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SAZETAK

Cestice MP-a jedan su od najveéih onetiséivala okolisa danasnjice. Brojna istraZivanja
dokazala su MP-e ima negativan utjecaj na biljnji i zivotinjski svijet, a posljedi¢no i na ¢ovjeka.
Odlikuje ih velika Cvrstoca, primjenjivost 1 izdrzljivost te unatoC otkri¢u razlicitih nacina
uklanjanja, jo§ uvijek nije otkriven u¢inkovit nacin za njihovo potpuno uklanjanje. Jedan od
njih je biorazgradnja, to jest, cijepanje polimera na monomore pomocu mikroorganizama.
Istrazivanja su pokazala da sposobnost biorazgradnje PS-a i PVC-a imaju razli¢ite bakterije te
se u ovom radu provelo ispitivanje znacajnih ¢imbenika za biorazgradnju PS-a 1 PVC-a
bakterijskim kulturama Bacillus subtilis 1 Delftia acidovorans. U pokusu je predvideno 7
¢imbenika — pH vrijednost, temperatura, broj okretaja, veli¢ina MP-a, koncentracija MP-a,
opticka gusto¢a (OG) i1 dodatak glukoze, na 2 razine — minimalna i maksimalna vrijednost.
Rezultati statisticke analize eksperimentalnih podataka pokazuju da biorazgradnji Cestica PS-a
primjenom bakterije Bacillus subtilis najvise doprinosi opticka gustoc¢a (81,72 %) i1 pH-
vrijednost (3,82 %). Znacajni ¢imbenici u biorazgradnji Cestica PVC-a bakterijom Bacillus
subtilis su opticka gustoca koja doprinosi 94,33 % i pH-vrijednost s doprinosom od 3,14 %.
Biorazgradnji primjenom bakterije Delftia acidovorans najviSe doprinosi temperatura za
razgradnju PS-a (41,67 %) 1 PVC-a (74,31 %) dok ostali faktori doprinose u puno manjem
postotku. Dokazano je da koriStene bakterijske kulture imaju sposobnost biorazgradnje Cestica

PS-ai1PVC-a, medutim, vrlo je vazno primjeniti uvjete u kojima je biorazgradnja najuspjesnija.

Kljucne rijeci: Mikroplastika; Biorazgradnja; PS; PVC; Bacillus subtilis; Delftia acidovorans



ABSTRACT

Nowadays, microplastic particles are one of the biggest pollutions and threats to the
environment. It has been proven by many scientists that MP particles have negative effects on
plants and animals, and therefore on humans. The particles of MP are characterized by
exceptional strength, high durability and resistance to external conditions and biodegradation.
Although there are numerous studies showing different ways of their degradation, it is almost
impossible to degrade them completely. One of the ways is biodegradation, which is the
breakdown of polymers into monomers by microorganisms. It has been shown that particles of
PS and PVC can be degraded by various bacteria. In this study, Bacillus subtilis and Delftia
acidovorans were used for the degradation of PS and PVC particles. Biodegradation was tested
on the basis of 7 factors - pH, temperature, number of revolutions per minute, size of MP
particles, concentration of MP, optical density (OD) and addition of glucose, at two levels -
minimum and maximum. The results of statistical analysis of the experimental results show
that OD (81.72%) and pH (3.82%) contribute the most to the degradation of PS particles by
Bacillus subtilis. The highest contribution to the degradation of PVC particles by Bacillus
subtilis is also made by OD (94.33 %) and pH (3.14 %). On the other hand, the highest factor
contributing to the degradation of PS and PVC particles by Delftia acidovorans is temperature
with a percentage of 41.67% for PS and 74.31% for PVC. In this study, it was proved that the
bacterial strains Bacillus subtilis and Delftia acidovorans have the ability to degrade PS and
PVC particles, but it is of great importance to choose the right conditions for the highest

efficiency.

Keywords: Microplastic, Biodegradation; PS; PVC; Bacillus subtilis; Delftia acidovorans



1. UVOD

Plastika se danas koristi u gotovo svim dijelovima svakodnevnog zivota zahvaljujuci
niskoj cijeni, maloj tezini te velikoj izdrzljivosti. Godine 2016. provedeno je istrazivanje o
godisnjoj proizvodnji plastike i rezultati pokazuju da je 2015. godine proizvedeno 322 milijuna
tona plastike u svijetu te rast proizvodnje od 45% u desetogodi$njem rasponu (2005. — 2015.)
[1]. Medutim, zbog skoro nemoguce i dugotrajne razgradnje Cestica mikroplastike, njena
koncentracija porasla je u okoliSu §to je rezultiralo pridavanjem vecée paznje ovom globalnom
problemu. Ve¢ 70 — ih godina proslog stolje¢a primjec¢ene su vrlo male plasticne Cestice u
Atlantskom oceanu [2], no ve¢i zna€aj dobivaju 2004. kada je Thompson za njih prvi puta
upotrijebio naziv ,,mikroplastika“ (MP). [3] Mikroplastiku ¢ine plasti¢ne Cestice, netopljive u
vodi, pravilnih ili nepravilnih oblika veli¢ine od 1 pum do 5 mm te u razli¢ite ekosustave dolazi
iz primarnih 1 sekundarnih izvora. [4] Primarne izvore Cine Cestice koje su sintetizirane za
razli¢ite namjene iz proizvoda za osobnu njegu i kozmetike, sintetickih vlakana iz odjece,
zubne paste, a znacajna koli¢ina dolazi iz primjene zra¢nih odstranjivaca hrde i boje koji koriste
mikrocestice poliestera u kombinaciji sa jakim zracnim mlazom. [5] Sekundarni izvor ¢ine
Cestice nastale raspadanjem vecih plasti¢nih proizvoda djelovanjem fizickih i1 bioloskih faktora,
ukljucujuc¢i UV zrake koje reduciraju strukturni integritet plastike do veli¢ine koja nije vidljiva
golim okom. [5] Prilikom brojnih provedenih istrazivanja, pronadene su Cestice MP-a u svim
ekosustavima: vodi, tlu 1 zraku. Polietilen (PE), polipropilen (PP), poli(etilen-tereftalat) (PET),
polistiren (PS), poliamid (najlon) (PA), poli(vinil-klorid) (PVC) vrste su MP-a koje zbog svoje
raznovrsne upotrebe imaju najvecu vjerojatnost da zavrse u okoliSu. Jednom kad ¢estice MP-a
udu u okoli$, one negativno djeluju na brojne organizme u razli€itim staniStima Sto je 1
potvrdeno brojnim toksikoloSkim istraZivanjima. Ona su provedena na velikim morskim
organizmima, primjerice istraZivanje provedeno na 50 organizama koji ukljucuje 10 razli¢itih
vrsta dupina 1 tuljana sa britanske obale upuc¢uje na to da je u svakom organizmu pronadena
odredena koncentracija MP-a. [6] Takoder, istrazivanja su provedena i na manjim
organizmima. Primjerice, kod ribe Danio rerio primje¢eno je da MP-e ima najveci utjecaj na
jetru, crijeva i Skrge [7], dok je kod planktona Daphnie magne najvise utjecala na sposobnost
kretanja 1 akumulaciju Stetnih elemenata poput nikla. [8]

S obzirom da MP-e ima Stetne u€inke po organizme u okoliSu potrebno ju je ukloniti iz
okoliSa. Postupci koji se najéesce primijenjuju jesu fizikalno — kemijski 1 bioloski procesi, a
najucinkovitijim se pokazala njihova kombinacija. Fizikalno — kemijska razgradnja ukljucuje
mehanicke, kemijske i toplinske procese, dok biorazgradnja ukljucuje razgradnju uz bakterije
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(rod Bacillus, Rhodococcus, Pseudomonas), gljive (rod Aspergilus, Trichoderma, Zalerion), u
manjem udjelu uz alge (4nabaena spiroides, Navicula pupula, Scenedesmus dimorphus), razne
vrste plijesni (Apergillus niger, Aspergillus tubingensis 9] 1 kvasaca (Penicillium griseofulvum,
Penicillium oxalicum).[10]

U ovom radu provelo se ispitivanje znacajnih ¢imbenika za biorazgradnju PS-a i PVC-a
bakterijskim kulturama Bacillus subtilis 1 Delftia acidovorans. Dizajn eksperimenta se
provodio prema Taguchi dizajnu koji daje kombinaciju ¢imbenika na odredenim razinama. U
ovom pokusu predvideno je 7 ¢imbenika — pH vrijednost, temperatura, broj okretaja, veli¢ina
MP-a, koncentracija MP-a, opticka gustoc¢a (OG) i dodatak glukoze, na 2 razine — minimalna i

maksimalna vrijednost.



2. OPCIDIO

2.1. Vrste mikroplastike

Otprilike 90% ukupne plastike u svijetu ¢ini PE, PP, PVC, PS, PET i PA, oni se masovno
proizvode i njihove mikrocestice najcesée zavrSavaju u okolisu.[11] S obzirom na njihova
fizikalno — kemijska svojstva i raznovrsnu primjenu u velikom opsegu industrija, gotovo je
nemoguce pronaci proizvod koji ne sadrzi barem jedan od navedenih polimera. PE je

najkoristeniji polimer danasnjice te nastaje procesom polimerizacije etilena (Slika 1.)

},,

PE se sastoji se od velikog broja molekula ve¢inom linearne strukture u obliku dugackih niti te

I—M—I
I—M—I

Slika 1. Ponavljajuca jedinica polietilena.[12]

se prema molekularnoj gradi i svojstvima razlikuje polietilen niske gusto¢e (LDPE) i polietilen
niske gusto¢e (HDPE). Elasti¢an je, mekan, proziran, nepolarne strukture te u usporedbi s
ostalim termoplastiénim materijalima, ima nizu temperaturu talista (110 — 130 °C ). LDPE 1
HDPE vrlo su kemijski otporni, to jest, ne raspadaju se u doticaju s jakim kiselinama i bazama.
Medutim, otapaju se u aromatskim ugljikovodicima pri visokim temperaturama, primjerice
toluenu 1 ksilenu.[13] Kombinacija ovih karakteristika ¢ini PE idealnim materijalom za
upotrebu u razli¢itim industrijama, a najvise se koristi u pakiranju, za proizvodnju plasti¢nih
vrec€ica 1 boca, uZadi, opreme za ribolov, mreza za poljoprivredu i cijevi.[14]

PP-e je termoplasti¢ni polimer polimeriziran iz propilena te dolazi u obliku praSka ili
granula (Slika 2.) Karakterizira ga visa temperatura taljenja (160°C) od polietilena, ali 1 manja
otpornost na niske temperature. Budu¢i da se ne otapa u organskim otapalima na sobnoj
temperaturi 1 ima dobra mehanicka svojstva, koristi se za proizvodnju cijevi, laboratorijskog
posuda i kontejnera. Cesto se pri sintezi polipropilena dodaju razligiti aditivi kako bi se zastitio

polimer prilikom proizvodnje i poboljSale karakteristike konacnog proizvoda. [15]



Slika 2. Ponavljajuca jedinica polipropilena. [12]

PVC-e¢ je dugolancani polimer nastao slobodno — radikalnom polimerizacijom monomera
vinil klorida (Slika 3.). Komercijalni PVC-e polimeri su amorfni, ali imaju i kristalnu fazu koja
¢ini otprilike 10 % matriksa. NajceS¢e se mijeSa s drugim aditivima 1 preraduje kako bi se
formirale male granule ili kocke zato Sto nije stabilan na viS§im temperaturama, a raspada se na
temperaturama iznad 160°C. PVC-e odlikuje niska cijena, velika primjenjivost, dobra

izolacijska svojstva, izdrzljivost i otpornost na abraziju.

H ,CI
£,
H H

Slika 3. Ponavljajuca jedinica poli(vinil-klorida). [16]

PVC-e je kemijski inertan prema svim anorganskim otopinama, razrijedenim kiselinama,
luZinama 1 alkoholu §to ga ¢ini otpornim na koroziju i odli¢nim materijalom za proizvodnju
kanalizacijskih cijevi. Osim toga, neke od mnogih primjena PVC-a su: proizvodnja prozorskih
okvira, boca, vodootpornih prsluka za ribolov, kablova, Zi¢nih izolatora 1 cijevi za transfuziju
krvi. [17]

PS-e je vrsta plastike koja se dobiva iz nafte, a baziran je na monomeru stirenu (Slika 4.).
Najvaznije vrste PS-a su obicni, zilavi 1 pjenasti. Obi¢ni PS-e je proziran, lake bojivosti, male
udarne zilavosti, tvrd, ali krhak i nastaje radikalskom polimerizacijom stirena, ve¢inom u masi
ili vodenoj suspenziji. Zilavi PS dvofazni je sustav PS-a i fino dispergiranih Gestica elastomera
(najcesce polibutadiena) koji materijalu daje veliku Zilavost te se naviSe koristi za izradu
dijelova uredaja, ku¢anskih preparata i kao ambalaza. [15] Pjenasti PS, poznatiji kao stiropor,
proizvodi se impregniranjem polistirena lakohlapljivim kapljevinama, koje zagrijavanjem
ekspandiraju 1 stvaraju Celijastu strukturu materijala. Izvanredan je materijal za toplinsku 1

zvucénu izolaciju, za ambalazu robe osjetljive na udarce te za izradu plovki. [18]

4



]
I—0O—I

Slika 4. Ponavljajuca jedinica polistirena.[19]

PET nastaje stupnjevitom polimerizacijom tereftalne kiseline (ili njezinih estera) i etilen-
glikola u toljevini. Za razliku od prethodno spomenutih polimera ¢iju strukturu cini
ugljikovodicna baza i vezani razli€iti supstituenti, bazu PET-a ¢ini veza ugljik-kisik-ugljik od
kojih je jedan od ugljika dio karbonilne skupine (Slika 5). NajviSe se koristi kao sintetsko
vlakno, konstrukcijski materijal u elektrotehnici, za izradu filmova i folija te veliku primjenu

ima u proizvodnji boca za vodu i gaziranih pica. [20]
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Slika 5. Ponavljajuca jedinica poli(etilen-tereftalata). [21]

2.2. Mikroplastika u okoliSu

Tijekom provedbe brojnih istrazivanja o prisutnosti ¢estica MP-a u okoliSu, dokazano je da
se ona nalazi u svim biosferama; u hidrosferi, koja sadrzi najvec¢i udio MP-a te u litosferi 1
atmosferi, koje sadrZavaju nesto manje ¢estica MP-a, ali dovoljno da uzrokuju Stetu biljnom 1

zivotinjskom svijetu, a posljedi¢no i ljudskom zdravlju.

2.2.1. Mikroplastika u vodenom mediju

Cestice MP-a koje nisu u potpunosti zaustavljene pomocu filtera tijekom obrade
kanalizacijskih otpadnih voda zavrsit ¢e u povrSinskim vodama, a samim time i u morima i
oceanima.[22] Mnogi ¢imbenici utje¢u na koncentraciju MP-a u vodama, a najvazniji od njih
su vjetrovi, struje, gustoca Cestica, blizina gusto naseljenih podrucja i na¢in obrade otpadnih
voda.?? Velike koncentracije MP-a pronadene su u podru¢jima razvijene akvakulture,
ukljucujuéi estuarije i luke. To je najvise uzrokovano starim mrezama za lovljenje ribe i uzadi

koje sadrze plasti¢na vlakna koja se zbog svoje veli€ine ne mogu ukloniti. Sljedeci veliki



problem pojave MP-a u slatkim 1 slanim vodama je to §to se na njima stvori mikrobioloski film
sastavljen od bakterija, gljiva 1 alga te on znacajno moze promijeniti fizikalna i kemijska
svojstva MP-a. Naime, biofilm je vazan izvor hrane za brojne organizme te ukoliko oni
konzumiraju cestice MP-a misleéi da je to hrana, mogu se pojaviti ozbiljne posljedice. [23]

Kina kao najveci proizvodac plastike u svijetu [1] svake godine bori se s postupno rastu¢im
1 0zbiljnim ekoloskim problemom prisutnosti ¢estica MP-a u okoliSu. To dokazuje 1 istraZivanje
provedeno 2017. u gradu Wuhanu, ekonomskom, kulturnom i edukacijskom centru srediSnje
Kine s populacijom od preko 10 milijuna.[24] Medutim, brz ekonomski rast i rast populacije i
urbanizacije od 1970. — ih u Kini negativno se odrazio na ekolosko zdravlje vodenih povrsina.
Istrazivanje koje je ukljucivalo 20 jezera i rijeke Hanjiang i Yangtze pokazuje da koncentracija
MP-a varira od 1660 do 8925 &estica po m’ iz Sega se zakljuduje da se najvisa koncentracija
MP-a u vodama nalazi upravo u Kini. [23] Jedan od velikih problema sa kojim se susre¢u
znanstvenici diljem svijeta koji proucavaju problem MP-a u okoliSu je nerazvijenost
standardiziranih analitickih metoda za identifikaciju 1 kvantifikaciju mikro i nanoplastike u
razli¢itim uzorcima $to moze dovesti do problema kod usporedivanja podataka. [25]

Medutim, MP-e nije problem samo u Aziji, ve¢ i u razliitim dijelovima Europe, Kanade i
Sjedinjenih Americkih Drzava. U tablici 1. prikazana je koncentracija MP-a u jezerima i
rijekama diljem svijeta, a podaci pokazuju da se veca koncentracija povezuje s vecom
gusto¢om naseljenosti $to upucuje na to da je utjecaj Covjeka veoma vazan kod distribucije
MP-e. Turizam znacajno pridonosi oneciS¢enju mora te je dokazano da preko 200 milijuna
turista koji svake godine u ljetnim mjesecima posjete Sredozemno more uzrokuje povecanje
morskog otpada od 40%.[26] Koli¢ina MP-a u Sredozemlju na rekordnoj je razini s 1,25
milijuna komada po km? te utjede ¢ak i na sediment oceana gdje koncentracija od 10 000 po
kilometru predstavlja jednu od najvisih u svijetu prema ¢emu Sredozemno more s razlogom
dobiva ime “plasti¢na zamka”. [27]

Godine 2018. provedeno je istrazivanje s ciljem detekcije metala (Cd, Cr, Cu, Fe, Ni) na
plasti¢énim peletama koji su pronadeni u uzorcima sedimenta skupljenih na pjeS¢anim plazama
Zaglavu 1 Milni na otoku Viru. [28] Rezultati pokazuju da se u uzorku volumena od 3965 mL
nalaze 92 cestice peleta. Vazno je spomenuti da je koncentracija metala pronadena na
plasticnim peletama veca od koncentracije metala pronadene u uzorcima morske vode
sakupljene iz priobalnog podrucja. Koncentracije u uzorcima s ¢esticama MP-a iznose (ng L~
1:8.50 (Cd), 338 (Ni), 423 (Ni), 182 (Pb) i 722 (Zn) i one su za otprilike dva do tri reda veli¢ine

ve¢a od koncentracije metala u uzorcima morske vode bez cCestica MP-a. Rezultati su



usporedivi s dobivenim rezultatima u istraZzivanju koje je proveo Holmes o koncentraciji metala

na plasti¢nim peletima sa nekoliko lokacija u Engleskoj. [29]

Tablica 1. Koncentracija MP-a u razli¢itim dijelovima svijeta. [27]

616.70 —2316.70
Cestica / m?

1660,00 — 8925,00 cestica /

PET, PP, PS, PE

PET, PP, PE, najlon
m3

PE, PS, PP 258,00 &estica / m?

58,00 — 1265,00 cestica /

PP, PE, PS, PET
e

2 2,68 — 3,36 Gestica / m>
PET, PAN, PP, PE 0,27 &estica / m®
- 0,05 — 0,75 &estica / m?
833,00 — 1633,00 Cestica /
kg
PE, PP, PS, PVC 0,03 Cestica / m?

DeFishGear (engl. ,,Derelict Fishing Gear Management System in the Adriatic Region*)
je projekt koji se bavi Sirim kontekstom problematike morskog otpada te se u sklopu njega
provode projektne aktivnosti koje ukljucuju zemlje Jadransko-Jonske regije (Sloveniju, Italiju,
Hrvatsku, Bosnu i Hercegovinu, Crnu Goru, Albaniju i Grcku) kojima je cilj smanjiti otpad u
Jadranskom moru. U sklopu tog projekta provedeno je istraZivanje o koli¢ini i sastavu MP-a u
uzorcima uzetih s povrSine mora, rije¢nih uséa, iz sedimenata na plazama te iz zZeludaca riba u
podrucju gdje se odvijaju ribolovne aktivnosti.[30] Rezultati istrazivanja pokazuju da dolazi
do porasta koncentracije MP-a nakon turisticke sezone, posebice na plazi Bacvice u Splitu koja
predstavlja jednu od najpopularnijih turistickih plaza u tom podru¢ju. Kao posljedice jakih
juznih vjetrova i valova te otvorenog mora, na plazi Zaglav u jesen se uocava znatno povecanje
koncentracije MP-a (4200 cestica’kg sedimenta) u odnosu na pocetak ljeta (870 Cestica’kg

sedimenta).[30] Na slici 6. prikazani su najucestaliji predmeti pronadeni u sakupljenom otpadu



iz mora te se vidi da su to komadi¢i plastike 1 stiropora veli¢ine 2,5 — 50 cm, Stapici za usi 1
plasti¢ni ¢epovi svih namjena. Opusci od cigareta, koji inace na svjetskoj razini zauzimaju
visoko mjesto na ljestvici kategorije otpada u moru, bili su relativno malobrojni na plazama
Zaglav 1 Saplunara koje su udaljenije od kopna i gdje smece uglavnom dospijeva morskim
strujama s otvorenog mora. Nasuprot tome, zbog turisticke namjene gradske plaze u Omisu 1
one u Kominu na us¢u Neretve, opusci cigareta jedni su od najbrojnijih sakupljenih predmeta

usprkos tome §to se u sezoni redovito Ciste.
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Slika 6. Najucestaliji predmeti morskog otpada sakupljenog na plazama Zaglav na Visu,
Saplunara na Mljetu, Punta u Omis$u i Komin na u$¢u Neretve (1- Komadi¢i plastike 2,5 — 50
cm, 2 — komadiéi stiropora 2,5 — 50 cm, 3 — Stapiéi za usi, 4 — Plasti¢ni Gepovi (boce za pice),
5 — plasti¢ni Cepovi (neodredeni), 6 — Paketi Cipsa i omoti slatkiSa, 7 — Slamke i mjeSalice, 8 —
Plasti¢ni ¢epovi (kemikalije, sredstva za €iS¢enje), 9 — Opusci i filteri cigareta, 10 — Komadici

stakla i1 keramika > 2,5 cm. [30]

2.2.2. Mikroplastika u tlu

Usprkos tome S$to je problematika MP-a u tlu manje istrazena, sve vise istrazivanja
pokazuje da MP-e pokazuje ozbiljnu prijetnju biljkama, usjevu i organizmima koje Zive u tlu.
Naime, velik udio MP-a koji se nade u tlu dolazi iz kanalizacijskog mulja 1 gnojiva koji se
koriste u poljoprivredi. [31] Druge izvore ¢ine: razgradnja plasti¢nih proizvoda koji se nalaze
na obradivoj zemlji pod utjecajem vremena, fragmentacija plasticnog otpada i plasti¢nih
proizvoda na odlagaliStima otpada, odlaganje otpada u prirodu te navodnjavanje otpadnim
vodama. [32] Jednom kad se ¢estice MP-a nadu u tlu, tesko ih je ukloniti te akumuliranjem

utjeCu na rast, bioraznolikost 1 razmnozavanje organizama koje zive u tlu. Godine 2018. Qi i



sur. proveli su prvo istraZzivanje o utjecaju Cestica MP-a na rast pSenice. Primjecen je slabiji
rast vegetativnih 1 reproducibilnih organa biljke unutar i1 izvan zemlje u koju su bile
ukomponirane mikroCestice PE male gustoée. Medutim, potrebno je provesti detaljnija
istrazivanja kako bi se otkrio toCan razlog sporijeg rasta biljke u doticaju s MP-om. [33]
Istrazivanje dokazuje da Cestice MP-a mogu znacajno utjecati na rast i koli¢inu usjeva sto

posljedi¢no predstavlja problem za ¢ovjeka koji se njima hrani.

2.2.3. Mikroplastika u zraku

Cinjenicu da je MP-e sveprisutna i predstavlja veliki problem ¢ovje¢anstvu i okolisu
dokazuju mnogobrojna istrazivanja u kojem je pronadena nezanemariva koli¢ina MP-a u zraku.
Istrazivanja pokazuju da je veca koncentracija MP-a pronadena u zatvorenim prostorijama u
odnosu na okoli$ $to je i ofekivano s obzirom na to da se Cestice lakSe prenose vjetrom u
otvorenom prostoru. [34] Glavni izvori MP-a u zraku su cCestice iz sinteticke odjece, erozije
sintetickih guma, gradevni materijal, industrijska emisija te plastiéni fragmenti iz
namjestaja.[35] Medutim, jos uvijek je jako malo znanstvenih radova o koncentraciji MP-a u
zraku zbog ogranicenja u detekciji ¢estica MP-a. Vianello i sur. proveli su istrazivanje o koli¢ini
MP-a u 3 apartmana u Aarhusu u Danskoj te rezultati pokazuju da se u najve¢em udjelu

pojavljuje poliester (59-92%), zatim najlon (0-13%) 1 polipropilen (0.4-10%).[36]

2.3. Postupci odredivanja mikroplastike u okoliSu

Dokazivanje da su Cestice MP-a prisutne u svim sustavima u okolisu, potaklo je brojne
znanstvenike da se krenu baviti istraZivanjem MP-om $§to rezultira stalno rastu¢im brojem
znanstvenih radova te tematike. Naravno, kako bi istrazivanja bila §to u¢inkovitija, potrebno je
sakupiti 1 identificirati vrstu MP-a. Medutim, nedostatak univerzalne 1 validirane metode za
odredivanje MP-a vodi do razli¢itih analitickih pristupa, $to uzorkuje razli€itu interpretaciju i
zna¢ajno onemogucava usporedivanje dobivenih rezultata.[37] Godine 2018. provedeno je
istrazivanje u kojem su sakupljeni podaci o uzorkovanju i odredivanju MP-a u 49 znanstvenih
radova u svrhu sumiranja najrelevantnijih metoda kako bi se zorno prikazao izbor i nedostaci
razliCitih analitickih metoda za odredivanje MP-a u okolisu.[38] Rezultati su prikazani na slici
7. te se iz prikaza moze zakljuciti da je prvi korak u odredivanju uzorkovanje koje se u vodenim
uzorcima provodi uz pomo¢ mreza, sita i pumpi, dok kod sedimentnih taloga vrlo vaznu ulogu
ima dubina 1 mjesto uzorkovanja. Sljede¢i korak u odredivanju MP-a je separiranje iz vode 1
sedimentnog uzorka. Cestice MP-a lako se filtriraju iz vode, dok se &estice MP-a u talozima

najcesce separiraju na temelju razlike u gustoci. Naime, u otopini velike gustoce, Cestice plutaju

9



na povrsini, dok se ostale Cestice taloze na dno. Da bi se pripremila otopina velike gustoce

koriste se razne soli poput NaCl, Nal 1 ZnCl,. [38]

Uzorkovanje Razdvajanje na Unistavanje Detekcija
temelju gustoée organskih ostataka
= Dry weight Wet weight = NaCl = Nal = 2ZnCl2 - Water = H202 (30%) = Fenton's reagent = No = Visual = FTIR Raman GC-M S
° h
[
55% 60%
60%
= Nets = Pumps = Sieves ® NaCl = ZnCl2 = Seawater = No = H202 (30%) = Enzymes = HCl - No m Visual = FTIR = Raman = SEM - Dyes
p A
[44] )
i / 40%
=]
> 58% 60% w
75% 40%

Slika 7. Najucestaliji postupci sakupljanja i odredivanja cestice MP-a. [37]

Nadalje, organski ostaci predstavljaju problem kod odredivanja MP-a zato §to su Cesto
zamijenjeni za MP-e (tamniji fragmenti alga) te time uzrokuju neto¢no odredivanje
koncentracije MP-a. Upravo iz tog razloga, organski fragmenti moraju se ukloniti. [ u vodenim
1 taloZnim uzorcima, fragmenti se najvise uklanjaju uz H>O2, zatim uz Fentonov reagens (H202
za zeljezovim (II) ionima), HNO3, HCl 1 KOH.[37] Medutim, koriStenje jakih kiselina moze
utjecati na raspadanje polimera koji imaju slabu rezistentnost na kiseline te se u tom slucaju
koriste enzimi. Naime, za razgradnju koristi se smjesa enzima (lipaza, amilaza, proteinaza,

celulaza), a sam postupak je skup i vrlo dugotrajan. [38]

2.3.1. FTIR

Kod odredivanja MP-a najve¢i udio zauzima vizualno identificiranje 1 FTIR metoda.
Naime, FTIR je metoda infracrvene spektroskopije s Fourierovim transformacijama koja je
Siroko raspostranjena u organskoj sintezi, detekciji polimera, farmaceutskoj industriji,
petrokemijskom inZenjerstvu 1 analizi hrane. [39] Temeljena je na utvrdivanju strukture
molekule pomoc¢u njezine mogucnosti apsorpcije infracrvenog zracenja. Molekula apsorbira

zraCenje specifi¢nih valnih duljina kada je izloZena zraCenju $to uzrokuje promjenu dipolnog
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momenta te transformaciju vibracijske energije iz osnovnog u pobudeno stanje. Analizom

infracrvenog spektra moze se odrediti struktura molekule (Slika 8.). [39]

FTIR trapsmqu speqtra
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Slika 8. FTIR spektar najucestalijih vrsta MP-e. [40]

FTIR spektrometar je uredaj koji se sastoji od izvora zracenja, interferometra, uzorka,
detektora, zrcala 1 racunala. Uredaj radi na principu da zracenje koje proizlazi iz izvora kroz
interferometer do detektora generira informaciju koja se konvertira u digitalni signal koji dolazi
do racunala gdje se provodi Fourierova transformacija. Glavna razlika izmedu FTIR
spektrometra 1 disperznog IR spektrometra je Michelsonov interferometer koji razdjeljuje
jednu zraku svjetlosti u dvije razli¢itih putanja koje se rekombiniraju u detektor gdje se mjeri
njihov intenzitet. [39] Velika baza spektara polimera omogucuje ne samo potvrdu o prisutnosti
MP-a, ve¢ i identifikaciju specifi¢nih vrsta polimera. Nadalje, mikroFTIR ( 2 -FTIR) koristi se
za odredivanje malih Cestica MP-a 1 za mikroskopsko proucavanje prije spektroskopijske
potvrde te se mogu detektirati Cestice jednake veli¢ine kao otvor kroz koji prolazi IR zracenje.

ATR - FTIR (FTIR sa smanjenom totalnom refleksijom) smatra se oblikom analize kod kojeg

pomocu FTIR-a je moguce odrediti stupanj razgradnje MP-a zbog pojave oksidiranih veza u
spektru. [41] Tablica 2. prikazuje tipi¢ne funkcionalne grupe koje se pojavljuju u strukturama

polimera i njihove odgovarajuée valne duljine u FTIR spektrima.
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Tablica 2. Funkcionalne grupe u prisutne u razli¢itim polimerima i njihove valne duljine u

FTIR spektru. [42]

C-H istezanje 2915, 2845
CH: uvijanje 1463
CH> njihanje 730
CHz uvijanje 1427
CH uvijanje 1331, 1255
C-C istezanje 1099
CHz> njihanje 966
C-Cl istezanje 616
C-H istezanje 2950, 2915
CH: uvijanje 1455
CHs uvijanje 1377
aromatsko C-H istezanje 3024
C-H istezanje 2847
aromatsko istezanje prstena 1492, 1601
CHa uvijanje 151
C=0 istezanje 1713
C-O istezanje 1241, 1094
N-H istezanje 3298
CH istezanje 2932, 2858
C=0 istezanje 1634
NH uvijanje 1538
CH2 uvijanje 1464, 1372

2.3.2. Raman spektroskopija

Tijekom usmjeravanja svjetlosti na molekulu dolazi do rasprSenja zracenja koje ima
razli¢itu frekvenciju od ulazne zrake Sto uzrokuju interakcije izmedu oscilacije svijetla i
molekulske vibracije. Taj fenomen naziva se Ramanovo rasprsenje te je pomocu analize spektra
rasprsenog zracenja moguce odrediti strukturu molekule. Ukoliko se analizira mikrocestica,

Ramanova spektroskopija kombinira se s mikroskopom (Slika 9). [43]
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Slika 9. Dijelovi Ramanove spektroskopije u kombinaciji sa mikroskopom. [43]

Tijekom analize ne dolazi do oStecenja povrSine Cestice pa su moguce daljnje analize uzorka,
no Raman spektroskopija je osjetljiva na aditive i pigmente u MP-u koji mogu smetati u
identifikaciji razlicitih polimera. Primjerice, prilikom identifikacije MP-a pomoc¢u Ramanove
spektroskopije dobiven je spektar koji odgovara plavom pigment (bakrov ftalocijanin), a ne
spektar koji odgovara odredenom tipu plastike. [44] Medutim, taj pigment je Cesto koriSten u
plasti¢noj industriji, Sto pridonosi pretpostavci da je nepoznati uzorak MP-e.[44] Nadalje, za
lociranje Cestica MP-a u tkivima koristi se koherentno anti — Stokesovo Ramanovo rasprsenje

(CARS) koje se Cesto upotrebljava za detekciju Cestica veli¢ine 2-3 um kod zooplanktona. [44]

2.3.3. SEM

SEM (Scanning electron microscope) je metoda karakterizacije MP-a kod koje se dobiva
vrlo detaljna slika povr§ine pomoc¢u uskog snopa elektrona. Snaga rezolucije ovisi o kvaliteti
le¢a i valnoj duljini upadne zrake te s obzirom da elektroni imaju znacajno krace valne duljine,

elektronski mikroskopi pruzaju bolju rezoluciju od svjetlosnog mikroskopa, slika 10. [45]

Slika 10. PovrSina MP-a snimljena pomoc¢u SEM-a.[46]
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2.3.4. HPLC

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) koristi se za razdvajanje
komponenti iz smjese na osnovi kemijskih interakcija izmedu analizirane tvari i stacionarne
faze. Kromatografska separacija sastoji se od otapala, pumpe, uzorka, stupca, detektora i
racunala. Pokretna faza ili otapalo obi¢no je mjeSavina polarnih i nepolarnih komponenata ¢ija
koncentracija ovisi 0 uzorku. Sve kromatografske separacije funkcioniraju na istom principu:
kromatografija razdvaja uzorak na sastavne komponente zbog razlike u molekulskim
afinitetima prema mobilnoj i stacionarnoj fazi koja se koristi kod separacije.[41]
Kombinacijom tekucinske kromatografije 1 masene spektrometrije mogu se odrediti
koncentracije PET-a i polikarbonata (PC) na na¢in da se molekule depolimeriziraju hidrolizom.
[47]

2.3.5. GS/MS

Kombinacija plinske kromatografije s masenom spektrometrijom (GC/MS) danas se sve
visSe koristi za odredivanje cCestica MP-a. Piroliza — plinska kromatografija/masena
spektrometrija (Py — GC/MS) analiticka je metoda koja se koristi za identificiranje
komponenata, a ukljucuje zagrijavanje uzorka na visoku temperaturu §to uzrokuje razlaganje
na manje molekule koje su separirane pomocu plinske kromatografije i identificirane pomocu
masene spektrometrije.*® Koncentracije polimera za koje se metoda moze primijeniti ovise o
vrsti polimera 1 moguéim smetnjama prirodnih matrica prilikom provodenja metode.
Istrazivanjem je dokazano da je moguca detekcija PE, PP, PET, PVC, PA tijekom provodenja
jedne izvedbe metode GC/MS. Nakon provodenja metode dobivaju se kromatogrami prikazani

na slici 11. koji se dalje analiziraju u svrhu identificiranja vrste MP-e. [48]
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Slika 11. Kromatogram nastao nakon provodenja metode Py — GC/MS. [48]
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2.4. Uklanjanje mikroplastike iz vodenog medija

Fizikalno — kemijske karakteristike polimernih materijala poput velike Cvrstoce,
dugotrajnosti, kemijske rezistentnosti i elasti¢nosti ¢ine ih savrSenim materijalom za
mnogobrojne primjene. Medutim, te prednosti ujedno su i njihove mane zato §to je gotovo
nemoguce posti¢i njihovu potpunu razgradnju u zadovoljavaju¢em vremenu Sto predstavlja
velik problem za okoliS$. Tijekom godina proucavani su brojni nacini razgradnje Cestica MP-a
te je utvrdeno da je moguce abioticko (fizikalno — kemijska razgradnja) i bioticko
(biorazgradnja) uklanjanje. Abioticka razgradnja vrlo Cesto prethodi biotickoj razgradnji, a
ukljucuje fizikalno — kemijske procese kojima se ve¢e molekule cijepaju na manje [50]. S druge
strane, bioti¢ka razgradnja odvija se uz enzime koji su prisutni u stanicama mikroorganizama

[55].

2.4.1. Abioti¢ka razgradnja

2.4.1.1. Termicka razgradnja

Termic¢kom oksidacijom nastaju hidroksilne, karboksilne i hidroperoksidne skupine te
dolazi do povecanja hidrofilnosti polimera ¢ine¢i ga sklonijim vezanju mikroorganizama na
povrsinu. [49] Naime, termicko tretiranje polimera ubrzava proces razgradnje §to je 1 potvrdeno
kod istrazivanja gdje se kod polimera koji su bili termicki obradeni i nakon toga izloZeni
bakteriji Bacillus spericus, primjecuje gubitak mase od 17 %, dok se kod polimera koji nisu

bili termicki obradeni zabiljezuje gubitak mase od 10 %.[50]

2.4.1.2. Mehanicka razgradnja
Mehanicka razgradnja mikrocestica naj¢esce nastupa abrazijom kad ¢estice dodu u kontakt
sa zrncima sedimenta, Skoljkama i drvenim ostacima ili antropogenim ¢imbenicima poput
drugih plastiénih proizvoda, ostacima smeca, barijerama ili transportnim vozilima
(automobilima, brodovima). Druge metode mehanicke razgradnje ukljuuju temperaturne
promjene 1 vlazno/suhe cikluse.[51] Koriste¢i SEM primjeceno je da mehanicko djelovanje

tijekom vremena uzrokuje nastajanje udubljenja na povrSini PE-a prikazanog na slici 12. [52]

2.4.1.3. Kemijska razgradnja
Kemijska razgradnja pokazuje razli€ite stupnjeve uspjeSnosti ovisno o vrsti polimera,
prisutnosti UV stabilizatora 1 medija u kojem se nalaze cestice MP-a. Opcenito, foto—
razgradnja inicirana je kad je mikroCestica izlozena UV zracenju i kisiku S$to rezultira

nastajanjem molekule koja ima kra¢i lanac od izvorne molekule.
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Slika 12. SEM slika udubljenja (Gr) nastala mehani¢kim djelovanjem na povrSinu Cestice

MP-a. [52]

Da bi inicijacija zapocela, polimer mora sadrzavati nezasi¢ene veze koje apsorbiraju energiju
te se smatra da su PE i PP manje podloZni foto—oksidaciji jer ne sadrze nezasi¢ene dvostruke
veze.[53] Slijedi propagacija, proces u kojem dolazi do cijepanja, spajanja lanaca 1 nastajanja
novih radikala te terminacija, spajanje dva radikala. Olefini, aldehidi i ketoni koji su podlozniji
foto—oksidaciji o¢ekivani su produkti radikalske terminacije.[54] Ukoliko je doslo do kemijske
razgradnje, do¢i ¢e do promjene u spektru nastalom FTIR spektroskopijom. Naime, kemijska
oksidacija uzrokuje nastajanje karboksilnih kiselina, aldehida, estera i ketona ¢iji ¢e se signali
pojavljivati u podru&ju od 1700 do 1850 cm™ na FTIR spektru. To je dokazano i snimanjem

spektara dva uzorka PE peleta s plaza te se iz spektra vidi koji uzorak je vise kemijski razgraden

(Slika 13.). [51]
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Slika 13. FTIR spektar dva uzorka poletilnih peleta skupljenih na plazama. Plavi spektar
kemijski je viSe razgraden od crvenog spektra zbog pojave signala na oko 3310 cm™ (O — H

istezanje) i na oko 1650 cm™ i 1740 cm™ (C — O istezanje). [51]
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2.4.2. Bioticka razgradnja

Biorazgradnja je cijepanje polimerne strukture MP-a na monomere primjenom
mikroorganizama. Proces biorazgradnje odvija se u nekoliko koraka: formacija biofilma,
kolonizacija, bio — fragmentacija, asimiliacija i mineralizacija. Kako bi nastao biofilm, ¢estica
dolazi u kontakt s vodom te djelovanjem vode na povrSinu nastaje prikladna povrSina za
formiranje. Naknadna kolonizacija zapocinje nakon §to povrSina pukne i nastanu udubljenja
zbog mehanickih i1 kemijskih djelovanja.[55] Nakon Sto je zavrSila kolonizacija povrSine
mikrocestice, mikroorganizmi pomoc¢u odgovarajucih enzima razgraduju MP-e do oligomera,
dimera i monomera.[56] Zatim slijedi process asimilacije ukoliko prilikom biorazgradnje
nastanu male molekule koje mogu pro¢i kroz stanicnu stijenku mikroorganizama i tako sluziti
kao izvor ugljika i energije (slika 14.).[51] Zeljeni produkti biorazgradnje su CO21i H>O i ona
ovisi o mikroorganizmima koji provode razgradnju i karakteristikama polimera. UspjeSan
process biorazgradnje ovisi o vrsti mikroorganizma, distribuciji, optimalnim uvjetima
(temperatura, pH-vrijednost, koncentracija kisika, prisutnost nutrijenata) i vrsti enzima
(unutarstanicni i izvanstani¢ni). Karakteristike polimera ukljucuju fizikalna i kemijska svojstva
polimera, povrSinske karakteristike (hidrofilnost i hidrofobnost), temperature staklista,

temperaturu talista, modul elasti¢nosti 1 kristalini¢nost.[57]

-
Kolonizacija
-
Izvanstanic¢ni organizmi i
slobodni radikali
-
Aktivni i pasivvni transport
-
Konacni produkt

L Biofragmentacija B Asimilacija

Slika 14. Shematski prikaz koraka u biorazgradnji MP-a.[58]
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Mikroorganizmi se mogu prilagoditi skoro svakoj okolini u kojoj se nalaze pa tako 1 imaju
sposobnost razgradnje MP-a. Medutim, joS uvijek nisu detaljno poznate interakcije izmedu

mikroorganizama i Cestica MP-e §to onemoguéava Siru primjenu biorazgradnje. [56]

2.4.2.1. Mehanizam biorazgradnje

U nepovoljnim uvjetima bakterije mijenjaju svoju morfologiju koja im omogucuje
prezivljavanje te se tako u ranoj fazi stvaranja biofilma na povrSini MP-e uz pomo¢ enzima
omogucuje njegova adhezija. [59] Samom procesu biorazgradnje prethodi izlozenost UV
zracenju ili oksidiraju¢im agensima koji uzrokuju nastajanje karbonilne grupe te se smatra da
je takav oblik MP laksi za razgradnju. [59] Godine 2013. godine provedeno je istraZivanje o
enzimima koji su zasluzni za biorazgradnju PE-a pomoc¢u bakterije Rhodococcus ruber. [60]
Rhodococcus ruber posjeduje enzim lakazu, enzim koji pripada grupi oksidaza plavog bakra u
gljivama 1 biljkama zasluzni za razgradnju lignina i fenola. [61] Najpoznatiji su kao katalizatori
oksidacije aromatskih spojeva, medutim, dokazana je aktivnost lakaze i na ne — aromatskim
spojevima. S obzirom na to da je lakaza enzim koji veze bakar te mu je on potreban da bi
uspjesno djelovao, Sento i sur. pretpostavili su da bi dodatak bakra lakazi povecao borazgradnju
PE, §to je 1 potvrdeno povecanjem razgradnje od 75 % (Slika 15.). Njihovo otkri¢e dokazuje
da bakar i bakar — vezu¢i enzimi imaju veliku ulogu u biorazgradnji PE-a i1 drugih sintetickih

polimera. [60]
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Slika 15. Gubitak mase u postocima uzrokovan dodatkom bakra. [60]

Sljedec¢i enzim koji pokazuje aktivnost kod razgradnje MP-a uz pomo¢ mikroorganizama
je mangan peroksidaza (MnP). To je izvanstani¢ni hemprotein koji pripada oksidoreduktazama

i oksidira Mn*" u Mn’" ukoliko je prisutan H2O;. U prirodi je jedan od najucestalijih enzima
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zasluznih za razgradnju lignina te se primjenjuje u poljoprivredi za razgradnju celuloze 1
hemiceluloze. [62] Bacillus spp., Pseudomonas spp. 1 Arthrobacter spp. su jedni od
najproucivanijih mikroorganizma koji imaju sposobnost razgradnje brojnih polimernih vrsta
upravo zahvaljujuéi enzimima lakazi, lipazi i mangan peroksidazama.[63] Aktivnost mangan
peroksidaze dokazana je pri biorazgradnji PE primjenom bakterije Pseudomonas aeruginosa
koja ima sposobnost cijepanja ugljikove veze koje se nalaze u PE uzrokujuci depolimerizaciju
Cestice MP-a.[64] Ostali enzimi koji pokazuju aktivnosti pri biorazgradnji PE-a su alkan
hidroksilaza, rubredoksin i rubredoksin reduktaza.[65] Znanstvenici su najviSe proucavali
mehanizam PET—-aze, enzim s o/p hidroliznim savijanjima koji pripada esterazama i katalizira
hidrolizu (PET) do monomera mono-2-hidroksietil tereftalata (MHET), dok njegov dopunski
enzim MHET —aza djeluje na MHET pretvarajuci ga u tereftalnu kiselinu 1 etilen glikol (Slika
16.). [66]
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Slika 16. Mehanizam biorazgradnje uz /. sakaiensis koja zadrzi enzim PET — azu. [67]

2.4.2.2. Biorazgradnja MP-a primjenom bakterije roda Bacillus

Razne bakterijske vrste razgraduju polimerne materijale smanjujucu njihovu molekulsku
masu te uzrokuju promjene u morfoloskoj i kemijskoj strukturi na nacin da polimer sluzi kao
glavni izvor ugljika u mediju s minimalnom koli€¢inom nutrijenata. Eksperimentalno je
dokazano da korisStenje dvije ili viSe vrsta bakterija koje su u simbiotskom odnosu pospjesuje
proces biorazgradnje u odnosu na koriStenje samo jedne vrste. [68]

Brojnim istrazivanjima dokazana je sposobnost biorazgradnje MP-a bakterija koje
pripadaju rodu Bacillus. Jedno od takvih je istraZivanje Arutchelvi-ja i sur. koji su proucavali
utjecaj djelovanje UV zrafenja na cestice MP-a na uspjeSnost biorazgradnje pomocu bakterija

Bacillus cereus 1 Bacillus gottheilii. Rezultati pokazuju da predtretman UV zraenjem
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poboljsava razgradnju cestica MP-a zbog nastanka C=0O i1 O-H skupina.[69] Obje vrste
uspjesno su promijenile povrSinu mikrocestice gdje su se pojavila udubljenja i napuknuca koja
upucuju na razgradnju MP-a.[69] Medutim, primjeceni su razli¢iti rezultati kod biorazgradnje
drugacijih vrsta MP-a te tako B. cereus pokazuje ve¢i gubitak mase kod razgradnje polistirena,
dok B. gottheilii ima sposobnost razgradnje Sireg raspona vrsta MP-a 1 moze se smatrati
viSestrukim razgradivacem.[70] Nadalje, izraCunat gubitak mase za 40 dana kod B.cereus
iznosi 1,6%, 6,6% 1 7,4% za PE, PET i PS, odnosno 6,2%, 3,0%, 3,6 1 5,8% za PE, PET, PP i
PS kod B.gottheilii. Takoder, pratio se i rast bakterija u mediju s razli¢itim vrstama MP-a te su
rezultati prikazani na dijagramima na slici 17. B. gottheilii pokazuje veéi kapacitet
biorazgradnje u odnosu na B. cereus §to je rezultat varijacija u postojeCem metabolizmu,

mehanizmu hranjenja s polimerima i genetskim alteracijama kod individualnih vrsta.[70]
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Slika 17. Krivulja rasta B. cereus (lijevo) i B. gottheilii (desno) prilikom biorazgradnje.[70]

Nadalje, Yang i sur. primjetili su da se li¢inka voStanog crva Plodia interpunctella moZe hraniti
cesticama PE. Uspjesno su iz utrobe crva izolirali dvije vrste bakterija (Enterobacter asburiae
YTI1 i Bacillus sp. YP1.) koje su zasluzne za biorazgradnju MP-a. U 28 dana formirao se
biofilm te se smanjila hidrofobnost povriine. Bakterija YTI (108 stanica/mL) razgradila je 6,1%
PE ploéice, a bakterija YPI (108 stanica/mL ) 10.7% PE plo¢ice u periodu od 60 dana. Pomoéu
SEM mikroskopa proucavana je povrsina PE-a(Slika 18.). [71]

Control

pt ™2 RIS e >y -

Slika 18. SEM slike povrsine polietilena. A. povrSina bez utjecaja bakterija, B. povrsina pod

utjecajem bakterije YT1, C. povrsina pod utjecajem bakterije YP1. [71]
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2.4.2.3. Biorazgradnja MP-a primjenom bakterije roda Rhodococcus

Bakterije roda Rhodococcus gram-pozitivne su vrste koje mogu prezivjeti u razli¢itim
vrstama staniSta poput tla, vode i eukariotskih ¢elija. Vrste roda Rhodococcus vrlo su vazne
zbog njihove sposobnosti kataliziranja Sirokog raspona spojeva, moguénosti stvaranja
bioaktivnih steroida, akrilamida i akrilne kiseline te su Cesto koriStene za eksperimentalno
promatranje zbog relativno brzog rasta i jednostavnog razvojnog ciklusa.[72] Rose 1 sur. su
2020. godine istrazivali su biorazgradnju LDPE bakterijom Rhodococcus rhodochrous.”
Prilikom biorazgradnje LDPE pratili su nastajanje i mjerili koli¢inu nastalog CO2 u vodenom
mediju gdje je jedini izvor ugljika bio polimer. Mjerenje koli¢ine nastalog CO, pomocu plinske
kromatografije ve¢ se dugo koristi u znanosti, medutim, jo§ nikada nije koriStena kao metoda
za odredivanje biorazgradnje polimera. Kako bi se potvrdila uspje$nost metode, usporedno je
mjeren i COz nastao prilikom uzgajanja bakterije R. rhodochrous na *C-glukozi. Rezultati su
prikazani na slici 19. i ukazuju da je koli¢ina nastalog CO, uz *C-glukozu jednaka koli¢ini
nastalog CO2 uz LDPE kao jedinog izvora ugljika.[73] Takoder, eksperimentalno je dokazana
sposobnost biorazgradnje PP-a uz pomo¢ bakterije Rhodococcus sp. ADL36. [74] Nakon 40
dana u mediju u kojoj su prisutne ¢estice MP-a, smanjila se njihova tezina Cestica za 7,3%.
Kako bi dodatno potvrdili biorazgradnju PP-a, provedena je FTIR spektroskopija prije i nakon

biorazgradnje te je dokazano da je uistinu doslo do smanjenja molekulske mase Cestica. [74]
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Slika 19. Koli¢ina nastalog CO2 nakon 196 sati uz polimer kao izvor ugljika (tamno zelena) i

13C-glukoze kao izvor ugljika (svijetlo zelena). [74]

Osim navedenih vrsta, neke vrste bakterije roda Rhodococcus koje imaju sposobnost
biorazgradnje PE-a, PS-a i PP-a su: Rhodococcus ruber, Rhodococcus sp. C208 1 Rhodococcus

rhodochrous ATC2967. [75]
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2.4.2.4. Biorazgradnja MP-a primjenom bakterije roda Pseudomonas

Brojne bakterijske vrste roda Pseudomonas nalaze se u slanim 1 slatkim vodama te su zbog
svojih raznolikih metabolickih sposobnosti jedne od najznacajnijih razgradivaca razlicitih vrsta
polimera. [76] To dokazuje i podatak da je od 15 bakterijskih vrsta koje imaju sposobnost
biorazgradnje HDPE-a najucinkovitija bila upravo ona koja pripada rodu Pseudomonas.
Takoder, na stupanj biorazgradnje utjece struktura polimera kao i vrsta bakterije. Osim PE,
bakterije ovog roda imaju sposobnost biorazgradnje i PS-a, PU-a, PET i PVA. Vrste plastike,
njegovi biorazgradivaci i enzimi prikazani su u tablici 3. Velika molekulska masa glavni je
uzro¢nik slabe biorazgradnje zato Sto su polimeri velike molekulske mase manje podlozni
napadu mikroorganizama §to rezultira manjem broju nastalih oligomera i monomera potrebnih
za uspjesnu razgradnju. Takoder, polimeri s dugim lancem obi¢no ne mogu proci kroz stani¢nu
membranu te na njih trebaju prvo djelovati izvanstani¢ni enzimi. Nadalje, polimeri su ve¢inom
visoko hidrofobne sa stabilnim funkcionalnim grupama poput alkana i fenila, tako da je
potrebna njihova oksidacija ili hidroliza kako bi se povecala njihova hidrofilnost, §to ih ¢ini
prikladnijima za mikrobioloSki napad. [56] Na uspjeSnost biorazgradnje mogu utjecati
¢imbenici poput pH-vrijednosti, temperature i vlaznosti. Naime, primjec¢eno je da visoka
vlaznost 1 temperatura mogu potaknuti mikrobioloski uzrokovanu hidrolizu te je kod P.
chlororaphis pri pH-vrijednosti od 8.5 primje¢ena optimalna aktivnost enzima esteraze, dok se
kod pH =7 primjecuje aktivnost enzima proteaze. [77] Osim navedenih ¢imbenika koji utjecu
na stupanj biorazgradnje valja spomenuti 1 utjecaj UV zrafenja. Naime, pri provodenju IR
spektroskopske analize PP-a koji je prethodno bio pod utjecajem UV zracenja na spektru se
pojavljuju karbonilni pikovi dok toplinski predtretman potice nastanak esterskih karbonilnih
pikova.[77] Pretpostavlja se da su esterske veze prikladnije za napad bakterije P. stutzeri s
obzirom na to da se kod toplinske oksidacije primjecuje vec¢i gubitak mase PP-a. [77] Medutim,
ni tretman UV zrafenjem ni termalni predtretman nisu pridonijeli stupnju biorazgradnje
polipropilena kod P. azoformans. [78]

Jednako tako dodatak aditiva moze pospjeSiti stupanj biorazgradnje bakterija roda
Pseudomonas sp. Jedna vsta aditiva koje ima takvo svojstvo kada su dodani polimeru je Skrob
koji pruza nutritivni izvor koji bakterijske stanice mogu lako metabolizirati. Tako je PE
pomjeSan sa hidroksipropiliranim Skrobom rezultirao ve¢om biorazgradnjom uz pomo¢
bakterije P. aeruginosa ATCC 13388 u usporedbi sa polietilenom bez Skroba. [79] Medutim, u
sustavima s aditivima problem predstavlja smanjenje mehani¢ke snage i1 uporabljivost
materijala. Zbog toga je bolje imati nutritivni stimulans prisutan u mediju gdje se vrsi

biorazgradnja u odnosu na umijeSan aditiv. To dokazuje i Cinjenica da je doSlo do vece
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razgradnje poliuretana uz bakteriju P. protegens Pf-5 u mediju s dodatkom citrata i1 sukcinata.
[80]

Tablica 3. Popis vrsta bakterija roda Pseudomonas 1 pripadaju¢i enzimi koji imaju sposobnost

razgradnje razliCitih vrsta MP-a. [76]

Vrsta plastike Mikroorganizmi Enzimi
LDPE Pseudomonas sp. AKS2 Hidrolaza
LMWPE Pseudomonas sp. E4 Alkan hidoksilaza
PVC Pseudomonas putida AJ Alken monooksigenaza
Pseudomonas chlororaphis Poliuretanaza
Pseudomonas aeruginosa Esteraza
Poliester Pseudomonas fluorescens Esteraza
Pseudomonas protegens CHAOQ Lipaza
Pseudomonas protegens Pf-5 Lipaza
PET Pseudomonas sp. Lipaza
Polietilen glikol Pseudomonas stutzeri PEG dehidrogenaza
PVA Pseudomonas vesicularis PD Esteraza

Osim vrste medija u kojoj se dogada biorazgradnja, na njezinu uspjeSnost moze utjecati 1
prisutnost drugih bakterija. Primjerice, P. putida VM15A 1 Pseudomonas sp. VM 15 C ne mogu
rasti samostalno na polivinil alkoholu (PVA) kao jedinom izvoru ugljika. No ukoliko se one
nalaze zajedno u mediju, Zive u simbiozi 1 imaju sposobnost biorazgradnje PVA. Naime,
VMI15A otpusta factor rasta PQQ koji omogucuje rast VM15C na PVA.[81] Njihov simbiotski
nacin Zivota 1 mehanizam razgradnje prikazan je na slici 20. VM15C je bakterija koja ima
sposobnost razgradnje PVA te mu je potreban faktor rasta PQQ za koriStenje PVA kao izvor
ugljika. Takoder, ukoliko se u medij doda PQQ, bakterija koja razgraduje PVA moze rasti u
Cistoj kulturi te je potrebna koncentracija za razgradnju PVA vrlo niska (~10 pg/L) te je

dovoljna za maksimalnu brzinu rasta. [81]
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Slika 20. Simbioza VM15A i VM15C na PVA i mehanizam biorazgradnje. 1. PQQ — PVA
dehidrogenaza. 2. oksidirana PVA hidrolaza. [81]

23



Delftia acidovorans, orginalno poznata kao Psuedamonas acidovorans ili Comamonas
acidovorans je aerobna, gram — negativna, blago zakrivljena Stapicasta bakterija koja moze
Zivjeti kao jedna stanica ili u paru (Slika 21.).8? Vrlo je rasirena te se mozZe pronaci u tlu i vodi.
Mezofilna je bakterija i optimalna temperatura za njen rast iznosi 30°C te preferira okolinu sa

minimalnom koncentracijom soli. [82]

Slika 21. SEM prikaz Delftia acidovorans ESM-1. [83]

D. acidovorans sojevi Csl-4 i SPH-1 mogu koristiti fenantren, piruvat, vanilat, sukcinat,
mravlju kiselinu, mlije¢nu kiselinu i propionsku kiselinu kao izvor ugljika. Takoder, bakterija
je otporna na razna antimikrobna sredstva. Prema Dynes i sur., D. acidovorans formira
efektivni biofilm koji §titi bakteriju od klorheksidina (CHX) koji se koristi kao antibakterijsko
sredstvo. [84] Sposobna je pretvarati toksi¢ne metale poput selenija i kroma u manje toksi¢ne
produkte i moze razgraditi fenantren koji Cesto oneciscuje okolis. [85] Nadalje, Delftia
acidovorans je jedna od rijetkih bakterija, zajedno sa Cupraiavidus metallidurans, koja ima
sposobnost metaboliziranja zlata. Naime, bakterija sadrzi sekundarni metabolit, ne —
ribosomski peptid - delftibaktin, koji reducira otopljene ione zlata u mikroskopsko grumenje
Cistog zlata. Jedno od brojnih istrazivanja koje dokazuje tu ¢injenicu je eksperiment Johnstona
1 sur. 2013. godine. u kojem su uzgajane kulture bakterija D. acidovorans i Cupraiavidus
metallidurans te su se nakon dodatka 10mM otopine AuCls primjetile nanocestice zlata nakon
3 sata (Slika 22.). [86] Bakterija Delftia acidovorans ima sposobnost razgradnje polimera
sintetickog PUR koji se koristi kao sirov materijal u brojnim industrijama. Nakajimakambe 1
sur. 1995. proveli su eksperiment sposobnosti razgradnje PUR — a, koji bakteriji sluzi kao izvor
ugljika i dusika. [86] Stupanj biorazgradnje pratio se vaganjem cestica PUR-a prije i nakon
inkubacije s bakterijom, pomo¢u HPLC-a te mjerenjem indeksa loma (RI). Rezultati pokazuju

da je doslo do smanjenje mase PUR ¢estica nakon 14 dana inkubacije. [87]
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Slika 22. a. Bakterijske kulture D. acidovorans i Cupraiavidus metallidurans (i, 1i, 1ii).
Tamne tocke predstavljaju zlatne nanocestice. b. Struktura ne-ribosomskog peptida

delftbaktina. [86]

2.4.2.5. Biorazgradnja MP-a primjenom gljiva

Gljive su heterotrofni organizmi Sto znaci da kao izvor ugljika koriste organsku tvar.
Razvile su visok stupanj metabolicke raznolikosti koja im omogucuje da koriste Sirok opseg
organskih supstrata za rast, ukljucujuéi jednostavne spojeve poput nitrata, amonijaka, acetate i
etanola.[88] Zahvaljuju¢i njihovom velikom metabolickom potencijalu, ukljucujuéi i
multienzimske izvanstani¢ne komplekse, gljive (plijesni i kvasci) predstavljaju velik potencijal
biorazgradnje Cestica MP-a. Razlicite vrste gljiva mogu razgraditi veliki spektar vrsta MP-a
ukljucujuéi PE, PS, PU, PVC i polilakti¢nu kiselinu (PLA). Gljive koje razgraduju odredene
vrste MP-a prikazane su u tablici 4. [89]

Tablica 4. Gljive koje imaju sposobnost biorazgradnje MP-a.[89]

1

9,34
1 6,88

PE
3 40,00
2 2,17

PS
1 74,43
PU 5 95,00
PLA 2 76,00
PLA 0,7 1.20



Zalerion maritimum je vrsta gljive koja je vrlo raSirena u morima te je 2017.
eksperimentalno dokazana njezina sposobnost biorazgradnje rezultiraju¢i smanjenjem mase i
veli¢ine peleta. [90] Naime, ¢estice PE-a bile su u doticaju s bakterijom 14 dana te je u tom
periodu doslo do smanjenja mase za cak 82,0% + 2,1% S§to predstavlja znacajan gubitak. Osim
promjene mase MP-a, $to je jedan od indikatora biorazgradnje, primjecene su i promjene na
FTIR-ATR i NMR spektrima koje jednako tako potvrduju pretpostavku da gljiva Zalerion
maritimum razgraduje PE. [90]

Osim gljive Zalerium maritimum, moguénost biorazgradnje PE-a ima i gljiva Aspergillus
flavus nazvana (PEDX3) koja je u istrazivanju Zhanga i sur. 2019. izolirana iz crijeva voskovog
moljca, Galleria mallonella. [91] Kolonija PE-a razgraduju¢ih gljiva uzgojena je na PDA
(potato dextrose agar) mediju te je proucavana njihova sposobnost biorazgradnje tijekom 30
dana. Rezultati pokazuju znacajan rast gljiva (Slika 23.) na PDA plocici u usporedbi s medijom

bez prisustva Cestica PE. [91]

Slika 23. Rast gljivePEDX3 na SCS — LDPE plo¢ici (A) i na SCS — HDPE (B) plo¢ici.

Kolonije su oznacene crvenim strelicama. [91]

Doseg biorazgradnje PLA najviSe ovisi o temperaturi. Naime, kada je PLA blizu
temperature stakliSta (50 — 62°C), biorazgradnja znacajno poraste zato Sto su u tom stanju
hidroliza estera i mikrobiolosko vezanje favorizirani zbog poveéane absorpcije vode.[92]
Sljedec¢a vrsta gljive koja ima sposobnost biorazgradnje je Thermomyces lanuginosus. Ona
snazno kolonizira povrSinu PLA §to se oCituje 1 u gubitku vlacne Cvrstoce. Utjecaj gljiva na
vlac¢nu ¢vrstocu PLA prikazan je na slici 24. te se moze zakljuciti da u vremenskom intervalu

od 4 tjedna moze do¢i do pada vlacne ¢vrstoce za 60 Mpa. [93]
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Slika 24. Pad vla¢ne ¢vrsto¢e PLA uzrokovano biorazgradnjom razlicitih vrsta gljiva. [93]

2.4.2.6. Biorazgradnja MP-a primjenom algi

Alge su autotrofni fotosintetski organizmi od kojih vecinu ¢ine morske alge, ali Zive i u
povrSinskim vodama, razli¢itim vrstama tla 1 kamenju uz prisutnost dovoljne koli¢ine svjetlosti
i vode. Alge procesom fotosinteze pomocu klorofila, karotenoida i fikobilina pretvaraju
ugljikov dioksid u ugljikohidrate i kao produkt nastaje kisik. Zbog toga imaju vrlo vaznu ulogu
u morskom ekosustavu 1 Cine bazu  hranidbenog lanca te  postanak
gotovo svih Zivotinjskih vrsta ovisi o algama. [94] U posljednjih nekoliko godina sve vise se
istrazuje njihova moguénost biorazgradnje raznih vrsta MP-a §to je iznenadujuce s obzirom na
to da brojna istrazivanja dokazuju smanjenje brzine rasta raznih vrsta alga u prisutnosti
razli¢itih vrsta MP-a. Eksperiment koji su proveli Vimal Kumar i sur. pokazuje da zeleno -
plava alga (cijanobakterija), Anabaena spiroides, ima najvecu sposobnost biorazgradnje
LDPE-a (8.18%), zatim Navicula pupula (4.44%) 1 zelena alga Scenedesmus dimorphus
(3.74%).[95] Nadalje, mikroalge mogu biti genetski modificirane tako da imaju sposobnost
proizvodnje 1 izlu€ivanja enzima koji sudjeluju u razgradnji plastike. Primjerice, zelena
mikroalga Chlamydomonas reinhardtii modificirana je tako da stvara PET -azu i stani¢ni lizat
alge u inkubaciji sa PET-om rezultira udubljenjima i rupama na povrSini PET materijala 1
nastajanjem TPA, Sto je produkt potpuno razgradene PET, slika 25. [96] Ovakva nova otkri¢a
o biorazgradnji mikroplastike poput genetske modifikacije otvaraju brojna vrata prema
ekoloski prihvatljivoj razgradnji §to u budué¢nosti dovodi do smanjenja MP-a u okoliSu 1

kvalitetnijem Zivotu za sve organizme.
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Slika 25. Udubljenja i rupe nastale na povrSini PET— anakon 4 — tjedne inkubacije s

modificiranom mikroalgom Chlamydomonas reinhardtii. [96]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Mikroplastika
Za ispitivanje znacajnih ¢imbenika za biorazgradnju PS-a 1 PVC-a (slika 26.) bakterijama
Delftia acidovorans 1 Bacillus subtilis koriStene su ¢estice PS-a i PVC-a veli¢ine 500 — 710 pm

i Cestice manje od 300 pum.

a)

Slika 26. Prikaz plasticnih materijala koriStenih za dobivanje ¢estica mikroplastike PS-a (a) 1

PVC-a (b).

3.1.2. Mikroorganizmi

Za provedbu procesa biorazgradnje MP-a koriStene su dvije bakterijske kulture — gram
pozitivna bakterijska kultura Bacillus subtilis i gram negativna bakterijska kultura Delftia
acidovorans. Kulture su pohranjene u zbirci mikroorganizama na Zavodu za industrijsku
ekologiju Fakulteta kemijskog inZenjerstva i tehnologije SveuciliSta u Zagrebu. Bakterija
Bacillus subtilis izolirana je iz uzorka komposta, dok je Delftia acidovorans izolirana iz
rije¢nog sedimenta. Kulture su uzgajane na hranjivome agaru tijekom 24-48 h pri 37 °C (slika
27). Morfologija stanica bakterijskih kultura snimljena je mikroskopom pri povecanju od

1000x, kao $to je prikazano na slici 28.
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Slika 27. Fotografski snimak izraslih bakterijskih kultura Delftia acidovorans (a) i Bacillus

subtilis (b) dobivene tehnikom iscrpljivanja na hranjivom agaru.

a) g b) iy
\ 4
2 9 X \ * 5
[} .
& Y
-\ od = /
s = PO w - e
e N
) ] .
A ’
gy e
- s
& -~ 5 . 1
¢ r o
. - g M Wil IR \
ol > o
|, o > 4
« » L] F. s -,
\
» ’! ¥
||

Slika 28. Mikrofotografije bakterijskih kultura Delftia acidovorans (a) i Bacillus subtilis (b)

obojane po Gramu snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x.

3.1.3. Kemikalije i mediji

e Hranjiva podloga
Zauzgoj bakterijskih kultura pripremljena je 1 L hranjivog agara (HA) prema recepturi
proizvodaca (Biolife Manual, Ingaf, Italija 1991). Podloga je prije upotrebe
homogenizirana, zagrijana do vrenja te sterilizirana u autoklavu tijekom 15 minuta pri
121 °Ci 1,1 atm.

e Mineralni medij
2,0 L mineralnog medija uz podesavanje pH-vrijednosti (6,0 ili 8,0) koristi se za

postavljanje pokusa. pH-vrijednost mineralnog medija podesavalase s 1 M KOH ili 0,1
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M H>SOs. Sastav mineralnog medija, koji je koriSten za pripremu bakterijske

suspenzije, kao 1 za provedbu procesa biorazgradnje, prikazan je u Tablici 5 [97].

Tablica 5. Sastav mineralnog medija [97].

12,500
3,800
1,000
0,100

0,232

0,174
0,116
0,096
0,022
0,008
0,008

Fizioloska otopina
Za odredivanje CFU vrijednosti (Colony forming units) potrebno je pripremiti 500 mL
0,9% fizioloske otopine, dodavanjem 4,5 g NaCl-a u 500 mL deionizirane vode.

Cista kultura bakterija Vibrio fischeri

Odredivanje toksi¢nosti provedeno je na Cistoj kulturi bakterija Vibrio fischeri. Kruta
podloga za odrzavanje Ciste kulture priprema se otapanjem sastojaka, prikazanih u
Tablici 6., u 1,0 L deionizirane vode, uz zagrijavanje do vrenja.

Otopina za resuspenziju
Za odredivanje toksicnosti potrebno je pripremiti hranjivu izoosmotsku otopinu za
resuspendiranje bakterijske kulture. U 1,0 L deionizirane vode otope se tvari prikazane
u tablici 7. Otopina se prokuha i ohladi. pH-vrijednost otopine mora iznositi izmedu 6,8
17,2, a podesSava se pomocu NaOH ili HCI. Otopina se ¢uva u hladnjaku do pojave

zamucenja.
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Tablica 6. Sastav krute podloge za odrzavanje Ciste kulture bakterije Vibrio fischeri.

30
15
10

(6}

Tablica 7. Tvari potrebne za pripremu otopine za resuspendiranje bakterijske kulture Vibrio
fischeri.

2 Bl =2 [[e)
o Nou N

10,0

10,0

e Otopina 2% NaCl-a
Radna otopina za pripremu niza razrjedenja pripremi se dodavanjem 2 g NaCl-a u
odmjernu tikvicu od 100 mL te dodavanjem deionizirane vode do oznake. pH-
vrijednost otopine se podesava pomo¢u NaOH ili HCI, a mora iznositi izmedu 6,8 1 7,2.
e Etanol (70%)

Za sterilizaciju MP-e prije postavljanja pokusa koristio se etanol (70%).

3.2. Mjerni instrumenti
e Zaprovedbu eksperimenata koriStena je rotacijska tresilica Heindolph Unimax 1010.

e Za precizno vaganje koriStena je vaga Sartorius AG, Njemacka.

w
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e Za filtraciju sterilizirane mikroplastike koriSten je membranski lijevak uz vakuum
pumpu 1 sterilni celulozno nitratni (C/N) membranski filteri Ahlstrom ReliaDiscTM,
promjera pora 0,45 pm.

e Za sterilizaciju mineralnog medija, hranjive podloge, Cistog staklenog posuda,
nastavaka za poluautomatske pipete koriSten je autoklav Sutjeska, Jugoslavija.

e pH-vrijednost odredivana je pH-elektrodom SenTix® 940, a koncentracija otopljenoga
kisika kisikovom elektrodom FDO® 925 pomocu prijenosnog mjeraca WTW Multi
340i.

e Opticka gustoca odredivana je na spektrofotometru Hach, Model DR/2400, SAD.

e Ukupni ugljik (TC) 1 ukupni organski ugljik (TOC) odredeni su pomocu TOC-VcsH
Shimadzu uredaja.

e lonski sastav uzoraka odreden je pomocu ionske kromatografije provedene na HPLC
UFLC XR D4, Shimadzu uredaju.

e Materijali, LDPE i PS Kkarakterizirani su pomocu infracrvene spektroskopije s
Fourierovim transformacijamatj. FTIR-ATR spektrometru, PerkinElmer, Spectrum
One.

e Ispitivanje toksi¢nosti provedeno je na luminometru Lumistox 300 proizvodaca Dr
Lange te su uzorci termostatirani na 15°C u termostatiranom inkubacijskom bloku

Lumistherm proizvodaca Dr Lange.

3.3. Metoda rada

3.3.1. Priprema mikroplastike

Za ove pokuse su koriSteni materijali koji se koriste u svakodnevnoj upotrebi. Za PS je
koriSten jednokratni plasti¢ni pribor (plasticne Zlice), dok je za PVC koristena jednokratna
ambalaza (slika 26.). Navedeni materijali su prvo usitnjeni Skarama te potom u kriomlinu
nadopunjenim s teku¢im dusikom. Osusene Cestice su potom prosijavane na mehanickim sitima
u svrhu raspodjele veli¢ine Cestica u rasponima - <300 um te 500-710 um. Prije postavljanja
pokusa ¢estice MP-a su izvagane u sterilne tikvice te sterilizirane u 70% etanolu. Cestice su se
vakuumskom filtracijom izdvojile iz etanola te dodatno isprale sterilnom destiliranom vodom.
MP-e je potom pomocu sterilne Zlice i pincete prebacena u Erlenmeyerove sterilne tikvice

volumena 250 mL.
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3.3.2. Priprema bakterijskih suspenzija

Bakterijske kulture su se uzgojile na hranjivome agaru tijekom 24 h pri 37 °C. Potom su
pripremljene suspenzije svake pojedine bakterije u mineralnom mediju te su kulture stavljene
na preduzgoj u mineralni mediju svrhu postizanja logaritamske faze rasta. Opticka gustoca

(OG) u sustavu iznosila je 0,1 ili 0,5, a odredivala se spektrofotometrijski pri A = 600 nm.

3.3.3. Pokus biorazgradnje prema Taguchi dizajnu

Pokusi su se provodili s ciljem ispitivanja znacajnih ¢imbenika za proces biorazgradnje
PS-a i PVC-a primjenom bakterijskih kultura Bacillus subtilis i Delftia acidovorans. Dizajn
eksperimenta se provodi prema Taguchi dizajnu koji daje kombinaciju ¢imbenika na
odredenim razinama. Za Taguchi metodu potrebno je odrediti cimbenike i razine na kojima bi
oni bili ispitivani. Za ovaj pokus je predvideno 7 ¢imbenika: pH-vrijednost, temperatura,
veli¢ina MP-a, koncentracija MP-a, broj okretaja, OG i dodatak glukoze, na 2 razine —

minimalna i maksimalna vrijednost (Tablica 8).

Tablica 8. Popis ¢imbenika na dvije razine koristenih u ovom pokusu.

razina 1 - min 2 - max
A pH-vrijednost / - 6 8
B T/°C 15 25
C veli¢ina MP / um <300 500-710
D ymp / mg/L 10 1000
E broj 0kr§taja/ 100 200
o/min
F 0G/ - 0,1 0,5
G yoLu / mg/L 0,0 100,0

Nakon unosa ¢imbenika i razina, prema dizajnu se dobiva Lg ortogonalna matrica koja
predstavlja broj tikvica 1 kombinaciju ¢imbenika na dvije razine. Pokus se sastoji od 16 tikvica,
Tablica 9. Pokus s bakterijom Bacillus subtilis oznacen je oznakom P1, dok je pokus s
bakterijom Delftia acidovarans oznacen oznakom P2. Pokusi su se provodili u
Erlenmeyerovim tikvicama od 250 mL, a radni volumen je bio 100 mL tijekom 30 dana.
Tikvice su sadrzavale odgovarajuci volumen mineralnog medija, sterilizirane ¢estice MP-a, te
odredeni volumen bakterijske suspenzije. Postavljene su i kontrolne tikvice, koje nisu
sadrzavale Cestice MP-a. Pocetni uvjeti prikazani su u Tablici 10. za pokus P1 1 u Tablici 11.

za pokus P2.
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Tablica9. Lg ortogonalna matrica za svaki ispitivani ¢imbenik prema Taguchi dizajnu za pokus
P1 s bakterijskom kulturom Bacillus subtilis i pokus P2 s bakterijskom kulturom Delftia
acidovarans za PS i PVC.

pH-
Pokus # vrijednost 7'/°C

veli¢ina  ymp/ brojokretaja OG/  ygLu/

/. MP/pum mg/L / o/min - mg/L
P1-1; P2-1 2 1 2 2 1 2 1
P1-2; P2-2 1 I ! ! ! ! !
P1-3; P2-3 2 1 2 1 2 1 2
P1-4; P2-4 1 1 1 2 2 2 2
P1-5; P2-5 1 2 2 1 1 2 2
P1-6; P2-6 2 2 1 2 1 1 2
P1-7; P2-7 1 2 2 2 2 1 1
P1-8; P2-8 2 2 1 1 2 2 1
P1-9; P2-9 2 1 2 2 1 2 1
P1-10; P2-10 1 1 1 1 1 1 1
P1-11; P2-11 2 1 2 1 2 1 2
P1-12; P2-12 1 1 1 2 2 2 2
P1-13; P2-13 1 2 2 1 1 2 2
P1-14; P2-14 2 2 1 2 1 1 2
P1-15; P2-15 1 2 2 2 2 1 1
P1-16; P2-16 2 2 1 1 2 2 1
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Tablica 10. Pocetni uvjeti u pokusu P1 (biorazgradnja PS-a i PVC-a primjenom bakterijske

kulture Bacillus subtilis).

0G =05 0G=0,1
Opticka gustoéa 0,52 0.17
pH-vrijednost 7,91 6,23
y (O2) / mg/L 8,03 8,19
T/°C 15,00 26,00
log CFUo / - 8,04 7,27

Tablica 11. Pocetni uvjeti u pokusu P2 (biorazgradnja PS-a i PVC-a primjenom bakterijske

kulture Delftia acidovorans).

0G =05 0G =01
Opticka gustoéa 0,53 0,17
pH-vrijednost 7,91 6,04
y (O2) / mg/L 8,40 8,17
T/°C 24,00 15,00
log CFUo / - 8,16 7,66

Tijekom provedbe pokusa, pracena je opticka gustoca, OG, ukupan broj zivih stanica
bakterijske kulture, CFU, vrijednosti ukupnog ugljika, TC, ukupnog organskog ugljika, TOC,
te ukupnog anorganskog ugljika, IC, vrijednosti aniona i kationa primjenom ionske
kromatografije, te HPLC/MS analizom je prac¢eno otpustanje aditiva s povrSine ¢estica MP-a.
Nakon 30 dana provedbe pokusa biorazgradnje, iz uzoraka su izdvojene cestice MP-a
vakuumskom filtracijom, a za vodenu fazu (filtrat) se provodilo istrazivanje toksi¢nosti
primjenom testa toksi¢nosti s Vibrio fischeri. Izdvojene ¢estice MP-a analizirale su se FTIR-

ATR spektroskopijom.

3.3.4. Mjerenje opticke gustoce
Mjerenje opticke gustoce provodilo se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 600 nm
pomocu spektrofotometra Hach, Model DR/2400, SAD. lzuzimalo se 0,5 mL uzorka uz

dodatak 4,5 mL deionizirane vode ¢ime se uzorak razrijedio 10x.
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3.3.5. Odredivanje ukupnog broja zivih stanica bakterija

Ukupan broj zivih stanica u uzorcima, odredivao se pripravom decimalnih razrjedenja uz
sterilnu tehniku rada. Razrjedenje 10 dobiva se tako da se 1 mL dobro homogeniziranog
originalnog uzorka sterilnom tehnikom rada prenese u epruvetu s 9 mL sterilne fizioloske
otopine. Razrjedenje 107 dobiva se tako da se 1 mL dobro homogeniziranog razrjedenja 10
sterilnom tehnikom rada prenese u epruvetu s 9 mL sterilne fizioloske otopine. Primjenom
istoga principa rada, pripremaju se i veca razrjedenja. Sadrzaj svake epruvete se homogenizira

elektri¢énim homogenizatorom (Slika 29.)

1 mi uzorak

razrjedenje —_—
1ml 1ml 1ml 1ml 1ml

(M M \(j@(

1710 17100 110°  110* 11c° 17108

9ml
n‘ Al
vode |

te)y (o) o (0% 0% (0H
1 ml razrjedenja prenjeti u sterilnu Petrijevu zdjelicu
} . ¢
17 2 0
nebrojivo kolonija kolonija  kolonije

159 x 103 = 1,59 x 10° stanica/ml
uzorka

Slika 29. Prikaz priprave razrjedenja.

Nakon priprave razrjedenja otpipetira se 1 mL odredenih razrjedenja (10°) u sterilne Petrijeve
zdjelice i to sterilnom tehnikom rada, tj. u blizini plamenika, tako da se jednom rukom odigne
djelomi¢no poklopac sterilne Petrijeve zdjelice, a drugom rukom se Paster pipeta s
otpipetiranim razrjedenjem prisloni u Petrijevu zdjelicu i ispusti se uzorak. Prethodno je
potrebno otopiti hranjivu podlogu (hranjivi agar), zagrijavanjem do vrenja sve dok se podloga
potpuno ne otopi. Podlogu cuvati u vodenoj kupelj pri 45°C. Otopljenu podlogu sterilno izliti

u Petrijeve zdjelice s izlivenim razrjedenjima uz kruzno pokretanje u obliku broja 8 radi
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homogeniziranja sadrzaja. Petrijeve zdjelice staviti u obrnutom polozaju (zbog kondenzacije
vodene pare) u termostat na inkubaciju pri 37°C tijekom 24 do 48 h. Tijekom inkubacije iz
svake bakterijske stanice izraste vidljiva kolonija. Kolonije se broje i pri tome se polazi od
¢injenice da od jedne bakterijske stanice izraste po jedna kolonija. Broje se Petrijeve zdjelice
na kojima je izraslo 30 - 300 kolonija te se brojenje izvodi vizualno. Vrijednost CFU (stanica
/ mL) odreduje se prema jednadzbi (1):

broj izraslih kolonija " 1

CFU =

1mL razrjedenje (l)
3.3.6. Odredivanje TOC i TC vrijednosti

Uzorci za odredivanje TOC-a i TC-a pripremaju se tako da se u svaki uzorak doda 9,5 mL
deionizirane vode te se u uzorak u kojem se odreduje TOC vrijednost doda 3 kapi H2SOa.

Nakon toga uzorci se postave u TOC-VcsH Shimadzu uredaj pomocu kojeg se provodi analiza.

3.3.7. lonska kromatografija

Ionska kromatografija koristi se za odredivanje koncentracije kationa i aniona u izuzetim
uzorcima i profiltriranim kroz filtar veli¢ine pora 0,45 um. Navedeni se uzorci stavljaju u vijale
za ionsku kromatografiju. Koristen je ionski kromatograf DIONEX ICS SERIES, AS — DV

proizvodaca ThermoFisher.

3.3.8. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti s masenom spektrometrijom
Tijekom pokusa u odredenim vremenskim intervalima izuzimano je 500 puL uzorka za
HPLC/MS analizu. Dvije pumpe koriStene su za podeSavanje protoka mobilne faze (0,1%
mravlje kiseline + MiliQ i acetonitril/metanol) koji je podesen na 0,5 cm?®/min. Volumen
injektiranog uzorka iznosio je 10 pL. S obzirom da se precizan sastav uzorka ne zna, u uredaj

se nije stavljala kolona tj. koristila se metoda bez kolone.

3.3.9. Odredivanje toksi¢nosti vodene faze provedbom testa toksi¢nosti s bakterijom
Vibrio fischeri
Metoda odredivanja aerobne toksi¢nosti napravljena je u skladu s normom HRV/EN ISO
11348-1:2000 en. [98]. Metoda se temelji na procjeni smanjenja fizioloSke aktivnosti Ciste
kulture bakterija Vibrio fischeri u prisutnosti toksi¢nih tvari, odnosno filtrata nakon provedbe

procesa biorazgradnje primjenom bakterija. Kao mjera fizioloske aktivnosti koristi se prirodno
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svojstvo luminiscencije ove vrste bakterija. Suspendirana kultura bakterijskih stanica izlaze se
rastu¢em nizu koncentracija toksi¢ne tvari, odnosno sve ve¢em udjelu otpadne vode u smjesi,
pri ¢emu se svi ostali parametri u testu odrzavaju konstantnima. Mjeri se intenzitet
luminiscencije na pocetku testa i nakon 15, odnosno 30 minuta. Instrument ocitava dva
rezultata: EC2o i ECso koji predstavlja volumni udio (%) uzorka pri kojemu dolazi do 20%-
tnog, odnosno 50%-tnog pada luminiscencije. Prije pocetka izvodenja testa, kivete moraju biti
u termostatnom bloku na 15°C barem 15 minuta. Najprije je potrebno epruvetu s ¢epom
napuniti do 2/3 otopinom za resuspenziju. USicom eze u sterilnim uvjetima zahvati se grudica
Ciste kulture povlac¢enjem u duljini oko 1 cm te se resuspenzira u pripremljenoj epruveti. Kako
bi se bakterijska kultura adaptirala, ostavi se pola sata u termostat na 15°C. Prema uputama,
izmjeri se relativna luminiscencija kako bi se provjerila aktivnost bakterijske kulture te za 0,5
mL suspenzije ona mora iznositi najmanje 2000. Test toksi¢nosti zapoCinje pripremom
linearnog niza razrjedenja. U prvu kivetu stavi se 2%-tni NaCl, a u zadnju stavi se uzorak kojem
se mjeri toksi¢nost. U predzadnju kivetu stavi se 1 mL 2%-tnog NaCl-a, dok se u sve ostale
kivete stavi po 1,5 mL 2% NaCl-a. Zatim se u A nizu napravi niz Zeljenih razrjedenja na nacin

koji je prikazan na slici 30. a u sve ostale kivete B i C niza stavi se po 0,5 mL inkuluma.

Razrijedenje : 1 16 12 8 6 4 3 2 1,5 1
1.5mL 1.5mL

/ '\J'\ o \J/\_/

/
)/ 0,5 mL 15mL 15mL
(
B \

Slika 30. Prikaz priprave linearnog niza tijekom provedbe testova toksi¢nosti s Vibrio fischeri.

O

1 2 § 4 5 8 T Bl S

Prema uputama,slijedi mjerenje B i C niza: izmjeri se pocetna luminiscencija inkuluma u B1,
doda se 0,5 mL uzorka iz A1l u B1, zatim se izmjeri poc¢etna luminiscencija u C1 pa se doda
0,5 mL uzorka iz A1 u C1. B i C nizovi su paralele. Nakon isteka vremena inkubacije izmjeri
se luminiscencija. Provedbom testova toksi¢nosti dobivene su vrijednosti luminiscencija za
pocetne uvjete (0 minuta) i nakon 30 minuta. Za svako su se razrjedenje, po linearnom nizu,
radile dvije paralele te se rezultati raCunaju upotrebljavajuéi srednje vrijednosti luminiscencija.

Inhibicija, izraZena u postotku, rauna se prema sljede¢oj jednadzbi 2:
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LUg— LUy

INH = x 100% )

0

gdje je LUy srednja vrijednost luminiscencija kontrole nakon inkubacijskog vremena, ¢ = 30
min, a LUy, srednja vrijednost luminiscencija uzorka nakon inkubacijskog vremena, ¢ = 30 min.
ECy 1/ili ECso vrijednost izrazena u postotcima je dobivena preko uredaja Lumistox ili

procijenjena nakon provedbe testa pomocu bakterije Vibrio fischeri.

3.3.10. Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama

Uzorci mikroplastike su okarakterizirani ATR-FTIR spektroskopijom. Materijali su se
analizirali prije i nakon provedbe pokusa biorazgradnje. Za analizu nije bila potrebna priprema
uzoraka. Uzorkom navedene mikroplastike, u ¢vrstom stanju, bilo je potrebno prekriti cijelu

povrsinu prizme. Kao rezultat dobiveni su spektri karakteristi¢ni za pojedini materijal.

3.3.11. Odredivanje znacajnih ¢imbenika za proces biorazgradnje MP-e primjenom
Bacillus subtilis i Delftia acidovarans

Tijekom provedbe pokusa biorazgradnje PS-a i PVC-a, pracena je logaritamska vrijednost
ukupnog broja zivih stanica bakterija, log CFU. Kao odziv (eng. Response), koristio se upravo
log CFU. Pomoc¢u programa Design Expert 7,0, SAD, odredili su se znacajni ¢imbenici za
provedene procese biorazgradnje za obje bakterije 1 obje vrste MP-a, uz ANOVA statisticku
analizu eksperimentalnih podataka. S obzirom na doprinos (eng. Contribution) 1 p-vrijednost
svakoga ispitivanog ¢imbenika, za svaki su pokus (P1 i P2) odredeni ¢imbenici koji znacajno

utjeCu na proces biorazgradnje ispitivanih MP-a.
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4.

REZULTATI

4.1. Odredivanje ukupnog broja Zivih stanica bakterijske kulture (CFU)

4.1.1. Odredivanje vrijednosti CFU u pokusu biorazgradnje MP-a prijenom bakterijske

kulture Bacillus subtilis (P1)

Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.5. odredivala se vrijednost CFU, a rezultati su

prikazani u slikama 31.132 za PS i PVC.
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log CFU/ -

Slika 31. Promjena logaritamskog broja zivih stanica bakterije Bacillus subtilis za uzorak PS-

a (P1) ¢iji su parametri oznaceni u Tablici 9.
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Slika 32. Promjena logaritamskog broja zivih stanica bakterije Bacillus subtilis za uzorak

PVC-a (P1) ¢iji su parametri oznaceni u Tablici 9.

4.1.2. Odredivanje vrijednosti CFU u pokusu biorazgradnje MP-a primjenom
bakterijske kulture Delftia acidovorans (P2)

Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.5. odredivala se vrijednost CFU, a rezultati su

prikazani u slikama 33.134.za PS1PVC.

P2-1 P2-2
9.00 9.00
®PS ekontrola ®PS @kontrola
8.50 8.50
°
TR S | e ° . 800
S ° ° < ® L ®
oL 750 o 750 8 8 °
O LLI3 °
2 7.00 o, 700
- i=]
6.50 6.50
6.00 6.00
550 5.50
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
t/d t/d
pP2-3 P2-4
9.00 9.00
®PS @kontrola @PS @kontrola
8.50 8.50 .
° ° °
. 8.00 ° 8.00 8 ° °
-~ ' °
[ ) ~
D 750 ° ° S 7.50 °
@) ° ° S *
& 7.00 ° ° 7.00
o [=2)
P o
6.50 ° = 650
°
6.00 ¢ 6.00
550 5.50
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
t/d t/d

43



P2-5 P2 -6

9.00 9.00
®PS e@kontrola ®PS @kontrola
8.50 ° 8.50
[ ] [ ]
8.00 ° ° [ ] P 8.00
' o ' °
L 750 L 750
) ° ® )
L 7.00 LL 7.00 ° : ° o .
o (6]
8 6.50 g’ 6.50 (]
[ ]
6.00 6.00 *
5.50 5.50
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
t/d t/d
P2-7 P2-8
9.00 9.00
®PS ekontrola ®PS @kontrola
8.50 8.50
8.00 8.00 ® ° ° °
[ ]
' L4 °® '
2750 L ° 2750 °
> ° ° > °
L 7.00 ° L 7.00
O (@] °
8 650 ° ° 2 650
6.00 6.00
[ ]
5.50 5.50
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
t/d t/d

Slika 33. Promjena logaritamskog broja Zivih stanica bakterije Delftia acidovorans za uzorak

PS-a (P2) ¢iji su parametri oznaceni u Tablici 9.
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Slika 34. Promjena logaritamskog broja zivih stanica bakterije Delftia acidovorans za uzorak

PVC-a (P2) ¢iji su parametri oznaceni u Tablici 9.

4.2. Vrijednosti TOC-a, TC-ailIC-a

4.2.1. Odredivanje vrijednosti TOC-a u pokusu biorazgradnje MP-a primjenom

bakterijske kulture Bacillus subtilis (P1)

Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.6. odredivala se vrijednost TOC-a i IC-a u pokusu P1

za PS 1 PVC, a rezultati su prikazani u tablicama 12. 1 13.
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Tablica 12. TOC vrijednosti za pokus biorazgradnje MP-a primjenom bakterijske kulture
Bacillus subtilis u pokusima P1-2, P1-7, P1-10, P1-15, P1-4, P1-5, P1-12 1 P1-13 1 njihovim
kontrolama.

TOC / mg/L
PS PVC PS PVC
t/dan SP Pl1-2 Pl1-7 P1-10 P1-15 SP Pl1-4 Pl1-5 Pl1-12 Pl1-13
0 4,19 4,19 4,19 4,19 4,19 553 553 553 5,53 5,53
3 9,80 7,55 927 9,18 7,75 8,36 6,07 8,12 6,21 9,55
7 9,08 856 6,70 8,16 593 9,68 8,09 745 8,71 7,44
14 6,24 571 4,78 5,61 6,43 685 6,37 510 598 5,87
21 6,15 562 6,62 6,60 6,68 553 481 624 477 5,99
30 536 530 5,03 5,38 4,65 6,20 4,55 560 437 6,16

Tablica 13. TOC vrijednosti za pokus biorazgradnje MP-a primjenom bakterijske kulture
Bacillus subtilis v pokusima P1-1, P1-8, P1-9, P1-16, P1-13, P1-6, P1-11 i P1-14 i njihovim
kontrolama.

TOC / mg/L
PS PVC PS PVC
t/damn. SP Pl1-1 P1-8 P1-9 PI-16 SP Pl1-3 Pl-6 Pl-11 Pl1-14
0 553 553 553 553 553 4,19 4,19 4,19 4,19 4,19
3 8,00 442 6,17 7,75 546 4,75 8,07 7,11 5,46 9,79
7 6,15 791 6,23 8§91 527 4,795 6,777 5,62 7,12 5,58
14 6,55 5,65 6,71 526 590 5,27 6,27 525 5,70 5,46
21 9,04 4,79 847 7,12 503 5,15 429 520 4,21 5,54
30 597 505 651 653 4,70 445 5,12 4,32 5,93 4,61

4.2.2. Odredivanje vrijednosti TC-a u pokusu biorazgradnje MP-a primjenom

bakterijske kulture Bacillus subtilis (P1)

Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.6. odredivala se vrijednost TC-a u pokusu P1 za PS i

PVC, a rezultati su prikazani u tablicama 14. 1 15.
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Tablica 14. TC vrijednosti za pokus biorazgradnje mikroplastike uz pomo¢ bakterijske kulture
Bacillus subtilis v pokusima P1-2, P1-7, P1-10, P1-15, P1-4, P1-5, P1-12 i P1-13 i njihovim
kontrolama.

TC / mg/L
PS PVC PS PVC
t/damn. Sp P1-2 Pl-7 P1-10 P1-15 SP Pl-4 P1-5 PI-12 Pl-13
0 419 419 419 419 419 586 586 586 586 5,86
3 980 755 927 822 775 836 607 776 7,36 9,00
7 914 88 670 794 593 968 848 541 885 7,67
14 624 670 685 434 643 768 6,37 473 598 4,9
21 615 562 794 548 741 553 481 495 477 5,92
30 613 530 503 483 465 620 6,12 582 681 4,72

Tablica 15. TC vrijednosti za pokus biorazgradnje mikroplastike uz pomo¢ bakterijske kulture
Bacillus subtilis v pokusima P1-1, P1-8, P1-9, P1-16, P1-13, P1-6, P1-11 i P1-14 i njihovim
kontrolama.

TC / mg/L
PS PVC PS PVC

t/dam SP P1-1 PI-8 P1-9 Pl1-16 SP PI-3 Pl-6 P1-11 Pl1-14

0 586 586 586 586 586 450 450 4,50 4,50 4,50

3 751 582 550 6,34 819 795 852 7,82 8,19 10,29

7 589 10,01 5,09 711 6,32 7,21 7,38 6,38 8,30 10,16

14 531 835 6,20 515 6,03 6,08 746 543 6,66 6,10

21 744 723 6,24 6,35 512 6,49 585 6,28 6,79 5,86

30 473 609 460 8,15 589 570 6,20 7,59 5,77 6,25

4.2.3. Odredivanje vrijednosti IC-a u pokusu biorazgradnje MP-a primjenom

bakterijske kulture Bacillus subtilis (P1)
Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.7. odredivala se vrijednost IC-a u pokusu P1 za PS i

PVC, a rezultati su prikazani u tablici 16. U tablici su prikazani rezultati samo za pokuse u

kojima je doslo do promjene IC-a.
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Tablica 16. Vrijednosti IC-a u pokusima P1-1, P1-16, P1-2, P1-7, P1-12, P1-4 i P1-12 i

njihovim kontrolnim uzorcima.

IC / mg/L
t/ S1P (PS11fz oy
@11, pr1 prts GUP P12 PI7 PLIS (P14, P4 PII4
dan  p; ¢ > P1-12)
P1-15)

0 0,33 0,33 0,33 0,31 031 031 031 033 033 033
3 0,27 1,40 2,73 0,05 0,27 1,24 1,57 09 2,14 1,15

0,21 2,10 1,05 0,06 030 0,01 0,17 035 039 0,14
14 0,42 2,69 0,13 1,91 099 2,07 08 083 043 094
21 0,38 2,44 0,09 0,09 099 1,32 0,73 0,32 1,24 1,28
30 0,22 1,04 1,19 0,76 129 147 1,34 0,18 1,57 2,44

4.2.4. Odredivanje vrijednosti TOC-a u pokusu biorazgradnje MP-a primjenom

bakterijske kulture Delftia acidovorans (P2)

Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.6. odredivala se vrijednost TOC-a u pokusu P2 za PS

1 PVC, a rezultati su prikazani u tablicama 171 18.

Tablica 17. TOC vrijednosti za pokus biorazgradnje mikroplastike primjenom bakterijske

kulture Delftia acidovorans u pokusima P2-1, P2-8, P2-9, P2-16, P2-2, P2-7, P2-10 i P2-15.

TOC / mg/L
PS PVC PS PVC
t/dan. SP P2-1 P2-8 P2-9 P2-16 SP P2-2 P2-7 P2-10 P2-15
0 501 501 501 501 501 59 596 5,96 5,96 5,96
3 6,13 6,35 4,11 533 420 8,19 511 4,08 4,98 4,37
7 3,95 398 375 441 3,95 454 439 477 4,64 4,28
14 470 435 421 390 426 510 550 4,53 4,77 3,98
21 449 352 456 4,40 429 482 485 4,35 4,55 4,30
30 401 415 4,09 3,93 435 494 4,79 5,65 4,57 4,41
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Tablica 18. TOC vrijednosti za pokus biorazgradnje mikroplastike primjenom bakterijske

kulture Delftia acidovorans u pokusima P2-3, P2-6, P2-11, P2-14, P2-4, P2-5, P2-12 1 P2-13.

TOC / mg/L
PS PVC PS PVC
t/dam SP P2-3 P2-6 P2-11 P2-14 SP P24 P2-5 P2-12 P2-13
0 5,01 5,01 501 5,01 501 596 596 5,96 5,96 5,96
3 553 8,00 4,65 8,05 581 437 692 4,86 6,29 4,49
7 486 432 4,95 4,91 570 428 4,03 4,53 3,94 3,84
14 59 519 5,04 4,41 453 398 4,14 4,10 4,29 4,53
21 503 530 497 4,96 499 430 497 437 5,19 4,30
30 455 557 4,79 4,76 5,22 441 449 4,16 4,01 4,14

4.2.5. Odredivanje vrijednosti TC-a u pokusu biorazgradnje MP-a primjenom

bakterijske kulture Delftia acidovorans (P2)

Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.6. odredivala se vrijednost TC-a u pokusu P2 za PS i

PVC, a rezultati su prikazani u tablicama 19 i 20.

Tablica 19. TC vrijednosti za pokus biorazgradnje mikroplastike primjenom bakterijske

kulture Delftia acidovorans u pokusima P2-1, P2-8, P2-9, P2-16, P2-2, P2-7, P2-10 1 P2-15.

TC / mg/L
PS PVC PS PVC
t/dan SP P2-1 P2-8 P2-9 P2-16 SP P2-2 P2-7 P2-10 P2-15
0 6,74 6,74 6,74 6,74 6,74 6,02 6,02 6,02 6,02 6,02
3 7,52 746 535 513 6,57 8,10 564 574 6,27 5,29
7 549 834 557 820 599 570 6,27 10,75 11,59 4,67
14 6,12 6,11 539 589 6,10 11,24 555 6,24 6,03 8,33
21 553 4,68 587 6,08 560 487 559 533 5,59 5,46
30 589 899 6,58 10,86 10,31 5,52 853 583 5,19 5,55
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Tablica 20. TC vrijednosti za pokus biorazgradnje mikroplastike primjenom bakterijske

kulture Delftia acidovorans u pokusima P2-3, P2-6, P2-11, P2-14, P2-4, P2-5, P2-12 1 P2-13.

TC / mg/L
PS PVC PS PVC
t/dan SP P2-3 P2-6 P2-11 P2-14 SP P2-4 P2-5 P2-12 P2-13
0 6,02 6,02 6,02 6,02 6,02 6,74 6,74 6,74 6,74 6,74
3 559 921 6,97 8,22 6,08 894 843 5,13 8,96 6,09
7 6,08 5,66 579 5,22 6,09 10,13 6,53 5,04 538 6,36
14 11,64 11,75 12,26 5,62 11,29 9,00 5,51 10,50 5,62 5,63
21 517 6,46 549 4,70 6,46 6,06 541 592 534 5,89
30 7,09 4,66 5,76 5,10 524 589 5,68 575 5,40 6,44

4.2.6. Odredivanje vrijednosti IC-a u pokusu biorazgradnje mikroplastike uz pomo¢

bakterijske kulture Delftia acidovorans (P2)

Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.6. odredivala se vrijednost IC-a u pokusu P2 za PS i
PVC, a rezultati su prikazani u tablici 21. U tablici su prikazani rezultati samo za pokuse u

kojima je doslo do promjene IC-a.

Tablica 21. Vrijednosti IC-a u pokusima P2-4, P2-12, P2-13 1 njihovih kontrolnih uzoraka.

IC / mg/LL
¢/ dan 2L P2-4 SP (P2-11) P2-11
(P2-4, P2-12)

0 1,01 1,73 0,06 0,06
3 0,06 0,43 1,22 1,93
7 1,22 221 1,80 1,28
14 5,69 0,32 7,66 134
21 0,14 0,11 0,74 0,49
30 2,54 0,11 2,68 1,09

4.3. Odredivanje koncentracije aniona i kationa u izuzetim uzorcima
4.3.1. Odredivanje koncentracije aniona i kationa u pokusu P1

Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.7. odredivala se koncentracija kationa i aniona u
izuzetim uzorcima. Iz grafickog prikaza ovisnosti logaritamske vrijednosti CFU-a o vremenu

vidljivo je da je bakterijska kultura Bacillus subtilis razgradila Cestice PS-a u pokusu P1-7 te
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cestice PVC-a u pokusu P1-15. Shodno navedenom, u Tablici 22. dane su vrijednosti

koncentracija kationa 1 aniona za ta dva pokusa.

Tablica 22. Vrijednosti koncentracija kationa i aniona u pokusima P1-7 1 P1-14.

t/ dan
0
3
7
14
21
30

SP
599.33
390,51
411,51
466,54

0,00

P1-7
eSS
256,94
272,46
227,04
167,41

PO+* / mg/L

SP

599,33
305,01
5459,54
320,98
224,44

P1-14
BEORS
346,62
135,30

329,77

SP
156,26
104,29

71,79
62,11
120,14
29,58

P1-7
156,26
70,51
90,98
142,44
98,26
53,88

4.3.2. Odredivanje koncentracije aniona i kationa u pokusu P2

K*/ mg/L

SP
156,26
82,40
47,28
4845,02
58,44
56,80

P1-14
156,26
108,25
46,34
31,76
65,81
59,58

Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.7. odredivala se koncentracija kationa i aniona u

izuzetim uzorcima. Iz grafickog prikaza ovisnosti logaritamske vrijednosti CFU-a o vremenu

vidljivo je da je bakterijska kultura Delftia acidovorans razgradila Cestice PS-a u pokusu P2-4

te Cestice PVC-a u pokusu P2-12. Shodno navedenom u tablici 23. dane su vrijednosti

koncentracija kationa i aniona za ta dva pokusa.

Tablica 23. Vrijednosti koncentracija kationa i aniona u pokusima P2-4 1 P2-12.

t/ dan

0

3

7
14
21
30

SP
P2-4)
258,07
230,70
409,66
276,38
230,96
208,69

P24
258,07

257,05
285,38
318,85
356,39

PO+ / mg/L
SP
(P2-11)
463,20
163,54

195,63

P2-11
463.20

4.4. Rezultati ATR-FTIR spektroskopske analize

SP
P2-4)
124,03
126,45
89,29
84,26
74,57
53,56

P24

124,03
73,22
59,48
87,64
83,15
99,52

K*/ mg/L
SP
(P2-4)
95,50
42,98
56,78
32,33
37,15
43,92

P2-11

95,50
41,21
57,40
42,07
60,03
52,34

Postupkom opisanim u 3.3.10. dobiveni su grafovi prikazani na slikama 35. i 36. za pokus
P1-7 (PS) odnosno P1-15 (PVC) te na slikama 37. i 38. za pokus P2-4 (PS) odnosno P2-12

(PVC).
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Slika 35. ATR- FTIR spektar ¢estica PS-a prije pokusa (zelena linija) i nakon 30 dana pokusa

P1-7 (narandsta linija).
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Slika 36. ATR-FTIR spektar ¢estica PVC-a prije pokusa (zelena linija) i nakon 30 dana pokusa

P1-14 (narancsta linija).
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Slika 37. ATR-FTIR spektar Cestica PS-a prije pokusa (zelena linija) i nakon 30 dana pokusa

P2-4 (narancsta linija).
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Slika 38. ATR-FTIR spektar ¢estica PVC-a prije pokusa (zelena linija) i nakon 30 dana pokusa

P2-11 (naranc¢sta linija).
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4.5. Rezultati provedbe tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti s masenom
spektrometrijom
Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.8. provedena je HPLC/MS analiza. Rezultati analize
prikazani su na slikama 39. i 40. za pokus P1 (P1-7 i P1-15) i na slikama 41. i 42. za pokus P2
(P2-41P2-12).

Inten. (x10,000)

4,04 141
3,04
PS

2,04 439

183
1,0 340
00 M.u m .\L‘ Dl 37 645 836 og7, 11161198, 1336 1458 15631640 1757 1844, 1942
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Slika 39. HPLC/MS spektar za Cestice PS nakon 30 dana pokusa P1-7 primjenom bakterijske

kulture Bacillus subtilis.
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Slika 40. HPLC/MS spektar za Cestice PVC-a nakon 30 dana pokusa P1-14 primjenom
bakterijske kulture Bacillus subtilis.
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Slika 41. HPLC/MS spektar za Cestice PS-a nakon 30 dana pokusa P2-4 primjenom bakterijske

kulture Delftia acidovorans.
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Slika 42. HPLC/MS spektar za Cestice PVC-a nakon 30 dana pokusa P2-11 primjenom

bakterijske kulture Delftia acidovorans.

4.6. Odredivanje toksi¢nosti vodene faze provedbom testa toksi¢nosti s bakterijom
Vibrio fischeri
Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.9. odredene su vrijednosti EC20 i ECso koje su

prikazane u tablicama 24. 1 25. za za pokuse P11 P2.

Tablica 24. ECy 1 ECso vrijednosti za pokus P1.
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~ PI-1 718 10,74 9,32
_ Pl-2 775 21,46 4,66
. Pl-4 10,13 32,72 3,06
L PG 9090 : :

~ PL-7 10,15 26,34 3,73
. PI-10 | 6521 35,90 2,79
LRI 5758 : :

L PL-12 12,40 41,61 2,40
C PI-15 57,98 40,00 2,50



Tablica 25. ECzo i ECso vrijednosti za pokus P2.

. P2-1 388 15,67 6,38
. P2-2 863 30,18 3,31
. P2-4 | 620 24,56 4,07
. P2-5 855 53,02 1,89
. P2-8 | 22 22,00 4,55
BR2EONN 5475 : :

CP2-10 945 36,79 2,72
SRl 1809 : -

CP2-12 1230 47,74 2,09
CP2-13 789 25,76 3,88
CP2-15 56 20,73 4,82

4.7. Rezultati statistiCke analize eksperimentalnih podataka, ANOVA
U tablici 26. prikazani su rezultati statisticke analize eksperimentalnih podataka za pokus
P1 u kojem se za biorazgradnju PS-a i PVC-a koristila bakterijska kultura Bacillus subtilis, dok
su u tablici 27. prikazani rezultati za pokus P2 u kojem se za biorazgradnju koristila bakterijska
kultura Delftia acidovorans.

Tablica 26. Rezultati ANOVA-e analize za pokus P1.

PS

PVC PS PVC PS PVC PS pPvC

<
0,0001

PS pPvC

0,04 0,04 1 1 386,78 63660000 0,032 3,82 3,14

093 1,26 1 1 8281,00 63660000 0,007

DF — stupnjevi slobode

<
0,0001 81,72 94,33
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Tablica 27. Rezultati ANOVA-e analize za pokus P2.

PS PVC PS PVC PS PVC PS PVC PS PVC

1,95 2,75 1 1 14327 228,89 0,05 0,04 41,67 74,31
DF — stupnjevi slobode

Tablica 28. Eksperimentalne vrijednosti parametara analize varijance (ANOVA) za
biorazgradnju PS-a i PVC-a bakterijskim kulturama Bacillus subtilis i Delftia acidovorans.

PS 0,011 759 0,14 09999 0,9993 0,9937 104,066

PvC 0,000 7,57 0,00 0,0000 1,0000 1,0000 0,000
PS 0,120 7,26 161 09971 09796 0,8139 21,784

pvC 0,110 7,18 1,53 0,9968 0,9773 0,7923 19,118



5. RASPRAVA
5.1. Analiza pokusa P1

U pokusu P1 ispitivala se sposobnost biorazgradnje PS-a i PVC-a pomocu bakterijske
kulture Bacillus subtilis pri razli¢itim uvjetima koji su prikazani u tablici 9. Na slikama 31. 1
32. graficki je prikazana promjena logaritamskog broja zivih stanica bakterijske kulture
tijekom 30 dana provedbe pokusa u razli¢itim uvjetima gdje je bakterijska kultura bila izlozena
Cesticama PS-a i ¢esticama PVC-a (oznaceno na grafu plavim kruzi¢em) u usporedbi s rastom
logaritamskog broja zivih stanica bakterijske kulture u sustavu s istim uvjetima, ali bez Cestica
MP-a (crveni kruzi¢). MozZe se primijetiti da se logaritamski broj CFU minimalno razlikuje u
odnosu na kontrolni uzorak u kojem se ne nalaze ¢estice MP-a te je on veci u nekoliko pokusa.
U pokusu P1-7, 14. 1 21. dan vidljiv je veci rast bakterijske kulture u odnosu na kontrolni
uzorak. Zatim, slican trend pojavljuje se u pokusu P1-14 gdje dolazi do blagog rasta bakterijske
kulture i u pokusu P1-15 gdje je logaritamski broj zivih stanica bakterijske kulture malo ve¢i u
14.121. danu u odnosu na kontrolni uzorak. Ukoliko promatramo P1-7 i P1-14 gdje dolazi do
najveceg rasta CFU vrijednosti, u P1-7 nalaze se Cestice PS-a veli¢ine od 500-710 um, dok se
u P1-14 nalaze Cestice PVC-a manje od 300 pum. Takoder, oba pokusa imaju jednaku
koncentraciju Cestica, to jest, 1000 mg/L.

Nadalje, u pokusu P1-7 primijenjuje se 200 okretaja/minuti, dok se pokus P2-14 provodi pri
100 okretaja/minuti. Naime, brojem okretaja osigurava se koncentracija otopljenog kisika u
sustavu te veci broj okretaja rezultira ve¢om koncentracijom otopljenog kisika. S obzirom da
je kisik nuZan za biorazgradnju ugljikovodi¢nih polimera, ona ¢e biti bolja u prisustvu vece
koncentracije kisika [110] Usporkos tome $to literatura ukazuje na to da veca brzina rezultira
boljom biorazgradnjom, dobiveni rezultati u ovom pokusu to nisu potvrdili.

Jedan zajednicki parametar navedenih pokusa (P1-7 1 P1-14) je temperatura (25 °C) pri kojoj
su izvodeni pokus. Naime, optimalna temperatura za prezivljavanje bakterijske kulture Bacillus
subtilis je 30 — 34 °C [100] zbog Cega ne ¢udi ¢injenica da je do biorazgradnje Cestica MP-a
doslo pri vecoj temperaturi (25°C) u odnosu na nizu (15°C). Optimalna pH-vrijednost za rast
bakterijske kulture je 7-8 [101] te se pokus P1-7 provodi pri pH=6, a pokus P1-14 pri pH=S8,
ne moze se sa sigurnoScu reci koji uvjet pH vrijednosti pogoduje biorazgradnji.

S obzirom na ¢injencu da heterotrofne bakterije koriste organski ugljik kao izvor energije,
ugljik koji je vezan za polimerni lanac mjeri se pomo¢u TOC-e uredaja. Rezultati analize
prikazani su u tablicama 12. 1 13. S obzirom da vrijednosti CFU ukazuju na mogu¢nost da je u

pokusima P1-7 i P1-14 doslo do biorazgradnje, rezultati vrijednosti TOC-a navedenih pokusa
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su promatrani (podebljani u tablici). U pokusu P1-7, u 14. danu pokusa primjecuje se razlika
TOC vrijednosti od 3.37 mg/L u sustavu s ¢esticama PS-a i one bez njih. U istom danu pokusa
P1-7 u sustavu s esticama PS-a izraslo je 9,4 X 10° st/mL, dok je u sustavu bez &estica PS-a
izraslo 6,5 X 10° st/mL §to se slaze s dobivenim TOC vrijednostima. Naime, ako dolazi do
biorazgradnje MP-e, ona se razgraduje na monomere i dolazi do otpustanja aditiva s povrSine
Sto uzrokuje rast TOC vrijednosti [102]. U tablici 12. u P1-7 znacajni rast TOC vrijednosti
primjecuje se od 14. do 21. dana te se moze zakljuciti da je u tom periodu nastupila
biorazgradnja.

Ukupni ugljik (TC) zbroj je TOC-a, to¢nije, organskog ugljika koji potjece iz strukture MP-
e te IC-a, ugljika koji potjece iz CO», produkta biorazgradnje. U tablici 14. prikazani su rezultati
TC-e analize u usporedbi s njihovim kontrolnim uzorcima. Ukoliko dolazi do biorazgradnje,
oc¢ekuje se da ¢e TC vrijednost pokusa biti ve¢a od njegove kontrole. U tablici 15. kod P1-7
veéi skok u TC vrijednosti pojavljuje se od 14. do 21. dana, dok se rast TC koncentracije ne
primjecuje kod slijepe probe, Sto upucuje da je nastupio proces biorazgradnje. U tablici 16.
prikazani su rezultati IC-a koji oznacava ugljik koji potjece iz COz koji je Zeljeni produkt
biorazgradnje 1 ukoliko je doslo do potpune mineralizacije, u pokusu ¢e se detektirati IC-e. U
P1-7,u 14. danu pokusa detektiran je znacajniji rast koncentracije IC-a od 2,07 mg/L i 21. dana
od 1,32 mg/L. Nadalje, ukoliko dolazi do biorazgradnje PS-a i PVC-a, o¢ekuje se da CFU
vrijednost raste, a koncentracija kalija i1 fosfata se smanjuje zato Sto bakterije koriste fosfat kao
izvor hrane. Fosfor je od velike vaznosti za bakterije zato §to u razli¢itim oblicima ¢ini
strukturne biomolekule kao $to su membranski fosfolipidi, funkcionalne biomolekule kao
nukleinske kiseline te ¢ine molekule koje u najve¢em postoku pohranjuju energiju, ADP 1 ATP.
Fosfat u bakterijama u najveéem dijelu ¢ini anorganski fosfat (PO4>") koji se pohranjuje u
citoplazmi pretvorbom u ATP [103].

U tablici 22. kod P1-7 za uzorak SP-a primjecuje se rast koncentracije fosfata od 7. do 14.
dana dok CFU vrijednost rase. Takav trend upucuje na to da je doSlo do razaranje stanicne
stijenke uzrokovano odumiranjem stanica 1 ispusStanje nutrijenata u medij u kojem se nalaze.
Naime, stanica bakterije sastavljena je od razli¢itih elemenata poput ugljika, vodika, kisika,
fosfata i drugih te njezino kidanje uzrokuje ispustanje elemenata [104]. Stoga, ukoliko dolazi
do razaranja stanice, detektirati ¢e se veca koncentracija tih elemenata u filtartu. S druge strane,
u tablici 22. u pokusu P1-7 primjecuje se pad koncentracije fosfata (14.-30.dan) $to upucuje da

na to bakterije koriste fosfat kao izvor energije.
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Rast CFU vrijednosti primje¢uje se u P1-14 na slici 32. tijekom prvih sedam dana
provodenja pokusa gdje je s 1,9 X 107 st/mL (0. dan) broj kolonija porastao na 3,3 x 107 st/mL
(7. dan). Ukoliko je nastupila biorazgradnja, do¢i ¢e do porasta TOC, TC 1 IC koncentracija. U
tablici 13. prikazane se TOC vrijednosti i uistinu dolazi do poveé¢anja TOC vrijednosti u prvih
sedam dana provodenja P1-14 u odnosu na kontrolni uzorak (podebljane vrijednosti u tablici
13.) bez Cestica PS-a koji imaju konstantne vrijednosti TOC-a. U tablici 15. primjecuje se rast
TC-vrijednosti od 0. do 7. dana $to je dodatna potvrda da je nastupila biorazgradnja PVC-a.
Medutim, u P1-14 nije detektirana koncentracija IC-a koja ukazuje da je nastao CO», produkt
biorazgradnje, te se ne moze sa sigurnos¢u tvrditi da je nastupila biorazgradnja usprkos tome
Sto ostali rezultati analiza ukazuju na to.

Nadalje, ukoliko dolazi do biorazgradnje, rastom CFU vrijednosti smanjivat ¢e se
koncentracija fosfata i kalija zato Sto ih bakterije koriste kao izvor energije. Takav trend
primjecuje se u tablici 22. za pokus P1-14 tijekom prvih sedam dana. Nakon sedmog dana
koncentracija fosfata raste $to upucuje na odumiranje stanica bakterija, Sto je kod P1-7 detaljno
objasnjeno. Kod slijepih proba, koncentracija fosfata varira tijekom pokusa Sto se primjecuje i
iz CFU vrijednosti na slici 32. koja takoder varira.

Kalij ima veliki zna¢aj u homeostazi stanica bakterija. Velika koncentracija kalija nalazi se
u stani¢noj membrani gdje se ponasSa kao vazan upravitelj mikrobioloske fiziologije. loni kalija
sudjeluju u osmoregulaciji, pH ravnotezi, u regulaciji sinteze proteina, aktivaciji enzima i
elektricnoj signalizaciji [105]. Kako bi se uspjesno regulirale sve funkcije, stani¢na membrana
posjeduje mnogo puteva kojima se omogucava prijelaz iona kalija unutar i izvan stanice. U
skladu s time, za uspje$no preZivljavanje bakterije vrlo je vazno da je koncentracija kalija
pravilno regulirana. U tablici 22. prikazane su koncentracije kalija u P1-7 1 P1-14 tijekom
pokusa. Kod P1-7 moze se primijetiti da koncentracija kalija raste od 7. do 14. dana, a u tom
periodu CFU vrijednost blago rase, §to znaci da stanice odumiru u tom periodu. Kod uzorka
SP-a koncentracija kalija varira §to se vidi i na slici 32. na kojoj CFU vrijednost SP-a takoder
varira. S druge strane, u P1-14 u tablici 22. primjecuje se da koncentracija kalija pada prvih
sedam dana pokusa, dok CFU vrijednost rase. Takav trend upucuje na to da stanice koriste kalij
kao izor energije. Koncentracija kalija u uzorku SP-a varira §to se vidi 1 u variranju vrijednosti
CFU na slici 32.

Na slikama 35. 1 36. prikazani su ATR-FTIR spektri ¢estica PS-a i PVC-a prije izvodenja
pokusa i nakon 30 dana pokusa. Funkcionalne grupe dodijeljene su pikovima prema podacima
u Tablici 2. Pokusi P1-7 1 P1-14 analizirani su s obzirom da dobiveni rezultati prethodnih

analiza ukazuju na pojavu biorazgradnje Cestica u odredenim uvjetima. 1z slike 35. na kojoj je
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prikazan ATR-FTIR spektar (narancasta linija) za ¢estice PS-a iz P1-7 moze se primijetiti da je
intenzitet transmitancije manji za pikove koji oznaCuju CH istezanje, aromatsko istezanje
prstena, CH» uvijanje i aromatsko CH uvijanje. Ve¢i intenzitet ukazuje na to da je doslo do
promjene u strukturi mikrocestica PS-a §to je uzrokovano biorazgradnjom. Nadalje, iz ATR-
FTIR spektra na slici primjecuje se da je intenzitet spektra za Cestice PVC-a (narancasta linija)
nakon pokusa P1-14 znacajno manji od intenziteta spektra za Cestice PVC-a prije pokusa
(zelena linija). Stoga, moze se zakljuciti da je smanjenje intenziteta pikova uzrokovano
promjenom strukture ¢estica PS-a i PVC-a, $to je posljedica biorazgradnje [41]. Takoder, iz
grafova se moze primijetiti se da u pokusu P1-7 i P1-14 ne dolazi do pomaka pikova kao ni
nastajanje novih pikova.

Na slici 39. 1 40. prikazani su rezultati HPLC/MS analize. Na slici 39. moze se primijetiti
pik (zaokruzen) sa m/z vrijednosti = 453 koji pripada diisooktil ftalatu koji se koristi kao aditiv
plastici kako bi se poboljSala njezina fizikalna svojstva [106]. S obzirom da je taj pik detektiran
HPLC/MS analizom u uzorku nakon 30 dana pokusa, moze se zakljuciti da je u pokusima P1-
7 doslo do biorazgradnje PS-a bakterijom Bacillus subtilis. Na HPLC/MS spektru ¢estica PS-
a iz pokusa P1-14 ne primjecuju se pikovi koji odgovaraju aditivima koji se koriste kod
proizvodnje plasike.

U tablici 24. prikazane su ECy 1 ECso vrijednosti za pokus P1. Iz prethodno dobivenih
rezultata vidljivo je da je do biorazgradnje doslo u pokusima P1-7 i P1-14. Za P1-7 ECx
vrijednost iznosi 10,15%, dok je ECso vrijednost 26.84%. EC2 za P1-14 iznosi 51.65 % te nije
odreden volumni udio uzorka koji bi izazivao smanjenje luminiscencije kod 50 % bakterijske
kulture. Valja primijetiti da pokus P1-7 u kojem je doslo do biorazgradnje pokazuje nizu ECzo
vrijednost u odnosu na druge pokuse iz ¢ega se moZe zakljuciti da produkti biorazgradnje
negativno utjecu na fiziolosku aktivnost bakterijske kulture Vibrio fischeri, tocnije, volumni
udio od 10,5 % uzorka uzrokovat ¢e 20%-tni pad luminiscencije.

Takoder, toksi¢nost je iskazana preko TU vrijednosti koja se prema Kahru (2012) iskazuje
kao recipro¢na vrijednost ECso vrijednosti te su dobivene vrijednosti podijeljene u tri
kategorije: TU < 1% oznacava ne toksi¢ni uzorak, vrijednosti od 1 do 40 % oznacavaju toksi¢ni
uzorak, vrijednosti od 40 do 100 % jako toksi¢ni uzorak, dok vrijednosti ve¢e od 100%
oznacuju ekstremno toksi¢an uzorak [107]. Prema tome, moze se zakljuciti da je od 16 pokusa
biorazgradnje bakterijom u razli¢itim uvjetima, 7 uzoraka oznaéeno toksi¢nim. Veli€ina Cestica
PS-a koje su manje od 300 um i one od 500-710 um uzrokuju priblizno jednaku toksi¢nost,
dok kod cestica PVC-a, vecu toksi¢nost pokazuju manje Cestice (<300 um). Takoder, iz

navedenih rezultata moze se primijetiti da je 85% uzoraka koji su prema Kahru odredeni kao
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toksi¢ni imalo koncentraciju MP-e od 1000 mg/L. Stoga, zakljucuje se da se toksicnost
povecava poviSenjem koncentracije MP-a. Na slici 39. 1 40. primjecuje se pik na HPLC/MS
spektru koji odgovara diisooktil ftalatu koji se ¢esto koristi kao aditiv plastici u pokusima P1-
7 1 P1-15 [106]. Ako promotrimo vrijednosti toksi¢nosti navedenih pokusa u tablici 24., moze
se primijetiti da vrijednosti EC20 u P1-7 pripada nizim vrijednostima u odnosu na druge pokuse
Sto ukazuje na to da aditivi koji se dodaju plastici mogu imati nepovoljno djelovanje na
fiziolosku aktivnost Ciste kulture bakterija Vibrio fischeri te moguée nepovoljno djelovanje
prema drugim organizmima u okolisu. Kod P1-3, P1-5, P1-6, P1-8, P1-9, P1-11, P1-13, P1-14
1 P1-16 analizom toksi¢nosti nije uocen volumni udio uzorka koji bi uzrokovao pad
luminiscencije za 50 % kod Vibrio fischeri.

Postupkom opisanim u 4.3.11. odredivali su se znac¢ajni ¢imbenici za proces biorazgradnje
MP-a primjenom Bacillus subtilis. U tablici 26. prikazani su rezultati statisticke analize
eksperimentalnih podataka za pokus P1. Iz rezultata se moze zakljuciti sa 95%-tnom
sigurnoScu (p<0,05) da najvec¢i doprinos u biorazgradnji PS-a bakterijom Bacillus subtilis ima
OG (81,72 %) 1 pH-vrijednost (3,82 %). Takoder, s 95%-tnom sigurno$¢u moze se zakljuciti
da biorazgradnji PVC-a bakterijom Bacillus subtilis najvise doprinosi OG (94,33 %), a zatim
pH-vrijednost (3,14 %). Ti ¢imbenici su najznacajniji 1 najvise doprinose biorazgradnji zato Sto
veta OG-e rezultira veéim brojem stanica bakterijske kulture koja je sposobna obaviti
biorazgradnju te rezultati pokazuju da je od velikog znaCaja provedba eksperimenta pod
uvjetima OG = 0,1 ili OG = 0,5, koje su bile proucavane vrijednosti. Nadalje, ¢injenica da je
ANOVA analiza pokazala da je ¢cimbenik koji doprinosi u znacajnijem postotku biorazgradnji
PS-a i PVC-a pH-vrijednost, ukazuje na to da je bakterijska kultura Bacillus subtilis osjetljiva
na pH-vrijednost te je vrlo bitno odabrati prikladnu pH-vrijednost koja ¢e rezultirati najboljom
biorazgradnjom.

U tablici 28. prikazane su eksperimentalne vrijednosti parametara analize varijance
(ANOVA) za biorazgradnju PS-a 1 PVC-a bakterijom Bacillus subtilis. Primjecuje se da je
standardna devijacija modela (¢ = 0,1011) znacajno manja od modela za biorazgradnju PS-a
bakterijom Delftia acidovrans (o = 0,120). Odgovarajuca precizost pokazuje omjer signala i
Suma te se vrijednost ve¢a od 4 smatra prihvatljivom. Model biorazgradnje PS-a bakterijom
Bacillus subtilis pokazuje najvecu vrijednost (104,066) Sto dodatno potvrduje preciznost
modela.

S obzirom da ANOVA analiza najznacajnijih ¢imbenika za biorzagradnju PVC-a
bakterijom Bacillus subtilis ne pokazuje vrijednosti standardne devijacije, koeficijenta

varijance, R?, prilagodenog i predvidenog R* ni odgovarajuée preciznosti. Takav rezultat

62



upucuje na to da se na osnovi jedne varijable ne moze zakljuciti niti pretpostaviti o vrijednosti

druge varijable.

5.2.Analiza pokusa P2

U pokusu P2 ispitivala se sposobnost biorazgradnje PS-a i PVC-a pomocu bakterijske
kulture Delftia acidovorans pri razli¢itim uvjetima koji su prikazani u tablici 9.

Na slikama 34. i 35. graficki je prikazana promjena logaritamskog broja Zivih stanica
bakterijske kulture tijekom 30 dana provedbe pokusa u razli¢itim uvjetima gdje je bakterijska
kultura bila u doticaju s cCesticama PS-a i PVC-a (plavi kruzi¢) u usporedbi s rastom
logaritamskog broja Zivih stanica bakterijske kulture u sustavu s istim uvjetima, ali bez Cestica
PS-a i PVC-a (crveni kruzi¢). Najveci rast broja zivih stanica bakterijske kulture Delftie
acidovorans u odnosu na kontrolni uzorak pokazuju pokusi P2-4 i P2-11 zato Sto je CFU
svakog dana izuzimanja uzorka ve¢i od CFU kontrolnog uzorka. Takoder, u pokusu P2-4
primjeéuje se nagli rast bakterijske kulture s 2,4 X 10’ st/mL u 7. danu na 2,2 x 108 st/mL u 14.
danu.

Promatrajuéi veli¢inu Cestica PS-a i PVC-a primjecuje se da su u pokusima P2-4 i P2-11
gdje dolazi do rasta CFU koriStene ¢estice manje od 300 um (P2-4) koncentracije 10 mg/L,
dok su u pokusu P2-11 koristene Cestice veli¢ine 500-710 um koncentracije 1000 mg/L.

Parametar koji je zajednicki pokusima P2-4 1 P2-11 je dodatak glukoze. Naime, dokazano
je da dodatak glukoze pospjeSuje biorazgradnju cestica mikroplastike [108] Sto je u skladu s
dobivenim rezultatima. Nadalje, moze se primijetiti da je do veceg broja rasta stanica u
pokusima u kojima dolazi do biorazgradnje doslo u pokusima P2-4 i P2-11 pri temperaturi od
15 °C. Prema tome, moZe se zakljuciti da unato¢ tome $to optimalna temperatura za rast
bakterijske kulture Delftia acidovorans iznosi 30 °C [82], Delftia acidovorans ucinkovitije
razgraduje PS 1 PVC pri temperaturi od 15°C. Ukoliko se u obzir uzima broj okretaja, veci
stupanj biorazgradnje primjecuje se u pokusima u kojima je broj okretaja iznosio 200 o/min
(P2-4, P2-11) u odnosu na pokuse u kojima je broj okretaja bio 100 o/min. MoZe se zakljuciti
da veci broj okretaja pospjesuje biorazgradnju Cestica PS-a, Sto su dokazali Panyachanakul i
sur. (2019) na Cesticama polilakti¢ne kiseline [99].

Optimalna pH-vrijednost za rast bakterijske kulture Delftia acidovorans je 6,8 [109]. Ukoliko
promatramo rezultate dobivene na slici 33. i 34., moZe se primijetiti da je do potencijalne
biorazgradnje doSlo u pokusima P2-4 i P2-11 zato Sto je rast bakterijske kulture veci od

kontrolnog uzorka bez Cestica PS-a 1 PVC-a te ostali rezultati analiza to potvrduju.

63



Zbog navedenih razloga u P1, ukoliko dolazi do biorazgradnje, rastom CFU vrijednosti,
rasti ¢e 1 TOC vrijednosti. U tablici 18. za P2-11 primjecuje se rast nagli rast u tre¢em danu
kada se i na grafu na slici 34. moZze primijetiti poCetak rasta vrijednosti CFU. Odgovarajuce
vrijednosti koncentracija TOC-a za slijepu probu variraju §to se vidi i iz odgovarajuce
vrijednosti CFU na slici 34. Za P2-4 iz grafa na slici 33. primjecuje se nagli rast CFU
vrijednosti sa 7. na 14. dan Sto se u TOC vrijednosti u tablici 18. oCituje u blagom porastu
koncentracije. Nadalje, dodatna potvrda da u P2-11 dolazi do biorazgradnje vidi se u tablici 20.
gdje dolazi do rasta TC vrijednosti u prva tri dana provedbe pokusa. Medutim, u P2-4 ne moze
se sa sigurnosScu tvrditi da je u periodu od 7. do 14. dana pokusa nastupila biorazgradnja zato
Sto dolazi do pada TC vrijednosti. Nadalje, ukloliko dolazi do biorazgradnje, rastom CFU
vrijednosti kod P2-4 i P2-11, detektirati ¢e se 1 IC vrijednost, $to se vidi u tablici 21. 3. dana
pokusa za P2-4 detektirano je 0,43 mg/L IC-a, a 21. dana u P2-11 detektriano je 0,49 mg/L IC-
a (boldano u tablici 21.).

U tablici 23. prikazane su koncentracije fosfata i kalija u P2-4 1 P2-11. Naime, u P2-4 pri
najvecem rastu CFU vrijednosti od 7. do 14. dana primjecuje se najmanja koncentracija fosfata
(257,05 mg/L) i kalija (59,48 mg/L) $to upucuje da su bakterije koristile fosfat i kalij kao izvor
energije. Kod slijepe probe koja odgovara P2-4 primjecuje se nagli porast koncentracije fosfata
7. dana S§to znaci da je doSlo do odumiranja bakterijskih stanica. U P2-11, nije detektirana
koncentracija fosfata Sto moze upucivati na to da su bakterije iskoristile sav fosfat kao izvor
energije. Medutim, od 3. do 14. dana pokusa kada dolazi do najveceg rasta CFU vrijednosti u
P2-11, primjecuje se isti trend varijacije koncentracije kalija kao i u SP-i te se ne moZze
zakljuciti sa sigurno§¢u da dolazi do biorazgradnje.

Na slikama 37. 1 38. prikazani su ATR-FTIR spektri ¢estica PS-a i PVC-a prije izvodenja
pokusa 1 nakon 30 dana pokusa. Funkcionalne grupe dodijeljene su pikovima prema podacima
u Tablici 2. Pokusi P2-4 i P2-11 analizirani su s obzirom da dobiveni rezultati prethodnih
analiza ukazuju na pojavu biorazgradnje Cestica u odredenim uvjetima. Iz slike 37. na kojem
je ATR-FTIR spektar (narancasta linija) za Cestice PS-a iz P2-4 moze se primijetiti znac¢ajno
smanjenje intenziteta pikova za pokus P2-4 (narancasta linija) u odnosu na cestice PS-a prije
pokusa (zelena linija). Takoder, kod pikova koji oznacuju aromatsko istezanje prstena i
aromatsko CH uvijanje primjecuju se pomaci pika $to je indikator da je doslo do biorazgradnje.
Na ATR-FTIR spektru za P2-12 na slici 38. primjecuje se da je intenzitet spektra za Cestice
PVC-a nakon pokusa manji za pikove koji pripadaju CH uvijanju, CC istezanju (dolazi i do
pomaka pika), CHz njihanju i CCl istezanju. Takoder, primjecuje se nastanak novog pika

(zaokruzen) koji odgovara C=O0 istezanju, vezi koja nastaje kada dolazi do biorazgradnje [41].
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Prema tome, zakljucuje se da je u pokusu P2-11 bakterijska kultura Delftia acidovorans
razgradila Cestice PVC-a.

Na slici 41. 1 42. prikazani su rezultati HPLC/MS analize za Cestice PS-a i PVC-a nakon
30 dana pokusa P2. Na slici 42. moze se primijetiti karakteristi¢an pik (zaokruzen) sa m/z
vrijednosti = 453 koji pripada diisooktil ftalatu koji se koristi kao aditiv plastici kako bi se
poboljsala njezina fizikalna svojstva [101]. Detekcija tog pika, dodatna je potvrda da je
nastupila biorazgradnja u P2-11, no u P2-4 ne primjecuju se karakteristi¢ni pikovi koji bi
odgovarali aditivima koji se dodaju plastici.

U tablici 25. prikazane su ECy 1 ECso vrijednosti za pokus P2. 1z prethodno dobivenih
rezultata vidljivo je da je do biorazgradnje doSlo u pokusima P2-4 i P2-11. Za P2-4 ECxo
vrijednosti iznosi 6.20%, dok je ECso vrijednost 24,56%. Usporedujuci rezultate s ostalim
dobivenim vrijednostima, primjecuje se da je toksi¢nost u tim pokusima visa jer je volumni
udio koji uzrokuje pad luminiscencije za 20 1 50% niZi. Najvisu ECyo vrijednost (54,75%) ima
filtrat dobiven iz pokusa P2-9, a najnizu vrijednost (3,88%) filtrat iz pokusa P2-1. Najniza
vrijednost ECso (15,67%) primjecuje se u pokusu P2-1, dok najvisu vrijednost (53,02 %) ima
P2-5. Pokusi pokazuju priblizno jednake ECxo vrijednosti koje se kod PS-a nalaze u intervalu
od 3,88% do 43,52%, kod PVC-a u intervalu od 5,60 % do 54,75% te ECso vrijednosti koje se
kod PS-akre¢u od 15,67% do 53,02 te kod PVC-a 0od 25,76% do 47,74%. 1z dobivenih rezultata
moze se zakljuciti da Cestice PS-a i1 Cestice PVC-a imaju jednak toksi¢ni utjecaj na fiziolosku
aktivnost Ciste bakterijske kulture Vibrio fischeri. Za razliku od bakterijske kulture Bacillus
cereus, kod bakterijske kulture Delfita acidovorans nize su ECzo 1 ECso vrijednosti, to¢nije,
vecu toksi¢nost imaju Cestice PS-a i PVC-a veli¢ine 500-700 um i koncentracije 10 mg/L.

U tablici 25. prikazane su TU vrijednosti te se moze zakljuciti da su uzorci u 9 pokusa
toksicni. Pokusi koji pokazuju toksicnost (P2-1, P2-2, P2-4. P2-5, P2-7) sadrZavale su Cestice
PS-a veli€¢ine <300 um 1 500-710 pm, stoga se ne moze zakljuciti koja veli¢ina Cestica uzrokuje
vecu toksicnost uzorka. Nadalje, pokusi P2-10, P2-13 i P2-15 sadrzavali su cestice PVC-a
manje od 300 um kao i Cestice veli¢ine 500-710 um te se takoder ne moze odrediti koja veli¢ina
Cestica uzrokuje vecu toksi¢nost. Ukoliko promatramo koncentraciju PVC-a ili PS-a, moze se
primijetiti da 5 od 9 pokusa koji imaju ECso 1 TU vrijednost sadrZe ¢estice manje koncentracije
(10 mg/L), stoga slijedi da koncentracija PVC-a i PS-a u slu€aju biorazgradnje bakterijskom
kulturom Delftia acidovorans nema veliki utjecaj na razinu toksi¢nosti.

Postupkom opisanim u 3.3.11. odredivali su se zna¢ajni ¢imbenici za proces biorazgradnje
MP-a primjenom Delftia acidovorans. U tablici 26. prikazani su rezultati statisticke analize

eksperimentalnih podataka za pokus P2. Iz rezultata se moze zakljuciti sa 95%-tnom
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sigurno$¢u (p<0,05) da biorazgradnji PS-a bakterijom Delftia acidovorans najvise doprinosi
temperatura (41,67 %), kao 1 biorazgradnji PVC-a (74,31 %). Ostali ¢imbenici koji su
proucavani u pokusu (pH-vrijednost, koncentracija MP-e, veliCina Cestica, broj okretaja, OG,
dodatak glukoze) doprinose biorazgradnji, ali u manjem postotku i nisu statisti¢ki znacajni
(p>0,05). Cinjenica da je temperatura ¢imbenik koji najvise doprinosi biorazgradnji estica PS-
a 1 PVC-a upucuje na to da je za uspjeSnu biorazgradnju najvaznije odabrati odredenu
temperaturu, $to je u ovom slucaju 7 = 15°C, medutim, dodatni eksperimenti potrebni su kako
bi se bolje razumio doprinos temperature biorazgradnji Cestica MP-e bakterijom Delftia
acidovorans.

U tablici 28. prikazane su eksperimentalne vrijednosti parametara analize varijance
(ANOVA) za biorazgradnju PS-a i PVC-a bakterijom Delftia acidovorans. Primjecuje se da su
standardne devijacije modela priblizno jednake za borazgradnju PS-a i PVC-a bakterijom
Delftia acidovorans. Takoder, primjecuju se priblizno jednake vrijednosti za sve parametre
(C.V., R?, prilagodeni i predvideni R?, odgovarajuéa preciznost) §to upuéuje na to da su oba
modela prikladna za odredivanje ¢imbenika koji utjeCu na proces biorazgradnje ispitivanih

éestica MP-a.

5.3.Usporedba pokusa P1i P2

U pokusu P1 za razgradnju mikrocestica PS-a 1 PVC-a koristila se bakterijska kultura
Bacillus subtilis, dok se u pokusu P2 za razgradnju istih Cestica koristila bakterijska kultura
Delftia acidovorans. Bacillus subtilis je gram-pozitivna bakterija i kao takva, stvara spore kako
bi prezivjela 1 kako bi se prilagodila nepovoljnim uvjetima, dok je Delftia acidovorans gram-
negativna bakterija. Prema tome, s obzirom da bakterijska kultura Bacillus subtilis stvara spore,
ocekuje se veci stupanj biorazgradnje u pokusima s tom bakterijom. Medutim, rezultati
pokazuju da bakterijska kultura Delftia acidovorans bolje razgraduje Cestice PS-a 1 PVC-a. To
se moze zakljuciti iz slika 31. — 34. koje pokazuju promjenu logaritamskog broja zivih stanica
tijekom pokusa iz kojih se vidi da je viSe pokusa (P2-3, P2-4, P2-5, P2-6, P2-11, P2-12)
pokazalo vecu logaritamsku CFU vrijednost u odnosu na kontrolni uzorak ukoliko se rezultati
usporeduju izmedu bakterijskih kultura. Osim veéeg rasta, pokusi P2 ve¢inom imaju vecu
razliku izmedu sustava s Cesticama MP-e i onog bez njih.

U pokusima se ispitivala znacajnost veli¢ine Cestica na proces biorazgradnje PS-a 1 PVC-
a na dvije razine: ¢estice manje od 300 um 1 Cestice veli¢ine od 500 do 710 um. Usporedujuci

veli¢inu Cestica MP-a moze se zakljuciti su bakterijska kultura Bacillus subtilis 1 Delftia
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acidovorans jednako uspjeSne u razgradnji Cestica PS-a 1 PVC-a manjih od 300 pm 1 Cestica
veli¢ine 500-710 pm.

Ispitivanje koncentracije MP-a na dvije razine: 10 mg/L i 1000 mg/L pokazalo je da je
biorazgradnja uspjesnija u uvjetima gdje koncentracija MP-a iznosi 1000 mg/L.

Takoder, ispitivala se znacajnost pH-vrijednosti na dvije razine: pH=6 i pH=8 i
temperature na dvije razine: 7 = 15°C i T = 25°C. Povoljniji uvjeti za biorazgradnju Cestica
MP-a primjenom Bacillus subtilis su temperatura od 25°C pri obje pH vrijednosti, §to je i
o¢ekivano s obzirom da je optimalna temperatura za rast bakterije 7= 30°C. S druge strane,
bez obzira na to Sto je optimalna temperatura za rast bakterijske kulture Delftia acidovorans
30°C, do najvece razgradnje je doSlo pri 15°C. Optimalna pH-vrijednost za preZivljavanje
bakterijske kulture Delftia acidovorans iznosi 6,8, a najveéa razgradnja zabiljezena je u
pokusima P2-4 i P2-11 gdje su pH vrijednosti 6,0 i 8,0.

Broj okretaja rotacijske tresilice se takoder ispitivao na dvije razine: 100 i 200 okretaja u
minuti. Kod pokusa biorazgradnje cestica PS-a 1 PVC-a bakterijom Bacillus subtilis 1
bakterijom Delftia acidovorans, rezultati pokazuju da je bolja biorazgradnja zabiljezena pri
veéem broju okretaja, to jest, pri 200 okretaja u minuti. Naime, brojem okretaja osigurava se
koncentracija otopljenog kisika u sustavu te veci broj okretaja rezultira ve¢om koncentracijom
otopljenog kisika. S obzirom da je kisik nuZan za biorazgradnju ugljikovodi¢nih polimera, ona
¢e biti bolja u prisustvu vece koncentracije kisika [110].

Sljedeci ¢imbenik koji je ispitivan je dodatak glukoze. Naime, u P1 kod biorazgradnje
bakterijom Bacillus subtilis, biorazgradnja je dokazana u uvjetima bez i sa glukozom, dok je
biorazgradnja primjenom bakterije Delftia acidovorans nastupila u uvjetima gdje je dodana
glukoze.

Proces biorazgradnje pracen je 1 anazom TOC, TC 1 IC vrijednosti. U P1-7, P1-15, P2-4 1
P2-11 primjecuje se rast TOC 1 TC vrijednosti u danima kada vrijednost CFU raste, §to je
potvrda biorazgradnje. Medutim, IC koncentracija detektirana je samo u P1-7, P2-4 1 P2-11 $§to
upucuje na to da je nastao CO» kao produkt biorazgradnje. Rast CFU vrijednosti uzrokovat ¢e
smanjenje koncentracije fosfata i kalija ako je doslo do biorazgradnje. Smanjenje koncentracije
fosfata primjecuje se u P1-7, P1-14, P2-4 i P2-11, dok se smanjenje koncentracije kalija
primjecuje u P1-14 i P2-4, dok u P1-7 i P2-11 koncentracija kalija varira u danima kad CFU
vrijednost rase.

Potvrda biorazgradnje provela se snimanjem 1 analize ATR-FTIR spektara Cestica PS-a 1
PVC-a prije i nakon provedbe pokusa. Rezultati pokazuju da je do blago vece razgradnje doslo

kod bakterijske kulture Delftia acidovorans u odnosu na bakterijsku kulturu Bacillus subtilis.
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Iz ATR-FTIR spektara vidi se da u P2 pokusima dolazi do ve¢eg smanjenja intenziteta pikova
kod bakterijske kulture Delftia acidovornas te nastanak novog pika na 1600 cm™! koji odgovara
karbonilnoj vezi koja je posljedica biorazgradnje.

Nadalje, ukoliko dolazi do biorazgradnje snimanjem HPLC/MS spektra moze se utvrditi
prisutnost aditiva koji se dodaju plastici kako bi se poboljsala njezina fizikalna svojstva. 1z
dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je u oba pokusa biorazgradnje PS-a 1 PVC-a
bakterijom Bacillus subtilis 1 Delftia acidovorans uocen pik koji odgovara diisooktil ftalatu,
cestom aditivu.

Ispitivanje toksi¢nosti provodilo se na bakterijskoj kulturi Vibrio fischeri. U pokusu P1,
najvecu toksi¢nost uzrokovale su Cestice PS-a svih veli€ina (<300 1 500-710 pm) 1
koncentracije 1000 mg/L te pokus u kojima je doslo do biorazgradnje (P1-7) pokazuje veéu
toksi¢nost od pokusa u kojima nije doslo do biorazgradnje. S druge strane, u pokusu P2 s
bakterijskom kulturom Delftia acidovorans Cestice PS-a 1 PVC-a imaju jednak toksicni utjecaj
na fiziolosku aktivnost Ciste bakterijske kulture Vibrio fischeri (vrijednosti EC2o 1 ECso
priblizno su sli¢ne za sve pokuse). Za razliku od bakterijske kulture Bacillus subtilis, kod
bakterijske kulture Delfita acidovorans manje EC2 1 ECso vrijednosti, to¢nije, vecu toksicnost
imaju Cestice PS-a 1 PVC-a veli¢ine 500-710 um i koncentracije 10 mg/L.

Rezultati statisticke analize eksperimentalnih podataka pokazuju da su znacajni ¢imbenici
u biorazgradnji Cestica PS-a opticka gusto¢a koja doprinosi 81,72%, dodatak glukoze uz
doprinos od 5,53 %, slijedi koncentracija MP-e od 5,22 %, broj okretaja od 4,08 % 1 pH uz
doprinos od 3,82 %. Znacajni ¢imbenici u biorazgradnji ¢estica PVC-a su opticka gustoca koja
doprinosi 94,33 % i pH doprinosi 3,14 %. Stoga, ukoliko se Cestice PS-a i PVC-a zele razgraditi
pomocu bakterije Bacillus subtilis, najveci utjecaj ¢e imati opticka gustoca. Biorazgradnji
primjenom bakterije Delftia acidovorans najvise ¢e doprinositi temperatura za razgradnju PS-
a (41,67 %) 1 PVC-a (74,31 %) dok ostali faktori ne¢e znafajno utjecati na proces
biorazgradnje.

Takoder, valja primijetiti da je koeficijent varijance (C.V. = 0,14 %) za biorazgradnju PS-
au P1 puno manji od koeficijenta varijance (C.V. = 1,61 %) za biorazgradnju PS-a u pokusu
P2 $to znaci da je varijabilnost ¢imbenika manja kod bakterijske kulture Delftia acidovorans
kod biorazgradnje PS-a. Koeficijent determinacije (R?) mjeri koliko dobro linearni regresijski
model odgovara stvarnim podacima te §to je vrijednost bliza 1, model je to¢niji [111]. Iz tablice
se zakljuCuje da model za biorazgradnju PS-a bakterijom Bacillus subtilis ima najvecu

vrijednost R? §to ga ¢ini najto¢nijim modelom.

68



6. ZAKLJUCAK

Mikroplastiku Cine Cestice veli¢ine od 1 um do 5 mm te danas gotovo ne postoji eko-sustav
u kojem se one ne pronalaze. Zahvaljujuci svojoj izdrzljivosti, niskoj cijeni,maloj tezini 1
velikoj primjenjivosti izbor je mnogih industrija Sto je rezultiralo njezinim povecanjem u
prirodi u zadnjih 50 godina. Njezina izdrzljivost i gotovo nemoguca i dugotrajna razgradnja
pruza joj veliku prednost u brojnim pogledima, medutim, u isto vrijeme, predstavlja ogroman
problem za prirodu i sustave koje se nalaze u njoj

Cilj ovog istazivanja bilo je provesti ispitivanje znacajnih ¢imbenika za biorazgradnju
polistirena i poli(vinil-klorida) bakterijom Delftia acidovorans (P2) 1 Bacillus subtilis (P1)

Na temelju logaritamskog broja rasta zivih stanica bakterijske kulture odredeno je da je do
najvece biorazgradnje doslo u pokusima P1-7 1 P1-14 za bakteriju Bacillus subtilis 1 P2-4 1 P2-
11 za bakteriju Delftia acidovorans. Usporedujuci veli¢inu Cestica MP-a moze se zakljuciti su
bakterijska kultura Bacillus subtilis 1 Delftia acidovorans jednako uspjesne u razgradnji Cestica
PS-a 1 PVC-a manjih od 300 um i €estica velic¢ine 500-710 pm. Nadalje, ve¢a koncentracija
MP-a uzrokuje bolju biorazgradnju kod obje bakterijske kulture te je biorazgradnja uspjesnija
pri uvjetima vece brzine okretaja.

Biorazgradnja ¢estica PS-a i PVC-a uspjesnija je kod vise temperature (25°C) kod Bacillus
subtilis, dok je kod bakterije Delftia acidovorans biorazgradnja uspjesnija pri niZoj temperaturi
(15°C), dok je kod obje kulture biorazgradnja uspjesnija pri pH = 6. Promatraju¢i dodatak
glukoze, u P1 kod biorazgradnje bakterijom Bacillus subtilis, biorazgradnja je dokazana u
uvjetima bez 1 sa glukozom, dok je biorazgradnja primjenom bakterije Delftia acidovorans
nastupila u uvjetima gdje je dodana glukoze.

Rast vrijednosti TOC-a pri rastu CFU vrijednosti u odnosu na pripadajuc¢e kontrolne uzorke
potvrduju biorazgradnju u pokusima P1-7, P1-14, P2-4 i P2-11 §to podupiru i rezultati IC-a.
Shodno tome, biorazgradnju u navedenim pokusima potvrduje 1 smanjenje koncentracija
fosfata 1 kalija u danima gdje CFU vrijednosti raste. Nadalje, pristutstvo ftalata, to jest, ¢esto
upotrebljivanih aditiva u plastici, dokazano je HPLC/MS analizom §to je dodatna potvrda da
je do biorazgradnje doslo u P1-7 1 P1-11.

Ispitivanje toksi¢nosti dokazalo je da Cestice PS-a i PVC-a imaju toksican utjecaj na V.
fischeri, no razina toksi¢nosti ovisi o uvjetima u kojima se provodio odredeni pokus. Nadalje,

prilikom biorazgradnje otpustaju se ftalati koji su povecali toksi¢nost filtrata.
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Rezultati statistiCcke analize eksperimentalnih podataka pokazuju da biorazgradnji Cestica
PS-a primjenom bakterije Bacillus subtilis najve¢i doprinos ima opticka gustoca (81,72 %) i
pH (3,82 %). Znacajni ¢imbenici u biorazgradnji ¢estica PVC-a bakterijom Delftia acidovorans
su opticka gustoca koja doprinosi 94,33% 1 pH-vrijednost s doprinosom od 3,14%.
Biorazgradnji primjenom bakterije Delftia acidovorans najviSe doprinosi temperatura za
razgradnju PS-a (41,67 %) 1 PVC-a (74,31 %) dok ostali faktori doprinose u puno manjem
postotku.

U konacnici, moze se zakljuciti da bakterijske kulture Bacillus subtilis 1 Delftia
acidovorans imaju sposobnost biorazgradnje cestica PS-a i PVC-a u kontroliranim uvjetima.
No, kako bi se bolje razumjeli uvjeti i doprinosi razlicitih ¢imbenika potrebno je provesti

dodatna istrazivanja.
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