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SAZETAK

Plastika je postala sveprisutan materijal u vodenim ekosustavima. Masovna proizvodnja dovela
je i do masovnog nastajanja plasticnog otpada koji raznim procesima u prirodi postaje
mikroplasti¢ni (MP) otpad te nerijetko zavrsi upravo u vodenim stanistima. Zbog dokazanih
toksi¢nih uc¢inaka na zivi svijet MP se smatra globalnom one¢isé¢uju¢om tvari u slatkovodnim i
morskim ekosustavima, 0sobito zbog mogucnosti transporta kroz troficke razine sve do
covjeka.

Ribe su u vodi konstantno izlozene riziku unosa i akumulacije MP Cestica u njihov organizam.
Mogu posluziti kao dobri bioindikatori, a dosadaSnja istrazivanja ukazuju na visoku stopu
pronalaska Cestica MP-a u probavnom sustavu riba. Razvijanje metoda za izolaciju i to¢no
kvantificiranje MP-a u morskim i slatkovodnim stani$tima sve je vaznije. Za pracenje prostorne
distribucije i vremenskih trendova morskog MP otpada, izrazito je vazno razviti i
implementirati standardizirane protokole, kako bi se u¢inkovito i to¢no odredila koli¢ina MP-a
u razli¢itim staniStima.

U ovome radu ispitivao se utjecaj razgradnje primjenom Cetiri razli¢ite metode na izolaciju i
odredivanje MP Cestica iz probavila riba iz slatkovodnih i morskih ekosustava Republike
Hrvatske. Dobiveni rezultati ukazuju da je kombinacija dusi¢ne kiseline, HNO3 i fluorovodi¢ne
kiseline, HF najprikladnija metoda za izolaciju MP iz probavila riba, s minimalnim utjecajem
na njezinu strukturu. U sadrzaju probavila svih analiziranih jedinki riba identificirane su MP

Cestice, ¢ime smo potvrdili njezinu prisutnost i unos u organizme vodenih ekosustava.

Kljucne rijeci: mikroplastika, bioindikatori, ribe, metodologija izolacije mikropalstike



ABSTRACT

Plastic has become a ubiquitous material in aquatic ecosystems. Its mass production has also
led to the mass formation of plastic waste, which through various processes in nature becomes
microplastic (MP) waste and often ends up in aquatic habitats. Due to its proven toxic effects
on living things, MP is considered a global contaminant in freshwater and marine ecosystems,
especially regarding the possible transportation through trophic levels, all the way to humans.
In water, fish are constantly exposed to the risk of ingestion and accumulation of MP particles
in their organism. They can serve as good bioindicators, and previous research indicates a high
rate of finding MP particles in the digestive system of fish.

Development of methods for isolation and accurate quantification of MP in marine and
freshwater habitats is increasingly important. For monitoring of the spatial distribution and
temporal trends of marine MP debris, development and implementation of standardized
protocols is highly important, in order to efficiently and accurately determine the quantity of
MP in different habitats.

In this work, the influence of digestion by four different methodologies on isolation and
determination of MP particles from the intestine of fish from freshwater and marine ecosystems
of the Republic of Croatia were examined. The obtained results indicate that combination of
nitric acid, HNO3, and hydrofluoric acid, HF represents the most appropriate methodology for
MT isolation from fish intestine, with minimum influence on its structure. The particles of MP
were identified in the gut content of all analysed fish, therefore confirming its presence and

uptake in aquatic organisms.

Key words: microplastic, bioindicators, fish, methodology for microplastic isolation
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1. Uvod

Oneciséenje plastikom posljednjih godina zabrinjava znanstvenu zajednicu te postaje

jedan od glavnih globalnih problema u sektoru zastite okolisa. Prisutnost plastike u okoliSu
posljedi¢no utjeCe i na organizme, ponajvise jer se razgraduje na mikroplastiku (MP, Cestice
manje od 5 mm) koju nalazimo u razli¢itim vrstama vodenih Zivotinja, ukljucujuéi i ribe koje
putem hranidbenog lanca lako mogu prenijeti ¢estice MP sve do ljudi. Upravo se zbog svojih
toksi¢nih uc¢inaka na ribe i ljude MP smatra globalnim problemom danasnjice.
Ribe su vitalni izvor ljudskih proteina koji su neophodni za rast i razvoj tijela te su vazan dio
prehrambenih navika ljudi. Zbog toga je onecis¢enje ribe MP-om velika opasnost i za ljudsko
zdravlje te zahtijeva posebnu pozornost. Nakon izlaganja MP-u, zasebno ili u kombinaciji s
drugim onecis¢uju¢im tvarima, ribe mogu dozivjeti niz zdravstvenih problema. MP moze
uzrokovati oSte¢enje tkiva, oksidativni stres 1 promjene u ekspresiji gena povezanih s
imunoloskim sustavom, dok se na razini organizma uocavaju negativne promjene poput
usporavanja rasta i abnormalnosti u ponasanju.t

Za pracenje prostorne distribucije i vremenskih trendova morskog MP otpada, od vitalne
je vaznosti razviti i implementirati standardizirane protokole koji mogu uéinkovito i to¢no
detektirati i kvantificirati MP u razli¢itim stani$tima, poput morskih i slatkovodnih ekosustava.
Osim toga, vrlo vazno je razviti i pouzdane metode izolacije 1 odredivanja MP u organizmima.
U riba se provodi izolacija MP Cestica iz probavila, kao mjesta unosa putem hrane, $to
predstavlja zahtjevan proces. S jedne strane nuzno je razgraditi organski dio crijevnog sadrzaja,
ali i ukloniti anorganski dio koji se unese hranom s morskog dna, poput kamencica i sl., pritom
pazeci da se o¢uva plastiku u izvornom obliku, odnosno da se prilikom izolacije ne deformira
ili na bilo koji nacin promijene njezina svojstva, oblik, veli¢ina ili boja.

U tu svrhu su u ovom radu ispitane Cetiri metode razgradnje MP-a pomocu razli¢itih
kombinacija otopina HNOs, H.O2, KOH i HF. Primjenom pet vrsta MP-a (LDPE, HDPE, PS,
PVC i PP) ispitala se i odredila optimalna metoda razgradnje, koja minimalno utjece na izvorni
oblik MP-a. Nakon izlaganja kiselinama, analizirala se MP kvantitativno (odvaga) i kvalitativno
(mikroskopski i FTIR-ATR spektroskopijom) kako bi se utvrdilo da li je doslo do narusavanja
oblika i strukture ispitivanih vrsta MP-a. Zatim se provela konkretna primjena razgradnjom i
izolacijom MP-a iz probavila morskih i slatkovodnih riba primjenom metode koja se prethodno
pokazala kao najuspjesnija, a to je bila kombinacija HNOgz i HF, kojom je uspjesno izolirana

MP iz sva 22 uzorka jedinki riba.



2. Opéi dio

2.1. Vodeni ekosustavi
Ekosustav ili biogeocenoza je prirodna zajednica zivih organizama i neZive prirode koji
medusobno djeluju na jednome stanistu, a izmjena tvari medu njima je kruzna. Ekosustav ¢ine
zivotne zajednice biocenoze, odnosno biljke (fitocenoza) i zivotinje (zoocenoza) te nezivi
okoli§ tj. biotop u uzem smislu.! U svim ekosustavima u prirodi najbitnije je nacelo
samoregulacije, tj. odrzavanja broja pripadnika na optimalnoj razini. Svaka promjena jednoga
dijela ekosustava uzrokuje promjene u ponaSanju cjeline.

Vodeni ekosustavi ukljuCuju oceane, jezera, rijeke, potoke, us¢a i moc¢varna podrucja.
Medutim, dijele se na dvije osnovne skupine, a to su morski i slatkovodni ekosustavi koji
pokrivaju ¢ak 70% Zemljine povrSine. U navedenim podrucjima zive Ziva bi¢a koja ovise 0
vodi i takvi ekosustavi su vrlo krhki i podlozni one¢iséenju jer ih sve povezuje upravo voda.?
Klasifikacija vodenih ekosustava raspodijeljena je prema organizmima od dna do vrha, a ¢ine
ju: bentos (organizmi koji Zive na dnu mora ili slatkovodnih sustava), nekton (organizmi koji
Se aktivno kre¢u neovisno o strujama), plankton (organizmi koji plutaju) i neuston (organizmi

koji zive na povrsini vodenih tijela).?

2.1.1. Morski ekosustavi

Morski ekosustav je vrsta vodenog ekosustava kojeg karakterizira slana voda kao glavna
komponenta. Ukljucuje razne oblike ekosustava, kao $to su mora, oceani, slane mocvare,
koraljni grebeni, plitke obalne vode, estuariji, obalne lagune sa slanom vodom, stjenovite obale
i obalna podrucja. Veliki morski ekosustavi nalaze se oko rubova kontinenata. Velik broj njih,
to¢nije 66 U svijetu, je ugrozeno te je zaSticeno odredenim mjerama zastite prema razli¢itim
ekoloskim kriterijima. Cak 75% globalnog ulova morske ribe dolazi upravo iz navedenih
podrugja te doprinose globalnom gospodarstvu s procijenjenih 12,6 trilijuna dolara godisnje.®

Morski ekosustavi izvor su ogromnog bioloskog bogatstva, kojega ¢ine razliciti bioloski
¢imbenici poput primarnih proizvodaca, algi i morskih biljki, zatim primarnih potrosaca,
zooplanktona i mekusaca, ali i sekundarnih potrosaca poput malih riba mesozderki te tercijarnih
potrosaca poput velikih riba mesozderki. Takoder odredeni abioticki ¢imbenici definiraju
karakteristike ovih prirodnih ekosustava, kao npr. temperatura, slanost, pH vode i drugi te

koli¢ina sundeve svjetlosti koja dopire do ekosustava.?3



2.1.2. Slatkovodni ekosustavi

Svako zivo bi¢e na Zemlji treba vodu da bi prezivjelo, od toga vise od 100 000 vrsta,
ukljucujuéi i ljude, treba slatku vodu da bi preZivjelo. Manje od tri posto vode na nasem planetu
je slatka voda, od ¢ega je manje od polovice dostupno kao tekucina, ostatak je zato¢en kao led
u polarnim kapama i ledenjacima. 1z tih su razloga slatkovodni ekosustavi dragocjen resurs.
Slatkovodni ekosustavi prirodno dijele resurse medu staniStima. Ekosustavi u rijekama i
potocima donose soli 1 hranjive tvari s planina u jezera, bare 1 mocvare na nizim nadmorskim
visinama, a na kraju te hranjive tvari odnose u ocean. Takvi vodeni putevi takoder omogucuju
migrirajuéim vrstama da donesu hranjive tvari iz oceana u uzvodne slatkovodne ekosustave.*
Uz navedeno, i vodeni organizmi su u stalnim medusobnim interakcijama kroz hranidbenu

mrezu ekosustava, ali i u interakciji sa svojim okolisem.

2.2.0neciscenje vodenih ekosustava

Oba navedena ekosustava pruzaju Sirok raspon dobara i usluga kao i prirodne resurse,
nacine trgovanja i prijevoza te mogucnosti za rekreaciju ljudske populacije. Zastita navedenih
funkcija zahtijeva Sirok pristup. Politike o slatkovodnom i morskom okoliSu trebaju se
integrirati s onima o prilagodbi klimatskim promjenama i bioloskoj raznolikosti, ali takoder i s
razli¢itim povezanim sektorima kao §to su poljoprivreda, turizam, energetika i prijevoz.
Europski slatkovodni resursi pod sve su ve¢im pritiskom, a priobalna podrucja i mora znacajno
su se izmijenila kao posljedica ljudskih aktivnosti kroz protekla stolje¢a. To je uzrokovalo
ckoloske promjene u priobalnim i morskim ekosustavima kao $to su oneéiS¢enje vode i
eutrofikacija, gubitak bioloSke raznolikosti, uniStavanje krajolika i1 erozija obale. Najcesci
izvori onecis¢enja vodenih ekosustava prikazani su na Slici 1.

Dobro ekolosko stanje ekosustava koncept je od Sirokog interesa za koji je tesko dati
jednu preciznu znanstvenu definiciju. Temelji se na viSestrukim usporedbama stanja otpornosti
i stabilnosti ekosustava i predstavlja koncept koji se razvija i nadograduje. Ekoloski stabilan i
odrzivi ekosustav bi trebao odrzavati svoju razinu metabolicke aktivnosti i unutarnju strukturu
i organizaciju te se oduprijeti vanjskim stresorima.® Kada su promjene koje uzrokuju ljudske
aktivnosti prevelike ili prenagle, ekosustavi se bore da se oporave. Zagadenje nastupa kada
direktni ili indirektni (posredni) unos tvari, vibracija, topline ili buke u zrak, vodu ili na tlo,
nastao kao posljedica ljudske aktivnosti, moZe Stetno utjecati na zdravlje ljudi i kvalitetu
okolisa, izazvati oSte¢enja materijalnih vrijednosti ili oStetiti vrijednosti prirodnog okoliSa

(prema 2(2) Direktivi o cjelovitoj prevenciji i kontroli onecis¢enja br. 96/61/EC).


https://www.eea.europa.eu/themes/climate
https://www.eea.europa.eu/themes/biodiversity
https://www.eea.europa.eu/themes/agriculture
https://www.eea.europa.eu/themes/energy
https://www.eea.europa.eu/themes/transport

Ispustanje razli¢itih onecis¢ujucih tvari u vodene okoliSe rezultat je mnogih antropogenih
aktivnosti koje ugrozavaju zdravlje zivih bi¢a i naruSavaju kvalitetu okolisa. Vodeni okolisi su
sakupljaci antropogenog onecis¢enja, bilo da se radi o kemikalijama ili ¢vrstim onecis¢ujué¢im

tvarima.®

Plastika

P 4

Teski metali

Voda

Pesticidi

Slika 1. Najces¢i izvori one€iS¢enja vodenih ekosustava

Jedini morski ekosustav u Republici Hrvatskoj je Jadransko more, koje je iznimno
prirodno, gospodarsko 1 turisticko bogatstvo 1 treba ga ocuvati jer je podloZzno oneciS¢enju.
Isto¢ni dio obale Jadranskog mora je posebno pod utjecajem prekograni¢nog onecis¢enja U
juznom dijelu, $to u velikoj mjeri $teti kvaliteti Zivljenja i turistickom gospodarstvu. Tako se iz
Bosne i Hercegovine rijekom Neretvom donosi seonecis¢ujuce tvari do uséa Neretve itog dijela
Jadranskog mora, s§to ukljucuje i vidljivo oneci$¢enje plastinim otpadom i to prvenstveno
ostacima plasti¢nih vreéica i PET boca. Znacajno je i oneCiSenje juznog dijela Jadrana
otpadom koji, no§en morskim strujama, dolazi iz Crne Gore i Albanije na juzne jadranske otoke
i poluotok Peljesac.’® Medutim osim onegiSéenja koja dolaze iz drugih zemalja, znacajno je
onecis¢enje nastalo uHrvatskoj kao rezultat turistickih i poljoprivrednih aktivnosti, nepravilnog
zbrinjavanja otpada, ali i nereguliranih industrijskih procesa koji se odvijaju u neposrednoj
blizini rijeka i mora.

Zastita slatkovodnih 1 morskih resursa i osiguravanje njihove ekoloske kvalitete temelj

je okolisne politike EU. Okvirna direktiva o vodama (WFD) koja je donesena 2000. i Okvirna

4


http://ec.europa.eu/environment/water/marine/index_en.htm

direktiva 0 morskoj strategiji (MSFD) iz 2008. okvir su za upravljanje cjelokupnim vodnim
ekosustavima. Medutim, cilj Okvirne direktive o vodama za 2015. ostvaren je samo za 53 %

povriinskih voda u Europi. Ostatak povrsinskih voda i dalje je u losem ekoloskom stanju.’

2.3.Mikroplastika

Kao novi pojam ,,mikroplastika® se uvela jo§ 1968. godine, a tada je predstavljala
deformaciju plasti¢nih materijala, no znanstvenici su je 1970. godine definirali kao manje
fizicke dijelove plastike, a to je pojam pod kojim je i danas poznajemo.®
Konkretnija podjela plastike, koja je usvojena 2004. godine, prema veli€ini Cestica je sljedeca:
svi polimerni materijali ¢ija se veli¢ina kre¢e izmedu 1 um i 5 mm spadaju u skupinu
mikroplastike (MP), ve¢e od 5 mm mezoplastike (MEP), a one ve¢e od 1 cm makroplastike
(MAP). Postoje razne podjele mikroplastike, a osim prema veli¢ini, znacajna je i podjela prema
podrijetlu na primarnu i sekundarnu mikroplastiku.® Glavne skupine u razli¢itim podjelama MP-
a prikazane su na Slici 2. Prema podrijetlu MP dijelimo na primarnu (MP koja kao takva
dospijeva u okolis) i sekundarnu (plastika koja se djelovanjem okoli$nih ¢imbenika u okolisu

razgradi na MP).

PODJELA
MIKROPLASTIKE

PODRIJETLO VRSTA OBLIK

POLIETILEN (PE)

PRIMARNA SEKUNDARNA POLISTIREN (PS) SFERE
POLI(ETILEN- EILM
TEREFTALAT)
(PET) VLAKNA
POLI(VINIL- ZRNCA

KLORID) (PVC)
POLIPROPILEN
(PP)

PELETI

Slika 2. Podjela MP-a

MP dolazi iz puno razli¢itih izvora ukljucujuéi i plastiCne ostatke ambalaznog otpada
koji se razgraduju na sve manje i manje komade. Osim toga, mikrozrnca MP-a ¢esto se dodaju

kao piling proizvodima za zdravlje 1 ljepotu, kao Sto su neka sredstva za ¢iS¢enje 1 paste za zube,
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kako bi poboljsali njihova fizikalna svojstva. MP Cestice prolaze kroz sustave za filtriranje vode
I zavrSavaju u oceanu i drugim vodama, predstavljaju¢i potencijalnu prijetnju vodenim
organizmima.®

Na MP se mogu vezati i razne onecis¢ujuce tvari. To mogu biti poliklorirani bifenili
(PCB) i diklordifeniltrikloretan (DDT), koji su dobro poznati po svojoj visokoj toksi¢nosti i
postojanosti u okolisu. Zbog velikih specifi¢nih povrSina i hidrofobnosti imaju potencijal
kemijske adsorpcije na povrsini MP-a.2° PCB je kancerogen, mutagen i teratogen, dok DDT
ima Stetne posljedice na neuroloski sustav i imunodeficijenciju. MP moze adsorbirati ulja za
podmazivanje, teSke metale, razna onecis¢enja i kemikalije, kao i mikroorganizme ¢ime se

povecavaju njihovi toksi¢ni uéinci i postaju tetniji za organizme.1%!

2.3.1. Polietilen (PE)

Polietilen (PE) je plastomerni materijal s najve¢om proizvodnjom (vise od 100 x 10°

kg/god.) i primjenom medu plasti¢nim proizvodima. Pripravljen je ve¢ 1933. zagrijavanjem
etilena pri visoku tlaku i visokoj temperaturi. Jednostavna linearna struktura u izduzenim
konformacijama omogucuje njegovu laku kristalizaciju pa se polietilen morfoloski sastoji od
kristalnih 1 amorfnih podrucja, a o njihovu udjelu ovise 1 mehanicka svojstva. Medutim,
makromolekule PE nisu potpuno linearne, veé sadrze i bo¢ne skupine koje pridonose njihovoj
granatosti 1 tako smanjuju stupanj kristalnosti, tj. gusto¢u PE. Na temelju molekularne grade i
svojstava, PE se kao konstrukcijski materijal dijeli u nekoliko vrsta, od kojih su najvaznije
polietilen niske gusto¢e (kratica LDPE, gusto¢a od 0,910 do 0,925 g/cms, temperatura
omeksSavanja 85 do 87 °C), linearni polietilen niske gusto¢e (PE-LLD, od 0,926 do 0,940 g/cm?3)
i polietilen visoke gustoée (HDPE, od 0,941 do 0,960 g/cms, 127 °C).*?
HDPE, linearna verzija PE jest lagana svestrana sinteticka smola napravljena polimerizacijom
etilena koja se proizvodi na niskim temperaturama i tlakovima. Nedostatak grana u njegovoj
strukturi omogucuje polimernim lancima da se zbijeno skupe, Sto rezultira gustim, visoko
kristalnim materijalom visoke ¢vrstoce i umjerene krutosti. S talistem koje je za 20 °C (36 °F)
vise od LDPE, moze izdrzati uzastopno izlaganje 120 °C (250 °F) tako da se moZe sterilizirati.
Proizvodi od HDPE uklju¢uju lijevane boce dobivene puhanjem, poput onih za mlijeko i
sredstva za CiS¢enje kucéanstva, zatim vreéice za namirnice ekstrudirane puhanjem, gradevinske
folije i poljoprivredni malg, a isto tako i brizgane kante, Cepove, kucista uredaja i igracke. Kodni
broj HDPE za recikliranje plastike je 2 (Slika 3.). **

LDPE, razgranati oblik PE, je bio prva plastika koja je usla u uobicajenu komercijalnu

upotrebu u pakiranju, u kasnim 1940-im godinama. Polimerizira se iz etilena i za razliku od
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HDPE-a, ima jako razgranatu strukturu, s dugim i kratkim granama, koje ometaju kristalizaciju.
Nizi postotak kristalnosti daje LDPE-u nizu gusto¢u od HDPE-a i ¢ini ga mekSim i
fleksibilnijim, a donekle smanjuje njegovu sposobnost barijere. Dobra otpornost LDPE-a na
kemikalije i ulja, zajedno s njegovom niskom cijenom, ¢ine ga izvrsnim za mnoge primjene
fleksibilnog pakiranja. lako je prozirniji od HDPE-a, u konac¢nici LDPE ima mutan izgled. Topi
se na nizoj temperaturi od HDPE-a, §to je nedostatak kada se Zeli toplinska stabilnost, ali je
prednost kada se koristi kao sloj za toplinsko zavarivanje u fleksibilnom pakiranju.* Kodni broj
LDPE za recikliranje plastike je 4 (Slika 3.).:3

2.3.2. Polistiren (PS)

Polistiren (PS) je tvrda, ¢vrsta i prozirna sinteticka smola proizvedena polimerizacijom
stirena. Siroko se koristi u industriji usluzivanja hrane, poput pladnjeva, pribora za jelo za
jednokratnu upotrebu, ali i za pjenaste CaSe, tanjure i zdjele. Polistiren je takoder
kopolimeriziran ili pomijeSan s drugim polimerima, daju¢i tvrdoc¢u i krutost brojnim vaznim
proizvodima od plastike i gume.® Prisutnost fenilnih (CsHs) skupina klju¢na je za svojstva PS.
Cvrsti PS je proziran zahvaljujuéi velikim molekularnim skupinama u obliku prstena koje
sprjeCavaju pakiranje polimernih lanaca u bliske, kristalne rasporede. Osim toga, fenilni
prstenovi ograni¢avaju rotaciju lanaca oko ugljik-ugljik veza daju¢i polimeru njegovu zapazenu
krutost, 1516

| kod PS razlikujemo viSe vrsta istog. Tako je poznat zilavi polistiren (PS-HI), nazvan i
modificirani PS koji je dvofazni sustav polistirena i fino dispergiranih Cestica elastomera
(veli¢ine 1 do 5 pm), najées¢e polibutadiena. Cestice su ravnomjerno rasporedene, $to
materijalu daje veliku udarnu Zilavost i otpornost prema lomu.'”!8 Pjenasti PS (ekspandirani,
celularni, poznat kao stiropor) proizvodi se impregniranjem PS-a lakohlapljivim kapljevinama,
koje zagrijavanjem ekspandiraju i stvaraju posebnu strukturu materijala. Tako nastaje tzv.
¢vrsta pjena, koja je vrlo lagana te je izvanredan materijal za toplinsku i zvuénu izolaciju u
gradevinarstvu, za ambalazu robe osjetljive na udar, za izradbu plovaka, pojaseva za

spasavanje, dijelova ¢amaca i pontona. Kodni broj PS za recikliranje plastike je 6 (Slika 3.).18

2.3.3. Poli(vinil-klorid) (PVC)

Poli(vinil-klorid) (PVC) je na trzistu dostupan kao jeftina plastika s vrlo Sirokom
primjenom, ukljuujuc¢i ambalazu, spremnike, igracke, medicinske i gradevinske materijale.

Obi¢no se moze pronaci u krutom i fleksibilnom obliku. Cvrsti PVC se izmedu ostalog koristi



u gradevinarstvu za razne ploce, cijevi i prozorske profile, dok fleksibilni oblik PVC-a ukljucuje
igracke, pribor za pisanje i razne medicinske dijelove poput cijevi, vreéica za krv te drugog
medicinskog pribora.®

Vecina komercijalnog PVC-a proizvodi se postupkom suspenzijske polimerizacije, iako
se emulzijska polimerizacija PVC-a takoder koristi za proizvodnju PVC-a visokog stupnja za
proces proizvodnje rukavica. Ima visoku temperaturu staklenog prijelaza (Tg), §to ograni¢ava
njegovu primjenu u regijama s hladnom klimom. Kad je temperatura primjene niza od Tg,
posebno zimi kada temperatura padne ispod nule, PVC je vrlo krt i lako se lomi, ¢ak 1 kada je
izlozen malim optereCenjima. Za koristenje PVC-a na niskim temperaturama ili za
transformaciju krutog PVC-a u savitljivi PVC, dodatak plastifikatora kljuCan je za
podmazivanje gibanja PVC lanaca, tako da lanci mogu kliziti jedan izmedu drugog kada dode

do deformacije.'®2° Kodni broj PVC-a za recikliranje plastike je 3 (Slika 3.).

2.3.4. Polipropilen (PP)

Polipropilen (PP) je termoplasti¢ni materijal molekulske formule (CsHs)n, nastao
polimerizacijom monomera propilena. Prisutan je u mnogim industrijama. PP se razlikuje u
molekulskoj strukturi pa moze biti izotakticki, sindiotakti¢ki i atakticki. Industrijski proizvodi
temelje se na izotaktickom PP-u, koji takoder ukljucuje kopolimer propilena i malu koli¢inu
etilena.?! U biti, molekula se sastoji od atoma ugljika s vezanim atomima vodika, a vezana za
svaki drugi atom ugljika je vise¢a metilna skupina (CHz). Metilne skupine mogu imati razne
prostorne rasporede u odnosu na ugljikov lanac, ali u praksi se samo izotakticki oblik (tj. s
metilnim skupinama rasporedenim duz iste strane lanca) prodaje u znacajnim koli¢inama.??

PP je pogodan je za razne tehnike obrade $to ga ¢ini vrlo traZenim materijalom.*® Moze
se obraditi prakti¢ki svim metodama, uklju¢ujuci injekcijsko presanje, puhanje, ekstrudiranje,
puhani i lijevani film, termoformiranje, itd. Jedan je od najkoristenijih vrsta plastomera kao $to
je prethodno navedeno, a razlog tomu su takoder i umjereni troskovi izrade te vrlo dobra
svojstva.?

Primjenjuje se za potrebe krute ambalaze i ambalaze za hranu §to danas ujedno
predstavlja i najveci problem s nastalim otpadom. Polipropilenska vlakna glavni su dio ku¢nog
namjestaja kao S§to su presvlake i tepisi za unutarnje i vanjske prostore. Upravo takve primjene
iskoriStavaju prednosti Zilavosti, otpornosti, vodootpornosti i kemijske inertnosti polimera.
Medutim, zbog svoje vrlo niske apsorpcije vlage, ograni¢ene sposobnosti upijanja boje i niske

tocke omekSavanja, Sto je vazan ¢imbenik kod glacanja i preSanja, PP je vaZan materijal u



tekstilnoj industriji.?*?? Isto tako, PP nalazi svoju primjenu i u medicinskim proizvodima,
primjerice kirurskim maskama.?® Kodni broj PP-a za recikliranje plastike je 5 kao §to je
prikazano na Slici 3. Osnovne karakteristike, ukljucujuéi strukturnu formulu, svojstva i

primjenu svih prethodno nabrojanih vrsta plastike prikazane su u Tablici 1.

Tablica 1. Prikaz osnovnih karakteristika razli¢itih vrsta plastike'?2

CHr
H Visoke vlaéne Boce za mlijeko,
E\CHz ¢vrstoce, krutosti 1 gradevinske folije,
EH:'CHﬁc otpornosti na udarce, poljoprivredni
Ha otporan na kemikalije i malc, cepovi,
—cH L, 'CHE C”lh UV, savitljiv i stabilan  igracke.
P CHegf
CHs Manje gustoée od Spremnici,  boce,
?H2 HDPE, ali vrlo ¢vrst. cijevi, plasti¢ni
?Hz otporan na mrlje, dijelovi rac¢unalnih
?Hz elektricnu izolaciju i komponenti,
~ CHz = CH,=CH=CH, = CH,~CH=CH vodootporan. Prirodno ¢epovi,  zatvaraci,
ClH’ proziran i dobro odbija vrecice za
CHy  svjetlost zamrzivac.
Male tezine, otporan
na vlagu, Toplinska i zvucna
dimenzionalno izolacija, ambalaza
H stabilan 1 izdrzljiv. za osjetljivu robu,
[ Odli¢na toplinska pojasevi za
Hl, svojstva. Lako se spaSavanje.
oblikuje.
H CI VIS0 UEHITTE ST Cijevi,  prozorski
I ali  manja zatezna blici orack
C—C+— ¢vrstoca. Manje S lgracke,
| otporan na kemikalije. razni ISR
H Hlp Krt i lomljiv. £l
. Velika zilavost,
CHS otpornost, Tepisi i presvlake,
L vodootpornosti i kirurSke = maske,
kemijska i toplinska pribor za jelo.
-n inernost. Proziran.
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Slika 3. Prikaz oznaka brojeva za recikliranje razli¢itih vrsta plastike

2.4. Mikroplastika u vodenom ekosustavu

Onecisc¢enje morskih i slatkovodnih ekosustava plastikom, a posebno MP globalni je
ekoloski problem koji izaziva sve vecu znanstvenu zabrinutost. To je potaknulo velik broj
istrazivanja o prisutnosti MP, njezinoj interakciji s kemijskim onecis¢ujuc¢im tvarima, unosu u
vodene organizme te stetnim utjecajima.

Velika koli¢ina proizvedene plastike zavrSi u okoliSu te pod djelovanjem razli¢itih
okolisnih procesa dolazi do njene razgradnje i prijenosa u ostale dijelove ekosustava. MP
izaziva ekoloske probleme zbog $tetnih svojstava te sposobnosti adsorbiranja razli¢itih Stetnih
tvari na svoju povrsinu. MP pronadena u organizmima negativno utjece na plodnost, te izaziva
promjene u ponasanju, imunoloske reakcije, probavne probleme, razne upale i oStec¢enja crijeva,

kao i mnoge druge, a u kona¢nici i smrtnost.?*?% Prijenos, interakcija i moguée posljedice MP-

a u okoliSu prikazani su na Slici 4.

MIKROPLASTIKA ADOSRPCIJA

TOKSICNI

UTJECAJ
+ - . A
DESORPCIJA =
E
§ £
TESKI METALL g
PESTICIDI, £
NAFTA, OSTALA NASTAJANIE 5
ONECISCENJA AGREGATA MP-a 5

Koncentracija tvari A

Slika 4. Shematski prikaz interakcije MP-a s toksi¢nim tvarima te moguce posljedice
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Istrazivanja o MP-U u okoliSu, osobito vodenom okolisu, su vrlo zahtjevna s obzirom da
se radi o iznimno malim Cesticama i da se metodologija istrazivanja na istim i dalje razvija.
Uzorkovanje vodenih sustava vr$i se najée$¢e pomocu mreza veli¢ine pora 300 um, a uzorkuje
se povrsinska voda, to¢nije na 25 cm dubine, iako brojna istrazivanja pokazuju da ¢ak oko 50%
Cestica ima promjer manji od 300 um te da se brojne Cestice plastike raspodjeljuju u vodenom
stupcu pa se nalaze ispod povrsinskih 25 cm.?’” Osim nadina uzorkovanja, veliki utjecaj na
koncentraciju MP ima i godi$nje doba prilikom kojeg se provodi uzorkovanje te okolisni uvjeti
poput vjetra i valova.? Kako bi se ispravno ocijenio proces trofickog prijenosa i toksiéni u¢inak
mikroplastike na razli¢itim trofickim razinama potrebno je uzeti u obzir niz ¢imbenika koji su
ukljuceni u to, poput na¢ina unosa, bioakumulacije i biomagnifikacije MP i njima povezanih
kemikalija.?5-2®

S obzirom na dokazanu prisutnost MP u vodenim stanistima (i slatkovodnim 1 slanim),
organizmi koji zive u tim podrué¢jima izlozeni su potencijalnom riziku od mikroplastike.
Troficki prijenos MP u vodi je brzi od istog u drugim stanistima, stoga se putem hranidbenog
lanca brze prenose estice MP na sve organizme.?®

Proizvodnja plastike znatno je porasla s 2 milijuna tona u 1950. na 367 milijuna tona u
2020.godini (oko 0,3 % manje nego u 2019. zbog utjecaja COVID-19). Nadalje, procjenjuje se
da ée proizvodnja dodatno porasti na oko 600 milijuna tona u 2025.%° Na Slici 5. su prikazani
dosadasnji podaci i predvidanje akumulacije mikroplastike do 2050. na povrSini oceana.
Nedavne studije su pokazale da je od ukupno proizvedene plastike samo 9-10 % reciklirano,
jos 10-11 % je spaljeno, a 30 % je jos uvijek u upotrebi zbog dugog Zivotnog vijeka. Preostalih
50 % je odlozeno na odlagalistima ili rasprieno u okolini.?® One¢idéenje plastikom posebno je
prisutno u estuarijima, $to ukazuje da oneciS¢enje iz rijeka lako dospijeva do obala te mora i

oceana, $to je tipi¢an put prijenosa onecis¢enja do morskih ekosustava.
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Slika 5. Dosadasnji podaci i predvidanje akumulacije mikroplastike na povrsini oceana !

2.5. Morske i slatkovodne ribe kao bioindikatori

Bioindikatori su organizmi koji, zbog svojih specifi¢nih fizioloSkih svojstava, mogu
posluziti kao pouzdani pokazatelji odredenih znacajki tla, vode ili zraka promjenom nekih od
bioloskih znacajki (npr. ukazati na stupanj onecis¢enja, koncentraciju odredenih elemenata ili
kemijskih spojeva, promjene pH, slanosti i dr.).>> To su organizmi ili zajednice organizama
Cijim se bioloSkim promjenama i reakcijama moze reprezentativno procijeniti situacija
ekosustava u kojemu se nalaze. Utjecaj ljudskih aktivnosti na vodena tijela zahtijeva
odgovarajuce alate za pracenje novonastalih promjena kako bi se omogucilo otkrivanje i
karakterizacija uzoraka i izvora kemijskih, fizikalnih i bioloskih one¢is¢enja vodenih stanista.
Medu tim alatima veliku vaznost imaju akvaticki organizmi (Skoljkasi, rakovi, ribe, zabe, kukci,
alge i biljke) koji su identificirani su kao potencijalni bioindikatori. U pracenju dugoro¢nih
promjena odredenog vodnog tijela ribe su poznate kao korisni te pouzdani pokazatelji u¢inaka
na biotu u razli¢itim uvjetima stanista.3®* Zbog prehrane na vrhu hranidbenog lanca i Zivota u
vodenim sredinama ribe su posebno ranjive i izlozene onecis¢enju, a u usporedbi s
beskraljesnjacima su uglavnom osjetljivije na mnoge toksicne tvari te su time pogodan

organizam za indikaciju dobrog ekoloskog stanja ekosustava. Kao organizmi na vrhu vodenog
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prehrambenog lanca, ribe mogu akumulirati metale, organske, ali i druge oneciS¢ujuce tvari

poput MP i prenijeti ih do ljudi, §to potvrduje istrazivanje Atlantika prikazano u Tablici 2.

Raznolikost vrsta riba koje se nalaze u razli¢itim vodenim staniStima omoguéuje im da
razlicito reagiraju na specifi¢ne stresore iz okolisa. Neke su vrste visoko specijalizirane te nisu
otporne na oneciS¢enje staniSta dok su pak neke druge vrste visoko tolerantne na utjecaj
onecis¢enja. Pracenjem promjena u broju, sastavu i distribuciji vrsta riba, kao i razli¢itih
biomarkera koji ukazuju na bioloske promjene organizma, znanstvenici mogu procijeniti
sveukupno ckolosko stanje vodenih ekosustava i identificirati potencijalne poremecaje,
ukljuéujuéi i razinu oneéiséenja MP-om.3334 Proucavajuéi raspodijelu i koncentraciju MP-a u
ribljim populacijama, istrazivac¢i mogu dobiti uvid u opseg plasticnog oneciS¢enja u odredenim
vodenim tijelima i identificirati potencijalna ZariSta kontaminacije, Sto u konacnici moze
pomo¢i u razvoju ciljanih strategija u svarhu zastite vodenih ekosustava.

Istrazivanje Gomes-Silva i sur. (2020) o procjeni primjene riba kao bioindikatora u
urbanim vodotocima, pokazalo je znacajnu korelaciju s parametrima kvalitete vode u odredenih
vrsta riba i potvrdilo ih kao korisne bioindikatore.® Takoder, prema istrazivanju Capo0 i sur.
(2022) tri ispitivane vrste riba (Mullus surmuletus, Boops boops i Engraulis encrasicolus)
pokazale su antioksidativne reakcije u organizmu kao reakciju na unos MP iz okolisa.®
Sambolino isur. (2023) pratili su potencijalnu korelaciju ftalnih estera i unosa MP u riba i lignji
te je potvrdena znacajna korelacija za Cetiri od sedam ispitivanih estera, Sto se moglo povezati
s razinom one¢idéenja ispitivanog podrucja.3’ Uz navedene, postoji niz drugih znanstvenih
radova koji potvrduju korelaciju onecis¢enja i razlicitih bioloskih promjena u riba.

Ribe koje Zive u slatkovodnim ekosustavima, ali i u morima i oceanima osjetljive su na
gutanje MP.3* Ugestalost pojavljivanja MP u gastrointestinalnom traktu (GIT) i $krgama riba
sjeveroisto¢nog Sredozemlja varirala je izmedu 66-100% odnosno 68-90% kao $to je prikazano
u Tablici 2.%®

Sredozemno more je poluzatvoreno vodeno tijelo s raznolikim unosom svjeze vode.
Visoko urbanizirana obalna podruc¢ja okruzena su mnogim izvorima onecis¢enja, poput sustava
za prociséavanje otpadnih voda, raznih turistickih objekata, industrijskih ispusta,
poljoprivrednih otjecanja, intenzivnog brodskog prometa, turistickih i ribolovnih aktivnosti,
koja uzrokuju znacajne probleme. Vise od 80% morskog otpada u Sredozemnom moru sastoji

se od plastike.®
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Tablica 2. Prikaz vrsta, broja i duljine riba ispitanih na gutanje MP i povezanu koli¢inu MP u
sadrzaju njihovih crijeva iz Atlantskog oceana®

- Prosje¢na - ) .
Broj seciranih 0 : Broj riba koje  Postotak riba s
Vrsta : duljina ribe
riba sadrze MP MP /%
/mm
Myctophum
86 67,86 + 7,49 64 74,42
punctatum
Benthosema
) 69 57,93 £ 5,80 47 68,12
glaciale
Diaphus
) y 34 75,15 + 8,25 24 70,59
rafinesquii
Lampanyctus
) 16 243,34 £ 221,15 12 75,00
macdonaldi
Serrivomer
y 14 496,76 + 258,95 13 92,86
beanii
Stomias boa 9 70,31 + 58,99 6 66,67
Gonostoma
5 17,84 + 4,00 5 100,00
denudatum

2.5.1. Vrste bioindikatorskih riba iz vodenih ekosustava u Hrvatskoj
2.5.1.1. Morske ribe

Kao $to je prethodno navedeno, ribe imaju mnoge ¢imbenike koji ih ¢ine dobrim
bioindikatorima te su u Jadranskom moru izabrane tri vrste koje ¢ine dio ljudske prehrane, a
jednostavno se determiniraju i uzorkuju te omogucavaju pracenje promjena u ribljoj populaciji
koje ukazuju na potencijalnu opasnost za ljudsko zdravlje, te naruSenu ravnotezu u vodenom

ekosustavu.

Trlja blatarica (Mullus barbatus Linnaeus, 1758)
Vrste iz porodice Mullidae, posebice vrste roda Mullus odli¢ni su bioindikatori
promjena temperature i drugih Cimbenika na prirodnim stanistima, utjecaja ribarstva te

klimatskih promjena.*® Nastanjuju razli¢ita stanita, uglavnom blizu dna litorala na dubinama
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od 1 m do 500 m, a najées¢e se nalaze na Sljuncanim i kamenitim dnima. Hrane se malim
bentiCkim beskraljeSnjacima. Postaju spolno zrele u prvoj godini Zivota izmedu 10 i 14 cm
ukupne duZine, a najintenzivniji mrijest odvija se na dubinama izmedu 60 i 70 m. Zenke su
uglavnom veée (28 - 29 cm) od muzjaka koji gotovo nikad nisu veé¢i od 20 cm. Jedinka trlje

blatarice prikazana je na Slici 6.

—— &

Slika 6. Trlja blatarica (Mullus barbatus Linnaeus, 1758) (izvor: dr. sc. Vlatka

Filipovi¢ Mariji€)
Osli¢ (Merluccius merluccius Linnaeus, 1758)

Osli¢ je u hranidbenom lancu Jadranskog mora jedan od vrSnih predatora, ali 1 jedna od
najvaznijih komercijalnih vrsta zbog svoje veli¢ine i hranidbenih vrijednosti. Dobra je
bioindikatorska vrsta iz vi$e razloga, a klju¢ni su polozaj u hranidbenom lancu, dugi zivotni
vijek 1 Siroka rasprostranjenost. Ova vrsta obitava na dubinama od 30 m do 1000 m, a najcesce
se moze naci od 70 m do 370 m. Tijekom dana zivi na dnu, a tijekom no¢i migrira u plice
slojeve. Osli¢i mogu dozivjeti 1 20 godina te narasti i do 140 cm ukupne duZine tijela.
Minimalna referentna veli¢ina za oCuvanje osli¢a je 20 cm. Hrane se uglavnom in¢unima,

srdelama i ugoticama te lignjama i lignjunima !, a osli¢ se moze vidjeti na Slici 7.

Slika 7. Osli¢ (Merluccius merluccius Linnaeus, 1758) (izvor: dr. sc. Vlatka Filipovi¢
Mariji¢)
Arbun (Pagellus erythrinus Linnaus, 1758)

Poput osli¢a i ova vrsta je komercijalno vazna, ali je i dobar bioindikator. Hrani se

bentickim i pelagi¢kim vrstama te na taj na¢in moze dati uvid i u stanje morskog dna i vodenog
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stupca. Omnivor je, ali u prehrani prevladavaju karnivorne osobine te se hrani bentickim
beskraljeSnjacima, glavonoScima i malom ribom. Prosjecna razlika u duljini tijela izmedu
spolova je 2,8 cm. Zenke su dominantne u populaciji. Zivi na geografski $iroko
rasprostranjenom podruc¢ju Atlantika i Mediterana, a javlja se na tvrdim i pjes¢anim dnima do

dubine od 250 m.*? Arbun je prikazan na Slici 8.

Slika 8. Arbun (Pagellus erythrinus Linnaus, 1758) (izvor: dr. sc. Vlatka Filipovi¢ Mariji¢)

2.5.1.2. Katadromne ribe

Katadromna vrsta riba jest ona Cije se razdoblje mladosti dogada u morskoj vodi, a zatim
jedinke migriraju u slatku vodu kako bi prosle sazrijevanje. Nakon toga, ve¢inu svog zivotnog
ciklusa provode u slatkoj vodi. Glavni predstavnik katadromnih vrsta u Jadranskom moru je
jegulja (Slika 9.). Tijelo je obavijeno slojem sluzi koji jegulji omogucava provlacenje kroz
gusto raslinje u rijekama, a takoder i puzanje po obali 1 mulju pri niskom vodostaju. Hrani se
jajasScima riba, ribljom mladi, li¢inkama kukaca, puzevima, ali 1 jajasScima Zzaba, malim
punoglavcima i kukcima. Jegulja je ve¢inom no¢na Zivotinja, kada izlazi iz skrovista u potrazi
za hranomJegulje koje zive u Europi nisu spolno zrele, a spolno sazrijevaju u dobi od 6. do 30.
godine, ovisno o spolu i podru¢ju. Tada im se boja mijenja te iz svojih slatkovodnih stanista
putuju prema Sargaskom moru, gdje se mrijeste i ugibaju. Li¢inke jegulja putuju nazad prema
Europi i dolaskom na odrediste mijenjaju izgled u odrasle jegulje i ulaze u slatku vodu, tj., na
uS¢a 1 u rijeke. U Hrvatskoj jegulje Zive u uS¢ima nekoliko rijeka: Neretve, Zrmanje, Krke i

Cetine.*®

Slika 9. Jegulja (Anguilla anguilla Linnaeus, 1758) ulovljena u uséu Neretve

(izvor: dr. sc. Vlatka Filipovi¢ Mariji¢)
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2.5.1.3. Slatkovodne ribe

| slatkovodne ribe, kao i prethodno navedene morske i katadromne, mogu biti dobri
bioindikatori. Najpoznatiji takav predstavnik na podru¢ju Republike Hrvatske jest potoc¢na
pastrva (Salmo trutta Linnaeus, 1758) prikazana na Slici 10. To je autohtona vrsta u Republici
Hrvatskoj i dominantna riba u gornjim i srednjim dijelovima rijeka jer preferira hladnije i brze
vodotoke. Ima vrlo izraZenu mogucnost prilagodbe, koloniziranja novih vodenih tokova, a
poznata je i kao vazan izvor hrane. Poto¢na pastrva je predator koji se hrani manjim ribama i

zabama, SkoljkaSima, licinkama kukaca i kukcima koji lete iznad povrsine vode te se tako nalazi

44

na vrhu hranidbenih lanaca u vodenim ekosustavima gdje zivi.

Slika 10. Potoc¢na pastrva (Salmo trutta Linnaeus, 1758) (izvor: P. Mustafi¢, preuzeto iz
Mrakov¢ic i sur., 2006)

2.6. Izolacija mikroplastike iz riba

Razvijanje metoda za to¢no kvantificiranje mikroplastike u morskim i slatkovodnim
staniStima sve je vaznije. Za pracenje prostorne distribucije i vremenskih trendova morskog MP
otpada, od vitalne je vaznosti da se razviju i implementiraju standardizirani protokoli koji mogu
u¢inkovito i to¢no kvantificirati MP u razli¢itim stanistima.*®
Trenutna istrazivanja daju jasne dokaze diljem svijeta kako pelagic¢ke i bentonske riba, kao i
morski sisavci gutaju MP, te se ve¢ina MP nakuplja u njihovim Zelucima.*®
Tehnike uzorkovanja ukljucuju izolaciju MP iz ribljih tkiva, S§to pocinje pravilnim
prikupljanjem uzoraka. Znanstvenici koriste razliite tehnike uzorkovanja, ukljucujuci ulov
ko¢om, mrezama stajacicama ili ruénim mreZzama, ovisno o indikatorskoj vrsti i ciljevima

istrazivanja. Ove metode omogucuju istrazivacima da uhvate uzorke ribe iz razli¢itih stanista,
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od obalnih podru¢ja do dubokomorskih okruzenja, kako bi dobili sveobuhvatno razumijevanje
kontaminacije MP-om.*” Nakon $to se uzorci ribe prikupe, provodi se disekcija kako bi se
odvojili razli¢iti organi, poput gastrointestinalnog trakta, jetre i miSiénog tkiva. Svaki organ
moze imati razli¢ite koli¢ine nakupljene MP, odrazavaju¢i selektivno gutanje i obrasce
zadrzavanja u razliCitim dijelovima tijela. Zatim se pomoc¢u enzimskih, kemijskih i drugih
postupaka izdvaja MP iz odredenog tkiva ribe $to je prikazano u Tablici 3.#748

Sve veca potraznja za pouzdanim i brzim analitickim protokolima za odredivanje MP u
bioti naglasava dva glavna analiticka aspekta: obradu uzorka i karakterizaciju Cestica. U
literaturi se mogu pronaci razli¢iti na¢ini za uklanjanje bioloSkog materijala kako bi se izolirale
druge cestice, ali kompromis izmedu unistavanja organske tvari i oCuvanja svojstava plastike

je vrlo izazovan.*647

Tablica 3. Prikaz metoda izolacije MP-a iz tkiva riba 4°48
Metoda Opis metode
) ) Enzimi razgraduju tkivo, a preostala MP ide
Enzimska razgradnja o )
na daljnju analizu
Ukljucuje koristenje jakih kiselina za
Kiselinska razgradnja otapanje organske tvari, ostavljaju¢i MP kao
talog
) N Propustanje razgradenog ribljeg tkiva kroz
Filtracija ' ' o _
fini mreZasti filter za odvajanje MP od tkiva
Oslanja se na razlike u gusto¢i MP i ribljeg
Odvajanje na temelju gustoce ) ) )
tkiva koje se odvaja
o Primjena ultrazvucnih valova za uniStavanje
Sonikacija o o o
ribljeg tkiva i izdvajanje MP
Kombiniranje filtracije s centrifugiranjem za

Centrifugiranje ‘ ' o
ucinkovito odvajanje MP

NajceS¢e se koriste kombinacije otopina razli¢itih kemikalija kako bi se uspje$no
izolirala MP iz organskog tkiva ribe ili nekog drugog vodenog organizma. Monteiro i sur.
(2022) promatrali su utjecaj Cetiri otopine za razgradnju (10%-tna otopina KOH, Fentonov
reagens (30% H202 + Fe(ll)) te 7% i 10% natrijev hipoklorit (NaCIlO)) na MP koriste¢i uzorke

slatke vode. NaClO otopine pokazale su najvecu stopu uklanjanja organske tvari (86 + 1% za
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7%, odnosno 90 * 1% za 10%), nakon 6 h na 50 °C, a njihov utjecaj pri tome na neobradene i
ostarjele polimere (polietilen, polipropilen, polistiren, polivinil klorid, najlon, polietilen
tereftalat) nije doveo do promjene tezine, vizualne, povrSinske strukture, Fourierove
transformacije infracrvenog spektra i karbonilnog indeksa.*®

Istrazivanje Tuttle i sur. (2023) provedeno je oskidativno kiselinskom metodom, koja
ukljucuje razgradnju preko noéi (16-18 h) u 5 M dusi¢noj kiselini s 0,3 M natrijevim
persulfatom zagrijanom na 80 °C. Fourierova transformacija infracrvene spektroskopije (FTIR)
i analiza sadrzaja ugljika potvrdili su plastiénu stabilnost polimera tijekom razgradnje.
Medutim, ¢ini se da su neki aditivi podlozni razgradnji sto je dokazano FTIR rezultatima koji
ukazuju na gubitak N,N'-etilenbis(stearamida) iz polietilena.*
Bitno je napomenuti da razli¢ite metode mogu biti prikladnije za specifi¢ne ciljeve istrazivanja
1 mogu imati razliite stupnjeve ucinkovitosti i preciznosti. Istrazivaci bi trebali pazljivo
odabrati odgovaraju¢u metodu na temelju svojih ciljeva istrazivanja i vrste ribljeg tkiva s kojim
rade. Osim toga, odgovaraju¢e kontrole 1 koraci validacije klju¢ni su kako bi se osigurala
toc¢nost i pouzdanost dobivenih rezultata. Stoga je jasno da jo§ mnogo izazova stoji U svrhu

pronalaska prikladne metode.
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3. Eksperimentalni dio
3.1. Materijali

3.1.1. Mikroplastika

Za odredivanje optimalne metode razgradnje i izolacije MP iz sadrzaja probavila riba,
bilo je potrebno ispitati utjecaj odabranih otopina na razgradnju pet vrsta MP-a, tj. LDPE,
HDPE, PVC, PP i PS. Sve vrste MP-a nabavljene su i koristene u obliku kuglica (Slika 11.), sto

je omogucilo jednostavniju izolaciju i vaganje nakon ragzragnje te provjeru strukture.

Slika 11. Uzorci pet razli¢itih vrsta MP-a koji su primijenjeni u obliku kuglica u svrhu

odabira optimalne metode razgradnje

3.1.2. Silicijev dioksid

U svrhu odredivanja optimalne metode razgradnje sadrzaja probavila, prije primjene na
uzorcima iz riba ispitivao se i utjecaj razli¢itih metoda na razgradnju SiO2, kvarca prikazanog
na Slici 12. S obzirom da sadrzaj probavila riba sadrzi i sediment, odnosno pijesak, kamencice

isl., a njihov sastavni dio je kvarc, ispitano je koja od metoda uspjesno uklanja kvarc.
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Slika 12. Silicijev dioksid koristen u eksperimentu

3.1.3. Kemikalije

U svrhu ispitivanja utjecaja razli¢itih metoda razgradnje na MP i njezinu izolaciju i

determinaciju iz sadrzaja probavila riba, koristene su kombinacije Cetiri razli¢ite otopine:

Dusi¢ne kiseline, HNOs, 67-69%
Vodikovog peroksida, H>Oz,
Fluorovodic¢ne kiseline, HF,

Kalijevog hidroksida, KOH, 10%

3.1.4. Uzorci riba

Terenski dio i ulov morskih riba proveden je u ribolovnoj zoni G5 u okviru projekta
Ribarsko-znanstvene suradnje s Opéinom Gradac, u okviru mjere 1.3. Partnerstva izmedu
znanstvenika 1 ribara, prioritet Europske unije ,,Poticanje okoliSno odrzivog, resursno
ucinkovitog, inovativnog, konkurentnog i na znanju utemeljenog ribarstva®, u sklopu provedbe
Operativnog programa za pomorstvo i ribarstvo Republike Hrvatske. Uzorkovanje su proveli
lokalni ribari, a svi su uzorci ulovljeni ribolovnom mrezom ko¢om za vrijeme komercijalnog
ulova 25. svibnja 2021. na potezu od Gradca prema Plocama i Peljescu.

Ulov katadromnih riba proveden je u okviru projekta Ribarsko-znanstvene suradnje s
Gradom Ploce, u okviru mjere 1.3. Partnerstva izmedu znanstvenika i ribara, prioritet Europske
unije ,,Poticanje okoliSno odrZivog, resursno ucinkovitog, inovativnog, konkurentnog i na
znanju utemeljenog ribarstva®, u sklopu provedbe Operativnog programa za pomorstvo i
ribarstvo Republike Hrvatske. Uzorkovanje su proveli lokalni ribari 27. svibnja 2021. u donjem

toku rijeke Neretve.
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Slatkovodne ribe su ulovljene u gornjem toku rijeke Krke u okviru projekta Hrvatske
zaklade za znanost 1P-2020-02-8502 ,,Integrirana procjena odgovora akvatickih organizama na
izlozenost metalima: ekspresija gena, bioraspolozivost, toksi¢nost i biomarkerski odgovori
(BIOTOXMET)*“. Ulov su proveli ¢lanovi Laboratorija za bioloSke ufinke metala Instituta
Ruder Boskovi¢ korisStenjem elektroagregata na postaji kod grada Knina (27. travnja 2021.) i
na izvoru rijeke Krke (28. travnja 2021.).

Iz ulovljenih riba seciranjem su se na terenu odvajala probavila (Slika 13.), koja su
pohranjena u posudice i zamrznuta do daljnje obrade u laboratoriju.

Slika 13. Prikaz seciranja ribe i odvajanja probavila

Nakon s§to je odredena optimalna metoda razgradnje na temelju provedenih
eksperimenata s pet vrsta MP i SiO., izabrana metoda je primijenjena na uzorcima probavila
riba iz slatkovodnih i morskih sustava Republike Hrvatske. U laboratoriju su probavna tkiva

odmrznuta te je iz svakog izoliran sadrzaj probavila (Slika 14.).
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Slika 14. Pohranjeni i odledeni uzorci probavila riba

3.2. Mjerni instrumenti i oprema

U radu je koristena sljedeca oprema:

- analiti¢ka vaga (Mettler Toledo — Excellence plus model-XP205DR/M, Svicarska) za

precizno vaganje;

- digestor (Lach-Ner model-LN900, Ceska) za rad s opasnim kemikalijama;
- sterilizator/susionik (NUVE model FN 055, Turska) za provedbu susenja i sterilizacije;
- sustav za filtraciju koji ¢ine vakuum pumpa, membranski lijevak i celulozno nitratni (C/N)
membranski filteri veli¢ine pora 0,45 um (Merck, Millipore, Njemacka) za filtraciju MP-a i
uzoraka sadrzaja probavila riba;
- stereo lupa (model PLTL 2400D) i svjetlosni mikroskop opremljen kamerom za snimanje
mikrofotografija (Olympus model SZX10, Japan) za pregledavanje i determinaciju MP-a;
- infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR-ATR, Shimadzu model

8400S, Japan) koriStena je za potrebe determinacije i odredivanja strukture uzoraka MP-a.

3.3. Metode rada
3.3.1. Analize na mikroplastici

Procjena utjecaja metoda razgradnje na izolaciju i strukturu MP-a provedena je na pet
vrsta MP u obliku kuglica veli¢ine oko 1-3 mm. Svaka vrsta MP-a je izvagana §to preciznije u

odvagama 0,03-0,05 g u teflonske posudice, u koje su se naknadno u digestoru oprezno
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dodavale kemikalije u kombinacijama prema Tablici 4. Ukupan volumen dodanih kemikalija

za svaki uzorak MP iznosio je 3,5mL.

Tablica 4. Odvage kemikalija koriStene za Cetiri metode razgradnje MP-a

Dusic¢na kiselina, HNO3 3,5mL
Dusicna kiselina, HNOj3 i vodikov peroksid,
23mL+ 1,2 mL
H>0O»
Dusi¢na kiselina, HNOs3 i fluorovodi¢na
3,3mL + 0,2 mL
kiselina, HF
10 %-tni kalijev hidroksid, KOH 3,5 mL

Zatim su se teflonske bocice omotale 100 % P.T.F.E. trakom kako bi se osigurali uvjeti

minimalnog isparavanja kemikalija iz bo¢ica (Slika 15.).

Slika 15. Teflonske bodice s uzorcima omotane 100 % P.T.F.E. trakom

Tako spremne teflonske bocice zatim su postavljene u suSionik na 3,5 h pri temperaturi

od 85 °C kao §to je prikazano na Slici 16.
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Slika 16. Susionik u koji su smjestene teflonske bocice s uzorcima MP-a te dodane cCetiri

kombinacije kemikalija za razgradnju

Nakon susenja i temperiranja na sobnu temperaturu, uzroci iz teflonskih bo¢ica filtrirali
su se u digestoru pomocu sustava za filtriranje (membranski lijevak i vakuum pumpa) kao sto

je prikazano na Slici 17.

Slika 17. Filtiriranje uzoraka pomocu sustava za filtriranje (membranski lijevak i vakuum

pumpa)
Nakon filtriranja, uzorci MP-a zaostali na filter papiru veli¢ine pora 0,45 um su se dobro

osusili do konstantne mase te ponovno vagali i naknadno analizirali pomoc¢u infracrvene

spektroskopije s Fourierovom transformacijom (FTIR-ATR) kao §to je prikazano na Slici 18.
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Slika 18. FTIR-ATR uredaj za analizu filtrirane MP

FTIR-ATR (spektroskopija prigusene ukupne refleksije) je analiza koja se provodi radi
karakterizacije funkcionalnih skupina u kemijskoj strukturi. Nacin provodenja je da se na
dijamantnu strukturu stavi MP tako da prekriva cijelu povr§inu dijamanta te se odreduju
karakteristicne funkcionalne skupine svakog polimera. Rezultat je odgovaraju¢i spektar
okarakteriziranog polimera s pripadaju¢im karakteristicnim funkcionalnim skupinama koje se
nalaze u kemijskoj strukturi tog polimera. Analiziraju¢i i usporeduju¢i spektre MP-a prije
(originalne kuglice plastike nabavljene komercijalno) i nakon izlaganja kemikalijama (kuglice
MP-a nakon provedene razgradnje), bilo je moguce utvrditi je li uistinu doslo do razgradnje

ispitivanih polimera.

3.3.2. Analize na silicijevom dioksidu, SiO>

Na isti nacin kao $to je pojasnjeno u poglavlju 3.3.1. ispitivala se i1 razgradnja SiO>
pomocu Cetiri metode (Tablica 4.). Jedina razlika u potupku u odnosu na kuglice MP-a je $to
nakon razgradnje u susioniku uzorke SiO2 nije bilo potrebno filtirati, jer se nije kvantitavno
odredivao utjecaj razgradnje, ve¢ je bilo vazno vizualno odrediti koja metoda dovodi do

potpune razgradnje SiOx.

3.3.3. Analize na probavilu riba

Nakon §to ie odreden utjecaj metoda razgradnje na izolaciju i strukturu MP-a, izabrana
optimalna metoda (HNOgz i HF) je koriStena za razgradnju sadrzaja iz probavila riba. 1z uzoraka
tkiva probavila riba sa Slike 14. je pojedina¢no odvojen sadrzaj probavila u teflonske posudice
i odvagano je 0,1-0,2 g za analize. Na isti na¢in kao i MP-a, razgraden je sadrzaj probavila riba

u susioniku 3,5 h pri temperaturi od 85 °C te zatim filtriran preko filtera veli¢ine pora 0,45 pm.
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Filter papiri s uzorcima nakon filtriranja i suSenja prikazani su na Slici 19. Ovako
spremni filtirani uzorci najprije su se promatrali pod stereo lupom pri povecanju 15-40 puta
kako bi se indentificiralo prisustvo MP-e (Slika 20.), a zatim su mikroskopirani pomoc¢u

svjetlosnog mikroskopa s kamerom te su fotografirani.

Slika 19. Osuseni filter papiri veli¢ine Cestica 0,45 um nakon razgradnje i filtriranja sadrzaja

probavila riba

Slika 20. Stereo lupa za promatranje uzoraka pod povecanjem 10-40 puta

27



4. Rezultati 1 rasprava
Za svaku od primijenjenih metoda razgradnje MP-a, koriSteni su nize prikazani rezultati

kako bi se utvrdilo dolazi li do njihovog utjecaja na masu i strukturu pojedinih vrsta MP-a.
Osim toga, na temelju dobivenih rezultata odredila se optimalna metoda razgradnje koja ne
utjece na oblik i koli¢inu MT-a u okoli$nim uzorcima, a time i njezinu uspjeSnu determinaciju.
S obzirom da se procjena temeljila na razlikama u odvagama u svim tablicama su koristene

oznake navedene u Tablici 5.

Tablica 5. Oznake razli¢itih odvaga MP-a koristenih u eksperimentu

m; — pocetna masa MP-a prije razgradnje
m2 — masa MP-a nakon razgradnje, filtracije i susenja
Mg — konaéna razlika u odvagama MP-a nakon i prije razgradnje (m2-m1)

4.1. Odvage MP-a primjenom razgradnje s HNO3
Metoda razgradnje s HNO3 primijenjena je na MP-u razli¢itih vrsta u obliku kuglica,

koje su nabavljene komercijalno (Slika 11.).

Tablica 6. Odvage kuglica razli¢itih vrsta MP-a prije i nakon razgradnje s HNO3

Vrsta MP- my m; Mg (M2-My) Mg (M2-My) Srednja vrijednost
MR
d Ig /g /g 1% 1%
HDPE1 0,0443 0,0444 0,0001 0,2257
0,4053
HDPE2 0,0513 0,0516 0,0003 0,5848
PP1 0,0339 0,0343 0,0004 1,1799
0,58995
PP2 0,0550 0,0550 0 0
LDPE1 0,0559 0,0563 0,0004 0,7156
1,1342
LDPE2 0,0322 0,0327 0,0005 1,5528
PS1 0,0040 0,0023 -0,0170 -4,2500 4925
pPS2 0,0375 0,0354 -0,0021 -5,600 ’
PVC 0,0438 0,0386 -0,0052 -11,8721 -11,8721

Iz Tablice 6. je vidljivo kako je doslo do manjih odstupanja u odvagama kuglica plastike
prije i nakon procesa razgradnje s HNOs. Gubitci u masi ne postoje za HDPE, LDPE i PP,
odnosno postoje samo varijacije u odvagama koje se krecu u rasponu 0,41-1,13 % srednjih

vrijednosti. Ova manja odstupanja su moguca zbog pogreske vaganja te tretiranja uzoraka
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tijekom razgradnje, $to moze dovesti do neznatnih varijacija u odvagama (razlike u masi 0-
0,0005 g). Gubitak mase je zabiljezen za preostale dvije tretirane vrste MP-a i iznosio je
prosjecno 4,9 % za PS, odnosno 11,9 % za PVC. Takvi rezultati su popraceni i vizualnim
ostecenjem, koje je bilo vidljivo na kuglicama plastike nakon tretiranja dusicnom kiselinom,
posebno na PS-u.
4.2. Odvage MP-a primjenom razgradnje s kombinacijom HNO3z i H20>

Druga koristena metoda razgradnje ukljucivala je kombinaciju 2,3 mL HNOszi 1,2 mL
H20,, te je takoder primijenjena na kuglicama MP-a razli¢itih vrsta. Dobivene odvage MP-a su

navedene u Tablici 7.

Tablica 7. Odvage kuglica razli¢itih vrsta MP-a prije i nakon razgradnje s HNO3z i H20>

Srednja
my mo Mg (M2-my1) mg (M2-my1) ~
Vrsta MP-a ; ; ; /(y vrijednost mgr
0
g g g 1%
HDPE1 0,0335 0,0335 0 0 0
HDPE2 0,0552 0,0552 0 0
PP1 0,027 0,0272 0,0002 0,7407
0,4745
PP2 0,048 0,0481 0,0001 0,2083
LDPE1 0,0296 0,0296 0 0
0,1634
LDPE?2 0,0612 0,0614 0,0002 0,3268
PS1 0,0096 0,0097 0,0001 1,0417
1,75845
PS2 0,0404 0,0414 0,001 2,4752
PVC 0,0379 0,0374 -0,0005 -1,3193 -1,3193

Iz Tablice 7. je vidljivo kako je doslo do manjih odstupanja u odvagama kuglica plastike

prije i nakon procesa razgradnje s HNOs i H20,. Kao §to je i prethodno spomenuto, manja
odstupanja su moguca zbog pogreske vaganja te tretiranja uzoraka tijekom razgradnje, Sto moze
unijeti malu pogresku u izratunu. Prema tome, oc¢igledno je da gubitak mase od 1,3 % postoji
za PVC, dok za ostale vrste MP-a ne postoje gubitci u masi, ve¢ za PP i PS postoje samo

varijacije u odvagama koje se krecu u rasponu 0,16-1,76 % srednjih vrijednosti.
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4.3. Odvage MP-a primjenom razgradnje s kombinacijom HNOgz i HF
Tre¢a metoda razgradnje primijenjena je takoder na kuglicama MP-a razli¢itih vrsta, a

koristila se kombinacija 3,2 mL HNO3zi 0,2 mL HF. Dobivene odvage MP-a su prikazane u
Tablici 8.

Tablica 8. Odvage kuglica razli¢itih vrsta MP-a prije i nakon razgradnje s HNOsz i HF

Srednja
m mo mr(Mz-my) | mg (M2-my) N
Vrsta MP-a ; ; ; " vrijednost mgr
0
g g g 1%
HDPE1 0,0382 0,0381 -0,0001 -0,2618 02297
HDPE2 0,0416 0,0419 0,0003 0,7212 ’
PP1 0,0185 0,0187 0,0002 1,0811
0,9607
PP2 0,0476 0,048 0,0004 0,8403
LDPE1 0,0152 0,0152 0 0
0,58925
LDPE2 0,0594 0,0601 0,0007 1,1785
PS1 0,0075 0,0078 0,0003 4
5,9106
PS2 0,0358 0,0386 0,0028 7,8212
PVC 0,0386 0,0346 -0,004 -10,3627 -10,3627

Iz Tablice 8. se vidi kako je doslo do manjih odstupanja u odvagama kuglica MP-a prije
i nakon procesa razgradnje s HNOsz i HF. Najmanje odstupanje u masi primjecuje se kod HDPE
i LDPE uzoraka (srednja vrijednost mr 0,23 i 0,59 %), dok gubitaka u masi nema ni za PP i PS
(srednja vrijednost mgr 0,96 i 5,91 %). Jedino PVC pokazuje gubitak mase (srednja vrijednost
mr -10,4 %), kao i u prethodne dvije metode..
4.4, Odyage MP-a primjenom razgradnje s 10% KOH

Cetvrta metoda razgradnje primijenjena je kao 3,5 mL 10%-tne KOH na kuglicama MP

razli¢itih vrsta, a rezultati odvaga su navedeni u Tablici 9.
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Tablica 9. Odvage kuglica razlicitih vrsta MP-a prije i nakon razgradnje s 10% KOH

Srednja
ma ma MR (mz-m1) MR (mz-m1) .
Vrsta MP-a ; ; ; o vrijednost mgr
0
g g g 1%
HDPE1 0,0253 0,0255 0,0002 0,7905
0,6495
HDPE2 0,059 0,0593 0,0003 0,5085
PP1 0,0164 0,0165 0,0001 0,6098
0,5218
PP2 0,0461 0,0463 0,0002 0,4338
LDPE1 0,0146 0,0147 0,0001 0,6849 07897
LDPE2 0,0559 0,0564 0,0005 0,8945 ’
PS1 0,0051 0,0053 0,0002 3,9216
3,14815
PS2 0,0379 0,0388 0,0009 2,3747
PVC 0,0335 0,0336 0,0001 0,2985 0,2985

Iz Tablice 9. je vidljivo kako je doslo do manjih odstupanja odvaga kuglica plastike prije
i nakon procesa razgradnje s 10% KOH. U ovom slucaju nema gubitaka mase, ¢ak je za razliku
od prethodnih metoda, odstupanje u odvagama najmanje za PVC (mr = 0,3 %), dok se za ostale
vrste MP-a razlike u odvagama nakon 1 prije razgradnje kre¢u u rasponu 0,52-3,15 %.

Ocigledno je da sve varijacije u odvagama ne prelaze 1 %, osim za PS (3,15 %).

Gledajuci generalno, odstupanja u odvagama nakon provedene ¢etiri metode razgradnje
u odnosu na pocetne vrijednosti su se kretala u rasponu srednjih vrijednosti 0-11,9 %, S§to
predstavlja male razlike. Najveéa odstupanja su postojala za PVC, Koji je za sve metode
pokazao gubitak mase nakon razgradnje (srednja vrijednost mg od -1,32 do -11,9 %), osim s
10% KOH kada je mr iznosio 0,3 %. Zatim su malo vece varijacije u odvagama odredene za
PS, za koji je srednja vrijednost mg od -4,93 do 5,91 %. Za ostale tri vrste MP-a, HDPE, LDPE
i PP su razlike u odvagama nakon i prije razgradnje bile jako male, odnosno srednja vrijednost
mr je iznosila od 0 do 1,13 %. Ove razlike nisu znacajne i mogu ukazivati i na pogreske u
vaganju i samoj manipulaciji uzoraka tijekom razgradnje. S obzirom na dobivene male razlike
u odvagama, a i Cinjenicu da su sve ispitane metode poznate kao prikladne u razgradnji
bioloskih materijala, moZemo ih smatrati kao dovoljno prikladnima i minimalno invazivnima u

razgradnji MP-a. S obzirom da je ciljani materijal razgradnje u ovom radu sadrzaj probavila
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riba, koji osim bioloskog materijala sadrzi i sediment, pijesak i sl., izbor najprikladnije metode
za razgradnju sadrzaja probavila temeljio se i na rezultatima razgradnje kvarca.
4.5. Razgradnja SiO; primjenom ¢etiri razlic¢ite metode

Prethodno navedene metode razgradnje primijenjene su i na usitnjene Cestice silicijevog
dioksida, SiO. Na ovaj na¢in Zeljeli smo utvrditi postoje li razlike u utjecaju razgradnje na SiO>
razli¢itim kombinacijama prethodno navedenih otopina jer je SiO, sastavni dio sedimenta,

kojeg nalazimo i u sadrzaju probavila riba.

Na Slici 21. prikazani su rezultati razgradnje SiO> sljede¢im metodama: a) HNO3; b) HNOs |
H20, ¢) HNO3z i HF; d) 10% KOH

Slika 21. Izgled otopine SiO2 nakon razgradnje sa sljede¢im metodama: a) HNO3; b) HNOs i
H202; ¢) HNO3z i HF; d) 10% KOH

Kao §to se vidi na Slici 21. ¢) do potpune razgradnje SiOz doslo je primjenom
kombinacije HNOs i HF. To se o¢ituje po prozirnosti otopine, 0dnosno potpuna razgradnja je
potvrdena ako dobijemo bistru otopinu. U ovom slucaju jedino je otopina nakon razgradnje s
HNO3 i HF u potpunosti prozirna, dok su otopine nakon razgradnje s ostalim metodama ostale

mutne (Slika 21. a), b) i d)). Stoga se moze zakljuciti kako je optimalna metoda za razgradnju
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sadrzaja iz probavila riba metoda s kombinacijom HNOs i HF, jer se jedino s ovom metodom

moze razgraditi i sediment, kamenciéi i sl. koji su se unose prilikom hranjenja u probavilo riba.

4.6. FTIR-ATR analiza
Na Slikama 22. do 26. prikazani su FTIR spektri za ispitivane vrste plastike, HDPE,

LDPE, PP, PS i PVC, prije i nakon postupka razgradnje metodom koja se pokazala uspjesna u

uklanjanju SiO2, odnosno metodom koja je uklju¢ivala kombinaciju HNOs i HF. Postupak

analize opisan je u poglavlju 3.3.1.(metode).

Slika 22.

Slika 23.

HDPE potetno - plava
HDPE krqj - futa

simetriéno

Y

FTIR spektar snimljen prije (kontrola) i nakon razgradnje HDPE-a

LDPE poéetno — zclena
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FTIR spektar snimljen prije (kontrola) i nakon razgradnje LDPE-a
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Slika 24. FTIR spektar snimljen prije (kontrola) i nakon razgradnje PP-a
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Slika 25. FTIR spektar snimljen prije (kontrola) i nakon razgradnje PS-a
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Slika 26. FTIR spektar snimljen prije (kontrola) i nakon razgradnje PVC-a

Ova analiza provela se u svrhu utvrdivanja potencijalno nastalih promjena tijekom
razgradnje u funkcionalnim skupinama koje karakteriziraju kemijsku strukturu ispitivanih

polimera. Na taj nacin se moze ustanoviti je li primijenjenom metodom 3,3mL HNOs i 0,2mL
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HF doslo do narusavanja strukture ispitivane MP. Rezultati FTIR-ATR analiza ukazuju da je
do znacajnih promjena u strukturi doslo kod uzoraka PS-a i PVC-a. Analiza PS-a ukazuje da je
doslo do istezanja C-H veze, zatim do aromatskog istezanja dvostrukih veza izmedu 2 ugljikova
atoma te i do savijanja C-H veze (Slika 25.). Kod PVC mikrocestica doslo je do istezanja C-H
veze, zatim savijanja CH; veza, te istezanja C-C i C-Cl veza (Slika 25.). Ovi rezultati se slazu
s analizom masa nakon i prije razgradnje s HNOs i HF, gdje je do najvecih gubitaka doslo
upravo kod Cestica PS-a i PVC-a (srednje vrijednosti mg = 5,91 i -10,4 %, Tablica 8.), a koje
su 1 vizualno bile oSte¢ene nakon provedbe pokusa. Kod uzorka za HDPE je doslo do jedne
strukturne promjene, odnosno do simetricnog savijanja CHz veze (Slika 22.), dok kod uzoraka
za LDPE i PP nije uopce doslo do promjena (Slike 23. 124.). | ovi rezultati se slazu s analizom
masa nakon razgradnje, gdje su srednje vrijednosti razlika u odvagama nakon i prije razgradnje
za HDPE, LDPE i PP bile ispod 1 % (Tablica 8.). | druga istrazivanja takoder idu u prilog ovim
rezultatima, poput Chaudhary i sur. (2022.) koji su objavili da u kontaktu dusi¢ne Kiseline i
polimera moze do¢i do razgradnje kroz proces poznat kao oksidativna razgradnja. To ukljucuje
kidanje polimernih lanaca zbog reakcije dusi¢ne kiseline s funkcionalnim skupinama polimera,
kao $to su dvostruke veze ugljik-ugljik ili aromatski prstenovi. Oksidacija moze dovesti do
stvaranja novih funkcionalnih skupina, kao $to su karboksilne kiseline, koje mogu promijeniti
svojstva polimera, uklju¢ujuéi njegovu mehani¢ku &vrstoéu i toplinsku stabilnost.>* Medutim,
jako je bitno naglasiti da PE i PP pokazuju otpornost na dusi¢nu Kiselinu zbog svoje vrlo inertne
prirode, $to je upravo bio i rezultat ovog dijela rada. Isto tako, HF moze uzrokovati hrapavost
povrsine i potencijalno smanjenje kemijske otpornosti polimera, stoga je i u¢inak HF bitan, iako
je koristena u vrlo maloj koli¢ini u ovom pokusu.>? Dobiveni rezultati su zna¢ajni jer potvrduju
moguci utjecaj postupaka razgradnje i primijenjenih kemikalija na MP, Cime ona moze biti

djelomi¢no os$tecena, $to je izrazito bitno uzeti u obzir za daljnje analize iste.

4.7. Biometrijski pokazatelji riba korisStenih za izolaciju MP-a iz sadrZaja probavila
Nakon §to smo utvrdili prethodnim eksperimentima da je optimalna metoda razgradnje

MP-a i SiO2 kombinacija HNOz i HF, ista se primijenila za izolaciju MP-a razgradnjom sadrzaja

probavila iz ukupno 22 uzorka morskih, katadromnih i slatkovodnih riba.

Biometrijski parametri morskih riba, trlje blatarice, osli¢a i1 arbuna, koje su koristene

za potrebe ovog diplomskog rada su prikazani u Tablici 10.
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Tablica 10. Biometrijski parametri jedinki trlje blatarice, osli¢a i arbuna ulovljenih uz obalu
juznog Jadranskog mora u podruc¢ju Gradca i Plo¢a. Prikazane su srednje vrijednosti i raspon

minimalnim i maksimalnih vrijednosti za svaki parametar.

19,33 +1,29 24,6 + 3,62 19,28 £2,10

(17,50 — 20,50) (20,30 — 28,90) (17,10 - 21,70)
95,00 + 17,32 145,00 + 45,09 102,50 + 25,00
(70,00 - 110,00) (80,00 - 180,00) (70,00 — 130,00)
1,31+0,11 0,96 +0,17 1,43 + 0,20
(1,16 — 1,42) (0,75 - 1,16) (1,27 - 1,71)

Biometrijski parametri katadromne (jegulja) i slatkovodne (poto¢na pastrva) vrste riba

koje su koriStene za potrebe ovog diplomskog rada su prikazani u Tablici 11.

Tablica 11. Biometrijski parametri jegulja iz rijeke Neretve i poto¢nih pastrva iz rijeke Krke.

Prikazane su srednje vrijednosti i raspon minimalnim i maksimalnih vrijednosti za svaki

©
QD
=
QD
3
]
—
[sY)
-

donji tok rijeke izvor rijeke Krke rijeka Krka kod Knina
Neretve
37,50 + 5,66 22,94 + 6,56 14,97 £ 0,87
(33,50 — 41,50) (15,00 - 30,00) (14,00 — 15,70)
110,00 + 42,43 131,86 + 99,18 35,37 £ 6,30
(80,00 — 140,00) (31,00 — 251,20) (29,00 — 41,60)
0,20 £ 0,01 0,92 + 0,05 1,05+0,13
(0,20 - 0,21) (0,87 —1,00) (0,92 -1,18)

Odvage sadrzaja probavila koja su razgradene metodom HNO3z i HF prikazane su u
Tablici 12. Sadrzaj probavila je oznacen oznakon GC za morske, a KC za slatkovodne ribe.

Brojevi riba se odnose na njihov popis iz terenskog formulara.



Tablica 12. Odvage sadrzaja probavila riba koji su razgradeni s HNOs i HF

Vrsta ribe Oznaka uzorka  Masa sadrZaja probavila / g
GC1 0,1719
) ) GC6 0,1080
Trlja blatarica
GC38 0,1227
GC 10 0,1455
GC 13 0,1149
GC 15 0,1340
Oslié¢

GC 16 0,0325
GC 19 0,1167
GC 22 0,2556
GC 23 0,1146

Arbun
GC 26 0,1359
GC 27 0,0993
) GC 61 0,0669

Jegulja
GC 68 0,0749
N GC 31 0,1028

Poto¢na pastrva — rijeka Krka kod

) GC 35 0,1075

Knina
GC 37 0,1725
GC 46 0,1187
GC 48 0,2352
Poto¢na pastrva — izvor rijeke Krke GC 57 0,1025
GC 58 0,1442
GC 67 0,1644

4.8. lzolacija i identifikacija MP-a iz sadrzaja probavila riba
Razgradnja probavila riba metodom HNO3 i HF provedena je na isti na¢in kao i kuglice

MP-a te je prisutnost MP-a utvrdena u svih 22 uzoraka riba. Daljnji postupak ukljucivao je
izolaciju MP-a iz probavnog sadrzaja metodom membranske filtracije i susenja, a identifikacija
je provedena promatranjem uzoraka pod stereo lupom. Na Slikama 27. — 33. prikazane neke od

fotografija na kojima su izdvojeni izolirani uzorci MP-a pregledani pod stereo lupom .
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Slika 27. Prikaz MP-a izoliranog iz sadrZaja probavila trlje blatarice pod stereo lupom
(povecanje 20x)

Slika 28. Prikaz MP-a izoliranog iz sadrzaja probavila osli¢a pod stereo lupom

(povecanje 15x)

Slika 29. Prikaz MP-a izoliranog iz sadrzaja probavila arbuna pod stereo lupom

(povecanje 20x)
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Slika 30. Prikaz MP-a izoliranog iz sadrzaja probavila jegulje pod stereo lupom

(povecanje 20x)

Slika 31. Prikaz MP-a izoliranog iz sadrzaja probavila ribe poto¢ne pastrve pod stereo lupom

(povecanje 20x)

Slika 32. Prikaz MP-a izoliranog iz sadrzaja probavila poto¢ne pastrve pod stereo lupom

(povecanje 10x)
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Slika 32. Prikaz MP-a izoliranog iz sadrZaja probavila ribe poto¢ne pastrve pod stereo lupom

(povecanje 30x)

U Tablicama 13. i 14. navedena su povecanja koriStena na stereo lupi za promatranje

razgradenih uzoraka sadrzaja probavila riba te promjene koje su bile vidljive.

Tablica 13. Podaci o povecanju na stereo lupi te zapazanja tijekom pregleda uzoraka
razgradenog sadrzaja probavila riba iz juznog dijela Jadranskog mora (obalno podrucje kod

Gradca i Ploc¢a — trlja blatarica, osli¢ i arbun)

Trlja blatarica (GC1) 20 Nema puno MP
Trlja blatarica (GC6) 20 Par vlakana, bijele ,,tockice*
Trlja blatarica (GC8) 45 Zabiljezeno par sitnih vlakana
) ) I manja i veca vlakna prisutna, ali
Trlja blatarica (GC10) 15
ne puno
Osli¢ (GC13) 25 Vlakna u boji
Osli¢ (GC15) 20 Par sitnih vlakana, razli¢itih boja
Osli¢ (GC16) 15 Puno sitnih vlakana
Osli¢ (GC19) 20 Zabiljezeno vlakno
Fragmenti MP-a u boji i sitne
Arbun (GC22) 15 .
tockice
Arbun (GC23) 15 Vlakna u razli¢itim bojama
Arbun (GC26) 35 Nema puno vilakana
Arbun (GC27) 20 Nekoliko vlakana
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Tablica 14. Podaci o povecanju na stereo lupi te zapazanja tijekom pregleda uzoraka
razgradenog sadrzaja probavila riba iz rije¢nih ekosustava primorske Hrvatske (rijeka Krka -

potocna pastrva i rijeka Neretva — jegulja)

Potoc¢na pastrva (GC31) 20 Puno manjih vlakana raznih boja
Potoc¢na pastrva (GC35) 45 Dosta malo MP
Potoc¢na pastrva (GC37) 30 Pronadeno samo jedno vlakno
Potoc¢na pastrva (GC46) 20 Dugacka vlakna na rubovima
Potoc¢na pastrva (GC48) 10 Jako velika vlakna
Potoc¢na pastrva (GC57) 30 Vlakna u boji, bijele ,,tockice*
Potoc¢na pastrva (GC58) 40 Malo zabiljezene MP, par vlakana
Pototna pastrva (GC67) 10 Nekoliko vlakana u boji, bijele
,tockice
Jegulja (GC61) 20 Zapetljana vlakna raznih boja
Jegulja (GC68) 35 Veliko dugacko crno vlakno i druga
manja

Iz Slika 27. — 33. te iz Tablica 13. i 14. vidljivo je kako su u uzorcima riba iz rije¢nih
sustava, tako i u uzorcima riba iz Jadranskog mora prisutne ¢estice MP-a koje se razlikuju
prema obliku, veli¢ini i boji, a medu njima su naj¢eS¢e pronadeni oblici vlakna. To je vazan
podatak je se daljnjim analizama moze odrediti njihovo podrijetlo 1 starost, a i neke druge
znacCajke. Koli¢ina pronadene MP varirala je neovisno o tome radi li se uzorcima riba iz
slatkovodnih ili morskih ekosustava. Kao $to se vidi u Tablicama 13. i 14., u nekima uzorcima
je nadena mala koli¢ina MP-a §to dodatno potvrduje da je vazno izabrati metodu razgradnje
koja ¢e ukloniti sav bioloSki materijal i sediment, odnosno sve osim MP-a, a to je u nasem
slu¢aju kombinacija HNOs i HF. | druga istrazivanja idu u prilog takvim rezultatima, poput
Holerrova i sur. (2021.) koji su objavili da MP pronadena u ribama pokazuje razli¢ita svojstva
te obuhvaca Sirok raspon veli¢ina i oblika. Te Cestice mogu varirati od mikrozrnaca, vlakana 1
fragmenata do veéih plasti¢nih predmeta.®® Takoder, prema istraZivanju Jinghang Wu i sur.
(2020.) izduzena vlakna mogu se zadrzati u probavnom traktu, dok se manje sferne Cestice
mogu infiltrirati u razli¢ite tjelesne sustave. Svojstva MP pronadene u sadrzaju probavila riba
otkrivaju slozen 1 viSestruk izazov te su potreba daljnja istraZivanja kako bi se odredila

prisutnost i utjecaj MP-a na organizme unutar vodenih ekosustava. Razumijevanje ovih
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svojstava ne samo da daje uvid na na¢ine na koje MP stupa u interakciju s ribama i drugim
akvatiCkim organizmima, ve¢ takoder naglasava vaznost usvajanja sveobuhvatnih strategija za

ublazavanje njihovog utjecaja.
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5. Zakljucak

Pronalazenje odgovarajuée metode za izolaciju MP-a iz probavila riba klju¢no je iz
nekoliko razloga, a to je prije svega procjena utjecaja MP-a na akvaticke organizme i vodeni
okoli$. Proucavanje prisutnosti MP-a u riba pomaze znanstvenicima u procjeni utjecaja
oneci§¢enja plastikom na okoli§, omogucéavajuéi bolje razumijevanje nacina na koji se te
onecis¢ujuce tvari kreéu kroz hranidbene mreze i utjecu na zivot u moru, a posljedi¢no i na
zivot ljudi. Nadalje, ucinkovito donoSenje politike i regulatornih mjera koje se bave
onecis¢enjem MP-om zahtijeva pouzdane podatke. Odgovaraju¢a metoda izolacije, ukljucujuci
metode razgradnje, omogucuje pracenje prisutnosti i trendova one¢is¢enja MP-om u ribljim
populacijama tijekom vremena, $to je klju¢no za pracenje utjecaja i promjena u razinama
oneciscenja.

Provedbom istrazivanja i usporedbom rezultata iz ovog diplomskog rada, zakljucili smo
da je optimalna metoda izolacije MP-a iz sadrzaja probavila riba razgradnja kombinacijom
dusic¢ne i1 fluorovodi¢ne kiseline. Upravo je metoda koju smo izabrali omogucila uklanjanje
bioloskog materijala 1 sedimenta iz uzorka te time 1 dobru vidljivost 1 identifikaciju MP-a u
kompleksnom uzorku poput sadrzaja probavila riba. To je potvrdeno i na uzorcima
slatkovodnih, katadromnih 1 morskih riba, iz Cijeg je sadrzaja probavila uspjesno izolirana i
identificirana MP u 100 % uzoraka. Izolirana MP bila je razli¢itih svojstava neovisno o tome
jesu li uzorci bili iz slatkovodnih ili morskih ekosustava, a najces¢e pronadeni oblici bila su
vlakna. Medutim, bitno je i napomenuti kako se ovom metodom razgradnje utjece na strukturu
MP-a, odnosno moguca je djelomi¢na razgradnja polimera PVC i PS, dok nema utjecaja na
HDPE, LDPE i PP, §to smo potvrdili razlikama u odvagama kuglica razli¢itih vrsta MP-a nakon
i prije razgradnje te FTIR-ATR analizom.

Prema svemu navedenom, moze se zakljuciti kako se metoda razgradnje s dusi¢nom i
fluorovodicnom kiselinom moze uspjesno primijeniti za izolaciju i identifikaciju MP-a iz
sadrzaja probavila riba, medutim uzimajuéi u obzir saznanje da je moguce ostec¢enje PVC i PS
mikrocestica primjenom ove metode. Razvijanje metoda za izolaciju i identifikaciju razli¢itih
vrsta MP-a u ribama moZe pomo¢i u prepoznavanju primarnih izvora oneciS¢enja i
usmijeravanju napora za njihovo uklanjanje ili bar ublazavanje utjecaja na okolis. Zbog toga je
vazno nastaviti razvijati uspjeSne metode izolacije MP-a iz bioloskih matrijala jer su to¢ni
podaci 0 MP-u u ribama kljuéni za lokalne zajednice, vladu i organizacije za postavljanje
smjernica, standarda i propisa usmjerenih na smanjenje onecis¢enja plastikom i zastitu vodenih

ekosustava i ljudskog zdravlja.
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6. Popis kratica

DDT - diklordifeniltrikloretan

FTIR - infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom

HRZZ — Hrvatska zaklada za znanost
HDPE — polietilen visoke gustoce
LDPE — polietilen niske gustoce
MAP - makroplastika

MEP - mezoplastika

MP — mikroplastika

MSFD — Okvirna direktivna o morskoj strategiji
PCB — poliklorirani bifenili

PET - polietilen tereftalat

PP - polipropilen

PS - polistiren

P.T.F.E. - politetrafluoreten

PVC — poli(vinil-klorid)

WED — Okvirna direktiva o vodama
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Zivotopis

Dubravka Datkovi¢ (rod. Tavra) | N P ohadala je
prirodoslovno-matematicki smjer 3. gimnazije u Zagrebu od 2013. do 2017. godine. Zatim je
upisala Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije u Zagrebu, studij Ekoinzenjerstvo.
Tijekom studiranja aktivno pise ¢lanke za znanstveno-popularni ¢asopis Reaktor ideja te je od
2020. do 2022. godine obnasala duznost glavne urednice. Obranila je zavr$ni rad 2021. godine
na temu “Primjena slatkovodne mikroalge Scenedesmus sp. za odredivanje toksi¢nosti
mikroplasti¢nih Cestica polipropilena” pod mentorstvom doc. dr. sc. Dajane Kuc¢i¢ Grgi¢ na
Zavodu za industrijsku ekologiju. Dobitnica je dvije Rektorove nagrade. Bila je aktivna ¢lanica
Studentske sekcije Hrvatskog drustva kemijskih inZenjera 1 tehnologa od 2019. do rujna 2023.
S kolegicama je i pokrenula projekt "Eko globus™ i mnoge druge projekte u sklopu Studentske
sekcije HDKI-ja. Sudjelovala je i volontirala na mnogim znanstvenim i stru¢nim skupovima
poput HSKIKI-ja, SiC-a, SMLKI-ja itd. U ljeto 2022. sudjelovala je na Work&Travel USA
programu u SAD-u u Kaliforniji.
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