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SAZETAK

Mikroplastika je danas Siroko raSirena u brojnim ekoloskim sustavima. Detektirana je na najveéim
dubinama, kao i na povrsini slanih i slatkih voda te u raznim vrstama tla u svijetu. Mikroplastika
predstavlja veliki problem u okoliSu zbog svojih karakteristika poput izuzetne Cvrstoce i
izdrzljivosti, dugotrajnosti, otpornosti na vanjske uvjete i biorazgradnju. Mikroplastika se moze
okarakterizirati primjenom razli¢itih metoda poput FTIR-a, Raman spektroskopije, SEM, HPLC i
GC-a. Osim poteskoc¢a koje zadaje prilikom uklanjanja, njeno zadrzavanje u prirodi predstavlja
veliku prijetnju biljnom i Zivotinjskom svijetu. Brojna istrazivanja su pokazala da najveci utjecaj
ima na Zivotinje koje se hrane filtriranjem vode i na Zivotinje koje zamjenjuju mikroplastiku za
plijen, a problem se $iri i na druge organizme putem hranidbenog lanca te na taj nacin $teti cijelom
ekosustavu. Uocen je niz problema koje mikroplastika uzrokuje, od smanjenja brzine rasta i
kretanja, smanjenje obavljanja fotosinteze, fizickih deformacija, unoSenje toksi¢nih elemenata, do
smanjenja plodnosti i promjena u metaboli¢kim ciklusima. Shodno navedenom, mikroplastiku je
potrebno ukloniti iz okoliSa. Kod nekih bakterija i gljiva zabiljezena je mogucnost biorazgradnje te
je djelomic¢na razgradnja moguca i uz djelovanje UV i Gamma zraka i pomocu topline. Neupitno je
da mikroplastika predstavlja znamenitu prijetnju okoliSu, a samim time i za Covjeka te je od velike
vaznosti osvijestiti problem mikroplastike kod vece populacije ljudi kako bi se podigla svijest o
koriStenju plastike i njenih negativnih utjecaja. U ovom radu dati ¢e se pregledni dio vezan uz vrstu
mikroplastike, prisutnosti mikroplastike u pojedinim ekosustavima, metodama karakterizacije

mikroplastike, ekotoksikoloskim istrazivanjima te o postupcima uklanjanja mikroplastike iz okolisa.

Kljucne rijeci: Mikroplastika;, Karakterizacija mikroplastike; EkotoksikoloSka ispitivanja;
Biorazgradnja mikroplastike



ABSTRACT

Nowadays, microplastic is widely spread in numerous ecosystems. It can be found in the deepest
dephts, on the surface of freshwaters and seas and in variety of soils also. Due to its exceptional
strenght, durability and resistance to external conditions and biodegradation, microplastic presents a
major treath to environment. FTIR, Raman spetroscopy, SEM, HPLS and GS can be used for its
characterisation. Besides the difficult removal, microplastic represents a great risk for flora and
wildlife if exposed long enough. Numerous studies showed that the biggest influence microplastics
has on animals who use filtration as feeding method and the ones who mistakenly replace particles
of microplastic for prey. This problem also affects other ecosystems by food chain. Microplastic
causes a wide range of problems such as lower growth rate and movement, lower photosynthesis
ability, physical deformation, increasing concentration of toxic elements, fertility problems and
changes in metabolitic cycles. Consequently, it is necessary to remove particles of microplastic
from environment. Some bacteria and fungi have the ability to biodegrade these particles and with
the help of UV and Gamma rays there is a possibility of degradation to a certain degree.
Microplastic is dangerous for environment and for the humans also and it is of great importance to
raise awareness in order to improve the use of plastics and increase knowledge of possible negative
effects it can cause. In this study there are observed different types of microplastics, presence in
various ecosystems, characterisation methods, ecotoxicologic studies and the ways of elimination of

microplastic from environment.

Keywords: Microplastics; Characterization of microplastics; Ecotoxicology tests; Biodegradation of

microplastics



1. UvVOD

Mikroplastiku ¢ine plasti¢ne Cestice manje od 5 mm [1]. Godine 2004. Richard Thompson je
prvi upotrijebio naziv ,mikroplastika®“. U posljednjih 50 godina, proizvedeno je 9.1 biliona tona
plastike u svijetu sa godiSnjim rastom od 8,7 %, a zbog masovne proizvodnje i izdrzljivosti
predstavlja veliku prijetnju okoliSu [2]. Glavni izvori mikroplastike u okolisu dijele se na primarne i
sekundarne. Primarna mikroplastika u izvornom obliku dolazi u okoli§, primjerice, iz pilinga za
lice, sintetickih vlakana iz odjece, zubnih pasta i kozmetike, dok sekundarna plastika nastaje
raspadanjem vecéih komada plastike djelovanjem UV zradenja, slane vode te biotickih i abioti¢kih
¢imbenika [2]. Prilikom provodenja raznih istrazivanja dokazano je da se veéa kolicina
mikroplastike nalazi u podru¢jima guste naseljenosti, pa je tako velika koncentracija zabiljeZzena na
podru¢ju Sredozemnog mora, Sjevernog mora, Azije te na obali Brazila [3]. 18 % mikroplastike
koja se nalazi u morima proizlazi iz ribarske industrije, a velik doprinos daje i akvakultura [4].
Polietilen (PE), polipropilen (PP), polietilen tereftalat (PET), polistiren (PS), poliamid (najlon),
polivinil klorid (PVC) vrste su mikroplastike koje zbog svoje raznovrsne upotrebe imaju najveéu
vjerojatnost da zavrSe u okoliSu. Nadalje, kako bi se bolje razumio negativan utjecaj Koji
mikroplastika ima na okoli$, provedena su brojna toksikoloSka istrazivanja na organizmima u
razli¢itim prirodnim staniStima. Istrazivanja ukljucuju ispitivanja toksi¢nosti na velikim morskim
organizmima poput kita uljeSure [5] u ¢ijem su probavnom sustavu pronadene razne vrste
mikroplastike sve do sitnog zooplanktona kopepodnog raci¢a [6]. Brojne posljedice ima i na plavu
dagnju Mytilus edulis koja se vrlo ¢esto konzumira u prehrani ¢ovjeka. Kod Danio rerio primje¢eno
je da mikroplastika ima najveci utjecaj na jetru, crijeva i Skrge [7], dok je kod Daphnie magne
najvise utjecala na sposobnost kretanja [8] i akumulaciju Stetnih elemenata poput nikla. Uklanjanje
mikroplastike najucinkovitije je kombinacijom fizikalno-kemijskih i bioloSkih procesa.
Fotooksidacija pomo¢u UV zraka, zraenje elektronskim snopom i Gamma zrakama, kemijska
razgradnja i utjecaj vanjskih uvjeta (toplina, povrsinska osSte¢enja) ubrajaju se u fizikalno-kemijske
procese, a biorazgradnja moguca je uz bakterije (Bacillus subtilis, Rhodococcus ruber,
Pseudomonas aeruginose, Streptomyces aburaviensis), gljive (Zalerion maritimum, Penicillium
simplicissimum, Aspergillus niger). Usprkos tome S§to je kod navedenih organizama uocena
sposobnost biorazgradnje koja se moze povecati umjesavanjem biorazgradivih polimera, enzimi

koji sudjeluju u razgradnji i njihovi mehanizmi jo$ uvijek nisu poznati.



2. OPCI DIO

2.1. Vrste mikroplastike

Plasti¢ni su proizvodi zbog niskih troskova i jednostavnosti proizvodnje, otpornosti na vodu
1 razlicitih karakteristika vrlo rasireni u svim granama industrije. Upravo zbog svoje raznovrsne
primjene najve¢i dio mikoplastike ¢ine polietilen visoke 1 niske gusto¢e (HDPE, LDPE), polistiren
(PS), polipropilen (PP), poli-amid (najlon), polivinil klorid (PVC), polilakti¢na kiselina (PLA),
poliamid (PA) i polietilen tereftalat (PET) odnosno, glavni sastojci plasti¢nih proizvoda koji su
najces¢e namijenjeni jednokratnoj upotrebi, a samim time se i masovno proizvode.

Polietilen je jedan od najraSirenijih vrsta polimera te nastaje polimerizacijom etilena,

plinovitog ugljikovodika formule C,H, (slika 1.) [9].
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Slika 1. Ponavljajuca jedinica polietilena [10].

Ovisno o gustoc€i, koristi za proizvodnju plasti¢nih vrecica, medicinskih uredaja i neprobojnih
prsluka [10]. Polietilen ima nisku temperaturu talista (od 105 °C do 180 °C) koja ovisi 0 vrsti, a
karakterizira ga visoka kemijska otpornost na slaba oksidacijska i redukcijska sredstva te se otapa u
aromatskim ugljikovodicima poput toluena i ksilena ili u trikloretanu i triklorbenzenu. Klasificira se
po gustoc¢i i1 razgranatosti molekule te mehanicka svojstva polietilena znatno ovise o vrsti grananja,
kristalnoj strukturi i molekulskoj masi [11].

Druga najraSirenija vrsta mikroplastike je polipropilen (PP), polimer slican polietilenu, ali
nesto tvrdi i otporniji na toplinu te monomerna jedinica ima formulu C3Hg (slika 2.) [12]. Metilna
skupina na ugljikovodi¢énom lancu pobolj$ava mehanicka svojstva, dok ostale karakteristike ovise 0
molekulskoj masi i raspodjeli metilne skupine u molekuli, odnosno, njezina orijentacija na jednoj

strani lanca pridonosi stabilnosti molekule.



Slika 2. Ponavljajuca jedinica polipropilena [13].

Polipropilen je Cesto kopolimeriziran sa etilenom zato Sto je tada ¢vrséi i fleksibilniji. Na sobnoj
temperature, otporan je na skoro sva organska otapala, osim na jaka oksidacijska sredstva te zbog
toga neoksidirajuce kiseline 1 baze mogu biti skladiStene u posudama od polipropilena. Vrlo je
koriSten materijal upravo zbog otpornosti na koroziju, raznih fizickih oSte¢enja i zaledivanja,
najcesce se koristi u svrhu proizvodnje laboratorijskog posuda, posuda za hranu, tepiha, uzadi i
odjece [14].

Polimer koji je tre¢i u svijetu po proizvodnji je poli(vinil-klorid) (PVC). Nastaje

polimerizacijom monomera vinil-klorida (slika 3.) te moze biti u krutom ili fleksibilnom obliku.

o
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Slika 3. Ponavljajuca jedinica poli(vinil-klorida) [14].

Mehanicka svojstva poboljSavaju se rastom molekulske mase, a smanjuju se porastom temperature
te temperatura taliSta varira u intervalu od 100 °C do 260 °C, zavisno o dodanim aditivima.
Karakteriziraju ga dobra izolacijska svojstva, ali zbog polarnosti molekule, ona su neSto manja u
odnosu na ne polarne polimere poput polietilena i polipropilena. Budu¢i da je kemijski inertan na
kiseline, baze, masti i alkohole, redovito se koristi kod proizvodnje kanalizacijskih cijevi [14].
Takoder, koristi se za izolacijske kablove, vrata 1 prozore, jednokratne posude za krv i urin.

Sljedeca rasirena vrsta mikroplastike je polistiren, polimer koji je nastao polimerizacijom
monomera stirena (slika 4.). Karakterizira ga dugi ugljikovodi¢ni lanac na koji je vezana fenilna

skupina, a moze biti u krutom ili pjenovitom obliku.



Slika 4. Ponavljajuca jedinica polistirena [14].

Van der Waalsove sile izmedu polimernih lanaca omogucuju visok stupanj fleksibilnosti i
elasticnosti te se pri temperaturi visoj od 100 °C lako oblikuje 1 modelira. Nadalje, kemijski je vrlo
inertan, odnosno otporan je na kiseline i baze, ali se lako otapa u organskim otapalima poput
acetona te je lako zapaljiv i pri potpunoj oksidaciji daje produkte CO; i vodenu paru [15]. Polistiren
se koristi za proizvodnju plasticnog pribora za jelo, raznih izolatora, plasti¢nih poklopaca, boca,
polistirenskih petrijevih zdjelica i ostalih ¢vrstih i vrlo inertnih proizvoda koji zahtijevaju
jednostavnu i jeftinu proizvodnju [14].

Polietilen tereftalat (PET) je polimer koji nastaje esterifikacijom etilen glikola sa tereftalnom
kiselinom (TPA) ili dimetal tereftalatom (DMT). Za razliku od prije spomenutih polimera ¢ija baza
se sastoji od ugljikovog lanca, PET lanac sastoji se od veze ugljik-kisik-ugljik od kojih je jedan od
ugljika dio karbonilne skupine (Slika 5.) [16].

Slika 5. Struktura polietilen tereftalata [17].

Najcesce se koristi za pakiranje hrane i pi¢a zbog kemijske otpornosti, male mase, elasti¢nosti i
stabilnosti u Sirokom intervalu temperatura (od -60°C do 220°C) [16].

Poliamidi su vrsta polimera koju karakterizira prisutnost ponavljaju¢e amidne skupine [—
C(=0)-NH-] u polimernom lancu te se sintetizira polimerizacijom diamino spojeva sa
dikarboksilnom kiselinom ili esterom [18]. NajviSe se koriste kao ljepila u industriji namjestaja,
odjece i obuce te elektroindustriji [19].

Polilakti¢na kiselina je biorazgradivi alifatski poliester koji se proizvodi iz kukuruza,

pSenice i rize direktnom kondenzacijom lakti¢ne kiseline i ciklickog dimera laktida [19]



Unato¢ velikoj izdrzljivosti plastike, najveéi dio proizvodi se za jednokratnu upotrebu,
ve¢inom za pakiranje hrane, pica i ostalih proizvoda Sto dovodi do rasta plasticnog otpada koji je
neadekvatno zbrinut i vrlo ¢esto zavrSava u morima i oceanima te se pretpostavlja da 75 % otpada u

morima ¢ini plastika [5].

2.2. Mikroplastika u okolisu

2.2.1. Mikroplastika u morima

Glavni izvor mikroplastike u oceanima ¢ine proizvodi za osobnu higijenu poput pilinga za
lice iz kojih mikrogranule zavrSe u otpadnim vodama, a nakon toga u rijekama i oceanima. Drugi
vazni izvori su velika koli¢ina opreme za ribolov te vlakna iz sinteticke odjece otpustena tijekom
pranja [1].

Brojna istrazivanja utjecaja mikroplastike na povrSinske vode i mora provedena su u Kini,
najveéem proizvodadu plasti¢nih materijala na svijetu. Cak 27,8 % svjetske proizvodnje plastike
proizvodi se u Kini [21] te je usprkos ekonomskom rastu, zbrinjavanje otpada na zabrinjavajuce
niskoj razini. Godine 2014. provedeno je istraZzivanje o utjecaju mikroplastike na kineska jezera,
rijeke, mora i1 rezervoare te su evidentirani sljedeé¢i utjecaji kod organizama: ogrebotine i
zacepljenje probavnog sustava, povecanje stupnja smrtnosti i plodnosti, problemi prilikom
hranjenja, promjene u ponasanju 1 prilikom razmnozavanja. Unato¢ brojnim propisanim
regulacijama i zakonima u vezi odlaganja plastike, njihova primjena Cesto je neucinkovita, posebno
u ruralnim i nerazvijenim dijelovima Kine, $to predstavlja sve ve¢i problem za povrSinske vode i
mora. Brojna istrazivanja i1 bolje razumijevanje problema mikroplastike te njezinih trajnih
posljedica za Zivotinjski svijet pokazala su da jo$ nisu u potpunosti razvijene standardizirane
analiticke metode za identifikaciju 1 kvantifikaciju mikro i1 nanoplastike u razli¢itim uzorcima te
nisu dovoljno istrazeni procesi degradacije mikroplastike, kao ni put cestica od kopna do
povrsinskih voda i oceana te sveukupni utjecaj na eko-sustav [22].

Vise od 100 000 Cestica mikroplastike/km?® nalazi se u Sredozemnom moru [23] §to
predstavlja velik problem za Jadransko more zbog njenog osebujnog oblika te velikog antropogenog
utjecaja povezanog sa turizmom i industrijom. Tijekom proteklih godina dolazi do razvitka
akvakulture te uzgoja dagnja i raznih Skoljkasa Sto je rezultiralo koristenjem polimernih materijala
za odrZavanje takvih postrojenja. Polimerni materijali su jeftiniji, izdrzljiviji i laksi za koriStenje od
prirodnih vlaknastih uZadi [24]. Danas su akvariji, ograde, mreZe i sustav za hranjenje napravljeni

od plasti¢nih materijala zbog ¢ega akvakultura znacajno doprinosi zagadenju mora mikroplastikom.



Ostali izvori mikroplastike u Jadranu c¢ine otpadne vode, kozmeticki proizvodi, rijeke i
poljoprivreda [25]. Takoder, vazan je i utjecaj Covjeka na globalnoj razini, pa i u Hrvatskoj postoji
problem odlaganja i razgradnje plasti¢nog otpada.

Godine 2017. provedeno je istrazivanje o koncentraciji mikroplastike na 10 razli¢itih
lokacija na dubini od 3 do 15 metara u Parku prirode Telas¢ica koji je smjeSten u srediSnjem djelu
isto¢ne obale Jadranskog mora [26]. Najvisa koncentracija zabiljezena je u Uvali Mir, dok je

najniza zabiljezena u Veli Proversi te 90 % mikroplastike Cinila su sinteticka vlakna (Tablica 1).

Tablica 1. Koncentracija plastike na 10 razli¢itih lokaciji u Parku prirode Telas¢ica [26].

Lokacija Koncentracija / ¢estica/kg
Mala Proversa 279.2
PodStrazica 177.4
Uvala Mir 377.8
Cuicica 170.3
Magrovica 32.3
Farfarikulac 177.9
Vela Proversa 42.6
Gmajnac 84.4
Loisce 296.5
Lucice 137.7

U usporedbi sa koncentracijom mikroplastike na Malti i u Veneciji, utvrdeno je da je
koncentracija u Parku prirode slicna onoj na Malti, a manja od one u Veneciji [27, 28]. U
Venecijskoj laguni zabiljezena je koncentracije mikroplastike od 672 do 2175 cCestica po kilogramu
te je identificirano najviSe polietilena i polipropilena koji ¢ine 82 % pronadenih Cestica, a pojavljuju
se i etilen propilen (PEP), poliester, polivinil klorid (PVC) i polivinil alkohol (PVA) [28].

U sklopu Projekta DeFishGear koji se bavi problematikom otpada u Jadranskom moru,
provedeno je istrazivanje o koli€ini i sastavu mikroplastike u uzorcima uzetih s povrSine mora i
rije¢nih us¢a, iz sedimenata na plazama te iz Zeludaca riba na podru¢jima gdje se odvijaju ribolovne

aktivnosti (Slika 6.) [29]
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Slika 6. Lokacije uzorkovanja morskog otpada s plaza, povrSine mora, morskog dna, mikroplastike

u ribama, izgubljenih ribarskih mreza te ribarskih luka Vira i Tribunja [29].

Rezultati pokazuju da je veca koncentracija zabiljezena u uzorcima blize obali i u
unutrasnjem dijelu us¢a Neretve zbog blizine izvora otpada s kopna. Utvrden je porast koncentracije
mikroplastike nakon turistic¢ke sezone, posebice na plazi Ba¢vice u Splitu koja predstavlja jednu od
najpopularnijih turistickih plaza na tom podrucju. Takoder, uoCava se znatno povecanje
koncentracije mikroplastike u jesen (4200 Cestica’kg sedimenta) u odnosu na pocetak ljeta (870
Cestica’kg sedimenta) na plazi Zaglav $to je posljedica utjecaja otvorenog mora te jakih juznih
vjetrova i valova [29]. U uzorcima je pronadeno najviSe polietilena i polipropilena $§to i nije

neobi¢no zbog njihove raznolike upotrebe (Slika 7).

EPE
mPP
WPES
BPAN
WPET
mPAN
NY

AKRILNA VLAKNA

CELULOZNI
ACETAT

Slika 7. Polimerni sastav uzorka sa pjescanih plaza (PA poliamid, PE polietilen, PS polistiren, PP
polipropilen, PES poliester, PAN poliakrilonitrin, PET polietilen tereftalat, NY nylon, PO
poliolefin, PU poliuretan) [29].



2.2.2. Mikroplastika u tlu

U usporedbi sa utjecajem mikroplastike na morske zivotinje, utjecaj na kopnene nije toliko
istrazen, ali u posljednjih nekoliko godina to se mijenja zbog sve veceg korisStenja plasticnih
materijala u poljoprivrednoj industriji. Mikroplastika se u tlu vrlo jednostavno moze naci ako je
prisutna u vodi za navodnjavanje, a moze negativno utjecati na razlaganje mikroflore te usporiti rast
brojnih zivotinja poput glista ili ¢ak i izazvati smrt [28]. Kao i kod istrazivanja o utjecaju u morima,
glavni problem kod istraZzivanja o utjecaju na tla je to $to ne postoje standardizirane metode za
kvantifikaciju mikroplastike u tlu [2].

Glavni izvori mikroplastike u tlu su: plasti¢ni pokrovi za biljke, otpadni mulj, navodnjavanje
otpadnim vodama, abrazija guma te prijenos atmosferom [2]. Na slici (Slika 8.) shematski su
prikazani razliiti izvori mikroplastike u tlu ukljucujuéi Cestice mikroplastike koje se prenose
zrakom, a zatim zavrSavaju u vodama i naposljeku u tlu te Cestice nastale utjecajem Covjeka zbog
odlaganja plastike u okoliS. Unato¢ visokom stupnju uklanjanja mikroplastike iz otpadnih muljeva
koji se koriste kao gnojivo u poljoprivredi, velik dio zaostaje pa moze zadrzavati ¢ak do 24000

Cestica mikroplastike po kilogramu [31].

Slika 8. lzvori i sudbina mikroplastike u tlu (crne i bijele strelice pokazuju transport Cestica
mikroplastike. a) abrazija guma, b) mogu¢a konzumacija pomocu biljaka, c¢) transport pomoc¢u

Zivotinja, d) transportacija putem hranidbenog lanca) [2].



2.2.3 Mikroplastika u povrsinskim vodama

NajviSe mikroplastike u povrsinskim vodama dolazi iz kopnenih izvora te velik dio prelazi u
oceane, dok se ostatak zadrzava u povrSinskim vodama ukljucujuci izolirane vodene sustave poput
planinskih jezera [32]. Mikroplastika je Siroko rasprostranjena u povrsinskim vodama u svijetu
(Tablica 2.) ¢ijem Sirenju pridonose utjecaji vjetra i geostroficke cirkulacije [33] te znacajan utjecaj
na distribuciju 1 transport ima gustoca, oblik i1 veliina Cestica mikroplastike [34]. Veca
koncentracija mikroplastike pronadena je u rijekama i jezerima koja se nalaze u blizini gusto

naseljenih podrucja [35]

Tablica 2. Pregled koli¢ine mikroplastike u razli¢itim dijelovima svijeta [36].

Lokacija Postupak identifikacije ~ Broj &estica/km®
Dunav, Austrija Vizualno 0.137

Rajna FTIR 8.93x 10°

Kanali/ 5

FTIR 1x10
Amsterdam
Hidroelektrana Tri Vizualno + 6
) 8.47x 10
klanca, Kina Raman

Estuarij Yangtze Vizualno 4.14 x 10°
Jezero Taihu, 3

_ FTIR + SEM-EDS 8.93x 10

Kina
Jezero Hovsgol, ) .
) Vizualno 2.03x 10
Mongolia
Jezero Winnipeg, 5
SEM-EDS 1.93x 10
Kanada

Velika jezera, USA SEM-EDS 4.30 x 10*
Estuarij Goiana, _ .

Vizualno 3.1x10

Brazil

Jedan od glavnih izvora mikroplastike u povrSinskim vodama su otpadne vode. Godine 2016.
provedeno je istrazivanje u SAD-u o koli¢ini mikrogranula koje dospiju u okoli§ preko otpadnih

voda te rezultati pokazuju zabrinjavajuc¢ih 13 bilijuna Cestica po danu [37].



Usprkos tome Sto je prisutnost mikroplastike dokazana u brojim povrSinskim vodama, joS uvijek
njen negativan utjecaj na zive organizme nije dovoljno istrazen, ali mu se pridaje sve vise

pozornosti.

2.3. Postupci odredivanja mikroplastike u okoliSu

U usporedbi s makroplastikom, vrlo male Cestice mikroplastike znatno otezavaju detekciju u
uzorcima iz okolisa i zahtijevaju koristenje sloZenijih analitickih metoda. Uzorci Cesto sadrzavaju
visoku koncentraciju organskih cestica koje onemogucuju jednostavnu vizualnu detekciju
mikrocestica te su potrebne prikladne metode za pripremu uzoraka kako bi se lakSe ekstrahirale

Cestice mikroplastike (Slika 9.).

Tlo

Uzaorkovanje

P red-postupak

Post- | Separacija

tretman

Analiza

Spektrometnjska identifikacija
Pyr- GCMS | | TDS-GCIMS

| |

Slika 9. Mogu¢i nacini analize mikroplastike u tlu i vodenim uzorcima (FTIR- Infracrvena
spektroskopija s Fourierovim transformacijama, SEM-EDS- scanning electron microscopy energy-
dispersive X-ray spectroscopy, Pyr- GC/MS, TDS-GC/MS- piroliza ili termalna desorpcija- plinska

kromatografija/masena spektrometrija, ASE- ubrzana ekstrakcija otapala) [39].
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Mikroplastika u vodi lako se filtrira od uzorka, dok se Cestice mikroplastike u talozima najcesce
separiraju na temelju razlike u gusto¢i. Naime, u otopini velike gustoce, Cestice plutaju na povrsini,
dok se ostale Cestice u uzorku taloze na dno. Da bi se pripremila otopina velike gustoée koriste se
razne soli poput NaCl, Nal, ZnCl, i Na,WQs,.

Druga metoda je ubrzana ekstrakcija otapala koja se izvodi pod uvjetima visokog tlaka kako bi se
povisila tocka vreliSta otapala, $to povecava brzinu ekstrakcije. Medutim, problem nastaje kod
komplicirane identifikacije ekstrakta koji sadrzi viSe vrsta polimera [38]. Neizbjezno je i uklanjanje
prirodnih ostataka u uzorcima koji se mogu unistiti kemijskim ili enzimi¢nim putem. Kemijsko
uni$tavanje odnosi se na uklanjanje pomoc¢u vodikovog peroksida, mjeSavine vodikovog peroksida i
sumporne kiseline, ali tako agresivni uvjeti mogu djelovati i na mikroplastiku koja je podlozna
oksidaciji. UniStavanje pomoc¢u enzima ukljucuje koristenje smjese enzima (lipaza, amilaza,

proteinaza, celulaza), a sam postupak je skup i vrlo dugotrajan [39].

2.3.1. FTIR

U vedini istrazivanja, Cestice mikroplastike se prvo vizualno identificiraju te se zatim koriste
razne spektroskopijske metode. Jedna od njih je metoda infracrvene spektroskopije s Fourierovim
transformacijama (FTIR) koja je Siroko rasprostranjena u organskoj sintezi, detekciji polimera,
petrokemijskom inzenjerstvu, farmaceutskoj industriji i analizi hrane [40].Metoda se temelji na
utvrdivanju strukture molekule pomocu njezine moguénosti adsorpcije infracrvenog zracenja.
Prilikom izloZenosti zracenju, molekula adsorbira zraenje specifi¢nih valnih duljina Sto uzrokuje
promjenu dipolnog momenta te se vibracijska energija transformira iz osnovnog u pobudeno stanje.
Analizom infracrvenog spektra moze se saznati struktura molekule [41]. KoriStenje Fourierovih
transformacija pokazalo je brojne prednosti u odnosu na disperzivne IR spektrometre poput:

e 0dnos Sum-signal znacajno je visi

e odstupanije je u rasponu + 0.01 cm™

e brZe vrijeme skeniranja svih frenkvencija

e &iri raspon skeniranja (1000 ~ 10 cm™)
FTIR spektrometar se sastoji od izvora, interferometra, uzorka, detektora, zrcala i racunala (Slika
10.). Zracenje proizlazi iz izvora kroz interferometar do detektora. Zatim se signal konvertira u
digitalni signal koji dolazi do racunala gdje se provodi Fourierova transformacija. Glavna razlika
izmedu FTIR spektrometra i disperznog IR spektrometra je Michelsonov interferometar koji
razdjeljuje jednu zraku svjetlosti u dvije razli¢itih putanja koje se rekombiniraju u detektor gdje se

mjeri njihov intenzitet [41].
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Slika 10. Dijelovi FTIR spektrometra [41].

Tablica 3. Funkcionalne grupe u najrasireninijim polimerima i njihove valne duljine u FTIR spektru
[43].

Polimer Funkcionalna grupa Valna duljina/ cm™

HDPE

Polivinil klorid (PVC)

Polipropilen (PS)

Polistiren (PS)

Polietilen
tereftalat (PET)

Poliamidi

C-H istezanje
CH; uvijanje
CH; njihanje
CH; uvijanje
CH uvijanje
C-C istezanje
CH; njihanje
C-Cl istezanje
C-H istezanje
CH; uvijanje
CHs uvijanje

aromatsko C-H istezanje

C-H istezanje

aromatsko istezanje prstena

CHz uvijanje
C=0 istezanje

C-0O istezanje
N-H istezanje
CH istezanje
C=0 istezanje
NH uvijanje
CH; uvijanje

12

2915, 2845
1463
730
1427

1331, 1255
1099
966
616

2950, 2915
1455
1377

3024
2847

1492, 1601

151
1713

1241, 1094
3298
2932, 2858
1634
1538
1464, 1372



Velika baza spektara polimera omogucuje ne samo potvrdu o prisutnosti mikroplastike, ve¢ i
identifikaciju specifi¢nih vrsta polimera. Male Cestice mikroplastike zahtijevaju koriStenje mikro-
FTIR (u-FTIR) koji se koristi za mikroskopsko proucavanje prije spektroskopijske potvrde te se
mogu detektirati ¢estice jednake veli¢ine kao otvor kroz koji prolazi IR zracenje. ATR-FTIR (FTIR
sa smanjenom totalnom refleksijom) se smatra oblikom analize kod kojeg dolazi do povrSinskog
je moguce odrediti stupanj degradacije mikroplastike zbog pojave oksidiranih veza u IR spektru
[42]. Tablica 3. prikazuje tipi¢ne funkcionalne grupe koje se pojavljuju u strukturama polimera i

njihove odgovarajuce valne duljine u FTIR spektrima.

2.3.2. Raman spektroskopija

Prilikom usmjeravanja svjetlosti na molekulu, dolazi do rasprSenja zraCenja koje ima
razli¢itu frekvenciju od ulazne zrake zbog interakcija izmedu oscilacije svijetla i molekulske
vibracije. Taj fenomen naziva se Ramanovo rasprSenje te je pomocu analiza spektra rasprSenog
zracenja moguce odrediti strukturu molekule. Za analizu cCestica mikro veli¢ine Ramanova

spektroskopija kombinira se sa mikroskopom (Slika 11.) [44].

:‘yij_k“_rnp 51,;.:.1:. Filter Diatektor
' Spektroskop
Uzorak Bamanova izlazna zraka
azna
raka \ Laser

Slika 11. Dijelovi Ramanovog mikroskopa [44].

S obzirom da tijekom analize ne dolazi do oSte¢enja povrSine Cestica, moguce su daljnje analize
uzoraka, ali je Raman spektroskopija osjetljiva na aditive i pigmente u mikroplastici koje mogu
smetati identifikaciji razlicitih vrsta polimera [42]. Primjerice, prilikom identifikacije mikroplastike
pomoc¢u Ramanove spektroskopije dobiven je spektar koji odgovara plavom pigmentu (bakrov
ftalocijanin), a ne spektar koji odgovara odredenom tipu plastike(slika 12.). Medutim, taj pigment je
Cesto koristen u plasti¢noj industriji, Sto pridonosi pretpostavci da je nepoznati uzorak mikroplastika

[45].
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Za lociranje Cestica mikroplastike u tkivima koristi se koherentno anti-Stokes Ramanovo rasprsenje
(CARS) te se Cesto upotrebljava za detekciju Cestice veli¢ine 2-3 um kod zooplanktona [44]. FTIR i
Raman spektroskopija su komplementarne zato Sto su neke molekulske vibracije vidljive u Raman

spektru dok u IR nisu i obrnuto [47].

Reflektivnost

Reflektivnost

00 2000 1800 1600 IAUH\.ra]niIE;F;Dj( lt{‘:;ﬂ} B0 GO0 200 0 [
Slika 12. Identifikacija mikroplastike pomo¢u mikro-Raman spektroskopije. A. Ccestica
mikroplastike sa dna mora na 2749 metara dubine.B. Ramanov spektar za Cesticu mikroplastike C.
Ramanov spektar za plavi pigment bakrov ftalocijanin. Ramanovi signali na C podudaraju se sa

onima na slici B (isprekidane linije) [45].

2.3.3. SEM

SEM (Scanning electron microscope) je metoda odredivanja mikroplastike kod koje se
pomocu uskog snopa elektrona dobiva vrlo detaljna slika povrsSine (Slika 13.). Snaga rezolucije
mikroskopa limitirana je kvalitetom leca i valnom duljinom upadne zrake te s obzirom da elektroni
imaju znacajno krac¢e valne duljine, elektronski mikroskopi pruzaju bolju rezoluciju od svjetlosnog

mikroskopa [48].
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Slika 13. Povr$ina mikroplastike snimljena pomo¢u SEM — a [49].

Nakon SEM analize, provodi se analiza sa energijsko-disperznom spektroskopijom X-zrakama
(SEM-EDS) koja pruza elementarni sastav istog objekta te omogucéuje odvajanje plastike od
anorganskih Cestica. SEM-EDS metoda je skupa, vremenski zahtjevna i potrebna je prethodna
priprema uzorka te se preporuc¢a za povrSinske karakterizacije i elementarne analize Cestica

mikroplastike [42].

2.3.4. HPLC (High Performance Liguid Chromatography)

HPLC analiticka je metoda pomocu kojeg se razdvajaju komponente otopljenje u
odredenom otapalu. Kromatografska separacija sastoji se od otapala, pumpe, uzorka, stupca,
detektora i racunala. Pokretna faza ili otapalo obi¢no je mjeSavina polarnih i nepolarnih
komponenata ¢ija koncentracija ovisi o uzorku. Sve kromatografske separacije funkcioniraju na
istom principu: kromatografija razdvaja uzorak na sastavne komponente zbog razlike razlicitih
molekulskih afiniteta prema mobilnoj i stacionarnoj fazi koriStenoj kod separacije [50].
Kombinacijom tekuc¢inske kromatografije i masene spektrometrije mogu se odrediti koncentracije
polietilena tereftalata (PET) i polikarbonata (PC) na nacin da se molekule depolimeriziraju

hidrolizom [51].

2.3.5. GC/MS (Gas chromatography/Mass spectrometry)

Upotreba plinske kromatografije u kombinaciji sa masenom spektrometrijom sve se viSe
koristi u polimernoj industriji. Piroliza-plinska kromatografija/masena spektrometrija (Py-GC/MS)
analiticka je metoda koja se koristi za identifikaciju komponenata, a ukljucuje zagrijavanje uzorka
do visokih temperatura $to uzrokuje razlaganje na manje molekule koje su separirane pomocu
plinske kromatografije i identificirane pomoc¢u masene spektrometrije [52]. Piroliza je termicko

raspadanje materijala koje nastaje pri temperaturama visim od 600 °C bez prisutstva kisika [53].
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Koncentracije polimera za koje se metoda moze primijeniti ovise o vrsti polimera i mogucim
smetnjama prirodnih matrica prilikom provodenja metode. IstraZzivanjem je dokazano da je moguca
detekcija polietilena, polipropilena, polietilena tereftalata, polivinil klorida, polikarbonata i
poliamida tijekom provodenja jedne izvedbe metode GC/MS [50]. Detekcija se provodi
usporedivanjem dobivenih MS spektara sa ve¢ odredenim MS spektrima odredenih polimera (Slika
14.).
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Slika 14. Maseni spektar produkta pirolize polietilena 1,17-okstadiena [54].
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3. PREGLEDNI DIO

3.1. Utjecaj mikroplastike na razlicite organizme - ekotoksikoloska ispitivanja

Ekotoksikoloska ispitivanja provode se zbog utvrdivanja negativnih utjecaja koje ispitivana
tvar ima na organizam, populaciju, ekosustav i biosferu [55]. Provode se na organizmima koji su
jednostvani za odrZavanje u laboratoriju te imaju jednostavniji razvojni mehanizam koji se moze
primijeniti na sloZenije organizme. Najcesce koriSteni organizmi na kojima se provode eksperimenti
su nematod Caenorhabditis elegans, vinska musica Drosophila melanogaster, Zaba Xenopus laevis,
mi$ Mus musculus i zebrafish Danio rerio zato Sto su relativno mali, imaju jednostavnu anatomiju i
kratak Zivotni vijek [56].

Toksi¢nost opisuje kako razlicite tvari djeluju na ljude i ostale organizme. Moze uzrokovati
trenutaCnu smrt ili suptilne promjene u organima, raznim vrstama stanica ili kod biokemijskih
reakcija koje se primjecuju tek nakon par mjeseci ili godina [57]. Toksini se mogu podijeliti u dvije
skupine [16]. To su sistemati¢ni toksini Koji djeluju na cijelo tijelo i mnoge organe (npr. kalijev
cijanid) te organski toksini koji djeluju samo na odredene organe (npr. benzen je primarno toksican
za tkiva koja stvaraju krvne stanice).

Faktori koji odreduju toksi¢nost su doza, uvjeti eksponiranja i odgovor domacina [58].
Nadalje, prisutnost drugih tvari moze smanjiti toksi¢nost (antagonisticki efekt) ili povecati
toksi¢nost (sinergisti¢ki efekt) [59]. Deskriptori doza koriste se kako bi se opisala veza izmedu
specificnog efekta odredene supstance i doze koja je potrebna za nastajanje negativnog ucinka.
Toksi¢nost se moze izraziti preko akutne toksicnosti i subkroni¢ne odnosno kroni¢ne toksi¢nosti.
Akutna toksi¢nost obuhvaca jednokratni unos visoke doze Stetne tvari u organizam i posljedice koje
se pri tom pojavljuju. Akutna toksi¢nost se izrazava dozom otrova koja izaziva smrt kod 50 %
organizama — “lethal dose” LDsp 1 najéesce se izrazava u mg/kg tjelesne tezine. Uz prikazivanje
podataka za LDsp uvijek je potrebno navesti na koje se organizme (Vibrio fischeri [21], Daphnia
magna [8], alge [74], morski raci¢i [6]) ona odnosi i koji je put unosa opasne tvari u organizam
(oralni, dermalni 1 inhalacijski). Cesto se akutna toksi¢nost izrazava i kao ECsg (,,effect
concentration®), koja oznacava koncentraciju ispitivane tvari koja je uzrokovala negativne ucinke
kod 50 % ispitivane populacije [59]. Postoje razni nacini za izra¢unavanje ECsq vrijednosti te se

mnogi od njih temelje na analizi koncentracija-odgovor grafova (slika 15.).
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Slika 15. Ovisnost populacije kod koje je zabiljezen odgovor o koncentraciji. Iz matematickih

zakonitosti moze se izraunati ECsq [60].

Zbog brzeg i tocnijeg izracunavanja koriste se razne statisticCke metode, a neke od njih su probit
analiza, logisticka regresija i Spearman-Karber metoda pomocu programa poput GraphPadPrism,
BLesQ, OriginPro, SigmaPlot i drugih [61].

Postoje brojne metode za odredivanje LDsg vrijednosti poput Lorkeove, Karberove i Up and
Down metoda, a novije metode teze koriStenju manjeg broja zivotinja [62]. Jedna od njih je metoda
podijeljena u 3 stupnja i dodatnog koji sluzi za potvrdu rezultate zavrSnog stupnja. Za prvi stupanj
potrebne su 4 Zivotinje koje su podijeljene u 4 grupe i izloZzene su razli¢itim koncentracijama
ispitivane tvari (Tablica 4.) te se promatraju svakih 2 sata u intervalu od 24 sata, a ako nije

zabiljeZzena smrtnost, krece se u 2. stupanj.
Tablica 4. Metoda za odredivanje vrijednosti LDsg - preporuc¢ene doze za razliCite stupnjeve [63].

Stupanj Preporucena doza / mg / kg tezine

Grupa  Grupa Grupa  Grupa

1 2 3 4
1. 10 100 300 600
50 200 400 800
2. 1000 1500 2000
<. 3000 4000 5000
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On ukljucuje 3 Zivotinje podijeljene u 3 grupe 1 izloZzene su vecoj koncentraciji ispitivane tvari od
one u stupnju 1. Tre¢i stupanj zahtijeva 3 Zivotinje izloZene vrlo visokoj koncentraciji supstance te
ako nema zabiljezene smrtnosti smatra se da je LDsg veci od 5000 mg/kg i supstanca ima vrlo nisku
toksi¢nost. Nakon obavljene procedure, formula koja se koristi za ratunanje LDs je: LDsy = [Mg +
Mi] / 2, gdje je My najvisa doza koja nije prouzroCila smrtnost, a M; najniza doza koja je
prouzrocila smrtnost [63].

Subkroni¢na i kroni¢na toksi¢nost predstavljaju svojstvo Stetne tvari koja se javlja tijekom
duZeg unosa otrova u organizam uz vise ili manje redovitu ucestalost unosa i uz razli¢ite doze.
Pojedinacna doza je mala, ne izaziva nikakve ucinke na organizam, ali moze umanjiti sposobnost
jedinke da izbjegne predatora, pronade hranu ili se razmnozava. Ispitivanja se provode na
zZivotinjama, ali i epidemioloskim istrazivanjima na skupinama ljudi koji su na radnom mjestu ili u
okoliSu dugotrajno izlozeni otrovu. Testovi subkroni¢ne i kroni¢ne toksi¢nosti traju duze (po
nekoliko tjedana ili mjeseci) od testova akutne toksi¢nosti (unutar 24 sata) [64].

Rezultati kroni¢nih testova toksi¢nosti mogu se koristiti za racunanje vrijednosti koje
odreduju standard kvalitete vode, a to su NOEC (,,no observed effects concentration®) definira se
kao najvisa koncentracija ispitivane tvari koja ne pokazuje nikakve negativne posljedice u odnosu
na kontrolnu grupu te LOEC (,,Jowest observed effects concentration®) koja oznacava najmanju
koncentraciju ispitivane tvarie koja pokazuje negativne posljedice. Testovi kronicne toksi¢nosti
mogu biti skupi i komplicirani za izvedbu zbog potesko¢a u odrzavanju konstantnih uvijeta,
odrZzavanju stalne kvalitete vode, konstante izloZenosti supstancama i dugotrajnosti procesa [64].
Takoder, postoje brojni faktori koji smanjuju ili povecavaju toksi¢nost [65]:

o fizikalno-kemijski faktori- pH-vrijednost, bazi¢nost, tvrdo¢a vode, temperatura,
koli¢ina otopljenog organskog ugljika

e bioloski faktori- vrste organizama, njihova veli¢ina i dob
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3.2. Toksi¢nost

3.2.1. Morski organizmi

Utjecaj mikroplastike varira s obzirom na tip i veli¢inu Cestica te se moze negativno odraziti
na razna prirodna stanista. Na primjer, kod vise od 40 % kita uljeSure nasukanih na obalu Sjevernog
mora (Slika 16.) u probavnom sustavu pronadene su folije, uzadi i plastika za pakiranje te Su
istraZzivanja pokazala da brojni organizmi poput kitova, riba, raznih Skoljaka, kamenica, Skampa i

glista zabunom jede Cestice mikroplastike misle¢i da je hrana [5].

Slika 16. Nasukani kitovi na obali Njemacke [65].

Godine 2018. provedeno je istraZzivanje o utjecaju mikroplastike na zooplankton koji se u
izobilju nalazi u rubnim dijelovima mora, gdje je pronadena najveca koncentracija mikroplastike.
Zooplankton obuhvaca razliCite vrste sitnih zivotinjskih vrsta koji lebde ili se ograniceno kre¢u u
vodi, noSeni strujama i valovima te ima vaznu ulogu u funkcioniranju ekosustava zato Sto
predstavlja izvor hrane mnogim organizmima te sudjeluje u kruZenju ugljika. IstraZivanje je
pokazalo da kopepodni raci¢i (Slika 17.), izloZeni prirodnim algama i mikroplastici veli¢ine 20 um,
konzumiraju manje alga nego Sto bi konzumirali u okruZenju bez prisutstva mikroplastike, Sto

dovodi do smanjenja mase ugljika od —9.1 3.7 ug po kopepodnom raci¢u po danu [6].
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Slika 17. Kopepodni raci¢ [67].

Nadalje, slabija prehrana moze negativno utjecati na plodnost, to¢nije na stvaranje jajasca i
poteskoce u njihovom razvoju, $to je takoder dokazano na kopepodima [66].

Nakon s§to mikroplastika dospije u more, na nju djeluju razliciti procesi koji uzrokuju

povrsinska oSteCenja te se na njih moze adsorbirati sloj organskih i anorganskih tvari.
Zbog privlacnih 1 odbojnih sila izmedu mikroplastike i mikroorganizama, moze se formirati biofilm
koji sadrzi mikroorganizme kojima se zooplankton hrani te je kod raznih istrazivanja dokazano da
¢e mikroorganizmi prije odabrati mikroplastiku koja se ve¢ neko vrijeme nalazi u vodi, od one koja
je tek usla [66].

Posljednjih nekoliko godina raste zabrinutost o utjecaju mikroplastike na dagnje upravo
zbog toga Sto su one vrlo rasirene u prehrambenoj industriji. Budu¢i da nemaju selektivni nacin
prehrane, ve¢ se hrane filtracijom hranjivih tvari iz vode, jaCe su izloZzene unosu mikroplastike.
Laboratorijskim istrazivanjima dokazano je da plava dagnja Mytilus edulis akumulira mikrocestice
polistirena nakon 12 sati izlozenosti mikroplastici i morskoj vodi, a zadrzava ih viSe od 48 dana. To
je uzrokovalo brojne posljedice, a jedna od njih je poviSena koncentracija pirena u probavnoj
zlijezdi, $to nije utjecalo na dagnje samo na stani¢noj razini, ve¢ i na transkripcijskoj razini, na
ciklus limunske kiseline i metabolizam arahidonske kiseline koja je zasluzna za regulaciju enzima
[68].

3.2.2. Mikroalge

Alge su autotrofni fotosintetski organizmi od kojih vecinu ¢ine morske alge, ali Zive i u
povrsinskim vodama, razli¢itim vrstama tla i kamenju uz prisutnost dovoljne koli¢ine svjetlosti i
vode [69]. Alge procesom fotosinteze pomocu klorofila, karotenoida i fikobilina pretvaraju ugljikov

dioksid u ugljikohidrate i kao produkt nastaje kisik [70].
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Zbog toga imaju vrlo vaznu ulogu u morskom ekosustavu i ¢ine bazu hranidbenog lanca te postanak
gotovo svih Zivotinjskih vrsta ovisi o algama. [71]

Osim na rast i razvoj, znac¢ajan utjecaj mikroplastike primjecuje se na udio klorofila te na
mogucnost i uéinkovitost obavljanja. Prema istraZzivanju Zhang C. i sur. (2017.) u kojem se ispitao
utjecaj mikroplastike na udio klorofila u algama, primijetilo se da se kod nizih koncentracija
mikroplastike udio klorofila nije znacajno promijenio, dok je pri viSim koncentracijama, pri 50
mg/L, udio klorofila pao za 20 % u periodu od 96 sati (Slika 18.). Kod iste koncentracije,
ucinkovitost obavljanja fotosinteze smanjila se za 32 % u jednom satu, §to nije nezanemarivo, ali

nakon toga blago raste Sto se moZze pripisati prilagodbom na nove uvjete [72].
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Slika 18. Utjecaj koncentracije mikroplastike (5 i 50 mg/L mPVCa) na ucinkovitost obavljanja
fotosinteze [72].

Mikroalge su jedan od glavnih proizvodaca energije u ekosustavu 1 na dnu su hranidbene
piramide. Pri ingestiji mikroplastike, mikroplastika indirektno utjece na sve razine prehrambenog
lanca. Jedna od ucinkovitijih metoda za odredivanje toksi¢nosti je ECso vrijednost, ali mnogi
znanstvenici susrecu se sa problemom njegovog racunanja zbog velike ovisnosti o veli¢ini Cestica,
aditivima i povrSinskoj napetosti te to onemogucéuje generalizaciju ¢ak i po vrsti polimera [73].
Nadalje, drugi problem je njihovo usporedivanje jer se koncentracije ECsg vrijednosti izraZzavaju u
mg/L i u Cesticama/L [73]. Kod raznih istraZivanja uoceno je da mikroplastika moze prouzrokovati
fizicka oStecenja, povecanje osmotskog tlaka, otpustanje toksicnih kemikalija i zadebljanje stanicne
stjenke [74,75,76]. Medutim, primjeéeno je da su nabrojani efekti privremeni i da nakon inicijalnog
perioda osjetljivosti slijedi oporavak. U tablici 5. vidi se da najve¢i utjecaj mikroplastika ima na

fotosintezu, zaustavljanje rasta organizma i koli¢inu klorofila.
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Vrsta i veli¢ina polimera takoder moze doprinijeti toksi¢nosti §to je i potvrdio Lagarde (2016.) koji
je primijetio zaustavljanje rasta u okolini sa ¢esticama polietilena kod Chlamydomonas reinhardtii,
dok kod polietilena visoke gustoce nije primijeceno zaustavljanje rasta organizama [77].
Fitoplankton je jedan od glavnih proizvodaca kisika te sudjeluje u biogeokemijskom
kruZzenju duSika i fosora te je zbog osjetljivosti na promjene u okoliSu, od velike vaznosti
razumijevanje odnosa izmedu fitoplanktona i mikroplastike zbog procjene mogucih posljedica na
morski okolis [78]. Cilj istrazivanja koje je provedeno na algi Chlorella pyrenoidosa bio je ispitati
utjecaj mikroplastike na njezin rast, identificirati morfoloSke promjene i zabiljeziti reakciju alge na
izloZzenost mikroplastici. Rast alge mozZe se podijeliti u 3 faze: faza prilagodbe, logaritamska faza i
stacionarna faza. Na slici 19 vidi se da alga sporije raste do 22 dana, nakon ¢ega dolazi do
eksponencijalnog rasta.
Najsporiji rast se ocitovao pri najvecoj koncentraciji mikroplastike (100 mg/L) odnosno za 14,7 %

je gustoca stanica algi bila manja od uzorka kojem nije bilo mikroplastike [79].

Tablica 5. Utjecaju mikroplastike na mikroalge temeljene na razlic¢itim kriterijima [28].

: Veli¢ina Testirana kon- -
Vrsta Polimer " Utjecaj
(um) centracija (mg/L)
Scenedesmus Zaustavljanje
_ PS 0.07 44-1100 _
obliquus rasta, klorofil
Pseudokirchneriella Zaustavljanje
) PS-PEI 0.05 01-1
subcapitata rasta
Slatke Fotosinteza
vode Chlorella Morfologija
_ PS 01,1 10-100 o
pyrenoidosa Zaustavljanje
rasta
Microcystis Veli¢ina alge
_ PS 20-350 66.7 _ _
aeruginosa Broj stanica
Dunaliella Zaustavljanje
_ PS 0.5-6 25, 25
tertiolecta rasta
Slane : : :
Tetraselmis chuill PE 1.5 0.75- 48 Klorofil
vode : S
Rhodomonas balti- Broj stanica
PS 10 75-7500 ppb

Cca

*PS- polistiren, PE- polietilen, PS-PEI- polietilenimin polistiren
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Slika 19. Ovisnost gustocée stanica o vremenu izlozenosti mikroplastici [77].

Nadalje, u eksperimentu proucavale su se i morfoloske promjene algi (Slika 20.). Nakon 13 dana
inkubacije, u uzorku bez mikroplastike, u stanici Chlorella pyrenoidosa jasno se vidi morfologija sa
oznac¢enom stanicnom stijenkom (cw), tilakoidom (th) i pirenoidom (py) (A i B). U prisutnosti
Cestica mikroplastike stani¢na stijenka odvojila se od stanicne membrane (E,F, oznaceno plavim
pravokutnikom), izobli¢en je oblik tilakoida (C-F) koji upucuje na to da je obavljanje fotosinteze
bilo onemoguceno te je uoceno zadebljenje stanicne stijenke (E,F, oznaceno crvenim strelicama).
Medutim, nakon 25 dana, morfologija stanice se vratila se u pocetni oblik (GH) [79].

Tijekom druge faze (od kraja logaritamske do stacionarne faze), primjecuje se oporavak
gustoce alge, moguénost obavljanje fotosinteze i strukture stanice. Razlog tome je prilagodba
stanice na novonastale uvjete ukljucujuci zadebljanje stanicne stijenke koja ucinkovito sprijecava
ulazak mikroplastike u stanicu, a samim time i njeno oSte¢enje. Zadebljanje stanice zabiljeZeno je i
kod Chlorelle ellipsoids prilikom izloZenja nanoCesticama aluminijevog oksida [80]. Nadalje,
homo-agregacija (priblizavanje stanica alga jedna drugoj) Stiti stanice od daljnje Stete zato Sto se
smanjuje povrsina na koju se Cestice mikroplastike mogu adsorbirati. Trec¢a prilagodba je hetero-
agregacija alga 1 Cestica mikroplastike koje se taloze na dnu ukoliko se ne mogu adsorbirati te na taj

nac¢in manje djeluju na stanice [82].
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Slika 20. TEM slike Chlorelle pyrenoidose nakon izlozenosti ¢esticama mikroplastike veli¢ine 0.1 i
1.0 um [79].

3.2.3.Danio rerio (Zebrafish)

Danio rerio (Slika 21.) je mala slatkovodna riba duZine do 3,8 cm koja pripada porodici
Cyprinidae te se vrlo ¢esto koristi kao model za biomedicinska istrazivanja zbog jeftinog i lakog
odrZzavanja, transparentnog embrija, lake manipulacije gena, visoke plodnosti i brzog razvoja
embrija [81].

Osim utjecaja mikroplastike na rast, razvoj i razmnoZzavanje organizama, razna istrazivanja
provedena su 0 utjecaju na sposobnost plivanja koja je izrazito vaZzna za prezivljavanje zbog
pronalazenja hrane i bjezanje od grabeZljivaca. Kao model za istraZivanja utjecaja mikroplastike na
plivanje riba u slatkim vodama koriSteni su se embriji Danio rerio, poznatiji kao zebrafish [7]. Oni
su bili izloZeni svjetlosti i tami u izmjeni¢nim periodima od 60 min te se mjerila postignuta brzina i

udaljenost.
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Istrazivanja su pokazala da je kod skupine koja je bila izlozena 1000 pg/L mikroplastike zabiljezen
pad ukupne preplivane udaljenosti od 2,6 %, a dok su bili izloZeni tami prosjec¢na brzina pala je za

4,9 % za razliku od svjetlosnog perioda kod kojeg se brzina nije znacajno promijenila (Slika 22).

Slika 21. Danio rerio [82].
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Slika 22. Preplivana udaljenost i prosjeéna brzina plivanja kod razli¢itih koncentracija
mikroplastike u svjetlosnom i tamnom periodu [7].
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Izlozenost mikroplastici utjecala je na zebrafish i na molekulskoj razini, na nacin da potice
stvaranje aktivnih kisikovih spojeva i oksidativnog stresa S$to, takoder, doprinosi smanjenju
sposobnosti plivanja [83]. Nadalje, provedeno je istrazivanje utjecaja mikroplastike na zebrafish
mikrofloru i metabolizam nakon §to je 7 dana bila izloZzena vodi sa 100 mg/L i 1000 mg/L
polistirena [84]. Rezultati pokazuju da je doSlo do znacajnog smanjenja Gram-negativnih bakterija
koje se nalaze u probavnom traktu Zivotinja, a vazne su zbog metabolickih pretvorba koje su od
bitne vaznosti za domacina zbog razlaganja proteina ili kompleksnih polimera. S druge strane,
primjecena je veca koli¢ina Gram-pozitivnih bakterija koje stvaraju endospore i na taj nacin
prezivljavaju ekstremne uvjete. Optimalna razina mikroflore vrlo je bitna za zdravlje organizma,
razvoj, otpornost prema invazivnim patogenim vrstama, regulaciju imunoloskog sistema i
regulacijiu energije. Takoder, u istom istrazivanju primjecene su promjene kod linoleinske kiseline,
razine kolesterola i zimosterola koji su povezani sa metabolizmom lipida te kod glukoze i piruvata.
Nadalje, nakon izlaganja mikroplastici primje¢ene su vece koncentracije fruktoze-6-fosfata i riboze-
5-fosfata koji su vrlo bitni kod glikolize Sto direktno rezultira smanjenjem energije jer je glukoza
jedan od procesa kojim ona nastaje [84].

Enzimi povezani sa glikolizom
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Slika 23. Utjecaj razli¢itih veli¢ina mikroplastike na enzime povezane s glikolizom [84].

Rezultati (Slika 23.) pokazuju da mikroplastika veli¢ine 50um uzrokuje vece razlike u koncentraciji
odredenih enzima od mikroplastike gdje su Cestice veli¢ine Sum, ali se ne moZe generalno zakljuciti
da su vece Cestice mikroplastike toksi¢nije zato Sto manje Cestice imaju vecu specifi¢nu povrsinu i
stanice ih lakse adsorbiraju, pa su tako male ¢estice mikroplastike (5um) pronadene u Skrgama, jetri
i crijevima [85].

Kao §to je ve¢ prije spomenuto, prijetnju okoliSu ne stvara samo mikroplastika, ve¢ 1 teski
metali, poput kadmija, koji su Cesto koristeni kao aditivi u proizvodnji plastike. S druge strane,
Cestice mikroplastike mogu i1 adsorbirati metale iz okoli$a na svoju povr$inu i na te se nac¢ine metali

relativno lako nadu u organizmima.
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Prisutnost mikroplastike utje¢e na toksi¢nost teskih metala te je kod 96-satne izloZenosti kromu,
kod ribe glavoca primije¢en smanjen predatorski u¢inak [86]. Lu, Qiao i Zhang (2018.) proveli su
istrazivanje o utjecaju mikroplastike na akumulaciju kadmija u tkivima na nacin da su skupine ribe
zebrafish tri tjedna bile izlozene samo kadmiju, kombinaciji kadmija i mikroplastike razlicitih
koncentracija. Rezultati su pokazali da je kod skupine koja je bila izloZzena mikroplastici
koncentracije 20 pg/L pronadeno 46 % vise kadmija u jetri, 10 % viSe u crijevima i 9 % viSe u
Skrgama od skupine koja ja bila izlozena samo kadmiju [87]. Mikroplastika koncentracije 200 pg/L
znacajno je utjecala na akumulaciju kadmija te je detektirano ¢ak 164 % viSe kadmija u jetri, 25 %

viSe u crijevima i 46 % viSe u Skrgama (Slika 24.) [87]
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Slika 24. Koncentracija kadmija u razli¢itim tkivima (jetri, crijevima i Skrgama) uz prisutnost

mikroplastike [87].

Osim u crijevima, Skrgama i jetri, teSki metali poput Cd, Cr, Cu, Fe, Pb i Zn vecinom se
akumuliraju 1 u bubrezima i miSi¢ima. Kada se kadmij nade u organizmu, nastaju brojne posljedice
poput povecane koncentracije metalotioneina koji ima vaznu ulogu u zastiti od toksi¢nih metala u
tkivima, smanjena koncentracija glutationa i superoksidne dismutaze koji su vrlo vazni za
antioksidanski obrambeni sustav i ponaSaju se kao biosenzori za prepoznavanje toksi¢nih elemenata

[88].

3.2.4. Daphnia magna

Daphnia magna (Slika 25.) je plankton koji pripada razredu ¢lankonozaca te veli¢inom
varira izmedu 1 do 5 mm. Zivi u slatkim vodama, hrani se filtracijom hranjivih tvari iz vode koju

ve¢inom Cine planktonske alge te u laboratorijskim uvjetima moze zivjeti do 2 mjeseca [89].
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Slika 25. Daphnia magna [90].

Imhof, Rusek i Thiel (2017.) proveli su istraZzivanje o utjecaju mikroplastike na ekspresiju
gena povezanih sa reakcijom na stres (npr. HSP60, HSP70 & GST) kao i na ostale gene uklju¢ene u
normalno fukcioniranje organizma Daphnia magna [91]. Koristile su se 3 linije klonova izmedu
kojih se utvrdivala razli¢itost, a organizmi su bili izloZeni zna¢ajno manjom koncentracijom Cestica
mikroplastike prema Cesticama hrane (mikroplastika ¢ini 1 %) S$to predstavlja realan okolis, a
samim time i realne utjecaje mikroplastike. Rezultati pokazuju da je u probavnom sustavu Daphnie
nakon 48 sati u probavnom traktu pronadeno 33 + 22 cestica od pocetnih 569 cestica po ml Sto

predstavlja visoko oneciS¢enje mikroplastikom (Slika 26.) [91].

Slika 26. Lokacija crvenih fluorescentnih ¢estica mikroplastike kod Daphnie Magne [91]
(A)  Daphnia Magna sa ¢esticama alga u probavnom traktu;

(B)  Daphnia Magna sa ¢esticama mikroplastike (koncentracija: 1 % hrane)

(C)  Daphnia Magna sa ¢esticama mikroplastike (koncentracija: 10 % hrane)

(D) Daphnia Magna sa ¢esticama mikroplastike (koncentracija: 50 % hrane)

Plava strelica oznacava probavni trakt, a bijela cestice mikroplastike.
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Za razliku od kopepoda Tigriopus japonicus kod kojeg mikroplastika znacajno utjeCe na
plodnost, kod Daphnie magne ne primjecuje se razlika u broju potomaka. Provodenjem
eksperimenta uoc¢ene su male i suptilne promjene kod HSP skupine gena koji su dio unutarstani¢nog
alarma koji Stiti proteine od negativnih efekta poput topline i toksi¢nih tvari te kod GST
(Glutationin-S-transferaze), enzima koji uklanja reaktivne oksidativne vrste iz stanica. lako male,
promjene nisu zanemarive i ¢estice mikroplastike u buduénosti predstavljaju veliku prijetnju D.
magni [91].

Jedan od mnogih problema koje uzrokuje mikroplastika kod Daphnie magne je imobilizacija
koja je primije¢ena kod Daphnie nakon $to je bila izloZena Cesticama polietilena velic¢ine 1 pum i
100 um pri koncentracijama od 12.5 do 400 mg/L do 96 sati. Organizmi su se smatrali
imobiliziranima ako nisu bili sposobni plivati 15 sekunda nakon mijeSanja ¢ase u kojoj su se
izvodili eksperimenti.

Bitno je napomenuti da je nakon 72 h, 35 % organizama postalo imobilno (Tablica 6) (200 pg/L) te
nakon 96 h imobilnost se povecala na 75 %. ECs, to jest koncentracija mikroplastike koja izaziva
Stetan uc¢inak kod polovice promatrane populacije, iznosila je 57.43 mg/L nakon 96 sati, dok se za
24, 48 i 72 sata ne moze izraCunati zbog niske imobilizacije u tim vremenskim intervalima.
Vrijednost ECsp pokazuje da su potrebne visoke koncentracije i relativno dugo vrijeme izlozenosti

da bi se primjetili negativni efekti kod Daphnie magne [8].

Tablica 6. Postotak imobiliziranih organizama kod razli¢itih vremena izloZzenosti mikroplastici [91].

Koncentracija/ : -
mgiL Postotak imobiliziranih Daphna magna / %
24 sata 48 sati 72 sata 96 sati
kontrolna grupa 51 51 0 0
12.5 51 102 10+2 25+£1.91
25 5t 1 102 25+1 35=+1
50 0 10 £2 20£1.63 55 +1
100 0 5£1 25+1.63 50 £ 2.58
200 0 0 35+3 75+1
400 0 0 10+£1.15 35+1.91

Takoder, zabiljezeno je da se Cestice karboksiliranog polistirena veli¢ine 20 nm i 1 pm mogu

akumulirati ne samo u crijevima, ve¢ i u skladi$nim lipidima nakon kratkotrajne izloZenosti [92].
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Mikroplastika sa karboksilnom skupinom znatno utjece na toksi¢nost nikla u usporedbi sa niklom
koji je prisutan u okoliSu bez karboksiliranih ¢estica mikroplastike. S obzirom da mikroplastika sa
karboksilnom skupinom ima negativno nabijenu funkcionalnu grupu, pretpostavlja se da ¢e se nikal
lakSe adsorbirati, a samim time ¢e Daphnia akumulirati viSe nikla. Prema pretpostavci, ECsp u 48
satu za mikroplastiku bez karboksilne grupe iznosio je 42.78 mg/mL, sa karboksilnom grupom
25.96 mg/mL te za nikal bez prisutnosti mikroplastike 3.85 mg/L [92]. Uocena je i veca
akumulacija nikla u organizmu u okolini sa ¢esticama mikroplastike od one bez, $to je i primijec¢eno
u drugom istrazivanju sa ve¢om akumulacijom srebra u prisustvu mikroplastike kod zebrafish [93].
Utvrdeno je da mikroplastika bez karboksilne skupine ima antagonisticki efekt na toksi¢nost, to jest,
manju toksi¢nost od samog metala, dok karboksilirane ¢estice mikroplastike ima sinergisticki efekt,

to jest, povecava toksi¢nost nikla [94].

3.2.5. In-vivo test

In vivo test obuhvaca provodenje eksperimenata na zivim organizmima ili stanicama, obi¢no
na zivotinjama ili biljkama u svrhu proucavanja utjecaja mikroplastike na brzinu rasta, plodnost,
Zivotni vijek i reprodukciju [95].

Jedan od organizama na kojem su provedeni in vivo eksperimenti je kolnjak Brachionus
koreanus koji ima nekoliko prednosti za provodenje eksperimenata kao $to su mala veli¢ina (200
um), jednostavna struktura, visoka plodnost i lako laboratorijsko odrzavanje [96]. Kako bi se
zabiljeZio utjecaj mikroplastike na rast, organizmi su bili promatrani 12 dana pod mikroskopom, a
plodnost jedinka se odredivala brojanjem novorodenih organizama svakih 12 sati. Nadalje,
proucavan je utjecaj mikroplastike na miseve koji su 28 dana bili izlozeni Cesticama polistirena
razli¢itih veli¢ina [97]. Tijekom eksperimenta svi organizmi su bili zdravi te nisu utvrdeni nikakvi
klinicki znakovi bolesti, ali su nakon smrti pronadene Cestice mikroplastike u probavnom traktu
(Slika 27) [97]. Takoder, zakljucuje se da izlozenost koncentraciji polistirena koja se nalazi u
okoliSu ne izaziva znacajne toksi¢ne efekte kod miSeva, ali potrebno je vise provedenih
eksperimenata o utjecaju mikroplastike raznih veli¢ina, oblika, materijala i adsorbiranih molekula

radi boljeg razumijevanja negativnih efekata.
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Slika 27. Cestica mikroplastike veli¢ine 1 um u probavnom traktu miseva nakon hranjenja 3 puta
tjedno nakon 28 dana [97].

3.3. Uklanjanje mikroplastike iz vodenog medija

Mikroplastika se iz vodenog medija moze ukloniti biotickim putem kojem prethodi abioticki.
Abioti¢ka razgradnja ukljucuje fizikalno-kemijske procese kojima se vece molekule cijepaju na
manje molekule.

Prolaskom kroz membrane mikroorganizama, nastupa bioticka razgradnja uz enzime prisutne u
stanicama mikroorganizama. Razgradnja vecine vrsta mikroplastike zapocinje na povrsini koja je
izlozena kemijskom i1 enzimskom napadu, a vizualni dokazi razgradnje uklju¢uju promjenu boje i

nastajanje pukotina koje poboljSavaju dostupnost materijala za daljnje raspadanje.

3.3.1. Fizikalno-kemijski postupci

Fizikalno-kemijski  postupci uklju¢uju fizicka djelovanja (povrSinska oStecenja,
hladenje/zagrijavanje), fotooksidaciju (UV zrake), kemijsku razgradnju (oksidacija, hidroliza),
zracenje elektronskim snopom i Gamma zrakama. Nedostatak fizikalno-kemijskih postupaka je
neekonomicnost procesa i nastajanje nano Cestica koje mogu imati potpuno drugaciji utjecaj na
okoli$ od pocetne Cestice mikroplastike, $to moze biti i prednost jer manje Cestice su podloznije
daljnjoj razgradnji. [36]

Foto-oksidativnoj razgradnji pomo¢u UV zraka podlijeZze mikroplastika koja u svojoj
strukturi ima ugljikovodi¢ni lanac. Sastoji se od tri stupnja: inicijacije, propagacije i terminacije.
Kod inicijacije dolazi do kidanja glavnog polimernog lanca uz svjetlost te nastajanja slobodnog

radikala.
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Da bi se inicijacija odvila, polimer mora sadrzavati nezasi¢ene veze koje absorbiraju energiju te se
smatra da su polietilen i polipropilen manje podlozni foto-oksidaciji jer ne sadrZze nezasic¢ene
dvostruke veze [98]. Slijedi propagacija, proces u kojem dolazi do cijepanja, spajanja lanaca i
nastajanja novih radikala, dok do terminacije dolazi pri spajanju dva radikala. Olefini, aldehidi i
ketoni koji su podlozniji foto-oksidaciji o¢ekivani su produkti radikalske terminacije [99]. Kako se
molekulsa masa polimera smanjuje, materijal postaje krhak i skloniji fragmentaciji §to stvara veéu
povrsinu za daljnje reakcije [100].

Termicka oksidacija rezultira nastajanjem hidroksilnim, karboksilnim i hidroperoksilnim
grupama te povecava hidrofilnost polimera ¢ineé¢i ga sklonijim vezanju mikroorganizama na
povrSinu [101]. Brojna istrazivanja pokazuju da prethodno termicko tretiranje polimera ubrzava
proces degradacije, to jest, gubitak mase polimera. Primjerice, kod polimera koji su bili termicki
obradeni te nakon toga izlozeni bakteriji Bacillus spericus, primijecen je gubitak mase od 17 % dok
je kod polimera koje nije bio termicki tretiran zabiljeZzen gubitak mase od 10 % [102]. Nedvojbeno
je da termicka obrada poboljSava razgradnju, ali temperatura i trajanje mora biti optimizirano za

svaki polimer radi postizanja boljih rezultata (Slika 28.).
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Slika 28. Utjecaj razli¢itih temperatura na promjenu mase PET - a [102].

Razgradnju polimera moZze inicirati i zracenje elektronskog snopa. Naime, prilikom
zraCenja, polimer apsorbira energiju elektrona Sto rezultira stvaranjem radikala koji iniciraju daljnje
reakcije u polimeru. Energija (keV ili MeV), struja (mA) i snaga (kW) akceleratora koji provodi
zracenje ovisi o debljini i gusto¢i polimera [103]. Zracenje moze uzrokovati smanjenje duljine
ugljikohidratnog lanca i promjene kristalizacije te je razgradnja bolja zbog prisutnosti zraka Sto

dovodi do istovremene oksidacije [104].
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Tijekom snimanja FTIR spektra polipropilena nakon zracenja, na 1715 cm™ primjeceno je

povecanje intenziteta karbonilnog signala koji moze inicirati biorazgradnju (Slika 29.).
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Slika 29. Usporedba FTIR spektra polipropilena prije i nakon zracenja snopom elektrona. Strelica
upucuje na karbonilnu skupinu (C=0) [104].

Gamma zrake su vrsta elektromagnetskog zracenja koji nastaje radioaktivnim raspadom
jezgre te imaju najviSu frekvenciju te sadrze najvecu koliCinu energije sa najkrac¢im valnim
duljinama od svih zraCenja u elektromagnetskom spektru [103]. IstraZivanja su pokazala da
djelovanje male koli¢ine Gamma zraka na polipropilen znacajno poboljsava proces pirolize [105].

Za uklanjanje mikroplastike iz uzoraka slatkih i slanih voda, tla, sedimenata i otpadnih voda
Cesto se koristi proces oksidacije pomoc¢u H,O,, NaClO i Fentonovog reagensa. Glavna kemikalija
koriSena kod Fentonovog procesa je vodikov peroksid (H,05), jaki oksidans Ciji se utjecaj pojacava
koriStenjem metalnih soli (soli Zeljeza), ozona ili UV zrafenja koji aktiviraju H,O, 1 nastaju
hidroksilni radikali koji su, takoder, jaka oksidacijska sredstva [106].

Oksidacija pomoc¢u Fentonova reagensa omogucéuje uklanjanje organske tvari iz uzoraka
otpadnih voda, dok se struktura mikroplastike ne mijenja §to omogucuje jednostavnu izolaciju
Cestica mikroplastike iz otpadnih voda[107]

Tijekom ispitivanja djelovanja sumporne kiseline (H.SO4) na polipropilen primijeceno je da
98 % otopina tijekom 75 dnevnog tretmana na 100 °C dovodi do 80 % smanjenja vlacne ¢vrstoce
polimera. Medutim, smanjenje temperature na 60 °C ne pokazuje nikakve promjene [108]. Takoder,
znacajno smanjenje ¢vrstoce opaza se kod koristenja 10-40 %-tne otopine dusSicne kiseline na 100

°C, dok masa ostaje ista.
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3.3.2. Biorazgradnja mikroplastike u vodi

Biorazgradnja je proces razgradnje oneCiS¢ujue tvari (mikroplastike) pomocu
mikroorganizma. Primarna razgradnja ovisi o vrsti biofilma, tj sloju mikroorganizama koji se nalazi
na povrsini mikroplastike. Zatim slijedi razgradnja polimera do niZih molekulskih masa koje
mikroorganizmi lakSe razgraduju. Konacni cilj je razgradnja polimera do CO, i vode, ali je u
prirodnim uvjetima to veoma spor proces i ovisi o razli¢itim faktorima poput:

1. Aktivnim funkcionalnim grupama
Hidrofobnosti molekule
Molekulske mase
Fizikalnim svojstvima polimera
Distribucije kristalnih i morfnih regija
Strukture polimera (linerani ili razgranati lanac)

Kemijske strukture polimera (aditivi, UV stabilizatori, antioksidansi)

L N o g s~ w D

Vrsti mikroorganizama[109].

U biorazgradnji mikroplastike sudjeluju bakterije iz roda Streptomyces [111], Bacillus
subtilis [112], Kocuria palustris, Bacillus pumilus [115] Rhodococcus ruber [118], Pseudomonas
aeruginose [123], gljive Zalerion maritimum [139] i Penicillium simplicissimum [141] te plijesni
Aspergillus niger [142].

Provedena su brojna istrazivanja u svrhu ubrzanja procesa biorazgradnje polimera njihovom
modifikacijom ili ubrzanjem inicijalnog koraka stvaranjem slobodnih radikala [110]. Neki od
nacina su dodavanje biorazgradivih polimera (Skrob, celuloza), predobrada mikroplastike koja
ukljucuje termicko i djelovanje UV zraka te inokulacija mikroorganizama koji imaju sposbnost
razgradnje mikroplastike. UmjeSavanjem biorazgradivih polimera (Skrob, celuloza, hitin) u
nerazgradivi polimer povecava se biorazgradivost polimera, ali mu se mijenjaju fizikalna i
mehanicka svojstva odnosno smanjuje se vijek trajanja i ubrzava se inicijalni korak oksidativne
razgradnje [110].

Nanda i sur. (2010.) ispitali su biorazgradnju polietilena sa 6 % Skroba na osam razli¢itih
vrsta bakterija Streptomyces (Streptomyces iakyrus, Streptomyces aveblanens, Streptomyces
warraensis, Streptomyces misioensis, Streptomyces humidus, Streptomyces parvullus, Streptomyces
aburaviensis, Streptomyces nigellus). Pokus se provodio 4 tjedana. Polietilen je prethodno bio
dezinficiran 30 %-tnim etanolom i 10 dana izloZen toplini (70 °C). Rezultati pokazuju povecanje
mase polietilena zbog nakupljanja bakterija na povrsini osim kod S. aburaviensis, S. parvullus i S.

nigellus kod kojih je zabiljezen gubitak mase u prosjeku za 28.5 % (Tablica 7.) [111].
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Tablica 7. Promjene u masi polietilena sa 6 % Skroba nakon mjese¢ne inkubacije pri 30 °C [111].

Mikroorganizam m (prije pokusa) / g m (nakon pokusa) / g
Streptomyces iakyrus 0.2652 0.2682
Streptomyces aveblanens 0.2568 0.2582
Streptomyces warraensis 0.2881 0.2881
Streptomyces misioensis 0.2705 0.275
Streptomyces humidus 0.2616 0.2669
Streptomyces parvullus 0.2654 0.2453
Streptomyces aburaviensis 0.2611 0.2619
Streptomyces nigellus 0.269 0.266

Bakterija Bacillus subtilis je Gram-pozitivna bakterija koja je vrlo Cesto koriStena u
biotehnologiji i za izluCivanje industrijski vaznih enzima [112]. Vimala i sur. (2016.) ispitali su
ucinkovitost biorazgradnje polietilena primjenom bakterije Bacillus subtilis. Nadalje, ispitali su
utjecaj gustoce polimera, UV zraka, biosurfaktanta (povrsSinski aktivnih tvari) na ucinkovitost
biorazgradnje [113]. Dobiveni rezultat istrazivanja (slika 30) prikazuju da do najve¢e promjene
mase (9.26 %) dolazi kod poliectilena manje gustoce (LDPE) uz biosurfaktante i prethodno
djelovanje UV zraka dok dok polietilena visoke gustoce bez djelovanja UV zraka ne primjecuje se
promjena u masi. Takoder, veéi gubitak mase, a samim time i bolja biorazgradnja primjecuje se kod

polietilena niske gustoce.
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Slika 30. Usporedba promjene mase polietilena u % nakon inkubacije od 30 dana (B1. Bacillus
subtilis, UP. Pred-tretman pomo¢u UV zraka, TP. Bez pred-tretmana UV zrakama, BS.

biosurfaktanti) [113].
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Razlog veceg gubitka mase kod koriStenja biosurfaktanata je bolje vezanje mikroorganizama na
povrSinu polietilena te tako dolazi do brZze razgradnje [113]. Naime, biosurfaktanti su povrsinski
aktivne, biorazgradive tvari koje imaju hidrofobna i hidrofilna svojstva, a ¢ine ih razne tvari poput
glikolipida, lipopeptida, masnih kiselina, kationa i aniona [114]. Zbog svojih svojstava zasluzni su
za bolje vezanje bakterija na povrSinu polietilena omogucujuéi im koristenje polimera kao izvor
ugljika pri vecoj brzini [114]. Moguénost razgradnje polietilena ispitano je i na 60 morskih bakterija
izoliranih iz razli¢itih lokacija u Arapskom moru i rezultati pokazuju da su medu njima tri vrste
(Kocuria palustris, Bacillus pumilus i Bacillus subtilis) rasle u mediju koji sadrzi polietilen koji su
koristile kao izvor ugljika [115]. SEM slike na kojima se vidi povrSinska razgradnja potvrduju
enzimsku aktivnost na polietilenu (Slika 31.). Na bakterijsku adheziju na povrSinu mikroplastike
utjecu sile kojima se bakterija veze te svojstva povrSine i stani¢ne Stjenke mikroorganizama.
Generalno, hidrofobna bakterija preferira hidrofobnu povrsinu te je primije¢eno da sa porastom
hidrofobnosti stani¢ne stjenke raste interakcija sa hidrofobnom povrSinom polietilena [116].

Slika 31. SEM fotografija povrSine polietilena nakon 30 dana. a. povrsina polietilena koja nije u
kontaktu s bakterijama, b. polietilen nakon djelovanja bakterije K. palustris, c. povrSina nakon
djelovanja bakterije B. pumilus, d. povrSina nakon djelovanja bakterije B. subtilis [116].

Buduc¢i da je polietilen jedan od najinertnijih polimera, te ako se izlozi UV zracenju 26 dana,
razgraditi ¢e se samo 0,5 % mase u obliku CO, nakon 10 godina [117], provedeno je mnogo
istrazivanja u svrhu ubrzanja biorazgradnje pomocu raznih bakterija. Jedna od proucavanih
bakterija i njezinih moguénosti biorazgradnje je Rhodococcus ruber, Gram-pozitivna bakterija koja
ima veliku biotehnolosku vaznost zbog velike kataliticke raznolikosti i niza enizma koje

posjeduje[118].
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ZnacCajan utjecaj na biorazgradnju ima i stvaranje biofilma kojeg na Cvrstim povrSinama stvara
ve¢ina bakterijskih populacija. U kojoj mjeri biofilm utjeCe na stupanj razgradnje polimera uz
bakteriju Rhodococcus ruber proucavali su Orr i Hadar 2004. godine [119]. Rezultati pokazuju da je
nastajanje biofilma uistinu nuzno za bolju biorazgradnju §to potvrduje i ¢injenica da je kod bakterija
koje ne stvaraju biofilm zabiljeZena znatno slabija razgradnja polietilena (za 50 %) [120]. Unato¢
tome $to mnoga istrazivanja dokazuju enzimsku razgradnju polimera do odredenog stupnja, jedan
od glavnih problema je nepoznavanje enzimske strukture i mehanizma djelovanja i kinetiku
razgradnje. Takoder, vazno je poznavanje kona¢nih produkata zbog moguce toksicnosti u okolisu
[120]. Osim polietilena, bakterija Rhodococcus ruber moZe razgraditi povrSinu polistirena
stvarajuci biofilm. Nakon Cetiri tjedana zabiljezen je gubitak mase od 0,5 % dok se nakon 8 tjedana
masa polietilena smanjila za 0,8 % [121].

Brojne bakterijske vrste roda Pseudomonas nalaze se u morskim i povrsinskim vodama te su
zbog svoje raznolikih metabolickih sposobnosti jedne od najznacajnijih razgradivaca razliCitih vrsta
polimera (Tablica 8.) [122]. Najbolja razgradnja polietilena je zabiljezena kod bakterije
Pseudomonas aeruginose, dok se kod PVA (polivinil alkohola) koji ima sli¢énu strukturu kao
polietilen lakSe razgraduje zbog prisutnosti hidroksilne grupe [123]. Najmanja ucinkovitost
biorazgradnje uz djelovanje bakterija roda Pseudomonas zabiljeZzeno je kod PP (polipropilena),
PVC (polivinil klorida) i PET (polietilen tereftalata). Razlog tome je Sto su PP i PVC jako
hidrofobicni i otporni na kemijsku abraziju, dok je PET termicki i kemijski stabilan [124].

Enzimska biorazgradnja ukljucuje procese djelovanja izvanstanicnih i1 unutarstani¢nih
enzima, a njima prethodi kemijska i bioloska oksidacija koja povecava hidrofilnost polimera [136].
Izvanstani¢ni enzimi poput depolimeraze i hidrolaze djeluju tako da cijepaju velike polimerne
Cestice na manje molekule koje se mogu razgraditi unutar stanice [137]. Esteraza i lipaza
neophodne su kod biorazgradnje i pripadaju hidrolazama koje uzrokuju kidanje esterskih veza.
Unutarstani¢na razgradnja nije u potpunosti objasnjena, ali poznato je da nakon cijepanja polimera
nastaju manje molekule koje mogu sudjelovati u metabolizmu bakterije i krajnje razgradene do CO,
ili mogu ulaziti u razli¢ite metaboli¢ke cikluse [135]. Primjerice, tijekom razgradnje polietilena
nastaje octena kiselina koja sudjeluje u ciklusu limunske kiseline te razgradnja polistirena vodi do
nastajanje meduprodukata poput fenil etanola koji ulazi u aromati¢ne katabolic¢ke procese [136].

Usprkos tome Sto je provedeno mnogo eksperimenata vezanih uz razgradnju polimera uz
pomo¢ bakterije roda Pseudomonas, javljaju se problemi kod razumijevanja interakcija stanice sa
plasti¢cnim povrSinama u biofilmu, Kkatalitickog mehanizma enzima zasluznih za oksidaciju i
hidrolizu, vaZznosti procesa koje prethode biorazgradnji poput toplinske oksidacije, UV

fotooksidacije i djelovanju oksidativnih kemikalija [138].
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Tablica 8. Bakterije roda Pseudomonas i enzimi pomoc¢u kojih razgraduju plastiku.

Vrsta : o i :
) Mikroorganizmi Enzimi Literatura
polimera
LDPE Pseudomonas sp. AKS2 Hidrolaza 125
LMWPE Pseudomonas sp. E4 Alkan hidroksilaza 126
Polistirene
Pseudomonas sp. Esteraza 127
(PS)
o ) ) Alkan
Vinil klorid P. putida AJ ) 128
monooksigenaza
P. chlororaphis Poliuretanaza 129
_ P. aeruginosa Esteraza 130
Poliester
P. fluorescens Esteraza, proteaza 131
P. protegens BC2-12 Lipaza 132
Polietilen
tereftalat Pseudomonas sp. Lipaza 133
(PET)
Polietilen
glikol P. stutzeri PEG dehidrogenaza 134
(PEG)
Polivinil
alkohol P. vesicularis Esteraza 135
(PVA)

Zalerion maritimum je vrsta gljive koja je vrlo raSirena u morima te je 2017. godine
proveden eksperiment pomocu kojeg je ispitana njezina moguénost razgradnje polietilena [139].
Osim promjene mase mikroplastike, Sto je jedan od indikatora biorazgradnje, primijeCene SuU i
promjene na FTIR-ATR i NMR spektrima koje isto tako potvrduju pretpostavku da gljiva Zalerion
maritimum razgraduje polietilen. Jo§ jedna gljiva koja ima moguénost biorazgradnje polietilena je
Penicillium simplicissimum te je ispitivan utjecaj razli¢itih udjela polietilena, utjecaj dusi¢ne
kiselina na polietilen te prethodno izlaganje polietilena UV zrakama na stupanj degradacije [140].
Povecanjem koncentracije polietilena, dolazi do boljeg rasta gljive $to upucuje na Koristenje

polietilena kao jedini izvor ugljika (Slika 32.).
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Slika 32. Rast gljive P. simplicissimum na petrijevim zdjelicama sa razli¢itim koncentracijama
polietilena (0, 0.1, 0.5%) [141].

Takoder, primijecen je bolji rast gljiva koje su rasle u prisutnosti polietilena prethodno izlozenom
UV zrakama (Slika 33). Naime, prilikom UV zraenja nastaju karbonilne grupe koje napadaju

mikroorganizmi te na taj na¢in zapoc€inje biorazgradnja [141].

Bez djelovanja UV Dj elovapje_, zraka
zraka na polietilen na polietilen

Slika 33. Rast gljive P. simplicissimum na agaru uz prisutnost polietilena [141].

Funkcionalne skupine nastaju i nakon djelovanja dusi¢ne kiseline §to se vidi iz FTIR spektra (Slika
34.). Intenzitet absorbancije na 1620-1640 cm™ i 840-880 cm™ (odgovara vezi —C=C-) koji se
pojavljuje nakon djelovanja dusi¢ne Kiseline, smanjuje se nakon inkubacije sa gljivom. Stoga se
zakljuCuje da dvostruke veze izmedu ugljikovih atoma mogu biti razdvojene pomocu gljive
Penicillium simplicissimum ako su one prethodno prisutne u molekuli §to je moguce uz koristenje
UV zraka ili jakog oksidirajuceg sredstva poput dusi¢ne kiseline te postojanje funcionalnih skupina
znacajno ubrzava biorazgradnju.
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Slika 34. FTIR spektar polietilena. a. Prije dusi¢ne Kiseline b. poslije dusi¢ne kiseline i prije

inkubacije c. poslije dusi¢ne kiseline i inkubacije u trajanju od 3 mjeseca [141].

Kod plijesni Aspergillus niger zabiljeZzena je spora degradacija poliestera poliuretana (PUR),

ali vidljivi znakovi degradacije nastupili su tek nakon 30 dana [142]. U Tablici 9. prikazane su

razli¢ite vrsta gljiva koje koriste Cestice mikroplastike kao izvor ugljika i energije.

Tablica 9. Gljive i pripadajuci enzimi koji sudjeluju u razgradnji mikroplastike [143].

Enzim Mikroorganizmi
Glukozidaze Aspergillus flavus
Nepoznato Penicillium funiculosum
Ureaza Trichoderma sp.
Serin hidrolaza Pestalotiopsis microspora
Peroksidaza Phanerochaete chrysosporium
Kutinaza Aspergillus oryzae
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Plastika
Polikaprolakton (PCL)
Polihidoksibutirat (PHB)
Poliuretan
Poliuretan
Poliuretan
Polibutilen sukcinat (PBS)



4. ZAKLJUCAK

Cestice mikroplastike predstavljaju veliku prijetnju za okoli§, a samim time i za Covjeka.
Napretkom industrije i masovnijem korisStenju plastike u svakodnevnom zivotu, drasticno se
povecala koli¢ina mikroplastike koja zavrsi u okoliSu. Neadekvatno zbrinjavanje, skupa, dugotrajna
1 niska mogucnost razgradnje jedni su od razloga pojave mikroplastike u okoliSu koju je danas
moguce pronaci u morima, jezerima, rijekama, planinskim vodama, zraku, tlu i otpadnim vodama.
Naravno, prisutnost mikroplastike u okoliSu ima negativne posljedice za biljni i zivotinjski svijet.
Jednom kada mikroplastika ude u organizam, uzrokuje $tetne ucinke na fiziologiju, probavni,
ziv€ani, miSi¢ni i spolni sustav, pa ¢ak i mogu¢u smrt. Budu¢i da se ljudi hrane Zivotinjama i
uzgajaju hranu, mikroplastika indirektno ulazi u organizam covjeka, no dugotrajne posljedice jos$
uvijek nisu poznate. Velik problem za uklanjanje mikroplastike predstavljaju njihove male
dimenzije 1 kemijska inertnost, S§to razgradnju ¢ini gotovo nemogucom. Ipak, postoje
mikroorganizmi poput bakterija, kvasaca i plijesni koji imaju moguénost razgradnje, ali mehanizam
djelovanja jos uvijek nije otkriven. Proteklih godina povecala se zabrinutost zbog toksi¢nog ucinka
mikroplastike na zivi svijet, pa se provodi sve vise ekotoksikoloskih istrazivanja na raznim testnim
organizmima. Dakako, najuc¢inkovitiji nacin sprijeavanja negativnih posljedica mikroplastike na
ekosustav je smanjenje njezine prisutnosti u okoliSu razumnim kori$tenjem plasti¢nih boca, vrecica

1 ostalih plasti¢nih predmeta.
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