronellolis and B. flexus, i to
uzgubitak mase od 19 % nakon 30 dana inkubacije.%? lako postoje radovi koji su dokazali
biorazgradnju PVC-a, esencijalni enzimi za njegovu razgradnju jo$ su uvijek nepoznati.
Stoga je potrebno provesti jos istrazivanja kako bi se istrazila depolimerizacija dugolancanih

molekula PVC-a.

4.2. Odredivanje koncentracije ukupnog organskog ugljika (TOC) i anorganskog
ugljika (1C)

4.2.1 Promjena koncentracije TOC i IC u pokusima s polistirenom

U tablici 4.1. prikazane su izmjerene vrijednosti promjene koncentracije ukupnog
organskog ugljika (TOC) i anorganskog ugljika (IC) za pokus P-1 tijekom 30 dana provedbe
procesa biorazgradnje PS-a u vodenoj fazi pomocu bakterijske vrste Bacillus licheniformis.
Koncentracija TOC-a se u pokusu P-1 nakon 0. dana smanjila, a nakon 3. dana je imala
manje oscilacije oko odredene koncentracije, te je u 30. danu doslo do porasta. Sli¢an trend

moze se primijetiti i kod CFU vrijednosti za isti pokus. Kako mikroorganizmi za rast i
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razmnozavanje koriste organski ugljik, o¢ekivalo se da ¢e porastom CFU vrijednosti do¢i do
smanjenja koncentracijp  TOC-a, no do toga nije doslo. Uz koristenje literature®®
pretpostavlja se da je do povecanja koncentracije TOC-a u 30. danu doslo zbog nastanka
organskih produkata, koji su nastali kao posljedica narusavanja strukture PS-a te cijepanja
MP na sitnije komade ili otpustanja aditiva s povrs§ine PS-a. Kako bi se ta tvrdnja potvrdila,
potrebno je provesti LC-MS analizu i FTIR spektroskopiju kako bi se identificirale
funkcionalne skupine novonastalih spojeva te utvrdile razlike u odnosu na pocetnu kemijsku
strukturu PS-a. U 3. danu doslo je do laganog pada koncentracije TOC-a, ali je koncentracija
IC nesto porasla, §to ukazuje na potencijalnu mineralizaciju otopljenih spojeva. Kako je
privodenjem pokusa kraju rasla koncentracija IC-a, koja se interpretira kao koliina
novonastalog CO, kao jednog od produkata biorazgradnje,®® a jednako je rasla i vrijednost
CFU, moze se reci da je tada biorazgradnja bila najintenzivnija. U uzorku slijepe probe u 7.
danu doslo je do porasta TOC koncentracije. Obzirom da je u tom danu zapocet pad CFU
vrijednosti za SP, koji se nastavio do 14. dana, rast TOC-a moZe se povezati sa liziranjem,

odnosno raspadom bakterijskih stanica.

Tablica 4.1. Rezultati TOC analize za pokus P-1 tijekom 30 dana provedbe procesa biorazgradnje
MP-a PS-a uz Bacillus licheniformis.
Y (TOC(P-1)) v (TOC(SP)) v (IC(P-1)) v (IC(SP))

t/dan / mg/L / mg/L / mg/L / mg/L
0 9,89 9,89 2,57 2,57
3 8,13 8,93 3,50 2,92
7 8,97 12,87 2,33 6,88
14 8,57 8,92 1,29 2,73
21 8,69 8,63 5,00 1,81
30 11,25 7,91 7,85 2,01

U tablici 4.2. prikazane su izmjerene vrijednosti promjene koncentracije TOC-a i IC-a
za pokus P-9 tijekom 30 dana provedbe procesa biorazgradnje PS-a u vodenoj fazi pomoc¢u
bakterijske vrste Bacillus licheniformis. U 3. danu doslo je do pada koncentracije TOC-a, a
istovremeno 1 do znacajnog porasta CFU vrijednosti, $Sto se moZe protumaciti kao uspjesan
proces biorazgradnje, gdje su bakterije troSile organski ugljik iz suspenzije za rast i
razmnoZavanje, 0dnosno u tijeku je bila eksponencijalna faza rasta bakterija.** Kasnije je
koncentracija TOC-a porasla, odakle je do kraja provodenja pokusa lagano padala, §to se
takoder moze interpretirati kao potencijalna biorazgradnja MP. Naime, u 7. danu CFU

vrijednost je odrzana na visoj razini kao i u 3. danu, a porast koncentracije TOC-a moze se
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protumaciti kao nastanak razgradnih produkata i otpustenih aditiva iz MP, kao §to je veé
ranije reCeno. Kod SP-a se rast TOC-a moze povezati sa kontinuiranim padom CFU
vrijednosti, a takvi rezultati se mogu tumaciti kao proces raspada bakterijskih stanica. I1C
medutim, nema pravilan trend kretanja tijekom provedbe pokusa. Najvisa koncentracija IC-a
zabiljezena je 7. 121. dan, kada je zabiljezena i najveca razlika CFU vrijednosti uzoraka MP i
SP, §to se moze povezati sa procesom mineralizacije i nastankom CO2, koji nastaje kao

produkt biorazgradnje.®®

Tablica 4.2. Rezultati TOC analize za pokus P-9 tijekom 30 dana provedbe procesa biorazgradnje
MP-a PS-a uz Bacillus licheniformis.
Y (TOC(P-9)) v (TOC(SP)) v (IC(P-9)) v (IC(SP))

t/dan / mg/L / mg/L / mg/L / mg/L
0 9,89 9,89 2,57 2,57
3 5,99 6,24 0,93 1,64
7 9,25 6,79 4,01 2,69
14 8,79 12,58 2,13 6,24
21 8,71 8,30 4,03 4,19
30 7,92 9,14 0,35 4,64

4.2.2 Promjena koncentracije TOC i IC u pokusima s poli(vinil-kloridom)

U tablici 4.3. prikazane su izmjerene vrijednosti promjene koncentracije, TOC-a i IC-a
za pokus P-2 tijekom 30 dana provedbe procesa biorazgradnje PVC-a u vodenoj fazi pomoc¢u
bakterijske vrste Bacillus licheniformis. Koncentracija TOC-a je u pokusu P-2 najveca u 0.
danu, nakon toga pada do 7. dana i zatim nastavlja manje oscilirati oko jedne vrijednosti.
Obzirom da se i vrijednost CFU za pokus P-2 sli¢no ponasa, nakon 7. dana uo¢ene su manje
oscilacije, moze se zakljuciti da u ovom pokusu proces biorazgradnje nije toliko uspjesan.
Dakle, Bacillus licheniformis nema znacajnijeg rasta nakon 7. dana, koncentracija organskog
ugljika takoder se nije znacajnije mijenjala, $to je pokazatelj da bakterija nije u vecoj mjeri
koristila MP kao izvor hrane. S druge strane, koncentracija IC nema pravilan uzorak kretanja,
do 7. dana raste, zatim u 14. danu pada, u 21. opet raste, te u 30. zavrSava na nesto nizoj
vrijednosti. Ako se uzme u obzir da je IC pokazatelj nastajanja CO., $to je kao produkt
biorazgradnje pokazatelj njene uspjesnosti, u 7. i 14. danu je proizvedeno najvise
anorganskog ugljika te je tada biorazgradnja potencijalno bila najintenzivnija. Medutim,
uzrok tome moZe biti 1 nepreciznost instrumenta, ili drugi uzroci, pa se tako biorazgradnja

mora potvrditi daljnjim analizama kao $to su FTIR i LC-MS.
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Tablica 4.3. Rezultati TOC analize za pokus P-2 tijekom 30 dana provedbe procesa biorazgradnje
MP-a PVC-a uz Bacillus licheniformis.

(/dan  ¥(TOC(P-2)) y(TOC(SP) 7(IC(P-2)) ¥ (IC(SP))

/ mg/L / mg/L / mg/L / mg/L
0 9,89 9,89 2,57 2,57
3 9,05 8,93 3,25 3,01
7 8,45 12,87 4,02 1,02
14 8,48 8,92 3,13 7,81
21 8,42 8,63 4,15 14,18
30 8,58 7,91 3,61 24,10

U tablici 4.4. prikazane su izmjerene vrijednosti promjene koncentracije TOC-a i IC-a
za pokus P-10 tijekom 30 dana provedbe procesa biorazgradnje PVC-a u vodenoj fazi
pomocu bakterijske vrste Bacillus licheniformis. U ovom pokusu vrijednost koncentracije
TOC-a pada sve do 14. dana, dok u tom periodu vrijednost CFU raste, §to je mozebitni
pokazatelj uspjeSnog procesa biorazgradnje, gdje Bacillus licheniformis Koristi organski
ugljik iz suspenzije kao izvor hrane i energije. U 21. danu doslo je do zna¢ajnog rasta TOC-a,
te kasnije u 30. danu koncentracija opada. Ovakav obrazac promjene koncentracije TOC-a
moze se protumaciti na nacin da je bakterija na pocetku pokusa koristila otopljene organske
spojeve (aditive iz-MP i sl.), te je negdje oko 14. dana pocela razgradivati MP, §to se vidi po
rastu anorganskog dijela ugljika odnosno 1C-a, koji je, kao S§to je ve¢ reCeno pokazatelj
nastajanja CO>. Isto tako, nakon 14. dana i CFU vrijednost ovog pokusa poraste, $to ukazuje
na spomenuti sekundarni rast ove bakterijske vrste. Koncentracije TOC-a i IC-a krajem
pokusa rastu, dok CFU vrijednosti opadaju, odnosno sve je veca razlika izmedu uzorka i
SP-a. Iz toga se moze zakljuciti da se radi o procesu liziranja stanica B. licheniformis-a. Pred
kraj pokusa koncentracije TOC-a i IC-a ispitivanog uzorka su u padu, §to ukazuje oslabljeni
potencijal B. licheniformis-a da provodi proces biorazgradnje PVC-a.

Usporedbom koncentracije 1C-a kod pokusa biorazgradnje PS-a i PVC-a pomocu
bakterije Bacillus licheniformis mozZe se primijetiti da su oba procesa biorazgradnje bila
otprilike podjednako uspje$na. Obzirom da je u pokusu P-1 nakon 14. dana doslo do jedinog
znacajnijeg porasta koncentracije 1C-a, moze se re¢i da je PS pri uvjetima pokusa P-1 bio
nesto dostupniji za biorazgradnju. Takoder su i vrijednosti CFU u prosjeku nesto vise u
pokusima sa PS-om, $to ide u prilog mogucoj intenzivnijoj biorazgradnji PS-a u odnosu na
PVC.
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Tablica 4.4. Rezultati TOC analize za pokus P-10 tijekom 30 dana provedbe procesa biorazgradnje
MP-a PVC-a uz Bacillus licheniformis.

t/dan ¥ (TOC(P-10)) y(TOC(SP) 7 (IC(P-10)) ¥ (IC(SP))

/ mg/L / mg/L / mg/L / mg/L
0 9,89 9,89 2,57 2,57
3 7,73 6,24 2,30 1,60
7 7,10 6,79 2,41 2,90
14 6,28 12,58 5,13 7,66
21 9,75 8,30 4,81 16,89
30 7,26 9,14 2,24 25,50

4.3. LC-MS analiza
4.3.1 LC-MS analiza filtrata koji sadrze polistiren

Na slikama 4.3.-4.7. prikazani su maseni spektri ispitanih uzoraka vodene faze P-1
tijekom 30 dana provodenja procesa biorazgradnje PS-a pomocu Bacillus licheniformis,
dobiveni analizom na HPLC/MS uredaju.

Masenom spektrometrijom analiziran je uzorak pokusa P-1 u 3., 7., 14., 21. i 30. danu.
Na svim spektrima pojavljuje se pik 433 koji je viSestruko jaceg intenziteta od ostalih pikova,
te prema literaturi® odgovara polietilen glikolu (PEG). Polietilen glikol je polieterski spoj
dobiven iz nafte koji pronalazi §iroku primjenu od industrijske proizvodnje do medicine.*
Iako je PEG sude¢i po FDA-evim zahtjevima smatran bioloski inertnim i sigurnim za ljudsko
zdravlje, javlja se sve veci broj slucajeva sa preosjetljivoséu na ovaj kemijski spoj.®” Zbog
sveprisutnosti u proizvodima koje covjecanstvo koristi, alergije na PEG otkriju se tek kada se
javljaju alergijske reakcije na sve veci broj proizvoda koji su naizgled nepovezani, koji su
primjerice preradena hrana, kozmetika ili lijekovi, a sadrze PEG ili je PEG upotrijebljen pri
njihovoj proizvodnji.”® Pored PEG-a u uzorcima su se nerijetko nalazili i deterdZenti koji su
imali razne uloge u sastavu plastike. Povr$inski aktivne tvari mogu se dodavati polimerima
kao aditivi kako bi se prilagodila svojstva gotovog polimernog materijala. Cesto se koriste
kao emulgatori, stabilizatori, solubilizatori i sI.%° Ostali spojevi koji se u manjoj mjeri javljaju
u pokusu P-1 navedeni su u tablici 4.5. Medu njima nalaze se i silikon, deterdzent i peptidi,

odnosno keratin.
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Tablica 4.5. Popis spojeva ¢iji se pikovi isti¢u na spektrima pokusa P-1 sa PS-om dobivenim

masenom spektrometrijom.

m/z omjer Forma iona Naziv spoja Kemijska formula ili sekvenca
395 [AsB+Na]" PEG, polietilen glikol [C2H40]:H-0
433 [AoB+Na]" PEG, polietilen glikol [C2H40]:H-0
517 [M+H]* polisiloksan, silikon [CoH6SIO],
1194 [M+H]* peptid, keratin YEELQVTVGR
1372 [M+H]* peptid, keratin LNDLEEALQQAK

Inten.(x10,000)
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Slika 4.3. Maseni spektar pokusa P-1 u 3. danu provodenja pokusa biorazgradnje PS-a pomocu

Bacillus licheniformis.
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Slika 4.4. Maseni spektar pokusa P-1 u 7. danu provodenja pokusa biorazgradnje PS-a pomoc¢u

Bacillus licheniformis.
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Slika 4.5. Maseni spektar pokusa P-1 u 14. danu provodenja pokusa biorazgradnje PS-a pomoc¢u

Bacillus licheniformis.
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Slika 4.6. Maseni spektar pokusa P-1 u 21. danu provodenja pokusa biorazgradnje PS-a pomoc¢u

Bacillus licheniformis.
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Slika 4.7. Maseni spektar pokusa P-1 u 30. danu provodenja pokusa biorazgradnje PS-a pomoc¢u

Bacillus licheniformis.

Usporedbom dobivenih masenih spektara, na slici 4.5. moze se primijetiti promjena u
intenzitetu pika 433 koji odgovara PEG-u, u 14. danu, kada je doslo do znacajnijeg Smanjena
intenziteta $to upucuje na mogucu biorazgradnju. U istom pokusu, P-1, takoder u 14. danu je
doslo 1 do smanjena m/z omjera pika sa 517 na 506. Smanjenje tog m/z omjera ukazuje na
potencijalnu biorazgradnju ¢estica MP. Ova tvrdnju potkrepljuje razlika u CFU vrijednosti za
navedeni pokus, u kojem je u 14. danu postojala najveca razlika izmedu PS-a i SP-a., te se
pretpostavlja da je tada biorazgradnja bila najintenzivnija. U 7. i 14. danu pojavila su se dva
nova pika, §to je prikazano slikama 4.4. i 4.5., 1194 i 1372 koji su peptidi ljudskog porijekla
te se smatraju ne€isto¢ama i nisu povezani sa ispitivanim polimerima.

Na slikama 4.8.-4.10. prikazani su spektri testiranih uzoraka izuzetih iz pokusa P-9
tijekom 30 dana provodenja procesa biorazgradnje PS-a pomoé¢u Bacillus licheniformis,
dobiveni analizom na HPLC/MS uredaju. Masenom spektrometrijom analiziran je i uzorak
pokusa P-9 u 3., 7., 14. i 21. danu. Na svim spektrima takoder se pojavljuje se pik 433 koji je
viSestruko jaceg intenziteta od ostalih pikova, a kao $to je ve¢ receno, odgovara PEG-u. U

tablici 4.6. prikazani su i imenovani i ostali spojevi koji su otkriveni u uzorcima pokusa P-9.
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Tablica 4.6. Popis spojeva ¢iji se pikovi isti¢u na spektrima pokusa P-9 sa PS-om dobivenim

masenom spektrometrijom.

m/z omjer Forma iona Naziv spoja Kemijska formula ili sekvenca
395 [AsB+Na]" PEG, polietilen glikol [C2H40]:H-0
409 [AsB+K]* PEG, polietilen glikol [C2H40]:H-0
433 [AoB+Na]" PEG, polietilen glikol [C.Hs0]:H.0
517 [M+H]* polisiloksan, silikon [CoHeSIO]r
621 [Me-6H+3Fe+0]"  kompleks propionske kiseline C3HsO>
990 [ABi7+Na]* triton, deterdzent [C15H240][C.H40]

Inten.(x10,000)
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Slika 4.8. Maseni spektar pokusa P-9 u 3. danu provodenja pokusa biorazgradnje PS-a pomocu

Bacillus licheniformis.
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Slika 4.9. Maseni spektar pokusa P-9 u 7. danu provodenja pokusa biorazgradnje PS-a pomoc¢u

Bacillus licheniformis.
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Slika 4.10. Maseni spektar pokusa P-9 u 21. danu provodenja pokusa biorazgradnje PS-a pomocu

Bacillus licheniformis.
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U pokusu P-9 intenzitet pika 433 koji odgovara PEG-u, a pojavljuje se u svim danima,
porastao je u 3. danu, medutim znacajnije se smanjio u 7. danu te je taj intenzitet zadrzao do
kraja odvijanja pokusa. Smanjenje intenziteta pika ukazuje na smanjenje koncentracije PEG-a
u uzorku §to moze znaciti da ga je B. licheniformis uspjesno razgradivao. Rezultati CFU
analize poklapaju se sa ovakvim spektrima. Upravo u 7. i 21. danu je primije¢ena najveca
razlika CFU vrijednosti SP-a i PS-a, sto ukazuje na mogucu biorazgradnju PS-a. Daljnjom
usporedbom masenih spektara, u 3. danu pojavljuje se pik 621 koji odgovara odazivu
kompleksa propionske kiseline §to znaci da je doslo do otpustanja aditiva iz plasti¢nih Cestica
zbog biorazgradnje. Propionska kiselina dobiva se petrokemijskim putem i ¢esto se koristi u
proizvodniji plastike kao plastifikator, kako bi se modificirala svojstva gotovog proizvoda.®
U 21. danu provodenja pokusa, na masenom spektru detektiran je pik 990 koji odgovara

deterdzentu. Pojava deterdzenta u 21. danu posljedica je otpustanja aditiva s povrSine MP-a.
4.3.2 LC-MS analiza filtrata koji sadrze poli(vinil-klorid)

Na slikama 4.11.-4.13. prikazani su maseni spektri testiranih uzoraka izuzetih iz vodene
faze pokusa P-2 tijekom 30 dana provodenja procesa biorazgradnje PVC-a pomoc¢u Bacillus
licheniformis, dobiveni analizom na HPLC/MS uredaju.

Kao u i pokusima sa PS-om, provedena je masena spektrometrija u pokusima sa PVC-
om. Za pokus P-2 ispitali su se uzorci izuzeti 3., 7. i 30. dan. Na svim masenim spektrima
uocdljiva je pojava pika 433 kao i kod pokusa sa PS-om koja predstavlja prisustvo PEG-a.
Pored PEG-a javljali su se i drugi pikovi, odnosno bili su prisutni i drugi spojevi koji su

navedeni u tablici 4.7.

Tablica 4.7. Popis spojeva €iji se pikovi isti¢u na spektrima pokusa P-2 sa PVC-om dobivenim

masenom spektrometrijom.®®

m/z omjer Forma iona Naziv spoja Kemijska formula ili sekvenca
395 [AsB+Na]" PEG, polietilen glikol [C2H40]H-0
433 [AoB+Na]" PEG, polietilen glikol [C2H40]H-0
517 [M+H]* polisiloksan, silikon [C2H6SiO]7
1480 [AB2s+Na]" tween 40 [C22H4,06][C2H40]

55



Inten.(x10,000)
3.0

2.5+
2.0

1.5¢

1480

1.0
395

0.5H

621
79 147 253 202 | JmhMﬁ\ld\ Wb gy 731 797 o18 972 . 1067 12091249 1313 1389

il
t L e

S e / ! flipilitiady I — gl it Clagughfuchdplu phlisllpablpusipl
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 mz

0.0

Slika 4.11. Maseni spektar pokusa P-2 u 3. danu provodenja pokusa biorazgradnje PVC-a pomocéu

Bacillus licheniformis.
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Slika 4.12. Maseni spektar pokusa P-2 u 7. danu provodenja pokusa biorazgradnje PVC-a pomocéu

Bacillus licheniformis.
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Slika 4.13. Maseni spektar pokusa P-2 u 30. danu provodenja pokusa biorazgradnje PVC-a pomocu

Bacillus licheniformis.

Usporedbom masenih spektara pokusa P-2 primjecuje se postojanost pika 517 sve do
30. dana kada je omjer m/z pao na 507. Prema literaturi®® pik 517 odgovara polisiloksanu.
Polisiloksan je aditiv koji se dodaje plastici kako bi se zastitila od habanja. Jednom kada je
dodan u plastiku, polako migrira prema povrsini i formira kontinuirani film.'°®* Smanjenje
omjera m/z polisiloksana moze se pripisati enzimskim aktivnostima B. licheniformisa u
smislu biorazgradnje. U 3. danu primjecena je pojava pika 1480 koji odgovara odazivu
kemijskog spoja pod nazivom tween 40, ionskog oblika [AB2s+Na]* te kemijske formule
[C15H240][C2H40]n. Tween 40 pripada skupini povrSinski aktivnih tvari, a koristi se kao
aditiv plasti¢nim materijalima, kao stabilizator, emulgator, kompatibilizator i sI.1% Njegova
pojava u 3. danu moze se povezati sa otpustanjem sa povrSine ¢vrstih Cestica, ali i kao

posljedica biorazgradnje ako se nalazio u smjesi PVC-a.
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Masenom spektrometrijom ispitani su uzorci izuzeti iz vodene faze pokusa P-10

tijekom 30 dana provodenja procesa biorazgradnje PVC-a pomoc¢u Bacillus licheniformis,

dobiveni analizom na HPLC/MS uredaju. Na slikama 4.14.-4.17. prikazani su maseni spektri

pokusa P-10 u 3., 7., 14. i 21. danu. Kao i na prethodnim pokusima, moze se primijetiti

isticanje pika 433 na svim spektrima, a u pokusu P-10 u 3. danu se pojavljuje i pik 447 koji je

jadeg intenziteta sve do 21. dana. Pik 447 prema literaturi® odgovara polipropilen glikolu

(PPG) koji se u vecem dijelu koristi za proizvodnju nezasi¢enih poliesterskih smola, u

farmaciji 1 medicini, ali i u polimernim plastifikatorima koji se dodaju kao aditivi u

proizvodniji plastike.’®® Osim PEG-a i PPG-a u tablici 4.8. su navedeni ostali kemijski spojevi

koji su otkriveni u uzorcima pokusa P-10.

Tablica 4.8. Popis spojeva ¢iji se pikovi isticu na spektrima pokusa P-10 sa PVC-om dobivenim

masenom spektrometrijom.

m/z omjer Forma iona Naziv spoja Kemijska formula ili sekvenca
213 [M+H]* n-BBS, plastifikator C10H1sNO-S
395 [AsB+Na]* PEG, polietilen glikol [C2H40]H-0
433 [AsB+Na]* PEG, polietilen glikol [C2H40]H20
447 [M+H]* PPG, polipropilen glikol [CsHsO]nH20
517 [M+H]* polisiloksan, silikon [C2H6SiO],
955 [AB17+H]* triton, deterdzent [C14H20][C,H40],
inten.(x10,000) .
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Slika 4.14. Maseni spektar pokusa P-10 u 3. danu provodenja pokusa biorazgradnje PVC-a pomocu
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Slika 4.15. Maseni spektar pokusa P-10 u 7. danu provodenja pokusa biorazgradnje PVC-a pomocu

Bacillus licheniform

is.
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Slika 4.16. Maseni spektar pokusa P-10 u 14. danu provodenja pokusa biorazgradnje PVC-a pomocu

Bacillus licheniformis.
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Slika 4.17. Maseni spektar pokusa P-10 u 21. danu provodenja pokusa biorazgradnje PVC-a pomocu

Bacillus licheniformis.

Usporeduju¢i masene spektre pokusa P-10, osim pikova 433 i 447, moze se primijetiti i
pik 955, ionskog oblika [AB17+H]" i kemijske formule [C14H220][C2H40]x koji se pojavljuje
u 14. danu provodenja pokusa. Naime, radi se o deterdzentu koji se otpustio sa povrsine ili je
dospio u vodenu fazu iz unutrasnjosti PVC-a kao rezultat biorazgradnje. U 21. danu, pik
jaceg intenziteta koji se javlja pri masenom omjeru 213, ionske forme [M+H]* i kemijske
formule C10H1sNO>S, je n-BBS plastifikator. n-BBS plastifikator dodaje se polimerima u
procesima polimerizacije kako bi se izmijenile performanse takvih materijala. Medutim,
istrazivanje!® na Zivotinjama je pokazalo kako je on neurotoksian, te se postavlja pitanje

sigurnosti za ljudsko zdravlje prilikom njegove primjene.

4.4. FTIR-ATR spektroskopija

FTIR-ATR spektroskopija provedena je za dvije vrste MP-a, PS i PVC, prije i nakon
procesa biorazgradnje. Prije pocetka procesa, FTIR spektroskopijom pocetnih uzoraka i
usporedbom s bazom podataka, potvrdeno je da se radi o spomenutim vrstama polimera.
Nakon procesa biorazgradnje ova se analiza provela u svrhu odredivanja promjena u strukturi
¢ime se moze potvrditi da je do biorazgradnje zbilja i doslo. FTIR spektroskopija ne zahtjeva
posebnu pripremu uzroka ve¢ je samo potrebno ¢vrsti uzorak postaviti na povrSinu kristala, te

ocitati spektar.
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4.4.1 FTIR/ATR analiza mikroplastike polistirena

Na slikama 4.18.-4.19. prikazani su spektri PS-a snimljeni prije i poslije provedenog
pokusa biorazgradnje uz pomo¢ bakterije Bacillus licheniformis. Prema literaturi odredeno je
da PS Kkarakteriziraju sljede¢i pikovi'®:

e pri~3024 cm™ koji predstavlja C-H istezanje aromatske skupine

e pri~2847 cm koji predstavlja alifatsko C-H istezanje

e pri~1601i~1492 cm? koji su karakteristi¢ni za istezanje aromatskog prstena

e pri~1451 cm? koji predstavlja CH; savijanje

e pri~1027 cm™? koji predstavlja savijanje C-H veza u aromatskom prstenu

e pri ~694 cm? koji odgovara savijanju C-H veze izvan ravnine aromatskog
prstena

Na slici 4.18. prikazana su dva preklopljena spektra, PS prije biorazgradnje crnom
bojom, i PS nakon procesa biorazgradnje u pokusu P-1, crvenom bojom. Na spektrima
mozemo vidjeti da su skoro svi postojeci pikovi prije biorazgradnje i dalje prisutni i nakon
pokusa. Razlika je ve¢inom u intenzitetu pikova, i to u smanjenu intenziteta nakon
biorazgradnje. Da smanjenje intenziteta pikova ukazuje na biorazgradnju PS-a, potvrdili su
Lin i sur. nakon biorazgradnje polistirena uz pomo¢ dva soja crijevnih bakterija.’°® Moguce je
tako da su enzimske aktivnosti Bacillus licheniformisa razgradivale PS sa strane boc¢nih
lanaca. Osim smanjenja intenziteta, indikator da se pocetni lanac rascijepao na manje lance je
i stvaranje novih skupina na spektru. Tako je primjerice u pokusu P-1 uo¢eno stvaranje novog
pika na ~1660 cm™ koji odgovara istezanju karbonilne C=0 skupine. Stvaranje karbonilnih
skupina jedan je od pokazatelja uspje$ne biorazgradnje.’®” Pri ~1380 cm? takoder se
pojavljuje novi pik koji odgovara C-H istezanju, a moze biti dodatna potvrda cijepanju

glavnog lanca polimera, odnosno njegovoj biorazgradniji.
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Slika 4.18. FTIR spektar PS-a snimljen prije (crna linija) i nakon biorazgradnje (crvena linija) uz

Bacillus licheniformis u pokusu P-1.

Dva preklopljena spektra snimljena prije i nakon biorazgradnje PS-a u pokusu P-9
prikazana su slikom 4.19. U ovom pokusu doSlo je do veéeg smanjenja intenziteta nego u
pokusu P-1, $to govori o moguc¢oj uspjesnijoj biorazgradnji. Ova tvrdnja u skladu je i s
rezultatima CFU analize koja je pokazala da su vrijednosti CFU nesto viSe u pokusu P-9 nego
u P-1. U prosjeku je veca i razlika u CFU vrijednosti izmedu SP-a i PS-a u pokusu P-9, sto
potvrduje da je B. licheniformis koristila MP kao izvor ugljika. Nadalje, najzna¢ajnija razlika
U intenzitetu naspram pocetnog uzorka PS-a vidljiva je u apsorpcijskim vrpcama pri ~1492
cmt i ~1451 cm™. Takoder je doslo do nastajanja novog pika ~1380 cm™ koji odgovara C-H

istezanju, €iji uzrok moze biti potencijalna biorazgradnja.
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Slika 4.19. FTIR spektar PS-a snimljen prije (crna linija) i nakon biorazgradnje (crvena linija) uz

Bacillus licheniformis u pokusu P-9.
4.4.2 FTIR-ATR spektroskopija mikroplastike poli(vinil-klorida)

Spektri PVC-a snimljeni prije i poslije provedenog pokusa biorazgradnje uz pomo¢
bakterije Bacillus licheniformis prikazani su slikama 4.20-4.21. Prema literaturi odredeno je
da PVC karakteriziraju sljedeé¢i pikovi'e:

e pri ~2920 cm?, ~2849 cm?, ~1736 cm? koji predstavljaju simetri¢no C-H
istezanje

e pri~1427 cm? koji predstavlja CHz uvijanje

e pri~1331 cm? Kkoji je karakteristican za C-H deformaciju izvan ravnine

e pri~1255 cm? koji predstavlja C-H deformaciju u ravnini

e pri~1099 cm? koji odgovara istezanju C-C veze

e pri~966 cm™ koji odgovara njihanju CHz skupine

e pri~616 cm™ i ~690 cm™ koji odgovaraju istezanju C-Cl veze.

Na slici 4.20. prikazani su spektri PVC-a prije i nakon provedenog procesa
biorazgradnje uz pomo¢ bakterije Bacillus licheniformis u pokusu P-2. Usporedbom tih dvaju
spektara moze se primijetiti da su razlike u intenzitetu znacajne za sve pikove.

Manja promjena dogodila se na pikovima pri ~2920 cm™ i ~2849 ¢cm, dok je izraZenija na

pikovima pri ~1255 cm?, ~1099 cm?, ~966 cm™ i ~616 cm™ koji odgovaraju redom
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vibracijama CH, CHCI i C-Cl. Osim promjene u intenzitetu doslo je do pojave novog pika i
to pri ~2380 cm?, a prema literaturi'® radi se o karakteristo¢noj apsorpcijskoj vrpci za CO,.
Nastanak ugljikovog dioksida jedan je od dokaza biorazgradnje PVC-a. Ovakve pojave
smanjenja intenziteta pikova i nastajanje novih, posljedica je procesa dehidrokloriranja te
stvaranja novih dvostrukih veza. Dobiveni pikovi na ~1050, 1255 i 1331 cm® prema
literaturi®® odnose se redom na istezanja C-O i C-H deformacije, te se mogu pripisati terc-
butilnim skupinama koje zamjenjuju Cl atome tvore¢i etere. U oksidacijskim uvjetima,
terminalne dvostruke veze konjugiranih sustava mogu uhvatiti Kisik te stvoriti keton ili moze
zaostati epoksid koji ¢e s dodatkom vode tvoriti diol. Pik na valnoj duljini od 1736 cm™ je
indikacija za takvu ketonsku skupinu. Apsorpcijske vrpce istezanja C-Cl skupine na 700 cm™
i 616 cm™ karakteristi¢ne su samo za PVC te se mogu pojaviti samo pri veéem udjelu PVC-a
(>80 mas.%). Nestanak ovih vrpci ukazuje na uklanjanje atoma klora iz PVC-a, $to rezultira
smanjenjem njihovog broja u kemijskoj strukturi PVVC-a, a s time dolazi i do slabljenja

intermolekularnih interakcija.
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Slika 4.20. FTIR spektar PVC-a snimljen prije (crna linija) i nakon biorazgradnje (crvena linija) uz
Bacillus licheniformis u pokusu P-2.
Na slici 4.21. prikazani su FTIR spektri PVC-a prije i nakon provedenog procesa
biorazgradnje uz pomo¢ bakterije Bacillus licheniformis u pokusu P-10. Usporedbom tih
dvaju spektara vidi se da nema veéih promjena u oznacenim pikovima. Pikovi su nesto

slabijeg intenziteta, ali ne kao kod pokusa s PS-om. Promjena se primjecuje tek pri valnim
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duljinama manjim od 500 cm, koji prema literaturi*®® odgovaraju podruéju tzv. fingerprinta.
Najznadajnije smanjenje intenziteta primjecuje se pri valnoj duljni od ~1255 cm? koji
odgovara C-H deformaciji u ravnini, a slijedi ga pik pri ~616 cm™ koji odgovara istezanju
C-ClI veze. S obzirom da preklapanjem ovih dvaju spektara ne uvidamo dodatne promjene i
nastajanje novih pikova, moze se zakljuéiti da u pokusu P-10 Bacillus licheniformis ipak nije

razgradio PVC u tolikoj mjeri kao u prethodnom pokusu, ili kao §to je razgradio PS.
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Slika 4.21. FTIR spektar PVC-a snimljen prije (crna linija) i nakon biorazgradnje (crvena linija) uz

Bacillus licheniformis u pokusu P-2.

4.5. Ispitivanje ekotoksi¢nosti filtrata pomocu bakterijske vrste Vibrio fischeri

Tijekom provodenja procesa biorazgradnje u vodenoj fazi, enzimskim aktivnostima
bakterije Bacillus licheniformis u vodenoj fazi mogu se naci neke nove tvari. Takve tvari
mogu pokazati svojstva toksi¢nosti, a u suspenziju dospijevaju ili otpusStanjem sa povrSine
¢vrstih Cestica MP, ili kao razgradni produkti istih. Nakon provedenog pokusa biorazgradnje
PS-a i PVC-a bakterijom Bacillus licheniformis, filtrat svakog pokusa podvrgnut je
ispitivanju ekotoksi¢nosti na morskoj bakteriji Vibrio fischeri, a postupak je detaljnije opisan

u poglavlju 3.3.5.
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45.1 Ispitivanje ekotoksicnosti filtrata u pokusima s polistirenom

U tablici 4.9. prikazani su rezultati ispitivanja ekotoksi¢nosti filtrata svih pokusa
biorazgradnje PS-a uz pomo¢ bakterije Bacillus licheniformis. Rezultati su izrazeni kroz EC2o
I ECso vrijednosti, dok je toksi¢ni ucinak (TU) svakog uzorka izraunat kao jedinica

toksi¢nosti prema formuli (4)1°:

TU(%) = (%) -100% (4)

ECso

Prema literaturi'** ECyo se definira kao koncentracija tvari koja ¢e imati Stetni u¢inak na
20% ispitivane populacije. Dakle, Sto je ova vrijednost manja, Stetni u€inak tvari je veci. 1z
tablice 4.9. moZe se primijetiti da je u pokusima P-8 i P-9 izmjerena najniza vrijednost EC2o,
Sto ¢ini ta dva uzorka najtoksi¢nija. U ovom slucaju, to znaci da ¢e koncentracija tvari koja se
nalazi u filtratima tih pokusa u iznosu od 6,05% 1 5,83% izazvati negativan ucinak na 20%
kulture Vibrio fischeri. Ovaj rezultat pokusa P-9, koji je dodatno prikazan slikom 4.23., slaze
se s rezultatima CFU analize, gdje je dobivena najveéa razlika CFU vrijednosti izmedu PS-a i
SP-a. Dokaz je ovo uspjeSnog procesa biorazgradnje PS-a, obzirom da se razgradnjom
polimernih Cestica otpustaju razni aditivi koje PS sadrzi, a mogu imati toksi¢ni ucinak na
bakteriju Vibrio fischeri, kao $to je to potvrdeno literaturom®?. Za pokus P-1 nije odredena
vrijednost EC2o i ECso, ali iz grafickog prikaza inhibicije u odnosu na razrjedenja na slici
4.22., vidljivo je da uzorak ne pokazuje toksi¢nost, odnosno inhibicija je pri najmanjem
razrjedenju i dalje niska. To upucuje da Cestice MP nisu razgradene u tolikoj mjeri kao u
pokusu P-9, ali analize poput primjerice FTIR-a mogu vjerodostojnije potvrditi ovakav
rezultat. Najvecu vrijednost ECy pokazali su pokusi P-5 i P-15 §to zna¢i da je njihova
toksicnost najniza od ispitanih. Razlog moze biti slabije odvijanje biorazgradnje MP-a Sto
opet potkrjepljuje analiza CFU, jer je njome dobiveno da su vrijednosti SP-a vise od
vrijednosti PS-a, Sto ukazuje da bakterija Bacillus licheniformis nije koristila PS kao supstrat.
Dalje, vrijednost TU prikazana u tablici 4.9. oznacava relativnu toksi¢nost, koja se prema
literaturit!® kategorizira kao: <1% = netoksi¢no, 1-40% = otrovno, 40-100% = vrlo otrovno,
>100% = izuzetno otrovno. Prema dobivenim rezultatima TU vrijednosti, uzorci filtrata
dobiveni nakon provedenog pokusa biorazgradnje PS-a primjenom Bacillus licheniformisa u

pokusima P-3, P-8, P-9 i P-13 imaju toksi¢ni u¢inak na morsku bakteriju Vibrio fischeri.
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Tablica 4.9. Rezultati ispitivanja ekotoksi¢nosti filtrata svih pokusa biorazgradnje polistirena
primjenom Bacillus licheniformis.

POKUS ECa/ % ECso/ % TU/-
P-1 / / /
P-3 7,63 29,61 3,38
P-5 29,42 / /
P-8 6,05 29,01 3,44
P-9 5,83 33,46 2,99
P-11 / / /
P-13 10,26 39,78 2,51
P-15 30,23 / /

Na slici 4.22.-4.23. grafi¢ki su prikazane izmjerene vrijednosti luminiscencije bakterije

Vibrio fischeri izmjerene na luminometru za pokuse P-1 i P-9 pri razrjedenjima pripravljenim
metodom linearnog niza.
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Slika 4.22. Graficki prikaz promjene vrijednosti inhibicije luminiscencije Vibrio fischeri pri razli¢itim

razrjedenjima filtrata za pokus P-1.

100,00
80,00
X
= 6000 i
o \
5 .
— ®
o) \
‘= 40,00 \
= -9
£ \
\ =g
20,00 \ ,,’ Rl SEPI S
N ~---9
\.,
0,00
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Razrjedenje

Slika 4.23. Graficki prikaz promjene vrijednosti inhibicije luminiscencije Vibrio fischeri pri razlicitim

razrjedenjima filtrata za pokus P-9.
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4.5.2 Ispitivanje ekotoksicnosti filtrata u pokusima s poli(vinil-kloridom)

Prema dobivenim rezultatima ispitivanja ekotoksi¢nosti filtrata bakterijske suspenzije
nakon provedenog pokusa biorazgradnje PVVC-a primjenom Bacillus licheniformis, uo¢ljivo
je da su vrijednosti ECyo najnize kod pokusa P-7 i P-16 te iznose 7,66% i 7,56%. To znaci da
¢e koncentracije tvari iz vodene faze u tim iznosima imati toksi¢an u¢inak na 20% izlozene
bakterijske kulture Vibrio fischeri. U ovom slucaju ovi rezultati se ne podudaraju s
rezultatima CFU analize. CFU rezultati pokusa P-7 i P-16 nisu pokazali razliku izmedu
PVC-a i SP-a u korist PVC-a, ve¢ su se bakterije viSe razmnozavale u SP-u. Pokusi P-2 i
P-10 koji su u ovom radu odabrani kao primjeri u kojima je CFU vrijednost pokazivala
potencijalnu biorazgradnju PVC-a, nemaju visoku toksi¢nost, sude¢i po EC2 vrijednosti.
Razlog tomu moze biti da aditivi iz PVC-a, Kkoji su potencijalno dospjeli u vodenu fazu,
jednostavno ne pokazuju znacajniji toksi¢ni ué¢inak prema bakteriji Vibrio fischeri. Medutim,
iz grafickog prikaza na slikama 4.24. i 4.25. moze se vidjeti da ipak dolazi do inhibicije
luminiscencije Vibrio fischeri pri manjim razrjedenjima ispitivanog filtrata. U pokusu P-2 pri
minimalnom razrjedenju od 1x dolazi do inhibicije luminiscencije bakterije Vibrio fischeri u
iznosu od ~31%, dok u pokusu P-10 pri istom razrjedenju inhibicija bakterije Vibrio fischeri
iznosi ¢ak ~56%, Sto je takoder jasni pokazatelj toksi¢nosti uzorka. Prema izraCunatim
vrijednostima TU i kategorizaciji iz literature°, u pokusima P-4, P-7, P-10 i P-16 potvrden

je toksi¢ni ucinak filtrata na ispitivanu bakteriju Vibrio fischeri.

Tablica 4.10. Rezultati ispitivanja ekotoksi¢nosti filtrata svih pokusa biorazgradnje poli(vinil-klorida)

uz Bacillus licheniformis.

POKUS EC2/ % ECso/ % TU/-
P-2 22,74 / /
P-4 21,69 45,75 2,19
P-6 / / /
P-7 7,66 27,04 3,69

P-10 17,84 40,30 2,48
P-12 28,74 / /
P-14 44,62 / /
P-16 7,56 34,90 2,87

Na slici 4.24.-4.25. graficki su prikazane izmjerene vrijednosti luminiscencije bakterije
Vibrio fischeri izmjerene na luminometru za pokuse P-2 i P-10 pri razrjedenjima

pripravljenim metodom linearnog niza.
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Slika 4.24. Graficki prikaz promjene vrijednosti inhibicije luminiscencije Vibrio fischeri pri razli¢itim

razrjedenjima filtrata za pokus P-2.
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Slika 4.25. Grafi¢ki prikaz promjene vrijednosti inhibicije luminiscencije Vibrio fischeri pri razli¢itim

razrjedenjima filtrata za pokus P-10.

4.6. Odredivanje znacajnih ¢imbenika statistiCkom analizom varijance (ANOVA)

Rezultati ovih pokusa koji su osmiSljeni u programskom paketu Design Expert 7.0
prema Taguchi metodi, analizirani su tako da se ispitivao utjecaj odredenog faktora na
odgovor, ovisno o tome koji se faktor razine promatra. Analizom varijance (ANOVA)
potvrden je utjecaj pojedinog faktora prateéi odgovor sustava.!t®

U tablici 4.11. prikazani su doprinosi pojedinih ¢imbenika na proces biorazgradnje PS-a
i PVC-a koriste¢i bakteriju Bacillus licheniformis. Za biorazgradnju PS-a najznacajnijim
¢imbenikom s doprinosom od 84,23% pokazala se optiCka gustoca suspenzije bakterije
Bacillus licheniformis koja se dodavala u tikvice. Obzirom da je opticka gustoca direktan
pokazatelj koncentracije bakterija, a bakterije su odgovorne za provodenje procesa
biorazgradnje, ovakav rezultat nije iznenadujuéi. Cimbenik koji ima najveéi doprinos, u
iznosu od 98,66%, u biorazgradnji PVC-a je, takoder, opticka gustoca. Kao §to je ve¢ receno,

veca optiCka gustoca znaci vecu koncentraciju bakterijske suspenzije, Sto u ovom pokusu
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114 su

znaCi potencijalno uspjeSniju provedbu procesa biorazgradnje. Damayanti i sur.
eksperimentom ispitali biorazgradnju plastike pomo¢u Pseudomonas aeruginosa, te se proces
biorazgradnje pratio preko parametra smanjenja mase pocetnog uzorka. Dokazali su da se u
uzorcima s vecom optickom gustoCom bakterijske kulture dobilo veée smanjenje mase,
odnosno veéa opticka gustoéa omogucila veéi stupanj biorazgradnje plasticnog materijala.
Programski paket Design Expert 7.0 pokazao je signifikantnost ¢imbenika OG na proces

biorazgradnje obje vrste MP-a bakterijom Bacillus licheniformis.

Tablica 4.11. Popis ispitivanih ¢imbenika i njihov doprinos u procesu biorazgradnje PS-a i PVC-a
bakterijom Bacillus licheniformis.

POLIMER CIMBENICI DOPRINOS / %

T/°C 1,36

Broj okretaja / min™ 1,84

pH-vrijednost / - 4,47

PS Veli¢ina MP / um 0,12

y(MP)/ g/L 2,39

OG/- 84,23

y(glukoza) / g/L 5,60
T/°C /

Broj okretaja / min™ 0,20

pH-vrijednost / - 0,04

PVC Veli¢ina MP / um 0,20
»(MP)/ g/L /

oG/ - 98,66

y(glukoza) / g/L 0,90

U tablici 4.12. prikazani su rezultati analize varijance (ANOVA) dobiveni u
programskom paketu Design Expert 7.0 za pokuse biorazgradnje PS-a i PVC-a uz Bacillus
licheniformis. Zbroj razlika (eng. sum of squares) odnosi se na zbroj kvadrata razlika izmedu
ukupnog prosjeka i koli¢ine varijacija pokusa. Visi rezultat zbroja kvadrata ukazuje na veliki
stupanj varijabilnosti unutar skupa podataka, dok nizi rezultat ukazuje da podaci ne odstupaju

znacajno od srednje vrijednosti.''® U pokusu biorazgradnje PS-a ta vrijednost iznosi 1,06, dok
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za pokus biorazgradnje PVC-a iznosi 1,23. Vrijednost dF upucuje na broj stupnjeva slobode,

odnosno, koji je broj parametara koriSten za izra¢unavanje zbroja kvadrata.''® Za oba pokusa,

obzirom da je jedan ¢imbenik znacajan, taj broj iznosi 1. F vrijednost sluzi kao test za

usporedbu srednjeg kvadrata izvora s rezidualnim srednjim kvadratom. Sto je veéa F-

vrijednost u ANOVA-i, veéa je varijacija izmedu srednjih vrijednosti uzorka u odnosu na

varijaciju unutar uzoraka. Sto je ve¢a F-vrijednost, niZa je odgovarajuca p-vrijednost.!¢ U

pokusu biorazgradnje PS-a ta vrijednost iznosi 32,05, dok za pokus biorazgradnje PVC-a

iznosi 6722,45. Kako bi se odredilo je li razlika izmedu srednjih vrijednosti grupe statisticki

znac¢ajna, prati se p-vrijednost koja odgovara F-statistici.'*® U pokusu biorazgradnje PS-a

p-vrijednost iznosi 0,0013, a za pokus biorazgradnje PVC-a iznosi <0,0001. p-vrijednost

manja od 0,0500 indicira da je ¢lan modela znacajan, §to je u ovom slucaju potvrdeno.

Tablica 4.12. Rezultati analiza varijance (ANOVA) za pokuse biorazgradnje PS-a i PVC-a uz

Bacillus licheniformis.

PS PVC
Zbroj razlika 1,06 1,23
df 1 1
F 32,05 6722,45
P 0,0013 <0,0001
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5. Zakljucak

Plastika je jedinstveni materijal danasSnjice, koji zbog svoje izdrzljivosti i
prilagodljivosti pronalazi primjenu u svim aspektima svakodnevnog zivota. Upravo zbog
otpornosti i dugotrajne razgradnje takvih materijala, akumulacija plasti¢nog otpada danas je
ozbiljan ekoloski i drustveni problem. Pojava mikroplastike u okoliSu dodatno je zabrinula
javnost, jer raznim putevima moze dospjeti u ¢ovjekov organizam te potencijalno narusiti
zdravlje. MP predstavlja specifi¢an problem, jer je uklanjanje iz okoliSa zbog malih dimezija
gotovo nemoguce. Posljednjih godina, kao jedno od ekoloski prihvatljivih rjeSenja tog
problema, javlja se biorazgradnja sintetske plastike koriste¢i mikroorganizme i njihov
enzimski potencijal, ¢ime se nudi moguénost razvoja tehnologije bioloske obrade plasticnog
otpada.

U ovom radu tako je predstavljen pokus bioloSke razgradnje mikroplasti¢nih Cestica
PS-a i PVC-a koristenjem bakterijske vrste Bacillus licheniformis, te su odredivani znacajni
¢imbenici tog procesa. Tijekom 30 dana pracenja procesa biorazgradnje 1 provodenjem CFU,
TOC, LC/MS i FTIR/ATR analize moze se zakljuciti sljedece:

e pH vrijednost se tijekom 30 dana provedbe pokusa biorazgradnje uz Bacillus
licheniformis nije znacajnije mijenjala.

e |z rezultata CFU analize moze se zakljuciti da je u pokusima P-1 i P-9 za PS, i P-2 i
P-10 za PVC, biorazgradnja najintenzivnija zbog najvece razlike izmedu ispitivanog
uzorka i slijepe probe. Ta razlika pokazuje da je B. licheniformis koristila PS i PVC
kao izvor ugljika i energije.

e CFU vrijednosti su nesto vise u pokusima sa PS-om §to upucuje da je PS dostupniji za
biorazgradnju.

e |z TOC analize su oba procesa biorazgradnje (PS-a i PVC-a) bila podjednako
uspjesna.

e Masenom spektrometrijom utvrdena je promjena intenziteta postoje¢ih pikova u vidu
smanjenja, Sto govori o smanjenju koncentracije odredenih spojeva kao posljedica
razgradnje.

e Masenom spektrometrijom identificirani su novi ionski oblici koji su prisutni zbog
otpustanja aditiva s povrSine i unutrasnjosti PS-a i PVC-a uslijed biorazgradnje.

e Iz analize snimljenih FTIR spektara prije i poslije provedenog pokusa biorazgradnje,
zbog nastanka vec¢ih promjena u materijalu PS-a, moze se zakljuciti da je B.

licheniformis bolje razgradila PS nego PVC.
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Rezultati ispitivanja ekotoksi¢nosti na morskoj bakteriji Vibrio fischeri pokazali su da
pokusi P-1 i P-2 nemaju toksicni filtrat, dok je kod pokusa P-9 i P-10 potvrdena
toksicnost filtrata.

Odredivanjem znacajnih cimbenika statistickom analizom varijance (ANOVA)
dobiveno je da je znacajni ¢imbenik u pokusima razgradnje PS-a i PVC-a uz pomo¢
B. licheniformis-a opticka gustoca, ¢imbenik koji govori o koncentraciji bakterijske

kulture u pokusima.
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6. Popis simbola i kratica

Simboli i mjerne jedinice

w maseni udio, %
M molarna masa, g/mol
p gustoca, kg/L.
T temperatura, °C
y masena koncentracija, g/L
0 broj okretaja, min™
t vrijeme, dan
Kratice
PS polistiren
PVC poli(vinil-klorid)
PE polietilen
PP polipropilen
PET poli(etilen-tereftalat)
PU poliuretan
LDPE polietilen niske gustocée
HDPE polietilen visoke gustoce
BPA bisfenol A
HCI klorovodi¢na kiselina
KOH kalij hidroksid
MP mikroplastika
MAP makroplastika
MEP mezoplastika
MMP mini-mikroplastika
NP nanoplastika
PCB poliklorirani bifenil
DDT diklorodifeniltrikloroetan
CO; ugljikov dioksid
H.S sumporovodik
H.O voda
TCA ciklus trikarboksilne kiseline

acetil-CoA  acetil koenzim A
HA hranjivi agar

CFU broj zivih stanica bakterija po mililitru
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TOC

IC
FTIR/ATR
0G
LC-MS

SP

Indeksi

0

o

ukupni organski ugljik

anorganski ugljik

infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama
opticka gustoca

teku¢inska kromatografija-masena spektrometrija

slijepa proba

pocetne vrijednosti

stupanj Celzijus
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