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SAŽETAK 

Kontinuirana proizvodnja plastičnih proizvoda povećanog opsega te neprikladno rukovanje s 

plastičnim otpadom rezultirali su nagomilavanjem plastičnog otpada u okolišu koji se s 

vremenom razlaže na manje čestice. Sve plastične čestice manje od 5 mm nazivaju se 

mikroplastikom. U svom sastavu mikroplastika uobičajeno sadrži aditive koji poboljšavaju 

svojstva plastičnih proizvoda. Međutim, kroz godine istraživanja, utvrđeni su njihovi štetni 

učinci na biocenozu. Stoga je od izuzetne važnosti pronaći učinkovitu metodu uklanjanja 

mikroplastike iz okoliša.  

U ovom radu ispitala se biorazgradnja polistirena (PS) i poli(vinil-klorida) (PVC) primjenom 

bakterijskih kultura Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes u trajanju od 30 dana. Plan 

eksperimenata biorazgradnje dizajniran je prema Taguchi metodi prema kojem je ispitano 7 

čimbenika: pH-vrijednost, temperatura, veličina MP-a, koncentracija MP-a, broj okretaja i 

koncentracija dodane glukoze, na dvije razine – min i max vrijednost. Tijekom procesa pratio 

se broj izraslih stanica bakterija (CFU),  koncentracija ukupnog organskog ugljika (TOC), 

ukupnog ugljika (TC) i anorganskog ugljika (IC), koncentracija aniona i kationa te je 

provedena HPLC/MS analiza u svrhu identificiranja otpuštenih aditiva s površine MP-a ili 

nastalih razgradnih organskih produkata. Uzorci su okarakterizirani FTIR-ATR analizom. Na 

kraju svih procesa biorazgradnje ispitana je i ekotoksičnost filtrata primjenom bakterije Vibrio 

fischeri radi utvrđivanja postojećih potencijalnih štetnih učinaka na ispitivani organizam. 

Eksperimentalni rezultati obrađeni su korištenjem statističke analize varijance (ANOVA). 

Dobiveni rezultati ukazuju da je Bacillus cereus bolje razgradio PS, a Pseudomonas 

alcaligenes PVC. FTIR spektri PS-a i PVC-a snimljeni prije i nakon biorazgradnje upućuju na 

nastanak novih funkcionalnih skupina, gubitak postojećih te na smanjenje intenziteta pikova 

apsorpcijskih vrpci. Značajni čimbenici za biorazgradnju PS-a i PVC-a bakterijom Bacillus 

cereus su pH-vrijednost, veličina PS-a, broj okretaja, optička gustoća (OG), koncentracija 

dodane glukoze odnosno pH-vrijednost, temperatura, veličina PVC-a, OG i koncentracija 

dodane glukoze. Značajni čimbenici za biorazgradnju PS-a i PVC-a bakterijom Pseudomonas 

alcaligenes su veličina PS-a, broj okretaja i OG odnosno pH-vrijednost i veličina PVC-a. 

 

Ključne riječi: mikroplastika, biorazgradnja, značajni čimbenici, Bacillus cereus, 

Pseudomonas alcaligenes 

  

 

 



 
 

SUMMARY 

Continuous production of plastic products and unsuitable handling with plastic waste have 

resulted in accumulation of plastic waste in environment that decomposes to smaller particles 

with time. Plastic particles smaller than 5 mm are called microplastic. In it's composition, 

microplastic contains additives that improve properties of plastic products. Through years of 

experiments, their harmful effect on biocoenosis has been determined. It is of great 

importance to find a successful method of removing microplastics out of the environment.  

In this work, the process of biodegradation of polystyrene (PS) and polyvinyl chloride (PVC) 

with bacteria Bacillus cereus and Pseudomonas alcaligenes has been conducted for 30 days. 

Experiment plan of biodegradation was designed by Taguchi method in which 7 factors are 

tested: pH-value, temperature, size of MP, concentration of MP, number of RPM and 

concentration of added glucose on two levels- min and max value. During the process, the 

number of grown bacterial cells (CFU), the concentration of total organic carbon (TOC), total 

carbon (TC) and inorganic carbon (IC), the concentration of anions and cations were 

monitored, and HPLC/MS analysis was performed to identify released additives from the 

surface of MP or the resulting decomposition organic products. Samples are characterized 

with FTIR-ATR analysis. At the end of the each proces of biodegradation, ecotoxicity of 

filtrate was examined with bacteria Vibrio fischeri for determining potential harmful effects 

on the test organism. Experimental data were processed using statistical variance analysis 

(ANOVA). 

Results indicate that Bacillus cereus degraded PS better and Pseudomonas alcaligenes PVC. 

FTIR spectrum of PS and PVC took before and after of biodegradation MP shows 

development of new functional groups, the loss of the ones existing and reduction of intensity 

of peaks of absorption bands. Significant factors for biodegradation of PS and PVC with 

Bacillus cereus are pH-value, size of MP, number of RPM, OG and concentration of added 

glucose  respectively pH-value, temperature, size of PVC, OG and concentration of added 

glucose. Significant factors for biodegradation of PS and PVC with Pseudomonas alcaligenes 

are size of PS, number of RPM and OG respectively pH-value and the size of PVC. 

 

Key words: microplastics, biodegradation, significant factors, Bacillus cereus, Pseudomonas 

alcaligenes 
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1. UVOD  

Plastika je uobičajena sastavnica svakodnevice ljudskog života poznata od davnina. Međutim, 

sve bržim razvojem industrije, konstantnim porastom ljudske populacije te povećanjem 

životnog standarda proizvodnja plastike se je značajno povećala.
1
 Ako se nastala plastika 

pravilno ne zbrine ili reciklira, može završiti u okolišu u kojem ostaje stoljećima razlažući se 

na manje dijelove pod utjecajem različitih atmosferskih uvjeta. Dijelovi manji od 5 mm 

definiraju se kao mikroplastika (MP) te predstavljaju razlog za zabrinutost i opasnost po 

okoliš.1
 
Prema studiji objavljenoj 2018. godine dosad je proizvedeno 8,3 milijarde t MP-a od 

čega 6,3 milijarde t pripada plastičnom otpadu.
2
 Zahvaljujući brojnim prednostima kao što su 

mala težina, velika izdržljivost, otpornost na različite kemikalije i ekonomska isplativost, 

plastika je glavni izbor prilikom odabira materijala u raznim industrijskim i gospodarskim 

sektorima te uslužnim djelatnostima. Samo neke od navedenih djelatnosti različitih grana su: 

graditeljstvo, transport, ambalaža, proizvodnja električne energije i elektroničkih uređaja, 

poljoprivreda, medicina i sl.
,3
 Jedan dio MP-a se proizvodi namjerno radi upotrebe u 

kozmetičkim proizvodima i procesima pjeskarenja dok drugi dio MP-a nastaje nenamjerno 

kao posljedica razgradnje većih komada plastike uslijed djelovanja različitih okolišnih 

čimbenika. Primjerice, prilikom korištenja pilinga za tijelo koji služi za čišćenje kože, dolazi 

do ispiranja MP-a koji putem odvodnje dospijeva na uređaje za obradu otpadnih voda. Nakon 

obrade otpadnih voda dio MP-a zaostane u obrađenoj vodi koja se ispušta u prirodni 

recipijent, a drugi dio MP-a zaostane u aktivnom mulju koji se odlaže na poljoprivredna 

područja. Na taj se način MP-e akumulira u različitim dijelovima ekosustava gdje se teško ili 

uopće ne razgrađuje te  predstavlja potencijalnu opasnost za biljni i životinjski svijet.
4
 Tako je 

tijekom godina nagomilavanja u okolišu, MP postala velik ekološki problem na globalnoj 

razini.
5 

Svake godine preko 1 milijun morskih ptica i 100 000 morskih sisavaca ugine uslijed 

kontinuiranog izlaganja MP-u. 700 morskih vrsta je na rubu izumiranja uključujući havajske 

tuljane i morske kornjače zahvaljujući gutanju MP-a kao zamjenu za izvor hrane.
6
 Osim na 

veće sisavce, čestice MP-a utječu i na najsitnije organizme koji se kroz prehrambeni lanac 

mogu probiti do viših razina. Na taj način MP cirkulira unutar prehrambenog lanca, a na 

posljetku dospijeva i u ljudski organizam. Prekomjerno onečišćenje mora MP-om uzorkovalo 

je nastanak 500 mrtvih zona u kojima je utvrđen nedostatak kisika. Posljedica tomu je 

migracija morskih organizama na druga područja uslijed čega se narušava ravnoteža morske 

populacije na tim drugim područjima.
7
 Poznato je da su aditivi koji se koriste prilikom 
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proizvodnje MP-a kancerogeni i da ometaju hormonski sustav tijela uzrokujući reproduktivne, 

neurološke i imunološke poremećaje i kod ljudi i kod divljih životinja.
8
 Kod 95% ispitanih 

osoba u SAD-u pronađena je određena količina bisfenola A (BPA) u mokraći.
6
  

Štetno djelovanje različitih vrsta MP-a može se ispitati testovima ekotoksičnosti poput testa s 

Vibrio fischeri
9
, slatkovodnim i morskim algama

10
, vodenbuhom Daphnia magna

11
, 

zebrafish
12

, te primjenom različitih crva
13 

ako se ispituje toksičnost tla i sedimenta. S obzirom 

na to da su navedena štetna djelovanja MP-a na biosferu u kojoj živimo samo jedna u nizu 

postojećih, nužno je razviti učinkovite metode uklanjanja MP-a iz okoliša. Iako postojeća 

zakonska regulativa zabranjuje nepropisno odlaganje MAP-a u okoliš, ona još uvijek ne 

propisuje zakone koji definiraju dopuštene količine MP-a u okolišu. Stoga je od izuzetne 

važnosti definirati koncentraciju MP-a koja je prihvatljiva za okoliš, a sve u svrhu njegove 

zaštite  i zaštite ljudskog zdravlja. Zasad se je kao najučinkovitija metoda uklanjanja MP-a iz 

okoliša pokazala kombinacija fizikalno-kemijskih i bioloških procesa iako se ti procesi mogu 

koristiti i odvojeno. Fizikalno-kemijska razgradnja MP-a odnosi se na mehaničke, kemijske i 

toplinske procese, dok biorazgradnja uključuje primjenu različitih mikroorganizama poput 

bakterija (rod Bacillus
14

, Rhodococcus
15

, Pseudomonas
16

), gljiva (rod Aspergillus
17

, 

Trichoderma
18

, Zalerion
19

), u manjem udjelu alge (Anabaena spiroides
20

, Navicula pupula
20

, 

Scenedesmus dimorphus
20

), razne vrste plijesni (Aspergillus niger
17

, Aspergillus 

tubingensis
15

) i kvasaca (Penicillium simplicissimu
19

,  Penicillium pinophilum
19

).
4  

U ovom radu provedeni su pokusi biorazgradnje MP-a, polistirena (PS) i poli(vinil-klorida) 

(PVC) pomoću bakterija Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes u svrhu utvrđivanja 

značajnih čimbenika procesa biorazgradnje. Dizajn eksperimenata kreiran je prema Taguchi 

metodi prema kojoj je ispitano 7 čimbenika - pH vrijednost, temperatura, broj okretaja, 

veličina MP-a, koncentracija MP-a, OG i dodatak glukoze, na dvije razine – minimalna i 

maksimalna vrijednost. Ispitana je i ekotoksičnost filtrata po završetku pokusa primjenom 

bakterije Vibrio fischeri
9
.   
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2. TEORIJSKI DIO 

2.1. Mikroplastika 

Pojmovi ,,mikroplastika“ i ,,makroplastika“ prvi put se pojavljuju 1968. godine u publikaciji 

istraživačkog laboratorija za materijale Američkih zračnih snaga.  Pojam ,,mikroplastika“  je 

opisivao manje deformacije plastičnih materijala kao odgovor na vanjsko opterećenje dok se 

je  pojam ,,makroplastika“ koristio za opisivanje većih plastičnih deformacija. Red veličine 

deformacije mikroplastike odgovarao je rasponu od mikroinča do inča. Otkrićem prisutnosti 

plastičnih komadića u vodenim ekosustavima 1970. godine pojmovi ,,mikroplastika“ i 

,,makroplastika“ dobivaju novo značenje, a to je vrijednost fizičke veličine plastičnih 

komadića.
21

 Godine 1972. je u svijetu objavljena informacija da ogromne količine malih 

plastičnih čestica plutaju površinom Sargaškog mora, što je potaknulo razvoj svijesti kod ljudi 

vezanu za razmjere plastike prisutne u vodenim ekosustavima.
22

 Međutim, sve do 2004. 

godine kada su istraživači uveli pojam MP-a za male komadiće plastike prikupljene s plaža i 

sedimenta u Plymouthu (Ujedinjeno Kraljevstvo), plastika se nije razlikovala prema veličini 

te je MP-e nazivana plastičnim česticama. Upotreba izraza ,,mikroplastika“ na kraju je 

usvojena i od strane znanstvene zajednice te ju je Upravljački odbor pomorske Nacionalne 

uprave za ocean i atmosferu (NOAA, engl. Steering Committee of the National Oceanic and 

Atmospheric Administration) definirao kao komadićima plastike manjim od 5 mm duž 

najduže dimenzije. Iste je godine prihvaćena i podjela plastike prema veličini čestica.
 21

 

(Tablica 2.1.)  

 

Tablica 2.1. Podjela plastike prema veličini čestica
 21 

Kategorija Kratica  Veličina čestica 

Makroplastika MAP ≥25 mm 

Mezoplastika MEP <25 mm – 5 mm 

Mikroplastika MP <5 mm – 1 µm 

Nanoplastika NP <1 µm  

 

Općenito se danas MP-e definira kao bilo koji komad plastike u rasponu veličine od 5 mm do 

1 µm duž svoje najduže dimenzije, a njezin izraz se koristi kao skupni naziv za opisivanje 

heterogene mješavine plastičnih čestica. Te plastične čestice karakterizira različita veličina, 

oblik, gustoća, boja, kemijski sastav, čvrstoća, žilavost, prozirnost i dr. Oblici čestica 
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heterogene mješavine su razni, od potpuno sferičnih do izduženih vlakana. 
 
Osim prema 

veličini čestica, MP-e se može podijeliti i prema podrijetlu i to na: primarnu i sekundarnu.
21,23 

Primarnu mikroplastiku obično čine male sferne mikrokuglice koje su namjerno 

proizvedene u industriji plastike za upotrebu: u kozmetičkim proizvodima u svrhu olakšane 

kontrole viskoznosti i stvaranje filma, kao abrazivna sredstva u pilinzima za dubinsko 

čišćenje kože, u zubnim pastama u svrhu izbjeljivanja zubi te ostalim proizvodima za osobnu 

njegu. Nadalje, mikrokuglice se koriste i prilikom aktivnosti pjeskarenja.
21

 Na slici 2.1. 

prikazana je MP prisutna u kozmetičkom proizvodu. 

 

 

Slika 2.1. MP u kozmetičkom proizvodu.
. 

 

Drugi oblik primarne MP-e čine male obojene plastične kuglice koje služe kao industrijska 

sirovina u plastičnoj industriji u procesima topljenja i oblikovanja u veće plastične forme. Ova 

vrsta plastičnih čestica je također namjerno proizvedena. Stoga, glavni izvor plastičnog 

onečišćenja u okolišu, ali ne i jedini, predstavljaju upravo ove plastične kuglice koje se 

upotrebljavaju kao industrijska sirovina. Direktnim izlijevanjem vode iz odvodnih cijevi u 

okoliš dolazi do povećanja koncentracije plastičnih kuglica u okolišu. Drugi izvor plastičnog 

onečišćenja je nenamjerno oslobađanje MP-a u okoliš npr. putem industrijskih izvora.
21

 U 

primarnu MP-e ubrajaju se i sintetička vlakna koja se koriste za proizvodnju odjeće. S 

obzirom na veličinu tekstilne industrije, može se pretpostaviti da su sintetička vlakna drugi po 

redu najzastupljeniji oblik plastičnog onečišćenja u vodenom okruženju. Tu su činjenicu  

potvrdili i oporabljeni uzorci sintetičke odjeće iz okoliša pronađeni od strane znanstvenika. 

Oporabljeni uzorci su rezultat procesa pranja. Jedan komad sintetičke odjeće oslobađa više od 
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2000 plastičnih vlakana u samo jednom ciklusu pranja.
21 

Put kojim sintetička vlakna 

dospijevaju u more i oceane gdje se talože, su vodotoci i kanalizacijski sustavi. Stoga ni ne 

čudi da se tekstilna industrija smatra jednom od većih opasnosti za okoliš.
21

 Osim toga, 

utvrđeno je da velike količine MP-a mogu proći ravno kroz sabirne filtre na komunalnim 

uređajima, odnosno zaostati u aktivnom mulju, te ispiranjem dospjeti u podzemne vode te 

tako onečistiti izvore pitke vode čime se dodatno povećava koncentracija MP-a u okolišu. 

Kako bi se spriječio dotok novih onečišćujućih tvari u okoliš i regulirala koncentracija 

postojećih, u pravilnike je neophodno uvesti sustave praćenja koncentracije MP-a te je 

potrebno zakonski odrediti maksimalno dozvoljenu koncentraciju MP-a u pitkim i otpadnim 

vodama.
24 

Na slici 2.2. prikazani su pojedini izvori čestica MP-e te izgled istih. 

 

 

Slika 2.2. Prikaz pojedinih izvora primarne MP-e pripadajućih oblika čestica koje čine MP.
25 

 

Sekundarnu mikroplastiku čine nepravilni komadići plastike nenamjerno nastali kao 

rezultat razgradnje većih komada plastike poput plastičnih vrećica, boca te užadi i mreža za 

ribolov. Razgradnja plastike traje određeni vremenski period i inicirana je izlaganjem UV 

svijetlu i/ili mehaničkim silama (plimni valovi, morske struje i vjetar).
21

 Drugi izvor 

sekundarne MP-e predstavljaju odbačeni tepisi i mreže protiv grabežljivaca koje zbog svoje 

vlaknaste prirode mogu ispuštati velike količine plastičnih vlakana u vodu. Procjenjuje se da 

je prisutnost 18% MP-a u vodi rezultat razgradnje plastičnih užadi i mreža. Osim toga, 

procijenjeno je i da Europa onečišćenju okoliša sekundarnom MP-e doprinosi između 68 500 

i 275 000 tona godišnje.
26 
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2.2. Vrste mikroplastike 

MP-e pripada skupini plastičnih materijala tzv. poliplasti koji se prema ponašanju pri 

povišenim temperaturama mogu podijeliti na plastomere i duromere, ovisno o tome mogu li 

se višestruko taliti ili ne. Plastomeri imaju linearnu, razgranatu strukturu stoga su skloni 

višestrukom taljenju i oblikovanju bez promjene kemijske strukture dok se duromeri, nakon 

što se jednom oblikuju se ne mogu više oblikovati. Razlog tomu je umreženost kemijske 

strukture duromera.
27

 Mogućnost oblikovanja plastičnih materijala daje prednost plastici 

prilikom odabira materijala u odnosu na ostatak materijala jer se njezinim korištenjem 

smanjuju troškovi i vrijeme proizvodnje čime se olakšava i ubrzava masovna proizvodnja 

plastičnih proizvoda.
21

 Najpoznatiji plastomeri su: polietilen (PE), polipropilen (PP), 

polistiren (PS), poli(vinil-klorid) (PVC) i poli(etilen tereftalat) (PET) dok se poliesterske, 

poliakrilne, poliuretanske, polialkilne, epoksi i fenolne smole ubrajaju u najpoznatije 

duromere.
28 

Otprilike oko 90% ukupne proizvodnje plastike u svijetu čine: PE s 36%, PP s 21%, PVC s 

12%, poliester (PES), poliuretan (PU) i PS s <10% te PET.
28,29 

U Tablici 2.2. prikazana su 

fizikalna, kemijska i toplinska svojstva PS-a, PVC-a, PE-a, PP-a i PET-a. 

 

Tablica 2.2. Fizikalna, kemijska i toplinska svojstva MP-a
28,29 

 

Polimer 

 

Monomer 

 

Gustoća 

Temperatura 

staklišta 

Temperatura 

tališta 

Temperatura 

raspada 

 

PS 

  

 -

C6H5CH=CH2- 

 

 

1,04-

1,06 

 

 

+1,6 

 

   239 – 275 

 

 

285 

 

PVC 

 

-CH2-CH(Cl)- 

 

 

1,37-

1,53 

 

+80 

 

103-230 

 

200 

 

 

PE 

 

 

-CH2-CH2- 

 

 

0,90 – 

0,98 

 

 

-75 

 

 

110 – 138 

 

 

335 

 

 

PP 

 

 

-CH(CH3)-

CH2- 

 

 

0,84 – 

0,91 

 

 

-20 

 

 

120 – 176 

 

 

328 

 

 

PET 

 

 

-O-C(=O)-

C6H5-C(=O)-

O-CH2-CH3 

 

1,33 – 

1,46 

 

 

+0,2 

 

 

245 – 265 

 

 

285 – 329 
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2.2.1. Polistiren 

Čisti polistiren je plastomer amorfne strukture koji se dobiva radikalskom polimerizacijom 

stirena prikazanoj na slici 2.3.
29,30

 Molekulska masa PS-a kreće se od 100 000 do 400 000. 
35

 

 

 

Slika 2.3. Prikaz dobivanja PS-a radikalskom polimerizacijom stirena
30 

 

PS je aromatski polimer u čijoj se strukturi umjesto jednog vodika pojavljuje benzen. PS je 

kemijski inertan što znači da je otporan na kiseline i lužine. Lako se otapa u kloriranim i 

aromatskim organskim otapalima poput benzena i toluena.
29,30

 Od mehaničkih svojstava PS-a 

valja istaknuti visoku čvrstoću (46-55 MPa) i nisku elastičnost (isteže se 3-4 %).
30 

Dobra 

električna izolacijska svojstva PS-a rezultat su njegove čiste ugljikovodične prirode, a 

izolacijske karakteristike zadržava čak i u vlažnim uvjetima.
29-31

 Posjeduje svojstvo velike 

optičke prozirnosti, jeftin je i lako se prerađuje. Međutim, lomljiv je i ima nisku udarnu 

žilavost. No, bez obzira na navedene nedostatke, često se upotrebljava u svakodnevici i 

njegova proizvodnja iznosi i do nekoliko milijuna tona godišnje.
32 

PS se može pronaći u 

čvrstom i pjenastom obliku. Jedan od najčešće korištenih polistirenskih proizvoda u 

pjenastom obliku je stiropor (Slika 2.4. a) čiji je postupak proizvodnje u vlastitom aranžmanu 

razvila tvrtka Dow Chemical Company 1941. godine.
32

 Polistirenski otpjenci se najčešće 

koriste kao ambalažni materijal u svrhu zaštite hrane ili kao punilo u svrhu zaštite proizvoda 

prilikom njihova transporta. Primjenjuju se i za izradu jednokratnih posuda za pakiranje 

hrane. Čvrsti oblici PS-a se najčešće upotrebljavaju u medicinske svrhe kao pomoć pri uzgoju 

tkiva, u obliku raznih epruveta, Petrijevih zdjelica, dijagnostičnih komponenti, raznih 

medicinskih čašica ili u svakodnevnim predmetima kao što su ambalaža i kućišta na 

detektorima dima.
32 

Ključnu ulogu u spašavanju života imaju čvrsti oblici PS-a kao 

transportna ambalaža za prijevoz organa za transplantaciju (Slika 2.4. b) jer predstavljaju 

najjednostavnije i najjeftinije rješenje koje zadovoljava potrebne uvjete toplinske izolacije.
32  
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Radi
 
manje učinkovitosti prilikom recikliranja PS-a, utvrđena je smanjena potražnja za njim, 

u odnosu na PP i PET.
34

  

 

 

(a)                                                                      (b) 

Slika 2.4. PS u pjenastom obliku kao stiropor
33

 (a), u čvrstom obliku kao transportna 

ambalaža za prijevoz transplatacijskih organa
32

 (b) 

 

2.2.2. Poli(vinil-klorid)  

PVC je dugolančani polimer koji nastaje slobodno-radikalskom polimerizacijom vinil-klorida 

(Slika 2.5.).
35

  

 

Slika 2.5. Prikaz kemijske strukture monomera PVC-a 
29 

 

Komercijalni PVC su amorfni plastomeri s kristalnom fazom koja čini otprilike 10% 

matriksa.
35

 PVC je vinilni polimer kojemu je jedan atom vodika zamijenjen atomom klora te 

posjeduje visoku polarnost jer sadrži 57% mase klora. Visoka polarnost PVC-a omogućuje 

inkorporaciju različitih aditiva (plastifikatori, modifikatori) u njegovu strukturu u svrhu 

zadovoljavanja različtih svojstava konačnih proizvoda kao što su: fleksibilnost, elastičnost, 

otpornost na udarce, sprječavanje rasta mikroba i slično.
35-37

 PVC ima malu gustoću što 

rezultira relativno niskim troškovima materijala s obzirom na količinu radi čega je ekonomski 

isplativ.
36,37 

PVC je kemijski inertan prema svim anorganskim otopinama, razrijeđenim 
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kiselinama, lužinama i alkoholu što ga čini otpornim na koroziju te odličnim materijalom za 

proizvodnju kanalizacijskih cijevi.
38 

Najviše se koristi u građevinskoj industriji u obliku PVC 

stolarije, cijevi, stropnih pločica, raznog namještaja, PVC folija za hidroizolaciju (Slika 2.6. a) 

i sl.
36

  U proizvodnji medicinskih i kliničkih plastičnih proizvoda, PVC čini oko 25%. 

Međutim, u ovom se slučaju postavlja pitanje sigurnosti prilikom njegove upotrebe. U 

svakodnevici se još koristi i kao sastavni dio odjeće, sintetičke kože te različitih ambalaža za 

prehrambene (Slika 2.6. b) i druge proizvode. Glavni razlozi široke primjene PVC-a su: niska 

cijena, trajnost, vodootpornost te jednostavnost obrade i mogućnosti prilagodbe njegovih 

svojstava širokom rasponu primjene.
36,37 

 

 

 

(a)                                                                 (b) 

 

Slika 2.6. PVC u obliku folije za hidroizolaciju
39

 (a) i ambalaže za jaja
40

 (b) 

 

2.3. Svojstva mikroplastike 

Općenito su svojstva nekog materijala rezultat odnosa strukture i kemijskog sastava. Stoga se 

s obzirom na sastav nekog materijala razlikuju fizikalna, kemijska, toplinska, električna, 

magnetska, mehanička, optička i druga svojstva. Fizička karakterizacija uključuje određivanje 

veličine, oblika i boje čestica MP-a dok se kemijska karakterizacija temelji na istraživanju 

sastava MP-a.
  

Za provedbu kemijske karakterizacije MP-a primjenjuju se različite metode i 

uređaji poput infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom (FTIR), Ramanova 

spektroskopija (RS), skeniranje elektronskim mikroskopom (SEM), te tekućinska i plinska 

kromatografija.
29 
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2.3.1. Kemijski sastav i struktura mikroplastike 

Prema kemijskom sastavu plastiku tvore sintetski ili polusintetski organski polimeri plastičnih 

svojstava, tzv. poliplasti, koji nastaju polimerizacijom monomera ekstrahiranih iz fosilnih 

goriva poput ugljena, nafte i zemnog plina.
41

 Tako dobiveni polimeri u većini slučajeva ne 

zadovoljavaju u cijelosti potrebe krajnjih potrošača radi neodgovarajućih svojstava plastičnih 

proizvoda. Stoga se najčešće u svrhu oblikovanja i modifikacije te dobivanja željenih 

svojstava (fleksibilnost, elastičnost, otpornost na udarce, sprječavanje rasta mikroba i sl.) 

konačnog plastičnog proizvoda, plastici dodaju različiti aditivi poput plastifikatora, UV 

stabilizatora, modifikatora, antioksidansa i mnogih drugih.
42

 Najčešći kemijski spojevi koji se 

dodaju u plastične proizvode su: bisfenol A (BPA), polibromirani difenil eteri (PBDE), ftalati 

i nonilfenoli.
8
 U studiji provedenoj 2006. godine pokazalo se da su navedeni spojevi štetni 

kako za vodeni okoliš tako i za ljude te da imaju značajan utjecaj na preživljavanje ispitivanog 

organizma Amphibalanus (Balanus).  Iste je godine studija koja se odnosila na lako 

reciklirajuću plastiku (PE, PP, PVC, PET i PS) pokazala da se štetni kemijski spojevi iz 

aditiva lako ispiru s plastične površine stvarajući na njoj prostor za adsorpciju toksičnih tvari 

iz prirodnog okruženja.
41,43

  

U Tablici 2.3. prikazan je popis izdvojenih vrsta aditiva (bojila, konzervansi, antioksidansi, 

regulatori kiselosti, stabilizatori, emulgatori, zgušnjivači, tvari za zadržavanje vlage te 

pojačivači okusa) s odgovarajućim primjerima i njihovim e-brojevima. Navedeni aditivi 

smatraju se aditivima dvostruke namjene s obzirom na to da se koriste u plastičnim 

materijalima koji dolaze u direktni kontakt s hranom, a koji su navedeni u zakonodavstvu o 

prehrambenim aditivima.
44,45 

Crvenom bojom su označeni aditivi koje bi svakako trebalo 

izbjegavati. Aditive označene žutom bojom ne bi trebalo često konzumirati, a aditive 

označene zelenom bojom se može konzumirati jer ne ugrožavaju ljudsko zdravlje.  
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Tablica 2.3. Prikaz prehrambenih aditiva s odgovarajućim e–brojem te pripadajućom vrstom 

aditiva
44,45 

Vrsta aditiva E-broj Naziv aditiva 

 

 

Bojila 

E100 Kurkumin, Curcumin 

 

E104 

Kinolinsko žuto, Quinoline 

yellow 

E127 Eritrozin, Erytrosine 

 

Konzervansi 

E200 Sorbinska kiselina 

E210 Benzojeva kiselina 

E22 Sumporov dioksid 

 

Antioksidansi, regulatori 

kiselosti 

E300 Askorbinska kiselina 

E330 Limunska kiselina 

E339 Natrijevi fosfati 

E312 Dodecil-galat 

 

Stabilizatori, emulgatori, 

zgušnjivači, tvari za 

zadržavanje vlage... 

E406 Agar 

E415 Ksantan guma 

E452 Polifosfati 

E412 Guar guma 

 

Pojačivači okusa 

E650 Cinkov acetat 

E630 Inozinska kiselina 

E625 Magnezijev glutaminat 

 

2.3.2. Fizikalna svojstva  

Fizikalna svojstva plastike koja su ujedno i najvažniji pokazatelji koji određuju sudbinu i 

rasprostranjenost MP-a u okolišu, a nakon toga i dostupnost MP-a bioti, su veličina, oblik i 

gustoća. Primarna MP-e je obično pravilnog većinom sferičnog oblika dok je sekundarna MP-

e najčešće nepravilnog oblika i različitih veličina.
46 

Specifična gustoća plastičnih čestica ima 

širok raspon vrijednosti i razlikuje se ovisno o vrsti polimera i postupku proizvodnje. Gustoća 

svih vrsta MP-a kreće se u rasponu od <0,05 g/cm
3
 za polistirensku pjenu do 2,1-2,3 g/cm

3
 za 

PET.
23

 Gustoća MP-a pokazatelj je koji značajno utječe i na raspodjelu veličine čestica MP-a 

u okolišu; MP-a manje gustoće od morske vode pluta u površinskom sloju ili je suspendirana 

u vodenom stupcu-
47,48

, dok je MP-e veće gustoće koncentrirana u bentonskim sredinama.
23

  

S obzirom na to da ne postoji univerzalna metoda kojom se sa sigurnošću mogu potvrditi svi 

pokazatelji fizičke karakterizacije čestica MP-a, znanstvenici najčešće koriste kombinaciju 

optičke mikroskopije s vizualnom identifikacijom. Kombinacija ovih metoda se koristi radi 

jednostavnosti, ekonomičnosti i mogućnosti provedbe in situ odnosno na mjestu uzorkovanja. 

No, bez obzira na dobivene rezultate, potrebno je provesti dodatnu analizu već spomenutim 
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spektroskopskim metoda u svrhu potvrde identifikacije MP-a. Upotreba kemijskih metoda u 

svrhu identifikacije MP-e se izbjegava jer većinom dolazi do promjene kemijskih svojstava.
23

 

 

2.3.3. Mehanička svojstva 

Svojstva plastike kao i ostalih polimera određena su monomernim sastavom i duljinom lanca 

polimera koja utječe na njihovo fizičko stanje. Polimer s duljim molekularnim lancima ima 

jače intermolekularne Van der Waalsove interakcije što rezultira većom čvrstoćom i žilavošću 

tog polimera.
27

 Međutim, koliko god da su svojstva čvrstoće i žilavosti plastike poželjna, s 

druge strane, koče razgradnju plastike u okolišu te predstavljaju problem i izazov znanstvenoj 

zajednici koja se bavi s tim problemom.
21

 Dio plastičnih polimera ima djelomično kristalnu 

(uređenu) strukturu dok preostali dio polimera ima amorfnu strukturu čiju je stabilnost, radi 

neuređenosti, lako narušiti. Amorfni polimeri se nazivaju još i ''staklasti'' polimeri dok se 

polukristalni (semikristalni) polimeri nazivaju i ''gumeni'' polimeri. Razlika u uređenosti 

strukture polukristalnih i amorfnih polimera prikazana je na slici 2.7. 

 

 

Slika 2.7. Prikaz stanja uređenosti amorfnih i semikristaliničnih polimera. 

 

Kristalnost je svojstvo koje govori o strukturnom poretku atoma i molekula, a iz njega 

proizlaze svojstva gustoće, prozirnosti i tvrdoće pojedinog polimernog materijala. Primjeri 

amorfne plastike su akrilonitril butadien stiren (ABS), polistiren (PS) i poli(vinil-klorid) 

(PVC), dok su inženjerski plastični polieter eter keton (PEEK), politetrafluoretilen i PET 

primjeri su semikristalnih plastičnih polimera.
21 
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2.4. Adsorpcija onečišćujućih tvari na površinu mikroplastike 

Osim što same po sebi mogu predstavljati opasnost po okoliš i žive organizme, čestice MP-a 

imaju i sposobnost adsorpcije štetnih tvari na svoju površinu. Sposobnost vezanja štetnih tvari 

MP-a je jako velika, a najčešće na sebe adsorbiraju teške metale, farmaceutike, poliklorirane 

bifenile (PBC), policikličke aromatske ugljikovodike (PAH), heksaklorcikloheksane (HCH), 

diklordifeniltrikloretan (DDT) i pesticide. Navedeni spojevi pripadaju skupini tvari koje se 

prirodno u većini slučajeva u okolišu neće naći i koje su njemu strane. Ti se spojevi nazivaju  

ksenobiotici.
49-51 

Adsorpcija štetnih tvari na površinu MP-e ovisi o adsorpcijskom kapacitetu 

svake pojedine vrste MP-a. Značajan utjecaj na adsorpcijski kapacitet čestica MP-a imaju 

njihova karakteristična fizikalno-kemijska svojstva poput specifične površine, polarnosti, 

stupnja kristalnosti i raspodjele veličine pora.
51

 Na slici 2.8. prikazani su kemijski spojevi koji 

imaju sposobnost adsorpcije na površinu mikroplastičnih čestica. Nepolarne molekule će 

adsorbirati nepolarne onečišćujuće tvari dok će polarne makromolekule poput PVC-a i PET-a 

adsorbirati polarne onečišćujuće tvari.
51,52

 MP-e niske kristalnosti adsorbirat će više 

hidrofobnih organskih onečišćujućih tvari od MP-e s većom kristalnosti.
51

 Usporedbom 

najčešće korištenih plastičnih materijala: PE, PP, PS i PVC, utvrđeno je da najveći stupanj 

kristalnosti ima PE, potom ga slijede PP, PS dok najmanji stupanj kristalnosti ima PVC.
51

 

Starenjem MP-e propada i razgrađuje se što rezultira povećanjem njezine površine kao 

posljedica nastanka pukotina. Povećanjem površine MP-a povećava se i  adsorpcija 

onečišćujućih tvari na površini MP-a.
21,49,53 

Osim navedenih fizikalno-kemijskih svojstava, na 

adsorpciju značajno utječu i okolišni uvjeti u kojima se ona odvija. Primjerice, na adsorpciju 

onečišćujućih tvari u vodenim ekosustavima značajno utječu salinitet i pH-vrijednost. 

Povećanjem pH-vrijednosti vode, povećava se i adsorpcija teških metala
49

. Povećanjem 

saliniteta povećava se adsorpcija onečišćujućih tvari na PE.
49

 Utvrđeno je i da se povećanjem 

saliniteta povećava i adsorpcija PAH-ova na MP-u. Dosadašnja istraživanja su pokazala da se 

fenantren kao vrsta PAH-a najbolje adsorbira na PE, potom na PP, a najmanje na PVC. 

Utvrđeno je i da PS adsorbira više PAH-ova od ostalih ispitanih plastika što se pripisuje 

aromatskoj skupini na PS-u.
41

 Dokazano je da je adsorpcija antibiotika na MP-u u morskoj 

vodi manja od adsorpcije antibiotika na MP-u u slatkoj vodi. 
2,41 
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Slika 2.8. Adsorpcija štetnih tvari na površinu čestica MP-a 

 

2.5. Mikroplastika u okolišu 

Jačanjem industrijalizacije, porast broja stanovništva je značajno ubrzan pri čemu je razvijena 

i potreba za novim proizvodima.
54 

U tom se je kontekstu među materijalima plastika 

nametnula kao izbor broj jedan zahvaljujući karakteristikama poput niske cijene, visoke 

izdržljivosti i lakoće. Upravo ove karakteristike omogućile su brz razvoj i olakšanu 

proizvodnju novih plastičnih proizvoda. Na slici 2.9. prikazana je globalna proizvodnja 

plastike u razdoblju od 1917. godine do 2017. godine iz koje se može zaključiti da je u 

razdoblju od 100 godina proizvodnja plastike značajno porasla i to sa svega par tona na 

veličinu proporcionalnu megatonama na godišnjoj razini.
55

 

 

Slika 2.9. Prikaz globalne proizvodnje plastike od 1917. godine do 2017. Godine
55 
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Upravo taj porast količine proizvedene plastike u razdoblju od 100 godina i daljnja masovna 

proizvodnja različitih proizvoda plastičnih svojstava doveli su plastiku u poziciju nepoželjnog 

materijala te glavnog problema od globalne važnosti jer je uočeno da MP neadekvatnim 

zbrinjavanjem dospijeva u sastavnice svih biosfera (hidrosfera, atmosfera i litosfera) u sve 

većem i većem obujmu. S vremenom se plastika akumulira u okolišu i razgrađuje pod 

utjecajem okolišnih čimbenika na sve manje i manje čestice štetno djelujući na okoliš i 

čovjeka. Na slici 2.10. prikazan je prijenos MP-a između ekosustava unutar biosfere, te 

najčešća mjesta na kojima se MP-e skuplja. 

 

 

Slika 2.10. Prikaz prijenosa i mjesta nakupljanja mikroplastike u okolišu.
56 

 

Najveći udio MP-a pronađen je u vodenim ekosustavima, dok je nešto manji udio čestica MP-

a pronađen u litosferi i atmosferi. Međutim, i taj manji udio čestica MP-a je dovoljan da 

ugrozi biljni i životinjski svijet, a posredno i ljudsko zdravlje.  

 

2.5.1. Mikroplastika u vodenim ekosustavima 

Pretpostavlja se da su oceani spremnici 8 milijardi kilograma plastike koja se na godišnjoj 

razini ispuni u nj što je ekvivalent kamionu za smeće punom plastike koji se svake minute 

istovari u ocean. Procjenjuje se da će masa plastike do 2050. godine premašiti masu ribe u 

oceanima.
6
 Novija istraživanja pokazuju da je MP-e pronađena čak i u arktičkom području 

odnosno ledenjacima.
21,57

 50 milijardi kilograma plastike koja se trenutno nalazi u oceanima 

uključuje 23 milijarde kilograma aditiva koji će prije ili kasnije biti otpušteni u oceanske 

ekosustave.
55

 Kina, koja je najveći proizvođač plastike u Aziji s 29,4%, ima ujedno i najveći 
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ekološki problem čiji je opseg ugroženosti po okoliš iznimno velik. Istraživanje koje je 

uključivalo 20 jezera, a ujedno i rijeke Hanjiang i Yangtze pokazuje da koncentracija MP-a u 

tim vodama varira od 1660 do 8925 čestica po m
3
.
58

 Dobiveni rezultati tog istraživanja su
  

ujedno i potvrda tvrdnje da je vodeni okoliš Kine najonečišćeniji MP-om u odnosu na ostatak 

svijeta.
58 

Osim količine MP-a u okolišu, dodatni problemi s kojima se još susreću znanstvenici 

koji se bave problematikom MP-a su: nerazvijenost standardiziranih analitičkih metoda za 

identifikaciju i kvantifikaciju MP-a i NP-a u različitim uzorcima te nemogućnost usporedbe 

podataka dobivenih nestandardiziranim metodama.
59 

MP-a nije problem samo u Aziji već i u 

čitavom svijetu (Europa, Kanada, SAD). U Tablici 2.4. dan je pregled koncentracija čestica 

MP-a na određenom području unutar Azije, Europe te Sjeverne i Južne Amerike. Utvrđena je 

i korelacija između koncentracije MP-a i gustoće naseljenosti pojedinog mjesta. Što je mjesto 

naseljenije, onečišćenje rijeka i jezera mikroplastičnim česticama je veće. Taj podatak 

upućuje da antropogeni utjecaj ima veliki značaj za distribuciju MP-a unutar okoliša.
60

 Iz 

Tablice 2.4. se može uočiti i da su PET, PP, PE i PS najčešća vrsta plastike odbačena u 

rijekama i jezerima. 

 

Tablica 2.4. Koncentracija MP-a u vodenim ekosustavima diljem svijeta.
61 

PODRUČJE VRSTA 

MIKROPLASTIKE 

KONCENTRACIJA 

 Dongting Lake, Kina PET, PP, PS, PE 616.7 – 2316.7 čestica / m
3 

Wuhan, Kina PET, PP, PE, najlon 1660 – 8925 čestica / m
3 

Vembanad jezero, Indija PE, PS, PP 258.2 čestica / m
2 

 Rijeka Antuã, Portugal PP, PE, PS, PET 58 – 1265 čestica / m
3 

Jezero Chiusi, Italija - 2.68 – 3.36 čestica / m
3
 

Jezero Kallavesi, Finska PET, PAN, PP, PE 0.27 čestica / m
3
 

 Jezero Winnipeg, Kanada - 0.053 – 0.748 čestica / m
2
 

Rijeka Atoyac, Meksiko - 833 – 1633 čestica / kg 

Jezero Superior, SAD PE, PP, PS, PVC 0.037 čestica / m
2
 

 

Rezultati istraživanja karakterizacije MP-a u sedimentu plaže Prapratno pokazali su da se 

otpad s te plaže uglavnom sastoji od PE-a u većem udjelu te PS-a i PE-a u manjem udjelu. 

(Slika 2.11. a) Od 116 ispitanih uzoraka, 90,52% plastičnih čestica je neprozirno, a ostatak se 
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pojavljuje u svim osnovnim bojama. (Slika 2.11. b) 52,59% ispitanih plastičnih čestica 

pripada kategoriji MP-e dok 47,41% otpada na MEP-u.
62 

 

 

                                      (a)                                                         (b) 

Slika 2.11. Udjeli pojedine kategorije mikroplastičnog otpada iz sedimenta plaže Prapratno u 

ukupnoj površini uzorka (a) i obojanost ispitanih uzoraka izražena u brojčanim udjelima.
63

  

 

Postoji niz načina kako MP-e dospijeva u vodeni okoliš. Primjerice, prilikom obrade 

kanalizacijskih otpadnih voda čestice MP-a mogu završiti u površinskim vodama zbog 

sabirnih filtera koji ne uspiju zaustaviti prolazak MP-a. 
21

 Jedan od najvećih izvora MP-a u 

vodenom okolišu predstavlja biološka obrada otpadnih voda tijekom koje zajednica različitih 

mikroorganizama koja tvori aktivni mulj koristi MP-e kao izvor hrane. Kako se dio otpadnog 

mulja zbrinjava odlaganjem na tlo, MP-e može putem njega dospjeti u podzemne vode, pa 

tako i u izvore pitke vode te ih tako i onečistiti.
64 

2.5.2. Mikroplastika u tlu 

Veći dio MP-a koji se nađe u tlu dospijeva iz kanalizacijskog mulja i gnojiva koji se koriste u 

poljoprivredi.
65

 Procjenjuje se da od 63 000 do 430 000 t MP-a godišnje može dospjeti u 

obradiva tla primjenom gnoja u Europi, odnosno od 44 000 do 300 000 t u Sjevernoj 

Americi.
66 

Drugi dio izvora MP-a u tlu predstavlja razgradnja plastičnih proizvoda koji se 

nalaze na obradivoj zemlji djelovanjem atmosferskim uvjeta, fragmentacija plastičnog otpada 

i plastičnih proizvoda na odlagalištima otpada, odlaganje otpada u prirode te navodnjavanje 

otpadnim vodama.
65 

Rezultati istraživanja 
66

 provedenog 2016. godine koji su ovisili o 

koncentraciji MP-a u tlu i vremenu izlaganja ispitivanih glista Lumbricus terrestris pokazuju 

smanjen rast, smanjenu težinu i povećanu smrtnost kod ovih organizama. U istraživanju 

zabilježenom u literaturi
67 

utvrđeno je da prisutnost MP-a u tlu utječe i na njegova fizička 

svojstva kao što su poroznost i struktura. Pretpostavlja se da je tlo jednako velik ekološki 
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rezervoar MP-a kao što su i oceani. Godine 2018.  provedeno je prvo istraživanje o utjecaju 

čestica MP-a prisutnih unutar i izvan zemlje na biljke. Rezultati su pokazali slabiji rast 

vegetativnih i reproducibilnih organa pšenice posijane u zemlji u kojoj su se nalazile i 

mikročestice LDPE-a. Točan razlog sporijeg rasta pšenice u doticaju s česticama MP-a se još 

uvijek ne zna. Stoga je potrebno provesti još istraživanja kako bi se utvrdila uzročno-

posljedična veza sporijeg rasta pšečnice i prisutnosti LDPE mikročestica u tlu.
68

 

 

2.5.3. Mikroplastika u zraku 

Čestice MP-a su prisutne i u zraku. U zatvorenim prostorijama je detektirana veća 

koncentracija MP-a u odnosu na otvorene prostore. Rezultati koncentracija MP-a u 

zatvorenim prostorima su u skladu s očekivanjima s obzirom na to da se na otvorenim 

prostorima poput okoliša čestice MP-a ne zadržavaju na jednom mjestu radi prijenosa 

vjetrom.
69

 Glavni izvori MP-a u zraku su čestice iz sintetičke odjeće, erozije sintetičkih guma, 

građevnog materijala, industrijska emisija te plastični fragmenti iz namještaja.
70

 Međutim, još 

uvijek je neznatan broj znanstvenih radova o koncentraciji MP-a u zraku zbog ograničenja 

prilikom detekcije čestica MP-a. Rezultati provedenog istraživanja o količini mikroplastike u 

3 apartmana u Aarhusu u Danskoj su pokazali da se u najvećem udjelu pojavljuje PES (59-

92%), zatim najlon (0-13%) i PP (0.4-10%).
71

 

 

2.6. Mikroplastika u ljudskom organizmu  

S obzirom na sveprisutnost MP-a unutar sastavnica ekosustava, MP-e putem hranidbenog 

lanca prijenosom kroz trofičke razine dospijeva i do čovjeka kao krajnjeg potrošača. MP-e se 

u ljudski organizam može unijeti inhalacijom čestica MP-a iz zraka, dermalnim putem kroz 

kožu te ingestijom odnosno unosom određene hrane.
72

 Na slici 2.12. prikazani su putevi 

putem kojih čovjek unosi MP-e u organizam, reakcije kojima se prijenos MP-a do 

unutrašnjosti ljudskog organizma i ostvaruje te moguć štetni utjecaj na čovjeka. 
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Slika 2.12. Izloženost čovjeka MP-u i mogući štetni utjecaji.
73 

 

MP-e se zbog svoje malene dimenzije lako prenosi vjetrom u atmosferskom zraku u kojem se 

mogu naći tekstilna vlakna koja disanjem potencijalno mogu ući u organizam i zaostati u 

plućima.
72,74 

Kada jednom stigne u pluća, MP-e se može prenijeti u stanice putem difuzije, 

pasivno ili aktivno. Endotelne stanice koje oblažu unutrašnju površinu srca, krvnih i limfnih 

žila, aktivno, putem fagocitoze i endocitoze, unose MP-e.
75

 Rezultati istraživanja provedenog 

u Parizu u urbanom i manje urbanom području pokazali su postojanje različite koncentracije 

MP-a s prosjekom od 110 ± 96 čestica MP-a/m
2
. Viša koncentracija MP-a je zabilježena u 

urbanom dijelu grada.
72 

Brojna istraživanja zabilježila su pojavu MP-a u hrani namijenjenoj ljudskoj prehrani
72

, pa je 

tako MP-e pronađena u kuhinjskoj soli i šećeru. Procjenjuje se da bi količina MP-a koju osoba 

unese na godišnjoj bazi konzumiranjem kuhinjske soli mogla iznositi između 37 i 100 čestica 

u Europi i Kini.
76

 Konzumacijom cjelovitih školjaka ljudi direktno unose mikroplastične 

čestice u organizam. Posljedica je to načina ishrane školjkaša prema kojoj se jednom dospjele 

čestice MP-a zadržavaju u probavnom traktu školjkaša te putem hrane unose u ljudski 

organizam.
77

 Utvrđeno je da se i štetne tvari adsorbirane na MP-e lako desorbiraju u 

specifičnim uvjetima u životinjskim crijevima, te se i tako mogu prenijeti duž hranidbenog 

lanca do čovjeka. Otkriveno je i da se stopa desorpcije štetnih tvari adsorbiranih na MP-a 

povećava do 30 puta u crijevima toplokrvnih životinja u usporedbi sa stopom desorpcije u 

morskoj vodi ako ljude promatramo kao toplokrvne životinje.
78

 

Čestice MP-a su osim u hrani, pronađene i u flaširanoj vodi za piće. Istraživanje na 259 

različitih uzoraka boca flaširane vode iz 9 različitih zemalja rezultiralo je detekcijom 10,4 
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čestica MP-a/L većih od 100 µm i u prosjeku 325 čestica MP-a/L veličine 6.5-100 µm što 

ukazuje na onečišćenje flaširane vode MP-om. Istraživanje je pokazalo da dio onečišćenja 

dolazi od izvora vode, a većina dolazi kao posljedica pakiranja.
79 

Jednom kad se nađu u 

ljudskom organizmu, čestice MP-a se mogu transportirati od gastrointestinalnog trakta do 

sekundarnih organa poput jetre, bubrega, slezene, srca i mozga na dva načina: limfnim žilama 

i portalnom cirkulacijom.
77,80

 Studije provedene na miševima čija je anatomija slična ljudskoj, 

pokazale su da MP-e nakupljena u jetri, bubrezima i crijevima može uzrokovati nekoliko 

štetnih učinaka, poput poremećaja energetskog i lipidnog metabolizma, oksidativnog stresa i 

neurotoksičnih reakcija.
78,81

 Istraživanja provedena na štakorima ukazuju da nanočestice PS-a 

veličine 64 nm dovode do nakupljanja neutrofila i upale pluća, dok mikročestice PVC-a 

veličine 2 µm izazivaju značajnu citotoksičnost i hemolizu u plućnim stanicama.
81 

Dokazano 

je i da izlaganje česticama PS-a i PE-a koncentracije 0,05 - 10 mg/L može izazvati visoku 

proizvodnju reaktivnih oksidacijskih vrsta u moždanim i epitelnim ljudskim stanicama.
81 

Na 

slici 2.13. prikazana je MP-e koja je pronađena u ljudskom organizmu kao rezultat studije 

provedene 2004. godine od strane medicinskih znanstvenika s instituta u Beču.   

 

 

Slika 2.13. MP-e pronađena u ljudskom organizmu
82 

 

Iako je plastika inertan materijal, a ljudsko tijelo ju, kako se čini, filtrira i izlučuje, mnogo je 

potencijalnih štetnih učinaka MP-a na organizam. Postavlja se i pitanje o mogućnosti 

dokazivanja prisutnosti MP-a u ljudskoj krvi i limfnoj tekućini, te što se događa u ljudskom 

tijelu kada se ono u kontinuitetu izlaže česticama MP-a.
83 

Dosadašnja istraživanja pokazala su 

da se razlikuju fizički i kemijski učinci MP-a na ljudski organizam. U istraživanjima koji 

ispituju fizički učinak MP-a pokazano je da je kod pasa nakon ugradnje implantata kuka 

nađena mala količina PE čestica u alveolama dok je kod miševa od kemijskih učinaka 
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potvrđena mutagenost, hormonalni poremećaji i imunološki efekti.
83-85

 Nadalje, aditivi koji se 

dodaju prilikom proizvodnje plastike, nisu kemijski vezani za plastične polimere i male su 

molekulske mase zbog čega postoji velika šansa da dospiju u okolinu.
86

 Najveći problem u 

organizmu su akumulacijska mjesta MP-a jer predstavljaju izvor štetnih kemijskih aditiva. 

Velik broj kemijskih aditiva ima štetan utjecaj na čovjekov organizam, pa tako bis(2-

etilheksil) ftalat (DEHP) i BPA štetno utječu na reproduktivni sustav. Vinil klorid i butadien 

imaju kancerogeni učinak dok su benzen i fenol poznati mutageni. Najštetnijim aditivima 

smatraju se bromirani aditivi koji se koriste kao usporivači gorenja, ftalatni plastifikatori i 

aditivi za toplinsku stabilizaciju na bazi olova.
87

 Različite vrste plastike imaju i različite 

koncentracije aditiva, pa tako PVC može sadržavati i do 80 % DEHP-a
75 

za koje je dokazano 

da imaju sposobnost vezanja na hormone pri čemu ometaju njihov rad tj. da su endogeni 

disruptori.
88

 Na slici 2.14. prikazani su svi kemijski spojevi za koje je utvrđeno da se ponašaju 

kao endokrini distruptori odnosno narušavaju hormonalnu ravnotežu živih bića. 

 

Slika 2.14. Kemijski spojevi kao endokrini disruptori  u svakodnevoj primjeni.
89 

 

Opasnost predstavljaju i reaktivne kisikove vrste (ROS) koje su uobičajene sastavne molekule 

plastike, a čiji se broj može značajno povećati pod određenim reakcijskim uvjetima. Zbog 

velike reaktivnosti ROS-ovi predstavljaju opasnost za žive organizme jer mogu uzrokovati niz 

oštećenja, a jedno od njih je i oštećenje membrane.
90
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2.7. Toksičnost mikroplastike 

Kako se svakim danom utvrđuje prisutnost sve veće količine MP-e u okolišu, nužno je ispitati 

sve potencijalno štetne učinke koje ona može izazivati u okolišu i živim organizmima. Stoga 

se u svrhu određivanja štetnog djelovanja potencijalno štetnih tvari na zdravlje ljudi i 

životinja ili okoliš u cjelini, provode testovi toksičnosti na različitim organizmima poput 

morske bakterije (Vibrio fischeri; ISO 11348:2007
91

), kvasca (npr. Saccharomyces cerevisiae; 

ISO 19040-1:2018
92

), slatkovodnih i morskih algi (OECD 201:1984
93

) te drugim 

beskralježnjacima i manjim ribama odnosno njihovim embrijima (ISO 21115:RTgill-W1
94

).
95

 

Svi testovi ekotoksičnosti provode se prema ISO i OECD normama. Neke od štetnih svojstava 

koje se najčešće ispituju su: akutna toksičnost, kronična toksičnost, genotoksičnost, 

mutagenost, reproduktivna toksičnost, teratogenost i dr.
96

 Na slici 2.15. prikazani su 

potencijalno toksični učinci MP-a na okoliš i žive organizme. 

 

 

 

Slika 2.15. Prikaz potencijalno toksičnih štetnih učinaka MP-a na okoliš i žive organizme.
97 

 

Istraživanjem 
98

 je utvrđeno da PS-e čestice promjera 10-100 µm u eksperimentalnoj dozi od 

približno 500 µg/l nisu značajno citotoksične. Međutim, rezultati su pokazali da manje čestice 

PS-a (d=460 nm i d=1 µm) lako prianjaju na eritrocite radi slabih Van der Waalsovih sila što 

može dovesti do hemolize. Uočeno je i nakupljanje PS-čestica u citoplazmi no ne i njihov 

toksičan učinak na citoplazmu. Čestice PS-a nisu uzrokovale ni povećanje izlučivanja 

histamina što bi dovelo do alergijske reakcije, ali je utvrđeno da mogu izazvati lokalne upale 

u tkivima i organima.
99 

PVC izgaranjem stvara pare otrovne solne kiseline (HCl) koja 

ulaskom u čovjekova pluća, može izazivati unutarnje kemijske opekline koje u većim 

koncentracijama mogu rezultirati i smrću. Izgaranjem PVC-a oslobađa se i Pb kao teški metal 

koji je sastavni dio stabilizatora te dioksini koji su otrovni čak i u malim količinama. Osim 

toga, utvrđeno je i štetno djelovanje PVC-a na hormonsku ravnotežu, te ozbiljnije djelovanje 
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na reprodukciju, razvoj i ponašanje prilikom dugotrajnijeg izlaganja. PVC kao pripadnik 

grupe organokloriranih spojeva (OCC) ima sposobnost nakupljanja u masnim tkivima koja 

nisu razgradiva. Stoga se može naći u većim koncentracijama unutar većih razina 

prehrambenog lanca.
100

 

Na temelju eksperimentalno dobivenih podataka testova toksičnosti modelira se krivulja doza-

odgovor kako bi se identificirala najniža doza ili koncentracija tvari koja se ispituje i koja 

izaziva prvi učinak, kao i najveća doza ili koncentracija bez učinka. Najniža doza koja izaziva 

štetni učinak naziva se LOEC (engl. Lowest Observed Effect Concentration),  a najviša doza 

koja ne izaziva štetni učinak naziva se NOEC (engl. No Observed Effect Concentration).
96,101

 

Najčešći cilj ispitivanja toksičnosti je određivanje letalne doze, LD50, (engl. Lethal dose) i 

efektivne koncentracije, ED50, (engl. Half maximal effective concentration). LD50 označava 

dozu tvari koja je uzrokovala smrt kod 50 % jedinki izloženih štetnoj tvari, a ED50 je 

efektivna koncentracija koja uzrokuje štetan učinak kod 50% ispitivanih jedinki.
101

 Na slici 

2.16. prikazana je općenita krivulja doza-odgovor s naznačenim parametrima. 

 

Slika 2.16. Opći izgled krivulje toksičnosti.
102 

 

 

2.7.1. Ispitivanje ekotoksičnosti primjenom morske bakterije Vibrio fischeri 

Vibrio fischeri je gram-negativna, štapićasta, nepatogena bakterija poznata i kao 

Photobacterium fischeri. Ime je dobila prema njemačkom bakteriologu Bernhardu Fischeru. 

Široko je rasprostranjena u okolišu, a obuhvaća suptropsko i umjereno morsko okruženje. 

Egzistira kao slobodnoživući (planktonski) organizam ili živi u simbiozi s određenim 

organizmima poput riba i glavonožaca. U toj simbiozi bakterija služi kao svjetlosni organ koji 

omogućava zaštitu simbiotskom organizmu maskiranjem ili pomaže prilikom potrage za 
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hranom.
103

 Prilikom provedbe testa ekotoksičnosti morska bakterija Vibrio fischeri predstavlja 

bioindikator koji emitira svjetlost ujednačenog intenziteta, danju i noću. Emitiranje svjetlosti 

bakterije Vibrio fischeri je sastavni dio njezinog metabolizma. Mjerenjem intenziteta 

emitirane svjetlosti moguće je utvrditi svako oštećenje bakterijskog metabolizma nastalog 

uslijed djelovanja toksične tvari.
104 Na slici 2.17. a prikazan je štapićasti oblik morske 

bakterije Vibrio fischeri dok je na slici 2.18. b prikazano svojstvo luminiscencije radi kojeg se 

ovi organizmi i upotrebljavaju prilikom ispitivanja svojstva toksičnosti. 

 

 

(a)                                                                                     (b) 

Slika 2.17. Štapićasti oblik morske bakterije Vibrio fischeri (a) te svojstvo bioluminiscencije 

koje posjeduju (b).
105 

 

Rezultati ispitivanja
106

 toksičnosti suspenzije nanočestica PS-a pokazali su toksično 

djelovanje na organizme: morsku bakteriju Vibrio fischeri (EC50=21,6±6,1 mg/L za čestice 

veličine 26 nm) i Daphnia magna (EC50=22,0±0,7 mg/L za čestice veličine 26 nm). Za 

nanočestice PS-a veličine 100 nm nije utvrđena nikakva toksičnost. Nakon razdvajanja 

suspenzije nanočestica PS-a na vodenu fazu i čestice PS-a, ponovljeni su testovi toksičnosti 

vodene faze u kojoj je utvrđeno zaostajanje aditiva NaN3 koji služi kao biocid. Utvrđena je 

znatno veća toksičnost na testnim organizmima: Raphidocelis subcapitata (EC50=4,97±3,7 

mg/L) i Daphnia magna (EC50=0,05±0,03 mg/L) kao posljedica prisutnosti NaN3 u vodenoj 

fazi. Za morsku bakteriju Vibrio fischeri vodena faza se nije pokazala toksičnom. U 

istraživanju
107

 ispitana je toksičnost različitih PVC proizvoda na organizam Daphnia magna, 

te su rezultati prikazani u Tablici 2.5. Od 5 PVC proizvoda, čak njih 4 se pokazalo toksičnim 

za ovaj testni organizam. Za laboratorijske rukavice je dobivena najviša vrijednost ED50 u g/L 
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nakon 48 h što znači da su izrazito toksične. Za razliku od njih prozorski okvir napravljen od 

krutog PVC-a nije pokazao nikakvu toksičnost. 

 

Tablica 2.5. Rezultati istraživanja toksičnosti PVC proizvoda izraženi kao ED50 vrijednosti  

107
.  

Vrsta proizvoda Vrsta PVC-a ED50 (g/L), nakon 48h 

Prozorski okvir Kruti PVC >250 

Laboratorijske rukavice Plastificirani PVC 4 

Brodski blatobran Plastificirani PVC 11 

Jastučići za ruke za plutanje Plastificirani PVC 70 

Kabanica Plastificirani PVC 81 

 

2.8. Načini uklanjanja mikroplastike 

Iako se je dugim nizom godina otpornost na okolišne utjecaje kao glavna karakteristika MP-a 

smatrala vrlinom, danas se smatra najvećom manom. Razlog tomu je masovna proizvodnja 

MP-a na godišnjoj razini i nagomilavanje plastičnog otpada u okolišu. Velika otpornost 

rezultira izuzetno niskom razgradnjom i dugim vremenom zadržavanja MP-a u okolišu. 

Općenito se razgradnja plastičnih materijala može klasificirati kao biotička ili abiotička, 

ovisno o fizičkim, kemijskim ili biološkim čimbenicima. Tijekom razgradnje se polimeri 

konvertiraju u manje molekularne jedinice poput oligomera ili monomera i potpuno se 

mineraliziraju.
108

 Najvažniji procesi razgradnje sintetskih polimera mogu se podijeliti na 

fizikalno – kemijske i biološke procese. Na slici 2.18. prikazan je postupak razgradnje 

sintetskih polimera. 

 

Slika 2.18. Postupak razgradnje sintetskih polimera.
109
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2.8.1. Fizikalno-kemijski procesi uklanjanja mikroplastike 

U fizikalno – kemijske procese uklanjanja MP-a pripadaju mehanička razgradnja (abrazija, 

zagrijavanje/hlađenje, zamrzavanje/otapanje, vlaženje/sušenje), fotorazgradnja (najčešće UV 

svijetlom) i kemijska razgradnja (oksidacija ili hidroliza). Iako je većina sintetičkih polimera 

koji se nalaze u okolišu u određenoj mjeri osjetljiva na foto ili termo oksidacijsku razgradnju, 

polimeri poput PE-a, PP-a, PS-a i PVC-a koji se najčešće koriste u svakodnevici, otporni su 

na hidrolizu i enzimsku razgradnju zbog dugog centralnog lanca ugljika.
109,110 

Mehanička razgradnja je važan proces razgradnje plastike u vodenom okolišu prilikom 

kojeg se MAP postepeno usitnjava na MP-e i NP-e. Posljedica je to djelovanja sila trenja koje 

se javljaju tijekom kretanja kroz različita staništa u okolišu. Mehanička razgradnja manjih 

čestica je puno brža zbog veće specifične površine čestica.
110 

Fotorazgradnja i toplinska razgradnja su neophodne za smanjenje veličina čestica 

materijala koji imaju duge centralne ugljikove lance (PP, PE, PS i PVC). Stvaranjem 

anaerobnih uvjeta u dubljim slojevima vode i tla inhibiraju se procesi oksidacijske 

razgradnje.
110

 Iz tog razloga plastika zaostaje u vodenom okolišu desetljećima ili stotinama 

godina. Foto i termički aktivirana oksidativna razgradnja dovodi do pucanja i slabljenja 

plastike s vremenom zbog čega dolazi do lakšeg raspada plastike na manje čestice prilikom 

izloženosti abrazivnim ili mehaničkim silama.
110

 Djelovanjem UV zračenja ili toplinske 

energije na materijal pod aerobnim uvjetima nastaju slobodni radikali koji pokreću 

oksidacijsku razgradnju. Trajanje oksidacijske razgradnje ovisi o okolišnim uvjetima npr. 

izloženosti UV-u, temperaturi, sastavu tla, vlazi, kisiku te o kemijskoj strukturi i kristalnosti 

plastike.
110

 Do termooksidacijske razgradnje bez potrebe za daljnjim izlaganjem UV zračenju 

može doći nakon određenog trajanja procesa fotooksidacijske razgradnje.
111

 Procesi 

oksidacijske razgradnje, bez obzira na tip, traju sve dok je sustavu dostupan kisik.
111

 U 

normalnim uvjetima temperatura u vodenim sustavima nije dovoljno visoka da bi došlo do 

kemijske promjene. Stoga termička razgradnja nije značajna za razgradnju MP-a u vodenom 

okolišu kao ni za razgradnju MP-e prisutne u tlu.
112,113

 Eksperimenti provedeni na PE-u i PS-u 

pokazali su bržu razgradnju MP-e koja se nalazi na vodenoj površini u usporedbi s plastikom 

koja je djelomično ili potpuno potopljena. Ovakva brzina razgradnje MP-e prisutna u 

vodenim ekosustavima povezana je s opadajućim intenzitetom svjetlosti te manjom brzinom 

fotooksidacije.
114

 Razgradnja plastičnih materijala u okolišu najčešće započinje 

fotooksidacijom, a na kraju slijedi kemijska oksidacija koja uključuje upotrebu različitih 

kemikalija prilikom obrade MP-a.
70,115  

U većini se slučajeva najčešće koristi 10 % - 30 % 
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otopina vodikovog peroksida (H2O2) ili peroksid pomiješan s kiselinama poput sumporne 

kiseline (H2SO4).
116

  

2.8.2. Biološki procesi uklanjanja mikroplastike 

Biorazgradnja je proces kojim se organske tvari razgrađuju pomoću živih organizama na 

manje molekule. Ova se vrsta razgradnje smatra podvrstom razgradnje prilikom koje dolazi 

do promjene svojstava polimera kao rezultat cijepanja kemijskih veza uslijed djelovanja 

bioloških reakcija. Najznačajniju ulogu u biorazgradnji plastike, neovisno radi li se o 

prirodnoj ili sintetskoj, imaju mikroorganizmi odnosno gljive i bakterije.
117

  Ako se za 

razgradnju ili detoksikaciju onečišćivala u nekom okolišu koriste gljive ili bakterije radi se o 

procesu bioremedijacije.
118

 Jedno od ograničenja prilikom razgradnje plastike predstavlja 

veličina polimera jer makromolekule ne mogu slobodno difundirati kroz staničnu 

membranu.
117

 Stoga, da bi se polimer mogao biološki razgraditi, prvo se treba pretvoriti u 

manje fragmente, monome ili dimere, koji se dalje potom razgrađuju do krajnjih produkata. 

Razgradnju polimernih makromolekula do manjih molekula može izazvati niz fizikalnih 

faktora kao što su promjena temperature, vlažnost polimera ili prisutnost enzima koji su 

neophodni za biorazgradnju plastike pomoću mikroorganizama. Mikroorganizmi stvaraju dva 

tipa enzima koji sudjeluju u procesu biorazgradnje i čija je prisutnost neophodna za 

biorazgradnju. To su ekstracelularne i intracelularne depolimeraze.
119

 Izlučivanjem 

ekstracelularnih enzima (egzoenzimi) izvan stanice izravno na supstrat dolazi do razgradnje 

polimera na manje fragmente koji mogu difundirati kroz polupropusnu staničnu membranu. 

Taj se proces naziva depolimerizacija, a enzimi koji sudjeluju u njemu nazivaju se 

depolimeraze. Nastali fragmenti manjih veličina (oligomeri, dimeri i monomeri) se potom 

dalje u stanici razgrađuju sve do H2O, CO2 i/ili CH4 pomoću intracelularnih enzima. Najčešći 

oblik reakcije depolimerizacije je hidroliza.
117,119

 Biorazgradnja plastike se odvija u aerobnim 

uvjetima, u sedimentu i odlagalištima otpada u anaerobnim uvjetima dok se u kompostu i tlu 

odvija u djelomično aerobnim i djelomično anaerobnim uvjetima. Rezultat aerobne razgradnje 

su molekule CO2 i H2O dok je rezultat anaerobne razgradnje, uz CO2 i H2O, CH4.
97  

Proces 

biorazgradnje odvija se u nekoliko koraka: formacija biofilma,  kolonizacija, bio–

fragmentacija, asimilacija i mineralizacija.
120

 Općeniti mehanizam biološke razgradnje 

plastike prikazan je na slici 2.19. Kako bi nastao biofilm, čestica MP-a dolazi u kontakt s 

vodom, a djelovanjem vode na površinu nastaje prikladna površina za formiranje biofilma. 

Mehaničkim i kemijskim djelovanjem površina puca i nastaju udubljenja nakon čega slijedi 

naknadna kolonizacija.
120

 Po završetku kolonizacije površine mikročestice, mikroorganizmi 
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pomoću odgovarajućih enzima razgrađuju MP-e do oligomera, dimera i monomera.
 
 Ukoliko 

prilikom biorazgradnje nastanu male molekule koje mogu proći kroz staničnu membranu 

mikroorganizama dolazi do procesa asimilacije u kojem one služe kao izvor ugljika i 

energije.
117 

 

 

Slika 2.19. Opći mehanizam biorazgradnje plastike u aerobnim uvjetima.
117

 

 

2.8.2.1. Čimbenici koji utječu na proces biorazgradnje mikroplastike 

Na slici 2.20. dan je pregled čimbenika o kojima značajno ovisi uspješnost procesa 

biorazgradnje plastike. Povećanjem molekulske mase polimera naglo se smanjuje njegova 

topivost, pa tako i mogućnost njegove mikrobiološke razgradnje. Razlog tome je što bakterije 

mogu asimilirati samo otopljene supstrate koji prolaze kroz njihovu membranu. PES-i s više 

bočnih lanaca manje su podložni bakterijskoj asimilaciji u odnosu na one bez bočnih lanaca. 

Polimeri s višom temperaturom taljenja imaju manju biorazgradivost.
121 

Hidrolitička 

razgradnja polimera ovisi o njegovim površinskim karakteristikama tj. hidrofilnosti i 

hidrofobnosti. Hidrofobne plastike kao što je PE nisu podložne bakteriološkoj razgradnji jer 

ne omogućuju pristup hidrolitičkim enzimima. S druge strane, hidrofilne plastike poput PE-a 

polimeriziranog sa škrobom omogućuju kolonizaciju bakterija i na njihovim hidrofilnim 

dijelovima. Stoga je moguća i hidrolitička razgradnja takve vrste PE-a.
126
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Slika 2.20. Čimbenici koji utječu na proces biorazgradnje.
121,123,124,125 

 

Rasprostranjenost i zastupljenost različitih organizama u prirodi te optimalni uvjeti u kojima 

oni rastu (pH, temperatura, vlažnost, količina kisika, nutrijenti potrebni za rast itd.) su jedni 

od ključnih faktora za učinkovitost mikrobiološke razgradnje. Što je veći broj 

mikroorganizama, bolja je biorazgradnja polimera, pa tako i plastike. Dokazano je da se 

učinkovitost biorazgradnje plastike povećava postojanjem zajednice nekoliko različitih vrsta 

mikroorganizama na jednom mjestu. Tako jedna vrsta bakterija razlaže polimer do monomera 

dok druga vrsta taj monomer koristi i pretvara ga u još jednostavnije molekule koje pak treća 

vrsta mikroorganizama koristi kao supstrat za svoj rast i razmnožavanje.
117

 Primjer takve 

mikrobiološke zajednice su P. putida VM15A i Pseudomonas sp. VM15 C koje obitavajući u 

istom mediju žive u simbiotskom odnosu radi kojeg posjeduju sposobnost biorazgradnje 

poli(vinil-alkohola) (PVA). Međutim, da bi bakterija Pseudomonas sp. VM15C iskoristila 

PVA-a kao izvor ugljika, potreban joj je faktor rasta pirolokinolin kinon  (PQQ).
127 

 

Rezultati ispitivanja biorazgradnje PP-a pomoću mikrobne zajednice gljive Aspergillus niger i 

bakterija Pseudomonas I Vibrio pokazali su da je došlo do smanjenja viskoznosti PP-a te 

stvaranja novih karbonil i karboksil skupina što je potvrda za uspješno provedenu 

biorazgradnju. Utvrđeno je i da metabolički enzimi mikroorganizama uglavnom napadaju 

amorfne dijelove polimera jer su u tim dijelovima molekule slabije povezane, pa su i 
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podložnije mikrobiološkoj razgradnji. Stoga je za zaključiti da je stupanj kristalnosti od 

velikog značaja za učinkovit proces biorazgradnje plastike pomoću mikroorganizama.
117

 

Nadalje, okolišni čimbenici kao što su visoka vlažnost i temperatura mogu potaknuti 

mikrobiološki uzrokovanu hidrolizu. Optimalna aktivnost enzima esteraze bakterije 

Pseudomonas chlororaphis koji sudjeluje u procesu biorazgradnje primijećena je pri pH-

vrijednosti 8,5 dok za proteazu optimalna pH-vrijednost iznosi 7.
108

 Navedeni primjeri su 

samo maleni dio rezultata eksperimentalnih istraživanja znanstvene zajednice koja se bavi 

tematikom biorazgradnje MP-a i značajnih čimbenika koji utječu na ovaj proces. S obzirom 

na broj čimbenika koji utječu na ovaj proces, može se zaključiti da se radi o vrlo složenom 

procesu koji zahtjeva pomno i detaljno ispitivanje.
117 

  

2.8.2.2. Bakteriološka razgradnja plastike 

Brojne bakterijske vrste razgrađuju polimere smanjujuću njihovu molekulsku masu i 

uzrokujući promjene u morfološkoj i kemijskoj strukturi. Prilikom bakteriološke razgradnje  

polimeri služe kao glavni izvor ugljika u mediju s minimalnom količinom nutrijenata. 

Mehanizam biorazgradnje temelji se na mikrobiološkom potencijalu odnosno enzimima. 

Eksperimentalna istraživanja pokazala su sposobnost biorazgradnje plastike više bakterijskih 

rodova kao što su Bacillus, Pseudomonas, Rhodococcus, Enterobacter i Streptomyces.
15 

Prvo od niza dosad provedenih istraživanja o bakteriološkoj biorazgradnji MP-a provedeno je 

2013. godine, a svakim danom je broj provedenih istraživanja sve veći i veći. Profesor sa 

sveučilišta u Indiji, Patil R. C. je 2018. godine proveo istraživanje o potencijalnoj mogućnosti 

razgradnje PE-a pomoću različitih vrsta mikroorganizama.
129

 Rezultati su pokazali da tijekom 

mjesec dana inkubacije u hranjivom bujonu s PE filmom, bakterije Bacillus subtilis, 

Pseudomonas putida i Pseudomonas fluorescenes smanjuju masu PE filma za 14 %, 18 % i 22 

%  što ukazuje na to da su ove bakterije sposobne razgraditi PE. FTIR analiza je pokazala da 

je proces kidanja C-C veze brz, te da PE postaje izvor ugljika ovim bakterijama nakon što PE 

film prvotno razgrade na manje produkte.
129

 Rezultati istraživanja
130

 su pokazali da se tijekom 

mjesec dana inkubacije masa PE filma smanjuje za 16,2 % što ukazuje na to da i bakterija 

Pseudomonas alcaligenes ima sposobnost razgradnje PE filma. Utvrđeno je da Pseudomonas 

spp. ima sustav koji inicira stvaranje određenih enzima poput serin hidrolaze, esteraze i 

lipaze, a koji su korisni u metabolizmu izvora ugljika.
130

 Pokazano je da Bacillus cereus može 

razgraditi 0,003 g PP-a dnevno dok Sporosarcina globispora razgrađuje 0,002 g dnevno PS-

a.
131

 Bacillus subtilis ima sposobnost razgradnje ne samo PE-a već i PS-a te PET-a.
129,132
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Tijekom biorazgradnje PS-a i PET-a, Bacillus subtilis uzrokuje smanjenje mase PS-a za 20 % 

te PET-a za 74,59 %.
132

 Sposobnost razgradnje PS-a utvrđena je još kod bakterija 

Pseudomonas alcaligenes i Staphylococcus aureus dok se PET može razgraditi još i 

bakterijama roda Staphylococcus točnije pomoću bakterija Staphylococcus pyogenes i 

Staphylococcus aureus.
132

 Kučić i dr. (2020) su u svom rada prilikom istraživanja mogućnosti 

razgradnje različite vrste plastike pomoću mikroorganizama utvrdili da od tri vrste ispitivanih 

bakterijskih kultura najveću sposobnost razgradnje PS-a i LDPE-a pokazuje mješovita kultura 

Pseudomonas alcaligenes i Bacillus sp., a potom slijedi B. subtilis pa B. cereus.
133

 Provedena 

FTIR analiza nakon pokusa biorazgradnje koji je trajao 22 dana potvrdio je prethodno 

izvedene zaključke, a PS se je pokazao dostupnijim za razgradnju u odnosu na LDPE.
133

 

Nadalje, utvrđeno je da bakterije, osim plastike i njezinih podvrsta, mogu razgraditi i aditive 

koji se mogu pronaći u kemijskom sastavu svakodnevno korištene plastike, a koji u većini 

slučajeva završe u okolišu. Tako je utvrđeno da se BPA prisutan u vodenom okolišu može 

razgraditi neprilagođenim bakterijskim kulturama Pseudomonas aeruginosa BSW, 

Pseudomonas putida i Streptomyces sp.
134

 Unutar 4 sata Pseudomonas aeruginosa BSW i 

Pseudomonas putida razgradile su 25 % BPA dok je Streptomyces sp. razgradio 35 %. 

Pseudomonas aeruginosa BSW i Streptomyces sp. najbolje su razgradile BPA u vodi pri pH 

vrijednosti 7,3.
134

 Biorazgradnji BPA u vodi sa Streptomycesom sp. odnosno Pseudomonas 

aeruginosom BSW najbolje je pogodovala optička gustoća(OG) vrijednosti 0,2 odnosno 0,3, 

te je postotak razgradnje iznosio 65 % odnosno 44 %. Pri koncentraciji BPA od 5 mg dm
-3

 

odnosno 7,5 mg dm
-3

 biorazgradnja ovim dvjema bakterijama pokazala se je najučinkovitijom 

te je iznosila 57 %.
134

 Nadalje, biorazgradnja BPA u vodi s navedenim bakterijama bila je 

najveća u prvih pola sata do sat vremena provođenja pokusa, a najučinkovitije uklanjanje od 

52 % postignuto je pri temperaturi od 35 °C.
134

 Navedeni rezultati istraživanja pokazuju kako 

su u okolišu za razgradnju kako plastike tako i aditiva ključni okolišni čimbenici poput pH-

vrijednosti, temperature, početne koncentracije supstrata i sl. 

Novija istraživanja
135

 predviđaju enzime koji razgrađuju PS s najvećim potencijalom za 

depolimerizaciju koji uključuju citokrome P450, alkan-hidroksilaze i monooksigenaze. 

Smatra se da oni mogu imati ključnu ulogu u prekidu C-C veza glavnog lanca PS-a te da 

prsten-hidroksilirajući dioksigenaza može razbiti bočni lanac PS-a, ali i više doprinijeti 

oksidaciji aromatskih spojeva nastalih raspadanjem PS-a. Ovi enzimi nalaze se u 

organizmima redova Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteriodiota i Firmicutes koji uključuju 

rodove poput Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Ruminococcus i dr. Točnu 

identifikaciju bakterija s ovim enzimima treba još ispitati.   
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Tablica 2.6. Prikaz rezultata dosadašnjih istraživanja biorazgradnje različitih vrsta MP-a. 

 

 Vrsta 

polimera 

 

Bakterija 

Gubitak mase 

polimera 

tijekom 

biorazgradnje 

 

Vrijeme 

inkubacije 

 

Literatura 

 

 

 

PE 

Bacillus subtilis 14 % 1 mjesec 129 

Pseudomonas 

alcaligenes 

 

16,2 % 

1 mjesec 130 

Pseudomonas 

fluorescens 

22 % 1 mjesec 129 

Pseudomonas 

putida 

18 % 1 mjesec 129 

 

PP 

Bacillus cereus 12 % 40 dana 131 

Sporosacrina 

globispora 

11 % 40 dana 131 

 

 

PS 

Bacillus subtilis 20 % 1 mjesec 132 

Pseudomonas 

alcaligenes 

5 % 1 mjesec 132 

Staphylococcus 

aureus 

4,76 % 1 mjesec 132 

 

 

PET 

Bacillus subtilis 74,59 % 1 mjesec 132 

Staphylococcus 

pyogenes 

3,85 % 1 mjesec 132 

Staphylococcus 

aureus 

8,75 % 1 mjesec 132 

 

 

2.9. Taguchi dizajn 

Taguchi metodu za dizajniranje eksperimenata prilikom znanstvenih istraživanja predstavio je 

1950-ih i 1960-ih godina Genichi Taguchi. Ova je metoda primjenjiva na širok spektar 

problema u elektroničkoj i automobilskoj industriji, prilikom razvoja fotografija i u mnogim 

drugim industrijama koje su bile ključan faktor u razvoju japanskog gospodarstva. 

Dizajniranje eksperimenata Taguchi metodom temelji se na polaznim idejama standardnog 

statističkog dizajna pokusa (SDOE ili DOE) s obzirom na to da konvencionalna optimizacija 

dizajna ne zadovoljava uvijek željene ciljeve. Prednosti ove metode su: ekonomičnost jer 

smanjuje broj eksperimenata koji se provode, optimizacija procesa i laboratorijskih 

istraživanja, poboljšanje produktivnosti istraživanja i razvojnih aktivnosti te smanjenje i 

varijabilnost odzivne varijable.
136 
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 

3.1. Materijali 

3.1.1. Mikroplastika 

U ovom eksperimentu korištene su dvije vrste mikroplastike: PS dobiven usitnjavanjem 

jednokratnih žlica i PVC dobiven usitnjavanjem jednokratne ambalaže.Veličine čestica MP-a 

iznosile su: <300 μm i 500-700 μm. (Slika 3.1) 

 

 

            (a)                                (b) 

Slika 3.1. Jednokratke žlice za jelo od PS-a (a) i ambalaža za pakiranje hrane od PVC-a (b). 

 

3.1.2. Bakterijske kulture 

Proces biorazgradnje PS-a i PVC-a provodio se primjenom bakterijskih kultura Bacillus 

cereus i Pseudomonas alcaligenes pohranjenih u zbirci mikroorganizama na Zavodu za 

industrijsku ekologiju Fakulteta kemijskog inženjerstva i tehnologije. Bakterijske kulture 

Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes izolirane su iz aktivnog mulja nastalog prilikom 

pročišćavanja komunalnih otpadnih voda, te iz riječnog sedimenta. Precijepljene bakterijske 

kulture Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes prikazane su na slici 3.2. a) i b), dok je na 

slici 3.3.a) i b) prikazana morfologija bakterijskih kultura snimljena mikroskopom pri 

povećanju od 1000 x. 

 

  

                                                         (a)                             (b) 
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Slika 3.2. Fotografski snimak izraslih bakterijskih kultura Bacillus cereus (a) i Pseudomonas 

alcaligenes (b) dobivene tehnikom iscrpljivanja na hranjivom agaru (HA). 

 

              (a)                                     (b) 

Slika 3.3.  Mikrofotografije bakterijskih kultura Bacillus cereus (a) i Pseudomonas 

alcaligenes (b) obojane po Gramu snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000×. 

 

 

3.1.3. Mediji i kemikalije 

 Hranjiva podloga 

Za uzgoj bakterijskih kultura pripremljena je 1 L hranjivog agara (HA) prema recepturi koja 

je preuzeta od proizvođača Biolife Manual, Ingaf, Italija 1991. Tako pripremljena otopina HA 

je dobro homogenizirana, zagrijana do vrenja i sterilizirana 15 minuta u autoklavu pri 121 °C 

i 1,1 atm.  

 

 Etanol 

Za sterilizaciju MP-e korištena je 70%-tna otopina etanola prethodno pripremljena u 

odmjernoj tikvici od 1000 mL tako da je menzurom odmjereno 730 mL etanola (ω=96%, 

M=46,07 g/mol, ρ=0,805 kg/L) i stavljeno u tikvicu koja je potom nadopunjena do oznake 

deioniziranom vodom. 

 

 Mineralni medij 

Za biorazgradnju MP-e pripremljeno je po 2 L mineralog medija pH-vrijednosti 6 i 8. pH-

vrijednost mineralnog medija podešavala se s 1 M KOH ili 1 M H2SO4. Točan sastav 

mineralnog medija koji je korišten za pripremu bakterijske suspenzije prikazan je u Tablici 

3.1.
137

 Upotrebom mineralnog medija osigurani su minimalni uvjeti za rast bakterija. 

 

 Fiziološka otopina 

0,9 % fiziološka otopina korištena je za pripremu decimalnih razrjeđenja. 
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Tablica 3.1. Sastav mineralnog medija.
137 

 

Kemijski spoj γ / mg/L 

𝐊𝟐𝐇𝐏𝐎𝟒 12,5 

𝐊𝐇𝟐𝐏𝐎𝟒 3,8 

(𝐍𝐇𝟒)𝟐𝐒𝐎𝟒 1,0 

𝐌𝐠𝐒𝐎𝟒 x 7 𝐇𝟐𝐎 0,1 

𝐇𝟑𝐁𝐎𝟑 0,232 

𝐙𝐧𝐒𝐎𝟒 x 7 𝐇𝟐𝐎 0,174 

𝐅𝐞𝐒𝐎𝟒(𝐍𝐇𝟒)𝟐𝐒𝐎𝟒 x 6 𝐇𝟐𝐎 0,116 

𝐂𝐨(𝐍𝐎𝟑)𝟐 x 𝟔 𝐇𝟐𝐎 0,096 

(𝐍𝐇𝟒)𝟔𝐌𝐨𝟕𝐎𝟐𝟒 𝐱 4 𝐇𝟐𝐎 0,022 

𝐂𝐮𝐒𝐎𝟒 x 5 𝐇𝟐𝐎 0,008 

𝐌𝐧𝐒𝐎𝟒 x 4 𝐇𝟐𝐎 0,008 

 

 

Priprema otopina za određivanje ekotoksičnosti primjenom bakterijske kulture V. 

fischeri 

 Otopina za resuspenziju  

Otopina za resuspenziju je hranjiva izoosmotska otopina za resuspendiranje bakterijske 

kulture Vibrio fischeri koja je pripremljena otapanjem 20 g NaCl, 0,2 g KH2PO4, 0,5 g CaCl2, 

0,2 g MgSO4, 0,5 mL glicerola, 10 g glukoze i 10 g rafinoze u 1 litri deionizirane vode. Tako 

pripremljena otopina za resuspenziju je prokuhana i ohlađena te joj je pH-vrijednost podešena  

s NaOH ili HCl tako da se nalazi u rasponu od 6,8 do 7,2.  

 

 Otopina NaCl 

2%-tna otopina NaCl-a je korištena kao radna otopina za pripremu niza razrjeđenja prilikom 

provedbe testa ekotoksičnosti MP-e primjenom bakterijske kulture Vibrio fischeri. Ova je 

otopina pripremljena otapanjem 2 g NaCl-a u 100 mL deionizirane vode pri čemu pH-

vrijednost mora biti u rasponu od 6,8 do 7,2.  

 

3.2. Instrumenti i aparatura 

Za vaganje uzoraka i soli koristile su se analitičke vage KERN ALJ 220-4NM i Sartorius GM 

6101 koje su prikazane na slikama 3.4. a i 3.4. b. 
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                                                       (a)                              (b) 

Slika 3.4. Analitička vaga KERN ALJ 220-4NM (a) i analitička vaga Sartorius GM 6101 (b). 

Miješanje uzoraka provedeno je na rotacijskim tresilicama LAUDA-GFL Geselleschaft model 

3005, Njemačka (Slika 3.5. a)) i PSU-10 i Orbital Shaker (slika 3.5. b)). 

 

 

            (a)                             (b) 

Slika 3.5. Rotacijska tresilica LAUDA-GFL Geselleschaft model 3005, Njemačka (a) i PSU-

10i Orbital Shaker (b) 

 

pH-vrijednost i temperatura pratila se je pomoću prijenosnog uređaja WTW Multimetar 3430. 

Optička gustoća određena je spektrofotometrom HACH, DR2400, SAD. Prilikom provedbe 

eksperimenata suspenzije mikroorganizama homogenizirane su na homogenizatoru REAX top 

(Slika 3.6). 

Vlažna sterilizacija hranjivih podloga te čistog i nečistog staklenog posuđa provedena je u 

autoklavu Sutjeska, Jugoslavija prikazanom na slici 3.7. 
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                                                         (a)                           (b) 

Slika 3.6. WTW Multimetar 3430 s elektrodama za mjerenje pH-vrijednosti i koncentracije 

otopljenog kisika (a), spektrofotometar HACH, DR2400, SAD za mjerenje OG (u sredini), 

homogenizator (b). 

 

 

Slika 3.7. Autoklav Sutjeska, Jugoslavija. 

 

Kvalitativna i kvantitativna analiza provedena je na uređajima prikazanim na slikama 3.8. i 

3.9., a koji se nalaze na Fakultetu kemijskog inženjerstva i tehnologije u firmi CWT - 

Comprehensive Water Technology.  

 

 

                                                   (a)                                       (b) 

                          Slika 3.8. TOC-VCSH Shimadzu uređaj (a) i HPLC uređaj (b). 
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                                             (a)                                            (b) 

            Slika 3.9. Uređaj za ionsku kromatografiju (a) i FTIR-ATR spektrometar (b). 

 

Ukupni organski ugljik (TOC), organski ugljik (TC) i anorganski ugljik (IC) određeni su 

pomoću uređaja TOC-VCSH, Shimadzu (slika 3.9. a). Uređajem za tekućinsku kromatografiju 

visoke djelotvornosti, HPLC UFLC XR D4 SHIMADZU, uzorci su razdvojeni po masi pri 

čemu su na ionskom kromatografu, DIONEX ICS SERIES, AS – DV, detektirani ioni 

odnosno anioni i kationi (slika 3.10. a). PS i PVC okarakterizirani su infracrvenom 

spektroskopijom s Fourierovom transformacijom tj. FTIR-ATR spektrometrom, PerkinElmer, 

Spectrum One (slika 3.10. b). 

Za filtraciju sterilizirane mikroplastike koristio se vakuumski filtar lijevak (Slika 3.10). 

 

 

Slika 3.10. Membranska filtracija mikroplastike pomoću vakuumskog filtar lijevka. 

 

3.3. Metode rada 

3.3.1. Priprema mikroplastike  

Za ispitivanje značajnih čimbenika procesa biorazgradnje MP-a pomoću bakterija Bacillus 

cereus i Pseudomonas alcaligenes korišteni su PS i PVC koji se u svakodnevici koriste u 

obliku jednokratnog pribora za jelo, odnosno ambalaže za pakiranje hrane. Polimerni 

proizvodi su prvo usitnjeni na manje komade škarama, a potom na sitnije čestice na 
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Kriomlinu (Slika 3.11. a). Kriomlin je uređaj za usitnjavanje uzoraka s tekućim dušikom koji 

služi za termostatiranje. Metoda mljevenja uzoraka na kriomlinu je jednostavnija i brža u 

odnosu na metodu mljevenja sa suhim ledom, a princip rada je sljedeći: na uređaju se podesi 

broj i frekvencija udaraca te vrijeme trešnje. U utor metalnog spremnika unutar kriomlina 

stavi se plastika koja se pomoću tekućeg dušika dopremljenog putem cijevi zaledi. Tako 

zaleđena plastika se uslijed trešnje i udaraca kuglice unutar spremnika usitnjava. Dobivene 

čestice MP-a su osušene i prosijane na mehaničkom situ (slika 3.11. b) u svrhu dobivanja 

frakcija <300 μm i 500-700 μm.  

 

    

              (a)                                    (b) 

Slika 3.11. Kriomlin (a) i mehaničko sito (b). 

 

3.3.2. Sterilizacija mikroplastike 

Prije provedbe pokusa biorazgradnje MP je sterilizirana u 70%-tnom etanolu kako bi se 

uklonile potencijalno postojeće nečistoće na površini MP-a. Sterilizirane čestice MP-e su 

zatim stavljene na rotacijsku tresilicu 15 minuta na 160 o/min, a potom su i filtrirane kroz 

membranski filter veličine pora 0,45 μm. 

3.3.3. Preduzgoj bakterija Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes 

24 sata prije postavljanja eksperimenta proveden je preduzgoj bakterijskih kultura, Bacillus 

cereus i Pseudomonas alcaligenes, u svrhu postizanja što boljeg rasta mikroorganizama, 

odnosno izostavljanja faze prilagodbe samih mikroorganizama na okolinu u kojoj trebaju 

rasti. Izrasle bakterijske kulture Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes upotrebljene su za 

pripremu bakterijskih suspenzija tako da su Pasteur pipetom sastrugane s površine hranjive 

podloge te pomoću mineralnog medija prenesene u sterilnu tikvicu. Pripremljene bakterijske 
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suspenzije su homogenizirane i iskorištene za postavljanje pokusa biorazgradnje MP-a 

pomoću navednih mikroorganizama. 

 

3.3.4. Pokusi biorazgradnje polistirena i poli(vinil-klorida) pomoću bakterija 

Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes prema Taguchi dizajnu 

Plan pokusa biorazgradnje MP-a bakterijama Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes 

dizajniran je prema Taguchi dizajnu L8 ortogonalnog plana koji daje kombinaciju 7 čimbenika 

na dvije razine u svrhu ispitivanja i utvrđivanja značajnih čimbenika procesa biorazgradnje 

PS-a i PVC-a. Prema Taguchi dizajnu, ispitan je utjecaj 7 čimbenika na proces biorazgradnje 

PS-a i PVC-a bakterijama Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes – pH-vrijednost, 

temperatura, broj okretaja, veličina MP-e, koncentracije MP-e, OG i dodatak glukoze na dvije 

razine – minimalna i maksimalna vrijednost. Dobivena matrica prema Taguchi dizajnu koja 

predstavlja kombinaciju čimbenika na dvije razine za svaki pokus prikazana je u tablicama: 

Tablica 3.2. i Tablica 3.3.  

U svrhu ispitivanja značajnih čimbenika procesa biorazgradnje MP-a primjenom bakterijskih 

kultura Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes tijekom 30 dana provedeno je 16 pokusa 

na 4 rotacijske tresilice pri čemu se pratio utjecaj čimbenika pri 15 °C i 25 °C te 100 o/min i 

200 o/min. Sastav tikvica pojedinog pokusa činili su: mineralni medij pH-vrijednosti 6 ili 8, 

suspenzija mikroorganizama – Bacillus cereus ili Pseudomonas alcaligenes OG vrijednosti 

0,1 ili 0,5, te MP – PS ili PVC veličine čestica 500-710 μm ili <300 μm i koncentracije 1000 

ili 10 mg/L. U pojedine pokuse dodano je i 0,0001 mg/L glukoze. Provođenjem pokusa 

navedenih u tablicama: Tablica 3.2. i Tablica 3.3. ispitana je određena kombinacija čimebnika 

dobivenih prema Taguchi metodi. Usporedno s navedenih 16 pokusa, provedena su još 4 

pokusa u svrhu kontrole rasta mikroorganizama u određenim uvjetima. U točno određenim 

vremenskim intervalima (0., 3, 7., 14., 21. i 30. dan) izuziman je uzorak određenog volumena 

te je određena optička gustoća, OG, i broj živih stanica bakterija (CFU). Na početku i na kraju 

svakog eksperimenta određena je pH vrijednost. Provedene su i TOC analiza, ionska 

kromatografija, HPLC/MS analiza, FTIR-ATR analiza te je ispitana ekotoksičnost filtrata 

bakterijskih suspenzija prije i poslije procesa biorazgradnje pomoću morske bakterije Vibrio 

fischeri. 
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Tablica 3.2. L8 ortogonalni plan pokusa biorazgradnje PS-a i PVC-a bakterijom Bacillus 

cereus dobiven prema Taguchi dizajnu. 

 

 Vrsta 

mikroplastike 

Pokus  T / 

°C 

Broj 

okretaja 

/ o/min  

 pH-

vrijednost 

/ - 

Veličina 

MP / 

μm 

γ(MP) 

/ mg/L 

 OG 

/ - 

γ 

(glukoza) 

/ mg/L  

  

  

  

  

  

PS 

  

  

B1-1 15 

°C 

100 8 500-710 1000 0,5 0 

B3-1 15 

°C 

100 6 <300 10 0,1 0 

B1-2 15 

°C 

200 6 <300 1000 0,5 0,0001 

B4-2 15 

°C 

200 8 500-710 10 0,1 0,0001 

B1-3 25 

°C 

100 6 500-710 10 0,5 0,0001 

B3-3 25 

°C 

100 8 <300 1000 0,1 0,0001 

B1-4 25 

°C 

200 6 500-710 1000 0,1 0 

B3-4 25 

°C 

200 8 <300 10 0,5 0 

  

  

  

  

PVC 

  

  

  

B2-1 15 

°C 

100 8 500-710 1000 0,5 0 

B4-1 15 

°C 

100 6 <300 10 0,1 0 

B2-2 15 

°C 

200 6 <300 1000 0,5 0,0001 

B3-2 15 

°C 

200 8 500-710 10 0,1 0,0001 

B2-3 25 

°C 

100 6 500-710 10 0,5 0,0001 

B4-3 25 

°C 

100 8 <300 1000 0,1 0,0001 

B2-4 25 

°C 

200 6 500-710 1000 0,1 0,0001 

B4-4 25 

°C 

200 8 <300 10 0,1 0,0001 
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Tablica 3.3. L8 ortogonalni plan pokusa biorazgradnje PS-a i PVC-a bakterijom  

Pseudomonas alcaligenes dobiven prema Taguchi dizajnu. 

 

 Vrsta 

mikroplastike 

Pokus  T / 

°C 

Broj 

okretaja 

/ o/min  

 pH-

vrijednost 

/ - 

Veličina 

MP / 

μm 

γ(MP) 

/ mg/L 

 OG 

/ - 

γ 

(glukoza) 

/ mg/L  

  

  

  

  

PS 

  

  

P1-1 15 

°C 

100 8 500-710 1000 0,5 0 

P2-1 15 

°C 

100 6 <300 10 0,1 0 

P1-2 15 

°C 

200 6 <300 1000 0,5 0,0001 

P2-2 15 

°C 

200 8 500-710 10 0,1 0,0001 

P1-3 25 

°C 

100 6 500-710 10 0,5 0,0001 

P2-3 25 

°C 

100 8 <300 1000 0,1 0,0001 

P1-4 25 

°C 

200 6 500-710 1000 0,1 0 

P2-4 25 

°C 

200 8 <300 10 0,5 0 

  

  

  

  

PVC 

  

  

  

P3-1 15 

°C 

100 8 500-710 1000 0,5 0 

P4-1 15 

°C 

100 6 <300 10 0,1 0 

P3-2 15 

°C 

200 6 <300 1000 0,5 0,0001 

P4-2 15 

°C 

200 8 500-710 10 0,1 0,0001 

P3-3 25 

°C 

100 6 500-710 10 0,5 0,0001 

P4-3 25 

°C 

100 8 <300 1000 0,1 0,0001 

P3-4 25 

°C 

200 6 500-710 1000 0,1 0 

P4-4 25 

°C 

200 8 <300 10 0,1 0 
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3.3.5. Primjena analitičkih i instrumentalnih metoda za praćenje biorazgradnje 

mikroplastike 

3.3.5.1. Određivanje broja živih stanica bakterija (CFU) 

Za određivanje točnog broja izraslih kolonija bakterija Bacillus cereus i Pseudomonas 

alcaligenes pripremljena su decimalna razrjeđenja od 10
-5

 do 10
-6

. Broj izraslih kolonija 

bakterija Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes izraženog pomoću CFU – Colony-

forming Unit određen je ukupno šest puta tijekom trajanja pokusa. Postupak određivanja CFU 

sastoji se od inokulacije 1 mL prethodno pripremljenog razrjeđenja (10
-5

 ili 10
-6

) u praznu 

sterilnu Petrijevu zdjelicu koji se potom zalije s HA i dobro homogenizira 7-10 puta u obliku 

broja osam. Sve Petrijeve zdjelice stave se na inkubaciju u termostat 24-48 sati pri 37 °C. 

Nakon inkubacijskog vremena, određuje se broj izraslih kolonija brojanjem uzevši u obzir 

brojivi raspon od 30 do 300, dok se CFU vrijednost računa prema formuli
138

:  

 

 

 

3.3.5.2. TOC analiza – određivanje ukupnog organskog ugljika, ukupnog 

ugljika i anorganskog ugljika  

Za određivanje TOC-a (engl. Total Organic Carbon) izuzeto je 0,5 mL uzorka koji je potom 

profiltriran pomoću injekcije s okruglim filterom promjera 0,45 μm (Slika 3.12).  

 

 

Slika 3.12. Prikaz injekcije s filterima promjera 0,45 μm. 

 

Isti postupak proveden je i za TC-a (engl. Total Carbon), dok je IC (engl. Inorganic Carbon) 

izračunat iz razlike TC-a i TOC-a. Za TOC analizu korišten je TOC-VCSH, Shimadzu uređaj. 

Postupak određivanja TOC-a sastojao se od izuzimanja 0,5 mL uzorka u staklene bočice u 

CFU / (jed./mL) = 
(𝑏𝑟𝑜𝑗 𝑖𝑧𝑟𝑎𝑠𝑙𝑖ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑗𝑎)

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑢𝑝𝑜𝑡𝑟𝑒𝑏𝑙𝑗𝑒𝑛𝑜𝑔 𝑢𝑧𝑜𝑟𝑘𝑎
∗ 𝑟𝑒𝑐𝑖𝑝𝑟𝑜č𝑛𝑎 𝑣𝑟𝑖𝑗𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑑𝑒𝑐𝑖𝑚𝑎𝑙𝑛𝑜𝑔 𝑟𝑎𝑧𝑟𝑗𝑒đ𝑒𝑛𝑗𝑎    (1)       
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koje je dodano 9,5 mL deionizirane vode kako bi ukupan volumen iznosio 10 mL. U staklenu 

bočicu s uzorkom za mjerenje TOC-a dodano je i 3 kapi H2SO4 u svrhu neutralizacije 

anorganskog ugljika. Drugom setu bočica s izuzetim uzorcima istog volumena iz kojih se 

mjeri TC, kiselina se ne dodaje.  

 

3.3.5.3. Ionska kromatografija 

U svrhu određivanja koncentracije kationa i aniona (Slika 3.13) provedena je ionska 

kromatografija. Koncentracija kationa i aniona određena je pomoću Dionex ICS 3000 dualnog 

sustava s potisnutom vodljivošću. Uzorci su prije stavljanja na ionski kromatograf filtrirani 

kroz okrugli filter promjera 0,45 μm.  

Za određivanje kationa (Li
+
, Na

+
, NH4

+
, K

+
, Mg

2+
, Ca

2+
) korištena je Dionex CS16 kolona s 

pripadajućom pretkolonom termostatiranom na 30 °C. Mobilna faza je 30 mM MSA s 

protokom od 1,0 mL/min. Signal se supresira kationskim supresorom 

(ThermoScientific
TM

Dionex
TM 

CSRS
TM

ULTRA Cation Self Regeneration Suppressor (4 mm), 

Autosuppression Recycle mode, podešene struje supresora: 65 mA) tokom cijelog vremena 

trajanja analize. Tijekom ukupnog vremena trajanje analize odnosno 20 minuta eluiraju svi 

kationi.  

Anioni (F
-
, Cl

-
, NO2

-
, Br

-
, NO3

-
, PO4

3-
, SO4

2-
) su određeni u anionskom sustavu s AS 22 

kolonom s pripadajućom pretkolonom termostatiranoj na 30 °C. Mobilna faza je karbonatni 

pufer (4,5 mM Na2CO3 i 1,4 mM NaHCO3) dok je protok 1,2 mL/min. Signal se supresira 

anionskim supresorom (ThermoScientific
TM

Dionex
TM 

AERS
TM

 500 Anion Electrolytic 

Regenerating Suppressor, Recycle mode, podešene struje supresora: 31 mA). 

 

 

Slika 3.13. Pripremljeni uzorci u vijalama za ionsku kromatografiju. 

 



 

 

45 | P a g e  
 

3.3.5.4. HPLC/MS analiza – tekućinska kromatografija visoke 

djelotvornosti i masena spektrometrija 

HPLC/MS analiza ili tekućinska kromatografija visoke djelotovornosti/masena spektrometrija 

provedena je u svrhu detekcije potencijalno nastalih razgradnih produkata točnije aditiva. 

(Slika 3.14) Prilikom HPLC/MS analize korištene su dvije pumpe za podešavanje protoka 

mobilne faze (0,1% mravlje kiseline + MiliQ i acetonitril/metanol) vrijednosti 0,5 cm
3
/min. 

Volumen injektiranog uzorka iznosio je 10 μL. S obzirom da se ne zna točan sastav uzorka, 

korištena je HPLC metoda bez kolone.  

 

 

3.14. Pripremljeni uzorci za HPLC/MS analizu. 

 

3.3.5.5. Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama (FTIR 

analiza) 

U svrhu provjere funkcionalnih skupina u kemijskoj strukturi PS-a i PVC-a provedena je 

FTIR-ATR analiza nakon biorazgradnje MP-a. Ova analiza provedena je i prije provedbe 

pokusa biorazgradnje MP-a u svrhu određivanja karakterističnih funkcionalnih skupina u 

kemijskoj strukturi PVC-a i PS-a. Rezultat FTIR-ATR analize je odgovarajući spektar  

okarakteriziranog polimera s pripadajućim karakterističnim funkcionalnim skupinama koje se 

nalaze u kemijskoj strukturi tog polimera. Ovisno o rezultatima, FTIR-ATR analizom moguće 

je i potvrditi da je uistinu došlo do biorazgradnje MP-a. FTIR analiza ne zahtjeva posebnu 

pripremu uzorka već je dovoljno čvrsti uzorak polimera staviti na površinu kristala tako da 

prekiva u cijelini.  
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3.4. Postupak određivanja ekotoksičnosti filtrata pomoću morske bakterije 

Vibrio fischeri 

Za ispitivanje ekotoksičnosti filtrata bakterijskih suspenzija PS-a i PVC-a pomoću morske 

bakterije Vibrio fischeri korišten je filtrat bakterijske suspenzije PS-a odnosno PVC-a, 

resuspenzija bakterije Vibrio fischeri i 2%-tna otopina NaCl-a. pH-vrijednost filtrata je prema 

uputama za korištenje luminometra LUMIStox 300, uređaja za određivanje ekotoksičnosti, 

iznosila između 6 i 8,5. Bakterijska resuspenzija pripremljena je na način da se ušicom 

mikrobiološke eze zahvatilo malo čiste kulture morske bakterije Vibrio fischeri te se ju 

resuspendiralo u epruveti napunjenoj 2/3 otopinom za resuspenziju. Tako pripremljena 

bakterijska resuspenzija termostatirana je 15 minuta u termostatu na 15 °C radi prilagodbe 

bakterijske kulture uvjetima u novoj okolini. Prije provođenja samog testa ekotoksičnosti 

izmjerena je relativna luminiscencija bakterijske suspenzije Vibrio fischeri (Screening test) 

koja mora iznositi najmanje 1000 da bi se ispitivanje ekotoksičnosti provelo. Test 

ekotoksičnosti proveden je prema linearnom nizu nakon što je utvrđena valjana vrijednost 

izmjerene relativne luminiscencije.  

Linerarni niz  

1. U prvu kivetu stavi se 2/3 kivete 2%-tne otopina NaCl, u zadnju 2/3 uzorka 

razrijeđenog onoliko puta, koliko je utvrđeno screening testom. U predzadnju kivetu 

stavi se 1 mL 2%-tne otopine NaCl, a u sve ostale kivete stavi se po 1,5 mL 2%-tne 

otopine NaCl. 

2. U A nizu napravi se niz željenih razrjeđenja na način na koji je prikazan na slici 3.15. 

3. U sve ostale kivete B i C niza stavi se po 0,5 mL inokuluma. 

4.  

 

 

Slika 3.15. Prikaz provedbe testa toksičnosti pomoću morske bakterije Vibrio fischeri prema 

linearnom nizu. 
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Rezultati ispitivanja bioaktivnosti morske bakterije Vibrio fischeri prije i poslije izloženosti 

filtrata bakterijskih suspenzija PS-a i PVC-a su vrijednosti EC20 i EC50 koje ukazuju na veću 

ili manju toksičnost ispitivanog uzorka filtrata bakterijskih suspenzija, odnosno mineralnog 

medija koji služi kao kontrola. Eksperimentalni rezultat je i vrijednost faktora, f, koji mora 

biti oko 1 (0,6 do 1,3). Testovi ekotoksičnosti provedeni su na luminometru LUMIStox 300 

koji dolazi u kombinaciji s termometrom LUMIStherm, Hach-Lange GmbH, a koji se koristi 

u svrhu termostatiranja. Na slici 3.16. prikazani su luminometar LUMIStox 300 i termometar 

LUMIStherm, Hach-Lange GmbH. 

 

 

Slika 3.16.  Luminometar LUMIStox 300 i termometar LUMIStherm, Hach-Lange GmbH. 

 

3.5. Određivanje značajnih čimbenika za proces biorazgradnje PS-a i PVC-a 

bakterijama Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes  

Tijekom provedbe pokusa biozragradnje mikroplastičnih čestica PS-a i PVC-a bakterijama 

Bacillus cerues i Pseudomonas alcaligenes praćena je vrijednost ukupnog broja živih stanica, 

CFU, dok se je prilikom statističke obrade eksperimentalnih podataka kao odziv (engl. 

Response) koristila vrijednost log CFU. Pomoću programa Design Expert 7.0 SAD i 

statističke analize eksperimentalnih podataka ANOVA određeni su značajni čimbenici za 

provedene procese biorazgradnje PS-a i PVC-a bakterijama Bacillus cerues i Pseudomonas 

alcaligenes. S obzirom na doprinos (engl. contribution) i p-vrijednost svakog ispitivanog 

čimbenika određeni su značajni čimbenici za proces biorazgradnje ispitivanih MP-a 

bakterijama Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes. 
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4. REZULTATI I RASPRAVA  

Iako je danas nezamislivo funkcionirati bez plastike koja je zauzela svoje mjesto u svim 

dijelovima industrije i društva stvarajući ugodan život te doprinoseći održivom  razvoju, 

zahvaljujući maloj masi, velikoj izdržljivosti i niskoj cijeni sve se više o njoj stvara negativna 

slika.
139

 Razlog tomu je neprikladno i neodgovorno rukovanje ljudi s plastičnim otpadom koji 

se sve više nagomilava u okolišu kako se njezina masovna proizvodnja na godišnjoj razini 

povećava.
139

 Postavljena su i pitanja potencijalnih štetnih učinaka koje plastika može izazvati 

u okolišu te imati na životinjski svijet i čovjeka prenoseći se kroz hranidbeni lanac do njega. 

Stoga, kako plastika ne bi ostala zabilježena kao najveća onečišćujuća tvar našeg planeta, 

važno je što prije naći način kako ju učinkovito ukloniti iz okoliša. Osim toga, važno je i 

donijeti mjere za sprječavanje odlaganja plastičnog otpada u okoliš koje će biti propisane od 

strane zakonodavstva.
139

 Kao jedna od potencijalnih metoda za učinkovito uklanjanje plastike 

iz okoliša pokazala se je biorazgradnja primjenom bakterija koja se temelji na iskorištavanju 

enzimskog potencijala i metaboličkim aktivnostima mikroba.
140

 Za odvijanje bioloških 

reakcija u kojima sudjeluju enzimi koji su po kemijskoj strukturi proteini ključno je 

zadovoljiti fiziološke uvjete u kojima je aktivnost enzima najveća dok je za metaboličke 

reakcije ključno osigurati izvor hranjivih tvari.
140

 Fiziološki uvjeti podrazumijevaju postizanje 

uvjeta što sličnijim uvjetima u biološkoj stanici, a to su optimalna pH-vrijednost, optimalna 

temperatura itd.
141

  

U ovom su se radu proveli eksperimenti biorazgradnje mikroplastičnih čestica PVC-a i PS-a 

pomoću mikroorganizama Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes s ciljem utvrđivanja 

značajnih čimbenika koji utječu na ovaj proces. Tijekom 30 dana ispitao se utjecaj pH-

vrijednosti, temperature, veličine i koncentracije MP-a, broja okretaja, OG bakterijske 

suspenzije i koncentracije glukoze na minimalnoj i maksimalnoj vrijednosti. Temperatura je 

za svaki eksperiment na početku podešena na određenu vrijednost dok se pH-vrijednost u 

pokusima tijekom 30 dana nije značajnije mijenjala. Stoga su glavni pokazatelji biorazgradnje 

PS-a i PVC-a primjenom bakterija: broj stanica izraslih bakterijskih kolonija izražen po 

mililitru (CFU),  TOC analiza, HPLC/MS analiza, ionska kromatografija te FTIR analiza. 

Određena je i ekotoksičnost filtrata po završetku svakog eksperimenta u svrhu utvrđivanja 

njihove potencijalne toksičnosti. Statističkom obradom u programu Design Experiments 

prema Taguchi metodi obrađeni su eksperimentalni podaci biorazgradnje PS-a i PVC-a 

bakterijama Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes te su utvrđeni značajni čimbenici ovih 

procesa. 
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4.1. Promjena CFU vrijednosti tijekom biorazgradnje PS-a i PVC-a 

primjenom bakterije Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes 

Općenito, CFU vrijednost predstavlja broj izraslih bakterijskih kolonija izraženih po mililitru, 

a koristi se za mikrobiološku dijagnostiku unutar nekog sustava.
138,142

 U ovom je radu CFU 

vrijednost služila kao parametar za praćenje tijeka biorazgradnje polimera PS-a i PVC-a 

pomoću mikroorganizama Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes tijekom 30 dana 

trajanja eksperimenta. 

 

4.1.1. Rezultati promjene CFU vrijednosti tijekom biorazgradnje PS-a i PVC-a 

primjenom bakterije Bacillus cereus 

Na slikama 4.1.-4.4. prikazana je biorazgradnja PS-a pomoću bakterije Bacillus cereus 

tijekom 30 dana praćena preko CFU vrijednosti. Ovisno o eksperimentalnim uvjetima najveći 

broj izraslih kolonija prilikom biorazgradnje PS-a bakterijom Bacillus cereus postignut je već 

u 3. danu u pokusima B1-3, B3-3 i B3-4 u vrijednosti od 7,4 x 10
7
 st/mL, 1,38 x 10

7
 st/mL 

odnosno 5,6 x 10
7
 st/mL. Broj kolonija u 0. danu za pokuse B1-3 i B3-4 iznosio je 2,6 x 10

7 

st/mL, dok je za pokus B3-3 iznosio 5,50 x 10
6 

st/mL. Bakterijsko razmnožavanje od 0. do 3. 

dana u ovim pokusima upućuje da je proces preduzgoja uspješno proveden te da bakterijskoj 

kulturi Bacillus cereus nije bilo potrebno vrijeme prilagodbe na novonastale uvjete. Pokusi 

B1-3, B3-3 i B3-4 prikazani su na slikama 4.3. a i b te 4.4. a. Početak postepenog smanjenja 

broja kolonija Bacillus cereus uočen je u 7. danu u pokusima B1-3 i B3-4. S druge strane, u 

pokusu B3-3 broj kolonija se minimalno smanjio, a kako je vrijeme odmicalo, oscilirao je više 

manje oko jednake vrijednosti, što upućuje na uspostavljanje stacionarne faze bakterijskog 

rasta
138

 prikazane na slici 4.3. b. Tijekom stacionarne faze rasta neprestano se odvija 

energetski metabolizam; sintetiziraju se i komercijalno važni produkti biosinteze kao npr. 

enzimi i antibiotici.
138

  Usporedbom pokusa koji je predstavljao kontrolu (SP), a koji nije 

sadržavao MP-e, i pokusa B3-3, u kojemu je MP-e bila prisutna, uočena je neznatna razlika u 

broju izraslih kolonija. Shodno navedenom može se zaključiti da je u ovom slučaju došlo do 

minimalnog iskorištavanja PS-a kao supstrata. Pretpostavlja se da eksperimentalni uvjeti nisu 

odgovarali bakteriji Bacillus cereus da bi u većoj mjeri iskoristila PS kao supstrat. U 7. danu 

najveći broj izraslih kolonija postignut je u pokusima B1-2 i B4-2 u vrijednosti od 2,67 x 10
7
 

st/mL i 6,9 x 10
7
 st/mL, dok je u 14. danu najveći broj izraslih kolonija postignut u pokusima 

B1-1 i B3-1 u vrijednosti od 1,1 x 10
8
 st/mL, 1,1 x 10

7 
st/mL. Iako je u 14. danu CFU 

vrijednost Bacillus cereusa prilikom biorazgradnje PS-a u pokusu B1-4 bila velika i iznosila 
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5,9 x 10
7
 st/mL, najveća CFU vrijednost u ovom pokusu postignuta je u 30. danu i iznosila je  

8,3 x 10
7
 st/mL. Pokusi B1-2 i B4-2 prikazani su na slikama 4.2. a i b, a pokusi B1-1, B3-1 i 

B1-4 na slikama 4.1. a i b te 4.4. a. Nakon što su se bakterijske kulture Bacillus cereus u 

pokusu B1-2  prilagodile ispitivanim uvjetima uslijedio je eksponencijalni rast bakterija čija 

pojava ukazuje da prisutnost PS-a potiče rast ovih mikroorganizama
138

. Nagli pad broja 

bakterija u pokusu B1-2 nakon kojeg CFU vrijednost je oscilirala oko jednake brojke do 

završetka pokusa, primijećen je u 14. danu. Bakterijske kulture Bacillus cereus u pokusu 

biorazgradnje PS-a B1-4 prikazanom na slici 4.4. a blago rastu tijekom prvih 7 dana što se 

vidi iz postepenog povećanja CFU vrijednosti. Nakon 7. dana dolazi do naglog rasta bakterija 

Bacillus cereus dok je nagli pad CFU vrijednosti primijećen u 21. danu. Međutim, u ovom 

slučaju, nakon 21. dana, dolazi do ponovnog bakterijskog rasta Bacillus cereus zahvaljujući 

endosporama koje ove bakterije posjeduju, a koje im omogućuju preživljavanje nepovoljnih 

uvjeta i prilagodbu na iste.
138

 U 30. danu je i biorazgradnja PS-a u pokusu B1-4 bakterijom 

Bacillus cereus najintenzivnija. To je rezultat najveće razlike u CFU vrijednosti dobivene 

prilikom biorazgradnje PS-a u pokusu B1-4 i SP-a. 

 

  

                                             (a)                                                                                        (b) 

Slika 4.1. Promjena CFU vrijednosti bakterije Bacillus cereus tijekom biorazgradnje PS-a za 

pokuse: B1-1 (a) i B3-1 (b). 
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                               (a)                                                                                        (b) 

Slika 4.2. Promjena CFU vrijednosti bakterije Bacillus cereus tijekom biorazgradnje PS-a za 

pokuse: B1-2 (a) i B4-2 (b).  

  

(a)                                                                                      (b)         

Slika 4.3. Promjena CFU vrijednosti bakterije Bacillus cereus tijekom biorazgradnje PS-a za 

pokuse: B1-3 (a) i B3-3 (b). 

                                                                                 

(a)                                                                                      (b) 

Slika 4.4. Promjena CFU vrijednosti bakterije Bacillus cereus tijekom biorazgradnje PS-a za 

pokuse: B1-4 (a) i B3-4 (b). 
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Od svih provedenih pokusa biorazgradnje PS-a bakterijama Bacillus cereus s obzirom na 

najvišu CFU vrijednost najznačajnijim se je pokazao pokus B1-1. U prilog tome ide i najveća 

razlika CFU vrijednosti dobivene u ovom pokusu i kontrolom pokusu odnosno SP. Ta razlika 

ukazuje na to da je PS iskorišten kao supstrat za rast i razmnožavanje te da je došlo do 

njegove biorazgradnje. Iako se na temelju hidrofobnog karaktera PS-a koji ga čini otpornim 

na hidrolizu vjeruje da je PS nerazgradiv
142

, i ovo istraživanje, kao i brojna druga 
131,132,135 

potvrđuje mogućnost njegove biorazgradnje primjenom bakterijske kulture Bacillus cereus. 

Auta i dr. (2017) su in vitro biorazgradnjom utvrdili da od mikroorganizama izoliranih iz 

okoliša šume mangrove samo Bacillus cereus i Bacillus gottheilii koriste odgovarajuću 

enzimsku aktivnost za biorazgradnju PE-a, PS-a i PET-a.
143

 Nakon 40 dana biorazgradnje 

bakterijom Bacillus cereus smanjenje mase mikroplastičnih čestica PE-a, PET i PS-a iznosilo 

je 1,6 %, 6,6 % i 7,4 % dok je smanjenje mase mikroplastičnih čestica PE-a, PET i PS-a 

bakterijom Bacillus gottheilii iznosilo 6,2 %, 3,0 % i 5,8 %. Za zaključiti je da je PS u odnosu 

na PE i PET bio dostupniji bakteriji Bacillus cereus za biorazgradnju. No, treba uzeti u obzir 

da veće smanjenje mase mikroplastičnih čestica PS-a u ovom istraživanju može biti i rezultat 

izlaganja ispitivanih polimera UV zračenju prije pokusa biorazgradnje, a na koje je PS kao 

spoj koji sadrži aromatsku skupinu, jako osjetljiv.
143 

Na slikama 4.5.-4.8. prikazana je biorazgradnja PVC-a pomoću bakterije Bacillus cereus 

tijekom 30 dana praćena preko CFU vrijednosti. Prilikom biorazgradnje PVC-a bakterijom 

Bacillus cereus najveći broj izraslih kolonija, ovisno o eksperimentalnim uvjetima, postignut 

je već u 3. danu u pokusima B2-3, B4-3, B2-4 i B4-4 u vrijednosti od 7,5 x 10
7
 st/mL, 3,3 x 

10
7
 st/mL, 7,5 x 10

7
 st/mL i 2,3 x 10

7
 st/mL. S druge strane, početni broj kolonija (0. dan) za 

pokuse B2-3 i B2-4 je iznosio 2,6 x 10
7
 st/mL, dok je za pokuse B4-3 i B4-4  iznosio 5,50 x 

10
6
 st/mL. Razlika između broja izraslih kolonija u 0. i 3. danu u pokusima: B2-3, B4-3, B2-4 

i B4-4 ukazuje na to da je došlo do postepenog ili naglog povećanja broja bakterija Bacillus 

cereus ovisno o eksperimentalnim uvjetima, a samim time i da je preduzgoj uspješno 

proveden. Značajnije smanjenje broja izraslih bakterijskih kolonija u ovim pokusima uočeno 

je u 7. danu. U pokusima B2-3, B2-4 i B4-4 došlo je do sekundarnog rasta mikroorganizama s 

obzirom na to da Bacillus cereus posjeduje endospore koje mu omogućuju prilagodbu na 

nepovoljne uvjete.
138

 Pokusi B2-3 i B4-3 prikazani su na slikama 4.7. a i b, dok su pokusi 

B2-4 i B4-4 prikazani na slikama 4.8. a i b. U 7. danu postignuta je maksimalna CFU 

vrijednost u pokusima B2-1, B4-1 i B2-2 u iznosu od 7,1 x 10
7
 st/mL, 1,1 x 10

7 
st/mL i 1,33 x 

10
7
 st/mL. S obzirom na početni broj kolonija, 2,6 x 10

7 
st/mL ili 5,50 x 10

6
 st/mL, koji ovisi 

o OG pojedinog sustava, i u ovim je pokusima došlo do postepenog ili naglog povećanja broja 
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bakterija Bacillus cereus sukladno ispitivanim uvjetima. Zaključak je da je i u ovim pokusima 

preduzgoj uspješno proveden. Međutim, razlika između postignute CFU vrijednosti u 

pokusima B4-1 te B2-2 i SP-a je neznatna što znači da je došlo do minimalnog iskorištavanja 

PVC-a kao supstrata, dok je ta razlika između PVC-a u pokusu B2-1 i SP-a značajnija, što 

znači da je PVC barem djelomično iskorišten kao izvor ugljika i energije. Na slikama 4.5. a i 

b prikazani su pokusi B2-1 i B4-1, dok je na slici 4.6. a prikazan pokus B2-2. U pokusu B3-2 

maksimalna CFU vrijednost postignuta je tek u 14. danu u iznosu od 6,00 x 10
7
 st/mL. Iako je 

CFU vrijednost u ovom pokusu u 3. danu naglo pala, od tog dana došlo je i do uspostavljanja 

eksponencijalne faze rasta bakterijske kulture Bacillus cereus. Pokus B3-2 prikazan je na slici 

4.6. b.   

 

  

(a)                                                                                         (b)                               

Slika 4.5. Promjena CFU vrijednosti bakterije Bacillus cereus tijekom biorazgradnje PVC-a 

za pokuse: B2-1 (a) i B4-1 (b).  

  

(a) (b)              

Slika 4.6. Promjena CFU vrijednosti bakterije Bacillus cereus tijekom biorazgradnje PVC-a 

za pokuse: B2-2 (a) i B3-2 (b).           

6,0

6,5

7,0

7,5

8,0

8,5

9,0

9,5

10,0

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

lo
g
 C

F
U

t / d

PVC Kontrola

6,0

6,5

7,0

7,5

8,0

8,5

9,0

9,5

10,0

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

lo
g
 C

F
U

t / d

PVC Kontrola

6,0

6,5

7,0

7,5

8,0

8,5

9,0

9,5

10,0

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

lo
g
 C

F
U

t / d

PVC Kontrola

6,0

6,5

7,0

7,5

8,0

8,5

9,0

9,5

10,0

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

lo
g
 C

F
U

t / d

PVC Kontrola



 

 

54 | P a g e  
 

  

(a)                                                                                         (b) 

Slika 4.7. Promjena CFU vrijednosti bakterije Bacillus cereus tijekom biorazgradnje PVC-a 

za pokuse: B2-3 (a) i B4-3 (b).            

      

                                            (a)                                                                                       (b) 

Slika 4.8. Promjena CFU vrijednosti bakterije Bacillus cereus tijekom biorazgradnje PVC-a 

za pokuse: B2-4 (a) i B4-4 (b). 

Iako je najveća postignuta CFU vrijednost Bacillus cereusa prilikom biorazgradnje PVC-a 

(CFU = 7,5 x 10
7 

st/mL) u dva pokusa: B2-3 i B2-4, najznačajnijim pokusom se pokazao 

pokus B4-3. Najveća CFU vrijednost u pokusu B4-3 također je postignuta u 3. danu kao i u 

prethodno navedena dva pokusa. Međutim, njezina vrijednost iznosi 3,3 x 10
7 

st/mL. No, bez 

obzira na nju, najveća razlika između CFU vrijednosti Bacillus cereusa za uzorak PVC-a i 

SP-a, a koja općenito ukazuje na intenzitet biorazgradnje, postignuta je upravo u pokusu B4-3 

i to u 3., 7. 21. i 30. danu. Stoga je i biorazgradnja PVC-a primjenom bakterije Bacillus 

cereus najintenzivnija u pokusu B4-3. Nadalje, iz razlike CFU vrijednosti Bacillus cereusa za 

uzorak PVC-a u pokusima B2-3 i B2-4, i SP-a također je vidljivo da dolazi do biorazgradnje 
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mikroplastičnih čestica iako je u ovim slučajevima biorazgradnje manje intenzivna. Stoga,  

ovakvi rezultati potvrđuju da je došlo do biorazgradnje PVC-a bakterijom Bacillus cereus što 

značajno doprinosi proširenju znanja o biorazgradnji PVC-a primjenom bakterija, s obzirom 

da je do danas provedeno malo istraživanja koja se bave biorazgradnjom PVC-a primjenom 

bakterija.
100

 Rezultati istraživanja provedenog 2008. godine pokazali su učinkovitost morske 

bakterije identificirane kao Bacillus spp. u biorazgradnji PVC-a, a izraženi su preko 

smanjenja mase PVC-a.
144

 Tijekom 90 dana inkubacije svakih 15 dana određivano je 

smanjenje mase PVC-a te je utvrđeno da kada je PVC jedini izvor ugljika njegovo smanjenje 

mase iznosi 0.08 ± 0.02, 0.17 ± 0.04, 0.28 ± 0.02, 0.34 ± 0.17, 0.32 ± 0.09 %, nakon 15, 30, 

45, 75 i 90 dana inkubacije. Na temelju ovih rezultata zaključeno je da se morske bakterije 

identificirane kao Bacillus spp. mogu koristiti za destabilizaciju plastične strukture čije atome 

ovi mikroorganizmi koriste kao izvor ugljika za energijski metabolizam.
144

 

Broj kolonija bakterijske kulture Bacillus cereus se u odnosu na početni broj kolonija tijekom 

30 dana povećao u svim provedenim pokusima biorazgradnje PS-a i PVC-a. Utvrđeno je da se 

u kraćem roku postiže maksimalna CFU vrijednost kod pokusa pri sobnoj temperaturi tj. 25 

°C. Iz cijelog seta provedenih pokusa biorazgradnje PVC-a i PS-a bakterijskom kulturom 

Bacillus cereus može se pretpostaviti  da veće čestice MP-a (500-710 µm) kao i njihova viša 

koncentracija (1000 mg/L) te dodatak glukoze u koncentraciji od 0,1 g/L doprinose rastu i 

razmnožavanju bakterijskih kultura Bacillus cereus neovisno pri kojoj se temperaturi pokus 

provodi, koja je brzina miješanja te koja je OG ili pH-vrijednost. Razlog tomu je veća 

količina hranjivih tvari koja je na raspolaganju jer se u ovim slučajevima i PS i PVC koriste 

kao izvor ugljika i energije, a ne samo hranjive tvari iz mineralnog medija. Usporedbom CFU 

vrijednosti za pokuse biorazgradnje PS-a bakterijom Bacillus cereus u odnosu na CFU 

vrijednosti za pokuse biorazgradnje PVC-a ovom istom bakterijom, utvrđeno je da je 

biorazgradnja PS-a intenzivnija u odnosu na biorazgradnju PVC-a.  

 

4.1.2. Rezultati promjene CFU vrijednosti tijekom biorazgradnje PS-a i PVC-a 

primjenom bakterije Pseudomonas alcaligenes 

Na slikama 4.9.-4.12. prikazana je biorazgradnja PS-a pomoću bakterije Pseudomonas 

alcaligenes  tijekom 30 dana praćena preko CFU vrijednosti. Najveći broj izraslih kolonija u 

setu provedenih pokusa biorazgradnje PS-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes postignut je 

u 21. danu u pokusu P1-4 i iznosi 1,4 x 10
8
 st/mL (slika 4.12. a). U pokusima P2-2 i P2-3 

najveći broj izraslih kolonija postignut je u 7. danu u iznosu od 8,7 x 10
7
 st/mL i 6,5 x 10

7
 

st/mL, dok je u 14. danu postignut u pokusu P2-1 i iznosi 9,7 x 10
7
 st/mL (slike 4.10. b, 4.11. 
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b i 4.9. b). Shodno navedenom, može se zaključiti da se PS u pokusu P1-4 najbolje razgradio 

bakterijom Pseudomonas alcaligenes bez obzira na dužu prilagodbu na ispitivane uvjete. 

Iskorištavanje PS-a kao supstrata započelo je u 3. danu u pokusima P2-2 i P3-2, dok je u 

pokusu P1-4 započeto tek u 7. danu. No, u odnosu na pokuse P2-2 i P3-2, iskorištavanje  PS-a 

kao supstrata najviše je u razdoblju od 21. do 30. dana, što se očituje kao najviša razlika 

između CFU vrijednosti ovog pokusa i CFU vrijednosti kontrolnog pokusa. Velika razlika u 

CFU vrijednosti između kontrolnog pokusa i P1-4 pokusa u odnosu na ostatak provedenih 

pokusa biorazgradnje PS-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes potvrđuju da je došlo do 

biorazgradnje PS-a pomoću ove bakterije što je u skladu s objavljenom literaturom
145

. 

Najintenzivnija biorazgradnja PS-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes u pokusu P1-4 

postignuta je u 30. danu.  Prema istraživanju
146

, PS se može razgraditi i bakterijama: 

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes 

te pomoću gljive Aspergillus niger. Tijekom mjesec dana inkubacije smanjenje mase 

plastičnih čestica PS-a bilo je najveće primjenom bakterije Bacillus subtilis i iznosilo je 20 %. 

Kao što je već spomenuto u poglavlju 2.8.2.2. PS se može razgraditi i primjenom bakterije 

Bacillus cereus
143

 te Bacillus sp.
147

, ali i mješovitom kulturom Pseudomonas alcaligenes i 

Bacillus sp. za koju se pretpostavlja da će najbolje razgraditi PS radi kombinacije enzima koji 

posjeduje.
133 

PS se biorazgradnjom može razgraditi do spojeva poput stirena, toluena i 

benzena koji se mogu metabolizirati u bakteriji Pseudomonas sp.
100,149 

Galgali i dr. (2002.) 

pokazali su da se biorazgradnjom s Pseudomonas sp. NCIM2220 mogu razgraditi i 

heteropolimeri PS-a s maleinskim anhidridom usidrenim s malim količinama laktoze, 

saharoze ili glukoze.
150  

Prema literaturi
151

 i snažan PS sastavljen od mješavine PS-a i 

polibutadiena razgrađuje se primjenom bakterijske vrste Pseudomonas sp. pri čemu je 

smanjenje mase visokotlačne PS folije iznosilo svega 10 %.  Pokusi biorazgradnje PS-a (P1-1, 

P1-2, P1-3 i P2-4) bakterijom Pseudomonas alcaligenes o kojima će biti kasnije riječ, a čija je 

maksimalna CFU vrijednost postignuta već u 0. danu prikazani su na slikama 4.9. a, 4.10. a i 

b, i 4.12. redom kojim su navedeni. 
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(a) (b) 

Slika 4.9. Promjena CFU vrijednosti bakterije Pseudomonas alcaligenes tijekom 

biorazgradnje PS-a za pokuse: P1-1 (a) i  P2-1 (b). 

    

Slika 4.10. Promjena CFU vrijednosti bakterije Pseudomonas alcaligenes tijekom 

biorazgradnje PS-a za pokuse: P1-2 (a) i  P2-2 (b). 

   

                                              (a)                                                                                      (b) 

Slika 4.11. Promjena CFU vrijednosti bakterije Pseudomonas alcaligenes tijekom 

biorazgradnje PS-a za pokuse: P1-3 (a) i P2-3 (b). 
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                                               (a)                                                                                    (b)                   

Slika 4.12. Promjena CFU vrijednosti bakterije Pseudomonas alcaligenes tijekom 

biorazgradnje PS-a za pokuse:  P1-4 (a) i P2-4 (b). 

 

Na slikama 4.13.-4.16. prikazana je biorazgradnja PVC-a pomoću bakterije Pseudomonas 

alcaligenes tijekom 30 dana praćena preko CFU vrijednosti. Ovisno o eksperimentalnim 

uvjetima najveći broj izraslih bakterijskih kolonija postignut je već u 3. danu te je iznosio 

1,09 x 10
8
 st/mL (pokus P4-3, slika 4.15. b). U 7. danu najveći broj izraslih kolonija iznosio 

je 9,2 x 10
7
 st/mL (pokus P4-2), dok u 14. danu 1,41 x 10

8 
st/mL (pokus P3-4), slike 4.14. b i 

4.16. a. Na temelju najviše maksimalne CFU vrijednosti najznačajniji pokus biorazgradnje 

PVC-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes je P3-4. Biorazgradnja PVC-a bakterijom 

Pseudomonas alcaligenes je u pokusu P3-4 započela već u 7. danu, a trajala je skroz do 30. 

dana kada je bila najintenzivnija. Uvidom u bakterijske krivulje rasta pokusa: P3-1, P4-2, P4-

3 i P3-4 uočeno je da već od 3. dana dolazi do iskorištavanja PVC-a kao izvora ugljika. Stoga 

se može pretpostaviti da PVC potiče rast i razmnožavanje bakterija Pseudomonas alcaligenes. 

Najveća razlika u CFU vrijednosti između pokusa P3-4 i SP-a u odnosu na razlike CFU 

vrijednosti preostalih pokusa i njihovih kontrola, potvrđuje najveći značaj ovog pokusa. S 

obzirom na rast bakterijske kulture Pseudomonas alcaligenes koji je započet od 0. dana u sva 

tri pokusa, preduzgoj je uspješno proveden. Pokusi: P3-1, P4-1, P3-2, P3-3 i P4-4 u kojima 

tijekom procesa biorazgradnje MP-a primjenom bakterijske kulture Pseudomonas alcaligenes 

nije došlo do porasta već do smanjenja CFU vrijednosti prikazani su na slikama 4.13. a i b, 

4.14. a, 4.15. a i 4.16. b.  
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                                                   (a)                                                                                       (b) 

Slika 4.13. Promjena CFU vrijednosti bakterije Pseudomonas alcaligenes tijekom 

biorazgradnje PVC-a za pokuse: P3-1 (a) i P4-1 (b). 

 

    

        (a)                                                                                        (b) 

Slika 4.14. Promjena CFU vrijednosti bakterije Pseudomonas alcaligenes tijekom 

biorazgradnje PVC-a za pokus: P3-2 (a) i P4-2 (b).          

                     

    

                                               (a)                                                                                      (b)                           
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Slika 4.15. Promjena CFU vrijednosti bakterije Pseudomonas alcaligenes tijekom 

biorazgradnje PVC-a za pokuse:  P3-3 (a) i P4-3 (b). 

  

   
                                               (a)                                                                                     (b) 

Slika 4.16. Promjena CFU vrijednosti bakterije Pseudomonas alcaligenes tijekom 

biorazgradnje PVC-a za pokuse: P3-4 (a) i P4-4 (b). 

 

Početni broj kolonija tj. broj kolonija izraslih u 0. danu u pokusima biorazgradnje PS-a i 

PVC-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes: P1-1, P3-1, P4-1, P1-2, P3-2, P1-3, P3-3, P2-4 i 

P4-4, veći je od broja izraslih kolonija u svih 30 dana tijekom trajanja ovih pokusa. Stoga se 

može zaključiti da tijekom procesa biorazgradnje u ovim pokusima nije došlo do povećanja 

CFU vrijednosti. Vrijednost OG-a je u pokusu P4-1 iznosila 0,1 dok je u svim ostalim 

prethodno navedenim pokusima, OG iznosila 0,5. Kod svih pokusa čija je vrijednost OG-a 

0,5, bez obzira radi li se o biorazgradnji PS-a ili PVC-a primjenom bakterije Pseudomonas 

alcaligenes, došlo je do blažeg ili strmijeg pada broja izraslih kolonija nakon 0. dana. S druge 

strane, kod većine  pokusa (P2-1, P2-2, P4-2, P2-3, P3-3, P1-4 i P3-4) čija je OG vrijednost 

0,1 došlo je do rasta mikroorganizama nakon 0. dana. Za pretpostaviti je da su tijekom 

preduzgoja u pokusima s OG vrijednošću 0,5 bakterije iskoristile sve ili veliku većinu 

raspoloživih hranjivih tvari koje su im omogućile brzi rast i razmnožavanje, a što je 

uzrokovalo i njihov najveći broj već u 0. danu pokusa.
138

 Kao posljedica nedostatka hranjivih 

tvari i eventualne dulje prilagodbe na novonastale uvjete, uočen je smanjeni broj bakterija 

Pseudomonas alcaligenes nakon 0. dana. Najveći pad CFU vrijednosti uočen je već u 3. danu 

u pokusu P3-3 i P2-4, dok je u 7. danu uočen u pokusima P3-1 i P3-3. Krivulje bakterijskog 

rasta bakterijske kulture Pseudomonas alcaligenes tijekom biorazgradnje PS-a i PVC-a u 

pokusima P1-1 i P3-1, a čiji su eksperimentalni uvjeti jednaki, pokazuju sličan trend. No, 

razlikuju se prema CFU vrijednosti koja je viša za uzorak PVC-a u 7., 14. i 30. danu. Stoga je 
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u tom slučaju i biorazgradnja PVC-a intenzivnija u odnosu na biorazgradnju PS-a. Iako se je 

sve do 7. dana broj izraslih bakterijskih kultura Pseudomonas alcaligenesa smanjivao, nakon 

7. dana došlo je do ponovnog rasta i razmnožavanja ovih bakterijskih kultura sve do 14. dana. 

Stoga se može pretpostaviti da su PS i PVC iskorišteni kao izvor ugljika i energije za 

metaboličke aktivnosti bakterijske kulture Pseudomonas alcaligenes tijekom procesa 

biorazgradnje. Ovu pretpostavku povrđuje i značajna razlika između CFU vrijednosti uzoraka 

PS-a te PVC-a i SP-a u pokusima P1-1 i P3-1, a koja ukazuje na to da je do iskorišavanja PS-a 

i PVC-a kao supstrata uistinu i došlo. Nasuprot tome, razlika između CFU vrijednosti SP-a i 

CFU vrijednosti PS-a i PVC-a u pokusima P1-3, P3-3 i P4-4 je jako velika i ide u korist SP-u. 

Stoga se može pretpostaviti da u ovim pokusima PS i PVC nisu iskorišteni kao izvor ugljika i 

energije, a osim njih nisu niti iskorištene u potpunosti hranjive tvari iz mineralnog medija. U 

14. danu najveći pad CFU vrijednosti zabilježen je u pokusima P4-1, P1-2, P2-2, P3-2, P4-2, 

P1-4, a u 21. danu u pokusima: P4-1 i P2-3. Zadnji dan pokusa (30. dan) najveći pad CFU 

vrijednosti zabilježen je u pokusima: P1-1, P1-3, P4-3 i P4-4.  

Usporedbom CFU vrijednosti za pokuse biorazgradnje PS-a i PVC-a bakterijom 

Pseudomonas alcaligenes utvrđeno je da je PVC-e bio dostupniji ovoj bakteriji za 

biorazgradnju, odnosno da je PVC-e bolje razgrađen ovom bakterijom nego PS-e. S jedne 

strane s obzirom da je PVC-e, kao i PP-e, jako hidrofoban i otporan na kemijsku abraziju nije 

bilo za očekivati da će biorazgradnja PVC-a biti bolja u odnosu na PS
100

. No, s druge strane, 

kemijska struktura PVC-a manje je složena u odnosu na PS-e koji u svojoj strukturi sadrži 

aromatsku skupinu, pa ovakav rezultat niti ne čudi.
100

 Do danas je utvrđen maleni broj 

mikroorganizama koji mogu razgraditi PVC, a jedan od njih je bakterija Pseudomonas putida 

koja koristi monomer PVC-a, vinil klorid, kao izvor ugljika.
152

 Prilikom metaboličkih 

aktivnosti, za vrijeme biorazgradnje PVC-a, ova bakterija koristi potencijal vlastitog enzima, 

alken monooksigenaze. Pokazalo se je da i Pseudomonas chlororaphis može razgraditi 

PVC.
152

 Osim bakterija, PVC mogu razgraditi i bijele gljive, članovi grupe Basidiomycota.
153 

Dodatno, usporedbom procesa biorazgradnje PS-a bakterijama Bacillus cereus i Pseudomonas 

alcaligenes, utvrđeno je da se PS bolje razgrađuje bakterijom Pseudomonas alcaligenes. 

Posljedica je to većih CFU vrijednosti ovih bakterijskih kultura u odnosu na CFU vrijednosti 

bakterijskih kultura Bacillus cereus. Ovakve rezultate dodatno potvrđuju i veće razlike 

između CFU vrijednosti dobivene za uzorak PS-a i SP-a u pokusu P1-4, a koji se je od svih 

provedenih pokusa biorazgradnje PS-a bakterijom Pseudomonas alcaligenesa pokazao 

najznačajnijim. Nadalje, usporedbom CFU vrijednosi ovih dviju bakterija dobivenih prilikom 

biorazgradnje PVC-a u najznačajnijim pokusima: B4-3 i P3-4, utvrđeno je da su veće CFU 
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vrijednosti kod bakterijske kulture Pseudomonas alcaligenes. Osim toga, i razlika između 

CFU vrijednosti ovih bakterijskih kultura dobivene u pokusu P3-4 i SP-u je znatno veća u 7., 

14., 21. i 30. danu u odnosu na razliku između CFU vrijednosti bakterijske kulture Bacillus 

cereus i SP-a. Stoga se može pretpostaviti da je biorazgradnja PVC-a puno intenzivnija 

primjenom bakterijske kulture Pseudomonas alcaligenes. 

4.2.  Promjene koncentracije TC-a, TOC-a i IC-a tijekom pokusa biorazgradnje PS-a i 

PVC-a bakterijama Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes 

4.2.1. Promjena koncentracije TC-a, TOC-a i IC-a tijekom pokusa biorazgradnje PS-a i 

PVC-a bakterijom Bacillus cereus 

Promjena koncentracije TC-a, TOC-a i IC-a tijekom pokusa biorazgradnje PS-a bakterijom 

Bacillus cereus u pokusima B1-1 i B1-3 prikazana je u tablici 4.1. dok je za biorazgradnju 

PVC-a ovom istom bakterijom, u pokusima B2-3 i B4-3, promjena koncentracije TC-a, TOC-

a i IC-a prikazana u tablici 4.2. Koncentracija TOC-a u pokusima biorazgradnje PS-a, B1-1 i 

B1-3, i u pokusu biorazgradnje PVC-a, B2-3, raste sve do 14. dana nakon kojeg se njezina 

vrijednost smanjuje sve do završetka ovih pokusa. S obzirom da mikroorganizmi za rast i 

razmnožavanje koriste ugljik kao izvor hranjivih tvari, očekivalo se da će povećanjem CFU 

vrijednosti doći do pada koncentracije TOC-a. Međutim, to se nije dogodilo. Kako se TOC 

vrijednost prema literaturi
154 

definira kao materijal dobiven raspadajućom vegatacijom, 

bakterijskim rastom i metaboličkim aktivnostima živih organizama ili kemikalija, 

pretpostavlja se da je povećanje koncentracije TOC-a posljedica nastanka organskih 

produkata nastalih uslijed narušavanja strukture PS-a ili otpuštanja aditiva s površine PS-a.
155

 

No, da bi se to moglo reći sa sigurnošću, potrebno je provesti HPLC/MS i FTIR analizu u 

svrhu potvrde novonastalih spojeva čije se pojedine funkcionalne skupine razlikuju u odnosu 

na funkcionalne skupine PS-a. Kako trend ponašanja IC vrijednosti prati trend ponašanja 

TOC-a, najznačajnija vrijednost koncentracije anorganskog ugljika postignuta je upravo u 14. 

danu. Osim toga, kako se IC veže uz razvijanje CO2 kao jednog od produkata 

biorazgradnje
155

, pretpostavlja se da je upravo u 14. danu biorazgradnja PS-a i PVC-a 

bakterijom Bacillus cereus najintenzivnija. Stoga ni ne čudi da ako je biorazgradnja MP-a u 

pokusima B1-1, B1-3 i B2-3 najintenzivnija u 14. danu, da je i vrijednost TOC-a najviša jer, 

kako je već spomenuto, prilikom biorazgradnje može doći do otpuštanja aditiva s površine 

MP-a ili nastanka novih razgradnih organskih produkata. U prilog pretpostavci da je 

biorazgradnja PS-a i PVC-a najintenzivnija u 14. danu ide i postojanje najveće razlike između 
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CFU vrijednosti ovih uzoraka MP-a i SP-a upravo u ovom danu. Razlika između CFU 

vrijednosti, a koja je jedna od potvrda da je do biorazgradnje i došlo, prikazana je na slikama 

4.1. a, 4.3. a, 4.5. a i 4.7. a u poglavlju 4.1.1. S druge strane, prilikom biorazgradnje PVC-a 

primjenom bakterije Bacillus cereus u pokusu B4-3, promjene koncentracije TOC-a, TC-a i 

IC-a ne prate nikakav pravilan trend ponašanja već do 7. dana rastu, pa padaju do 14. dana 

nakon kojeg opet rastu. Promjena koncentracije ukupnog organskog ugljika raste sve do 30. 

dana kada postiže svoju maksimalnu vrijednost. Ovaj porast je očekivan s obzirom na 

postojanje veće razlike između CFU vrijednosti PVC-a i SP-a koja ukazuje da dolazi do 

biorazgradnje PVC-a bakterijama Bacillus cereus. Kako je već više puta spomenuto, porast 

promjene TOC-a povezuje se s otpuštanjem aditiva s površine mikroplastičnih čestica PVC-a 

ili nastankom novih razgradnih organskih produkata. Najviše vrijednosti TC-a i IC-a 

postignute su u 14. danu pri čemu se povećanje IC-a veže s nastanakom CO2 prilikom 

biorazgradnje PVC-a.  

Koncentracija TC-a u 3., 7., 14, 21. i 30. danu je u odnosu  na početnu koncentraciju TC-a 

veća u svim provedenim pokusima biorazgradnje PS-a i PVC-a bakterijom Bacillus cereus. 

Porast i smanjenje koncentracije ukupnog ugljika prati trend ponašanja TOC-a i IC-a, što je u 

skladu s očekivanjima koje se temelji na definiciji TC-a kao sume svih vrsta ugljika u uzorku, 

a koji uključuje i organski i anorganski
154

.  

Usporedbom koncentracija IC vrijednosti izračunatih iz razlike TC-a i TOC-a dobivenih 

prilikom biorazgradnje PS-a i PVC-a bakterijama Bacillus cereus, uočeno je da su IC 

vrijednosti u većem broju pokusa više za biorazgradnju PS-a. Ovaj rezultat je potvrda 

pretpostavci definiranoj u poglavlju 4.1.1., a koja govori o tome da je biorazgradnja PS-a 

intenzivnija u odnosu na biorazgradnju PVC-a. U prilog tome idu i više CFU vrijednosti 

bakterija Bacillus cereus dobivene kod PS-a u odnosu na PVC. 

 

  



 

 

64 | P a g e  
 

Tablica 4.1. Koncentracija TOC-a, TC-a i IC-a za pokuse biorazgradnje PS-a, B1-1 i B1-3, bakterijom Bacillus cereus pri T = 15 °C i T = 25 °C 

      
PS 

      

t/dan 
TOC/mg/L TC/mg/L IC/mg/L TOC/mg/L TC/mg/L IC/mg/L 

B1-1 SP B1-1 SP B1-1 SP B1-3 SP B1-3 SP B1-3 SP 

0 5,48 5,48 8,33 8,33 2,85 2,85 5,48 5,48 8,33 8,33 2,85 2,85 

3 6,53 5,97 10,06 9,00 3,53 3,03 7,52 5,97 11,51 9,00 3,99 3,03 

7 8,75 7,41 14,36 13,22 5,61 5,81 9,93 7,41 16,92 13,22 6,99 5,81 

14 28,08 10,71 42,78 19,07 14,70 8,36 24,37 10,71 36,97 19,07 12,60 8,36 

21 27,98 6,63 39,54 12,95 11,56 6,32 17,37 6,63 28,74 12,95 11,37 6,32 

30 27,54 8,18 38,02 18,91 10,48 10,73 14,68 8,18 25,36 18,91 10,68 10,73 

 

 

Tablica 4.2. Koncentracija TOC-a, TC-a i IC-a za pokuse biorazgradnje PVC-a, B2-3 i B3-4, bakterijom Bacillus cereus pri T = 15 °C i                      

T = 25 °C  

            PVC             

  TOC/mg/L TC/mg/L IC/mg/L TOC/mg/L TC/mg/L IC/mg/L 

t/dan B2-3 SP B2-3 SP B2-3 SP B4-3 SP B4-3 SP B4-3 SP 

0 5,48 5,48 8,33 8,33 2,85 2,85 3,31 3,31 3,78 3,78 0,47 0,47 

3 6,65 5,97 9,96 9 3,31 3,03 5,42 3,13 6,72 3,56 1,30 0,43 

7 9,32 7,41 15,81 13,22 6,49 5,81 11,40 4,16 18,13 5,76 6,73 1,60 

14 17,06 10,71 28,83 19,07 13,37 8,36 10,58 15,96 15,83 24,85 5,25 8,89 

21 12,66 6,63 24,25 12,95 11,59 6,32 14,97 10,08 22,30 14,14 7,33 4,06 

30 15,46 8,18 26,93 18,91 9,87 10,73 15,64 7,14 20,76 12,41 5,12 5,27 
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4.2.1. Promjena koncentracije TC-a, TOC-a i IC-a tijekom pokusa biorazgradnje 

PS-a  i PVC-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes 

Promjena koncentracije TC-a, TOC-a i IC-a tijekom pokusa biorazgradnje PS-a bakterijom 

Pseudomonas alcaligenes u pokusima P2-1 i P1-4 prikazana je u tablici 4.3. dok je promjena 

koncentracije TC-a, TOC-a i IC-a prilikom biorazgradnje PVC-a bakterijom Pseudomonas 

alcaligenes u pokusima P4-3 i P3-4 prikazana u tablici 4.4. Koncentracija ukupnog 

organskog ugljika raste sve do 14. dana u pokusima biorazgradnje PS-a, P2-1 i P4-1 te u 

pokusu P4-3 koji se odnosi na biorazgradnju PVC-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes. U 

drugom pokusu biorazgradnje PVC-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes, P3-4, vrijednost 

TOC-a raste sve do 7. dana. Nakon 7. odnosno 14. dana u ovim pokusima dolazi do pada 

koncentracije TOC-a. Nadalje, TOC vrijednosti su u svim danima, izuzev nultog dana, u 

pokusu P2-1, veće za SP nego za uzorak PS. Ta razlika u TOC vrijednosti između SP-a i PS-a 

u pokusu P2-1 vidno je značajnija u 3. i 7. danu. Pretpostavlja se da je ovakav rezultat 

posljedica faze prilagodbe bakterijske kulture Pseudomonas alcaligenes na ispitivane uvjete. 

U preostala tri pokusa biorazgradnje PS-a odnosno PVC-a izmjerene TOC vrijednosti su u  

većini dana veće u odnosu na TOC vrijednosti SP-a.  

Promjena koncentracije IC-a prati trend ponašanja TC-a tijekom biorazgradnje PS-a i PVC-a 

bakterijom Pseudomonas alcaligenes u ova četiri pokusa. Stoga su najviše koncentracije TC-a 

i IC-a postignute u 7. danu u pokusima P2-1, P4-3 i P3-4, dok su u pokusu P1-4 najviše 

vrijednosti TC-a i IC-a postignute u 14. danu. Najviša vrijednost IC-a ukazuje na 

najintenzivniju biorazgradnju. Broj živih bakterijskih stanica u pokusu P2-1 prilikom 

biorazgadnje PS-a u odnosu na broj živih bakterijskih stanica SP-a najveći je u 14. danu, dok 

je u pokusu P3-4 tijekom biorazgradnje PVC-a razlika između broja živih bakterijskih stanica 

izraslih u ovom pokusu i SP-u najveća u 7. danu. I razlika između TOC-a i IC-a je ovim 

pokusima najveća u 7., odnosno 14. danu, što dodatno potvrđuje da je biorazgradnja PS-a u 

pokusu P2-1, i PVC-a u pokusu P4-3, najintenzivnija  u 14. danu, dok je u pokusu P3-4 

najintenzivnija u 7. danu. Dakle, može se zaključiti da bakterijska kultura Pseudomonas 

alcaligenes u najvećoj mjeri iskorištava PS, odnosno PVC, kao supstrat u danima u kojima je 

i biorazgradnja najintenzivnija. IC je u pokusu P4-3 najveći u 7. danu, što je u skladu s 

očekivanjima jer je broj živih bakterijskih stanica u ovom pokusu u odnosu na broj živih 

bakterijskih stanica SP-a znatno veći u ovom danu, što rezultira najintenzivnijom 

biorazgradnjom PVC-a prilikom provedbe ovog pokusa. U pokusu P1-4 najveća vrijednosti 

IC-a postignuta je u 14. danu, dok je najviša razlika između CFU vrijednost za uzorak PS i 
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kontrolni pokus postignuta u 30. danu. Međutim, razlika između broja živih stanica PS-a i SP-

a u 21. i 30. danu u pokusu P1-4 se ne razlikuje znatno, pa se može zaključiti da je ona 

najbolja u ova dva dana i da su nijanse u vrijednostima koje upućuje na to da je biorazgradnja 

bolja u 30. danu u odnosu na 21. dan.  

Usporedbom koncentracija IC-vrijednosti za biorazgradnju PS-a i PVC-a bakterijom 

Pseudomonas alcaligenes pretpostavlja se da je PVC bio dostupniji za biorazgradnju. 

Pretpostavka se temelji na puno višim izračunatim IC vrijednostima za većinu pokusa 

biorazgradnje PVC-a. Ova je pretpostavka u skladu s očekivanim s obzirom da PS u odnosu 

na PVC unutar svoje kemijske strukture ima aromatsku skupinu koja ga čini teže dostupnim 

za biorazgradnju.
29,30

 Dodatno u prilog argumentima o kemijskoj strukturi ide i viša 

kristalnost PS-a u odnosu na PVC zbog čega je PVC lakše razgraditi u odnosu na PS.
51 
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Tablica 4.3. Koncentracija TOC-a, TC-a i IC-a za pokuse biorazgradnje PS-a, P2-1 i  P1-4 te kontrolog pokusa, SP, bakterijom Pseudomonas 

alcaligenes pri T = 15 °C i T = 25 °C 

PS 

t/dan 
TOC/mg/L TC/mg/L IC/mg/L TOC/mg/L TC/mg/L IC/mg/L 

P2-1 SP P2-1 SP P2-1 SP P1-4 SP P1-4 SP P1-4 SP 

0 12,28 12,28 9,71 9,71 6,43 6,43 12,28 12,28 9,71 9,71 5,48 5,48 

3 7,26 45,85 13,79 36,5 6,54 6,22 51,10 45,85 44,37 36,5 5,87 5,10 

7 59,15 112,35 90,55 113,9 31,40 1,55 57,15 112,35 51,35 113,9 7,80 1,55 

14 56,95 67,75 66,50 63,85 9,55 8,63 82,00 67,75 92,45 63,85 10,45 5,89 

21 24,18 52,3 27,67 37,24 3,50 6,89 54,95 52,30 42,67 37,24 10,24 5,62 

30 20,21 50,20 20,37 30,15 5,01 5,96 50,74 50,41 40,12 30,21 9,78 4,97 

 

Tablica 4.4. Koncentracija TOC-a, TC-a i IC-a za pokuse biorazgradnje PVC-a, P4-3 i P3-4, te kontrolnog pokusa, SP, bakterijom Pseudomonas 

alcaligenes pri T = 15 °C i T = 25 °C  

  

PVC 

t/dan 
TOC/mg/L TC/mg/L IC/mg/L TOC/mg/L TC/mg/L IC/mg/L 

P4-3 SP P4-3 SP P4-3 SP P3-4 SP P3-4 SP P3-4 SP 

0 12,28 12,28 9,71 9,71 6,52 6,52 12,28 12,28 9,71 9,71 7,45 7,45 

3 52,60 53,6 44,48 41,28 15,17 20,53 29,29 53,6 45,02 41,28 15,73 12,36 

7 58,15 54,85 127,50 105,20 69,35 50,35 178,70 54,85 210,30 105,20 31,60 50,35 

14 81,40 68,35 96,80 88,65 15,40 20,3 80,35 68,35 83,95 88,65 3,60 20,3 

21 48,08 44,73 40,44 51,40 10,86 6,67 45,82 44,73 47,13 51,40 1,30 6,67 

30 40,14 40,35 40,15 50,23 10,43 11,29 30,27 39,71 41,84 49,32 1,89 5,78 
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4.3.  Promjena koncentracije kationa i aniona tijekom pokusa biorazgradnje PS-a i PVC-a 

bakterijama Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes 

Tijekom trajanja pokusa biorazgradnje mikroplastičnih čestica PS-a i PVC-a bakterijskim 

kulturama Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes određena je promjena koncentracije 

aniona (PO4
3-

 i SO4
2-

) i kationa (K
+
). Neki ioni su produkti biorazgradnje, a neki ioni potječu 

od mineralnog medija čiji je sastav detaljno opisan u tablici 3.1. u poglavlju 3.1.3.  

 

4.3.1. Promjena koncentracije kationa i aniona tijekom pokusa biorazgradnje PS-a i 

PVC-a bakterijom Bacillus cereus 

U tablicama 4.5. i 4.6. prikazane su promjene koncentracije kationa (K
+
) i aniona (PO4

3-
 i 

SO4
2-

) tijekom biorazgradnje PS-a bakterijom Bacillus cereus u pokusima B1-1 i B1-3. 

Promjene koncentracije kationa (K
+
) i aniona (PO4

3-
 i SO4

2-
) tijekom biorazgradnje PVC-a 

bakterijom Bacillus cereus u pokusima B2-3 i B4-3 prikazane su u tablicama 4.7. i 4.8. 

Promjene su se pratile u uzorcima SP-a (u kojem nije bilo MP-a) te PS-a i PVC-a. U svim 

uzorcima je u najvišoj koncentraciji bio prisutan fosfatni anion (PO4
3-

) koji je ključan za 

metaboličke aktivnosti bakterijskih stanica jer sudjeluje u sintezi nukleinskih kiselina i ATP-

a.
138

 Koncentracija fosfatnog iona (PO4
3-

) u uzorcima PS-a i PVC-a u pokusima B1-1, B1-3 

odnosno B2-3 raste sve do 14. dana nakon kojeg se više ili manje smanjuje sve do 21. dana.  

Smanjenje koncentracije fosfatnog iona (PO4
3-

) posljedica je smanjenja CFU vrijednosti tj. 

odumiranja živih bakterijskih stanica. Nakon 21. dana koncentracija fosfata opet raste sve do 

posljednjeg dana trajanja pokusa. Najviša koncentracija fosfatnog iona (PO4
3-

) za uzorke PS-a 

u pokusima B1-1 i B3-1 može se povezati s najintenzivnijom biorazgradnjom PS-a u 14. 

danu. Prilikom biorazgradnje potencijalno se otpuštaju aditivi s površine MP-a poput 

deterdženata koji u svom sastavu uobičajeno sadrže fosfate.
156

 Najintenzivnija biorazgradnja 

mikroplastičnih čestica PS-a i PVC-a rezultat je najveće razlike između CFU vrijednosti za 

uzorke PS-a te PVC-a i SP-a, a koje su uvrđene u poglavljima 4.1.1. i 4.1.2. S druge strane, 

koncentracija fosfata u pokusu P4-3, raste od nultog dana, pa sve do posljednjeg, kada je 

njezina vrijednost i najviša. Prilikom provođenja kontrolnih pokusa, SP, koncentracija 

fosfatnog iona (PO4
3-

) se u pokusima B1-1, B3-1 i B2-3 značajno smanjuje u 3. danu jer ga 

Bacillus cereus iskorištava kao hranjivu tvar prilikom rasta.
138

 Nakon 3. dana dolazi do 

ponovnog rasta koncentracije ovog iona u uzorcima SP. Nadalje, visoke vrijednosti 

koncentracije fosfatnog iona (PO4
3-

) prati i koncentacija kalijeva iona (K
+
). Razlog tomu je 

njihova međusobna ovisnost koja je posljedica sudjelovanja ovih iona u održavanju staničnih 

uvjeta tj. homeostaze unutar bakterijske stanice.
138

 Kalijev ion utječe na protok fosfata u 
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bakterijskoj stanici.
138 

Značajnije promjene u koncentraciji kalijeva iona (K
+
) tijekom pokusa 

biozragradnje PS-a i PVC-a, izuzev značajnog pada u 7. danu, nema. Pad koncentracije 

kalijeva iona (K
+
) pripisuje se bakterijskom iskorištavanju ovog iona kao hranjive tvari 

prilikom početka ili za vrijeme biorazgradnje PS-a, odnosno PVC-a. Za uzorak SP također 

nema značajnije promjene koncentracije kalijeva iona (K
+
) izuzev u 3. danu kada je opet 

došlo do značajnog pada koncentracije ovog iona koji se prispisuje bakterijskom 

iskorištavanju kalijeva iona (K
+
) kao hranjive tvari. Promjena koncentracije sulfatnih iona 

(SO4
2-

) u odnosu na promjenu koncentracije fosfatnog iona, PO4
3-

, i kalijeva iona, K
+
, je 

znatno manja te ne pokazuje pravilan trend ponašanja. Najznačajniji pad koncentracija sulfata 

utvrđen je u 3. danu i za uzorke PS-a i PVC-a i za uzorak SP. Razlog tomu je korištenje 

sulfata kao hranjive tvari prilikom rasta i razmnovažanje bakterijskih kultura koje su općenito 

odgovorni za sintezu određenih aminokiselina.
138

 U 21. danu koncentracija sulfata za uzorak 

SP je veća od koncentracije sulfata za PS i PVC dok je u svim ostalim danima manja. 

  

Tablica 4.5. Promjena koncentracije kationa (K
+
) i aniona (PO4

3-
 i SO4

2-
) u pokusu SP i 

pokusu B1-1 tijekom biorazgradnje PS-a bakterijom Bacillus cereus pri T = 15 °C  

t/ 

da

n 

Kation Anion 

γ(K
+
, B1-

1) / mg/L 

γ(K
+
, SP) 

/ mg/L 

γ(PO4
3-

, B1-

1) / mg/L 

γ(PO4
3-

, 

SP) / mg/L 

γ(SO4
2-

, B1-1) / 

mg/L 

γ(SO4
2-

, SP) / 

mg/L 

0 304,13 304,13 517,78 517,78 12,20 12,20 

3 296,39 5,30 542,94 5,67 12,14 0,15 

7 352,84 153,77 788,36 340,91 54,22 6,51 

14 298,81 274,35 987,13 856,92 28,39 22,10 

21 380,64 329,29 900,83 882,79 27,05 62,58 

30 382,03 338,83 906,86 1024,16 33,11 25,04 

 

Tablica 4.6. Promjena koncentracije kationa (K
+
) i aniona (PO4

3-
 i SO4

2-
) u pokusu SP i 

pokusu tijekom biorazgradnje PS-a bakterijom Bacillus cereus pri T = 25 °C  

t/dan 

Kation Anion 

γ(K
+
, B1-3) 

/ mg/L 

γ(K
+
, 

SP) 

/ mg/L 

γ(PO4
3-

, B1-3) 

/ mg/L 

γ(PO4
3-

, SP) 

/ mg/L 

γ(SO4
2-

, B1-3) 

/ mg/L 

γ(SO4
2-

, 

SP) 

/ mg/L 

0 304,13 304,13 517,78 517,78 12,20 12,20 

3 240,61 5,30 518,74 5,67 0,26 0,15 

7 3,43 153,76 1152,41 340,91 13,87 6,51 

14 385,21 274,35 1259,89 856,92 30,51 22,10 

21 326,85 329,29 678,49 882,79 1,97 62,58 

30 411,20 338,83 1212,16 1024,16 27,49 25,04 
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Tablica 4.7. Promjena koncentracije kationa (K
+
) i aniona (PO4

3-
 i SO4

2-
) u pokusu SP i 

pokusu B2-3 tijekom biorazgradnje PVC-a bakterijom Bacillus cereus pri T = 15 °C  

t/dan 

Kation Anion 

γ(K
+
, B2-3) 

/ mg/L 

γ(K
+
, SP) 

/ mg/L 

γ(PO4
3-

, B2-3) 

/ mg/L 

γ(PO4
3-

, SP) 

/ mg/L 

γ(SO4
2-

, B2-3) 

/ mg/L 

γ(SO4
2-

, SP) 

/ mg/L 

0 304,13 304,13 517,78 517,78 12,20 12,20 

3 266,79 5,30 574,22 5,67 9,65 0,15 

7 3,07 153,76 1071,23 340,91 12,25 6,51 

14 370,39 274,35 1176,35 856,92 27,39 22,10 

21 286,23 329,29 910,95 882,79 23,04 62,58 

30 369,86 338,83 1132,03 1024,16 25,05 25,05 

 

Tablica 4.8. Promjena koncentracije kationa (K
+
) i aniona (PO4

3-
 i SO4

2-
) u pokusu SP i 

pokusu B4-3 tijekom biorazgradnje PVC-a bakterijom Bacillus cereus pri T = 25 °C  

t/d

an  

Kation   Anion     

γ(K
+
, B4-3) 

/ mg/L 

γ(K
+
, SP) 

/ mg/L 

γ(PO4
3-

, B4-

3) /  mg/L 

γ(PO4
3-

, SP) 

/  mg/L 

γ(SO4
2-

, B4-

3) / mg/L 

γ(SO4
2-

, SP) 

/ / mg/L 

0 334,26 334,26 639,20 639,20 9,28 9,28 

3 129,61 303,48 249,70 643,25 6,27 20,09 

7 0,92 1,41 799,59 1020,27 15,16 22,40 

14 282,64 337,34 848,75 1023,98 26,11 33,43 

21 323,73 363,60 988,57 1133,70 30,94 37,64 

30 426,22 436,64 1250,93 n.a. 39,14 2367,41 

 

4.3.2. Promjena koncentracije kationa i aniona tijekom pokusa biorazgradnje PS-

a i PVC-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes 

Promjene koncentracije kalijeva, K
+
, i kalcijeva, Ca

2+
, iona tijekom biorazgradnje PS-a 

bakterijom Pseudomonas alcaligenes prikazane su  u tablicama 4.9. i 4.10. dok su promjene 

koncentracije kalijeva, K
+
, i kalcijeva, Ca

2+
, iona tijekom biorazgradnje PVC-a bakterijom 

Pseudomonas alcaligenes prikazane u tablicama 4.11. i 4.12.. U svim uzorcima zabilježena 

je najviša koncentracija kalijeva iona, K
+
, koji kao i kalcijev, Ca

2+
, ion prilikom bakterijskog 

rasta i razmnožavanje služi kao anorganski kofaktor (najčešće mineral) za određene enzime te 

sudjeluje u nekim biokemijskim reakcijama.
138

 U odnosu na koncentraciju kalijeva iona, 

koncentracija kalcijeva iona je značajno niža. Vrijednosti koncentracija oba iona ne prate 

pravilan trend ponašanja. Koncentracija kalijeva iona u pokusima P2-3 i P1-4 biorazgradnje 

PS-a najniža je u 7., odnosno 30. danu. U tim je danima i razlika između CFU vrijednosti 

uzoraka PS-a i SP-a najveća, pa je stoga i biorazgradnja najintenzivnija. Promjena 

koncentracije kalcijeva iona je u pokusu P1-4 biorazgradnje PS-a bakterijom Pseudomonas 
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alcaligenes najmanja u 21. danu, u kojem je i CFU vrijednost najviša. S druge strane,  

prilikom biorazgradnje PVC-a u pokusima P4-3 i P3-4 koncentracija i kalijeva i kalcijeva 

iona je najmanja u 7., odnosno 30. danu, u kojem je i razlika između broja živih bakterijskih 

stanica u pokusima biorazgradnje PVC-a i SP-a najveća. Stoga se može zaključiti da su i 

kalijev i kalcijev ion iskorišteni kao hranjive tvari ili za rast i razmnožavanje bakterijskih 

kultura prije biorazgradnje ili za biorazgradnju.  

Tablica 4.9. Promjena koncentracije aniona kationa (K
+
) u pokusu P2-3 i pokusu SP tijekom 

biorazgradnje PS-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes pri T = 25 °C  

t/dan 
Kation 

γ(K
+
, P2-3) / mg/L γ(K

+
, SP) / mg/L γ(Ca

2+
, P2-3) / mg/L γ(Ca

2+
, SP) / mg/L 

0 136,17 136,17 1,00 1,00 

3 25,98 282,76 0,30 3,62 

7 2,63 1,95 n.a. 4,13 

14 393,99 16,34 17,92 0,06 

21 377,99 16,13 5,28 2,15 

30 5,05 1,16 0,24 3,70 

 

Tablica 4.10. Promjena koncentracije aniona (PO4
3-

 i SO4
2-

) i kationa (K
+
) u pokusu P1-4 i 

pokusu SP tijekom biorazgradnje PS-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes pri T = 25 °C  

t/dan 
Kation 

γ(K
+
, P1-4) / mg/L γ(K

+
, SP) / mg/L γ(Ca

2+
, P1-4) / mg/L γ(Ca

2+
, SP) / mg/L 

0 136,17 136,17 1,00 1,00 

3 443,18 282,76 7,78 3,62 

7 8,11 1,95 0,18 4,13 

14 34,64 16,34 0,96 0,07 

21 15,00 16,13 0,04 2,15 

30 3,97 242,15 0,23 3,70 

 

Tablica 4.11. Promjena koncentracije kationa (K
+ 

i Ca
2+

) u pokusu, P4-3 i kontrolnom 

pokusu, SP, tijekom biorazgradnje PVC-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes pri T = 25 °C  

t/dan 
Kation 

γ(K
+
, P4-3) / mg/L γ(K

+
, SP) / mg/L γ(Ca

2+
, P4-3) / mg/L γ(Ca

2+
, SP) / mg/L 

0 136,17 136,17 1,00 1,00 

3 17,79 282,76 0,47 3,62 

7 4,18 1,95 0,11 4,13 

14 25,43 16,34 0,42 0,07 

21 394,59 16,13 1,46 2,15 

30 4,69 1,16 0,58 3,70 

 

Tablica 4.12. Promjena koncentracije kationa (K
+ 

i Ca
2+

) u pokusu, P3-4 i pokusu SP tijekom 

biorazgradnje PVC-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes pri T = 25 °C  
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t/dan 
Kation 

γ(K
+
, P3-4) / mg/L) γ(K

+
, SP) / mg/L γ(Ca

2+
, P3-4) / mg/L γ(Ca

2+
, SP) / mg/L 

0 136,17 136,17 1,00 1,00 

3 466,26 282,76 2,17 3,62 

7 22,48 1,95 1,05 4,13 

14 31,39 16,34 3,30 0,07 

21 317,80 16,13 1,74 2,15 

30 2,63 242,15 0,52 3,70 

4.4.  Praćenje nastalih razgradnih produkata i/ili otpuštenih aditiva s površine čestica 

mikroplastike tekućinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC/MS) 

Na slikama 4.17-4.21. prikazani su maseni spektri SP-a, PS-a i PVC-a dobiveni analizom na 

HPCL/MS uređaju. Analiza je provedena kako je opisano u poglavlju 3.3.5.4., a proces 

biorazgradnje PS-a i PVC-a proveden je bakterijskim kulturama Bacillus cereus i 

Pseudomonas alcaligenes. U nastavku su prikazani rezultati za najznačajnije pokuse 

biorazgradnje PS-a, B1-1 i P1-4 odnosno PVC-a, B4-3 i P3-4, primjenom bakterija Bacillus 

cereus i Pseudomonas alcaligenes.  

4.4.1. Maseni spektrometri vodene faze nastale prilikom procesa biorazgradnje 

PS-a  i PVC-a primjenom bakterije Bacillus cereus 

Na slikama 4.17.-4.22 prikazani su maseni spektri uzoraka SP, PS i PVC u 0. i 3. danu. 

Snimljen je i maseni spektar mineralnog medija. Usporedbom tog spektra sa spektrima 

uzoraka utvrđeno je koji pikovi pripadaju određenom uzorku.  

U 0. danu pokusa biorazgradnje PS-a primjenom bakterijske kulture Bacillus cereus dobiven 

je maseni spektar prikazan na slici 4.17. Pikovi su podjednakog inteziteta. Prema literaturi
157

 

izdvojeni su oni pikovi kod kojih je došlo do otpuštanja aditiva tijekom procesa kao što je 

prikazano u tablici 4.13. 

 

Slika 4.17. Maseni spektrometar za proces biorazgradnje PS-a primjenom bakterije Bacillus 

cereus u 0. danu. 

Kako je vidljivo iz tablice 4.13. kemijski sastav PS-a sadrži mnogo aditiva od kojih su u 

najvećoj mjeri polietilen glikol (PEG) te različiti deterdženti. Iako se od strane FDA (engl. 

100 150 200 250 300 350 400 450 m/z
0,0

2,5

5,0

7,5

Inten. (x100)

112 183 217 500438421355 478160 233 290136 339314250 389 462413
178
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Food and Drug Administration), PEG smatra sigurnim za ljude i okoliš, u posljednje se 

vrijeme često pojavljuje sve više slučajeva alergijskih reakcija kod ljudi izazvanih od strane 

PEG-a koji je prisutan u brojnim naizgled nepovezanim proizvodima poput prerađene hrane, 

kozmetike, lijekova i dr.
158 

Prema Ministarstvu zdravstva Republike Hrvatske, pod 

deterdžentima se podrazumijevaju sve tvari i smjese koje sadrže sapune i/ili druge površinski 

aktivne tvari namijenjene za procese pranja i čišćenja.
159

 Sami po sebi deterdženti nisu opasni. 

No, u svom kemijskom sastavu sadrže toksične kemikalije poput natrijeva lauril sulfata (SLS) 

ili natrijeva lauret sulfata (SLES) koji su neurotoksični, izazivaju biokemijske i stanične 

promjene, mutacije i rak te pripadaju skupini endokrinih distruptora.
160  

Nadalje, deterdženti 

sadrže i fosfate koji, iako su zabranjeni u članicama EU, u nekim zemljama se i dalje koriste 

pri čemu mogu izazivati dijareju i mučnine kod ljudi. Osim toga, fosfati značajno doprinose 

onečišćenju okoliša jer potiču eutrofikaciju čije su posljedice nedostatak svjetla, kisika i 

ostalih hranjivih tvari koji sudjeluju u procesu fotosinteze, a ključni su za normalno odvijanje 

života u vodenim ekosustavima.
160

   

 

Tablica 4.13. Ionski oblik i ime spoja identificiranih u 0. danu biorazgradnje PS-a i PVC-a 

bakterijom Bacillus cereus za pokuse B1-1 i B4-3.
157 

 

m/z omjer Forma iona Spoj 

112 

 

[A2B+H]
+
 

 

[C2H4O]nH2O 

PEG, polietilen glikol 

160 [M-CH3OH+H]
+
 

C10H10O4 

Dimetil ftalat, plastifikator 

217 

 

[A4B+Na]
+
 

 

[C2H4O]nH2O 

PEG, polietilen glikol 

355 
[M-Cl]

+ 

 

C22H47N2 

Palmitamidopropil-trimonijev klorid, 

aditivi za proizvode za osobnu njegu 

438 

 

[A9B+Na]
+ 

 

[C2H4O]nH2O 

PEG, polietilen glikol 

478 [AB6+H]
+ [C14H22O][C2H4O]n 

Deterdžent 

500 

 

[AB6+Na]
+ 

 

[C14H22O][C2H4O]n 

Deterdžent 
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Na slici 4.18. prikazan je maseni spektar SP-a u 14. danu. Maseni spektar PS-a, također 

snimljen u 14. danu, prikazan je na slici 4.19. S obzirom da je biorazgradnja PS-a bakterijom 

Bacillus cereus u pokusu B1-1 najintenzivnija u 14. danu, te da u tom danu dolazi i do porasta 

TOC-a, u ovom radu su prikazani maseni spektri PS-a i SP-a snimljeni upravo u 14. danu. 

Dodatan razlog je i očekivanje da u tom periodu dolazi do otpuštanja aditiva s površine MP-a 

i/ili nastanka novih razgradnih organskih produkata. 

 

 Slika 4.18. Maseni spektrometar za SP u 14. danu. 

 

Slika 4.19. Maseni spektrometar za proces biorazgradnje PS-a primjenom bakterije Bacillus 

cereus u 14. danu za pokus B1-1. 

 

Usporedbom masenih spektara SP-a i PS-a u 14. danu uočeno je da nije došlo do nikakve 

promjene pri pikovima 391 i 83. Ovi pikovi odgovaraju ionskim oblicima [M+H]
+ 

i 

[A1B+Na]
+
. [M+H]

+ 
ionski oblik odgovara plastifikatoru, diizotil ftalatu, karakterističnom 

aditivu za PS
161

, dok ionski oblik [A1B+Na]
+
 odgovara PEG-u. Međutim, u odnosu na masene 

spektre PS-a u 0. danu, u 14. danu za SP i PS uočeno je smanjenje m/z omjera s 413 na 391, 

odnosno s 112 na 83. Smanjenje m/z omjera upućuje da je došlo do biorazgradnje 

mikroplastičnih čestica PS-a. Ovakav rezultat je u skladu s razlikom između CFU vrijednosti 

PS-a u pokusu B1-1 i SP-a, a koja je u 14. danu najveća. U tom danu je i biorazgradnja PS-a 

bakterijom Bacillus cereus najintenzivnija. Osim smanjenja m/z omjera, došlo je i do 

smanjenja intenziteta ovih pikova. Kemijska formula diizotil ftalata je C24H38O4, dok je 

kemijska formula PEG-a [C2H4O]nH2O. Daljnjom usporedbom masenih spektara SP-a i PS-a 

250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z
0,0

0,5

1,0

1,5
Inten.(x10,000)
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1722
83
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u 14. danu utvrđeno je da je tijekom biorazgradnje PS-a bakterijom Bacillus cereus došlo do 

nestanka pikova na spektru PS-a u rasponu od 250 do 500, a koji na spektru SP-a odgovaraju 

ionskim oblicima [A10B+H]
+
, [A14B+Na]

+
 i [A17B+K]

+
. Prvi ionski oblik pripada polipropilen 

glikolu kemijske formule [C3H8O]nH2O, dok druga dva pripadaju PEG-u čija je kemijska 

formula [C2H4O]nH2O. S druge strane, usporedbom masenih spektara PS-a u 0. i 14. danu ovi 

se ionski oblici pojavljuju i u 0. danu. Međutim, niže su vrijednosti m/z omjera i viših 

intenziteta pikova. Kod PS-a je u 14. danu primjećen novi pik pri 726 ionskog oblika 

[AB11+Na]
+ 

i kemijske formule [C15H24O][C2H4O]n, a koji pripada skupini deterdženata. 

Može se pretpostaviti da se radi o otpuštenom aditivu s površine PS-a, a što je u skladu s 

visokom vrijednosti koncentracije TOC-a (γ = 28,08 mg/L) izmjerene u 14. danu prilikom 

biorazgradnje PS-a bakterijom Bacillus cereus. O razmatranju visokih vrijednosti TOC-a bilo 

je riječi u poglavlju 4.2.1. Nadalje, pri vrijednostima 1780 i 1866 na masenom spektru PS-a 

uočeni su novi pikovi. Vrijednosti m/z omjera 1780 i 1866 pripadaju jednakom ionskom 

obliku [AB32+Na]
+
 kemijskih formula [C18H34O6][C2H4O]n i [C24H46O8][C2H4O]n te se 

nazivaju Tween (20) odnosno Tween (60). Oba ova spoja pripadaju skupini surfaktanata tj. 

površinski aktivnim tvarima bez kojih pranje i čišćenje deterdžentima ne bi bilo moguće. 

Sinonimi ovih spojeva su polietilen glikol sorbitan monolaurat i polietilen glikol sorbitan 

monostearat.
162,163 

Na masenim spektrima SP-a i PS-a javljaju se pikovi koji odgovaraju 

deterdžentima. No, razlikuju se prema vrijednosti m/z omjera. Kod PS-a su m/z omjeri za 

deterdžente veći u odnosu na m/z omjere kod SP-a.  

Nadalje, u 0. danu pokusa biorazgradnje PVC-a primjenom bakterijske kulture Bacillus 

cereus dobiven je maseni spektar prikazan na slici 4.20. Pikovi su podjednakog inteziteta. 

Prema literaturi
157

 izdvojeni su oni pikovi kod kojih je došlo do otpuštanja aditiva ili 

promjene u m/z omjeru kao što je prikazano u tablici 4.14. Kao što je vidljivo iz tablice, 

većina pikova odgovara ionskim oblicima deterdženata. 

 

 

Slika 4.20. Maseni spektrometar za proces biorazgradnje PVC-a primjenom bakterije Bacillus 

cereus u 0. danu. 
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Tablica 4.14. Ionski oblik i ime spoja identificiranih u 0. danu biorazgradnje PVC-a 

bakterijom Bacillus cereus za pokus B4-3.
157 

 

m/z omjer Forma iona Spoj 

218 
[A4B+Na]

+
 

 

[C2H4O]nH2O 

Polietilen glikol, PEG 

242 

 

M
+
 

 

 

C16H35N 

Tetrabutilamonij, TBA,  pufer 

354 
[AB+H]

+
 

 
[C15H24O][C2H4O]n 

Deterdžent 

403 [AB4+Na]
+
 

[C14H22O][C2H4O]n 

Deterdžent 

443 [AB5+H]
+
 

[C15H24O][C2H4O]n 

Deterdžent 

468 
[AB6+H]

+
 

 
[C14H22O][C2H4O]n 

Deterdžent 

495 
[M-Cl]

+
 

 

C34H72NCl 

Dipalmitil dimetilamonij klorid, katalizator, 

dodatak za proizvode za osobnu njegu 

 

Na slikama 4.21. i 4.22. prikazani su maseni spektri SP-a i PVC-a u 3. danu tijekom 

biorazgradnje PVC-a bakterijom Bacillus cereus. Prilikom biorazgradnje PVC-a bakterijom 

Bacillus cereus u 3. danu na masenom spektru SP-a uočena je pojava novih pikova u odnosu 

na 0. dan za PVC. m/z omjeri ovih pikova iznose 391 i 413 te pripadaju skupini diizotil 

ftalata. Kemijska formula im je jednaka te glasi C24H38O4 dok su im ionski oblici različiti te 

pripadaju ionskim formama [M+H]
+ 

i [M+Na]
+
. Međutim, usporedbom masenih spektara za 

SP i PVC u 3. danu biorazgradnje, utvrđeno je da ovi m/z omjeri ne postoje kod PVC-a. Stoga 

bi se moglo pretpostaviti da je došlo do njihova razlaganja na manje strukturne jedinice 

prilikom biorazgradnje PVC-a bakterijom Bacillus cereus. Osim toga, na masenim spektrima 

SP-a i PVC-a u 3. danu biorazgradnje primjećena je i pojava m/z omjera 413 koji također 

odgovara diizotil ftalatu. S obzirom da se taj m/z omjer jednakih vrijednosti nalazi na oba 

masena spektra snimljena u 3 danu, pretpostavlja se da je prilikom biorazgradnje PVC-a došlo 

do otpuštanja diizotil ftalata s površine mikroplastičnih čestica PVC-a. Diizotil ftalat je 

plastifikator koji se uobičajeno kao aditiv dodaje PVC-u u svrhu poboljšanja njegovih 

plastičnih svojstava.
164 

Pri m/z omjeru 194 na masenim spektrima PVC-a u 0. i 3. danu te SP-

a u 3. danu identificiran je još jedan ftalat, dimetil ftalat koji se također kao plastifikator 

dodaje PVC-u prilikom proizvodnje različitih prozivoda od ovog materijala.
164

 Kod ovog pika 
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nije došlo do nikakve promjene prilikom biorazgradnje PVC-a. Pik m/z omjera 495 kojem 

odgovara ionski oblik [M-Cl]
+ 

i kemijska formula C34H72NCl identificiran je u 0. danu na 

masenom spektru PVC-a, ali ne i u 3. danu. Spoj kemijske formule C34H72NCl zove se 

dipalmitil dimetilamonij klorid te se koristi kao dodatak za proizvode za osobnu njegu. 

Također nije identificiran niti na masenom spektru SP-a u 3. danu. Pretpostavlja se da je došlo 

do njegove razgradnje prilikom biorazgradnje PVC-a. Nadalje, niti m/z omjeri 242 i 354 koji 

pripadaju tetrabutilamoniju i deterdžentu nisu identificirani u 3. danu  na masenom spektru 

PVC-a. S druge strane, u 3. danu za PVC identificiran je novi pik pri 257 koji odgovara 

ionskom obliku [M3+Na]
+

 kemijske formule C2H6OS, a naziva se dimetilsulfoksid. Ovaj se 

spoj najčešće koristi kao otapalo. Kod m/z omjera 483 u 3. danu biorazgradnje PVC-a 

identificiran je novi pik koji pripada spoju PEG, a čiji je ionski oblik [A10B+Na]
+
. 

 

Slika 4.21. Maseni spektrometar za SP u 3. danu. 

 

Slika 4.22. Maseni spektrometar za proces biorazgradnje PVC-a primjenom bakterije Bacillus 

cereus u 3. danu za pokus B4-3. 

 

4.4.2. Maseni spektrometri vodene faze nastale prilikom procesa biorazgradnje 

PS-a  i PVC-a primjenom bakterije Pseudomonas alcaligenes 

Na slikama 4.23.-4.26. prikazani su maseni spektrometri uzoraka SP, PS i PVC u 0. i 30. 

danu. Snimljen je i maseni spektar mineralnog medija. Usporedbom tog spektra sa spektrima 

uzoraka utvrđeno je koji pikovi pripadaju određenom uzorku. Maseni spektrometri PS-a i 
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PVC-a snimljeni u 30. danu prikazani su, jer je u tom danu i biorazgradnja mikroplastičnih 

čestica PS-a i PVC-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes bila najintenzivnija.   

Slika 4.23. prikazuje maseni spektrometar PS-a u 0. danu prilikom njegove biorazgradnje 

bakterijom Pseudomonas alcaligenes. Većina m/z omjera s određenom vrijednošću pika za 

PS u 0. danu je minimalno ili neznatno promijenjena u odnosu na iste za PS u 30. danu. m/z 

omjeri PS-a i PVC-a u 0. danu kod kojih je došlo do promjena tijekom biorazgradnje ovih 

MP-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes u pokusima P1-4 i P3-4 prikazani su u tablici 

4.15.  

 

Slika 4.23. Maseni spektrometar za proces biorazgradnje PS-a i PVC-a primjenom bakterije 

Pseudomonas alcaligenes u 0. danu. 

 

U tablici 4.15. navedeni su ionski oblici s pripadajućim imenima i vrijednostima m/z omjera 

kod kojih je došlo do promjena tijekom biorazgradnje PS-a i PVC-a u 0. danu. Najveći dio 

aditiva u ovom slučaju čine deterdženti o čijem je utjecaju na okoliš i ljudsko zdravlje bilo 

govora u poglavlju 4.4.1. 
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Tablica 4.15. Ionski oblik i ime spoja identificiranih u 0. danu biorazgradnje PS-a i PVC-a 

bakterijom Pseudomonas alcaligenes za pokuse P1-4 i B3-4 .
157,158 

 

m/z omjer Forma iona Spoj 

326 [M+H]
+
 

C18H15O4P 

Trifenil fosfat, TPP 

378 

 

[AB3+Na]
+

 

 

[C15H24O][C2H4O]n 

Deterdžent 

491 

 

[AB6+Na]
+

 

 

[C14H22O][C2H4O]n 

Deterdžent 

764 

 

[A17B+H]
+

 

 

[C2H4O]nH2O 

Polietilen glikol, PEG 

1067 

 

[AB14+Na]
+

 
 

[C24H44O6][C2H4O]n 

Tween (80) 

 

Na slici 4.24. prikazan je maseni spektrometar SP-a u 30. danu koji služi kao usporedba, dok 

je maseni spektrometar za proces biorazgradnje PS-a primjenom bakterije Pseudomonas 

alcaligenes u 30. danu za pokus P1-4 prikazan na slici 4.25. Usporedbom masenih spektara 

PS-a u 0. i 30. danu uočen je nestanak pika u 30. danu na masenom spektrometru PS-a, a čija 

vrijednost m/z omjera u 0. danu za PS iznosi 326. Ovom piku odgovara ionski oblik [M+H]
+
 

kemijske formule C18H15O4P, a identificiran je kao trifenil fosfat ili TPP. Pri vrijednostima 

m/z omjera 453 i 552 u 30. danu se i kod SP-a i kod PS-a pojavljuju pikovi koji ne postoje u 

0. danu na masenom spektru PS-a. m/z omjer 453 odgovara ionskom obliku [A9B+K]
+
 

kemijske formule [C2H4O]nH2O, a identificiran je kao PEG dok m/z omjer iznosa 552 

odgovara ionskom obliku [AB7+Na]
+ 

kemijske formule [C15H24O][C2H4O]n te je identificiran 

kao deterdžent. Pojava ovog deterdženta u 30. danu je posljedica otpuštavanja aditiva s 

površine PS-a. U 0. danu za PS se pri vrijednosti m/z omjera 1067 javlja pik za koji je nakon 

identifikacije utvrđeno da pripada skupini Tween-a ionskog oblika [AB14+Na]
+ 

kemijske 

formule [C24H44O6][C2H4O]n. S druge strane, ovaj ionski oblik nije detektiran u 30. danu na 

masenom spektru PS-a. Kako je već spomenuto u poglavlju 4.4.1. ionski oblici Tween-a 

pripadaju površinski aktivnim tvarima tzv. tenzidima koji smanjuju površinsku napetost 

kapljevine.
165

 Stoga se može prepostaviti da je prilikom biorazgradnje PS-a došlo i do pucanja 

veza unutar deterdženata te njegova razlaganja na primarne strukturne jedinice. Na masenom 

spektru PS-a u 30. danu uočeni su novi pikovi pri m/z omjerima 1292 i 1592, a koji pripadaju 
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skupini Tween-a. Ovim surfaktantima odgovaraju ionski oblici [AB21+Na]
+ 

i [AB26+Na]
+ 

kemijskih formula [C18H34O6][C2H4O]n i [C24H44O6][C2H4O]n. m/z omjere 1670, 1810 i 1935 

PS-a u 30. danu prema literaturi 
157

 nije moguće identificirati.    

 

Slika 4.24. Maseni spektrometar za SP u 30. danu. 

 

Slika 4.25. Maseni spektrometar za proces biorazgradnje PS-a primjenom bakterije 

Pseudomonas alcaligenes u 30. danu za pokus P1-4. 

Na slici 4.26. prikazan je maseni spektrometar za proces biorazgradnje PVC-a primjenom 

bakterije Pseudomonas alcaligenes u 30. danu za pokus P3-4. U 30. danu na masenom 

spektrometru nisu detektirani nikakvi novi pikovi m/z omjera već samo promjene već 

postojećih pikova. Prema literaturi
157

 nije bilo moguće identificirati kojem ionskom obliku i 

kemijskoj formuli pripadaju m/z omjeri 475, 810, 1875 i 1977. S  druge strane, u 30. danu za 

PVC uočen je nestanak pikova m/z omjera 764 i 1067 koji su uočeni u 0. danu na masenom 

spektrometru PVC-a. Navedeni m/z omjeri odgovaraju ionskim oblicima [A17B+H]
+ 

i  

[AB14+Na]
+ 

kemijskih formula [C2H4O]nH2O i  [C24H44O6][C2H4O]n. Osim toga, u 30. danu 

za uzorak PVC nije detektiran niti m/z omjer 326, a koji odgovara trifenil fosfatu. Taj m/z 

omjer ne postoji niti na masenom spektru SP-a u 30. danu. Stoga se može pretpostaviti da je 

tijekom biorazgradnje PVC-a došlo do iskorištavanja fosfata kao hranjivih tvari. Nadalje, m/z 

omjeri deterdženata 378 i 491, a koji su detektirani u 0. danu za PVC, u 30. danu se smanjuju 

na vrijednosti 340 odnosno 439 pri čemu intenzitet pikova raste. Na temelju m/z omjera 

pikova može se zaključiti da je došlo do smanjenja mase deterdženata kao posljedica pucanja 

veza unutar deterdženata prilikom biorazgradnje PVC-a bakterijom Pseudomonas 

alcaligenes. 
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Slika 4.26. Maseni spektrometar za proces biorazgradnje PVC-a primjenom bakterije 

Pseudomonas alcaligenes u 30. danu za pokus P3-4. 

 

4.5. FTIR-ATR analiza mikroplastike 

FTIR-ATR analiza materijala provedena neposredno prije provedbe pokusa biorazgradnje PS-

a i PVC-a bakterijama Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes pokazala je da se radi o PS-

u odnosno PVC-u. Spektri PS-a i PVC-a prikazani su na slikama 4.27.-4.30. te su označeni 

kao PS odnosno PVC. Ova analiza provedena je i na kraju pokusa biorazgradnje PS-a 

odnosno PVC-a u svrhu utvrđivanja potencijalno nastalih promjena u funkcionalnim 

skupinama koje karakteriziraju kemijsku strukturu ovih polimera. FTIR-ATR analiza 

provedena je prema opisu navedenom u poglavlju 3.3.5.5.  

4.5.1. Rezultati FTIR-ATR analize mikroplastike polistirena  

Spektri PS-a prije i poslije njegove biorazgradnje primjenom bakterije Bacillus cereus u 

pokusu B1-1 odnosno primjenom bakterije Pseudomonas alcaligenes u pokusu P1-4 prikazani 

su na slikama 4.27. i 4.28. Prema literaturi
166 

spektar PS-a karakterizira pik pri oko 3024 cm
-1 

koji pripada C-H istezanju aromatske skupine te pik pri 2847 cm
-1 

koji odgovara C-H 

istezanju. Pikovi pri 1601 cm
-1 

 i 1492 cm
-1 

karakteristični su za istezanje aromatskog prstena, 

dok pik na 1451 cm
-1 

odnosno 1027 cm
-1 

predstavlja CH2 savijanje odnosno savijanje C-H 

veza u aromatskom prstenu. Pik pri 694 cm
-1 

odgovara savijanju C-H veze izvan ravnine 

aromatskog prstena, dok pik pri 537 odgovara savijanju aromatskog prstena izvan ravnine. 

Savijanje aromatske skupine vidljivo je kod pika valne duljine ~850 cm
-1

, a prema literaturi 

167
 odgovara piku ~900 cm

-1 
koji je karaterističan za savijanje C-H vezu izvan ravnine 

aromatskog prstena.  

Na slici 4.27. prikazan je spektar za PS nakon biorazgradnje bakterijom Bacillus cereus u 

pokusu B1-1 te je utvrđeno da je većina pikova karakterističnih za PS i dalje prisutna. 

Međutim, intenzitet pojedinih pikova je, više ili manje, smanjen. Najizraženije smanjenje 

intenziteta vidljivo je kod pikova pri 3024 cm
-1

,  2847 cm
-1

, 1027 cm
-1

, 
 
~900 cm

-1
 te 

 
~850 

cm
-1

. Osim smanjenja intenziteta, došlo je i do stvaranja novih pikova i to pri ~1680 cm
-1 

koji 
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odgovara istezanju veza C=O skupine koja potječe od ketona. Stvaranje karbonilnih skupina, 

koje najčešće pripada ketonima, jedan je od učestalih pokazatelja da je došlo do biorazgradnje 

MP-a konkretno u ovom slučaju PS-a.
168

 Novi pik koji odgovara C-H istezanju pojavljuje se 

pri ~1380 cm
-1

. Njegova pojava dodatna je potvrda da je zaista došlo do biorazgradnje PS-a 

odnosno cijepanja njegova polimernog lanca manje dijelove. Oko 1250 cm
-1

 također se javlja 

novi pik koji prema literaturi
167

 odgovara vibraciji skeleta C-C veze. Do značajnije promjene 

došlo je i kod pika valne duljine  ~1050 cm
-1

, a koji odgovara CO-O-CO kod aldehida.  

 
Slika 4.27. FTIR spektar snimljen za PS prije biorazgradnje i nakon biorazgradnje 

bakterijom Bacillus cereus u pokusu B1-1.  

 

FTIR spektar PS-a snimljen nakon biorazgradnje bakterijom Pseudomonas alcaligenes u 

pokusu P1-4 prikazan je na slici 4.28. S obzirom na FTIR spektar biorazgradnje PS-a s 

Bacillus cereusom, u ovom je slučaju vidljivo puno manje promjena. Bolja prilagođenost 

Bacillus cereusa na PS vidljiva je i kod promjena CFU vrijednosti koje su za PS veće nego za 

SP. Kako je već spomenuto u poglavlju 4.1.1. razlika između CFU vrijednosti PS-a i SP-a, a 

koja ide u korist PS-a, potvrđuje da su mikroplastične čestice PS-a iskorištene kao izvor 

ugljika. U odnosu na CFU vrijednosti Bacillus cereusa prilikom biorazgradnje PS-a kod koje 

je došlo do povećanja ove vrijednosti otpočetka provedbe pokusa, CFU vrijednost u pokusu 

P1-4 prilikom biorazgradnje PS-a bakterijskom kulturom Pseudomonas alcaligenes je 

oscilirala sve do 21. dana. Najznačajnija promjena  u intenzitetu apsorpcijskih vrpci također je 

vidljiva pri 1027 cm
-1

, 
 
~900 cm

-1
 i  ~850 cm

-1
. Nadalje, došlo je i do malenog pomaka u 

valnoj duljini ovih vrijednosti kod PS-a nakon biorazgradnje u odnosu na prije biorazgradnje. 

Manje promjene uočljive su i kod pika vrijednosti 694 cm
-1 

koji odgovara savijanju C-H veza 

u aromatskom prstenu. Uočena je i promjena intenziteta pika pri 1150 cm
-1 

koji odgovara C-O 

vezi. U ovom slučaju nije utvrđen niti jedan novonastali pik. 
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Slika 4.28. FTIR spektar snimljen za PS prije biorazgradnje i nakon biorazgradnje 

bakterijom Pseudomonas alcaligenes u pokusu P1-4.  

 

Usporedbom FTIR spektara PS-a prilikom biorazgradnje bakterijskom kulturom Bacillus 

cereus i Pseudomonas alcaligenes utvrđeno je da je biorazgradnja PS-a učinkovitija 

primjenom bakterije Bacillus cereus.  

 

4.5.2. Rezultati FTIR-ATR analize mikroplastike poli(vinil-klorida) 

Spektri PVC-a prije i poslije njegove biorazgradnje primjenom bakterije Bacillus cereus u 

pokusu B4-3, odnosno primjenom bakterije Pseudomonas alcaligenes u pokusu P3-4 

prikazani su na slikama 4.29. i 4.30. Prema literaturi
167

,
 
spektar PVC-a karakteriziraju pikovi 

na 2920 cm
-1

, 2849 cm
-1

 i 1736 cm
-1 

koji odgovaraju simetričnom C-H istezanju. Ovaj spektar 

karakterizira još i pik pri 1427 cm
-1 

koji odgovara CH2 uvijanju dok je pri valnoj duljini od 

1331 cm
-1

 karakterističan pik za C-H deformaciju izvan ravnine. Nadalje, na 1255 cm
-1 

slijedi 

pik koji odgovara C-H deformaciji u ravnini. Vrijednost pika 1099 cm
-1 

odgovara
 
istezanju C-

C veze dok pik 966 cm
-1 

odgovara njihanju CH2. Pik na 616 cm
-1 

predstavlja istezanje C-Cl 

veze. 

Na slici 4.29. prikazan je FTIR spektar PVC-a snimljen nakon njegove biorazgradnje 

bakterijom Bacillus cereus. Također, na istoj slici je prikazan i FTIR spektar snimljen prije 

provebe, pokusa B4-3, biorazgradnje PVC-a bakerijom Bacillus cerues. Usporedbom tih 

dvaju FTIR spektara uočeno je da je došlo do najizraženijih promjena u intenzitetu pikova na 

1736 cm
-1

,  1331 cm
-1

, 1255 cm
-1

, 1099 cm
-1

, 966 cm
-1 

i 616 cm
-1

. Manje promjene u 

intenzitetu vidljive su i kod pikova na 1755 cm
-1 

i 1427 cm
-1

. Na spektru PVC-a snimljenom 

nakon njegove biorazgradnje bakterijom Bacillus cereus uočen je nastanak nekoliko novih 

apsorpcijskih vrpci.  Pri vrijednosti valne duljine ~2350 cm
-1 

uočena je karakteristična 
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apsorpcijska vrpca za CO2. Nastanak CO2 dokaz je da je do biorazgradnje PVC-a uistinu i 

došlo. Na ~1630 cm
-1

 identificiran je pik koji pripada rastezanju C=C veze dok je 

apsorpcijska vrpca savijanja metilenske C-H veze uočena pri ~1480 cm
-1

. Pik vrijednosti 

~870 cm
-1 

odgovara istezanju O-C-O.
167

  

 

Slika 4.29. FTIR spektar snimljen za PVC prije biorazgradnje i nakon biorazgradnje 

bakterijom Bacillus cereus te u pokusu B4-3.  

 

Na slici 4.30. prikazan je FTIR spektar PVC-a prije i nakon biorazgradnje u pokusu P3-4 

primjenom bakterije Pseudomonas alcaligenes. I u ovom slučaju je došlo do smanjenja 

intenziteta te pojave novih ili nestanka postojećih pikova koji odgovaraju FTIR spektru PVC-

a prije biorazgradnje. Do najznačajnije promjene intenziteta pikova došlo je kod pikova 2920 

cm
-1

, 2849 cm
-1

 i 1736 cm
-1

, a koji su karakteristični za PVC materijal. Nadalje, najznačajnije 

promjene intenziteta uočljive su još i kod pikova 1427 cm
-1

, 1331 cm
-1

, 1255 cm
-1

 i 616 cm
-1

. 

Ovi pikovi odgovaraju redom vibracijama CH2, CHCl i C-Cl. Značajna promjena intenziteta 

vidljiva je i pri valnim duljinama 700 cm
-1 

i 616 cm
-1

 koje se odnose na istezanje C-Cl veze, 

ali i pri valnoj duljini 966 cm
-1

 koja odgovara njihanju CH2. Pri vrijednosti valne duljine 

~2350 cm
-1 

uočena je pojava nove apsorpcijske vrpce karakteristične za CO2. Nastanak CO2 

dokaz je da je do biorazgradnje PVC-a uistinu i došlo. Uz to, novi pik se javlja i pri ~1670 

cm
-1, 

a odgovara istezanju C=C veze. Promjene u intenzitetu pikova i pojava novih, znak su 

pojave procesa dehidrokloriranja i naknadnog stvaranja dvostrukih veza. S obzirom na način 

istezanja C-O veze pri 1050 cm
-1

 kao i na način C-H deformacije C-H veze pri 1255 cm
-1

 

odnosno 1331 cm
-1

, ovi se pikovi mogu pripisati terc-butilnim skupinama koje zamjenjuju Cl 

atome tvoreći etere. Kada su osigurani oksidacijski uvjeti, terminalne dvostruke veze 

konjugiranih sustava mogu s relativnom lakoćom uhvatiti kisik stvarajući keton ili može 
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zaostati epoksid koji će se dodatkom vode pretvoriti u diol. Pik na 1736 cm
-1

 je indikacija za 

takvu ketonsku skupinu. Kao i kod FTIR spektra PVC-a nakon njegove biorazgradnje 

primjenom bakterije Bacillus cereus, i u ovom slučaju je uočen je pik pri ~880 cm
-1 

koji 

odgovara istezanju O-C-O. Apsorpcijske vrpce vibracija istezanja C-Cl skupine na 700 cm
-1 

i 

616 cm
-1 

karakteristične su isključivo za PVC te se mogu uočiti samo pri većemu udjelu PVC-

a (>80 mas.%). Uklanjanjem ovih vrpci, uklanjaju se i atomi klora iz PVC-a što rezultira 

smanjenjem njihovog broja u kemijskoj strukturi PVC-a. Sukladno tome, očekuje se i 

slabljenje intermolekularnih interakcija.
169

  

 

Slika 4.30. FTIR spektar snimljen za PVC prije biorazgradnje i nakon biorazgradnje 

bakterijom Pseudomonas alcaligenes te u pokusu P3-4.  

 

Usporedbom FTIR spektara PVC-a prilikom biorazgradnje bakterijskom kulturom Bacillus 

cereus i Pseudomonas alcaligenes utvrđeno je da je biorazgradnja PVC-a učinkovitija 

primjenom bakterije Pseudomonas alcaligenes.  

 

4.6. Rezultati ispitivanja ekotoksičnosti filtrata pomoću morske bakterije 

Vibrio fischeri 

Ispitivanje ekotoksičnosti filtrata bakterijskih suspenzija pomoću morske bakterije Vibrio 

fischeri provedena je u svrhu utvrđivanja potencijalno štetnih učinaka na ovaj organizam, a 

koji mogu nastati kao posljedica otpuštanja aditiva s površine MP-a ili nastanka novih 

organskih razgradnih produkata prilikom biorazgradnje MP-a. Ekotoksičnost filtrata ispitana 

je nakon provedenih pokusa biorazgradnje PS-a i PVC-a bakterijama Bacillus cereus i 

Pseudomonas alcaligenes, a postupak samog ispitivanja opisan je u poglavlju 3.4. U tablici 

4.16. i 4.17. prikazani su rezultati ispitivanja ekotoksičnosti filtrata bakterijske suspenzije 

Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes upotrebljenih za biorazgradnju PS-a i PVC-a. 
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Rezultati su izraženi preko EC20 i EC50 vrijednosti, a toksični učinak svakog uzorka 

procijenjen je kao jedinica toksičnosti (TU) koja je izračunata prema formuli: TU / % = (1/ 

EC50)*100 %.
170     

 

Rezultati ispitivanja ekotoksičnosti filtrata bakterijske suspenzije bakterija Bacillus cereus i 

Pseudomonas alcaligenes provedenog pomoću morske bakterije Vibrio fischeri pokazuju 

najniže izmjerene EC20 vrijednosti u pokusima B3-1 i P2-4. Ovi rezultati prikazani su u 

tablici 4.16. EC20 se prema literaturi
171 

definira kao koncentracija tvari koja rezultira 20 %-

tnim štetnim učinkom na ispitivanu populaciju. Općenito, što je ova vrijednost manja, štetni 

učinak je veći. Konkretno, to bi, s obzirom na najniže izmjerene EC20 vrijednosti u pokusima 

B3-1 i P2-4, značilo da će koncentracija štetnih tvari prisutnih u filtratu nakon provedenih 

pokusa biorazgradnje PS-a u iznosu od 6,13% odnosno 6,28 % izazvati štetni učinak kod 20 

% populacije bakterije Vibrio fischeri. Niske vrijednosti EC20 uočene su još i u pokusima P1-3 

i P2-3, a koji se odnose na biorazgradnju PS-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes. Ove 

EC20 vrijednosti mogu se  povezati s CFU vrijednostima dobivenim za PS u pokusima P2-3 i 

P2-4 te za SP. Razlika između CFU vrijednosti PS-a u ovim pokusima i kontrolnog pokusa je 

velika, a s obzirom da prilikom biorazgradnje MP-a dolazi do potencijalnog otpuštanja aditiva 

s površine MP-a ili nastanka novih organskih razgradnih produkata, a za koje je već u 

prethodnim istraživanjima potvrđeno da imaju štetnu učinak na testni organizam V. fischeri, 

niske vrijednosti EC20 su očekivane.
172

 S druge strane, visoke vrijednosti EC20 izmjerene za 

pokuse B1-1, B1-4, P1-1 i P2-2 ukazuju da je štetni učinak zanemariv, odnosno gotovo da ga 

i nema. Nadalje, TU predstavlja relativnu toksičnost. Prema literaturi
170 

vrijednost TU-a se
 

kategorizira kao: <1 % = netoksično; 1-40 % = otrovno; 40-100 % = vrlo otrovno; >100 % = 

izuzetno otrovno.
170

 Prema izračunatim TU vrijednostima filtrati dobiveni nakon pokusa 

biorazgradnje PS-a bakterijom Bacillus cereus u pokusima: B3-1, B1-2, B4-2, B1-3, B1-4 i 

B3-4 imaju toksičan učinak na izloženi testni organizam Vibrio fischeri. Nakon biorazgradnje 

PS-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes, prema izračunatim TU vrijednostima, ispitani 

filtrati pokusa P2-1, P1-2, P1-3, P2-3, P1-4 i P2-4 pokazali su se toksičnim za testni 

organizam Vibrio fischeri. Najveći toksični učinak na morsku bakteriju Vibrio fischeri uočen 

je u pokusu B3-4 i P2-4. Usporedbom EC20 vrijednosti za pokuse biorazgradnje PS-a 

bakterijama Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes, utvrđeno je da su u većem broju 

pokusa biorazgradnje PS-a bakterijama Pseudomonas alcaligenes EC20 vrijednosti niže. 

Nadalje, i izračunate niske TU vrijednosti za pokuse u kojima se ispitivala ekotoksičnost 

filtrata prilikom biorazgradnje PS-a, pokazuju da bakterija Pseudomonas alcaligenes 

uspješnije razgrađuje PS u odnosu na Bacillus cereus. Ova pretpostavka je usko povezana s 
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analizama promjena ukupnog broja živih stanica bakterija Bacillus cereus i Pseudomonas 

alcaligenes tijekom biorazgradnje PS-a, a čiji su rezultati opisani u poglavljima 4.3.1. i 4.3.2. 

Naime, razlika između CFU vrijednosti PS-a i SP-a prilikom biorazgradnje PS-a bakterijama 

Pseudomonas alcaligenes je znatno veća u odnosu na razliku između CFU vrijednosti PS-a i 

SP-a prilikom biorazgradnje PS-a Bacillus cereusom. Ta razlika u CFU vrijednosti je ujedno i 

pokazatelj da je biorazgradnja PS-a Pseudomonas alcaligenesom puno intenzivnija u odnosu 

na biorazgradnju s Bacillus cereusom. Dodatno, u prilog tome i ide veći broj izraslih kolonija 

bakterija Pseudomonas alcaligenes u pokusu P1-4, u odnosu na broj izraslih kolonija 

bakterija Bacillus cereus u pokusu B1-1. Povećani broj izraslih kolonija dodatno potvrđuje 

kako je do biorazgradnje uistinu došlo i da je PS iskorišten kao supstrat prilikom bakterijskog  

rasta i razmnožavanja.  

 

Tablica 4.16. Rezultati ispitivanja ekotoksičnosti filtrata bakterijske suspenzije prilikom 

biorazgradnje PS-a primjenom bakterije Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes. 

 

Pokus EC20(B) EC50(B) TU(B) EC20(P) EC50(P) TU(P) 

B1-1; P1-1 24,18 * * 76,92 * * 

B3-1; P2-1 6,13 22,83 4,38 55,49 73,43 1,36 

B1-2; P1-2 9,72 19,31 5,18 13,79 63,13 1,58 

B4-2; P2-2 18,15 38,52 2,60 90,91 * * 

B1-3; P1-3 15,79 36,13 2,77 7,48 26,32 3,80 

B3-3; P2-3 17,86 * * 7,53 68,75 1,45 

B1-4; P1-4 20,67 33,87 2,95 30,01 43,62 2,29 

B3-4; P2-4 21,41 47,28 2,12 6,28 90,00 1,11 

 

Prema EC20 vrijednostima određenim tijekom ispitivanja ekotoksičnosti filtrata dobivenih 

filtracijom bakterijskih suspenzija Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes nakon 

provedenih pokusa biorazgradnje PVC-a, utvrđeno je da su najniže EC20 vrijednosti dobivene 

u pokusima B4-1, B2-3 i P3-2. Ovi rezultati prikazani su u tablici 4.17. S obzirom na veliku 

razliku CFU vrijednosti PVC-a u pokusu B2-3 i SP-a, a koja potvrđuje da je došlo do 

biorazgradnje PVC-a, niske EC20 vrijednosti su u skladu s očekivanim jer, kako je već više 

puta spomenuto, prilikom biorazgradnje dolazi do otpuštanja aditiva s površine MP-a ili 

nastanka novih organskih razgradnih produkata čije je štetno djelovanje već ranije 

utvrđeno.
172

 EC20 vrijednost dobivena u pokusu B2-3 iznosi 5,29 % što znači da će ova 

koncentracija izazvati štetni učinak kod 20 % izložene populacije Vibrio fischeri. S druge 

strane, najviše EC20 vrijednosti izmjerene su u pokusima B2-2 i B4-3 te P3-1 i P4-3. Prema 
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izračunatim TU vrijednostima toksični učinak na morsku bakteriju Vibrio fischeri utvrđen je u 

pokusima B2-1, B4-1, B3-2, B2-3 i B4-3, B4-4 za biorazgradnju PVC-a bakterijom Bacillus 

cereus te u pokusima P4-1, P3-2, P4-2, P3-3, P3-4 i P4-4 za biorazgradnju PVC-a bakterijom 

Pseudomonas alcaligenes. EC20 vrijednosti su u većini pokusa biorazgradnje PVC-a Bacillus 

cereusom u prosjeku od 2 od 6 puta manje u odnosu na EC20 vrijednosti dobivene u pokusima 

biorazgradnje PVC-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes. Stoga bi se moglo pretpostaviti 

da je biorazgradnja PVC-a intenzivnija primjenom bakterije Bacillus cereus u odnosu na 

Pseudomonas alcaligenes. Izračunate TU vrijednosti za pokuse biorazgradnje PVC-a dvjema 

bakterijama su jako slične te nije moguće odrediti koja bakterija uspješnije razgrađuje PVC. 

 

Tablica 4.17. Rezultati ispitivanja ekotoksičnosti filrata bakterijske suspenzije prilikom 

biorazgradnje PVC-a Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes. 

Pokus EC20(B) EC50(B) TU(B) EC20(P) EC50(P) TU(P) 

B2-1; P3-1 7,96 36,06 2,77 48,76 * * 

B4-1; P4-1 5,48 24,22 4,13 30,92 40,01 2,50 

B2-2; P3-2 22,13 * * 14,85 35,06 2,85 

B3-2; P4-2 15,63 39,87 2,51 43,58 20,68 4,84 

B2-3; P3-3 5,29 23,95 4,18 26,29 52,11 1,92 

B4-3; P4-3 22,99 71,39 1,40 80,13 * * 

B2-4; P3-4 31,28 * * 35,60 20,19 4,95 

B4-4; P4-4 28,82 36,31 2,75 83,33 80,00 1,25 

                    

4.7. Rezultati statističke analize varijance (ANOVA) 

Eksperimentalni rezultati pokusa čiji je plan napravljen u programskom paketu Design Expert 

7.0 prema Taguchi metodi analizirani su utvrđivanjem utjecaja određenog faktora na odgovor 

ovisno o tome koji se faktor razine promatra. Pomoću Taguchi metode optimiran je proces 

provedbe pokusa, a analizom varijance (ANOVA) provjeren je utjecaj na odziv sustava pri 

promjeni čimbenika.
173 

 Rezultati analize varijance prikazani su u tablicama 4.18. i 4.19. 

U tablici 4.18. prikazani su značajni čimbenici s pripadajućim doprinosom za procese 

biorazgradnje PS-a i PVC-a bakterijama Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes. Za 

biorazgradnju PS-a bakterijom Bacillus cereus značajnim čimbenicima pokazali su se pH-

vrijednost, veličina PS-a, broj okretaja, OG i dodatak glukoze određene koncentracije. 

Utvrđeno je da najveći doprinos od svih dobivenih značajnih čimbenika ima pH-vrijednost 

koja je ključna za metabolizam biokemijskih reakcija
138

 Njezin doprinosi iznosi 20,63 %, a 

prati ga veličina PS-a s 14,15 %. Nadalje, za biorazgradnju PVC-a bakterijom Bacillus cereus 
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značajnim čimbenicima su se pokazali pH-vrijednost, temperatura, veličina PVC-a, OG i 

dodatak glukoze određene koncentracije. Od svih utvrđenih značajnih čimbenika, najveći 

utjecaj ima veličina mikroplastičnih čestica PVC-a s doprinosom od 55,31 %. Ovaj rezultat je 

potvrda za pretpostavku iz poglavlja 4.1.1., a koja se odnosi na to da veličina MP-a znatno 

doprinosi iskorištavanju MP-a kao supstrata te da veće mikroplastične čestice bolje doprinose 

rastu i razmnožavanju mikroorganizama, pa tako i biorazgradnji. Najveći doprinos, čak 53,21 

%, prilikom biorazgradnje PS-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes ima broj okretaja. 

Naime, brojem okretaja se regulira brzina miješanja koja omogućuje bolju aeraciju sustava 

osiguravajući tako dovoljnu koncentraciju otopljenog kisika kao izvor hranjivih tvari 

bakterijama, a koji je neophodan za rast i razmnožavanje bakterija.
174 

Osim broja okretaja, 

značajnim čimbenicima su se pokazali i veličina mikroplastičnih čestica PS-a te OG. 

Doprinos ovih dvaju čimbenika je podjednak. Veličina PVC-a se je pokazala i najznačajnijim 

faktorom prilikom biorazgradnje PVC-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes. Iznos njezina 

doprinosa je 62,25 %. U ovom se je slučaju značajnim pokazala i još pH-vrijednost. Nadalje, 

usporedbom značajnih čimbenika biorazgradnje PS-a i PVC-a bakterijama Bacillus cereus i 

Pseudomonas alcaligenes utvrđeno je da se kod svih procesa navedenih u tablici 4.18. kao 

značajni čimbenik pojavljuje veličina MP-a.  
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Tablica 4.18. Značajni čimbenici s pripadajućim doprinosom za procese biorazgradnje PS-a i 

PVC-a bakterijama Bacillus cereus i Pseduomonas alcaligenes. 

 

U tablici 4.19. prikazane su eksperimentalne vrijednosti parametara provedene analize 

varijance (ANOVA) za pokuse biorazgradnje PS-a i PVC-a bakterijama Bacillus cereus i 

Pseduomonas alcaligenes. Parametre ANOVE uključuju: standardna devijacija, značenje, 

koeficijent varijacije (C.V.), koeficijent determinacije (R
2
)
 
, prilagođeni R

2
, predviđeni R

2 
i 

odgovarajuća preciznost. Standardna devijacija, σ, se općenito koristi za kvantificiranje iznosa 

varijacije ili disperzije vrijednosti skupa podataka. Što je ova vrijednost manja, podaci su 

manje raspršeni i bliži očekivanim vrijednostima.
175 

Najmanja vrijednost standardne 

devijacije iznosi 0,025 i dobivena je za biorazgradnju PS-a Bacillus cereusom dok najveća 

iznosi 0,230 i dobivena je za biorazgradnju PS-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes. 

Značaj i valjanost modela procijenjeni su koeficijentom determinacije R
2
. Poželjno bi bilo da 

je vrijednost R
2 

jednaka 1. No, to je u realnim sustavima teško postići. Stoga, što je vrijednost 

R
2 

bliža 1, to je bolje slaganje između eksperimentalnih i očekivanih rezultata.
176 

Osim toga, 

ova vrijednost omogućuje i bolje razumijevanje vrsta interakcija između testnih varijabli u 

svrhu određivanja optimalnih uvjeta.
176 

Vrijednosti koeficijenta determinacije R
2
 su u 

Mikroorganizam Polimer Značajni čimbenici Doprinos / % 

Bacillus cereus 

 

 

 

PS 

 

pH-vrijednost 20,63 

Veličina MP / µm 14,15 

Broj okretaja / o/min 4,85 

OG / - 7,92 

Koncentracija glukoze / g/L 33,27 

 

 

PVC 

 

pH-vrijednost 16,88 

Temperatura / °C 17,32 

Veličina MP / µm 55,31 

OG / - 8,25 

Koncentracija glukoze / g/L 2,02 

Pseudomonas alcaligenes 

 

PS 

 

Veličina MP / µm 15,78 

Broj okretaja / o/min 53,75 

OG / - 15,21 

 

PVC 

pH-vrijednost 14,85 

Veličina MP / µm 62,25 
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pokusima biorazgradnje PS-a i PVC-a bakterijom Bacillus cereus gotovo jednake 1 što znači 

da je slaganje između eksperimentalnih i očekivanih podataka odlično. S druge strane, 

vrijednosti R
2 

su za pokuse biorazgradnje PS-a i PVC-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes 

nešto niže i iznose 0,9603, odnosno 0,9662. Ovakvi rezultati upućuju na manje dobro slaganje 

između podataka. Međutim, s obzirom da se koeficijent determinacije povećava svakim 

unosom nove neovisne varijable
177

, ne može se zaključiti da su slaganja eksperimentalnih 

podataka s očekivanim podacima nužno bolja prilikom biorazgradnje PS-a i PVC-a 

bakterijom Bacillus cereus u odnosu na biorazgradnju PS-a i PVC-a bakterijom Pseudomonas 

alcaligenes. Unos novih neovisnih varijabli u sustav može lažno signalizirati o dobrom 

slaganju eksperimentalnih i očekivanih podataka.
177

 Stoga je određen i prilagođeni R
2
. 

Prilagođeni R
2 

se unosom nove varijable u sustav koja poboljšava model, povećava. Ako se u 

sustav unosi neovisna varijabla dolazi do smanjenja ove vrijednosti.
177

 Dobivene vrijednosti 

prilagođenog R
2 

i u ovom slučaju upućuje da je slaganje između eksperimentalnih i 

očekivanih podataka bolja kod biorazgradnje MP-a Bacillus cereusom u odnosu na 

Pseudomonas alcaligenes. U odnosu na vrijednosti R
2
, vrijednosti prilagođenog R

2 
su se 

minimalno smanjile za pokuse biorazgradnje MP-a bakterijom Bacillus cereus, dok su se za 

biorazgradnju MP-a Pseudomonas alcaligenesom ove vrijednosti nešto više smanjile. 

Statistički je određen i prilagođeni R
2 

koji se upotrebljava za usporedbu prikladnosti 

regresijskih modela koji sadrže različite brojeve neovisnih varijabli. Prilagođeni R
2 

se 

prilagođava broju pojmova u modelu te se povećava tek kad neki od pojmova zaista 

poboljšava model. Ako pojam ne poboljšava model za dovoljnu količinu, ova vrijednost se 

smanjuje.
177

 Prema statistički dobivenim vrijednostima prilagođenog R
2
 prikazanim u tablici 

4.19. razlika između vrijednosti ovog parametra za biorazgradnju PS-a i PVC-a Pseudomonas 

alcaligenesom je značajno pala u odnosu na biorazgradnju mikroplastičnih čestica PS-a i 

PVC-a Bacillus cereusom. Posljedica je to postojanja većeg broja neovisnih varijabli u 

pokusima s bakterijom Pseudomonas alcaligenes. Odgovarajućom preciznošću mjeri se odnos 

signala prema šumu.
176

 Prema literaturi
176

 poželjno je da je ova vrijednost >4. Statistički 

dobivene vrijednosti odgovarajuće preciznosti su za sva 4 pokusa biorazgradnje PS-a i PVC-a 

bakterijskim kulturama Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes veće od 4 što znači da su 

modeli odgovarajućeg signala te se mogu dalje koristiti
176

. Koeficijent varijacije (CV) je 

statistička mjera disperzije podatkovnih točaka u nizu podataka oko srednje vrijednosti te 

predstavlja omjer standardne devijacije i srednje vrijednosti.
178

 CV vrijednosti za pokuse 

biorazgradnje PS-a i PVC-a Bacillus cereusom iznose 0,34 i 0,60 dok za pokuse 

biorazgradnje PS-a i PVC-a Pseudomonas alcaligenesom iznose 3,02 i 2,21. Ovakve CV 
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vrijednosti su u skladu sa svim dosad dobivenim vrijednostima analiziranih parametara 

prilikom provedbe ANOVE, a čije vrijednosti idu na stranu biorazgradnje PS-a i PVC-a 

Bacillus cereusom.   
 

Tablica 4.19. Eksperimentalne vrijednosti parametara analize varijance (ANOVA) za 

biorazgradnju PS-a i PVC-a bakterijama Bacillus cereus i Pseduomonas alcaligenes. 

 

Mikroorganiza

m 

Polime

r 
σ 

Mea

n 

C.V

. / 

% 

R
2 

Prilagođe

ni R
2 

Predviđe

ni R
2 

Odgovaraju

ća 

preciznost 

Bacillus 

cereus 

PS 
0,02

5 
7,28 

0,3

4 

0,999

6 
0,9973 0,9756 58,746 

PVC 
0,04

3 
7,24 

0,6

0 

0,997

9 
0,9925 0,9656 39,599 

Pseudomonas 

alcaligenes 

PS 
0,23

0 
7,46 

3,0

2 

0,960

3 
0,9073 0,7176 11,398 

PVC 0,16 7,42 
2,2

1 

0,966

2 
0,9211 0,7594 12,363 
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5. ZAKLJUČAK 

Kako plastika ne bi ostala zapamćena kao najveća onečišćujuća tvar u povijesti Zemlje već 

kao revolucionarni materijal koji je omogućio napredak kako industriji tako i društvu, 

posljednjih se godina intenzivno radi na rješavanju problema učinkovitog uklanjanja plastike 

iz okoliša. Jedna od metoda uklanjanja je i biorazgradnja primjenom mikroorganizama za 

koje je utvrđeno da mogu razgraditi veći broj plastike zahvaljujući enzimskom potencijalu i 

metaboličkim aktivnostima. Biorazgradnja se smatra ekološki prihvatljivom postupkom, te 

zanimljivim pristupom za rješavanje problema plastičnog otpada. Stoga su u ovom radu 

provedeni procesi biorazgradnje mikroplastičnih čestica PS-a i PVC-a primjenom bakterija 

Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes u svrhu utvrđivanja značajnih čimbenika za ove 

procese. Tijekom trajanja pokusa od 30 dana pratile su se i promjene fizikalno-kemijskih 

parametara te je zaključeno sljedeće:  

 

 pH-vrijednost se tijekom 30 dana u procesima biorazgradnje PS-a i PVC-a 

bakterijama Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes nije značajnije mijenjala. 

 

 Do biorazgradnje PS-a ili PVC-a došlo je u pokusima u kojima je razlika između CFU 

vrijednosti PS-a ili PVC-a i SP-a značajna. Ta razlika ukazuje da su bakterijske 

kulture Bacillus cereus i Pseudomonas alcaligenes iskoristile PS odnosno PVC kao 

izvor ugljika. 

 

 Kod procesa biorazgradnje PS-a i PVC-a bakterijom Bacillus cereus utvrđeno je da se 

u kraćem roku postiže maksimalna CFU vrijednost pri T = 25 °C. 

 

 Biorazgradnja PS-a bakterijama Bacillus cereus je intenzivnija u odnosu na 

biorazgradnju PVC-a što je potvrđeno višim koncentracijama IC-a.   

 

 Biorazgradnja PVC-a bakterijama Pseudomonas alcaligenes je intenzivnija u odnosu 

na biorazgradnju PS-a što je potvrđeno višim koncentracijama IC-a.  
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 Maseni spektri PS-a i PVC-a snimljeni u danima najintenzivnije biorazgradnje 

primjenom Bacillus cereusa i Psedmonas alcaligenesa pokazuju da je došlo do 

nestanka pojedinih ionskih oblika kao posljedica biorazgradnje PS-a i PVC-a te do 

nastanka novih ionskih oblika kao posljedica otpuštanja aditiva s površine 

mikroplastičnih čestica PS-a i PVC-a. 

 

 Na temelju promjene intenziteta pikova apsorpcijskih vrpca te broja nastanka novih i 

nestanka postojećih na FTIR spektrima PS-a i PVC-a, utvrđeno je da je biorazgradnja 

PS-a učinkovitija primjenom bakterije Bacillus cereus dok je primjenom bakterije 

Pseudomonas alcaligenes učinkovitija biorazgradnja PVC-a.  

 

 EC20 vrijednosti dobivene nakon biorazgradnje PS-a primjenom Bacillus cereusa i 

Psuedomonas alcaligenesa niže su za biorazgradnju bakterijom Pseudomonas 

alcaligenes dok su EC20 vrijednosti za biorazgradnju PVC-a bakterijama Bacillus 

cereus i Pseudomonas alcalgenes niže za biorazgradnju bakterijom Bacillus cereus. 

 

 Značajni čimbenici za biorazgradnju PS-a bakterijom Bacillus cereus su: pH-

vrijednost, veličina PS-a, broj okretaja, OG, koncentracija dodane glukoze dok su za 

biorazgradnju PVC-a ovom istom bakterijom značajni čimbenici su: pH-vrijednost, 

temperatura, veličina PVC-a, OG i koncentracija dodane glukoze. 

 

 Značajni čimbenici za biorazgradnju PS-a bakterijom Pseudomonas alcaligenes su 

veličina PS-a, broj okretaja i OG dok su značajni čimbenici za biorazgradnju PVC-a 

ovom istom bakterijom pH-vrijednost i veličina PVC-a. 

 

 Koeficijent determinacije,  R
2 

, za biorazgradnju PS-a bakterijom Bacillus cereus 

iznosi 0,9996 dok za biorazgradnju PVC-a iznosi 0,9979.  

 

 Koeficijent determinacije, R
2
, za biorazgradnju PS-a bakterijom Pseudmonas 

alcaligenes iznosi 0,9603 dok za biorazgradnju PVC-a iznosi 0,9662. 

 

 Statističkom analizom varijance (ANOVA) utvrđeno je bolje slaganje između 

eksperimentalnih i očekivanih rezultata kod pokusa biorazgradnje PS-a i PVC-a 

bakterijom Bacillus cereus. 



 

 

95 | P a g e  
 

6. POPIS SIMBOLA I KRATICA 

Simboli i mjerne jedinice 

ω  - maseni udio, % 

M – molarna masa, g/mol 

ρ – gustoća, kg/L 

γ – masena koncentracija, g/L 

d – promjer, nm 

 

Kratice 

MP - mikroplastika 

PVC – poli(vinil-klorid) 

PS – polistiren  

PE – polietilen 

PP – polipropilen 

PET – poli(etilen tereftalat) 

PES – poliester 

PU – poliuretan 

FTIR-ATR – Fourierova infracrvena spektroskopija s prigušenom totalnom refleksijom  

RS – Ramanova spektroskopija 

SEM – skeniranje elektronskim mikroskopom 

BPA – bisfenol (A) 

PBDE – polibromirani difenil eteri 

ABS – akrilonitril butadien stiren 

PEEK – plastični polieter eter keton 

PBC – poliklorirani bifenili 

PAH – policiklički aromatski ugljikovodici 

HCH – heksaklorcikloheksan 

DDT – diklordifeniltrikloretan 

PAN – poliakrilonitril 

LDPE – polietilen niske gustoće 

DEHP – bis(2-etilheksil ftalat) 

ROS -  reaktivne kisikove vrste 
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ISO – Međunarodna organizacija za normizaciju, engl. International Organization for 

Standardization 

OECD – Organizacija za ekonomsku suradnju i razvoj, engl. Organisation for Economic 

Cooperation and Development  

HCl – solna kiselina 

OCC – organoklorirani spojevi 

LOEC – najniža koncentracija štetne tvari koja izaziva štetni učinak, engl. Lowest Observed 

Effect Concentration) 

NOEC – najniža koncentracija štetne tvari koja ne izaziva štetni učinak, engl. No Observed 

Effect Concentration   

LD50 – letalna doza štetne tvari, engl. Lethal dose 

ED50 - efektivna koncentracija štetne tvari koja izaziva štetni učinak kod 50% ispitanih testnih 

organizama, engl. Half maximal effective concentration 

EC20 – efektivna koncentracija koja izaziva štetni učinak kod 20% ispitanih testnih 

organizama 

UV zračenje – ultraljubičasto zračenje 

H2O2 – vodikov peroksid 

H2SO4 – sumporna kiselina 

CO2 – ugljikov dioksid 

H2O - voda 

CH4 – metan 

PVA – poli(vinil-alkohol) 

PQQ – pirolokinolin kinon 

OG – optička gustoća 

SDOE –statistički dizajn eksperimenata, engl. Statistical Design of Experiments  

DOE – dizajn eksperimenata, engl. Design od Experiments 

HA – hranjivi agar 

KOH – kalijev hidroksid 

NaCl – natrijev klorid 

KH2PO4 – kalijev dihdrogenfosfat 

CaCl2 – kalcijev klorid 

MgSO4 – magnezijev sulfat 
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TOC - ukupni organski ugljik  

TC – ukupni ugljik 

IC  - anorganski ugljik  

CFU – broj živih stanica bakterija 

SP – slijepa proba 

HPLC/MS – tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti/masena spektrometrija 

Li
+ 

- litijev ion 

Na
+ 

- natrijev ion 

NH4
+ 

- amonijev ion 

K
+
 - kalijev ion 

Mg
2+

 - magnezijev ion 

Ca
2+

 - kalcijev ion 

F
- 
- fluoridni ion 

Cl
- 
- klordini ion 

NO2
- 
- nitritni ion 

Br
- 
- bromidni ion 

NO3
- 
- nitratni ion 

PO4
3-

 - fosfatni ion 

SO4
2-

 - sulfatni ion 

ATP – adenozin trifosfat 

PEG - polietilen glikol 

FDA – Uprava za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration) 

SLS - natrijeva lauril sulfata  

SLES - natrijeva lauret sulfata  

EU – Europska Unija 

TBA - tetrabutilamonij   

TPP - trifenil fosfat 

C.V. – koeficijent varijacije, (engl. Coefficient of variation) 

σ  - Standardna devijacija 

R
2 
– koeficijent determinacije, (engl. Coefficient of determination) 

 

Indeksi  

°C – Celzijev stupanj
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