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SAZETAK

Danas je Zivot bez plastike i plasti¢nih proizvoda nezamisliv zbog njihove Siroke upotrebe i
relativno lake proizvodnje, a medu najkoristenijim plastikama su polietilen (PE), polipropilen
(PP), poli(vinil-klorid) (PVC) i poli(etilen-tereftalat) (PET). Posljedica Siroke primjene
plastika je njihova akumulacija u okoliSu Sto moze izazivati negativne utjecaje na okolis, ali 1
na ljudsko zdravlje. Zbog toga se traze novi nacini uklanjanja plasti¢nog otpada iz okolisa, a
jedan nacin je i biorazgradnja. Biorazgradnja se odvija primjenom mikroorganizama koji su
sposobni enzimima razgraditi polimerni lanac plasticnih materijala. U ovome radu istrazivala
se biorazgradnja PVC mikroplastike (MP) pomoc¢u gram-pozitivne bakterijske kulture Bacillus
subtilis. Cilj je bio odrediti optimalne uvjete biorazgradnje P\VC MP. Pokus je proveden prema
full factorial dizajnu ispitujuéi tri ¢imbenika na 3 razine: pH (6, 7 i 8), broj okretaja rotacijske
tresilice (100, 150 i 200 o/min) i opticka gustoc¢a (OG) bakterijske suspenzije (0,1, 0,3 i 0,5).
Pokus je trajao mjesec dana tijekom kojih se odredivao ukupan broj zivih stanica bakterija
(CFU) te koncentracija ukupnog ugljika (TC), organskog ugljika (TOC) i anorganskog ugljika
(TIC). Nakon provedenog pokusa biorazgradnje, iz vodene faze odvojene su cestice MP-a.
Potom su cestice PVC MP okarakterizirane FTIR-ATR spektroskopijom, dok se LC-MS
analiza primijenila za ispitivanje mogucih otpustenih aditiva s PVC MP u vodenu fazu. Na
kraju je odredena i ekotoksi¢nost vodene faze primjenom morske bakterije Vibrio fischeri, kako
bi se utvrdilo nastaju li Stetni razgradni produkti biorazgradnjom PVC-a. Dobiveni rezultati
pokusa su obradeni pomoc¢u Design Expert programa uz statisticku analizu (ANOVA).
Odredeni su sljede¢i optimalni uvjeti biorazgradnje PVC MP primjenom Bacillus subtilis:
pH = 7,74, broj okretaja = 200 o/min te OG = 0,5.

Kljuéne rijeci: Mikroplastika, PVC, biorazgradnja, Bacillus subtilis, optimalni uvjeti

biorazgradnje



SUMMARY

Today life without plastic products is unimaginable because of its broad use and relatively easy
manufacturing. The most common types of plastic are polyethylene (PE), polypropylene (PP),
polyvinyl chloride (PVC) and polyethylene terephthalate (PET). A result of its widespread use
is the accumulation of plastic waste in the environment, which is not only a threat to the
environment itself, but also the health of people and animals that live there. Because of that,
new ways of removing plastic waste from the environment in an acceptable way are being
researched, and one such method is biodegradation. Biodegradation occurs when
microorganisms use their digestive enzymes to degrade the polymer chain of the plastic
material. In this thesis the biodegradation of PVC microplastic (MP) using a gram-positive
bacteria Bacillus subtilis was investigated. The goal was to determine the optimal conditions
of the biodegradation of PVC MP. The experiment design was the Full factorial design with 3
factors on 3 levels: pH (6, 7 and 8), speed of the rotary shaker (100, 150 and 200 rpm) and the
optical density (OD) of the suspension (0.1, 0.3 and 0.5). The experiment lasted 30 days during
which the number of colony forming units (CFU), concentration of total carbon (TC), organic
carbon (TOC) and inorganic carbon (TIC) were determined. After 30 days solid MPs were
separated from the liquid phase using membrane filtration. After that the P\VVC MP was analysed
using FTIR-ATR spectroscopy, while LC-MS was used to determine if any additives were
released from the PVC MP into the liquid phase. Finally, the toxicity of the liquid phase was
determined using the marine bacteria Vibrio fischeri, to determine if any harmful products of
biodegradation of PVC were present. The results were analysed using the program Design
Expert with the analysis of variance (ANOVA). The optimal conditions for the biodegradation
of PVC MP using Bacillus subtilis were: pH = 7,74, speed rotary shaker = 200 rpm and OD =
0,5.

Key words: Microplastics, PVC, biodegradation, Bacillus subtilis, optimal conditions for

biodegradation
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1. UVOD

Plasti¢ni materijali postali SU neizostavan dio suvremenog drusStva i imaju brojne primjene u
razli¢itim sektorima kao S$to su gradevina, ambalaza, medicina i slicno [1]. Masovna
proizvodnja plastike pocinje jo§ 1950-ih godina nakon Drugog svjetskog rata i od tada se
smatra da je proizvedeno nekoliko milijardi tona plastike [2]. Zbog tako Siroke primjene i
proizvodnje plasticnog materijala neki smatraju da smo u polimernom ili plasticnom dobu.
Medutim, velika upotreba plastike dovodi do znacajne akumulacije otpada $to predstavlja
izazov za okoli§. Otpornost plastike na razgradnju je dobro poznata, Sto za posljedicu ima
veliku koli¢inu otpada koji se nagomilava u prirodi [3]. Poznato je da nekoliko tona plastike
godisnje zavrsi u moru kao posljedica nepravilno zbrinutog plasti¢nog otpada gdje se onda
akumulira u vodenom okoli$u [4]. Jedan od najkoriStenijih plasti¢nih materijala je poli(vinil-
klorid) (PVC). PVC je popularan zbog svoje izdrzljivosti, fleksibilnosti i raznovrsnih primjena,
ali istovremeno predstavlja znacajan izazov za odrzivost i o¢uvanje okolisa. PVC je poznat po
visokom udjelu aditiva koji se dodaju pri proizvodnji gdje odredene vrste PVC-a mogu imati
udio aditiva od ¢ak 70% svoje mase. Spomenuta veca koli¢ina aditiva te njegova otpornost na
prirodnu razgradnju €ini ga posebno problemati¢nim jer plastika nakon upotrebe Cesto zavrsava
kao otpad u prirodi, one¢is¢ujuci ekosustave i ugrozavajuéi zdravlje okolisa [2,5].

Veca koli¢ina nakupljenog plasticnog otpada u okoliSu moze dovesti do fragmentacije i
nastanka plasti¢nih ¢estica manjih od 5 mm, tj. nastaju mikroplastike. Osim fragmentacijom,
plastika se moze i proizvoditi u veli¢inama manjim od 5 mm za primjenu u razli¢itim
proizvodima [6]. Ovaj rastu¢i problem plasticnog otpada zahtijeva nalazenje novih
prihvatljivin pristupa rjesavanja problematike kako bi se pronasla rjeSenja za smanjenje
negativnog utjecaja na okoliS. Jedan od nacina je moguca primjena biorazgradnje plasti¢nih
materijala. Biorazgradnja se odnosi na proces razgradnje organskih materijala primjenom
probavnih enzima mikroorganizama. To je potencijalno obecavajuéi pristup koji bi mogao
ponuditi odrzivo rjeSenje za smanjenje akumulacije plasti¢nog otpada i zastitu okolisa [3, 7].
U ovom radu ispitivala se biorazgradnja MP PVC-a pomoc¢u gram pozitivne bakterije Bacilus
subtilis i optimalni uvjeti razgradnje za 3 ispitana Cimbenika: brzina okretaja rotacijske
mijesalice, pH 1 opticka gustoca (OG), na 3 razine. Pokus je dizajniran prema punom
faktorskom planu, a dobiveni podatci su analizirani analizom varijance (ANOVA). Pokus je
trajao 30 dana pri ¢emu se odredivao broj zivih stanica (CFU) u 0., 3., 7., 14., 21., i 30. danu
pokusa, a tada se takoder izuzimao uzorak za TOC i LC-MS analizu. Nakon dobivanja

optimalnih uvjeta za tako proveden pokus snimio se FTIR spektar u usporedbi s plastikom koja



nije podvrgnuta biorazgradnji te LC-MS za analizu otpusenih aditiva pri razgradnji. Osim toga
se mjerenjem koncentracije organskog (TOC), anorganskog (TIC) i ukupnog ugljika (TC)
pratio tijek biorazgradnje. Konac¢no odredila se i ekotoksi¢nost produkta biorazgradnje
primjenom morske baterije Vibrio fischeri.

Rezultati istrazivanja su ukazali da su optimalni uvjeti biorazgradnje PVC-a s bakterijskom
kulturom Bacillus subtilis: pH = 7,74, broj okretaja = 200 o/min i OG = 0,5. Rezultati FTIR i
TOC analize potvrduju nastanak produkta razgradnje te je prisustvo odredenih aditiva utvrdeno
LC-MS analizom. Rezultatima testa ekotoksi¢nosti izrazenima kao ECso i EC2o Vvrijednosti

utvrdena je toksi¢nost vodene faze nakon provodenja procesa biorazgradnje.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Polimeri

U danasnje vrijeme osim materijala kao Sto su zeljezo i Celik, sve viSe se koriste 1 polimerni
materijali. Od polimernih materijala najveéu primjenu nalazi plastika s globalnom
proizvodnjom od skoro 400 milijuna tona godisnje [1], te se procjenjuje da je izmedu 1950. i
2017. godine proizvedeno oko 9,2 milijarde tona plastike [2]. Rije¢ polimer potjece od grcke
rije¢i poli koja zna¢i mnogo i meros koja znaci dio. Polimeri su makromolekule koje se sastoje
od kovalentno povezanih monomernih jedinica i karakterizirane su visokom molekulskom
masom. Broj ponavljaju¢ih jedinica, tj. broj monomera nije definiran i polimer se moze
sastojati od nekoliko stotina do nekoliko tisu¢a monomernih jedinica, stoga molekulska tezina
polimera moze biti u rasponu od tisu¢u do nekoliko stotina tisu¢a grama po molu. Zato se uvodi
stupanj polimerizacije (DP) koji ozna¢ava broj ponavljajuéih jedinica u molekuli polimera [8].
Reakcije nastanka polimera spajanjem monomernih jedinica zovemo polimerizacija.
Polimerizacija se moze po mehanizmu dijeliti na stupnjevite i lan¢ane reakcije, pri ¢emu se
stupnjevite reakcije temelje na karakteristicnim reakcijama funkcionalnih skupina, dok se
lan¢ane reakcije temelje na radikalima i inicijatorima [9]. Zbog velikog broja razli¢itih
polimera postoje razne podjele polimernih materijala. Neke uobicajene podjele su prema
podrijetlu (prirodni i sintetski), prema obliku (linearni, razgranati, umrezeni...), prema vrsti
ponavljajuce jedinice (homopolimeri s jednom vrstom ponavljajuce jedinice 1 kopolimeri s vise
vrsta monomera) i prema primjeni. Vazna podjela je i prema fizikalno-mehanickim svojstvima
na plastomere, duromere i elastomere. Plastomeri (ili termoplasti) mogu se taliti nekoliko puta
jer se njihova kemijska svojstva ne mijenjaju od temperature staklastog prijelaza do talista.
Zbog toga krajnje oblikovanje plastomera provodi se taljenjem i ima moguénost recikliranja.
Za razliku od plastomera, duromeri (ili termoseti) nemaju moguc¢nost taljenja nakon procesa
sinteze kondenzacijskom polimerizacijom. Karakteristicno za njih je da se oblikovanje odvija
istovremeno kao i reakcija sinteze, pa se oblikuju u kalupu. Osim toga karakterizira ih
nemogucnost recikliranja taljenjem. Elastomeri su materijali karakterizirani elasti¢nim
svojstvima. Elasti¢nost je sposobnost materijala da se vrati u prvobitni oblik nakon uklanjanja
odredenih vanjskih sila, tako da se materijal trajno ne deformira, kao sto je slucaj kod

plastomera i duromera [9,10]. Pojednostavljena shema bitnijih podjela dana je na slici 2.1.
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Slika 2.1. Prikaz podjele polimera prema podrijetlu i fizikalno-mehani¢kim svojstvima

Sintetski polimeri imaju jos$ i bitnu podjelu prema izvoru ugljika za sintezu, i prema tome se
dijele na polimere dobivene iz obnovljivih izvora energije (biobased) i polimere dobivene iz
neobnovljivih izvora energije (fossil based). Biobased polimeri karakterizirani su time da je
izvor ugljika za ove polimere podrijetlom iz biomase, ali nisu svi takvi polimeri biorazgradivi.
Razlog tome je Sto su takvi polimeri kemijski identi¢ni onima Sto se proizvode od fosilnih
goriva kao izvora ugljika. Dobar primjer su PET boce napravljene na bioloskoj bazi koje je
uvela Coca-Cola 2015. godine, no iako su na bioloskoj bazi boce nisu biorazgradive [2]. Fossil
based polimeri svoj izvor ugljika dobivaju iz fosilnih goriva. Takvi polimeri ¢esto nisu
biorazgradivi, iako postoje i takve plastike koje se mogu biorazgraditi poput polikaprolaktona
(PCL) ili poli(butirat-adipat- tereftalat) (PBAT) [2, 11].

2.2. Plastika

Zahvaljujuci Sirokom rasponu upotrebe, plastika je danas nezamjenjiva u mnogim podrucjima
1 daje znaCajan doprinos razvoju novih materijala. Plastike su poliplasti, tj. podlozni su
plasti¢noj deformaciji. Zbog svojih prakti¢nih svojstava i jednostavnosti izrade, plastika se
koristi u raznim industrijama kao za ambalazu, u kucanstvima za Citav niz razli¢itih proizvoda,
posuda, vrecica i drugo [8]. Plastika je ustvari zbirno ime za sintetske polimere iako nisu svi
sintetski polimeri plasti¢ni materijali [1]. Svojstva plastike, kao i svih polimernih materijala,
ovisi o0 ponavljaju¢oj monomernoj jedinici te razgranatosti i1 veliCini polimernog lanca. Prema
tomu razlikujemo razne vrste plasti¢nih materijala. Neki od najkoristenijih vrsta plastike su:

poli(vinil-klorid) (PVC) , polietilen (PE), polistiren (PS), polipropilen (PP), poliuretan (PUR)



i poli(etilen-tereftalat) (PET), a od tih najtrazeniji su PE, PP i PVC prema Europskoj potraznji
plastika [10, 12]. Strukture navedenih plastika bazirane su na ugljikovodi¢nom lancu.
Najjednostavnija takva polimerna struktura je od PE, lanac ugljikovih atoma s dva vezana
vodika, no moze na sebe imati vezan drugi etilenski lanac, takav razgranati lanac naziva se
polietilen niske gustoce ili LDPE. Suprotno od toga potpuno linearni lanac polietilena zove se
polietilen visoke gustoce ili HDPE. Ponavljajuce jedinice PE, PP, PVC, PS i PET-a dani su u
slici 2.2. [10]

I
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Slika 2.2. Ponavljajuce jedinice Cesto koristenih plastika

Znacajan dio proizvedene plasti¢ne mase koristi se za izradu plasticne ambalaze, koja ¢ini
gotovo 26% ukupne godisnje svjetske proizvodnje plastike [13]. U Europi, specifi¢no u 2015.
godini, ¢ak 59% proizvedene plastike utroSeno je za takvu vrstu ambalaze [14]. Prikaz
koriStene plastike dan je na slici 2.3. Bitno je napomenuti da se vecina plasti¢nih materijala ne
smatra biorazgradivim, tj. enzimi mikroorganizama ne mogu prevesti polimerne lance do
konac¢nih produkata razgradnje [8]. Iako je primjena plasti¢nih materijala postala nezamjenjiva
zbog odli¢nih svojstava takvih proizvoda, ipak postoje nedostaci. Jedan od veéih nedostataka
plastike je neadekvatno zbrinjavanje plasti¢nog otpada; procijenjeno je da 5 — 13 tona plastike
zavrSi u moru svake godine [9]. SreCom zbog sve vece svijesti negativnih utjecaja takvog
otpada na okoli§ razvijaju se nove strategije za zbrinjavanje otpada. Trenutno se u Europi od
26 milijuna tona prikupljenog plasticnog otpada reciklira 30 %, 31 % zavr$i u raznim

odlagalistima i 39 % se spaljuje [13,14]. No Europska komisija je 18.1.2018. godine prihvatila



strategiju za plastiku u kruznoj ekonomiji (European Strategy for Plastics in a Circular
Economy), ¢ija je namjena transformirati nadin na koji se proizvodi, koristi, ali i odlaze
plasti¢ni otpad. Medu veéim ciljevima takve politike je da se do 2030. godine svu plasti¢nu

ambalazu moze reciklirati ili ponovno koristiti, te da 50 % svog plasticnog otpada bude

reciklirano [13,15].

B Ambalaza

B Automobilska industrija
Gradevina
Poljoprivreda

H Ostalo

M Elektronika

W Kuéanstvo

Slika 2.3. Upotreba plastike u Europi 2015. godine [14]

2.2.1. Proizvodnja plasti¢nog materijala

Proizvodnja polimernih materijala zabiljezena je ve¢ sredinom 19. stoljeCa kada su
znanstvenici sintetizirali prirodne polimere poput celuloze, a prvi sintetski polimer (bakelit)
dobiven je 1907. Proizvodnja moderne plastike pocela je 1920-ih godina kada je prvi put
sintetiziran PVC, i1 nedugo nakon usavrSen aditivima u proizvodnji kako bi postao koristan
materijal [2]. Tako su ve¢ tada proizvedene velike koli¢ine plastike i plasticne ambalaze, za
pocetnu tocku masovne proizvodnje uzimaju se tek 1950-te, kada se ta proizvodnja prebacila s
vojnih potreba tijekom Drugog svjetskog rata na civilne potrebe i proizvode [16]. Moderna
proizvodnja plasti¢nih materijala koristi velik broj aditiva i kopolimera tijekom procesa te su
sami procesi i parametri sinteze prilagodeni za svaku vrstu plastike radi optimiziranja procesa
[17]. Pri proizvodnji plasticnih materijala bitna je njihova podjela na termoplaste i termosete
zbog pravilnog ponaSanja pri poviSenim temperaturama. Neke od znacajnih metoda
proizvodnje plastike su istiskivanje pomocu ekstrudera (prikazan na slici 2.4.) ili ekstrudiranje,
injekcijsko preSanje ili injection molding, preSanje uspuhivanjem ili blow molding i 3D

printanje plastike [16-18]. Ekstrudiranje je proces gdje se rastaljena plastika istiskuje kroz otvor



na ekstruderu, gdje je oblik otvora presjek kona¢nog oblika. Tipi¢an proces sastoji se od 4
koraka: plastika se zagrijava te se gura kroz utor u ekstruderu, plastika se istiskuje kroz otvor
zeljenog oblika, zatim se hladi nakon ekstrudiranja i reze po Zeljenoj veli¢ini ili masi. Ovaj

proces pogodan je za sintezu raznih pipa, plasti¢nih filmova i sli¢nih proizvoda [18, 19].

Slika 2.4. Ekstruder [16]

Injekcijsko presanje je proces koji se bazira na injektiranju vruce smjese plastike u kalup
zeljenog oblika i jedna je od najvise primjenjivanih metoda dobivanja plasti¢nih dijelova.
Prednost ovog procesa naspram ekstrudiranja je §to ovaj proces moze biti Sarzni, a ne
kontinuirani. Proces se sastoji od 5 koraka: priprema kalupa, zagrijavanje i ekstrudiranje
plastike, oblikovanje istisnute plastike u kalupu, hladenje plastike u kalupu dok nije dovoljno
Cvrsta da zadrzi oblik za vadenje iz kalupa te uredivanje konacnog proizvoda (ukoliko je
potrebno). Zbog koristenog kalupa, geometrija kona¢nog proizvoda vrlo je precizna §to je
velika prednost ove metode, no manjak je relativno visoka cijena potrebnih alata [18, 19].
PreSanje uspuhivanjem je proces za proizvodnju Supljih plasticnih proizvoda tako da se u
kalupu oblikuje plasti¢a preforma pomocu vruceg zraka. Najpoznatiji primjer ove proizvodnje
je proizvodnja PET boca. Proces se sastoji od 3 koraka: priprema kalupa i Suplje preforme od
plastike, koristenje vruéeg zraka dok se preforma ne prosiri i poprimi oblik kalupa, te hladenje
proizvoda dok ne o¢vrsne nakon ¢ega slijedi uklanjanje s kalupa. Ova metoda ima znatno blaze
uvjete rada nego injektiranje i stoga je primjetno jeftinija, ali je ograni¢ena na termoplaste radi
potrebe da se proizvod termicki obradi bez taljenja [18, 19].

3D printanje je metoda gdje posebni printeri izravno izraduju 3D dijelove od Zeljenog
materijala. lako se mogu dobiti vrlo precizni proizvodi, metoda radi relativno sporog procesa

nije isplativa za masovnu proizvodnju s danasnjom tehnologijom [18, 19].



Proizvodnjom plastike nastaje znacajna koli¢ina Stetnih plinova zbog koriStene sirovine (
najéeSce je rije¢ o fosilnim gorivima). U novije doba proizvodi se plastika dobivena iz
obnovljivih izvora energije, no koli¢ina potrebne biomase za takvu proizvodnju ¢ini takav
proces trenutno neisplativim [17].

Spomenuto je da se u izradi plasti¢nih materijala koriste razni aditivi. Cilj dodatka aditiva jest
poboljsati mehanicka, fizicka, ali i bioloska svojstva plastike. Tako se aditivi dodani u plastiku
mogu dodatno podijeliti na pojacavajuéa vlakna, punila i sredstva za spajanje (koje se jo§ mogu
podijeliti na plastifikatore, stabilizatore i razne retardante) [20]. Najces¢i aditivi koji se dodaju

su ftalati koji sluze kao plastifikatori [20].

2.2.2. Poli(vinil-klorid)

PVC je prva moderna plastika sintetizirana u 20. stoljecu. Strukturu PVVC-a ¢ini vinilni lanac
na kojem je na svakom drugom ugljikovom atomu jedan vodik zamijenjen atomom klora.
Ponavljajuca jedinica prikazana je u slici 2.2. te se taj monomer zove vinil-klorid [2, 10]. Svoju
primjenu PVC je najvise nasao u gradevini, gdje ¢ini 42 % plasti¢nih proizvoda koristenih u
tom sektoru te 69 % ukupnog proizvedenog PVC-a. Cesti proizvodi od PVC-a ukljuéuju i pipe,
cijevi, izolaciju za kablove, prozore te stolariju [2]. Primjer jedne PVC cijevi dan je na slici
2.5. U 2018. godini proizvedeno je 44,3 milijuna tona PVC-a te je procijenjeno da ¢e se do

2025. godine proizvoditi i do 60 milijuna tona godisnje [21].

Slika 2.5. Primjer PVC cijevi [22]

PVC je u izvornom obliku vrlo krhki materijal bijele boje s relativno nepovoljnim svojstvima,
zbog Cega je potreban dodatak aditiva pri sintezi, a sam PVC je sintetski polimer koji ima
najvecu koli¢inu aditiva dodanu pri sintezi (¢ak do 70 % mase) [23]. Zbog klora u svojoj
strukturi jedan od produkata razgradnje PVC-a je i klorovodi¢na kiselina (HCI), uz uobi¢ajene

produkte poput vode i ugljikovog dioksida [23, 24]. PVC ima relativno visoku ¢vrstocu, a to



svojstvo proporcionalno je molekulskoj masi polimernog lanca. Bez aditiva ima dobru
otpornost na kemijske agense, a nesto slabiju s dodatkom aditiva, no i dalje je otporan na velik
broj baza, kiselina i soli. Uz to pokazuje dobru otpornost na lipide i alkohole §to znaci da ima
relativno dobar otpor korozijskom djelovanju kanalizacije i pogodan je materijal za cijevi u
takvom sustavu. Nema dobru temperaturnu stabilnost bez dodatka aditiva. Radna temperatura
mu je do 60 °C, iznad te temperature nastaje HCI, mijenja se bijela boja u Zutu ili smede-zutu
I razvija se ostri miris. lako pokazuje dobra izolacijska svojstva, ona su ipak inferiorna naspram
nekih drugih plasti¢nih materijala zbog polarnosti vinil-kloridne skupine. Gusto¢a PVC-a visa
je od vode i on bi u vodi potonuo [24 ,25]. Postoje dvije varijacije PVC-a koje se ¢esto koriste,
rigidni ili kruti i savitljivi. Kruti PVC ima ne$to veéu gustocu i évrstocu te znatno veéi modul
elasti¢nosti 1 koristi se za gradevinu, prozore, vrata i pipe. Fleksibilni PVC koristi se za
izolaciju te za izradu umjetne koze, zavjesa za tus, vinilne ploce i sli¢cno [24]. PVC je zbog
njegove strukture moguce sintetizirati i adicijskom tj. radikalskom reakcijom i stupnjevitim
reakcijama, a moguca je (iako nepogodna) i ionska polimerizacija. lako su obje moguce za
proizvodnju PVC-a, pogodnija je adicijska polimerizacija s kori§tenjem inicijatora, najcescée u

obliku peroksida. Primjer jedne adicijske reakcijske sheme dan je naslici 2.6. [25].

Gl Cl
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Slika 2.6. Primjer adicijske reakcije dobivanja PVC-a.

Bitno je napomenuti da je na slici 2.6. prikazana sinteza Cistog PVC-a, te da su u realnim
sintezama prisutni medukoraci dodatka aditiva i mogucéa je kopolimerizacija s drugim

polimerima za poboljSanje svojstava kona¢nog materijala [25].

2.3. Mikroplastika
Kako se plastika zbog svojih dobrih svojstava i niske cijene proizvodnje sve vise koristi, tako
je 1 njezino nepravilno odlaganje postao sve veéi problem. Jedna od posljedica takvog

odlaganja je velika koli¢ina plastike koja zavrsi u okolisu i koja pod utjecajem okolisnih uvjeta



10

moze degradirati na mikro i nanoplastiku. Mikroplastika (MP) je naziv za Cestice plastike ¢iji
je najveéi promjer manji od 5 mm [6].

MP se moze na¢i u mnogo oblika kao $to su vlakna, filmovi, pjene i sli¢no, ali osim razlike u
obliku razlikujemo ju i po kemijskom sastavu. Najces¢e vrste MP-a su analogne plasti¢énim
materijalima: PE, PP, PVC, PET i PS. Za mikrovlakna prica je nesto drukéija. Mikrovlakna su
male Cestice vlakana koja se otpustaju iz tekstila i odjece tijekom pranja. Ovdje najveéi udio
imaju poliesteri tj. poliesterska vlakna, zatim najviSe ima pamuka, no kako je pamuk prirodni
I biorazgradivi polimer on nije Stetan za okolis, te neSto manje ima poliakrila i poliamida [6].

MP moze nastati pri raznim uvjetima i njihova akumulacija u prirodi moze imati mnoge Stetne

vvvvv

2.3.1. Vrste mikroplastike

MP mozemo podijeliti i prema izvoru nastajanja na primarne i sekundarne MP. Primarne MP
su Cestice plastike koje su namjerno proizvedene. Primarna MP se naj¢e$¢e nalazi u
kozmeti¢kim proizvodima poput krema za suncanje, Sampona, pasti za zube, krema za
depilaciju 1 sli¢no. Prikaz izolirane MP iz takvih proizvoda dan je na slici 2.7.. Osim u
kozmetickoj industriji ¢esto se primjenjuju i kao abrazivi u raznim sredstvima za ¢is¢enje ili
¢ak u pjeskarenju pri micanju slojeva boje ili lakova s metalnih povrsina [26, 28]. Najcesce

primarne MP su PE, poli(metil-metakrilat) (PMMA), PET, PP i najlon (PA)[6].

Slika 2.7. Mikroplastike izolirane iz kozmetickih proizvoda. [6]

Sekundarne MP definiraju se kao Cestice nastale fragmentacijom makroplastike do veli¢ine
manje od 5 mm (slika 2.8.). Bitno je spomenuti da su mikrovlakna ustvari vrsta sekundarne
MP koja nastaje tijekom pranja tekstilnih proizvoda. Smatra se da je najvise MP u okoliSu

ustvari sekundarna, dok je primarna MP bila viSe prisutna izmedu 1970-ih i 1990-ih godina
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[29]. Smatra se da je glavni razlog nastanka sekundarnih MP iz makroplastike starenje
polimernih materijala dovoljno dugo dok ne postanu podlozni procesu fragmentacije, gdje su
glavni faktori starenja visoke temperature i UV zraCenje. Dijagram koji prikazuje udio

najces¢ih sekundarnih MP dan je na slici 2.9. [31].

Polimer

C
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. Kemijski
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Slika 2.8. Shematski prikaz procesa fragmentacije

m PE
mPP
m PVC
PET
H PS

B Ostale

Slika 2.9. Najcesce vrste sekundarne MP [31]

Pranjem odjece velika koli¢ina mikrovlakana se ispusta u kanalizaciju 1 zato im je najveca
koncentracija blizu odljeva kanalizacije. Samo jednim pranjem ispusta se nekoliko stotina
tisu¢a mikrovlakana, a najvise MP-a ispusta odje¢a od PA, gdje jedno pranje od 6 kg odjece
ispusta ¢ak 700 000 mikrovlakna. Mikrovlakna se iz vode mogu relativno u¢inkovito ukloniti
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primarnom i sekundarnom obradom vode, no i tada se u otpadnim vodama nalazi visoka
koncentracija mikrovlakana [6, 30]. Procijenjeno je da 20 - 35 % MP u vodenom okoli$u dolazi

od sintetskih materijala u odje¢i, a ¢ak do 85% tih MP ¢ine ba§ mikrovlakna [32].
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Slika 2.10. Fotografija sintetskih mikrovlakana [6]

2.3.2. Podrijetlo i sudbina mikroplastike u okolisu

Spomenuto je da jedan od glavnih izvora MP u vodenom okolisu predstavlja otpadna voda od
pranja tekstilnih proizvoda te od kozmetickih proizvoda. Jo§ jedan velik izvor MP je i Cvrsti
otpad. Primjerice, na odlagalistima otpada zavrsi do 40 % plasti¢nog otpada. Taj plasti¢ni otpad
moze se fragmentirati u sekundarnu MP te je utvrdeno da nastaje 20000 — 90000 cestica MP
po kg otpada [33]. To predstavlja problem ne samo zbog onecis¢enja odlagalista, nego je
utvrdena prisutnost MP u vodama u blizini odlagaliSta, a posljedi¢no i sedimentu te vodenim
organizmima u tim vodama, $to znaci da samo odlagali$te sluzi kao izvor MP za bliznji okoli§
[33]. Spomenulo se da u moru godi$nje zavrsi nekoliko tona plastike, a velika koli¢ina toga su
i MP. Glavni izvori MP u vodenom okolisu su razne industrije koje ispustaju takve Cestice u
otpadnim vodama ili indirektno nepravilnim odlaganjem plasti¢nog otpada. Osim industrije
velika koli¢ina MP u moru zavrsi i zbog turizma, pa krajevi koja su veca turisticka sredista
imaju veéi rizik onecis¢enja plastikom [28]. U vodenom okolisu MP ¢e, ovisno o vrsti
polimera, ili plutati na povr$ini vode ako je rije¢ o plastikama s gustoom manjom od vode, ili
¢e potonuti na dno ako im je gustoca veca od gustoce vode. Za MP koja pluta na vodi vjeruje
se da se uobi¢ajeni mehanizmi starenja i razgradnje odvijaju uz djelovanje faktora poput UV
zraka i temperature, no za MP koja tone je mehanizam razgradnje nesto manje poznat buduci
da voda ublazava neke od tih faktora. U dubinama su najvjerojatniji mehanizmi mehanicke
razgradnje u sedimentu uslijed djelovanja valova i morskih struja. Ponasanje tako nastalih ili

degradiranih MP nije lako predvidjeti, ali je njihov ucinak i dalje bitno pratiti [31]. Nazalost,
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znacajna koli¢ina MP u vodama zavrsi kao hrana za Zivotinje, ali i u prirodnoj soli koju ljudi
dobivaju iz mora. U tablici 2.1. dan je pregled koliko i koje vrste MP su pronadene u tim

proizvodima [33].

Tablica 2.1. Prehrambeni proizvodi s pronadenim MP-om [33]

Preradene soli

Vrsta proizvoda Koli¢ina MP Vrsta MP
Morske ribe ‘ 0-15 cestica po proizvodu PET, PP, PVC, PA, PS, PE
Dagnje | 2,7-3,7 &estica po proizvodu PET, PUR, polieteri
Kamenice \ 1,4-7 Cestica po proizvodu PET, PP, PE, PS, PVC, PA
Prirodne soli 7-681 cCestica po kg PET, PES, PE, PP

1-10 Cestica po kg PE, PET, PS, poliakrilonitril

U sedimentu prisutnost MP-a usko je povezana s ljudskim djelovanjem, gdje je veca koli¢ina
MP-a karakteristi¢na za razvijena podrucja [34]. Osim u vodenom okoli$u prisutnost MP-a
vidljiva je i u tlu. MP u tlo dospijeva veé¢inom antropogenim utjecajem, tj. preko proizvoda i
industrija koje se bave obradom tla ili odlaganjem nepravilno zbrinutog plasti¢nog otpada.
Jednom kada se MP nade u tlu moguce je da prirodnim procesima migrira kroz tlo, bilo putem
ve¢ formiranih pora u tlu ili djelovanjem zivih bica (prolazak kroz probavu manjih Zivotinja).
Utjecaj MP-a na tlo definirano je s vise faktora, medu kojima je i vrsta MP koja se u tom tlu
nalazi, pa zbog toga njihov utjecaj nije uvijek lako predvidjeti [35].

Najvise istrazivanja o MP-u u okolisu provedeno je za vodeni i terestijalni okolis, a nedavno
su intenzivna istrazivanja zapocela i u atmosferi. Znac¢ajna koli¢ina MP-a nadena je u atmosferi,
a pretezito je rije¢ o mikrovlaknima [36]. Vec¢ina MP u atmosferi prevelika je da dode izravno
do pluca, no i dalje se mogu nakupiti u gornjim diSnim putevima zbog kontinuiranog udisanja.
Bitno je rec¢i da samo 29 % od pronadenih mikrovlakana u atmosferu se smatra da potjecu iz
plastike, te je veci dio i tih vlakana prirodnog podrijetla poput celuloze. Zbog malog broja
istrazivanja tesko je donijeti zakljuc¢ak o Stetnom utjecaju MP u atmosferi, no bitno je pratiti

stanje onecis¢enja atmosfere s MP kako bi bilo moguée pravovremeno reagirati [36].

2.4. Utjecaj mikroplastike na okolis

Kako se sve vise MP okuplja u okoliSu bitno je znati i kako utjece na njega. Jedan od nacina
kako MP moze negativno djelovati na okolis je svojom razgradnjom, gdje moze otpustati Stetne
nusprodukte reakcije razgradnje ili razne aditive dodane pri izradi plastike [37]. Jo§ jedna
njihove velike aktivne povrSine. Velika aktivna povrSina posljedica je njihovog malog

volumena, budu¢i da je sama aktivna povrSina omjer povrSine i volumena materijala.
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Posljedi¢éno MP mogu adsorbirati na povrSinu veéu koli¢inu tvari medu kojima su i spojevi koji
posjeduju kisik u strukturi. Takvi spojevi mogu promijeniti polarnost i hidrofobnost povrsine
MP. Druk¢ija svojstva nadena su kod MP koja je prosla proces starenja zbog promjene svoje
veli¢ine 1 boje [27]. Zbog svoje male veli¢ine, starene MP mogu ingestirati i manji organizmi
poput raznih nematoda i li¢inki [38], a zbog promjene u boji u prehranu ih mogu unijeti i razni
predatori koji love na temelju boje plijena [39]. Jednom uneseni u organizam MP moze izazvati
razne smetnje u organizmu poput upala, sto je pogotovo izrazeno kod MP koje stvaraju Stetne
produkte pri razgradnji ili koje ispustaju vecu koli¢inu aditiva (PS, PVC i PE) [27]. No MP
moze biti Stetna 1 kao inertni materijal u organizmu zbog toga Sto se nakuplja u Zivim
organizmima, a ta pojava naziva se bioakumulacija. Vece zivotinje mogu pojesti organizme s
akumuliranom plastikom i tako uvesti MP u hranidbeni lanac. Jednom unesena u hranidbeni
lanac MP moze rasti u koli¢ini §to je organizam viSe u tom lancu, ta pojava naziva se
biomagnifikacija. Covjek takoder moZe pojesti Zivotinje u kojima se akumulirala plastika i tako
unijeti MP i u svoj organizam [40].

Jo§ jedan poznati u¢inak MP je Sirenje invazivnih vrsti. Na povr§ini MP mogu¢ je nastanak
biofilma na koji se nastanjuju mikroorganizmi iz te okoline. MP s tako formiranim biofilmom
se §iri, bilo morskim strujama ili antropogenim putevima na brodovima, te tako moze do¢i do
okoline gdje to nije uobi¢ajen mikroorganizam nego invazivna vrsta i mogu uzrokovati bolesti
ukoliko su patogene [41]. Veci broj istrazivanja proveden je na raznim biljnim i zivotinjskim
organizmima. Primjer jednog ispitivanja na biljnim organizmima je istrazivanje utjecaja
nanoplastika (NP) PS-a na algama roda Chlorella i Scenedesmus od Bhattacharya i suradnika
[42]. Istrazivanje se provelo tako da se na celuloznom filmu stanice alga dovode u kontakt s
NP PS. PS se adsorbirao na celulozni film te se onda testovima pratilo kako utjece na stanice
algi. Jedan nacin na koji se ispitivao utjecaj NP bio je prac¢enje koli¢ine potroSenog CO2 kako
bi se dobio uvid u fotosintetsku aktivnost alge. Test je pokazao da se smanjila koli¢ina
potroSenog CO2 §to upucuje na smanjenje fotosinteze kod ispitivanih algi. Pretpostavlja se da
je negativan efekt PS-a na fotosintezu djelomi¢no zbog toga $to zasjenjuje fotosintetske centre
u stanici alge i time smeta pri apsorpciji svjetlosti, ali i stvara prepreke pri putovanju nutrijenta.
Osim troSenja COz2 pratio se nastanak reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) koji u vecoj koli¢ini
nastaju kada se smanjuje fotosinteza u biljkama. Nadena je vec¢a koli¢ina takvih spojeva u svim
ispitivanim algama nakon adsorpcije NP PS-a. Veca koli¢ina ROS-a uz smanjeno trosenje CO>
dovodi do zakljucka da je prisutnost PS-a imalo negativan utjecaj na ispitivane alge, Sto se
najvise moglo uociti kao smanjenje ucinkovitosti fotosinteze [42]. Na zivotinjski organizam

bitno istrazivanje proveli su Lu i suradnici koji su ispitivali utjecaj MP PS-a na miSevima.
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Istrazivanje je provedeno na muzjacima oralnim unoSenjem MP, a samo istrazivanje trajalo je
5 tjedana. Kroz to vrijeme u miSevima je uo¢eno smanjenje ukupne mase te mase jetre i lipida
kod svih miSeva, neovisno o veli¢ini MP. Uz to uocene su znacajne promjene u probavnim
sustavima miSeva. Kod svih ispitanih organizama primijetilo se smanjeno lucenje zastitne sluzi
u zelucu. Utjecaj se uocio 1 na mikrobnoj ravnotezi u probavnom sustavu, gdje se pracenjem
rRNA bakterija primjecuje razlika na 6 - 8 bakterijskih vrsta probavnog sustava ovisno o
veli¢ini unesene MP. Osim toga uocio se poremecaj u sintezi masnog tkiva i deficit triglicerida
i kolesterola Sto sve upucéuje na negativan utjecaj MP na miSeve. MiSevi su inace ¢esti modelni
organizam pri istrazivanjima utjecaja tvari na sisavce i zapazeni rezultati ovog istraZivanja
pokazuju moguénost znacajnih negativnih utjecaja MP na Zivotinje [43]. Pregled ovih, ali i jo§

nekih znacajnih istrazivanja na utjecaj MP na Ziva bica dan je u tablici 2.2. [37]

Tablica 2.2. Utjecaj MP-a na razne organizme [37]

Organizam Ucinak Veli¢ina MP /um
Daphnia magna Imobilizacija (PE) 1
Misevi Poremecaj mikroba u 0,5-50
probavnom sustavu, smanjenje
mase
Ptice (Prugasti zovoj) Nakupljanje u organizmu, -
mehanicka Steta gutanjem
Ribe (razne) Ekspresija imunog gena 0,2-20
Sporije plivanje 1-5
Steta na mozgu i poremeéaj 0,052-0,33
ponasanja
Alge (Chlorella, Smanjena sposobnost 0,020
Scenedesmus, fotosinteze
Obliquus)
Bakterija (Halomonas Inhibira rast (NP) 0,05-0,055
alkaliphila) Prekida ekolosku funkciju 1

Prisutnost MP-a moze drasti¢no utjecati na strukturu, svojstva i sastav tla te bioraznolikost u
tlu. Cestice plastika mogu se ugraditi u strukturu preko agregata tla i tako utjecati na neka
njegova svojstva. Nadeno je da tako integrirana vlakna poliestera znacajno povecavaju
sposobnost tla da zadrzava vodu, no neke druge MP-a poput PA i PE nisu pridonosili zna¢ajnoj
promjeni u sposobnosti tla da zadrzi vodu. Takve promjene u dinamici vode u tlu moze izazvati
promjene u ucinkovitosti fotosintetskih organizama i posljedi¢no negativan utjecaj na biljke iz
tog tla. Osim negativnih utjecaja na tlo, upravljanje vodenom dinamikom u tlu, s dodatkom
odredenih vrsta i koli¢ina mikroplastika, moze igrati i ulogu u poboljsanju svojstava i kvalitete

tla [35]. Primjer upotrebe MP u tlu je sve vise koristen plasti¢ni mul¢. Koristi se radi smanjenja
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evaporacije iz tla 1 poviSenje temperature kako bi se poboljSao urod biljaka. Nazalost,
neucinkovito recikliranje takvog proizvoda dovodi do novog izvora MP-a u okolisu [37]. Moze
moze znatno utjecati i na razne enzimske reakcije u tlu, npr. MP su pokazale znatan utjecaj na
djelovanje ureaze, fenol oksidaze, raznih katalaza i FAD-aze. Enzimske reakcije u tlu vrlo su
bitne za kruzenje elemenata u prirodi, poput ugljika, dusika, fosfora 1 sli¢no. Bez kruzenja tih
elementa kroz tlo smanjila bi se koli¢ina hranjive tvari u tlu, a s time i njegova plodnost [35].
MP moze biti unesena kao hrana slucajnom konzumacijom i tako predstavlja opasnost
zivotinjama i biljkama. Na primjer, istrazivanje na crvima je pokazalo inhibiciju rasta i razvoja
te smanjenje mase organizama, te cak letalne posljedice pri samo 1%-2% w/w PS MP-a i
vremenu izlaganja od 28 dana [44]. Osim biljaka i Zivotinja potrebno je spomenuti utjecaj MP
i na mikroorganizme u tlu. MP mogu uzrokovati promjene prolaznosti kisika u tlu, $to za
posljedicu moze poremetiti ravnotezu anaerobnih i aerobnih mikroorganizama. Pokazano je da
se dodatkom MP u tlo znacajno poremecuje mikrobioloSka fauna i tako moze dovesti do
nestanka pojedinih bakterija, sto dovodi do smanjene bioraznolikosti tla [37, 45].

U sedimentu ¢estice MP dalje mogu biti unesene u vodene organizme, najcesce sluajno putem
probave, gdje stvaraju Stetu u organizmu. Organizmi Koji nastanjuju sediment Cesto su jako
osjetljivi i koriste se kao bioindikatori onecis¢enja sedimenta i vode. Zato su takvi organizmi
koristeni kao ispitivana grupa kako bi se ocijenio utjecaj MP dugotrajnim izlaganjem, no u
istrazivanjima dobiveni rezultati Cesto nisu pratili trendove i ve¢inu nadenih utjecaja teSko je
interpretirati kao pravilo, nego su poprili¢no individualni [34]. Vecina direktnih utjecaja na
organizam su mehanicka osteCenja organa i tkiva ili trovanje tvarima koje su adsorbirane na
MP. Indirektni utjecaji MP u sedimentu takoder su ispitani na biomarkerima. Glavni indirektni
utjecaj MP je ve¢ spomenuto svojstvo bioakumulacije u hranidbenom lancu, no osim toga
postoji i kemijski utjecaj. MP su naj¢esce fragmentirani organski polimeri visokih molarnih
masa. Takvi spojevi, iako relativno inertni, i dalje su skloni reakcijama poput hidrolize ili
fotolize djelovanjem Sunéevih UV zraka i mogu nastati toksi¢ni nusprodukti, pogotovo ako su

fragmenti polimera poput PVC ili polikloriranih bifenila (PCB) [34].

2.4.1. Toksi¢nost mikroplastike za vodeni okolis$

Kako je receno velik dio plasticnog otpada i MP zavrsi u raznim rijekama ili moru neovisno o
izvoru tih plastika, a godiS$nje visSe tona plastike zavrsi u moru [9]. Stoga je bitno poznavati
imaju li MP toksic¢an uc¢inak u takvom okolisu. Velik broj istrazivanja ve¢ je napravljen na

temu MP u vodenom okoliSu i opasnosti koju pruza. Jedno znacajno istrazivanje u tom
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podrucju ucinjeno je sa strane Capolupo i suradnika, koji su istrazivali nadene MP na aditive i
metale koje sadrze te mjerili toksi¢nost tth MP pomoc¢u morske i slatkovodne alge. Za potrebe
istrazivanja koristene su MP PP, PVC PS, PET i MP auto guma (CTR). Toksi¢nost se ispitivala
na morskoj algi Skeletonema costatum i slatkovodnoj algi Raphidocelis subcapitata.
Istrazivanje je pokazalo da je u morskom okoliSu otpusteno viSe aditiva i metala nego u

slatkovodnom, a rezultati mjerenja toksi¢nosti prikazani su u tablici 2.4. [45]

Tablica 2.3. Dobiveni rezultati toksi¢nosti MP izrazeni preko ECso vrijednosti [45]

ECs0/ %
Vrsta MP
za morsku algu za slatkovodnu algu
CTR | 19 0,5
PP | 18,1 64
PS | >100 235
PVC | 1,62 34,6

Rezultati istrazivanja pokazuju da je ekotoksi¢an ucinak aditiva veéi od oéekivanog. Zakljucuje
se da znacajni toksi¢ni ué¢inak MP u vodenim okolis§ima upravo dolazi od aditiva koristenih
tijekom proizvodnje plastike. Taj zakljucak podrzava ¢injenica da MP u kojima je dokazana
veca koli¢ina aditiva (PVC, CTR) imaju vec¢i toksi¢an uc¢inak, tj. manje ECsp vrijednosti [45].
Kemijsko oneciscenje koje uzrokuju MP ne dolazi samo od otpustenih aditiva, nego i od raznih
spojeva koji se adsorbiraju na hidrofobnu povrsinu MP. Razna onec¢iS¢ivala i metali veZu se na
povrsinu MP i tako se mogu Siriti kretanjem MP. Teski metali nadeni su na povrsini nekih MP,
primjerice bakar je pronaden na povrsini MP PP-a i PE-a i to u koncentraciji 80 — 500 ng / g
MP [46, 47]. Osim bakra, drugi poznati metali koji se mogu na¢i na povrs$ini MP u vodenom
okolisu su arsen, krom, kadmij i olovo [46]. Osim metala na MP se mogu vezati i postojane
organske onecis¢ujuce tvari (POP) poput poliaromatskih ugljikovodika (PAH) ili diklor-
difenil-trikloretan (DDT), ali i drugi razni pesticidi [46]. Neke od tih tvari nalaze se u znatno
vecoj koncentraciji od drugih, primjerice PAH-ovi koji su nadeni u relativno visokoj
koncentraciji 164 900 ng/ g MP [48], dok se spojevi poput DDT-a nalaze u primjetno manjoj
koncentraciji 276 ng / g MP [49]. Zbog visoke otpornosti POP-ova na biokemijsku i fotoliticku
degradaciju i dobrih sorpcijskih svojstava MP ovakvo Sirenje toksi¢nih spojeva moze ¢initi
veliku Stetu u vodenom okoli$u, pogotovo jer su takve tvari podlozne akumulaciji nakon unosa

u organizme [46].
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2.5. Razgradnja plastike

Razgradnja ili degradacija, plastika oznacava bilo kakvu promjenu u kemijskim ili fizikalnim
svojstvima plastike. Kako je to opSirna definicija, procesi razgradnje mogu biti mehanicki,
fizikalno-kemijski ili ¢ak bioloski. Naj¢esci fizikalno-kemijski procesi razgradnje MP-a su
hidroliza, fotoliza i termalna razgradnja. Na termalnu i fotoliti¢ku razgradnju Cesto utjece i
kisik iz okoline, stoga su u okolisu najéesce vrste razgradnje termooksidativna i fotooksidativna
razgradnja [50]. Bioloska razgradnja ili biorazgradnja oznacava razgradnju plastike koristeci

enzime zivih bica, najcesce gljiva ili bakterija [7].

2.5.1. Fizikalno-kemijska razgradnja plastike

Fotoliticke reakcije degradacije plastike moguce su zbog njihove niske otpornosti na UV
zraCenje. Posljedi¢no dolazi do fotolitickog cijepanja molekula polimera. Sunéevo zracenje
sastoji se od vidljivog dijela spektra i sadrzi priblizno 5 % UV zralenja, koje ima dovoljno
veliku energiju da uzrokuje kidanje C-C veza u molekuli polimera. Fotoliticke reakcije
razgradnje, tj. fotodegradacije se ubrzavaju ukoliko sadrzi kromofornu skupinu ili dvostruke
C=C veze ili na neveznim orbitalama nekih heteroatoma (poput dusika, kisika, klora...) koji se
nalaze u njegovoj strukturi [51]. Inicijacija fotodegradacije ovisi i 0 valnoj duljini UV zraka
koje dosezu plasti¢ni materijal, ali i samu vrstu plastike. Neke vrste plastika su otpornije na
UV zrake od drugih. Takvi materijali trebaju vecu energiju, odnosno UV zrake s nizim valnim
duljinama kako bi se reakcija odvila. Primjerice za pocetak fotodegradacije PVVC-a potrebna je
valna duljina >250 nm kako bi zapocela reakcija. U slu¢aju PVC-a pocetak takve razgradnje
karakteriziran je gubitkom boje materijala, a kasnije slijedi ispustanje HCI kao produkta
razgradnje te umreZavanje 1 pucanje polimernih lanca za kona¢nu promjenu svojstva
materijala. Ukratko, fotorazgradnja PVC-a moze se svesti na 3 koraka: inicijacija,
dehidroklorinacija i strukturna promjena polimernog lanca [52]. U okolisu tijekom ove reakcije
moze doci i do reakcije s kisikom iz atmosfere, koji lako reagira s nestabilnim radikalima
(najcesce Cl radikali) koji nastaju tijekom reakcije fotolize. Prisutnost kisika dodatno pridonosi
razaranju glavnog polimernog lanca zbog nastalih slabih to¢aka u strukturi [52].

Termalna razgradnja polimera u okolisu takoder je djelomicno uzrokovana Sunc¢evim zrakama
zbog prijenosa topline na okolis. Kao i kod fotolize, termoliticke reakcije isto ovise o energiji
sustava u obliku topline i termalne stabilnosti plastika. PVC je relativno termalno nestabilan te
Cesto koristi stabilizatore kako bi se poboljSala stabilnost pri vi§im temperaturama. U aerobnim
uvjetima termalna stabilnost PVC-a jos je niza zbog reakcije s kisikom gdje nastaje —CO(CH-

CH)nCHCI- grupa. Termalna razgradnja PVC-a se, za razliku od velikog broja drugih plastika,
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odvija u dva stupnja. Prvo dolazi do velikog gubitka mase i svojstava PVC polimernog lanca,
taj prvi veéi gubitak je ustvari izbacivanje HCI-a izpolimernog lanca, tada se gubi 65 % mase
polimera. Drugi stupanj je piroliza de-hidrokloriranog PVC-a iz ¢ega nastaju CO2 | voda. lako
je mehanizam gdje se ta dva stupnja mogu razlikovati poznat, temperature potrebne do njih
dode ipak se ne postizu jednostavno u okolisu u kojem se vjeruje da prevladava prvi stupanj
gubitka HCl-a iz sustava [53].

Hidroliticka razgradnja plastike je razgradnja plastike usred djelovanja vode na strukturu
polimernog lanca. Ta reakcija inaCe je znaCajna za poliestere, ali moguca je na viSe vrsta
polimera, a najc¢esce se odvija nakon $to je zbog oSte¢enja na polimernom materijalu voda
dospjela do glavnog polimernog lanca. Zato se takve reakcije inac¢e odvijaju iznad temperature
staklastog prijelaza polimera kad je struktura vise amorfna. PVC nece Cesto reagirati s vodom,
pogotovo pri neutralnim pH i blagim uvjetima, pa se koristi za izradu cijevi, ali moguée je
inicirati hidrolizu PVC-a. Razlog zasto je to poZeljno je §to se takvim procesom moze ukloniti
ve¢i dio HCl-a iz strukture, $to znaci da bi se manje kiseline oslobadalo pri termalnoj
razgradnji. Takvo hidroliticko uklanjanje HCl-a pokazalo se ucinkovitim s moguénoscéu

uklanjanja ¢ak 95 % klora iz strukture [54].

2.5.2. Biorazgradnja plastike

Biorazgradnja je proces u kojem se probavnim enzimima zivih bi¢a katalizira razgradnja
glavnog polimernog lanca plastike. Taj proces odvija se kada mikroorganizmi koriste plasti¢nu
masu kao izvor ugljika, a ¢esto zapocinje kada mikroorganizmi naprave biofilm na povrSini
plastike. Glavna posljedica nastanka biofilma moze se prikazati u 5 koraka: 1) bioobrastanje
povrsine (eng. Biofouling), 2) degradacija aditiva, 3) napad glavnog polimernog lanca, 4)
hidroliza ili oksidacija i 5) prodor mikroorganizma do polimernog lanca [55]. Jedna od mana
vecina plastika je Sto nisu podlozne procesima biorazgradnje niti su topive u vodi i stoga su
Cesto inertne u okoliSu. Ako se biorazgradnja kombinira s nekim drugim mehanizmima
razgradnje ipak je moguce da mikroorganizmi degradiraju manje polimerne ili monomerne
jedinice u CO2 i H20 [56]. Postoje dva nacina biorazgradnje, uz prisutnost kisika (aerobna
razgradnja) i bez prisutnosti Kisika (anaerobna razgradnja). Razlika u produktima ovih reakcija
je Sto kod anaerobnih reakcija uz CO2 i vodu nastaje i metan [57].

Pri biorazgradnji vazno je spomenuti da su polimerne molekule prevelike da produ kroz
stani¢nu membranu te ih je prvo potrebno prevesti u monomerne jedinice. Primijeceno je da
polimeri vece molekulske mase imaju manju sposobnost biodegradacije. Razlog tomu je

potreba mikroorganizama da se polimer moze otopiti kako bi mogao proé¢i kroz stani¢nu



20

membranu i dalje se razgraditi enzimima unutar stanice, a poznato je da su polimeri ve¢ih
molarnih masa manje topivi od onih manje molarne mase [56]. MP koje imaju nizu temperaturu
taljenja vise su podlozni reakcijama biorazgradnje. Struktura polimera takoder ima bitnu ulogu
u biorazgradnji. Amorfni polimeri pogodniji su za biorazgradnju budu¢i da enzimi napadaju
amorfne dijelove lanca. Polimeri koji posjeduju esterske i karbonatne veze znatno su pogodniji
reakcijama odredenih enzima [56]. Okoli$ni ¢imbenici utjeGu na rast mikroorganizama Koji
razgraduju MP 1 stoga je bitno i te ¢cimbenike uzeti u obzir. Neki od tih ¢imbenika su pH,
temperatura, prisutnost kisika, vlaga te dostupnost nutrijenata [56].

Biorazgradnja MP-a zapocinje s izvanstani¢nim enzimima (esteraza, lipaza i i laktaza) kojima
se depolimerizira povrSina plastike na manje oligomere ili monomere. Slijedi asimilacija
manjih produkata dobivenih na ovaj nac¢in te mineralizacija uz pomo¢ unutarstani¢nih enzima.
Mineralizacija je proces u kojem se koristeni spoj prevodi u CO2, vodu i druge metabolicke
produkte [56]. Neki polimeri nisu biorazgradivi zbog hidrofobne povrsine i stoga su otporni na
vecinu enzimatskih i hidroliti¢kih reakcija. Bez takvih reakcija ne odvija se depolimerizacija

glavnog lanca i nije moguce mineralizirati polimer do kona¢nih produkata [56].

J Mineralizacija CO2 +H20 + produkt
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Slika 2.11. Shematski prikaz generalnog mehanizma biorazgradnje [56]

Neka od najc¢esc¢ih MP i organizmi Koji Su istraZeni za njihovu biorazgradnju dani su u tablici
2.4.
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Tablica 2.4. Pregled ¢estih vrsta MP i mikroorganizma $to ih mogu razgraditi [57, 58]

Vrsta MP Organizmi

Brevibacillus borstelensis, Rhodococuus ruber, Pseudomonas aeruginosa,

PE . . e
Alcanivorax borkumensis, Achroia grisella

Penicillium simplicissimum, Comamonas acidovorans, Curvularia
PUR senegalensis,
Fusarium solani, Aureobasidium pullulans, Cladosporium sp.

Arthrobacter sulfonivorans, Serratia
Plymuthica, Clitocybe sp., Laccaria laccata
Phanerochaete chrysosporium, Engyodontium album, Aneurinibacillus
PP aneurinilyticus, Brevibacillusagri,
Brevibacillus sp., Brevibacillus brevi
Pseudomonas aeruginosa, Exiguobacterium sibiricum, Exiguobacterium
undae

PET

PS

2.5.3. Bacillus subtilis

Ime ove bakterije u pocetku bio je Vibrio subtilis dok nije 1872. godine preimenovana u
Bacillus subtilis. Ta bakterija jedna je od najistrazivijih bakterija roda Bacillus, jedan je od
modelnih organizma za proucavanje diobe stanice, povrSinske mobilnosti, luéenja proteina,
proizvodnje biofilma i drugih svojstava. Danas se ¢esto primjenjuje u proizvodnji enzima,
fermentaciji hrane te biokontroli bilja. Izolirana je iz raznih okruzenja od tla do mora. Tvori
vrlo otporne spore §to joj omogucuje prezivljavanje ekstremnih uvjeta. Mikrografija bakterija
prikazana je na slici 2.12. [59]. Nedavno se pokazala i kao korisna bakterija za provodenje
biorazgradnje. Jedno istrazivanje pokazalo je mogucnost razgradnje PE s Bacillus subtilis i
dodatkom surfaktanta. Vimal i suradnici [60] ispitivali su sposobnost Bacillus subtilis da
razgradi uzorke MP PE-a. Pokus je trajao 30 dana pod uvjetima od 32 °C i brzinom okretanja
od 180 o/min. Uzorak MP prosao je prettretman pod UV svjetlosti, a u sustav je dodan i
surfaktant. Nakon 30 dana pokusa mjerila se masa PE MP-a i usporedivala s masom
izmjerenom prije istrazivanja. Prema rezultatima istrazivanja ustanovilo se da je Bacillus
subtilis pokazao pogodna svojstva za biorazgradnju PE filma debljine 18 um, te da je dodatak
surfaktanta i obrada MP UV svjetlos¢u pridonijela biorazgradnji. Nakon 30 dana ukupna
izgubljena masa PE-a bila je 9,26 %, te je popratno napravljena FTIR analiza PE-a kojom se
ustanovilo da su produkti biorazgradnje nastali na filmu [60]. Jo$ jedno istrazivanje
biorazgradnje MP pomoc¢u Bacillus subtilis napravili su Shah i suradnici [61]. U tom
istrazivanju pratila se razgradnja PUR filmova. Filmovi su bili jednake veli¢ine 1 debljine i
sterilizirani su 70% etanolom i UV zracenjem. Istrazivanje je trajalo 30 dana i provodilo se pri

37 °C i brzinom okretanja od 150 o/min. Promjena mase se pratila svaka 3 dana. Konac¢ni
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rezultati ukazali su da primjena Bacillus subtilis za biorazgradnju nije rezultirala zna¢ajnim
promjenama mase ispitivanih uzorka MP niti promjenama u strukturi polimera. IstraZivanje je
takoder ispitivalo istu degradaciju u prisutnosti dvije bakterijske kulture, za koju se osim
Bacillus subtilis koristila i bakterija Pseudomonas aeruginosa. Rezultati istrazivanja pokazali
su veci gubitak mase te znacajne promjene u polimernom lancu MP. Uz to, kod pokusa s obje
vrste bakterija izmjerena je veca koli¢ina oslobodenog CO,. GC-MS analiza produkata
biorazgradnje pokazala je da je sustav s dvije vrste bakterija imao vise produkata reakcije poput
butandiola i adipinske kiseline [61]. Istrazivanja su pokazala da je Bacillus subtilis pogodna
bakterija za provedbu biorazgradnje MP te da se za bolji u¢inak moze kombinirati s kolonijama
drugih bakterija [60, 61]. Osim za MP, Bacillus subtilis je primijenjen i za razgradnju drugih
organskih spojeva. Jednu znacajnu primjenu nasli su Dars i suradnici [62]. Njihovo istrazivanje
pokazalo je da Bacillus subtilis moze podnijeti odredene koncentracije benzina i koristiti se za

njegovu razgradnju te za ¢iS¢enje mjesta oneéiséena takvim spojevima [62].

Slika 2.12. Mikrografija Bacilus subtilis [59]

2.5.4. Biorazgradnja poli(vinil-klorida)

PVC je polimer relativno niske molekularne mase u usporedbi s drugim plastikama, no i dalje
je manje biorazgradiv. Jedan od faktora koji doprinosi tomu je visoka otpornost na abrazije te
mala sposobnost adsorpcije vlage [57]. Istrazivanja biorazgradnje PVC-a provela su se na vise
vrsta organizama. Jedno takvo istrazivanje ucinjeno je na glisti Tenebrio molitor .Uocena je
znatna promjena na probavne bakterije ispitivanih Zivotinja §to se smatra negativnim utjecajem
unoSenja PVC-a [23]. Na provedenom istrazivanju prema probavnim produktima glista,
predlozen je mehanizam razgradnje PV C-a koji se sastoji od uklanjanja klora, zatim oksidacije
i kona¢no depolimerizacije [23]. Svako istrazivanje biorazgradnje PVC-a pokazalo je da je
medu produktima biorazgradnje HCI koji nastaje kao posljedica prisustva Cl atoma u
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polimernom lancu. Poznato je da kod velikog broja oksidacijskih reakcija nastaju slobodni
radikali. Medu promatranim mehanizmima razgradnje PVC-a pomoc¢u Tenebrio molitor
oksidacija je kljucni korak u razgradnji, stoga se smatra da prilikom reakcije oksidacije nastaju
Cl radikali koji napadom na polimerni lanac kao produkt daju HCI. Odvijanje oksidacijskih
reakcija vidljivo je po nastanku spojeva s kisikom koji je potvrden snimanjem FTIR i NMR
spektara [23]. Chinaglia i suradnici predlozili su sumarni mehanizam potpune aerobne
biorazgradnje organskih molekula i glasi [63]:
Chpolimer + O2 2 CO2 + H20 1)
Ve¢ je poznato da su to konacni produkti mineralizacije takvih spojeva, no kako PVC sadrzi
Cl atome za njega reakcija izgleda nesto drukgije:
PVC + O 2 CO2 + H20 + HCI @)
Znacajno je napomenuti da se, iako je to sumarna reakcija, prije konacne razgradnje
polimernog lanca do CO- i vode HCI odvaja od polimernog lanca [23, 63]. Osim na glistama,
znatni broj ispitivanja proveden je na mikroorganizmima poput Pseudomonas citronellolis i
Bacillus flexus [66]. Giacomucci i suradnici 2019. godine istrazili su sposobnost razgradnje
PVC-a vise vrsta bakterija. Od 5 vrsta bakterija preliminarna ispitivanja pokazala su da najvecu
sposobnost degradacije PVC filmova imaju Pseudomonas citronellolis i Bacillus flexus zbog
najveceg afiniteta tvorbe biofilma na povrsini PVC-a. Ispitivanje je trajalo 90 dana pri
temperaturi od 30 °C 1 brzini mijeSanja od 150 o/min i povremenim dodatkom sterilne vode
ukoliko se koli¢ina tekuéine previse smanjila tijekom istrazivanja. Nakon provedbe
biorazgradnje analizirao se PVC film 1 zakljucilo se da su obje ispitane bakterije vise
degradirale aditive u PVC-u nego sami polimerni lanac, gdje je smanjenje molekulske mase
glavnog lanca bilo nisko. Pod istim uvjetima provelo se istrazivanje samo s Pseudomonas
citronellolis, ali s glavnom razlikom da se koristio otpadni PVVC. Trajanje ovog ispitivanje bilo
je krace, samo 30 dana, no rezultati su pokazali da se dogodila znacajna razgradnja PVC
smanjenjem mase polimernog lanca te je istrazivanje ukazalo da Pseudomonas citronellolis
ima dobru moguénost razgradnje otpadnog PVC-a u aerobnim uvjetima [66]. Pregled ovog
znacajno istrazivanje proveli su Giacomucci i suradnici 2020. godine. Rad je istrazivao
biorazgradnju PVC filmova s mijeSanim kulturama morskih bakterija. MijeSane kulture su
dobivene iz uzorka morske vode u vodenom stupcu dubine 0-1,2 metara. Za istrazivanje se
pripremilo sveukupno 16 takvih mjeSovitih kultura od mikroorganizama dobivenih iz vodenog
uzorka, ali i Cestica Koje su se nalazile u vodi. Za istrazivanje je koristen PVC film debljine 20

um. Istrazivanje je bilo dugotrajno (7 mjeseci) te je nakon tog vremena ustanovljeno da 3 od
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16 mjeSovitih kultura imaju sposobnost razgradnje PVC filmova. Ovo istrazivanje bilo je medu

prvima koja su pratila mogucnost biorazgradnje PVC s mjeSovitim morskim bakterijama iz

prirodnog stanista U anaerobnim uvjetima. Rezultati poput smanjenja mase PVC-a za 11,7% te

smanjenja termalne stabilnosti upucuju na mogucnost razgradnje PVC-a u takvim uvjetima

kroz dulje vrijeme izlaganja. Bitno je spomenuti da je u istrazivanju PVC bio jedini izvor

ugljika za te mikroorganizme [71].

Tablica 2.5. Pregled istrazivanja o biorazgradnji PVC-a [23, 66-69]

Organizam Oblik PVC Uvijeti i trajanje Rezultati
PVC MP unesen je Nakon 16 dana_u fecesu je nadeno HCI kao
prehranom tijekom 16 prpdukt_ ra_zgradnje PVC-a_, stopa preiiv_lj_avanja
P orah vel dana, za vrijeme |z_n(|)S|IaJe 87%i\f|1 (;riaTIkal su Izgtj/bcl:h 4_%
. . prah velicine S . . tjelesne mase. Molekulska masa -aje
Tenebrio molitor [23] 70 - 300 pm (LA [DEIE 6 smanjila se za 32 -36 %. FTIR i TGA analiza

Pseudomonas citronellolis i
Bacillus flexus [66]

Micrococcus sp [67]

Chaetomium globosum [68]

Vibrio sp., Alteromonas
australica, Cobetia sp. [69]

Phanerochaete chrysosporium
[70]

PVC film veli¢ine
3cm?

PVC MP prah

PVC film

PVC film
debljine 0,2 mm

PVC filmovi (6
cm * 2,5 cm)

fekalije, promjena mase
glista te promjena
molekulske mase plastika

Trajanje istrazivanja bilo
je 90 dana pri temperaturi
od 30 °C i brzini
mijesanja od 150 o/min

Trajanje istrazivanja bilo
je 70 dana pri temperaturi
od 30 °C i brzini
mijesanja od 180 o/min

Trajanje istrazivanja bilo
je 28 dana pri temperaturi
od 28 °C i relativnom
vlagom od 85 %

Trajanje istrazivanja bilo
je 60 dana pri temperaturi
od 30 °C i brzini
mijesanja od 150 o/min

Trajanje istrazivanja bilo
je 49 dana pri temperaturi
od 30 °Ci brzini
mijesanja od 150 o/min

pokazala su biogegradaciju strukturi PVC-a.
Takoder su uoceni $tetni ucinci na probavne
bakterije organizma.
Nakon 90 dana primijetila se smanjenje mase
PVC-a za 10%. Dodatno se istrazilo, pod istim
uvjetima, razlaganje otpadnog PVC-a pomoc¢u
Pseudomonas citronellolis u trajanju 30 dana
gdje se masa PVC-a smanjila za 19%
Nastanak kloridnih spojeva upucuje u
biorazgradnju ispitanog PVC-a. Degradacija
PVC-a, izrazena kao koli¢ina otpustenog klora
iznosi 0,36% no mineralizacija PVC-a (prema
otpustenom CQy) iznosi 8,87%

Smanjenje mase PVC-a za 9%

Smanjenje hidrofobnosti PVC-a kod sva 3
ispitana organizma. Smanjenje mase za 1,23 % za
Vibrio i Cobetia sp. te 1,73% za Alteromonas
australica. Kod sva 3 ispitana organizma
struktura PVC-a postaje vise amorfna te
topografske snimke povrsine MP pomocu AFM-a
upucuje na uspjesno odvijanje biorazgradnje
PVC-a kod svih ispitanih organizma
Rast biomase mikroorganizma za 2,57 mg/mL
gdje je jedini izvor ugljika bio PVC. Veca
koli¢ina oslobodenog CO2i NMR analiza
ukazuju na produkte biorazgradnje, uz to FTIR
analiza ukazala je na biorazgradnju PVC
polimernog lanca. Smanjenje molarne mase
PVC-a za 178292 Da™ Sto je 11% manje od
kontrolne grupe.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali

3.1.1. Mikroplastika
Prilikom provedbe pokusa koriStena je mikroplastika poli(vinil-klorida) (PVC), koja je
usitnjena na veli¢ine Cestica 300-500 pm. Mikroplastika je dobivena usitnjavanjem

jednokratne plasticne ambalaze, tj. plasti¢ne kutije od PVC-a.

3.1.2 Mikroorganizam
Bakterijska kultura Bacillus subtilis (Slika 3.1.) koristena u pokusu pohranjena je u zbirci
mikroorganizama na Zavoda za industrijsku ekologiju Fakulteta kemijskog inZenjerstva i

tehnologije, SveuciliSta u Zagrebu.

a) b)
Slika 3.1. Fotografski snimak izrasle bakterijske kulture Bacillus subtilis (a) dobivene
tehnikom iscrpljivanja na hranjivom agaru te mikrofotografija bakterijske kulture Bacillus

subtilis (b) obojane po Gramu snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x.

3.2. Mediji i kemikalije

3.2.1. Hranjivi agar

Za uzgoj kulture pripremljen je hranjivi agar (HA) prema uputama proizvodaca (Biolife
Manual, Ingraf, Italija 1991). Podloga je homogenizirana, zagrijana do vrenja i sterilizirana 15
minuta u autoklavu pri 121 °C i 1,1 atm.
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3.2.2. Priprema mineralnog medija

MM je pripremljen prema Kyaw i sur., a njegov to¢an sastav prikazan je u Tablici 3.1.

Tablica 3.1. Sastav mineralnog medija.

Tvar y/g/L

K2HPO4 12,5

KH2PO4 3,8

(NH4)2S04 1,0

MgSOsx7H,0 0,1

5 mL elementa u tragovima:

H3BOs 0,232
ZnSO4x7H20 0,174
FeSO4(NH4)2S04x6H20 0,116
CoS0O4x7H20 0,096
(NH4)6M07024x4H0 0,022
CuSO04x5H,0 0,008
MnSO4x4H20 0,008

3.3.3. Fizioloska otopina
Za pripremu decimalnih razrjedenja, odnosno za odredivanje ukupnog broja Zivih stanica
bakterija koristena je fizioloSka otopina, odnosno 0,9% otopina NaCl. Ona je pripremljena

dodatkom 9 g NaCl u 1000 mL deionizirane vode te je prije upotrebe sterilizirana

3.2.4. Etanol
Za sterilizaciju MP koriSten je etanol, w = 70%, koji je pripremljen u odmjernoj tikvici od 1000
mL. Pomoc¢u menzure odmjereno je i u tikvicu stavljeno 730 mL etanola (w = 96%, M = 46,07

g/mol, p = 0,805 kg/L ), te je do oznake nadopunjeno deioniziranom vodom.

3.2.5. Otopine za odredivanje ekotoksi¢nosti primjenom bakterijske kulture V. fischeri
1) Otopina za resuspenziju

Otopina za resuspenziju je hranjiva izoosmotska otopina za resuspendiranje bakterijske kulture
Vibrio fischeri koja je pripremljena otapanjem 20 g NaCl, 0,2 g KH2PO4, 0,5 g CaCl2, 0,2 g
MgSO4, 0,5 mL glicerola, 10 g glukoze i 10 g rafinoze u 1 litri deionizirane vode. Tako
pripremljena otopina za resuspenziju je prokuhana i ohladena te joj je pH-vrijednost podesena
s NaOH ili HCI tako da se nalazi u rasponu od 6,8 do 7,2.

2) Otopina NaCl - 2%-tna otopina NaCl-a je koristena kao radna otopina za pripremu niza

razrjedenja prilikom provedbe testa ekotoksi¢nosti MP-e primjenom bakterijske kulture Vibrio
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fischeri. Ova je otopina pripremljena otapanjem 2 g NaCl-a u 100 mL deionizirane vode pri
¢emu pH-vrijednost mora biti u rasponu od 6,8 do 7,2.

3.3. Mjerni instrumenti i oprema

U radu je koriStena rotacijska tresilica (SIA BIOSAN PSU-10i Orbital Shaker, Latvia.), slika
3.2..

i)

Slika 3.2. Mjerni instrumenti i oprema koriSteni pri provodenju eksperimenta: a); rotacijska

tresilica b); kriomlin ¢); mehani¢ka sita d); analiticka vaga €); vakumski filtar lijevak f);

autoklav g); prijenosni mjera¢ WTW h); spektrofotometar i); termostat.

Za usitnjavanje plasticnih materijala koriSten je kriomlin nadopunjen tekué¢im dusikom

(Retsch, Njemacka), a za prosijavanje MP-a mehanicka sita (W. S. Tyler RX-86-1 Sieve
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shaker, USA). Za precizno vaganje koriStena je vaga KERN ALJ 220-4NM. Za filtraciju
sterilizirane mikroplastike koriSten je membranski lijevak uz vakuum pumpu i sterilni
celulozno nitratni (C/N) membranski filteri Ahlstrom ReliaDisc™, promjera pora 0,45 um.
Tijekompripreme decimalnih razrjedenja koristen je homogenizator Heidolph, REAX top. Za
sterilizaciju hranjive podloge, Cistog staklenog posuda, kao i1 onecis¢enog posuda, koriSten je
autoklav Sutjeska, Jugoslavija. Opticka gusto¢a odredivana je na spektrofotometru Hach,
Model DR/2400, SAD pri valnoj duljini 4 = 600 nm. Za odredivanje pH-vrijednosti i
koncentracije otopljenog kisika koristena je pH elektroda SenTix® 940, kisikova elektroda
FDO® 925 uz prijenosni mjera¢ WTW Multi 340i. Instrument je prije svake upotrebe
kalibriran. Za uzgoj bakterija, koristen je termostat Termomedicinski aparati, Hrvatska pri 37
°C. Navedeni mjerni instrumenti i oprema prikazani su na Slici 3.2.

Uredaji za TOC/TIC, LC/MS analizu i FTIR-ATR spektroskopiju se nalaze u spin-off tvrtci
CWT (engl. Comprehensive Water Technology) na Sveucilista u Zagrebu Fakultetu kemijskog
inZenjerstva 1 tehnologije. PVC Cestice su karakterizirane pomocu infracrvene spektroskopije

s Fourierovim transformacijama tj. FTIR-ATR spektrometru, PerkinEImer, Spectrum One.

.
Slika 3.3. FTIR-ATR spektrometar.

Za ispitivanja ekotoksi¢nosti pomoc¢u morske bakterije Vibrio fischeri koristen je Lumistox
300 luminometar i Lumistherm termostatni inkubacijski blok od proizvodaca Dr Lange

prikazani na slici 3.4.

Slika 3.4. Koristeni luminometar i termostatni inkubacijski blok.
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Slika 3.5. LC/MS uredaj.

Za procjenu otpustenih aditiva s povrSine PVC ¢estica u vodenu fazu tijekom biorazgradnje
koriStena je LC-MS metoda, tj. tekuca kromatografija sa spektrometrom masa kao detektorom.

Uredaj je prikazan na slici 3.5.

3.4. Metode rada

3.4.1. Priprema mikroplastike

Za provedbu pokusa biorazgradnje MP-e koristeni su plasti¢ni proizvodi koji se upotrebljavaju
u svakodnevnom zivotu, jednokratna plasti¢éna ambalaza od PVC-a. Proizvodi su prvo usitnjeni
Skarama na manje komade te su zatim usitnjeni u kriomlinu nadopunjenim s teku¢im dusikom.
Nakon toga slijedilo je suSenje na zraku 24-48 h pri sobnoj temperaturi te prosijavanje pomocu

mehanickih sita odredenih veli¢ina pora u svrhu dobivanja Cestica veli¢ine: 300-500 pm.

3.4.2. Sterilizacija mikroplastike

Prije same provedbe eksperimenta, ¢estice PVC-a su se sterilizirale pomoc¢u 70 %-tnog etanola
na sobnoj temperaturi na rotacijskoj tresilici. Cestice MP-a su se izdvojile iz etanola metodom
membranske filtracije uz ispiranje sterilnom deioniziranom vodom postivajuéi sterilnu tehniku
rada. Cestice MP-a zaostale na sterilnom membranskom filtru (veli¢ine pora 0,45 pm) su se
pomocu sterilne Zlice i1 pincete prebacile u Erlenmeyerove tikvice volumena 250 mL za

postavljanje pokusa.

3.4.3. Uzgoj bakterija Bacilus subtilis
Za preduzgoj kulture pripremljena je 24-satna kultura Bacillus subtilis uzgojena na HA pri 37

°C. U mineralnom mediju priredena je suspenzija koja je postavljena na tresilicu tijekom 24 h,



30

pri sobnoj temperaturi. Svrha preduzgoja bila je ubrzati fazu prilagodbe mikroorganizma za

vrijeme samog izvodenja pokusa.

3.4.4. Odredivanje pH-vrijednosti i koncentracije otopljenog Kisika
Na pocetku pokusa mjerila se pH-vrijednosti i koncentracije otopljenog kisika . Po¢etna pH-

vrijednosti mjerila su se pomoéu pH elektrode spojene na multimetar, a koncentracija
otopljenog kisika u uzorku mjerila se kisikovom elektrodom, koja je takoder spojena na

multimetar. Mjerne vrijednosti su zabiljezene nakon $to su se ustalile.

3.4.5. Odredivanje ukupnoga broja Zivih stanica bakterija (CFU)

Tijekom 30 dana provedbe pokusa biorazgradnje PVC cCestica primjenom Bacillus subtilis
odredivan je ukupan broj zivih stanica bakterije Bacillus subtilis. Za odredivanje ukupnoga
broja zivih stanica bakterije Bacillus subtilis pripremljena su decimalna razrjedenja. Broj
izraslih kolonija bakterije Bacillus subtilis odreden je ukupno Sest puta tijekom trajanja pokusa,
a izrazio se preko CFU (eng. Colony forming units) vrijednosti. Postupak odredivanja CFU
zapoc¢inje pripremom decimalnih razrjedenja tako da se u 9 mL sterilne fizioloske otopine
dodaje 1 mL uzorka iz tikvice gdje se provodi biorazgradnja. Dobiveno razrjedenje se dobro
homogenizira i zatim se iz njega uzima 1 mL i prenosi u drugu epruvetu s 9 mL fizioloske
otopine. Taj postupak se ponavlja dok se ne dode do Zeljenog razrjedenja. Iduce je potrebno
inokulirati 1 mL tako pripremljenog razrjedenja u praznu sterilnu Petrijevu zdjelicu koji se
potom zalije s HA i dobro homogenizira. Petrijeve zdjelice stave se na inkubaciju u termostat
24-48 sati pri 37 °C. Nakon inkubacije, odreduje se broj izraslih kolonija brojanjem, dok se
CFU vrijednost racuna prema formuli (3). Za odabir decimalnog razrjedenja Sto se brojio uzelo

se razrjedenje gdje je broj izraslih kolonija bio u rasponu 30-300.

st broj izraslih kolonija . v .. . . .
CFU (—) = - ~—— X recipro¢na vrijednost decimalnog razrjedenja  (3)

mL volumen upotrebljenog uzorka

3.4.6. Karakterizacija ¢estica PVC-a FTIR-ATR analizom

Nakon provedbe pokusa biorazgradnje PVC-a, Cestice su izdvojene metodom membranske
filtracije te dodatno isprane sterilnom destiliranom vodom. Te cestice MP uz Cestice prije
provodenja procesa biorazgradnje koriStene su za snimanje FTIR spektra. U svrhu potvrde
biorazgradnje, odnosno naruSavanja strukture ¢estica PVC-a, krute Cestice su analizirane FTIR-
ATR spektroskopijom. Uredaj je prikazan prethodno na Slici 3.3. Analiza je provedena u svrhu

dobivanja spektara te pratenja promjena intenziteta, kao i nastanka, nestanka ili pomaka
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karakteristi¢nih pikova za PVC. Spektri su snimani u podruéju 400 - 4000 cm™. Prije pocetka
analize provedena je inicijalizacija uredaja. Nakon inicijalizacije, kao 1 prije svakog mjerenja
uzorka, snimljena je pozadina (eng. Background) kako bi se uklonili pozadinski Sumovi. Nakon
snimanja spektara, njihovo o€itavanje i daljnja obrada provedena je u programu IR Solution,

EP, Japan.

3.4.7. Odredivanje ukupnog, organskog i anorganskog ugljika

Uzorak za odredivanje TOC-a se izuzeo 6 puta tijekom provedbe pokusa. 1zuzimalo se 0,5 mL
uzorka nakon ¢ega se filtrirao kroz okrugli membranski filter veli¢ine pora 0,45 um. Isto tako
izuzimao se uzorak za odredivanje TC-a, dok se TIC dobio kao razlika TOC-a i TC-a. Nakon
filtracije, uzoark je otpipetiran u staklenu bocicu u koju je dodano 9,5 mL deionizirane vode
kako bi ukupni volumen uzorka bio 10 mL. U bocice u kojima se odredivao TOC dodale su se
i 3 kapi H2SOg4 radi neutralizacije anorganskog ugljika, dok se u bocice za odredivanje TC-a

nije dodavala kiselina.

3.4.8. Procjena aditiva pomoc¢u LC-MS analize

LC-MS analiza ili tekucinska kromatografija uz maseni spektrometar kao detektor provedena
je u svrhu procjene otpustenih aditiva s povrsine MP ¢estica u vodenu fazu tijekom pokusa
biorazgradnje PVC-a primjenom Bacillus subtilis. Uzorak se pipetom dodavao u vijalu
namijenjenu za LC uredaj. Prilikom LC/MS analize koriStene su dvije pumpe za podeSavanje
protoka mobilne faze (0,1% mravlje kiseline +MiliQ i acetonitril/metanol) vrijednosti 0,5 cm?
/min. Volumen injektiranog uzorka iznosio je 5 pL. S obzirom da se ne zna tocan sastav uzorka,

koristena je metoda bez kolone.

3.4.9. Odredivanje ekotoksi¢nosti

Mjerenje toksi¢nosti pomoc¢u morske bakterije Vibrio fischeri vrsilo se prema normi HRN/EN
ISO 11348- 1:2000 en, Water quality — Determination of the inhibitory effect of water samples
on the light emission of Vibrio fischeri, Method using freshly prepared bacteria. Ispitivanje
ekotoksi¢nosti odvijalo se na vodenu fazu uzorka nakon $to su filtracijom odvojeni od Cestica
MP nakon 30 dana biorazgradnje. Za ispitivanje su uz filtrat koriStene i otopina za resuspenziju
i 2% otopina NaCl-a. Uzorci su se ¢uvali na temperaturi 2-5 °C u zatamnjenoj posudi do 48 h.
U slucaju da se uzorak cuvao duze od dva tjedna bilo ga je potrebno cuvati na temperaturi od
-20 °C. Podesavanje pH-vrijednosti napravljeno je prije ispitivanja s NaOH ili HCI. pH-

vrijednost filtrata trebala je iznositi izmedu 6 i 8,5. Bakterijska suspenzija pripremljena je na
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nacin da se uSicom mikrobioloske eze zahvatilo Ciste kulture morske bakterije Vibrio fischeri
te je suspendirana u epruveti napunjenoj 2/3 otopinom za resuspenziju. Tako pripremljena
bakterijska suspenzija termostatirana je 15 minuta u termostatu na 15 °C radi prilagodbe
bakterijske kulture uvjetima. Prije provodenja samog testa ekotoksi¢nosti izmjerena je
relativna luminiscencija bakterijske suspenzije Vibrio fischeri koja mora iznositi najmanje
1000 da bi se ispitivanje ekotoksi¢nosti provelo. KoriSten je uredaj prikazan na slici 3.4., gdje
se su se radila razrjedenja uzorka prema linearnom nizu, tj. suspenzija Vibrio fischeri izlagala
se rastu¢em nizu koncentracija ispitivane tvari. U prvu kivetu niza stavi se 2%-tna otopina
NaCl-a do 2/3 volumena Kivete, a u zadnju kivetu niza dodaje se 2/3 kivete filtrata. U
predzadnju Kivetu stavi se 1 mL 2%-tne otopine NaCl, a u sve ostale Kivete stavi se po 1,5 mL
iste te otopine. Pomocu filtrata iz zadnje kivete se zatim rade Zeljena razrjedenja na¢inom

prikazanim na slici 3.6..

Razrjedenia - 1 18 12 8 [ 4 3 2 15 1
15mbL 15mL
0,5 mL 1.5 mi 15mL
8 _ - DO
c ) _ . )y Qo ] ) 0
1 2 3 4 5 6 T B ] 10

Slika 3.6. Prikaz provedbe testa toksi¢nosti pomo¢u morske bakterije Vibrio fischeri prema

linearnom nizu.

Metoda se zasniva na promjeni bioluminescencije Vibrio fischeri nakon izlaganja uzorku.
Rezultati ispitivanja razlike luminescencije bakterije Vibrio fischeri prije i poslije izlaganja
uzorku iskazani su kao ECso i EC2 vrijednosti §to ukazuju na toksi¢ni ucinak uzorka ili
kontrolnog mineralnog medija na bakteriju. Eksperimentalni rezultat je i vrijednost faktora, f,

koji treba iznositi otprilike 1.

3.5. Provodenje pokusa biorazgradnje MP PVC-a

Pokus je postavljen prema Full Factorial dizajnu (FF) kao dizajnu eksperimenta. Proucavali
su se 3 ¢imbenika na 3 razine (3°) §to je ukupno &inilo 27 pokusa. Pokus se provodio u
Erlenmeyerovim tikvicama volumena 250 mL, a radni je volumen iznosio 100 mL. Pokus se
provodio tijekom 30 dana. Tikvice su sadrzavale mineralni medij odgovarajuce pH-vrijednosti,

suspenziju mikroorganizma — Bacillus subtilis, i mikroplastiku, tj. ¢estice PVC-a odgovarajuce
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veli¢ine Cestica i koncentracije. Velicina ¢estica PVC-a je bila konstantna u rasponu 300-500
pum, kao i koncentracija PVC-a koja je bila 500 mg/L.

Cimbenici te razine na kojima su se proucavali tijekom eksperimenta dani su u tablici 3.2., a
za pocetne uvjete odredili su se parametri dani u tablici 3.3. Vrijednosti ¢imbenika s oznakama

pokusa dani su u tablici 3.4.

Tablica 3.2. Cimbenici i razine koji su se proucavali tijekom eksperimenta

Cimbenik Razina 1 2 3
A pH-vrijednost / - 6 7 8
B Broj okretaja / o/min 100 150 200
C oG/ - 0,1 0,3 0,5

Tablica 3.3. Uvjeti pokusa s navedenim oznakama.

pH- broj
Oznaka vrijednost | okretaja | OG/ -
/- / o/min
Tl 8 100 0,3
T2 7 100 0,5
T3 6 100 0,5
T4 7 100 0,1
T5 7 150 0,1
T6 8 100 0,1
T7 7 100 0,3
T8 6 100 0,1
T9 8 100 0,5
T10 7 150 0,5
T11 6 150 0,1
T12 8 150 0,5
T13 8 150 0,3
T14 8 200 0,5
T15 6 100 0,3
T16 6 150 0,3
T17 8 200 0,3
T18 6 200 0,3
T19 8 150 0,1
T20 7 200 0,5
T21 7 150 0,3
122 6 150 0,5
T23 6 200 0,1
T24 7 200 0,3
T25 7 200 0,1
T26 8 200 0,1
T27 6 200 0,5
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Tablica 3.4. Pocetni uvjeti za pokus biorazgradnje PVC-a primjenom bakterije Bacillus

subtilis.
7(02) pH- CFUy/ log (TCo) | H(TOCo) | #(TICo)/
MP o/ | vrijednosty/ | To/°C ’ AL 4 ’ 4 ’
st/mL (CFU)/- mg/L mg/L mg/L
mg/L -
PVC
7,63 8,404 24,2 5,0*%10° 6,70 3,340 3,893 0,553
0G=0,5
PVC
7,48 7,695 24,7 2,1*107 7,32 6,205 3,661 2,544
0G=0,3
PVC
7,83 6,638 24,2 7,8*10° 6,89 3,541 2,506 1,035
0G=0,1

Tijekom provodenja pokusa koncentracije MP su bile konstantne i iste u svim uzorcima, dok

su se ¢imbenici pH, OG i broj okretaja rotacijske tresilice mijenjali prema Tablici 3.3. Tijekom

30 dana pokusa pratila se promjena broja zivih stanica bakterija (CFU), koncentracije ukupnog,

organskog i anorganskog ugljika, te procjena otpustenih aditiva. Karakterizacija ¢estica MP

provela se pomocu FTIR spektroskopije, a testom ekotoksi¢nosti pratilo se odvijanje

razgradnje MP u uzorcima.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Neadekvatno prikupljanje 1 odlaganje plasti¢nog otpada, danas predstavlja veliki problem za
okoli$. Naime, poznato je da proces razgradnje svih polimernih materijala pa tako i plasti¢nih
materijala u okoliSu je dugotrajan, Sto ima za posljedicu akumulaciju plastike u okolisu.
Takoder, poznato je iz najnovijih istrazivanja da s dugotrajnim stajanjem u okoliSu dolazi do
usitnjavanja, fragmentiranja plastike na manje sitne komadice, koji se nazivaju MP [27].
Istrazivanja su takoder pokazala da MP (<5 mm) dodatno onecis¢uje okoli§ 1 predstavlja
prijetnju zdravlju ljudi, Zivim organizmima te ekosustavima, dijelom jer adsorbira toksi¢ne
tvari u vodama, a dijelom jer ulazi kao hrana u zive organizme te na kraju preko hranidbenog
lanca dolazi do ljudi. [64, 65] Medu najkoristenijim plastikama su PE, PP, PVC i PET [66].
Stoga se danas intenzivno istrazuje proces uklanjanja MP iz okoliSa te je jedan takav proces
biorazgradnja. Biorazgradnja se odvija primjenom mikroorganizama koji su sposobni
enzimima razgraditi polimerni lanac plasti¢nih materijala [66]. Vecina plastika bazirana na
ugljikovodi¢nim lancima, pa tako i PVC, pokazala se bioloski inertnim, $to i je razlog njihovog
dugotrajnog zadrzavanja i akumulacije u okoliSu [72]. Struktura PVC-a, odnosno njegova
ponavljajuéa jedinica dana je slikom 2.2. Glavna struktura je vinilni lanac poput PE, no ima
prisutnu CI skupinu na svakom drugom C atomu.

Vecina plasticnih materijala kao konacni produkt razgradnje daje CO2 i H2O kao i veéina
organskih molekula, no ovdje je PVC iznimka zbog toga Sto kao posljedica Cl atoma u strukturi
nastaje HCI kao jedan od produkta razgradnje [72] . Jedan od obecavajucih pristupa procesu
biorazgradnje je koristenje larve Tenebrio Molitor. Prema dosadasnjim istrazivanjima, larve se
mogu prilagoditi na uvjete izloZenosti plastike, i to na PS i PVC [72].

U ovome se radu istrazivala biorazgradnja PVC MP pomocu gram-pozitivne bakterijske
kulture Bacillus subtilis. Cilj pokusa je prvo odredivanje optimalnih uvjeta biorazgradnje PVC-
a pomocu vrijednosti CFU 1 programa Design Expert zatim karakterizacija 1 ispitivanje
produkta pokusa biorazgradnje te pradenje samog procesa pomocu FTIR-ATR, LC-MS,
koncentracije ukupnog, organskog i anorganskog ugljika te ispitivanje ekotoksi¢nosti filtrata

pomocu morske bakterije Vibrio fischeri. Optimalni uvjeti su dobiveni u programu i zatim su

.....

4.1. Promjena CFU prilikom biorazgradnje PVC primjenom Bacillus subtilis
U svrhu pracenja aktivnosti bakterija tijekom pokusa pratio se broj izraslih kolonija

[73]. U ovom pokusu broj izraslih kolonija je odredivan na hranjivom agaru nakon 24 h na 37
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°C. CFU je sluzio kao parametar za pracenje procesa biorazgradnje MP PVC-a. Na slici 4.1.

prikazane su grafi¢ke ovisnosti logaritma CFU o vremenu za pokuse i slijepe probe s OG od

0,1.
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Slika 4.1. Promjena logaritamske vrijednosti CFU tijekom 30 dana trajanja biorazgradnje MP
PVC-a primjenom Bacillus subtilis za pokuse s OG od 0,1: a) T4, b) T5, ¢) T6, d) T8, e) T11,
f) T19, g) T23, h) T25 te i) T26.

Na slici 4.2. isto takav graficki prikaz ovisnosti logaritma CFU o vremenu dan je i za pokuse
provedene s OG od 0,3.
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Slika 4.2. Promjena logaritamske vrijednosti CFUtijekom 30 dana trajanja biorazgradnje MP

PVC-a primjenom Bacillus subtilis za pokuse s OG od 0,3: a)T1, b)T7, ¢)T13, d)T15, e)T16,

f)T17, g)T18, h)T21 te i) T24.

Na slici 4.3. dan je graficki prikaz ovisnosti logaritma CFU o vremenu za pokuse provedene s
OG od 0,5.
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Slika 4.3. Promjena logaritamske vrijednosti CFU tijekom 30 dana trajanja biorazgradnje MP
PVC-a primjenom Bacillus subtilis za pokuse s OG od 0,3: a) T2, b) T3, ¢) T9, d) T10,
e) T12, f) T14,g) T20, h) T22 te i) T27.

Logaritam CFU za nulti dan imao je istu vrijednost za svaku slijepu probu i pokus s istim OG,

a vrijednosti su prikazane u tablici 3.4. U veéini pokusa uocljivo je da se maksimum doseze U

14. danu i u nekim slu¢ajevima u 7. danu. Maksimum se doseze na kraju faze eksponencijalnog

rasta bakterija. Rast bakterija moze se podijeliti u 4 faze: lag fazu, fazu eksponencijalnog rasta,

stacionarnu fazu i fazu odumiranja. Lag faza se takoder mozZe nazvati i faza prilagodbe, u
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grafickim prikazima za ove pokuse ustvari ta faza nije vidljiva iz razloga Sto se bakterijska
suspenzija prilagodila mineralnom mediju za izvodenje pokusa i tako se ta faza ,,preskocila®.
Faza eksponencijalnog rasta, ili logaritamska faza, karakterizirana je ubrzanim rastom broja
stanica uslijed binarnog cijepanja stanica bakterija, u grafickim prikazima to je faza od nultog
dana do maksimalne vrijednosti CFU. Stacionarna faza karakterizirana je jednakim brojem
zivih 1 umrlih stanica, zbog velikog broja umrlih stanica oslobada se veca koli¢ina hranjivih
tvari za zive stanice. Na grafickim prikazima to je obiljeZeno uzastopnim toCkama nakon
logaritamske faze. Zadnja faza, faza odumiranja, karakterizirana je naglim padom broja zivih
stanica zbog stvaranja toksicnih otpadnih produkata uslijed stacionarne faze. Na grafickim
prikazima (slike 4.1."- 4.3.) karakterizirana je naglim padom vrijednosti CFU [74]. Za
dobivanje optimalnih uvjeta razgradnje MP PVC-a pozeljno je da logaritam CFU bude §to visi,
a opcenito najveée vrijednosti CFU pri trajanju razgradnje su pokazali pokusi s OG od 0,5.
Vidljivo je da i slijepa proba za tu vrijednost opticke gustoce ima nagli skok na 21. danu, no
buduci da nema teorijske osnove za tako nagli skok vjerojatno je u pitanju eksperimentalna
pogreska. Od ostalih pokusa moze se uociti da na kraju pokusa u 30. danu najvecu vrijednost
CFU ima pokus T14 u iznosu od 2,14 * 108 st / mL, a svoju maksimalnu vrijednost dosegnulo
je u 30. danu, $to upucuje da je tada bila najintenzivnija biorazgradnja. Visoka vrijednost od
1,53 * 10® st / mL dosegnula se veé u 14. danu, §to upucuje da je tada veé poceo period
intenzivne biorazgradnje. Ova vrijednost CFU znacajno je visa od vrijednosti na pocetku
pokusa T14, koja je iznosila 7,8 * 10° st / mL. Osim u pokusu T14, visoka vrijednost CFU
uodena je u pokusu T26 s vrijednosti od 4,28 * 108 st / mL u 14. danu, $to je i vise nego
maksimalna vrijednost pokusa T14. No vrijednosti za pokus T26 naglo padaju, §to upucuje da
je period intenzivne biorazgradnje bio kratak, dok je kod pokusa T14 znatno dulji. Uo€ljivo je
da je kod velike vecine pokusa, ¢ak 1 pokusa T14 s visokim CFU vrijednostima, vrijednost
CFU-a za slijepu probu u periodu 0. - 7. dana visa od CFU vrijednosti uzorka, $to upucuje na
negativni utjecaj MP PVC-a na rast bakterijske kulture Bacillus subtilis i u skladu je s
istrazivanjima o toksi¢nosti MP PVC-a [78]. Nakon 7. dana primjetno raste CFU za uzorke
naspram slijepih proba. To upucuje da je bakterija Bacillus subtilis uspjesno koristila PVC kao
izvor ugljika tj. kao supstrat [61].

4.2. Dizajn eksperimenta — Full factorial design
Eksperimentalni dizajn je nacin na koji ¢e se osmisliti postupak izvodenja pokusa. Znacajke
dobro dizajniranog eksperimenta su dobro definiran cilj, moguénost procjene pogreske,

dovoljna preciznost i moguénost da raspoznaje razlicite efekte koristenjem slucajnog odabira i
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faktorskog dizajna. Bitni pojmovi kod dizajna eksperimenta su faktori i nivoi, gdje je faktor ili
¢imbenik bilo kakva promjena stanja u pokusu, a nivoi su razlike faktora koji mogu biti
kvantitativni ili kvalitativni. Kod pokusa gdje je potrebno pratiti utjecaj vise efekta bitno je
izabrati ispravni eksperimentalni dizajn. Jedan od mogucih takvih dizajna je faktorski dizajn
eksperimenta ili faktorska analiza, koja se koristi kako bi se utvrdili ucinci individualnih
faktora te relacije izmedu faktora. Prednost faktorske analize je Sto moze znatno smanjiti broj
uzoraka koje je potrebno analizirati, a medu boljim faktorskim analizama jest potpuna
faktorska analiza (eng. Full factorial design). Ovaj dizajn eksperimenta karakteriziran je
brojem pokusa proporcionalno brojem faktora, tako je za ovaj rad gdje se proucava 3 faktora
na 3 nivoa bilo potrebno 3* odnosno 27 pokusa, te su provedeni pokusi za sve kombinacije
faktora i nivoa. Prednost ovog dizajna je mogucnost prikazivanja utjecaja svih faktora na
konacni rezultat te utjecaj interakcija faktora. Mana ovakvog dizajna je da je eksperiment s
velikim brojem faktora gotovo neizvediv s dizajnom potpune faktorske analize zbog prevelikog
broja pokusa, a nije moguce samo izbaciti nivo jer se moze izgubiti znacajan ucinak izbacenih
podatka [75].

Za provedbu dizajna eksperimenta i potvrdivanje signifikantnosti rezultata koriSten je program
Design Expert. U programu su uneseni parametri: pH-vrijednost, broj okretaja rotacijske
tresilice te opticka gustoca bakterijske suspenzije za svih 27 provedenih pokusa uz logaritam
CFU vrijednosti kao odziv. Podatci su obradeni tako da je u programu trazeno da vrijednost
logaritma CFU bude maksimalna i stoga se dobiva ovisnost CFU vrijednosti 0 3 parametra
(dobivene su 3 graficke ovisnosti prikazane na slici 4.4.). Iz graficke ovisnosti mogu se
vizualno potvrditi rezultati, §to je program dao kao optimalne uvjete, prikazano na tablici 4.1.
Graficki prikazi na slici 4.4. pokazuju ovisnosti logaritma CFU u odnosu na kombinacije svih
3 ¢imbenika pri kojima su provedeni pokusi. Prva graficka ovisnost ukazuje na ovisnost log
CFU o brzini okretaja i pH. Uocljivo je da se najveci odaziv CFU postigao pri kombinaciji
visih vrijednosti pH i brzina okretaja. Iako inace veca brzina okretaja moze otezati rast Bacillus
subtilis zbog toga Sto se biofilm teze stvara pri dinami¢kim nego stacionarnim uvjetima [76],
u ovim ispitivanim uvjetima su vece brzine okretaja rotacijske tresilice pogodovale bakteriji.
Iduca graficka ovisnost prikazuje ovisnost log CFU o pH i OG (slika 4.4. b). 1z ovisnosti se
uocava da se najvece vrijednosti CFU dobivaju pri visokim vrijednostima OG i neutralnim pH.
Uocava se, takoder, pad vrijednosti CFU pri manjim OG te kiselim ili luznatim pH. Konaéni
prikaz daje ovisnost log CFU o brzini okretaja i OG (slika 4.4. c). Dobiveni prikaz ukazuje da
je CFU najvecéi pri visokim vrijednostima OG te pri najvisim vrijednostima brzine okretaja

prema crvenom podrucju na odzivnoj povrsini. Kombinacijom svih prikaza moze se zakljuciti
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da za postizanje visih vrijednosti CFU optimalni uvjeti su: viSe vrijednosti brzine okretaja i
opticke gustoce, te pH-vrijednosti izmedu neutralnih i luznatih vrijednosti.

Dobiveni rezultati optimalnog pH u skladu su s uvjetima za rast bakterije Bacillus subtilis koja
najbolje raste pri pH rasponu 6 — 9 [59]. Pogodno djelovanje visoke OG moze se objasniti
¢injenicom da kod vecih OG je vedi broj zivih stanica bakterija. Vjeruje se da je zato dobivena
optimalna razgradnja kod visih vrijednosti OG. Visoka brzina okretaja takoder je u skladu s
ocekivanjima poSto se rotacijom osigurava koncentracija otopljenoga kisika u sustavu, a
bakterija Bacillus subtilis je aerobna bakterija i potreban joj je Kisik za rast [59].
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Slika 4.4. Prikazi odzivnih povr$ina za promjenu logaritma CFU o ¢imbenicima pokusa:

a) brzini okretaja i pH, b) optickoj gustoci i pH, ¢) brzini okretaja i opti¢koj gustoci.

Pri obradi podataka u programu je provedena i ANOVA analiza podataka. ANOVA, ili analiza
varijanci, jest statisticka metoda za usporedbu varijanci srednjih vrijednosti vise faktora [77].
Pri analizi dobivene su vrijednosti standardne devijacije, srednje vrijednosti, predvidena suma
kvadrata ostataka (PRESS), koeficijent varijacije (C.V.), odgovaraju¢a preciznost, R?
prilagodeni R%gj i predvideni R? prikazano na tablici 4.2. R? vrijednost predstavlja mjeru
linearnosti u sustavu, tj. mjera koliko dobiveni eksperimentalni podatci slijede model, no kada
sustav ima viSe faktora (nezavisnih varijabli) Koji pridonose promjeni konacnog rezultata
(zavisne varijable) pri iskazivanju R? vrijednosti potrebno je uzeti u obzir koliko svaka varijabla
pridonosi u procesu, stoga se uvodi prilagodeni R%g; (eng. Adjusted R?). Prilagodeni R%j je
korigiran s brojem varijabli $to se koriste [79]. Za R? vrijednost je pozeljno da bude $to blize
1, odnosno da bude 3to bolje poklapanje modela i podatka. Vrijednost za predvideni R? od
0,7260 je u slaganju s prilagodenim RZq; vrijednosti od 0,8222. Dobivena vrijednost za
odgovarajucu preciznost od 12,122 predstavlja omjer Suma 1 signala, Zeljeni omjer iznosi 4 ili

viSe 1 stoga dobiveni omjer od 12,122 upucuje na adekvatni signal.

Tablica 4.1. Optimalni uvjeti biorazgradnje PVC-a primjenom Bacillus subtilis dobiveni

programom Design Expert.

pH-vrijednost / broj okretaja /
) OG /- | log CFU/- | PoZeljnost
- o/min Odabrano

7,74 200 0,50 8,24731 0,933
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Tablica 4.2. Pregled statistickih podataka modela dobiveni analizom varijance.

Std. Dev. 0,13

Mean 7,78

CV.% 1,69

PRESS 0,69

R? 0,88

Prilagodeni R? 0,82

Predvideni R? 0,73
Odgovarajuca preciznost 12,122

Podatci iz tablice 4.1. slazu se s grafi¢kim ovisnostima prikazani na slici 4.5. i predstavljaju
optimalne uvijete za biorazgradnju MP PVC-a pomoc¢u Bacillus subtilis. Od provedenih pokusa
ti uvjeti se najvise podudaraju s pokusom T14. To se podudara s vrijednostima CFU na
grafovima naslici 4.4, i stoga ¢e se daljnji podatci i rezultati pokusa fokusirati na ,,optimalnom*
pokusu T14.

4.3. Analiza cestica MP PVC-a pomocu infracrvene spektroskopije s Fourierovom
transformacijom

Za uzorke MP PVC-a snimljen je FTIR-ATR spektar prije i poslije provodenja pokusa
razgradnje. Snimljena je transmisija na podruéju valnog broja 4000-400 cm?® s ATR
nastavkom. Na slici 4.5. prikazan je dobiveni spektar s kontrolom (crna linija na spektru) i
uzorkom T14 (zelena linija na spektru) s ozna¢enim pikovima te su u tablici 4.4. prikazani
karakteristi¢ni pikovi za PVC.

Uocljivo je da oba uzorka PVC MP imaju sva 3 karakteristicna pika danih u tablici 4.4., to
upucuje da se u 30 dana izvodenja pokusa nije dogodila znatna promjena polimernog lanca
PVC-a. No ipak je uoc€ljiva promjena u spektru uslijed biorazgradnje. Naime uz uobicajene
pikove pri 690 cm™, 1099 cm™ i 2900-2950 cm™ uocava se nastanak dva nova pika na spektru
za pokus T14. Rije¢ je o piku za O-H rastezanja (hidroksilna skupina) pri ~3500 cm™ te piku
pri ~1750 cmL, §to ozna¢ava C=O0 rastezanja (karbonilna skupina), prisutnost te dvije skupine
Cesto upucuje na prisutnost karbonilne kiseline s funkcionalnom grupom COOH. Ove dvije
skupine su u literaturi spomenute kao neizbjezZan produkt pri oksidaciji 1 biorazgradnji plastika
[23, 80]. Razlog nastanku ovih pikova je oksidacijska reakcija za koju je utvrdeno da se odvija

pri procesu biorazgradnje, koja uvodi kisik u lanac polimera te se stvaraju slabe tocke u
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polimernom lancu gdje Ce se lakse odviti reakcije, tj. nastaju nusprodukti razgradnje s kisikom
[7]. Uz nastanak tih grupa primjeéuje se i blagi pad intenziteta pika pri 690 cm™, tj. slabi pik
Sto oznacava C-Cl interakciju. Na dobivenom spektru uocljiva je promjena zbogbiorazgradnje,
ali radi kratkog vremena trajanja pokusa promjene su relativno slabo vidljive. Za pokuse
biorazgradnje u literaturi se uzima vrijeme od 90 dana jer se tada znatno bolje vide promjene
na FTIR spektru izmedu PVC-a prije i nakon biorazgradnje u odnosu na dobiveni spektar s
pokusom u trajanju od 30 dana [23].

PVC_kohtrola —

g C-H rastezanja . l

C-C rastezanja

C-Cl rastezanja
825 —

75

A R R A A A R L
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500 400
AT fem?

Slika 4.5. FTIR-ATR spektar uzorka PVC-a prije provodenja pokusa (PVC_kontrola) te
uzorka T14 nakon pokusa (T14 PVC).
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Tablica 4.3. Karakteristi¢ni pikovi na FTIR spektru PVC-a.

Interakcija C-C rastezanje C-H rastezanje C-Cl rastezanje
Pik na FTIR spektru / cm™ 1099 2900-2950 690
Struktura | | |
¢ c H T

4.4. Pradenje procesa razgradnje mikroplastike odredivanjem ukupnog ugljika, ukupnog

organskog ugljika i ukupnog anorganskog ugljika

Za pracenje procesa biorazgradnje plastike odredivalo se TC, TOC i TIC za 0. dan, 3. dan, 7.

dan. 14. dan, 21. dan i 30. dan iz vodenog medija uzorka. Rezultati dani tabli¢no u tablici 4.3.

prikazuju promjenu koncentracije ugljika u pokusu T14 kroz vrijeme trajanja pokusa.

Tablica 4.4. Promjena vrijednosti ukupnog ugljika, organskog ugljika i anorganskog ugljika

tijekom procesa biorazgradnje PVC-a primjenom bakterije Bacillus subtilis za pokus T14 i

slijepu probu.

Cl

T14 Slijepa proba
t/d y/(;;’/(ﬁ) ygg‘f)L’ S(TIC)Mg/L V(;Cg’/‘f_) I yerey 1 mgiL V%(/:E /
0.dan 3,340 3,893 0,553 3,340 3,893 0,553
3.dan 3,691 8,759 5,068 5,169 5,498 0,329
7.dan 2,240 17,475 15,235 1,586 7,959 6,373
14.dan 3,451 6,949 3,498 10,878 7,469 /
21.dan 5,279 1,600 / 5,641 3,966 /
30.dan 1,654 6,790 5,136 2,779 1,639 /

Kod razgradnje plastika generalno se ocekuje pad TOC vrijednosti kroz vrijeme i rast TIC

vrijednosti [81]. Razlog tomu je da se kod procesa biorazgradnje trose organske molekule (u

ovom slucaju to su molekule MP), dok nastaju anorganske molekule CO i H20. No kod vecina

komercijalnih plastika uo¢ava se da prilikom razgradnje TOC vrijednost naglo naraste. Ovo se

dogada zbog ispustanja aditiva koji se dodaju u plastiku radi poboljSanja svojstava ili pomazu

pri proizvodnji plastike. Aditivi su Cesto veée organske molekule poput ftalata [81]. U

dobivenim podatcima u tablici 4.3. podatci za 0. dan su isti za uzorak i probu. U podatcima za
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7. dan uocljiv je nagli porast koli¢ine TC i TIC vrijednosti s naglim padom TOC-a. Teorijski
se ne moze objasniti tako nagla promjena koja u podacima za 14. dan vise nije prisutna te je
vrlo vjerojatno rije¢ o onec¢iS¢enju u uzorku pri pripremi za mjerenje u uredaju. Smanjenje
koncentracije TOC-a s 3. dana na 14. dan ukazuje na odvijanje razgradnje MP. Vrijednost TC-
aniza je u 14. danu i stoga je niza 1 koncentracija TIC-a, usprkos tome TIC je i dalje visi od
TOC-a, s§to je u skladu s ocekivanjima. U 21. danu uocen je visoki skok TOC-a naspram 14.
dana, $to iako nije u trendu za razgradnju MP, se i dalje moZe objasniti otpustanjem razli¢itih
aditiva. Naravno na ovaj nacin se ne moze potvrditi ako je rije¢ o otpustanju aditiva, to se
ispitivalo dodatno tekuc¢inskom kromatografijom s MS detektorom. Rezultati LC/MS analize
potvrduju da je rije¢ o otpustanju organskih aditiva, §to ¢e biti objasnjeno dalje u radu. Pri
odredivanju vrijednosti za 21. dan doslo je do eksperimentalne pogreske te se nije mogla
izracunati TIC vrijednost. TOC u 30. danu, odnosno na kraju pokusa, ponovno je pala. Na kraju
pokusa TOC vrijednost je primjetno manja nego na pocetku pokusa, $to bi uputilo na odvijanje
procesa biorazgradnje. TIC vrijednost je zato primjetno veca na kraju pokusa, Sto takoder
upucuje na odvijanje biorazgradnje i nastanka CO2, kao anorganskog oblika ugljika. Znacajno
smanjenje organskog ugljika u 30. danu u slaganju je s visokom CFU vrijednosti pokusa T14
u periodu izmedu 14. — 30. dana trajanja pokusa, tj. razgradnja je bila najintenzivnija u tom
periodu zbog ¢ega je doslo do oslobodenja aditiva u 21.danu, ali i relativno niske koncentracije

TOC-a na kraju pokusa.

4.5. Analiza otpuStenih aditiva tokom biorazgradnje pomocu tekuéinske kromatografije
visoke djelotvornosti

Za vrijeme trajanja pokusa u vodenom mediju se pratilo otpustaju li se aditivi iz ¢estica PVC-
a pomoc¢u HPLC uredaja s MS detektorom. Dobiveni su spektri za 3., 7., 14., 21. 1 30. dan na

slikama 4.6. — 4.10. te je u tablici 4.5. ispisano pronadeni aditivi i njihova m/z omjer.
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Slika 4.6. Maseni spektrometar za proces biorazgradnje PVC-a primjenom bakterije Bacillus
subtilis u 3. danu za pokus T14.
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Slika 4.7. Maseni spektrometar za proces biorazgradnje PVC-a primjenom bakterije Bacillus

subtilis u 7. danu za pokus T14.
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Slika 4.8. Maseni spektrometar za proces biorazgradnje PVC-a primjenom bakterije Bacillus

subtilis u 14. danu za pokus T14.

Inten.(x10,000)

381
3.0
2.07 433
517
1.0
1 615
291 687
0.0l 160 255 | ) 28, 801 949 o Joa4 oo 1170 1256 1399 1464
O e il sl il s d il
250 500 750 1000 1250 mz

Slika 4.9. Maseni spektrometar za proces biorazgradnje PVC-a primjenom bakterije Bacillus

subtilis u 21. danu za pokus T14.
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Slika 4.10. Maseni spektrometar za proces biorazgradnje PVC-a primjenom bakterije
Bacillus subtilis u 30. danu za pokus T14.
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Tablica 4.5. Spojevi identificirani prema HPLC/MS spektrima za pokus T14 tijekom 30 dana

provedbe pokusa biorazgradnje.

m/z omjer ime spoja Struktura
160 triacetin CsHs(OCOCHGs)3
148 diizobutil ftalat C16H2204
179 metil ftalat 2-(HO2C)CsH4CO2CH3
255 benzil ftalat CsHsCH-O0CCsH.COOH
291 diizonil ftalat C26H4204
381 ACETEM (viSe vrsta)
433 p‘;'l'ﬁi'o'f” H-(O—CHo—CHz)r—OH

Tabelirane m/z vrijednosti dobivene su iz literatura [82 — 85]. U 21. danu pojavljuje se pik za
triacetin (m/z = 160), trostruki ester glicerina i acetatne kiseline i spoj sa Sirokom primjenom,
od kojih je jedna i kao aditiv u izradi plastike. lako sam pik na 160 nije prisutan u 30. danu
postojan je pik na 118, $to je Cesto prisutno kao produkt reakcije samog triacetina. Triacetin je
po FDA-u oznacen kao siguran spoj, koriSten i kao aditiv u hrani [82, 84]. U ve¢ini dobivenih
spektara uocavaju se ftalati, spojevi Koji se Cesto dodaju u viSe vrsta plastike kao aditivi
(plastifikatori). Oni se dodaju za poboljsanje izdrzljivosti plastike, a dodaju se ¢esto i u PVC
plastiku, pogotovo kada je bitno plasti¢ni proizvod bude nepropustan [82, 83]. Procijenjeni
pikovi ftalata Cesto su slabi i razli¢iti kroz dane, a uz to vecina tih ftalata su mono- ili diesteri,
vjerojatno nastali kao produkt razgradnje veceg spoja, poput cesto koristenog DEHP ftalata[82,
84]. Aditiv s pikom od 381, acetilirani mono i digliceridni spojevi ili ACETEM, prisutan je u
vecini masenih spektara, s iznimkom u 14. dana i 30. dana. Taj aditiv je spoj na bazi acetatnog
estera i nedavno je postao Cesti aditiv pri izradi plastika. Osim u izradi plastika ¢esto se koristi
kao emulgator za hranu. Prednost ovog spoja kao aditiva je $to je izraden u potpunosti od
jestivih ulja (Cesto kokosovih) i $to ima dobru termalnu stabilnost [86]. Konaéni identificirani
spoj bio je polietilen glikol, PEG, s pikom na 433. PEG je ¢esti aditiv u polimernim spojevima
zbog svojih dobrih svojstava, Sirokog podrucja primjene, netoksi¢nosti i biorazgradivosti [85].
PEG je prisutan na svakom spektru osim onom na 30. danu, no tada je prisutan pik na 431, sto
je mogudi produkt razgradnje spoja. U 14. 1 21. danu primjeéuje se najveci broj pikova Sto se
slaZe s prijasnjim rezultatima. U 14. danu CFU doseZe maksimalnu vrijednost i biorazgradnja
se najviSe odvija zbog Cega je oCekivano da se otpusta veca kolicina aditiva iz plastike. U 21.
danu je bio znacajan skok u TOC, §to bi moglo biti objasnjeno daljnjim otpusStanjem vece

koli¢ine aditiva.
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4.6. Ispitivanje ekotoksi¢nosti vodene faze uzorka pomocu morske bakterije Vibrio
fischeri

Nakon provedbe pokusa, s filtratima od uzorka proveo se test ekotoksicnosti u svrhu
utvrdivanja Stetnih ucinka na bakteriju Vibrio fischeri zbog moguceg nastanka ekotoksi¢nih
nusprodukta uslijed razgradnje ili zbog otpustenih aditiva. Test se izravno zasniva na svojstvu
bioluminiscencije morske baterije Vibrio fischeri, tj. na promjeni bioluminiscencije populacije
pri izlaganju uzorku, gdje je ekotoksi¢nost uzorka proporcionalna smanjenjem
bioluminiscencije. Test ekotoksi¢nosti s Vibrio fischeri pokazao se vjerodostojnim ispitom za
ispitivanja ekotoksi¢nosti u vodenom mediju [87]. Rezultati ovih mjerenja su postotak
inhibicije bioluminiscencije Vibrio fischeri uz ECso i EC2 vrijednosti. EC vrijednosti, tj.
efektivne koncentracije oznacavaju koncentraciju tvari pri kojoj se uocava stetni u¢inak na 20
% (ECx20), odnosno 50 % (ECsp) izloZene populacije. Dakle, $to su nize EC vrijednosti to je
manje tvari potrebno za Stetni ucinak na testni organizam, odnosno tvar je viSe ekotoksi¢na
[88]. Capolupo i suradnici [45] testirali su ekotoksi¢nost nekoliko vrsta MP, medu kojima je i
PVC, na vodene organizme. Istrazivanje je pokazalo da je PVC vrlo toksican za vodene
organizme, i to vise za morske organizme, sa zapazenom ECso vrijednosti od 1,62 %, dok je
ne$to manje toksican za slatkovodne organizme sECso vrijednosti od 34,06 %. Jedina MP koja
je u istrazivanju pokazala vecu ekotoksi¢nost su mikrocestice auto gume. Razlog tome je §to
su i PVC i guma imali ve¢i udio aditiva i metala u sebi nego ostale ispitane plastike, a gume su
imale i necCistoce steCene U procesu vulkanizacije [45]. U rezultatima se o¢ekuju relativno niske
ECso vrijednosti za pokuse koji su imali intenzivne razgradnje, no ocekuje se ipak ve¢a ECso
vrijednost od one iz literature. To je zbog manjeg broja prisutnih aditiva koji su u istraZivanju
doprinosili toksi¢nosti plastike [45, 89].

U dobivenim rezultatima moze se uociti da velik broj uzoraka ima relativno nisku ECsg
vrijednost gdje najniZe vrijednosti imaju T4, T6, T9, T3, T8, T24 1 T14. Za T4 treba napomenuti
da je inhibicija je bila visoka i za kontrolu ne samo uzorak $to upucuje da je vrlo niska ECsp
vrijednost podrijetlom od vanjskog utjecaja, a ne samog uzorka. Niske ECso vrijednosti su bile
oc¢ekivane zbog dokazanih aditiva $to se procijenilo pomoc¢u LC-MS-a te je pokus T14 medu
nizim EC vrijednostima.Ovo je oc¢ekivano buduc¢i da se kod ovoga pokusa (T14) odvila
biorazgradnja prema optimalnim uvjetima. Same vrijednosti u slaganju su s literaturnim zbog

oc¢ekivano jaceg utjecaja na morske organizme [45].
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Tablica 4.6. Vrijednosti ECso i EC2te inhibicije kao rezultati ispitivanja ekotoksi¢nosti

filtrata pomoc¢u morske bakterije Vibrio fischeri.

Uzorak EC2 /% ECs0/% | INH/ %
T1 9,02 / 43,63
T2 16,67 / /
T3 / 12,58 67,53
T4 / 6,20 75,99
T5 1,16 15,69 48,70
T6 / 10,06 39,74
T7 / / 35,97
T8 3,55 12,63 66,12
T9 / 10,17 99,42

T10 / / 60,25
T11 10,12 40,51 59,77
T12 6,41 42,83 62,61
T13 23,12 / 22,77
T14 / 16,28 53,54
T15 6,73 31,37 50,18
T16 16,77 / 49,49
T17 / 38,18 57,19
T18 26,28 46,67 53,48
T19 / / 16,68
T20 12,48 / 24,74
T21 12,98 29,94 68,92
T22 12,98 15,50 84,46
T23 5,18 20,54 97,20
T24 / 13,29 73,10
T25 30,24 / 42,28
T26 / / 42,32
T27 27,19 48,35 48,29

Uocava se da manji broj pokusa; T27, T18, T12 1 T11 imaju relativno visoke ECsp vrijednosti,
dok neki pokusi ¢ak nisu imali inhibiciju od 50 % za originalni uzorak (uzorak vodene faze).
To upucuje da se razgradnja u tim pokusima slabije odvijala te da se manje aditiva otpustilo u
vodenu fazu. Za neke od pokusa, poput T11 to se podudara s relativno niskom CFU vrijednosti,
dok se za neke pokuse to kosi s CFU vrijednostima poput T12 i T27.
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5. ZAKLJUCAK

Zbog sve vece prisutnosti nepravilno zbrinute plastike u okolisu trazi se ucinkovit i ekoloski
prihvativ nacin uklanjanja takvog otpada, jedan takav nacin je i biorazgradnja. Biorazgradnja
se temelji na probavnim enzimima mikroorganizama za razlaganje polimernih lanca plasti¢nog
materijala, a konac¢ni produkti razgradnje ugljikovodi¢nih plastika su ugljikov dioksid i voda.
Zbog toga je u ovom radu provedeno istrazivanje biorazgradnje mikroplastike PVC-a pomoc¢u
gram pozitivne bakterijske kulture Bacillus subtilis. Pokus je trajao 30 dana, a plan pokusa
proveden je prema potpunom faktorskom planu s 3 ¢imbenika na 3 nivoa, $to su pH (6,7,8),
brzina okretanja (100, 150, 200) te opticka gustoca (0,1, 0,3, 0,5) s ukupno 27 pokusa i 3 slijepe
probe. Tijekom trajanja pokusa odredivao se CFU, odnosno broj zivih stanica, prema kojem su
odredeni optimalni uvjeti razgradnje. Nakon odredivanja optimalnih uvjeta karakteriziran je
pokus proveden po tim uvjetima i odredena je toksicnost filtrata nakon pokusa. Iz dobivenih
podatka mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

e odredeni su optimalni uvjeti biorazgradnje PVC-a s bakterijskom kulturom Bacillus
subtilis: pH = 7,74, broj okretaja = 200 o/min i OG = 0,5

e CFU vrijednost za pokus T14 upucuju da se najintenzivnija razgradnja odvijala u 14.
danu.

e promjenom koncentracija ukupnog, organskog i anorganskog ugljika, utvrduje se
odvijanje biorazgradnje zbog rasta anorganskog ugljika vremenom trajanja pokusa i
padom organskog, osim na 21. dan gdje se naglo povecala koli¢ina organskog ugljika
zbog otpustanja aditiva.

e promjene u FTIR-ATR spektru poput nastanka novih pikova i slabljenje nekih
postoje¢ih govori da je doSlo do biorazgradnje, no ve¢ih promjena na glavnom
polimernom lancu PVVC-a nije bilo u 30 dana provedbe pokusa.

e pomocu HPLC-a s MS detektorom moze se pretpostaviti (prema dobivenim m/z
omjerima) prisutnost idué¢ih aditiva u uzorku PVC-a: triacetin, diizobutil ftalat, metil
ftalat, benzil ftalat, diizonil ftalat, ACETEM i Polietilen glikol ,

e rezultati ovog rada upucuju da je mogucée optimizirati biorazgradnju mikroplastike
PVC-a primjenom gram pozitivne bakterijske kulture upravljanjem ¢imbenicima poput

pH, brzine okretanja te optickom gusto¢om.
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7. POPIS OZNAKA | SIMBOLA

@ - maseni udio, %

M — molarna masa, g/mol

p — gustoca, kg/L

y —masena koncentracija, g/L

T — temperatura, °C

CFU — broj zivih stanica bakterija stanica/ mL
CTR —auto guma (eng. Car tire ruber)
MP - mikroplastika

NP - nanoplastka

PBAT - polibutirat adipat terephthalate
PCB — poliklorirani bifenil

PCL — polikaprolaktona

PVC — poli(vinil-klorid)

PS — polistiren

PE — polietilen

PP — polipropilen

PET — poli(etilen tereftalat)

PUR — poliuretan

PA — poliamid
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FTIR-ATR — Fourierova infracrvena spektroskopija (eng. Fourier-transform infrared

spectroscopy)

TGA — termogravimetrijska analiza (eng. Thermogravimetric Analysis)

PBC — poliklorirani bifenili

PAH — policikli¢ki aromatski ugljikovodici
POP - postojane organske onecis¢ujuce tvari
LDPE — polietilen niske gustoce

HDPE — polietilen visoke gustoce

DEHP — bis(2-etilheksil ftalat)

ROS - reaktivne kisikove vrste

DDT — diklordifeniltrikloretan
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ISO — Medunarodna organizacija za normizaciju (eng. International Organization for
Standardization)

ECso - efektivna koncentracija koja izaziva Stetni u¢inak kod 50% ispitanih testnih organizama
EC20 — efektivna koncentracija koja izaziva Stetni u¢inak kod 20% ispitanih testnih organizama
UV zraCenje — ultraljubicasto zracenje

OG — opticka gustoca

MM — mineralni medij

HA — hranjivi agar

TOC - ukupni organski ugljik

TC — ukupni ugljik

TIC - anorganski ugljik

SP —slijepa proba

HPLC/ MS — tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti/masena spektrometrija

GC/ MS - plinska kromatografija/ masena spektrometrija

AFM — mikroskopija atomskih sila

NMR — nuklearna magnetska rezonancija

PEG - polietilen glikol

C.V. — koeficijent varijacije, (eng. Coefficient of variation)

R? — koeficijent determinacije, (eng. Coefficient of determination)

ANOVA - statisticka analiza varijance
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8. ZIVOTOPIS

Luka Oc¢i¢ I Osnovnu Skolu Antuna Augustin€ica zavrsio je

2014. godine, a iste godine upisao je Zdravstveno uciliSte Zagreb, smjer Zdravstveno
laboratorijski tehnicar. U¢enicku praksu u sklopu srednjoskolskog obrazovanja odradio je u
domu zdravlja Zapresi¢ 1 KB Sveti Duh. Nakon zavrSetka srednje Skole upisuje preddiplomski
studij Primijenjene kemije na Fakultetu kemijskog inzenjerstva i tehnologije 2018. godine. Za
vrijeme preddiplomskog studija odradio je studentsku praksu na Institutu Ruder Boskovi¢ u
Zavodu za kemiju materijala. Stekao je titulu prvostupnika primijenjene kemije 2021. godine
nakon obrane zavr$nog rada pod mentorstvom prof. dr. sc. Zlate Hrnjak-Murgi¢ na Zavodu za
polimerno inZenjerstvo i organsku kemijsku tehnologiju. Iste godine upisuje diplomski studij
Primijenjene kemije na istom Fakultetu. Za vrijeme diplomskog studija odradio je CESAR
stru¢nu praksu u sklopu Fakulteta kemijskog inZenjerstva i tehnologije.. Sudjelovao je na

Studentskom kongresu o odrZivoj kemiji 1 inzenjerstvu (SKOKI).





