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SAZETAK

Masovna proizvodnja, stalna uporaba i nepropisno zbrinjavanje plasti¢nih proizvoda
rezultiraju sve znatnijim onecis¢enjem okoliSa. Vece plasti¢ne Cestice postupno se razgraduju
u okolisu na manje Cestice 0d kojih se one sitnije od 5 mm nazivaju mikroplastikom (MP). lako
glavnina komercijalne plastike jo§ uvijek otpada na polimere koji su postojani u okolisu i nisu
skloni biorazgradnji, identificiran je niz mikrobnih sojeva s potencijalom biorazgradnje MP-a
u prirodnom okoliSu. Mikroorganizmi, kao $to su bakterije, gljivice ili alge, nalaze se posvuda
u prirodi i sposobni su prilagoditi se razli¢itim uvjetima okolisa, pa nije ¢udno $to neki od njih

mogu razgradivati i plasticne polimere.

U ovom radu ispitala se biorazgradnja predtretiranih mikrocestica polistirena i
poli(vinil-klorida) primjenom okolisno prisutnog kvasca Candida parapsilosis s ciljem
odredivanja optimalnih uvjeta procesa biorazgradnje. MP se karakterizirala FTIR-ATR
spektroskopijom, a tijekom eksperimenta odredivao se broj zivih stanica kvasca (CFU) koji se
zatim Kkoristio kao odziv pri odredivanju optimalnih uvjeta biorazgradnje. Eksperimenti su
provedeni prema potpunom faktorskom dizajnu pri ¢emu se ispitao utjecaj pH, opti¢ke gustoce
i broj okretaja tresilice; svaki od ovih faktora ispitan je na tri razine. Uz odredivanje CFU,
provedene su i TOC i HPLC/MS analize. Na kraju, ispitana je toksi¢nost profiltrirane otopine

nakon procesa biorazgradnje primjenom bakterije Vibrio fischeri.

Kljuéne rijefi: mikroplastika, polistiren, poli(vinil-klorid), biorazgradnja, Candida

parapsilosis



ABSTRACT

Mass production, constant use, and improper disposal of plastic products are leading to
ever-increasing environmental pollution. Larger plastic particles gradually break down in the
environment into smaller particles, of which those smaller than 5 mm are called microplastics
(MP). The main commercial plastics are stable in the environment and cannot be biodegraded,
but a number of microbial strains have been identified that have the potential to biodegrade MP
in the natural environment. Microorganisms such as bacteria, fungi or algae are found
everywhere in nature and are able to adapt to different environmental conditions, so it is not

surprising that some of them can also degrade plastic polymers.

In this work, the biodegradation of pretreated microparticles of polystyrene and
poly(vinyl chloride) was investigated using the environmentally occurring yeast Candida
parapsilosis to determine the optimal conditions for the biodegradation process. MP was
characterized by FTIR-ATR spectroscopy, and the number of live yeast cells (CFU) was
determined during the experiment, which was then used as a response in determining the
optimal biodegradation conditions. The experiments were performed according to a full
factorial experimental design in which the influence of pH, optical density, and the rpm of the
shaker were studied; each of these factors was investigated in three stages. In addition to the
determination of CFU, TOC and HPLC/MS analyzes were also performed. Finally, the toxicity
of the filtered solution after the biodegradation process was tested with the bacterium Vibrio

fischeri.

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

parapsilosis
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1. UVOD

Plasti¢ni otpad ekoloski je problem koji izaziva veliku zabrinutost ¢ovjecanstva.[1]
Razlog tome je neadekvatno zbrinjavanje plasti¢nog otpada. Nepravilno upravljanje i odlaganje
plasti¢nog otpada rezultiralo je sveprisutnos¢u plastike u cijeloj biosferi.[2] Osim problema
koje veliki komadi plastike stvaraju za okolis i ljude, javlja se zabrinutost oko manjih plasti¢nih
Cestica koje mogu posluziti kao sredstvo za potencijalnu kolonizaciju patogena i apsorbirati
postojane organske onecis¢ujuce tvari te biti nositelj gena otpornosti na antibiotike. U konaénici
manje Cestice predstavlja gotovo nevidljivu, ali veliku prijetnju zivim organizmima te je to
postupno postao globalni problem koji izaziva siroku pozornost kako u zastiti okolisa tako i u
javnom zdravstvu.[3] Mikroplastika (MP) su plasti¢ne Cestice ili ostaci plastike veli¢ine manje
od 5 mm, koje najcesc¢e nastaju razgradnjom vecih komada plastike. Unato¢ tome $to se MP
djelomi¢no uklanja procesima obrade otpadnih voda, veliki broj ¢estica MP-a ipak dospijeva u
okolis i to najéeScée rijekama koje se ispustaju zajedno s pro¢is¢enom otpadnom vodom u mora
I oceane.[4] MP se u razli¢itim sastavnicama okoliSa moze otkriti raznim tehnikama, kao §to su
mikroskopska analiza, odvajanje gusto¢om 1 infracrvena spektrometrija s Fourierovom
transformacijom. Najpoznatije vrste MP-a, nazvane sintetskim polimerima, koje su prisutne u
okolisu su: polietilen (PE), polipropilen (PP), polistiren (PS), poli(vinil-klorid) (PVC), poliamid
(PA, npr. najlon), poliester (PES) i akril (AC).[6] MP kao i ostale plasti¢ne Cestice sadrze
plastifikatore, kemikalije i druge aditive koje ih ¢ine otpornima na razli¢ite procese razgradnje.
Zbog toga klasi¢ne metode obrade voda i tla nisu dovoljno ucinkovite za uklanjanje MP-a iz
okolisa.[5] Povec¢ano nakupljanje MP-a ili ¢ak nanoplasti¢nih ¢estica u vodenom, kopnenom i
atmosferskom okoliSu ima znacajan utjecaj na zivot u vodi i na kopnu.[3] MP svojim svojstvima
negativno utjece na Zive organizme, a toksi¢nost se povecava sa smanjenjem veli¢ine Cestica.
za uklanjanje MP-a iz okolisa. U posljednje vrijeme, ispituju se sve ¢esc¢e napredni oksidacijski
procesi (eng. advanced oxidation processes, AOP) i biorazgradnja. S obzirom da niti jedan
proces nije ucinkovit u potpunosti, razmatra se i kombinacija ovih procesa. AOP-i se smatraju
dobrim predtretmanom biorazgradnji MP-a jer razarajuci povrsinu plastike pospjesuju kasniju

kolonizacija mikroorganizma te time i u¢inkovitost procesa biorazgradnje.[7]

U ovom radu ispitana je biorazgradnja PS i PVVC mikrocestica kulturom kvasca Candida

parapsilosis. Cilj rada bio je odrediti optimalne uvjete procesa biorazgradnje.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Plastika

Plastika je polimerni materijal koji ima sposobnost prelijevanja i/ili oblikovanja, obi¢no
primjenom topline i uz odgovarajuci tlak. Plastika se odlikuje dobrim svojstvima, a posebno je
vazno svojstvo plasti¢nosti, koje se Cesto nalazi u kombinaciji s drugim svojstvima kao $to su
niska gustoca, niska elektri¢na vodljivost, prozirnost i zilavost. Navedena svojstva omogucéuju
izradu i proizvodnju raznih proizvoda od plastike.[8] To primjerice ukljucuje ¢vrste i lagane
boce za pi¢e od polietilen tereftalata (PET), savitljiva vrtna crijeva od PVC-a, izolacijske
posude za hranu od pjenastog PS-a i prozore otporne na udarce izradene od poli(metil-
metakrilata) (PMMA). Plastika je sintetski polimer poznata potro$acima po svojim kraticama
ili trgovackim nazivima. Tako su primjerice, pjenasti PS i PMMA poznati pod svojim
zaSticenim imenima, stiropor i pleksiglas. Plastika se moze podijeliti u dvije razlicite kategorije
na temelju kemijskog sastava. Jedna kategorija je plastika koja se sastoji od polimera koji imaju
samo alifatske (linearne) ugljikove atome u svojim glavnim lancima, dok drugu kategoriju
plastike ¢ine heterolancani polimeri. HeterolanCani polimeri sadrze atome kao Sto su kisik,
dusik ili sumpor u svojim glavnim lancima, uz ugljik. Vecina navedene inzenjerske plastike
sastoji se od heterolanCanih polimera.[8] Plastika se najéeS¢e proizvodi procesom
polimerizacije.[9] Najcesce se plastiéne smole isporucuju proizvodacu kao cilindriéne kuglice
(promjera nekoliko milimetara) ili u obliku pahuljica i praha. Ostali oblici ukljucuju viskozne
tekucine, otopine 1 suspenzije. Sve vrste plastike su gotovo nerazgradive u okolisu $to stvara
veliki problem za cCovjeCanstvo. Ipak, neki znanstvenici i ekolozi u biorazgradivoj i
fotorazgradivoj plastici vide rjeSenje problema otpadne plastike. Bioplastika je razvijena, ali
zbog visokih troSkova proizvodnje 1 problema stabilnosti tijekom obrade i upotrebe ne koristi
se u velikim razmjerima.[9] Osim kemijskog sastava, plastika se dijeli prema vrsti, obliku,

podrijetlu i veli¢ini Cestica.[10]

2.1.1. Vrste plastike

Plastika je jedna od najvec¢ih inovacija 20. stolje¢a i sveprisutan je materijal. Zbog
proizvodnih procesa, komunalnog krutog plasticnog otpada i usluznih djelatnosti stvara se
ogromna koli¢ina otpadnog materijala. Zadnjih nekoliko godina moZe se primijetiti znac¢ajan

rast potro$nje plastike diljem svijeta.[11]



Medutim, nije sva plastika jednaka. Proizvodaci koriste niz razliCitih plasti¢nih
materijala i spojeva od kojih svaki ima jedinstvena svojstva. Najpoznatije i najcesce koriStene
vrste plastika su: PMMA, polikarbonat (PC), PE, PP, PET, PVC, PS i akrilonitril-butadien-
stiren (ABS) koje su uglavnom dobivene iz fosilnih goriva poput nafte, prirodnog plinai ugljena
koji se koriste u petrokemijskoj industriji.[12] Spomenute vrste plastika prisutne su u svakom
aspektu modernog svakodnevnog Zivota, od mikrocipova u ra¢unalima do vrecica koje se
koriste za kupovinu. Glavni razlog svestranosti plastike je upravo taj Sto plastika zapravo nije
samo jedan materijal, ve¢ skupina materijala koja se kombinira tijekom proizvodnje kako bi se
dobila Zeljena svojstva kona¢nog produkta.[13] U tablici 1 prikazane su naj¢esce koristene vrste

plastika i njihova upotreba u svakodnevnome zivotu.[14]

Tablica 1. Vrste plastika i njihova upotreba u svakodnevnom Zivotu.[14]

PVC folija za hranu, omoti za slatkiSe
PS igracke, ambalaza za CD-e
PP igracke, bijela tehnika
PET boce za sokove, vodu, ulje
PE vrecéice za kupovinu, ambalaza za pakiranje

2.1.1.1. Poli(vinil-klorid)

Plasti¢ni polimeri jedni su od najvaznijih materijala na bazi nafte i daju veliki doprinos
modernom drustvu. Kao druga najéesce koristena plastika opce namjene nakon PE-a je upravo

PVC.[15]

I—QO—xIT
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Slika 1. Prikaz strukture PVC-a.[17]



PVC je vrsta termoplasticnog polimera koji trenutno obuhva¢a mnoge aspekte zivota
svojom Sirokom upotrebom i postao je univerzalni polimer. PVC je fleksibilan ili kruti materijal
koji je kemijski nereaktivan. PVC nastaje polimerizacijom vinil-klorida, a kemijska formula
mu glasi (-CH2—CHCI-); (slika 1). PVC se proizvodi u tri koraka koriste¢i sol, naftu ili prirodni
plin u omjeru od 57% klora prema 43% ugljika.[16] Klor se zatim kombinira s etilenom da se
dobije etilen diklorid. Drugi korak u procesu polimerizacije PVC-a ukljucuje taljenje etilen
diklorida na vrlo visokoj temperaturi u peci ili reaktoru kako bi se nakon oksikloriranja formirao
monomer vinil klorida. Tre¢i korak ukljuéuje aditivnu polimerizaciju. U ovom koraku otvaraju
se dvostruke veze kako bi se omogucilo susjednim molekulama da tvore dugolancane
molekule.[16] Cvrsti PVC lako se obraduje, toplinski oblikuje i zavaruje. PVC se takoder moze
strojno obradivati pomoc¢u standardnih alata za obradu metala i bez veéih poteskoc¢a dovesti do
zavrSnog proizvoda. PVC smole obi¢no se mijesaju s drugim aditivima kao Sto su modifikatori
udarca i stabilizatori kako bi se dobili materijali na bazi PVC-a s razli¢itim tehnickim
svojstvima. PVC se moze i reciklirati ako nije identificiran kao opasni otpad.[16] Velik broj
plastifikatora koristi se pri proizvodnji PVC-a za smanjenje krutosti, a najée$¢a skupina su
ftalati, posebno di(2-etilheksil) ftalat (DEHP). Ponekad se naziva dioktil ftalat ili skraceno
DOP. Navedeni plastifikatori se ugraduju u strukturu PVC-a u koli¢inama u rasponu od 40%
do 65%.[17] Postoje mnogi drugi plastifikatori koji se koriste u medicini. Stabilizatori topline
obi¢no se koriste u medicinskom PVC-u kako bi ga zastitili ne samo od visokih temperatura
koje smola moze osjetiti tijekom obrade, ve¢ i od visoke topline s kojom se moze susresti
tijekom skladiStenja ili autoklaviranja. Aditivi poput barij-cink vrlo su u¢inkoviti stabilizatori
topline za PVC, ali su u nekim zemljama ograniceni za medicinsku primjenu. Alternative poput
formulacija kalcija i cinka Cesto se koriste za stabilizaciju PVC-a medicinske kvalitete.
Toplinski stabilizatori zadrZavaju klorovodik koji nastaje kada se PVC raspada na visokim
temperaturama. Time se sprje¢ava promjena boje i razgradnja. Cvrsti PVC moze sadrzavati do
15% tezine toplinskih stabilizatora.[17] Drugi aditiv, Tinuvin® P, 2-(2H-benzotriazol-2-il)-p-
krezol, koristi se za osiguranje stabilnosti od izlaganja UV svjetlu. PVC ima S$iroku paletu
primjena, od velikih gradevinskih proizvoda do jednostavne izolacije i premaza za elektricne
zice. PVC ima veliku povrsinu, vrhunsku fizikalno-kemijsku stabilnost, osobito u bazi¢nim
medijima, te koncentriranim kiselim 1 organskim otapalima tijekom odredenog vremenskog
razdoblja. Osim toga, povrSina PVC-a mozZe se prilagoditi sorbensom kako bi se postiglo

reverzibilno i u¢inkovito obogacivanje metalnih iona.[17]



2.1.1.2. Polistiren

PS je polimer sastavljen od monomera stirena, tekuceg aromatskog ugljikovodika koji
se komercijalno proizvodi iz nafte. Na sobnoj temperaturi, PS je obi¢no ¢vrsti termoplast, ali se
moze rastopiti na visim temperaturama za oblikovanje ili ekstruzijom, a zatim ponovno skrutiti.
PS je prvi proizveo BASF 1930-ih i od tada se koristi u brojnim plasti¢énim proizvodima. PS se
lako proizvodi polimerizacijom stirena uz upotrebu inicijatora slobodnih radikala. Stiren sa ili
bez razrjedivaca mijeSa se s inicijatorom slobodnih radikala poput dibenzoil peroksida i
zagrijava do temperature od 120 °C. Nekoliko faza polimerizacije rezultira polimerom
otopljenim u monomeru ili otopini razrjedivaca. Neizreagirani monomer i razrjedivac ispare
pod vakuumom dajuéi PS visoke molekularne tezine. S druge strane, PS visoke otpornosti
proizvodi se dodavanjem gume poput polibutadiena tijekom polimerizacije. Tijekom
polimerizacije, polibutadien se inkapsulira u PS. Takoder moZe se dogoditi cijepljenje i
djelomi¢no umrezavanje butadiena §to utjeCe na svojstva kona¢nog polimera. PS je dugolancani
ugljikovodik s izmjeni¢nim ugljikovim centrima povezanim s fenilnim skupinama (derivat

benzena). Kemijska formula PS-a je (CgHs)n (slika 2).[18]
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Slika 2. Prikaz strukture PS-a.[19]

Najcesci oblik PS-a koji se koristi u industriji je ekspandirani PS, koji je mjesavina od
oko 5% PS-a i 95% zraka. Ovo je lagani materijal u kojem Supljine ispunjene zarobljenim
zrakom daju ekspandiranom PS-u nisku toplinsku vodljivost. PS se koristi kao izolator u
gradevinskim konstrukcijama, a za arhitektonske i inZzenjerske primjene moze se ekstrudirati u
oblike standardnih popre¢nih presjeka ili u plo€e s razli¢itim uzorcima. Ekspandirani PS prije
je sadrzavao klorofluorougljike, ali sada se koriste druga, ekoloski sigurnija sredstva za
ekspandiranje. PS nije otporan na aromatska, alifatska i klorirana organska otapala, ciklicke
etere, ketone, kiseline i baze. PS je umjereno otporan na alifatske alkohole ve¢e molekularne
tezine, razrijedene vodene otopine kiselina i baza te izbjeljivace. Otporan je na alkohole male

molekularne tezine, etilen oksid, oksidirajuca i dezinfekcijska sredstva.



Nadalje, PS moze biti kopolimeriziran ili pomijesan s drugim polimerima, kako bi se
dobila bolja tvrdoca i krutost za proizvodnju plasti¢nih i gumenih proizvoda. [18] Buduéi da
¢vrsti PS nije iznimno fleksibilan, moZe se koristi i za izolaciju koaksijalnog kabela, ali u obliku

namotane trake ili perle.[20]

2.2. Mikroplastika

Osim prema vrsti, plastika se dijeli i prema veliCini Cestica na nanoplastiku,
mikroplastiku i makroplastiku, koja se pak dijeli na mezoplastiku i megaplastiku. Tablica 2

prikazuje raspon velicina ¢estica sukladan navedenoj podjeli.

Tablica 2. Podjela plastike prema veli¢ini Cestica. [21]

Nanoplastika 0,001 um — 0,1 um
Mikroplastika 0,1 um—5mm
_ Mezoplastika 5mm-5cm
Makroplastika
Megaplastika >5cm

MP se sluzbeno definira kao plastika promjera manjeg od 5 mm. Postoje dvije
kategorije: primarna i sekundarna MP. Primarna MP dizajnirana je za komercijalnu upotrebu,
kao primjerice u tekstilnoj industriji gdje se plasticna mikrovlakna koriste u proizvodnji odjece.
Sekundarna MP nastaje razgradnjom veéih plasti¢nih predmeta, poput plasticnih boca za pice,
vre¢ica, jednokratnog pribora za jelo i slicno. Uslijed djelovanja ¢imbenika iz okolisa,
uglavnom suncevog zracenja i valova dolazi do razgradnje vecih plasti¢nih predmeta pri Cemu
nastaje MP. Buduc¢i je vrlo otporna na razgradnju, moze se zadrzati u okoliSu stotinama ili
tisu¢ama godina. U vodenim ekosustavima morske Zivotinje ¢esto konzumiraju prisutnu MP
misleéi da je hrana. Stoga ne ¢udi da je MP otkrivena u morskim organizmima od planktona do
kitova, pa tako i u komercijalnoj morskoj hrani. Zabrinjavajuce je da standardni uredaji za
procis¢avanje voda ne mogu ukloniti MP u potpunosti. Da bi se stvari dodatno pogorsale, MP
u vodenom mediju moZze na sebe vezati razne Stetne tvari ¢ime postaje jo§ opasniji po
organizme. Dokazano je da MP izaziva brojne Stetne ucinke na zive organizme, ali jo$ uvijek

nije poznato u kojoj koncentraciji je opasna za ljude.



Usprkos tome, mnoge zemlje poduzimaju mjere za smanjenje MP-a u okolisu.[22]
Prema tome, neophodno je usvojiti globalnu klasifikaciju kategorija razreda veli¢ina i drugih
osnovnih parametara MP-a kako bi se time olakSala usporedba rezultata sadasnjih i budué¢ih

istrazivanja.[21]

2.2.1. Svojstva mikroplastike

MP posjeduje odredena fizicka i kemijska svojstva. Fizicka svojstva ukljucuju
raspodjelu veli¢ine MP-a te gustocu, oblik i boju.[23] Kemijska svojstva vazna su pri
istrazivanju sastava MP-a te se odreduju pomocu infracrvene spektroskopije s Fourierovom
transformacijom (FTIR), Raman spektroskopijom, pretraznom elektronskom mikroskopijom
(SEM), teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC) ili plinskom
kromatografiju uz spektrometriju masa (GC/MS). Medutim, MP je u okoliSu izloZena
djelovanju Suncevog zracenju i oksidaciji, Sto dovodi do njezine razgradnje odnosno promjene
fizickih 1 kemijskih svojstava poput boje, morfoloske povrsine, kristalne strukture, veliCine
Cestica i gustoce.[24] MP uglavnom ima manju gusto¢u od vode i nije bioloski razgradljiva, ali
u vodenoj sredini mikroorganizmi je koloniziraju i stvaraju biofilm. Nastali biofilm ima vaznu
ulogu u raspodjeli MP-a u vodi jer povecava njezinu gustocu i zbog tezine ona tone na dno gdje
se istalozi na sediment. Sama gusto¢a MP-a, ali i kolonizacija mikroorganizama, utjecu na
njezinu raspodjelu kroz vodeni stupac zbog ¢ega su zapravo svi vodeni organizmi od povrSine

do sedimenta izlozeni MP-u.

Nadalje, cestice MP-a imaju mali promjer, ali veliku aktivnu povrSinu i zbog toga na

sebe vezu brojne onecis¢ujuce tvari, §to uz ve¢ prisutne aditive ¢ini MP jos toksi¢nijom.[24]

2.2.2. Aditivi u mikroplastici

MP se proizvodi od sloZene kombinacije kemikalija, uklju¢ujuéi aditive koji joj daju
¢vrstocu i fleksibilnost. Aditivi koji se dodaju MP-u imaju brojne funkcije. Mogu se naéi u
tragovima (< 1%) ili kao glavne komponente (> 50%) i obi¢no su ugradeni u strukturu
polimera.[25] MP-u se moZe dodati viSe aditiva, ovisno o njihovoj namjeni. Jedno istrazivanje
pokazalo je da bilo koji nasumi¢no odabrani plasti¢ni proizvod sadrzi oko 20-ak aditiva, §to

ukazuje na njihovu $iroku upotrebu.[25]



Zbog ¢injenice da su aditivi slabo vezani za MP, mogu se otpustiti prilikom njezine
upotrebe ili prilikom odlaganja. Osim toga, aditivi povezani s plasticnim proizvodima nakon
njihovog ispiranja, mogli bi se razgraditi i stvoriti toksi¢ne spojeve, potencijalno dospjeti u
okoli$ 1 (bio)akumulirati u bioti. Potencijalne opasnosti povezane s aditivima nastavljaju se
tijekom zivotnog ciklusa MP-a. Budu¢i da ih je tesko ukloniti, kada se MP reciklira, vrlo je
vjerojatno da ¢e ti spojevi biti integrirani u novoproizvedeni proizvod. Aditivi kao primjerice,
bromirani usporiva¢i gorenja, endokrini disruptori, ugradeni su u reciklirane proizvode,
ukljucujuéi kucanske predmete i igracke koristene u svakodnevnom zivotu Sto predstavlja
znacajan zdravstveni rizik. Vrste aditiva koji se pojavljuju u okolisu, bilo da su izolirani ili
povezani s MP-om, uvelike ovise o svom izvoru. Iako je vecina tih aditiva pronadena daleko
od svojih izvora (npr. u morskim ekosustavima), procjena tih istih aditiva je izuzetno teska,
buduci da se vecina ne koriste samo kao aditivi. Na primjer, bisfenol A se ne koristi samo u
proizvodnji plasti¢nih boca, vec je i klju¢na komponenta u proizvodnji termalnog papira i koristi
se u proizvodnji konzerva za hranu. Takoder, bisfenol A je klasificiran kao ksenoestrogen zbog
toga Sto pokazuje svojstva sli¢na hormonima koja oponasaju u¢inke estrogena u tijelu. Bisfenol
A je pronaden u uzorcima morske vode, sedimenata i atmosfere, gdje se njegova prisutnost
povezuje s izgaranjem MP-a. Sli¢cno tome, perfluorirani spojevi (PFC), pokazuju svojstva
otpornosti na vodu i ulje te se koriste u pakiranju hrane i za tekstil, i koji su postojani u okolisu,
takoder su pronadeni u vodi, sedimentu, tlu i bioti, kao i u atmosferi.[25] Kemijske tvari,
odnosno aditivi, dodani plastici imaju potencijal migrirati iz plasti¢nog materijala u okoli$
(voda, tlo, hrana ili drugo), ali 1 unutar same plastike ili na povrSinu. U nekim slu¢ajevima
migracija je projektirana i pozeljna, u skladu s Zeljenom funkcijom materijala. Jedan takav
primjer je postupno i kontinuirano otpustanje sredstava za odvajanje kalupa na povrsinu $to
rezultira poboljSanim antistatickim, mehani¢kim, optickim svojstvima ili sprjeCavanjem
oksidacije srebra ¢ime se produzuje vijek oCuvanje hrane. S druge strane, u vecini slucajeva,
oslobadanje aditiva proizlazi iz nekontrolirane 1 neplanirane migracije koja moze imati velike
zdravstvene i ekoloske posljedice. Opcenito, migracija se moze podijeliti na cetiri segmenta: 1)
difuzija kroz polimer; 2) desorpcija (s povrsine polimera); 3) sorpcija na granici plastika-
matrica i 4) apsorpcija/disperzija na matrici. Brzina migracije odredenih kemijskih tvari, kao
Sto su plasti¢ni aditivi, ovisi o veli€ini. Obi¢no ¢e manje molekule, poput monomera, s nizim
vreliStem, pokazati tendenciju brZze migracije. Monomeri poput formaldehida, etilena, butadiena

ili vinil klorida brze ¢e migrirati ¢ak i na sobnoj temperaturi.[25]



2.2.3. Mikroplastika u okolisu

Nakon §to dospije u okolis, MP se ne razgraduje, ve¢ se akumulira u Zivotinjama,
ukljucujuéi ribe i SkoljkaSe, i na taj nadin zavrSava u ljudskoj prehrani. Kontinuirano i
nekontrolirano ispustanje MP-a u okolis§ uzrokuje trajno one¢i$¢enje ekosustava i prehrambenih
lanaca. Istrazivanja provedena u laboratoriju pokazala su da je izlaganje MP-u povezano s
brojnim negativnim (eko)toksi¢nim i fizickim uc¢incima na zive organizme. Upravo zbog toga
javlja se sve veca zabrinutost za okoliS i zdravlje ljudi te je nekoliko drzava ¢lanica Europske
Unije (EU) donijelo ili predlozilo zabranu ciljane uporabe MP-a u potrosac¢kim proizvodima na
nacionalnoj razini. Zabrane se uglavnom odnose na mikrokuglice koje se koriste u kozmetici
(deterdZenti, proizvodi za ,,piling* lica ili tijela, itd.) te se nakon uporabe ispiru u otpadne i/ili
prirodne vode i na MP-u koja se upotrebljava kao abrazivno sredstvo i sredstvo za poliranje.
Svake godine u okolisu zavrs$i oko 42 000 tona MP-a zbog upotrebe proizvoda koji ju
sadrzavaju. Jedan od najvecih izvora onecisc¢enja je granularni materijal koji se koristi za ispunu
sportskih terena s umjetnom travom, iz kojeg se ispusti i do 16 000 tona MP-a. Osim toga,
procjenjuje se da se u europske povrsinske vode godisnje ispusti oko 176 000 tona sekundarnog
MP-a.[26] U okolisu se postupno povecava MP otpad u posljednjim desetlje¢ima, u skladu s
rastu¢om svjetskom proizvodnjom plastike, a oekuje se da ¢e nastaviti rasti 1 u buducnosti.
Istrazivanje je pokazalo da je 2016. globalna godis$nja proizvodnja plasti¢nih proizvoda iznosila
otprilike 322 milijuna tona, od kojih se vecina lako pretvara u MP. Osim toga, do 10% Cestica
MP-a zavrsi u morskom okoliSu zbog raSirene upotrebe i rastuce proizvodnje proizvoda od MP-
a, kao i1 zbog loSeg upravljanja plastiénim otpadom.[27] Stoga, MP predstavlja globalnu

prijetnju zbog svoje rasirene distribucije i ekoloskih posljedica.

Ocito je da ¢e plasti¢ni i mikroplasti¢ni otpad vjerojatno u sve vecoj mjeri ugroziti
zdravlje ljudi i utjecati na gubitak bioraznolikosti uz smanjenje estetske vrijednosti vodenog i
drugog okolisa.[27] Utvrdeno je da plodovi mora, med, sol, pivo, Secer takoder sadrze MP.
Vecina plasti¢nog otpada koji se nalazi u oceanima rezultat je ljudske aktivnosti, ukljucujuci
koriStenje plastike 1 na kopnu. Na MP se gleda kao na sve vecu opasnost i za kopnene
ekosustave, pri ¢emu tlo potencijalno sadrzi vise MP-a nego more. MP koja se unese u tlo
zadrzava se, transportira, erodira, razgraduje i ispuSta u podzemne vode, Sto predstavlja
znacajnu Stetu zivim bi¢ima 1 utjeCe na ljudsko zdravlje. Na nakupljanje tj. akumulaciju MP-a
moze utjecati biota tla. Sisavci na primjer, mogu konzumirati tj. progutati MP i pretvoriti ju u

sitnije komadice u svojim crijevima.



Sisavei koji kopaju, kao Sto su krtice, mogu slucajno doprinijeti prijenosu MP-a.
Akumulacija i onecisc¢enje tla MP-om potencijalno Stetiti i organizmima prisutnima u tlu.[25]
Slika 3 prikazuje jedan od moguéih nac¢ina dospijevanja MP-a u okoli§ koriStenjem proizvoda

koji ju sadrze.

Mikroplastika u Samponu ili Mikroplastika ulazi u
proizvodima za pranje g I .l podzemne vode kroz
ispire se u odvod. odvod i ulazi u uredaje za

w prociscavanje otpadnih voda.

o 3

Podzemna voda
pomijeSana s

mikroplastikom zagaduje
% okolis.

Slika 3. Jedan od nacina dospijevanja MP-a u okolis.

2.2.4. Toksic¢ni utjecaj mikroplastike na organizme

MP se smatra globalnim problemom zbog svojih toksi¢nih u€inaka na sva Ziva bica.
lako MP-a sama po sebi nije toksi¢na i uglavnom se sastoji od vlakana i fragmenata PA, PE i
PET, prilikom dugotrajne izloZenosti MP-u moze do¢i do trovanja organizma zbog otpustanja
aditiva iz MP-a poput plastifikatora (ftalati), pigmenta, stabilizatora i antioksidansa (bisfenol
A, spojevi kadmija i olova), sredstava protiv klizanja (amidi masnih kiselina), biocida (spojevi
arsena) i drugih.[29] Istrazivanja na Zivotinjama pokazala su da su se brojevi i rizici za Zivotinje
pogorsali. Vise od 700 vrsta ugrozeno je zbog plasticnog i mikroplasti¢nog oneciscenja.[30]
Izlaganje riba i drugih vodenih organizama MP-u predstavlja veliku opasnost koja zahtijeva
posebnu pozornost. Nakon izlaganja MP-u ili u kombinaciji s drugim oneci$¢uju¢im tvarima,
ribe mogu dozivjeti niz zdravstvenih problema. MP moze uzrokovati oSte¢enje tkiva i organa,

oksidativni stres i promjene u ekspresiji gena.
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Nakon izlaganja MP-u, kod riba su uoceni neurotoksi¢ni problemi, usporen rast,
smanjena reproduktivnost i abnormalnosti u ponasanju.[28,30] MP kod ptica uzrokuje
poremecaje u radu endokrinog sustava.[30] Kako bi se utvrdio konkretan toksi¢ni utjecaj MP-
a na organizme potrebno je provesti ekotoksikoloSka ispitivanja. Ispitivanja se provode radi
utvrdivanja Stetnih i negativnih utjecaja koje ispitivana tvar ima na organizam, populaciju,
ekosustav i biosferu. U laboratoriju se provode na organizmima koji su jednostavni za
odrzavanje te imaju jednostavniji razvojni mehanizam koji se moze primijeniti 1 na slozenije
mikroorganizme.[31] Provedena su ispitivanja na algi Raphidocelis subcapitata, raku
Ceriodaphnia dubia i bentoskom ostrakodu Heterocypris incongruens. Rezultati ispitivanja
pokazali su negativan utjecaj MP-a na mikroorganizme i poveéanu proizvodnju reaktivne vrste
kisika koja je toksi¢na.[32] Istrazen je i potencijal MP-a za prijenos patogenih bakterija.
Promatrani su sojevi bakterije Vibrio parahaemolyticus na cesticama PE, PP i PS MP-a
prikupljenih iz Sjevernog mora. Uoceno je kako je tijekom desetodnevnog izlaganja
spomenutim vrstama MP-a veli¢ine = 70 um dovelo do oSteCenja crijeva riba. Istrazivanje je
takoder pokazalo da se tijekom dvodnevne izloZenosti MP-u od 5,0 mg/m? znacajno smanjila
razina kalcija i stopa prezivljavanja sojeva bakterija te inhibirala duljina rasta i reprodukcija.
Uoceno je da su oksidativni stres i crijevna oSteCenja glavni toksi¢ni uc¢inci MP-a na morske
organizme. Biota i ljudi izlozeni su toksi¢nim ué¢incima MP-a putem razli¢itih mehanizama $to
ukljucuje agregaciju MP-a u razli¢itim organima, gutanje MP-a te sve to uzrokuje fizicka
oStecenja i poremecaje U organizmu. Medutim, toksi¢nost MP-a na Zive organizme ovisi o vrsti,
veli¢ini 1 obliku te prisutnosti aditiva u MP-u.[33] Na slici 4 prikazan je toksi¢ni u¢inak MP-a
na organizme koji zive u moru i konzumiraju MP-u, te ona kroz prehrambeni lanac dospijeva u
njihov organizam i uzrokuje probleme u tkivima. Posljedice MP-a na ljudsko zdravlje slabo su
poznate, ali sigurno je da su ljudi izlozeni MP-u konzumiranjem hrane i pica, udisanjem ili
preko kontakta MP-a s kozom. Dosadasnja istrazivanja pokazala su da su mogucéi utjecaji na
ljude oksidativni stres, citotoksi¢nost, neurotoksi¢nost, poremecaj imunoloSkog sustava i
prijenos MP-a u druga tkiva nakon $§to su im bili izlozeni.[28] Prema jednom provedenom
istrazivanju Cestice MP-a mogu utjecati na ljudski organizam na sljede¢e nacine: fizicki,
kemijski 1 mikrobioloski. Iako je utjecaj MP Cestica na ljudski organizam relativno neispitano
podrucje istrazivanja, prethodna istraZivanja pokazala su da ¢estice MP-a pronadene u ljudskoj
stolici mogu dovesti do karcinoma i kod trudnica predstavljaju rizik za trudnocu, embrij, razvoj

i zdravlje opéenito.[21]
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Vazno je naglasiti kako se estice MP-a razgraduju u tijelu Sto rezultira nizom Stetnih
uéinaka ukljuéujuéi oksidativni stres, formiranje granuloma, itd. Stovige, osim samih Gestica
MP-a, postoji opasnost i od Stetnih ucinaka bakterijskih patogena koji se mogu nalaziti u
biofilmu kojim su Cestice MP-a ¢esto obloZene. S obzirom da su veli¢ine ¢estica MP-a ukljucuju
i one manje od 10 um (Sto je manje od bakterija) ili 0,3 um (Sto je manje ¢ak i od virusa),
utvrdeno je da mogu ulaziti u krvotok, mozak i druga tkiva i organe, $to moze dovesti do mnogih

kroni¢nih bolesti, ali takoder uzrokovati brojne upale, ostecenja stanica i DNA.[21]
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Slika 4. Prikaz toksi¢nog utjecaja MP-a na organizme koji zive u moru.[34]

2.3. Postupci uklanjanja mikroplastike iz okolisa

Posljednjih godina razvijen je veliki broj postupaka za uklanjanje MP-a u vodenim
sustavima, koji se mogu podijeliti na fizikalne, kemijske i bioloske postupke prema principima
adsorpcije i uklanjanja. Ovisno o postupcima uklanjanja pojedinih kemikalija ili materijala, MP
se odvaja od vode, a zatim se koncentracije MP-a smanjuju na prihvatljivu razinu. Razliciti
postupci uklanjanja MP-a temeljeni na mehanizmu adsorpcije pokazali su se kao ucinkoviti za

uklanjanje MP-a i nanoplastike (NP) u vodenom okolisu.
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Kemijski sintetizirani spuzvasti materijali, grafenski materijali i biougljen mogu se
koristiti za uklanjanje MP 1 NP cestica u prirodnim vodama. Mehanizmi adsorpcije MP-a
kemijski sintetiziranim spuzvastim materijalima vec¢ih dimenzija cCestica temelje se na
vodikovim vezama, elektrostatskom privla¢enju izmedu MP-a i spuzvastih materijala, odnosno
n— interakcijama. Vecina MP-a u vodenom okoliSu ima negativan naboj povrsine i zbog toga
lako stupa u interakcije s pozitivno nabijenim tvarima. Mnogi ¢imbenici utje¢u na uc¢inkovitost
uklanjanja MP-a primjenom adsorpcije. Temperatura i pH su najvazniji, ali i drugi ¢imbenici
kao Sto je prisutnost drugih organskih tvari i iona mogu utjecati na promjenu naboja povrsine
MP-a i adsorbensa i samim time i na adsorpciju. Temperatura moze utjecati na brzinu difuzije
adsorbata i1 ravnotezni kapacitet, a pri vi§im temperaturama postize se veca adsorpcija MP-a.
Opcenito, adsorpcijsko uklanjanje MP-a ima prednosti visokog adsorpcijskog kapaciteta,
visoke ucinkovitosti uklanjanja, male potroSnje energije i moguénosti ponovne upotrebe.
Medutim, ovom metodom se MP samo izdvaja iz onecis¢enog okoliSa $to predstavlja

potencijalni rizik da bi MP ponovno mogla dospjeti u okolis.

Jedan od vaznih postupaka uklanjanja MP-a iz okoliSa je filtracija. Filtracija se
prvenstveno primjenjuje za uklanjanje MP-a u vodenom okolisu. Kod postupka filtracije koristi
se biofiltar, koji ne samo da uklanja hranjive tvari i teSke metale iz ki$nice, ve¢ uklanja i MP-u.
Takoder, proizveden je pepeo od ljuske gvinejskog kukuruza, koji podrzava membrane od
tankog filma kompozita i moze se koristiti za uklanjanje MP-a iz vodenih otopina.[35] Za
uklanjanje MP-a iz okolisa Cesto se koristi i brza filtracija pijeskom. Ova metoda pokazala je
odredenu ucinkovitost uklanjanja MP-a vecih veli¢ina Cestica iz vode. Nedavna studija
pokazala je da je u¢inkovitost uklanjanja MP-a bila u rasponu od 29,0 do 44,4% nakon postupka
pjescéane filtracije, ali ne i za MP male veli¢ine, posebno < 10 um.[36] S druge strane, filtracija
aktivnim ugljenom Cesto se koristila kao napredni pristup za uklanjanje MP-a. ZabiljeZena je
ucinkovitost uklanjanja MP-a od 56,8 do 60,9% nakon postupka filtracije s aktivnim ugljenom,
a posebno je relativno visoka ucinkovitost uklanjanja, od 73,7 do 98,5%, za Cestice MP-a u

rasponu od 1 do 5 pum.

Tehnologija membranske filtracije obi¢no se povezuje s primjenom bioloSkih
katalizatora, a naziva se membranskim bioreaktorima (MBR). Pokazalo se da je MBR
ucinkovitiji od pojedinacnog tretmana biorazgradnje ili dinami¢ke membranske tehnologije za
uklanjanje MP-a. MBR ukljucuje visestruke postupke, kao §to je predtretman, bioreaktor i

membranska filtracija.
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U nedavnom istrazivanju provedenom na tri postrojenja za proc¢is¢avanje otpadnih voda,
najveca u¢inkovitost uklanjanja MP-a dobivena je primjenom MBR-a, tj. iznosila je 99,4%.[36]
Prema ukupnoj koli¢ini MP-a, primjenom MBR-a postize se relativno visoka uéinkovitost
uklanjanja, ¢ak do 99,9%, $to je ucinkovito u usporedbi s drugim postupcima uklanjanja kao
Sto je primjerice brza filtracija pijeskom.[36] Osim spomenutih adsorpcije i filtracije, neki drugi
postupci takoder imaju veliku primjenu u uklanjanju MP-a. Elektrokoagulacija (EK) uklanja
MP nizom fizikalno-kemijskih reakcija, koje obi¢no slijede tri uzastopna koraka. U prvom
koraku, metalna anoda proizvodi metalne katione i stvara mikrokoagulante u prisutnosti
elektri¢nog polja. Zatim, nabijeni mikrokoagulansi adsorbiraju suspendirane Cestice, te takve
Cestice formiraju flokule koje se sudaraju. U tre¢em koraku, veli¢ina mikroflokula nastavlja se
povecavati s vise sudara i kona¢no se postize uklanjanje MP-a putem fizickih i/ili kemijskih
reakcija. Nasuprot tome, bioloski postupci, ukljucujuéi fotokatalizu i tretman biorazgradnjom
koji mogu pretvoriti MP-u u jednostavne i bezopasne tvari, pa ¢ak i potpuno mineralizirati
polimere. Fotokataliticka razgradnja (fotokataliza) u abioti¢koj razgradnji MP-a Siroko je
proucavana tehnologija razgradnje, koja ima relativno visoku kataliticku ucinkovitost.
Fotokataliticka razgradnja i mineralizacija MP-a ima prednosti male potroSnje energije.
Biorazgradnja MP-a u najve¢oj mjeri je potaknuta djelovanjem bakterija i mikrobnih
organizama izoliranih iz okolisa. Medutim, vecina istrazivanja biorazgradnje MP-a jos je u fazi
laboratorijskih eksperimenata.[35] Navedeni procesi pokazuju odredene mane tijekom
uklanjanja MP-a iz okoliSa. Glavni problemi koji se mogu uoditi kod fizikalnih metoda su
zacepljene membrane koje uzrokuju dodatne financijske troskove. Isto tako, MP se uklanja iz
vode, pri ¢emu zaostaje u otpadnom mulju koji se zatim ponovno mora tretirati i procistiti. Zbog
razli¢itih veli¢ina Cestica MP-a fizikalne metode pokazuju u¢inkovitost samo za odredene vrste
1 veli€ine Cestica. Tijekom uklanjanja MP se moZe raspasti na vrlo male fragmente Sto oteZava

njeno uklanjanje fizikalnim metodama jer nisu uéinkovite za uklanjanje tako sitnih Cestica.

Kod kemijskih metoda pojavljuje se problem uklanjanja zaostalin kemikalija nakon
tretmana koje mogu akumulirati u okoli§. Kemijske metode mogu do¢i u doticaj s drugim
kemijskim spojevima prisutnim u okoliSu te tako stvoriti nove spojeve koji mogu imati
negativne ucinke na okolis. Takoder MP moze biti otporna na kemijske procese razgradnje te
je potrebno duze vrijeme kako bi se uklonila kemijskim metodama. Vazno je spomenuti da
kemijske metode uklanjanja MP-a rezultiraju stvaranjem novih razgradnih produkata i opasnih

tvari.
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Kod bioloskih metoda jedan od glavnih nedostataka je vremenski faktor, odnosno
potrebno je duze vrijeme da dode do razgradnje MP-a u odnosu na druge metode. Osim toga,
bioloski postupci u velikoj mjeri uklanjaju MP, a takoder se paralelno mogu primijeniti

koagulacija, sedimentacija, filtracija i drugi postupci.[36]

Zbog spomenutih nedostataka klasi¢nih metoda traze se ekoloski i ekonomski isplativije
metode te se sve CeSce proucavaju AOP-i u kombinaciji s biorazgradnjom gdje se MP moze
potpuno mineralizirati bez nastajanja Stetnih nusprodukata. S druge strane, AOP-i sami za sebe
nisu pretjerano ucinkoviti jer Cesto uzrokuju povrsinsku razgradnju te se zbog toga kombiniraju

s drugim metodama kako bi im se u¢inkovitost poboljsala.[36]

2.3.1. Napredni oksidacijski procesi

AOP-i spadaju u moderne tehnologije obrade koje se baziraju na stvaranju slobodnih
radikala pomocu kojih se oksidiraju razli¢ite organske tvari do netoksi¢nih produkata. Postupak
kemijske oksidacije temelji se na razgradnji MP-a na Cestice manjih veli¢ina ili mineralizaciji.
AOP-i ukljucuju tehnologije temeljene na Fentonovoj reakciji i postupak fotokatalize za
uklanjanje MP-a. Fentonova reakcija je kemijska reakcija koja ukljucuje generiranje slobodnih
radikala pomocu oksidacije vodikovog peroksida u prisutnosti Zeljeza kao katalizatora.
Zapravo, AOP-i se siroko koriste za mineralizaciju razli¢itih organskih onecis¢ujucih tvari kroz
oksidacijsko djelovanje radikala, kao $to su sulfatni i hidroksil radikali.[36] Sulfatni radikal
(SOs+~, E°=2,4 V) i hidroksilni radikal (+OH, E° = 2,7 V) dva su radikala s visokim standardnim
redukcijskim potencijalima koji se koriste kod AOP-a tijekom uklanjanja organskih

oneciscujucih tvari.[37]

U posljednje vrijeme bilo je mnogo proucavanja i koriStenja AOP-a za uklanjanje
Sirokog spektra otpornih onecis¢ujucih tvari iz okolisa. S obzirom da MP spada pod organske
onecisc¢ujuce tvari, pretpostavlja se da bi AOP-1 mogli biti u¢inkoviti i za njihovo uklanjanje iz
vodenih medija. Na primjer, razvijena je tehnologija slicna Fenton reakciji, koja se uglavnom
temelji na TiO2/grafitnim (TiO2/C) katodama za razgradnju PVC-a. Rezultati su pokazali da se
PVC moze razgraditi i katodnom redukcijom dekloriranja i oksidacijom hidroksilnih radikala,
te ucinkovitost uklanjanja iznosi 75%.[38] Nakon oksidacijskog tretmana, viSe vrsta
kratkolancanih organskih spojeva, kao Sto su alkeni, alkohol, monokarboksilne kiseline,

dikarboksilne kiseline i esteri pronadeni su u otopini.
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Osim toga, visoka koncentracija MP-a moze se uhvatiti za radnu elektrodu, ometati
prijenos mase, blokirati aktivna mjesta na TiO./C katalizatoru i time smanjiti uc¢inkovitost
uklanjanja. Sli¢no, elektrooksidacijska tehnologija primijenjena je za razgradnju PS-a, Cime je
postignut omjer uklanjanja od 58 + 21% za 1 sat tretmana. Prema prethodnim istrazivanjima,
na ucinkovitost uklanjanja ciljane tvari uvelike utjecu intenzitet struje, anodni materijali, vrste
elektrolita i koncentracija elektrolita. Nakon obrade, MP se moze izravno mineralizirati u
plinovite anorganske proizvode, kao §to je COg2, bez drugih meduprodukata u reakcijskoj
otopini $to ove metode Cini ekoloski prihvatljivima. Medutim, istrazivanja su pokazala neke
nedostatke ove metode, poput velike potroSnje energije i potrebe za slozenim reakcijskim
uredajima.[36] FotokatalitiCka razgradnja organskih oneciS¢ujuéih tvari redovita je praksa
zadnjih nekoliko godina. MP razli¢itih veli¢ina moze se djelomic¢no razgraditi, a u rijetkim
slu¢ajevima 1 mineralizirati Sirokim rasponom procesa, ukljuc¢uju¢i UV fotolizu, UV/H202, Og,
fotokatalizu izazvanu UV/vidljivim svjetlom, toplinski aktivirane PS MP-a te plazmu. AOP-i
se mogu podijeliti na homogene i heterogene procese koji su prikazani na slici 5.
Elektromagnetski, toplinski, ozonacijski, elektri¢ni i H2O2/Os procesi su homogeni procesi, dok
su fotokatalitiCka oksidacija i KkatalitiCka oksidacija heterogeni procesi. Razgradnja
fotokatalitickim AOP-ima moze se posti¢i izlaganjem UV ili vidljivoj svijetlosti uz prisutnost
katalizatora. Toplinske/katalizatorske/PMS (eng. Physical, Mechanical and Chemical
Separation) metode ukljucene su u razgradnju MP-a putem kataliticke oksidacije. Za svaku
organsku oneci$¢uju tvar potrebno je ispitati razli¢ite AOP-ove jer nisu svi jednako ucinkoviti

u razgradnji razli¢itih organskih tvari.[38]

Kataliticka Toplinskikatalizator
oksidacija PMS
FotokatalitiCka
oksidacija

ElektromagnetiCno st}

Heterogeni
procesi

Toplinski

Homogeni
procesi

Oz ozonacija

i
HifU

Elektri¢ni

0,/H.0,

Slika 5. Podjela AOP-a koji se koriste za razgradnju MP-a.[38]
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2.3.2. Biorazgradnja mikroplastike

Biorazgradnja je proces u kojem mikroorganizmi razgraduju organsku tvar. Ovisno o
materijalu, to moze trajati danima, tjednima ili ¢ak godinama, a naravno da su pozeljniji
proizvodi koji se brze biorazgraduju. Biorazgradnja je ekonomicna i ekoloski prihvatljiva
tehnologija za uklanjanje MP-a. Unato¢ tome §to je vecina komercijalno zastupljenih plasti¢nih
polimera slabo biorazgradiva, pokazalo se da ih neke vrste organizama ipak u odredenoj mjeri
mogu razgraditi.[39] Istrazivaéi su uspje$no izolirali i uzgojili bakterije i gljive iz sedimenta,
otpadnih voda i mulja, a neke su dobivene iz crijeva kopnenih insekata. Mikroorganizmi mogu
kolonizirati povrSinu MP-a, a zatim izluCuju izvanstaniéne enzime koji imaju Klju¢nu ulogu u
depolimerizaciji MP-a. Jedno istrazivanje pokazalo je da su bakterije Bacillus cereus i
Brevibacillus borstelensis izolirani s odlagalista otpada i mogli su razgraditi PE prah i film niske
gustoce. Nakon inkubacije od 16 tjedana, najveéi ucinak biorazgradnje iznosio je 35,7% za
Bacillus cereus odnosno 20,4% za Brevibacillus borstelensis.[36] Takoder Bacillus cereus i
Bacillus gottheilii postigli su razli¢itu u¢inkovitost biorazgradnje za razliite vrste MP-a.
Ucinak razgradnje Bacillus cereus iznosio je 1,6% za PE, 6,6% za PET te 7,4% za PS nakon 40
dana, dok je Bacillus gottheilii razgradila 6,2%, 3,6%, i 5,8% PE, PET odnosno PS MP-a, u
istom vremenskom razdoblju.[36] U procesu biorazgradnje uocene su morfoloske promjene
ukljucujuéi pukotine i brazde na povrSini MP-a §to ukazuje da je doSlo do biorazgradnje

djelovanjem spomenutih mikroorganizama.

Sljedeca studija dokazala je da bakterija roda Bacillus moze razgraditi samo 23%
plasti¢ne folije, ali je gotovo potpuno razgradila bromiranu visokootpornu emulziju PS-a unutar
30 dana.[36] Osim toga, uc¢inkovitosti biorazgradnje varirale su izmedu razlicitih veli¢ina MP-
a. Ispitana je biorazgradnja MP-a veli¢ine Cestica < 10 pum te 1-5 pm. Ucinkovitija
biorazgradnja je uocCena kod veliine Cestica 1-5 pum. TrenutaCno se vecina istraZivaca
usredotocila na bakterijsku razgradnju MP-a, a malo ih je se bavi gljivicnom razgradnjom.[36]
Do biorazgradnje MP-a dolazi u trenutku kada je mikroorganizmi poput bakterija i gljiva svojim
enzimskim djelovanjem pretvaraju u metabolicke produkte kao $to su metan (CHas), ugljikov
dioksid (CO.), voda (H20) i nova biomasa. Biolosko propadanje onecis¢ujuéih tvari ovisi 0
nekoliko vaznih ¢imbenika, ukljucujuéi povrsinu cestice, molekularnu tezinu, hidrofilnost ili
hidrofobnost, kristalnost, funkcionalne skupine, kemijsku strukturu, itd. S povecéanjem
molekularne tezine dolazi do smanjenja stope razgradnje, buduéi da se smanjuje i topljivost,
¢ineci plastiku manje osjetljivom na napade mikroba jer mikrobima postaje tesko asimilirati

plastiku kroz stani¢nu membranu.
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Isto tako, kristalnost je jo§ jedan vazan ¢imbenik koji utjee na biorazgradivost MP-a,
mikroorganizmi. Stovise, hidrofobna priroda plastike inhibira njezinu osjetljivost na mikrobne
napade sprje¢avanjem apsorpcije vode, iako se ovaj problem moze rijeSiti i stvaranjem biofilma
na povrsini plastike 1 MP-a.[40] Nadalje, biorazgradnja MP-a moze se odvijati aerobno ili
anaerbno. Aerobna biorazgradnja ukljucuje prisutnost kisika $to je takoder poznato kao aerobno
disanje. Aerobni mikroorganizmi koriste kisik kao akceptor elektrona, a razgradnja slozenih
organskih spojeva u manje organske spojeve Cesto rezultira proizvodnjom CO2 i H20 kao
krajnjim produktima. Kao $to je ve¢ spomenuto Stvaranje COz (Sturmov test) dobar je
pokazatelj za razgradnju polimera i jedna od najéescée koriStene metode mjerenja biorazgradnje
u laboratorijskim ispitivanjima. Anaerobna biorazgradnja dogada se bez prisutnosti kisika.
Anaerobni mikroorganizmi u nedostatku kisika (O2) koriste druge izvore kao akceptore
elektrona, poput sulfata, nitrata, Zeljeza, mangana i CO za biorazgradnju. Uoceno je da dva
izolata Pestalotiopsis microspora rastu na PUR-u kao jedinom izvoru ugljika u aerobnim i
anaerobnim uvjetima te je ucinkovita aktivnost razgradnje primijeCena U anaerobnom rastu
pomoc¢u PUR-a.[41] Vecina bakterijskih vrsta koje imaju sposobnost biorazgradnje MP-a su
Gram-negativni bacili, a medu njima se istice Pseudomonas spp. koji ima najvecu sposobnost
biorazgradnje MP-a. Primjerice za razgradnju PE-a, Pseudomonas spp. izoliran je iz tri razli¢ita
izvora. Pseudomonas spp. izoliran iz odlagalista kanalizacijskog mulja pokazao se kao
najucinkovitiji u biorazgradnji prirodnog i sinteticCkog PE-a. U usporedbi s drugim vrstama,
Pseudomonas spp. stvara najviskoznije i najflokulentnije biofilmove na povrSini MP-a u
razdoblju od tri tjedna. Osim spomenute bakterije Pseudomonas spp., drugi rodovi bakterija
sposobnih za biorazgradnju MP-a su ldeonella, Klebsiella, Streptomyces, Mycobacterium,
Flavobacterium, Rhodococcus, Escherichia i Azotobacter.[40] Zajedno s bakterijama, gljive su
takoder ukljucene u biorazgradnju MP-a, jer ubrzavaju proces biorazgradnje dijeljenjem
metabolickih intermedijera. Kada govorimo o mikroorganizmima, gljive se dijele na kvasce i
plijesni, a plijesni su puno vise ispitani u biorazgradnji MP-a. Plijesni roda Penicillum i
Aspergillus imaju sposobnost razgradnje PE stvaranjem biofilmova koji smanjuju hidrofobnost
povrsine PE. Aspergillus spp. ima sposobnost razgradnje LDPE-a, dok Penicillum spp. moze
razgraditi i LDPE i HDPE (polietilen visoke gustoée). Medu razli¢itim vrstama plijesni roda
Aspergillus spp., Aspergillus niger ima najvecu sposobnost razgradnje PE-a, ¢ak 38% u
razdoblju od 60 dana, a Aspergillus flavus je u istom razdoblju razgradio 31% PE-a. [42] Enzimi
iz razli¢itih mikroorganizama sposobni su razgraditi razlicite sinteticke plasti¢ne polimere.

Hidrolaze, ukljucujuéi esteraze, kutinaze i lipaze pokazuju vaznu ulogu u razgradnji MP-a. [42]
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2.3.3. Biorazgradnja primjenom kvasaca

Kvasci su jos uvijek gotovo neistraZzeni u podrucju biorazgradnje plastike i MP-a, ali s
obizrom da i oni imaju bogati enzimatski sastav medu kojima su hidrolaza i oksidaza za koje je
dokazano da razgraduju MP-u, potencijal zasigurno postoji.[40] Kvasci koji proizvode lipazu
izolirani su iz razli¢itih staniSta kao Sto su onecis¢ena tla, otpad i pokvarena hrana. Glavni
rodovi kvasaca Kkoji proizvode lipazu su Beauveria, Candida, Eremothecium, Fusarium,
Humicola, Mucor, Rhizomucor i Rhizopus.[43] Kvasci Rhodotorula aurantiaca i
Kluyveromyces spp. pokazuju potencijal za razgradnju PVC-a s obzirom na provedeno
istrazivanje.[41] Medu kvascima koji se istiCu u biorazgradnji MP-a valja spomenuti kulturu
Candida parapsilosis koja je identificirana i izolirana iz uzoraka koji su sadrzavali MP.
Dokazano je da ovaj kvasac sadrzi enzim lipazu koji je karakteristi¢an za razgradnju MP-a §to

samim time znaci da ima veliki potencijal za biorazgradnju MP-a.[44]

2.3.3.1. Candida parapsilosis

Candida parapsilosis je oportunisticki patogeni kvasac koji se Cesto kolonizira na
plasti¢noj bolni¢koj opremi, a prvenstveno pogada bolesnike s oslabljenim imunitetom u
bolnicama.[45] S obzirom da Candida parapsilosis moze stvarati biofilm na komercijalnoj
plastici, a to je prvi korak kada govorimo o biorazgradnji plastike i MP-a, dolazi se do zakljucka
da bi ovaj kvasca mogao imati veliki potencijal za biorazgradnju MP-a. Candida parapsilosis
otkrio je Ashford u Puerto Ricu 1928. godine iz stolice s proljevom i nazvao ju je Monilia
parapilosis te se prvobitno smatralo da je nepatogena, no kasnije je uzrokovala sepsu kod
intravenskog korisnika droga.[46] Kasnije je izolirana iz kukaca, Zivotinja i tla ispitana u
laboratorijskim uvjetima kako bi se §to bolje razumijela patogeneza ovog kvasca. Kvasci vrste
Candida pogoduju biorazgradnji MP-a pa se osim Candida parapsilosis mogu koristiti i

Candida parapsilosis sensu stricto, Candida metapsilosis i Candida orthopsilosis.[47]
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2.4. Testovi toksi¢nosti

MP se nakuplja u prirodnim okruzenjima diljem svijeta, ugrozavajuci biotu, funkcije 1
svojstva ekosustava. U posljednjem desetljecu doslo je do znatnog povecanja broja
laboratorijskih ispitivanja o toksi¢nosti koja se bave potencijalnim u¢incima MP-a, ukljucujuci
njezine plastifikatore i adsorbirane opasne tvari. U testovima toksi¢nosti MP-a, karakterizacija
Cestica Cesto je ograniCena na kemijski sastav, koncentraciju, raspodjelu veli¢ina i oblik. Unato¢
tome, Cini se da drugi parametri kao S$to su povrSina Cestica, raspodjela veli¢ine, povrSinska
svojstva (npr. oksidacija, stvaranje biofilma) i svojstva Cestica (npr. agregacija/disperzija) igraju
vaznu ulogu u bioraspolozivosti ¢estica u okolisu i posljedi¢no njihovoj toksi¢nosti. Na primjer,
mala je vjerojatnost da ¢e se MP od Cistog PS-a sli¢ne veliine agregirati medu sobom u
slatkovodnim sredinama (tj. jezerima i rijekama), za razliku od slanih vodenih okolina (j.
estuarija). Vece koncentracije MP-a pogoduju poveéanoj ucestalosti fizickih interakcija izmedu
Cestica i olakSavaju stvaranje agregata i sedimentaciju Cestica. Isto tako formiranje biofilma u
procesima starenja (prije 1 tijekom izlaganja) takoder ima utjecaj na unos, stani¢nu
internalizaciju, biodistribuciju i eliminaciju MP-a u bioloskim sustavima. Stoga se toksikologija
MP-a suocava s velikim izazovom pri procjeni i predvidanju u¢inaka takvih Cestica na vrste i
ekosustave, pri ¢emu je dio tih izazova povezan s metodoloskom pristranosc¢u koja proizlazi iz
razli¢itih laboratorijskih ispitivanja i1 nedostatka odgovaraju¢e analiticke karakterizacije
ispitivanih cestica.[48] Postoji siroki raspon potencijalnih toksikoloskih eksperimenata s MP-a,
kao §to su in vitro studije s jednom vrstom stanice ili slozenim 3-D konstruktima tkiva, in vivo
studije na sisavcima i eksperimenti toksi¢nosti koji testiraju pelagi¢ne, sedimentne i zemljiSne
organizme. Uklju€ivanje ovih kontrolnih eksperimenata moZe smanjiti vjerojatnost lazno
pozitivnih i lazno negativnih rezultata i to¢nije objasniti potencijalne ekoloske i zdravstvene
rizike MP-a.[49] Toksikoloske studije na MP-u mogu se razlikovati prema ispitivanim
organizmima, vrsti, obliku i veli¢ini polimera i mjestu analize (in situ ili u laboratoriju). Brojni
su organizmi koji se mogu koristiti u toksikoloskoj procjeni MP-a; medutim, > 75% studija
provedeno je na morskim mikroorganizmima. Rezultati toksikoloSkih testova obicno se
izrazavaju kao koncentracija koja uzrokuje 50% Stetnih u¢inaka u testiranoj populaciji (ECso),
ilako se po potrebi mogu primijeniti i druge razine (tj. ECio ili ECx). Efektivne i letalne
vrijednosti mogu se izraziti po masi testiranog uzorka.[50] KoriStenje testova toksi¢nosti
pokazalo se kao osjetljiv, brz i pouzdan alat za procjenu potencijalne toksi¢nosti tijekom

procisc¢avanja otpadnih voda.
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Zbog dostupnosti, u¢inkovitosti, jednostavnosti izvodenja i brzine samog testa, najcesce
se testovi toksi¢nosti provode s Daphnia magna i Vibrio fischeri. Daphnia magna predstavlja
jedan od najceS¢e koristenih toksikoloskih testova zbog visoke osjetljivosti modelnog
organizma prema Sirokom spektru kemikalija, ali 1 zbog ¢injenice da zauzima srediSnje mjesto

u lancu ishrane.

Takoder, bioluminiscentna bakterija Vibrio fischeri obi¢no se prihvaca kao model
organizma u testovima toksi¢nosti koji je medunarodno priznat i standardiziran kao ISO te su
rezultati testa akutne toksi¢nosti V. fischeri osjetljivi, ponovljivi i posjeduju veliku
diskriminirajuéu mo¢ za organske i anorganske onecis¢ujuce tvari. Osim navedenih, biotest
inhibicije rasta sa slatkovodnom mikroalgom Pseudokirchneriella subcapitata cesto se koristi
kao bioindikator za toksi¢ne tvari, uklju¢uju¢i mikro i nanocestice.[51] Prvi testovi stani¢ne
toksi¢nosti poznati su jo§ od otkri¢a bioluminiscentne morske bakterije V. fischeri 1979.
Promatranje promjena u okoliSu omogucéeno je izlaganjem V. fischeri toksi¢nim tvarima, a
smanjenje bioluminiscencije uzrokovano je smrcu stanica ili padom metaboli¢ke aktivnosti.
Takvi testovi su vremenom komercijalizirani (npr. Microtox, ToxAlert, Mutatox).[52] Upotreba
bakterije V. fischeri nije bila prikladna za sve studije procjene toksi¢nosti za okoli$ jer je rije¢
0 morskom organizmu te su umjesto toga koristeni ekoloski prikladniji organizmi. U tu svrhu
koristeni su i konstruirani visestruki modelni organizmi (npr. Escherichia coli i Pseudomonas
fluorescens) za ekspresiju konstitutivnih gena luminescencije prilagodenih iz luxCDABE
operatora V. fischeri. Takvi biosenzori koriSteni su za pradenje promjena u okoliSu na razne
anorganske (npr. metaloidi, nanomaterijali) ili organske (npr. aromatski spojevi) onecis¢ujuce
tvari.[52]

2.4.1. Test toksi¢nosti s bakterijom Vibrio fischeri

Vibrio fischeri je nepatogena, bioluminiscentna, Gram-negativna morska bakterija koja
se moze pronaci I u zajednici s odredenim lignjama i ribama. Tijekom proteklih desetljeca,
proucavanje V. fischeri dovelo je do vaznih otkri¢a o bioluminiscenciji, senzoru kvoruma i
mehanizmima koji leZe u osnovi korisnih i vaznih interakcija izmedu domacina i mikroba. Test
toksi¢nosti s V. fischeri smatra se jednostavnim, relativno brzim i isplativim. Upravo zbog toga,
unatoc Cinjenici da je V. fischeri morska bakterija, ovaj test se Cesto primjenjuje za toksikolosku

analizu nemorskih uzoraka poput otpadnih voda, slatkih voda, procjednih voda i drugih.
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Test se temelji na mjerenju intenziteta luminiscencije svjetlosti buduci da V. fischeri ima
sposobnost bioluminiscencije $to je povezano s prisutnoséu enzima luciferaze.[53] Njegova
Siroka primjenjivost ukljucuje razlicite testirane uzorke koji imaju Stetne ucinke na vodeni
okolis§ kao Sto su metali, plastika, antibiotici, herbicidi i drugi organski i anorganski spojevi.
Ipak, samo u nekim istrazivanjima se koristi V. fischeri za odredivanje toksikoloskih u¢inaka
MP-a, vjerojatno zbog nedovoljne osjetljivosti. Osim osjetljivosti, MP-i su krute tvari koje
mogu ometati mjerenje bioluminiscencije 1 zato krute Cestice nisu prikladne za ovaj test.
Posljednji problem je vrijeme trajanja testa koje iznosi 15-30 min (ISO 11348-3) §to je prilicno
kratko izlaganje za odredivanje stvarnih MP ucinaka na V. fisheri. MP se moze otopiti u
odgovaraju¢em otapalu, ali se takoder mora uzeti u obzir interferencija otapala s toksi¢nim
uc¢inkom. Drugi pristup je koristenje V. fischeri u odredivanju toksi¢nih u¢inaka segmenata MP-
a (monomera, aditiva i sli¢no), koji se mogu isprati tijekom djelomi¢ne razgradnje MP-a. U
ovom slucaju, uzorke je potrebno profiltrirati prije testa radi uklanjanja krutih Cestica.
Kompatibilnost uredaja za provodenje testa toksi¢nosti u laboratorijskim razmjerima s okoliSem
testirana je izlaganjem uzoraka MP-a bakteriji V. fischeri. Test mjeri akutnu toksi¢nost,
promatrana krajnja tocka predstavljena je postotkom inhibicije luminiscencije (u odnosu na
kontrolni uzorak) bakterije V. fischeri. Usvojen je komercijalni nacin rada prema UNI EN ISO
11348-3 2019 test protokolu.[50]

2.5. Statisticko planiranje eksperimenta

Statisti¢ko planiranje eksperimenta, odnosno dizajn eksperimenata (eng. design of
experiments, DOE), je ucinkovit postupak planiranja eksperimenata, a provodi se u svrhu
dobivanja podataka koji se dalje mogu analizirati i dobiti valjanih i objektivnih zakljuéci.[54]
DOE zapocdinje odredivanjem ciljeva eksperimenta i odabirom faktora procesa ¢iji utjecaj nas
zanima uz izradu detaljnog eksperimentalnog plana prije izvodenja eksperimenta. Dobro
odabrani eksperimentalni dizajni povecavaju koli¢inu zeljenih informacija koje se mogu dobiti
uz odredenu koli¢inu eksperimentalnog napora. Statisticka teorija na kojoj se temelji DOE
opcenito zapocinje s konceptom modela procesa.[54] U eksperimentu se namjerno mijenja
jedna ili viSe procesnih varijabli (ili faktora) kako bi se promatrao u¢inak promjena na jednu ili

viSe varijabli.
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Bit eksperimentalnog dizajna i mozda najvazniji razlog zaSto se istrazivaci odlucuju za
dizajn 1 provodenje eksperimenata je preciznost s kojom se moze analizirati odnos izmedu
zavisnih i nezavisnih varijabli i uéiniti tu analizu $to objektivnijom. Moze se zakljuéiti da se
eksperimentalni dizajn oslanja na testiranje odnosa izmedu varijabli, odnosno, jedna nezavisna
varijabla se kontrolira kako bi se izmjerio njen uc¢inak na druge zavisne varijable. Dakle ako se
eksperimentalni dizajn ispravno primijeni, tada se moze uspostaviti uzro¢na veza izmedu

nezavisne varijable i zavisne varijable.

Bitno je spomenuti da postoji nekoliko koraka u razvoju eksperimenta. Istraziva¢ mora
generirati istrazivaCko pitanje, postaviti hipotezu koju je kasnije moguée provjeriti, odrediti
kako kontrolirati varijabilnost tijekom eksperimentalnog procesa, odabrati ili razviti uvjete
intervencije, uzorkovati populaciju kako bi ih dodijelili eksperimentalnim uvjetima i odrediti
koje ¢e se empirijske mjere poduzeti te na kraju kako ¢e podaci biti zabiljezeni. Zbog svega
navedenog Cesto postoji vazan i blizak odnos izmedu eksperimentalnog dizajna i vrste podataka

koji se prikupljaju i statistiCkog pristupa koji ¢e se koristiti za analizu podataka.[55]

2.5.1. Potpuni faktorski plan

Potpuni faktorski plan korisna je tehnika za istrazivanje glavnih i interakcijskih uéinaka
varijabli odabranih u bilo kojem dizajnu eksperimenta. Ova tehnika je korisna u istraZivanju
ucinaka interakcije razli¢itih nezavisnih varijabli na zavisne varijable ili u konac¢nici na rezultate
procesa.[56] Potpuni faktorski plan eksperimenta omogucava uvid i daje najvise informacija o
prou¢avanom sustavu U usporedbi sa nekim drugim dizajnima eksperimenata. Prednost
potpunog faktorskog plana je izvedba svih mogucih kombinacija razina ispitivanih ¢imbenika
uz istovremeno odredivanje neogranic¢enog broja ¢imbenika i utvrdivanje utjecaja osjetljivosti
pojedinih ¢imbenika i utjecaj medudjelovanja. Najjednostavniji i zbog toga najvise koristen je
faktorski plan s varijacijom ¢imbenika na dvije razine. Spomenuti faktorski plan osigurava mali
broj eksperimenata (N) &iji je ukupni broj definiran s N = 2% gdje k predstavlja broj ¢imbenika.
Matrica eksperimentalnih uvjeta faktorskog plana, pri ¢emu su istovremeno varirana tri
¢imbenika na dvije razine daje zajedno 8 kombinacija ispitivanih ¢imbenika eksperimenta.[57]
Matrica faktorskog plana s tri cimbenika moze se geometrijski prikazati kao kocka, gdje rubovi

kocke c¢ine tocke pojedinih uvjeta $to je prikazano na slici 6.[58]

23



Slika 6. Prikaz potpunog faktorskog plana s tri ¢imbenika na dvije razine.[58]

Dakle moze se zakljuditi da se u potpunom faktorskom dizajnu izvodi eksperimentalni
rad za svaku kombinaciju odnosno razinu faktora. Nazalost, to je razlog da je potpuni faktorski
plan ¢esto financijski i vremenski neisplativ za izvodenje. Stoga se nerijetko koriste neki drugi

dizajni eksperimenta.[59]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali

3.1.1. Mikroplastika

Za ispitivanje biorazgradnje kvascem Candida parapsilosis koristene su PS i PVC MP
dobivene usitnjavanjem plasti¢nih granula u kriomlinu. Veli¢ine MP cestica u rasponu 25-100

um dobivene su vakuum filtracijom koristenjem sita veli¢ine pora 25 odnosno 100 pm.

3.1.2. Kvasac Candida parapsilosis

Za eksperiment biorazgradnje PS i PVC MP-a koristena je kultura kvasca izoliranog iz
biootpada onecis¢enog MP-om, Candida parapsilosis. Koristeni kvasac pohranjen je u zbirci
mikroorganizama u Zavodu za industrijsku ekologiju Fakulteta kemijskog inzenjerstva i
tehnologije Sveucilista u Zagrebu. Precijepljena kultura kvasca, uzgajana je na hranjivoj
podlozi malt agaru, §to je prikazano na slici 7. Na slici 8 prikazana je morfologija kulture

kvasca snimljena pod svjetlosnim mikroskopom pri uvec¢anju 400x.

Slika 7. Kultura kvasca Candida parapsilosis dobivena tehnikom iscrpljivanja na malt agaru.
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Slika 8. Mikrofotografija kulture kvasca Candida parapsilosis dobivena pod svjetlosnim

mikroskopom pri uvecanju 400x.

3.1.3. Kemikalije

Hranjiva podloga za uzgoj kvasaca naziva se malt agar. Podloga se pripremala na nac¢in
da se na analiti¢koj vagi izvagalo 47 g malt agara u 1 L destilirane vode u Erlenmayerovoj
tikvici od 2 L. Zatim se otopina dobro homogenizirala i ostavila da nabubri 15 minuta te se
nakon toga stavljala na plamenik gdje se zagrijavala do vrenja tri puta nakon ¢ega je slijedila
sterilizacija u autoklavu pri 121 °C i 1,1 atm u vremenu od 15 minuta. Prije kori$tenja u

eksperimentima, u jo§ tekuc¢u podlogu dodao se antibiotik kako bi se suzbio rast bakterija.

Za podesavanje pH, koristena su 0,1 molarna razrjedenja natrijevog hidroksida, NaOH,

p.a. (Lach-Ner s.r.o0., Ceska) i sumporne kiselina, H2SO4, p.a., (Kemika, Hrvatska).

Za sterilizaciju MP-a koristio se 70%-tni etanol koji se dobio razrjedenjem 96%-tnog

etanola sterilnom destiliranom vodom u odmjernoj tikvici od 1 L.

U svim eksperimentima koristio se mineralni medij (MM) pogodan za rast i razvoj
Candida parapsilosis. Medij se pripremao prema Gong i sur.[60], a koristene soli prikazane su
u tablici 3.

26



Tablica 3. Sastav mineralnog medija.[60]

KoHPO4 1
KH2PO4 1
NH4NO3 1

MgSO4-7H;0 0,2

FeCls-6H,0 0,005
NaCl 05
CaCl, 0,02

Tijekom eksperimentata pratio se broj zivih stanica kvasca pripremom decimalnih
razrjedenja. Za pripremu decimalnih razrjedenja koristena je 0,9%-tna fizioloska otopina koja
se pripremala otapanjem 9 g NaCl u 1 L destilirane vode te se zatim u epruvete otpipetiralo 9,0
19,9 mL pripremljene fizioloSke otopine. Epruvete su zatim zajedno sa fizioloSkom otopinom

sterilizirane u autoklavu pri 121 °Ci 1,1 atm u vremenu od 15 minuta.

Za odredivanje toksi¢nosti s bakterijom Vibrio fischeri bilo je potrebno pripremiti
otopinu za resuspenziju. To je hranjiva izoosmotska otopina za resuspendiranje bakterijske
kulture koja se pripremala tako da se u 1 L deionizirane vode otopilo 20 g NaCl, 0,2 g KH2PQg,
0,5 g CaCly, 0,2 g MgSOQg4, 0,5 ml glicerola, 10 g glukoze i 10 g rafinoze. Otopina se na kraju
prokuhala i ohladila te je pH otopine namjesten izmedu 6,8 i 7,2. Za ovaj test bilo je potrebno
pripremiti i 2%-tnu otopinu NaCl koja je sluzila kao radna otopina za pripremu niza razrjedenja.
Ova otopina pripremala se vaganjem 2 g NaCl u odmjernu tikvicu od 100 mL koja se zatim

nadopunila deionizirananom vodom do oznake. pH otopine se namjestio izmedu 6,8 i 7,2.

3.2. Mjerni instrumenti i oprema

Granule PS-a i PVC-a usitnjavale su se na kriomlinu Retsch GmbH, CryoMill,
Njemacka. Analiti¢ka vaga Sartorius AG, Njemacka, koristila se za vaganje uzoraka MP-a. Za
prosijavanje MP-a koriStena su vakuum sita Retsch GmbH, veli¢ine pora 25 i 100 pm,
Njemacka. Eksperimenti biorazgradnje i sterilizacija MP-a provodila se na Biosan magnetskoj
mijesalici, MS-3000.
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pH metar pH 50 + DHS® XS uredaj, Italija, koristio se za podesavanje pH otopine.
Tijekom filtracije suspenzija MP-a koristeni su Sartorius ljevak, Njemacka i KNF vakuumska
pumpa, Francuska. Uredaj FTIR-8400S, Shimadzu koristen je za provodenje FTIR-ATR
spektroskopije. TOC-VcsH uredaj, Shimadzu koristio se za provodenje TOC analize. LC-MS
uredaj, Shimadzu 2020 koristen je za HPLC-MS analizu, a programski paket Design Expert
7.1.5, StatEase, SAD koristio se za provedbu dizajna eksperimenta te odredivanje optimalnih
uvjeta za biorazgradnju MP-a. LUMIStox 300, luminometar proizvoda¢a Dr Lange koristen je
u kombinaciji s LUMIStherm, termostatiranim inkubacijskim blokom proizvodaca Dr Lange
za mjerenje luminiscencije s bakterijom V. fischeri. Termostat Termomedicinski aparati,
Hrvatska koristio se za uzgajanje bakterijske kulture V. fischeri. Pomocu svjetlosnog
mikroskopa Olympus BX50, Olympus Optical Co. Ltd., Japan s ugradenom kamerom Olympus

DP 10 kamera snimljene su mikrografije kvasca.

3.3. Metode rada

3.3.1. Priprema mikroplastike

U prethodnim eksperimentima za odredivanje ucinkovitosti AOP-a kao i u
eksperimentima biorazgradnje koristile su se granule PS i PVC. Granule su usitnjavane tijekom
6 ciklusa pri frekvenciji od 25 Hz u kriomlinu (slika 9) pomo¢u tekuceg dusika na radnoj
temperaturi od —196 °C. Usitnjavanjem granula dobiven je bijeli praskasti uzorak koji se zatim
primjenom vakuum sita prosijavao kako bi se dobila PS i PVC MP-a dimenzija izmedu 25 i

100 um koja se koristila u svim eksperimentima.

Slika 9. Kriomlin Retsch GmbH, CryoMill, Njemacka.
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3.3.2. Predtretman mikroplastike

U prethodnim istrazivanjima provedenim u sklopu projekta ,,Primjena naprednih
tehnologija obrade voda za uklanjanje mikroplastike® ispitani su razli¢iti AOP-i u razgradnji
MP-a. Medutim, dobiveni rezultati nisu pokazali potpunu mineralizaciju MP-a ve¢ samo
djelomi¢nu razgradnju. Stoga je odluceno ispitati biorazgradnju AOP-om predtretirane MP-e s
ciljem povecanja ucinkovitosti biorazgradnje. Predtretman MP-a primjenom AOP-a prije
procesa biorazgradnje rezultira pojavom pukotina 1 udubina na povrsini MP-a te na taj nacin
povrsina postaje lakSe dostupna mikroorganizmima $to uzrokuje u¢inkovitiju biorazgradnju. PS

i PVC MP je prije eksperimenta biorazgradnje izlozena UV/S,0g?" tretmanu.

3.3.3. Provodenje sterilizacije mikroplastike

Sterilizacija MP-a provodila se s ciljem uklanjanja mogucih prisutnih neéistoca i
mikroorganizama na povrsini ¢estica. 60 mg MP-e izvagano je na analitickoj vagi direktno u
Erlenmayerove tikvice od 100 mL te se dodao 70%-tni etanol u koli¢ini koja je prekrila svu
MP-u. Tako priredene tikvice postavile su se na tresilicu pri 150 o/min u vremenu od 10 minuta.
Nakon sterilizacije slijedila je vakuum filtracija pri ¢emu se MP-a filtrirala kroz membranski
filtar veli¢ine pora 0,45 um i odvajala u sterilne Erlenmayerove tikvice od 200 mL u kojima se
provodio eksperiment biorazgradnje. Sterilizacija MP-a provodila se primjenom sterilne

tehnike rada.

3.3.4. Preduzgoj kvasca

Candida parapsilosis je za eksperiment biorazgradnje PS i PVC MP-a uzgojena na
krutoj podlozi malt agar. Nakon precijepljivanja na malt agaru, Candida parapsilosis se ostavila
5 dana u termostatu na optimalnoj temperaturi za rast i razmnozavanje od 28°C. lzrasli kvasac
koristio se za pripremu guste suspenzije koja se koristila za postavljanje eksperimenta. Gusta
suspenzija Candida parapsilosis pripremala se na nacin da se izrasla kultura s Petrijevih zdjelica
nakon inkubacije prenijela pomocu sterilne Pasteur pipete u sterilnu Erlenmayerovu tikvicu
koja je sadrzavala 100 mL sterilnog MM. Suspenzija Candida parapsilosis pripremala se

primjenom sterilne tehnike rada.
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3.3.5. Provedena mjerenja tijekom eksperimenta biorazgradnje

3.3.5.1. FTIR-ATR spektroskopija

Pocetna PS i PVC MP-a kao i MP-a dobivena nakon provedbe biorazgradnje primjenom
Candida parapsilosis analizirana je FTIR-ATR spektroskopijom. FTIR-ATR spektroskopija
provodila se prije (kako bi se potvrdilo da se radi o navedenim MP-a) i nakon eksperimenta
biorazgradnje radi utvrdivanja promjena u funkcionalnoj strukturi MP-a. Svi FTIR spektri
snimljeni su u podruéju od 4000-500 cm™ koje je karakteristiéno za sve polimere.[61,62] Nakon

snimanja obradeni su u programu IR Solution. Promatrane funkcionalne skupine (odnosno

karakteristi¢ni pikovi) za PS 1 PVC prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Karakteristi¢ni pikovi PS i PVC MP-a promatrani FTIR-ATR-om. [63,64]

C—H istezanje u aromatskoj skupini 3061 i 3026
C—H istezanje 2847

istezanje aromatskog prstena 1601 i 1492
PS CH: savijanje 1451
C—H u aromatskom prstenu 1027
savijanje C—H veze izvan ravnine 594

aromatskog prstena
savijanje aromatskog prstena izvan ravnine 537
C—H istezanje 2920, 28491 1736
CH: savijanje 1427
C—H deformacija u ravnini 1255
PVC

C-C istezanje 1099
CHa njihanje 966
C—Cl istezanje 616
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Na temelju dobivenih FTIR spektara prije biorazgradnje i usporedbom s bazom
podataka potvrdeno je da se radi o PS i PVC MP-a. FTIR spektri snimljeni nakon eksperimenta
biorazgradnje usporedivali su se sa pocetnim FTIR spektrima kako bi se uocile promjene u
intenzitetima pojedinih pikova. Na temelju razlika u FTIR spektrima zakljucilo se da li je doslo
do biorazgradnje MP-a. Osim promjena u postoje¢im pikovima, pratio se i nastanak novih
pikova i eventualni nestanak postojecih pikova. Analiza se provodila na uredaju za FTIR-ATR
spektroskopiju tako da se na dijamantu prizmu stavila kolicina MP-e koja je prekrila cijelu
povrsinu prizme. Prije pocetka analize bilo je potrebno provesti inicijalizaciju uredaja, a nakon
inicijalizacije i prije svakog novog mjerenja uzorka snimljena je Cista povrsina prizme kako bi

se uklonili pozadinski Sumovi.

3.3.5.2. Odredivanje CFU vrijednosti

Tijekom odredivanja broja zivih stanica kvasca (eng. Colony Forming Units, CFU) bilo
je potrebno raditi sterilnom tehnikom rada tj. u laminaru ili u blizini plamenika. 1z pocetne
suspenzije izuzeto je 100 uL poluautomatskom pipetom koristeéi sterilne nastavke i preneseno
je u9,9 mL sterilne fizioloske otopine kako bi se dobilo razrjedenje 102. Zatim se iz razrjedenja
1072 ponovno izuzelo 100 pL i prenijelo na isti na¢in u novih 9,9 mL sterilne fizioloske otopine
kako bi se dobilo razrjedenje 1074, Razrjedenje 10~ priredilo se izuzimanjem 1 mL uzorka iz
razrjedenja 10~ i prenosenjem u 9,0 mL sterilne fizioloske otopine, a postupak se ponovio za
dobivanje razrjedenja 107°. Nakon priprave razrjedenja inokuliralo se 1 mL odredenih
razrjedenja u sterilne Petrijeve zdjelice u blizini plamenika, kako bi bili osigurani sterilni uvjeti
rada. Zatim su se inokulumi zalijevali prethodno otopljenim malt agarom i uz kruzno pokretanje
Petrijevih zdjelica u obliku broja 8 radi homogeniziranja sadrzaja. Postupak priprave
razrjedenja prikazan je na slici 10. Tako priredene Petrijeve zdjelice stavile su se na inkubaciju
u termostat tijekom 5 dana na temperaturu od 28 °C. Nakon inkubacije brojale su se Petrijeve

zdjelice na kojima je izraslo izmedu 30 i 300 kolonija kvasca kako bi se odredio CFU.[65]
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Slika 10. Priprava razrjedenja.[65]

3.3.5.3. TOC analiza

Koncentracije ukupnog organskog ugljika (eng. total organic carbon, TOC) odredivane
su na TOC-Vcsy uredaju tvrtke Shimadzu. Uredaj je kalibriran primjenom razli¢itih
koncentracija standarda kalijevog hidrogen ftalata (KHP). Postupak se provodio izuzimanjem
0,5 mL uzorka koji se profiltrirao primjenom medicinske Sprice kroz okrugli filtar (promjer
0,45 um). Isti je postupak za odredivanje TOC-a i ukupnog ugljika (eng. total carbon, TC), a
zaostali ukupni anorganski ugljik (eng. total inorganic carbon, TIC) odredivao se iz razlike
vrijednosti TC-ai TOC-a.

U staklene bocice stavljalo se 0,5 mL filtrata te se dodalo 9,5 mL deionizirane vode, a
3 kapi koncentrirane H2SO4 dodalo se u bocice za TOC kako bi se uklonio anorganski ugljik.

Tako pripremljene bocice stavljale su se na uredaj za provodenje analize.
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3.3.5.4. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti

U ovom eksperimentu tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC/MS
analiza) provodila se kako bi se detektirali moguci novonastali razgradni produkti, kao $to su
aditivi, koji su dodani u MP. Za analizu je koriStena metoda bez kolone budu¢i da sastav uzorka
nije u potpunosti poznat. Volumen injektiranog uzorka iznosio je 10 pL te su prilikom analize
koristene dvije mobilne faze 0,1 % mravlje kiseline + MilliQ i acetonitril/metanol pri protoku

u vrijednosti 0,5 cm®/min. Analiza se provodila na LC-MS uredaju, Shimadzu 2020.

3.3.5.5. Mikroskopska analiza kvasca Candida parapsilosis

Mikroskopska analiza primjenom svjetlosnog mikroskopa s ugradenom kamerom
provodila se s ciljem utvrdivanja morfoloskih promjena stanica kvasca Candida parapsilosis
prije i nakon eksperimenta biorazgradnje PS i PVC MP-a. Sadrzaj Erlenmeyerove tikvice u
kojoj se provodila biorazgradnja prvo se dobro homogenizira, a zatim se pomocu sterilne
Pasteur pipete izuzme Kkapljica suspenzije i prenese na predmetno stakalce te prekrije

pokrovnicom. Tako pripremljen preparat mikroskopirao se pri uvec¢anju od 100 i 400x,

3.3.5.6. Odredivanje toksi¢nosti filtrata

Test toksi¢nosti primjenom bakterije V. fischeri provodio se na kraju eksperimenta
biorazgradnje. Ispitivanje toksi¢nosti filtrata dobivenog nakon biorazgradnje provodilo se na
uredaju Lumistox 300, luminometar proizvoda¢a Dr Lange. Prije mjerenja, provjeren je pH
filtrata koji se po potrebi podesio s 0,1M NaOH ili H2SO4 na vrijednost izmedu 6 i 8,5. Tijekom
ispitivanja mjeren je intenzitet luminiscencije na pocetku testa i nakon 30 minuta. Instrument
daje dva rezultata u obliku EC2 i ECso koji predstavljaju volumni udio uzorka pri kojemu dolazi
do 20%-tnog ili 50%-tnog pada luminiscencije. Prije samog mjerenja pripremljena je otopina
suspenzije V. fischeri. Epruveta se napuni 2/3 otopinom za resuspenziju, a zatim se pomocu
Pasteur pipete biomasa V. fischeri stavlja i homogenizira u istoj epruveti. Nakon toga suspenzija
se termostatira 15 minuta pri 15°C na termostatu LUMIStherm, proizvodaca Dr Lange. Pocetna
luminiscencija pripravljene suspenzije mora biti izmedu 1000 i 5000. U ovom radu odredivanje
toksi¢nosti provedeno je prema linearnom nizu. Linearni niz obi¢no se koristi kada geometrijski

niz nije dovoljno precizan za odredivanje toksi¢nosti, a odvija se u nekoliko koraka.
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U prvom koraku se u nizu A u prvu kivetu doda 2/3 2 % NaCl, u zadnju 2/3 uzorka. U
predzadnju kivetu doda se 1 mL 2 % NaCl, a preostale kivete napune se s 1,5 mL 2 % NaCl.
Zatim se u drugom koraku u istom nizu napravi niz Zeljenih razrjedenja postupkom prikazanim
na slici 11. U zadnjem koraku se u sve ostale kivete B i C niza stavi po 0,5 mL inokuluma V.
fischeri. Zapocinje test, te se redom mjeri luminisicencija B1, nakon ¢ega se dodaje 0,5 mL
razrjedenja pripremljenog u nizu A, zatim se postupak ponovi za paralelu C1. Isti postupak
ponavlja se za svih 10 nizova B i C. Nakon 30 minuta ponovo se o€itava luminiscencija te se

mjeri razlika u luminiscenciji na temelju ¢ega uredaj odreduje ECzo i ECsp vrijednosti.

Razrijedenje : 1 16 12 8 6 4 3 2 1,5 1
1,5mL 1,5mL
0,5mL 1,5 mL 1,5 mL

o O O O
o O O O
7 8 9

- O O

o O O O
c o O O O O
1 2 3 4 5 10

Slika 11. Postupak priprave razrjedenja kod odredivanja toksi¢nosti bakterijom V. fischeri.

3.4. Priprema bazdarnog dijagrama

Prije postavljanja eksperimenta biorazgradnje MP-a primjenom kvasca Candida
parapsilosis, napravljen je bazdarni dijagram ovisnosti logaritamskog broja Zzivih stanica
kulture kvasca (log CFU) i opticke gustoce (OG). U tu svrhu pripremila se gusta suspenzija
kvasca Candida parapsilosis te se izmjerila pocetna OG (4 = 600 nm). Pocetna gusta
suspenzija kvasca razrjedivala se vise puta u cilju dobivanja razli¢itih OG. Nakon mjerenja
OG-a, kako za pocetnu suspenziju, tako i za sve ostale suspenzije, priredena su razrjedenja
svake suspenzije za odredivanje CFU-a postupkom opisanim u poglavlju 3.3.5.2. Nakon 5
dana inkubacije na 28 °C izbrojane su izrasle kolonije kvasca. 1z dobivenih vrijednosti dobila
se ovisnost log CFU o OG na temelju koje se mogao postaviti pokus biorazgradnje PS i PVC
MP-a.
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3.5. Odredivanje optimalnih uvjeta biorazgradnje

U ovom radu provedena je biorazgradnja AOP-om predtretiranih PS i P\VC mikrocestica
primjenom kvasca Candida parapsilosis. U oba eksperimenta ispitala su se tri parametra (pH,
OG i o/min) na tri razine kako bi se odredili optimalni uvjeti. Pocetni uvjeti eksperimenta
biorazgradnje prikazani su u tablici 5, a eksperimenti su provedeni prema potpunom faktorskom
dizajnu (tablica 6). Eksperimenti su bili podijeljeni u tri seta s obzirom na broj okretaja
rotacijske tresilice (120 o/min, 160 o/min i 200 o/min). Svi eksperimenti provodili su se 30

dana, a za pracenje procesa izuzimali su se uzorci u 0., 3., 7., 14., 21. 1 30. danu.

Tablica 5. Pocetni uvjeti eksperimenata biorazgradnje PS i PVC MP-a primjenom Candida

parapsilosis.
| | Leloperiment [ 2eksperiment [ 3.choperiment |
Broj okretaja / o/min 120 160 200
pH 3 5 7 3 5 7 3 5 7
0G 0,1 0,5 10| 01 | 05 1,0 0,1 0,5 1,0
log CFU 660 | 7,18 | 7,49 | 6,38 | 7,28 | 7,66 | 6,95 | 7,43 | 7,92
»(02) / mg/L 7,22 7,21 7,21
T/°C 26,6 26,2 27,0

Tijekom 30 dana pri sobnoj temperaturi uzorci su postavljeni na tresilicu u
Erlenmayerovim tikvicama od 200 mL, a radni volumen bio je Vr = 80 mL. Svaka tikvica
sadrzavala je predtretiranu MP, suspenziju Candida parapsilosis i MM odredene pH. Provodila
su se 3 eksperimenta, gdje je u svakome od eksperimenata bilo 27 tikvica, odnosno 9 tikvica za
PS MP-a, 9 tikvica za PVC MP-a i 9 tikvica za slijepe probe (SP) pri procesnim parametrima
prikazanim u tablici 6. Uvjeti u SP-ima bili su isti kao i u eksperimentalnim tikvicama za PS i
PVC MP-a, jedina razlika je bila $to SP-i nisu sadrzavali MP-a. Tijekom 0. i 30. dana odredivani
su pH, temperatura i koncentracija otopljenog kisika te je provedena mikroskopska analiza
stanica kvasca, au 0., 3., 7., 14., 21., i 30. danu odredivan je CFU te su se provodile TOC i
HPLC/MS analiza. Odredivanje toksi¢nosti bakterijom V. fischeri i FTIR-ATR spektroskopija
provodile su se na kraju eksperimenta, odnosno nakon 30 dana. Nakon provedbe svih
eksperimenata, odredeni su optimalni uvjeti biorazgradnje PS i PVC MP-a koriStenjem
kvadratnog modela povrSine odziva. Odziv je bila log CFU vrijednost dobivena u 30. danu

provedbe eksperimenta. Optimalni uvjeti eksperimenata potkrijepljeni su ostalim analizama.
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Tablica 6. Dizajn eksperimenta prema potpunom faktorskom planu.

1 120 3 0,5
2 120 3 1,0
3 120 3 0,1
4 120 5 0,5
5 120 5) 1,0
6 120 5 0,1
7 120 7 0,5
8 120 7 1,0
9 120 7 0,1
10 160 3 0,5
11 160 3 1,0
12 160 3 0,1
13 160 5 0,5
14 160 5) 1,0
15 160 5 0,1
16 160 7 0,5
17 160 7 1,0
18 160 7 0,1
19 200 3 0,5
20 200 3 1,0
21 200 3 0,1
22 200 5 0,5
23 200 5 1,0
24 200 5 0,1
25 200 7 0,5
26 200 7 1,0
27 200 7 0,1
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4. REZULTATI
4.1. Bazdarni dijagram za Candidu parapsilosis

Prije pocetka eksperimenata biorazgradnje uzgojen je kvasac Candida parapsilosis, za
koji je bilo potrebno napraviti bazdarni dijagram ovisnosti log CFU o OG. Bazdarni dijagram

prikazan je na slici 12, a postupak je opisan u poglavlju 3.4.

Candida parapsilosis

10,00

8,00 "*‘__I’—/-/'
< °
= 6.00 |
=
o
ep 4.00 |
=

2,00 | y=0,2981x+6,8564

R? =0,9386
e)
0100 1 1 1 1 1 1

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
OG (% = 600nm)/ -

Slika 12. Bazdarni dijagram za kvasac Candida parapsilosis.

4.1.1. FTIR-ATR spektroskopija mikroplastike prije biorazgradnje

Slika 13 prikazuje pocetne uzorke MP-a prije predtretmana s AOP-om i biorazgradnje.
Na slici je pod a) prikazan je FTIR spektar pocetnog uzroka PS MP-a s oznacenim
karakteristiénim funkcionalnim skupinama, a pod b) prikazan je FTIR spektar pocetnog uzorka
PVC MP-a s oznac¢enim karakteristi¢énim funkcionalnim skupinama. U poglavlju 3.3.5.1. opisan
je postupak FTIR-ATR spektroskopije te su u tablici 4 u istom poglavlju dani karakteristi¢ni
pikovi za PS i PVC MP-a.
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Slika 13. FTIR spektar s karakteristi¢nim funkcionalnim skupinama za: a) PS i b) PVC.
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4.1.2. Dizajn eksperimenta i statisticka analiza

U programskom paketu Desing Expert 7.1.5. odredeni su optimalni uvjeti procesa
biorazgradnje PS i PVC MP-a kvascem Candida parapsilosis. U tablicama 7 i 8 prikazani su
rezultati analize varijance podataka dobivenih za biorazgradnju PS MP-a, odnosno PVVC MP-a,
dok su u tablici 9 prikazani optimalni uvjeti biorazgradnje PS i PVC MP-a kvascem Candida
parapsilosis. U tablicama 10 i 11 dani su prikazi odzivnih povrSina u meduovisnosti 0

ispitivanim ¢imbenicima.

Tablica 7. Statisticka analiza zna¢ajnih procesnih parametara biorazgradnje PS-a kvascem

Candida parapsilosis uz 95,00%-tnu vjerojatnost.

Model 6,05 9 0,67 24,97 <0,0001
A-0/ min 0,11 1 0,11 3,98 0,0623
B-pH /- 0,018 1 0,018 0,66 0,4273
C-0G/- 5,15 1 5,15 191,46 <0,0001
AB 0,031 1 0,031 1,15 0,2981
AC 0,011 1 0,011 0,40 0,5332
BC 4,899-1073 1 4,899-1073 0,18 0,6750
A? 2,017-10°3 1 2,017-10°3 / 0,7876
B2 0,029 1 0,029 / 0,3105
C? 0,95 1 0,95 / <0,0001

Ostatak 0,46 17 0,027 / /

Ukupno 6,50 26 / / /

R? 0,9297

R?adj 0,8924

* p-vrijednosti manje od 0,0500 ukazuju na znacajnost
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Candida parapsilosis uz 95,00%-tnu vjerojatnost.

Tablica 8. Statisticka analiza zna¢ajnih procesnih parametara biorazgradnje PVC-a kvascem

Model 5,66 9 0,63 16,54 <0,0001
A-0/min 0,10 1 0,10 2,66 0,1212
B-pH /- 0,086 1 0,086 2,27 0,1499
C-0G /- 4,74 1 4,74 124,83 <0,0001
AB 0,029 1 0,029 0,76 0,3944
AC 0,13 1 0,13 3,42 0,0818
BC 9,345-10°3 1 9,345-10°3 0,25 0,6263
A? 0,011 1 0,011 / 0,5932
B? 0,066 1 0,066 / 0,2045
C? 0,68 1 0,68 / 0,0006
Ostatak 0,65 17 0,038 / /
Ukupno 6,30 26 / / /
R? 0,8975
R2adj 0,8432

* p-vrijednosti manje od 0,0500 ukazuju na zna¢ajnost

Tablica 9. Optimalni uvjeti za biorazgradnju MP-a kvascem Candida parapsilosis.

PS 120 4,55 0,83
PVC 163 5,90 1,00
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4.2. Rezultati dobiveni pri optimalnim uvjetima biorazgradnje

4.2.1. Praéenje CFU vrijednosti

Na slici 14 prikazana je logaritamska promjena CFU tijekom 30 dana pri optimalnim

uvjetima (tablica 9) biorazgradnje PS MP-a (slika 14a) i PVC MP-a (slika 14b) u usporedbi sa
slijepom probom (SP).

8,0
a)

7,5 i
T
07’0 -
(@]
K=

6,5

PS SP
6,0 '
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
t/d
8,0
b)
| e °

75 F e ) ¢
-
)
570 t
(@]
o

6,5

e PVC SP
6’0 1 1 1 1 1 1 1 1 1

t/d

Slika 14. Logaritamska promjena CFU pri optimalnim uvjetima biorazgradnje za pod
a) PS MP-a i b) PVC MP-a tijekom 30 dana.
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4.2.2. FTIR-ATR spektroskopija

Na slici 15 prikazani su FTIR spektri snimljeni nakon predtretmana UV/S;0s*
procesom u usporedbi sa FTIR spektrima snimljenima nakon predtretmana istim procesom i
provedene biorazgradnje PS (slika 15a) i PVC (slika 15b) MP-a pri optimalnim uvjetima
(tablica 9).

| — PSnakon predtretmana a)
0, 23+
0, 154
Abs -
0, 08
OH skupina |
C=0 istezanje [
i N | 0 1 | ‘,'-'-
———— T 7T T T T T
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, i biorazgradnje ""“I b)
- " ‘ /|
| __ PVC nakon ‘ ’ ‘ \
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] _— |
] (.
b | Il
0, 08 lk ﬁ‘ ‘ )
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- | | | | ‘| ' |
0. 057 | [ | M
OH Jr‘ “ ‘( \| \“ ‘P ‘ |"
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Slika 15. FTIR spektri snimljeni za pod a) PS MP-a i b) PVC MP-a nakon predtretmana i
optimalnih uvjeta biorazgradnje s Candida parapsilosis u usporedbi s PS i PVC MP-a nakon

samo predtretmana UV/S,0g> procesom.

44



4.2.3. TOC analiza

U tablici 12 i 13 prikazana je promjena TOC-a, TC-a i TIC-a za PS i PVC pri
optimalnim uvjetima biorazgradnje PS i PVC MP-a tijekom 30 dana. Postupak analize opisan

je u poglavlju 3.3.5.2.

Tablica 12. Rezultati vrijednosti TOC-a, TC-a i TIC-a tijekom 30 dana biorazgradnje

PS MP-a pri optimalnim uvjetima.

0 1,74 1,74 2,10 2,10 0,36 0,36
3 1,91 0,97 2,00 1,07 0,09 0,10
7 0,60 3,78 0,75 4,25 0,15 0,47
14 2,56 3,38 2,94 3,76 0,38 0,38
21 1,92 2,69 2,97 2,72 1,05 0,03
30 1,37 1,95 2,57 2,22 1,20 0,27

Tablica 13. Rezultati vrijednosti TOC-a, TC-a i TIC-a tijekom 30 dana biorazgradnje
PVC MP-a pri optimalnim uvjetima.

0 1,89 1,89 2,11 2,11 0,22 0,22
3 1,65 1,54 1,69 1,82 0,04 0,28
7 1,30 1,51 1,43 1,66 0,13 0,15
14 2,54 2,68 2,85 3,37 0,31 0,69
21 3,43 2,94 3,91 3,28 0,48 0,34
30 1,42 2,69 2,49 3,16 1,07 0,47
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4.2.4. HPLC/MS analiza
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Slika 17. Spektri masa PVC-a pri biorazgradnji u a) 0. b) 3. ¢) 7. d) 14. e) 21. i f) 30. danu.

0.0}

Na slikama 16 i 17 su spektri masa PS i PVC MP-a snimljeni tijekom biorazgradnje pri

optimalnim uvjetima.
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4.2.5. Mikroskopska analiza kvasca Candida parapsilosis

Na slici 18 prikazana je mikrografija Candida parapsilosis u uzorku SP, dok slike 19 i
20 prikazuju snimljene mikrografije Candida parapsilosis pod svjetlosnim mikroskopom nakon

biorazgradnje PS i PVC MP-a pri optimalnim uvjetima.

Slika 18. Mikrografija Candida parapsilosis u SP nakon 30. dana biorazgradnje snimljena

svjetlosnim mikroskopom pri uveéanju 400x.

Slika 19. Mikrografija PS MP-a nakon 30. dana biorazgradnje pri optimalnim uvjetima

snimljena svjetlosnim mikroskopom pri uvecanju 400x.
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Slika 20. Mikrografija PVC MP-a nakon 30. dana biorazgradnje pri optimalnim uvjetima
snimljena svjetlosnim mikroskopom pri uvec¢anju 400x%.

4.2.6. Odredivanje toksi¢nosti filtrata bakterijom Vibrio fischeri

Na slikama 21 i 22 prikazani su rezultati testa toksi¢nosti filtrata na kraju eksperimenta
biorazgradnje MP-a pri optimalnim uvjetima primjenom kvasca Candida parapsilosis.
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Slika 21. Toksi¢nost filtrata nakon biorazgradnje PS MP-a pri optimalnim uvjetima

primjenom kvasca Candida parapsilosis.
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Slika 22. Toksi¢nost filtrata nakon biorazgradnje PVC MP-a pri optimalnim uvjetima
primjenom kvasca Candida parapsilosis.
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5.  RASPRAVA

Onecisc¢enje plastikom, a osobito MP-om, postalo je jedan od najvec¢ih ekoloskih
problema, budu¢i da brzo rastu¢a proizvodnja jednokratnih plasti¢nih proizvoda nadmasuje
sposobnost svijeta da se s time nosi. Plastika napravljena od fosilnih goriva proizvodi se nesto
viSe od jednog stoljeca. Proizvodnja i razvoj tisuée novih plasti¢nih proizvoda ubrzani su nakon
Drugog svjetskog rata, te je zivot bez nje danas gotovo nezamisliv. Posebnu prijetnju za okolis
predstavlja MP-a, nedavno klasificirana kao oneciS¢uju¢a tvar koja izaziva zabrinutost
Covjecanstva.[50] MP-a, kao i plastika, ¢esto sadrzi aditive koji je ¢ine ¢vrs¢om, fleksibilnijom
I izdrzljivijom. Mnogi od tih aditiva mogu produziti vijek trajanja proizvoda, a prema nekim
procjenama potrebno je najmanje 400 godina da se razgrade.[66] Unato¢ ¢injenici da je veéina
plastike i MP-e tesko biorazgradiva, biorazgradnja se i dalje proucava za uklanjanje MP-a iz
okolisa jer je ekoloski i ekonomicki prihvatljiva. Biorazgradnja se moze provesti primjenom
pojedinacnih ili kombiniranih kultura kao $to su bakterije, plijesni, kvasci i alge.[67] Osim lose
biorazgradivosti MP-a, nedostaju standardizirane metode uzorkovanja i analiticke metode, pa
¢ak 1 ako se broj istrazivanja povecava, distribucija MP-e ne moze se procijeniti na globalnoj
razini pa se javlja potreba za identifikacijom MP cestica za procjenu rizika za okoli§ i zdravlje
ljudi.[68]

U ovom radu ispitana je biorazgradnja PS i PVC MP-a primjenom kvasaca Candida
parapsilosis s ciljem odredivanja optimalnih uvjeta procesa. Statistickom obradom u programu
Desgin Expert 7.1.5. prema punom faktorskom planu odredeni su optimalni uvjeti
biorazgradnje MP-a. Tijekom 30 dana, odnosno u 0., 3., 7., 14., 21. i 30. danu, izuzimali su se
uzorci i provodile su se sljedece analize: CFU, TOC i HPLC/MS analiza, dok su se FTIR-ATR
spektroskopija, odredivanje toksi¢nosti filtrata i mikroskopska analiza stanica kvasca Candida

parapsilosis proveli prije i nakon provedbe eksperimenata biorazgradnje.

5.1. FTIR-ATR spektroskopija mikroplastike prije biorazgradnje

Prije predtretmana MP-a UV/S;0s* procesom i odredivanja optimalnih uvjeta
biorazgradnje provedena je FTIR-ATR spektroskopska analiza pocetnih uzoraka MP-a kako bi
se usporedbom s bazom podataka potvrdilo da je zaista rije¢ o odabranim polimerima PS i PVC,

Na slici 13 prikazani su dobiveni FTIR spektri s oznacenim karakteristi¢nim pikovima.
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Prije predtremana i provedbe eksperimenta biorazgradnje analizirani su pocetni uzorci
PS i PVC MP-a kako bi se odredile karakteristicne funkcionalne skupine ¢ije promjene su se
promatrale nakon razgradnje. Tipi¢ne veze za karakterizaciju PS i PVC MP-a prikazane su u
tablici 4, a svi spektri snimljeni su u podruéju karakteristicnom za sve polimere u rasponu 4000
500 cm.[61,62] Za PS Karakteristi¢ni pikovi pojavljuju se na 3061 i 3026 cm™ koji
odgovaraju C—H istezanju aromatske skupine. Karakteristi¢an je i pik pri 2847 cm™ koji
odgovara C—H istezanju, dok se pri valnim brojevima 1601 i 1492 cm™ pojavljuju pikovi koji
odgovaraju istezanju aromatskog prstena. Pri 1451 cm™ pojavljuje se pik koji odgovara CH;
savijanju. Na 1451 cm™ nalazi se pik koji odgovara C—H vezi u aromatskom prstenu. Pik na
694 cm* odgovara savijanju C-H veze izvan ravnine aromatskog prstena dok pik na 537 cm!
odgovara savijanju aromatskog prstena izvan ravnine.[64] S druge strane, PVC spektar
karakteriziraju pikovi na 2920 cm?, 2849 cm™ i 1736 cm™ koji odgovaraju simetricnom C—H
istezanju te pik pri 1427 cm™ koji odgovara CH- uvijanju dok je pri valnom broju od 1255 cm™
! pik koji odgovara C—H deformaciji u ravnini. Pik na 1099 cm!odgovara istezanju C-C veze,
a pik na 996 cm* odgovara njihanju CH,. Na valnoj duljini 616 cm™ nalazi se pik koji

predstavlja istezanje C—Cl veze.[69]

5.1.2. Dizajn eksperimenta i statisticka analiza

Na rezultatima eksperimenata provedenih sukladno potpunom faktorskom planu
odredeni su optimalni uvjeti biorazgradnje PS i PVC MP-a kvascem Candida parapsilosis. Za
opis odzivnih povrSina koristio se kvadratni model. Kod kvadratnog modela vazna je vrijednost
koeficijenata determinacije (R? i R%gj) koji u idealnom sluéaju iznose 1, a pokazuju slaganje
eksperimentalnih i modelom predvidenih podataka. Visoke vrijednosti koeficijenata
determinacije pokazatelji su dobrog odabira modela prilikom analize. Dobivene vrijednosti R?
0,9297 i R%44j 0,8924 za PS MP-a i 0,8975 te 0,8432 za PVC MP-a pokazatelji su dobrog odabira
modela za opis realnog sustava. Veée vrijednosti R? i R%gj za PS pokazuju da je statisticka
analiza bliza eksperimentalnim podacima u usporedbi s dobivenim vrijednostima za PVC. U
tablicama 7 i 8 prikazani su dobiveni statisticki podaci za PS i PVC MP-a te znacajni procesni
parametri modela. Provedena je analiza varijance (ANOVA) za procjenu znacajnosti
parametara, odnosno o/min, pH i OG uz 95,00%-tnu vjerojatnost. To znaéi da su parametri

modela znacajni ako im je p-vrijednost manja od 0,05.
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Na temelju dobivenih p-vrijednosti iz tablica 7 i 8 nakon provedbe eksperimenta
biorazgradnje MP-a samo je OG utvrden kao znacajni parametar. Trodimenzionalni (3D)
prikaz odzivnih povrsina prikazuje povrsinu prema kojoj se moze vidjeti utjecaj procesnih
parametara na odziv modela, koji je u ovome slucaju bio logaritamska vrijednost CFU-a. U
tablici 10 prikazan je utjecaj broja okretaja, pH i OG na log CFU u eksperimentu biorazgradnje
PS MP-a, a u tablici 11 prikazane su odzivne povrSine utjecaja istih parametara na
biorazgradnju PVC MP-a. Crvena boja na grafovima oznac¢ava maksimalan utjecaj parametara
na log CFU, odnosno naju¢inkovitiju biorazgradnju, dok plava boja prikazuje podrucje s
najmanjim utjecajem parametara na log CFU, odnosno najlosije uvjete za biorazgradnju. U
tablici 10 prikazani su 3D prikazi odzivne povrSine u meduovisnosti ¢imbenika za
biorazgradnju PS MP-a kvascem Candida parapsilosis. Moze se uo¢iti da najmanji utjecaj
na biorazgradnju imaju pH i broj okretaja $to se podudara sa statistickom analizom (tablica
7) gdje se kao jedini znacajni parametar (S obzirom na p-vrijednost) pokazao OG. Dakle,
najbolji odziv je dobiven pri eksperimentima provedenim s OG=1,0, dok je najniza vrijednost
log CFU dobivena pri OG=0,1. S druge strane, crvena podru¢ja dobivena su pri pH 5 i pri
120 o/min. Najveci odziv log CFU dobiven je pri OG oko vrijednosti 1,0 te pri 120 o/ min.
Pri pH 5 log CFU povecava se s povecanjem OG i smanjenjem broja okretaja. Dakle s
obzirom na crveno podrucje na 3D grafu, OG ima najznacajniji utjecaj na biorazgradnju PS-a
u odnosu na ostale parametre. U tablici 11 prikazani su 3D prikazi odzivne povr$ine u
meduovisnosti ¢imbenika za biorazgradnju PVC MP-a kvascem Candida parapsilosis. Moze
se uociti da najmanji utjecaj na biorazgradnju imaju pH i broj okretaja, sto je vidljivo u tablici
7. Jedini znacajni utjecaj na proces ima OG S$to je potvrdeno 1 tablicom 11 gdje se
najznacajnija promjena vidi pri promjeni OG, odnosno bez obzira na promjenu pH i o/min
jedino crveno podrucje uocava se pri OG = 1,0. Dakle, najbolji odziv je dobiven pri
eksperimentima provedenim s OG = 1,0, dok je najniza vrijednost log CFU dobivena pri OG
= 0,1. Sto se ti¢e ostalih prikaza moZe se uoéiti da je najvisi odziv dobiven pri 160 o/min i
pH 5. Najveci odziv log CFU dobiven je pri OG = 1,0 te pri 160 o/min. Dakle s obzirom na
crveno podrucje na 3D grafu, OG ima najznacajniji utjecaj na biorazgradnju PVVC-a u odnosu
na ostale parametre. Optimalni uvjeti biorazgradnje MP-a primjenom kvasca Candida
parapsilosis prikazani su u tablici 9. Optimalni uvjeti za biorazgradnju PS MP-a su 120 o/min,
pH 4,55 i OG koja iznosi 0,83. S druge strane optimalni uvjeti za biorazgradnju PVC MP-a su
163 o/min, pH 5,90 i OG koja iznosi 1,00.
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5.2. Optimalni uvjeti biorazgradnje

U daljnjem tekstu razjasnjeni su rezultati eksperimenata biorazgradnje PS i PVC MP-a
primjenom kvasca Candida parapsilosis provedenih pri optimalnih uvjetima procesa
prikazanima u tablici 9.

5.2.1. Logaritamska promjena CFU

Na slici 14 prikazana je promjena log CFU vrijednosti tijekom biorazgradnje pri
optimalnim uvjetima PS i PVC MP-a primjenom kvasca Candida parapsilosis. Promjene su
pracene tijekom 30 dana. Broj zivih stanica kvasca u 0. danu za PS pri optimalnim uvjetima
biorazgradnje iznosio je 3,10 - 107 stanica/mL, a broj zivih stanica kvasca za PVC pri
optimalnim uvjetima iznosio je 4,60 - 107 stanica/mL, SP su u oba sluc¢aja iznosile isti broj zivih
stanica kvasca u 0. danu kao i uzorci s MP-a. Na slici 14a vidljivo je kako je broj zivih stanica
kvasca u 3. danu naglo pao kako za uzorak s PS MP-a tako i za SP §to se moze pripisati fazi
prilagodbe, jer je ve¢ u 7. danu broj zivih stanica ponovno porastao. Nakon porasta u 7. danu,
broj zivih stanica kvasca do 30. dana nije previSe odstupao odnosno nastupila je stacionarna
faza rasta kvasca. Medutim, broj zivih stanica kvasca je bio veéi u uzorku s PS MP-a u
usporedbi s SP §to ukazuje na to da Candida parapsilosis koristi PS MP-a kao dodatni izvor
supstrata za rast i razvoj. Samim time moze se zakljuciti da ovaj kvasac moze razgradivati PS
MP-a. Kod biorazgradnje PVC MP-a pri optimalnim uvjetima (slika 14b) u 3. danu takoder
dolazi do pada log CFU. U ovome slucaju nije o¢it nagli porast log CFU tijekom ostatka
eksperimenata. Osim toga, nije velika razlika u broju zivih stanica kvasca u uzorcima s PVC
MP-a i SP. Najveca razlika moze se uociti u 30. danu gdje je log CFU SP naglo pao, dok je log
CFU uzorka s PVC MP-om ostao gotovo nepromijenjen u odnosu na ostatak eksperimenta.
Moze se pretpostaviti da je u SP-u ponestalo hranjivih tvari u MM za rast i razvoj kvasca, a log
CFU u tikvici s MP-om nije pao jer je Candida parapsilosis nastavila koristi PVC MP-a kao

izvor supstrata za rast i razvoj.

U niti jednom eksperimentu pri optimalnim uvjetima biorazgradnje PS i PVC MP-a nije
uocena potpuna mineralizacija MP-a, ali zaklju¢eno je da ispitivani kvasac ima potencijal za

biorazgradnju navedenih MP-a. Razgradnja je potvrdena i dodatnim analizama.
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5.2.2. FTIR-ATR spektroskopija

FTIR-ATR spektroskopska analiza provedena je nakon provedbe eksperimenta
biorazgradnje MP-a pri optimalnim uvjetima. Analiza se provodila kako bi se utvrdile moguce
nastale promjene u funkcionalnim skupinama koje Kkarakteriziraju kemijske strukture
ispitivanih PS i PVC MP-a. Na slici 15 prikazani su dobiveni FTIR spektri snimljeni nakon
predtretmana UV/S;0s®> procesom u usporedbi s FTIR spektrima nakon predtremana i
biorazgradnje MP-a pri optimalnim uvjetima. Usporedbom FTIR spektara moze se uociti da je
u slucaju obje vrste MP-a doslo do smanjenja intenziteta gotovo svih karakteristi¢nih pikova
nakon provedbe eksperimenta biorazgradnje pri optimalnim uvjetima. Osim smanjenja
intenziteta pikova, uo¢ena je i pojava novih pikova koji takoder ukazuju na razgradnju MP-a.
Na slici 15a naznacena je pojava O—H skupine (= 3450 cm™) i C=0 skupine (=1700 cm™) u
FTIR spektru PS MP-a, dok je kod PVC MP-a (slika 15b) uz O-H skupinu uocen nastanak
C=C skupine (<1650 cm™). Svi navedeni pikovi indikatori su razgradnje PS i PVC MP-a. Kao
Sto je ve¢ spomenuto, PS i PVC sadrze veliki udio aditiva, plastifikatora (poput bisfenola A,
dioktil ftalata, itd.) u svom sastavu. Uz bakterije i gljive, kvasci mogu isto kolonizirati MP-e
cestice PS-a i PVC-a. Prema literaturi [70] na temelju kemijske strukture PS-a, B-ugljik lanca
ili aromatski prsten, mogu biti napadnuti funkcionalnim enzimima kao $to je PETaza te se dalje
razgraditi na kratkolanc¢ane ugljikovodike. To pokazuje da je doslo do biorazgradnje PS-a
pomoéu enzima. Sto se tice PVC-a, prema literaturi [71] enzim lakaza sa sposobnoséu
oksidacije fenolnih spojeva moze razbiti PVC dvostruke veze 1 stvoriti nove C=0 veze. U ovom
slu¢aju to je jedan od pokazatelja da je doslo do biorazgradnje PVC-a. Takoder C—Cl veze u
strukturi PVC MP-a imaju relativno nizu energiju vezanja od C—C i C—H veza te zbog toga
dolazi do smanjenja C-Cl veze. Upravo to je prvi korak razgradnje PVC MP-a i prilikom

razgradnje nastaje C=C veza.[72]

5.2.3. TOC analiza

Rezultati dobiveni TOC analizom prilikom biorazgradnje PS i PVC MP-a pri
optimalnim uvjetima prikazani su u tablicama 12 i 13. Rezultati pokazuju promjenu vrijednosti
ukupnog ugljika (TC), organskog ugljika (TOC) i1 anorganskog ugljika (TIC) tijekom
eksperimenta biorazgradnje MP-a pri optimalnim uvjetima primjenom kvasca Candida

parapsilosis u usporedbi s SP.
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Koncentracija TOC-a tijekom biorazgradnje PS MP-a pri optimalnim uvjetima u 0.
danu pokazuje vrijednost u iznosu od 1,74 mg/L, a za PVC MP-a 1,89 mg/L. U 3. danu je kod
PS-avrijednost TOC-a porasla na 1,91 mg/L. Zatim u 7. danu dolazi do pada TOC vrijednosti,
koja se ponovno povecava u 14. danu na vrijednosti od 2,56 mg/L. U 21. i 30. danu ponovno
se javlja pad vrijednosti TOC-a. U slu¢aju PVC-a u 3. danu zabiljezen je pad TOC vrijednosti
na 1,65 mg/L te se pad nastavio i u 7. danu nakon ¢ega je u 14. i 21. danu zabiljeZen rast te je
u 21. danu zabiljezena najveca vrijednost TOC-a od 3,43 mg/L. U 30. danu zabiljezen je pad
vrijednosti TOC-a na 1,42 mg/L. Mikroorganizmi za svoj rast i razmnozavanje koriste ugljik
kao izvor hranjivih tvari §to je u skladu sa dobivenim CFU vrijednostima gdje je do porasta za
PS MP-a doslo u 30. danu ¢ime je potvrdeno da poveéanjem CFU vrijednosti dolazi do pada
koncentracije TOC-a.[73] U 21. danu je kod PVC-a, uo¢ena veca vrijednost TOC-a u uzorku
s PVC-om od uzorka SP-a te se pretpostavlja da je tu zapocela biorazgradnja PVC MP-a. Do
porasta vrijednosti TOC-a dolazi jer nastaju organske tvari kao nusprodukti biorazgradnje.
Zbog toga se provode daljnje analize kao sto je HPLC/MS analiza kako bi se potvrdilo
nastajanje ovih produkata. Kod PS-a najvisa vrijednost TC-a postignuta je u 21. danu i iznosi
2,97 mg/L, dok je najveci porast TIC-a postignut u 30. danu i iznosi 1,20 mg/L. Kod PVC-a
najvisa vrijednost TC-a je postignuta u 21. danu i iznosi 3,91 mg/L, dok je najveci porast TIC-
a postignut u 30. danu i iznosi 1,07 mg/L. Vrijednost TIC-a je u 0. danu za uzorak PS-a pri
optimalnim uvjetima biorazgradnje iznosio 0,36 mg/L, dok je u 0. danu za uzorak PVC-a pri
optimalnim uvjetima biorazgradnje iznosio 0,22 mg/L. Do najvece promjene TIC-a u uzorku
PS-a i SP-a doslo je u 21. danu, dok je u uzorku PVC-a i SP-a doslo u 30. danu. TIC oznacava
anorganski ugljik odnosno u nasem sluc¢aju CO> nastao biorazgradnjom MP-a, stoga je i za
ocekivati da ¢e se njegova koncentracija povecavati tek pri kraju procesa biorazgradnje.
Takoder moze se uociti da su vrijednosti TOC-a i TIC-a u pojedinim danima bile vece u
uzorcima s Cesticama PS-a u odnosu na PVC. Isto tako povecanje koncentracije TOC-a u
uzorku moze ukazivati na stvaranje novih produkata razgradnje i oslobadanje aditiva s povrSine
PS i PVC MP-a. Vise vrijednosti TOC-a i TIC-a ukazuju na u¢inkovitiju biorazgradnju MP-a
te se TIC veZe uz razvijanje CO2 kao jednog od mogucih produkata biorazgradnje, pa se moze
pretpostaviti da je u 30. danu doslo do najucinkovitije biorazgradnje pomocu kvasca Candida

parapsilosis.
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5.2.4. HPLC/MS analiza

Provodenjem HPLC/MS analize dobiveni su spektri masa filtrata dobivenih nakon
biorazgradnje PS i PVC MP-a pri optimalnim uvjetima kvascem Candida parapsilosis. Na slici
16 prikazani su rezultati dobiveni tijekom biorazgradnje PS-a pri optimalnim uvjetima, a na
slici 17 prikazani su rezultati dobiveni tijekom biorazgradnje PVC-a pri optimalnim uvjetima.

Prema literaturi [73] prilikom izlozenosti kvasca Candida parapsilosis PS MP-a u
vodenoj fazi moze doc¢i do otpustanja aditiva koji su dodani MP-i tijekom proizvodnje, a to je
praceno HPLC/MS analizom. Kod uzorka PS-a tijekom biorazgradnje pri optimalnim uvjetima
u 0. i 3. danu ne pojavljuju se pikovi na kromatogramu sa m/z omjerima karakteristi¢nim za
aditive ¢ime se moze pretpostaviti da nije doslo do otpustanja aditiva s povrSine PS-a. U 7. danu
pojavili su se pikovi na kromatogramu (slika 16c¢) $to zapravo ukazuje da je doslo do otpustanja
aditiva s povr$ine PS-a. U 7. danu vidljiva je prisutnost aditiva na m/z vrhuncu od 219 u obliku
[M+H]" koji moze predstavljati 4-(cikloheksoksi)-benzoat koji ima ulogu stabilizatora koji
sprjecava razgradnju uzrokovanu UV zra¢enjem. U 14. danu vidljiva je prisutnost aditiva na
m/z vrhuncu od 105 u obliku [M+H]" koji moze predstavljati formilfenil koji djeluje kao
plamenootporni aditiv. U 21. danu uocen je aditiv u omjeru m/z od 233 u obliku [M+H]* koji
predstavlja 4-(cikloheksilmetoksi)-benzoat koji djeluje kao migracijski aditiv, odnosno
postepeno se oslobada iz MP-a.[74] Na kraju u 30. danu uocen je aditiv u omjeru m/z od 227 u
obliku [M-H] koji predstavlja bisfenol A koji ima ulogu povecanja &vrstoce, tvrdoce i
otpornosti MP-a na udarce.[75] Takoder je nastao i aditiv u omjeru m/z od 273 koji predstavlja
DHB (2,5-dihidroksibenzojeva kiselina).[76] Tijekom biorazgradnje PVC-a pri optimalnim
uvjetima u 0., 3. i 7. danu ne pojavljuju se pikovi na kromatogramu ¢ime se moze pretpostaviti
da nije doslo do otpustanja aditiva s povrSine PVC-a. U 14. danu vidljiva je prisutnost aditiva
na m/z vrhuncu od 187 u obliku [M+Na]* koji predstavlja trietoksimetanol koji se koristi kao
aditiv za stabilizaciju boje.[77] U 21. danu uocen je aditiv u omjeru m/z od 806 u obliku
[M2+NH4]" koji predstavlja diizooktil ftalat koji ima ulogu povecéanja fleksibilnosti MP-a. U
30. danu uocen je aditiv u omjeru m/z od 175 u obliku [A;3B+Na]™ koji predstavlja polietilen
glikol koji u prvom redu ima ulogu plastifikatora tj. utjeCe na povecanje fleksibilnosti i
savitljivosti MP-a.[78] Spomenuti spojevi, kao i drugi aditivi, pobolj$avaju svojstva MP-a, ali

mogu uzrokovati ozbiljne ekotoksikoloske probleme.[73]
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5.2.5. Mikroskopska analiza kvasca Candida parapsilosis

Na slici 18 prikazana je mikrografija kvasca Candida parapsilosis u uzorku SP-e
snimljena prije pocetka provedbe eksperimenata biorazgradnje. Na slikama 19 i 20 prikazane
su mikrografije kvasca Candida parapsilosis u 30. danu procesa biorazgradnje MP-a pri
optimalnim uvjetima. Postupak analize opisan je u poglavlju 3.3.5.6. Na slici 19 pri uveéanju
400x moze se uociti da je povrsina ispitivane PS MP prekrivena stanicama kvasca Candida

parapsilosis, odnosno doslo je do adsorpcije kvasca na povrsinu MP-a.

Time je dokazana sposobnost Candida parapsilosis da stvara biofilm na povrsini MP-a,
a to je prvi korak u biorazgradnji MP-a s§to je jo$ jedan pokazatelj da Candida parapsilosis ima
moguénost biorazgradnje MP-a. Isto tako, na slici 20 pri uveéanju 400x moze se uociti
prianjanje stanica kvasca Candida parapsilosis na povrsinu PVC-a. Usporedbom slika 19 i 20
sa slikom 18, moze se zakljuciti kako nije doslo do morfoloskih promjena kod stanica Candida
parapsilosis koje su tipi¢énog ovalnog, jajolikog izduzenog oblika $to je u skladu sa minimalnom
toksi¢noséu MP-a.[79] Kako je doslo do adsorpcije kvasca na povr$ini MP-a i stvaranja biofilma
tijekom biorazgradnje pri optimalnim uvjetima primjenom kvasca Candida parapsilosis

pretpostavlja se da je doslo do djelomiéne biorazgradnje povrsine MP-a.

5.2.6. Odredivanje toksi¢nosti filtrata

Na kraju eksperimenta biorazgradnje MP-a pri optimalnim uvjetima kvascem Candida
parapsilosis provedeno je ispitivanje toksi¢nosti filtrata pomocu bakterije V. fischeri. Test
toksi¢nosti provodio se kako bi se utvrdili moguéi Stetni uéinci na bakteriju koji mogu nastati
kao posljedica otpustanja aditiva s povrsine MP-a ili nastanka novih organskih razgradnih
produkata prilikom biorazgradnje MP-a. Postupak ispitivanja opisan je u poglavlju 3.3.5.5. Na
slikama 21 i 22 prikazani su grafovi koji prikazuju toksicnost filtrata dobivenih nakon
biorazgradnje MP-a pri optimalnim uvjetima. Vrijednosti EC2 i ECso procijenjene su iz
grafova. ECy 1 ECso su koncentracija tvari koje rezultiraju 20%-tnim, odnosno 50%-tnim
Stetnim ucinkom na ispitivani organizam.[80] Uoceno je da §to je vrijednost manja, Stetni
ucinak je veéi. Rezultati ispitivanja toksi¢nosti filtrata pokazuju da tijekom biorazgradnje PS-a
pri optimalnim uvjetima vrijednost inhibicije (INH) vodene faze iznosi 51,43%, dok tijekom

biorazgradnje PVC-a pri optimalnim uvjetima inhibicija vodene faze iznosi 39,23%.
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Visa vrijednost inhibicije PS-a ukazuje na vecu toksi¢nost uzorka dobivenog nakon
biorazgradnje pri optimalnim uvjetima primjenom Candida parapsilosis u usporedbi s PVC-
om. Vrijednost ECo tijekom biorazgradnje PS-a pri optimalnim uvjetima iznosi 15,39%, a ECsg
iznosi 55,30%. Tijekom biorazgradnje PVVC-a pri optimalnim uvjetima EC2 iznosi 19,67%,
dok se vrijednost ECso nije mogla procijeniti iz grafa. Takoder, niza vrijednost EC2o ukazuje
na vecu toksi¢nost MP-a §to je u ovom slucaju PS. Iz svega navedenog, izmjerene visoke
vrijednosti ECx i ECso tijekom biorazgradnje MP-a ukazuju da je njihov toksi¢ni utjecaj

zanemariv.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom radu ispitivala se biorazgradnja PS i PVC MP-a primjenom kvasca Candida
parapsilosis s ciljem odredivanja optimalnih uvjeta biorazgradnje. Za provodenje ovog
eksperimenta prema literaturi su odabrani potencijalno najznacajniji ¢imbenici, te je njhov
utjecaj ispitan. Takoder, odredeni su znacajni parametri procesa biorazgradnje MP-a. Za proces
razgradnje PS i PVC MP-a kao znacajni ¢imbenik odreden je OG, a optimalnim uvjetima
biorazgradnje za PS pokazali su se pH 4,55, 120 o/min i OG = 0,83, a za PVC pH 5,90, 163
o/min i OG = 1,00. Pri optimalnim uvjetima provedene su brojne analize. FTIR-ATR
spektroskopijom uoceno je smanjenje intenziteta svih pikova, te pojava OH, C=C, C=0 veza
koji su dokaz razgradnje MP-a. Odredivala se CFU vrijednost prilikom rasta bakterija te su
CFU promjene u korelaciji s TOC vrijednostima. Tijekom biorazgradnje MP-a pri optimalnim
uvjetima uocen je porast TOC-a zbog oslobadanja aditiva s povrsine PS-a i PVC-a. To je u
skladu s rezultatima dobivenim provedbom HPLC/MS analize. Prema m/z vrhovima
identificirani su razli¢iti aditivi prisutni u MP-i kao §to su plastifikatori koji se dodaju prilikom
proizvodnje s ciljem poboljsanja njihovih svojstava. S druge strane, porast vrijednosti TIC-a
ukazuje na stvaranje CO2 koji potvrduje da je doslo do biorazgradnje MP-a primjenom Candida
parapsilosis. Odredivanjem toksi¢nosti filtrata dobivene vrijednosti EC2o i ECso pokazuju da je
toksicni utjecaj ispitivanih MP-a tijekom biorazgradnje pri optimalnim uvjetima zanemariv,
odnosno gotovo ga ni nema. Prema dobivenim rezultatima moZe se zakljuciti da potpuna
mineralizacija MP-a nije uoCena niti u jednom eksperimentu, ali potencijal Candida
parapsilosis za biorazgradnju MP-a zasigurno postoji te je potrebno provesti nova istraZivanja
kako bi se dobili konkretni zakljucci kako Candida parapsilosis djeluje i koje vrste MP-a moze
razgraditi. Vazno je napomenuti da se samom biorazgradnjom MP-a nece rijesiti problem
oneciscenja okolisa te je potrebno poduzeti nuzne strategije upravljanja otpadom za smanjenje

ukupne koli¢ine plastike koja je prisutna u okolisu.
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