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Sazetak

Mikroplastikom (MP) smatraju se sve Cestice plastike manje od 5 mm. MP-i predstavljaju
jedan od najznacajnijih problema danasnjice. Rijec je o vrlo stabilnim spojevima koje Cesto sadrze
aditive koji doprinose njihovoj $tetnosti. Zbog svoje male veli¢ine vrlo lako putuju kroz ekosustave
gdje Stetno utjecu na sve organizme, a u konacnici dolaze i do covjeka. S obzirom da klasi¢ni
postupci obrade voda nisu dovoljno uc¢inkoviti u uklanjanju MP-a, ovo istrazivanje baziralo se na
primjeni novijih tehnologija, naprednih oksidacijskih procesa (eng. Advanced Oxidation
organskih spojeva, biorazgradnjom. Cilj istrazivanja bio je razviti kombinirani pristup koji
objedinjuje AOP i biolosku razgradnju MP-a. AOP-i su se koristili kao predtretman pri bioloskoj
obradi MP-a polistirena (PS) i poli(vinil-klorida) (PVC). Bioloska razgradnja provodila se
primjenom kvasaca.

Preliminarnim ispitivanjima razgradnje MP-a obuhvaceni su fotooksidacijski AOP-ovi na
bazi hidroksilnih radikala, UV-C/H,0,, sulfatnih radikala, UV-C/S;0s*", te na Fentonovom
reagensu ukljucujuéi Fentonov proces, foto-Fentonov proces i Fentonu sli¢an proces. U ovome
dijelu istraZivanja ispitao se potencijal navedenth AOP-ova u razgradnji razli¢itih vrsta MP-a, a to
su polietilen niske gustoce (LDPE), polipropilen (PP), PS i PVC. Eksperimentalni plan osmisljen
je prema potpunom faktorskom dizajnu u kojem se za svaki AOP ispitalo tri parametara na tri
razine. Interpretacija rezultata temeljila se na analizama povrsina karakteristicnih vrpci ATR-FTIR
spektra, pri ¢emu je ovisnost razgradnje MP-a o ispitivanim parametrima procesa opisana
kvadratiénim modelom. Rezultati su pokazali najbolju ucinkovitost razgradnje UV-C/H2O> za PS
MP-a dok se UV-C/S,0s>" proces pokazao najué¢inkovitijim u razgradnji PVC MP-a.

Uslijedili su preliminarni procesi biorazgradnje u kojima je ispitan potencijal pet kvasaca
izoliranih iz okoliSa u razgradnji PS 1 PVC MP-a: Candida parapsilosis, Geotrichum candidum,
Rhodothorula glutinis, Saccharomyces cerevisiae 1 Trichosporon sp. U svrhu odabira kvasca s
najvecéim potencijalom za razgradnju ispitivanih MP-a biorazgradnja je provedena tijekom 30 dana
pri literaturno preuzetim uvjetima. Nakon 30 dana, na temelju najveceg broja zivih stanica kvasca
(eng. colony forming units, CFU), Candida parapsilosis odabrana je kao kvasac s najveéim
potencijalom za biorazgradnju MP-a. Glavni eksperimenti biorazgradnje provedeni prema

potpunom faktorskom dizajnu kako bi se odredila ovisnost CFU o parametrima procesa.



Ispitan je utjecaj pH, broj okretaja tresilice 1 pocCetna opticka gustoca suspenzije kvasca na tri
razine. Nakon provedenih eksperimenata odredeni su optimalni uvjeti biorazgradnje PS 1 PVC
MP-a primjenom kvasca Candida parapsilosis. Dobiveni rezultati potvrdili su potencijal Candida
parapsilosis u razgradnji obje MP-e s obzirom da je doslo do veéeg povecanja CFU-a u reaktorima
s MP-om u usporedbi sa slijepim probama koje nisu sadrzavale MP-e. Za kraj je ustanovljeno da
se Candida parapsilosis bolje prilagodila PVC-u nego PS-u.

U konacnici je provedena biorazgradnja netretiranih i AOP-om tretiranih PS i PVC MP-a pri
optimalnim uvjetima biorazgradnje. Ovim eksperimentima potvrden je pozitivan ucinak
predobrade MP-a AOP-om s obzirom na ve¢i CFU u reaktorima s predobradenim MP-ovima. Uz
CFU, poboljSana biorazgradnja MP-a obradenih AOP-om potvrdena je i1 ATR-FTIR
spektroskopijom, kojom je zabiljezeno izrazenije smanjenje intenziteta karakteristi¢nih pikova u
ATR-FTIR spektru. Nadalje, LC-MS analizom je utvrdeno otpustanje veceg broja aditiva nakon
biorazgradnje AOP-om predtretiranih uzoraka MP-a, §to dodatno potvrduje hipotezu da AOP
predtretman PS 1 PVC MP-a znatno poboljSava njihovu biorazgradnju pomocu kvasca Candida

parapsilosis.

Kljucne rijeci: mikroplastika, polistiren, poli(vinil-klorid), napredni oksidacijski procesi,

biorazgradnja, Candida parapsilosis



Abstract

Microplastics (MP) are defined as plastic particles smaller than 5 mm. MPs represent one of
the most significant environmental problems today. This particles are very stable compounds that
often contain additives contributing to their harmful effects. Due to their small size, they easily
travel through ecosystems, where they negatively impact a wide range of organisms and ultimately
reach humans. Since that classical water treatment methods are not sufficiently effective at
removing MPs, this research was focused on applying newer technologies, advanced oxidation
processes (AOPs) in combination with the most environmentally and economically acceptable
method for degrading organic compounds, biodegradation. The aim of the research was to develop
a combined approach that combines AOPs and biological degradation of MPs. AOPs were used as
a pretreatment in the biological treatment of polystyrene (PS) and poly(vinyl-chloride) (PVC)
MPs. Biological degradation was carried out using yeasts.

The preliminary investigations of MP degradation included photooxidative AOPs based on
hydroxyl radicals, UV-C/H,0», sulfate radicals, UV-C/S;0s%>", and Fenton's reagent, including
Fenton process, photo-Fenton process and Fenton-like process. In this part of the research, the
potential of these AOPs to degrade different types of MPs, namely low-density polyethylene
(LDPE), polypropylene (PP), PS and PVC, was tested. Experimental plan was designed according
to a full factorial design in which three parameters at three levels were examined for each AOP.
The interpretation of the results was based on analysis of the surface areas of characteristic ATR-
FTIR spectral bands, and the dependence of MP degradation on the investigated process
parameters was described using a quadratic model. The results showed that UV-C/H>O> exhibited
the highest degradation efficiency for PS MP, while the UV-C/S20s>" process proved to be the
most effective for PVC MPs.

This was followed by preliminary biodegradation processes in which the potential of five
environmental yeasts isolates to degrade PS and PVC MPs was tested: Candida parapsilosis,
Geotrichum candidum, Rhodothorula glutinis, Saccharomyces cerevisiae and Trichosporon sp. To
select the yeast with the highest potential for degrading the tested MPs, biodegradation was carried
out for 30 days under the conditions taken from the literature. After 30 days, based on the highest
number of live yeast cells (CFU), Candida parapsilosis was selected as the yeast with the highest
potential for MP biodegradation.



The main biodegradation experiments were carried out according to a full factorial design to
determine the dependence of CFU on process parameters. The effects of pH, rotation speed and
initial optical density of the yeast suspension at three levels were examined. After the experiments
were conducted, the optimal conditions for the biodegradation of PS and PVC MPs using the yeast
Candida parapsilosis were determined. The results confirmed the potential of Candida
parapsilosis for degrading both types of MPs. A greater increase in CFU was observed in reactors
containing MPs compared to blank controls without MPs. Finally, it was found that Candida
parapsilosis adapted better to PVC than to PS.

Ultimately, the biodegradation of untreated and AOP-treated PS and PVC MPs was
performed under optimal biodegradation conditions. These experiments confirmed the positive
effect of AOP pretreatment of MPs, as evidenced by the higher CFU observed in reactors with
pretreated MPs. In addition to CFU, the enhanced biodegradation of MPs treated with AOP was
also confirmed by ATR-FTIR spectroscopy, which showed a more pronounced decrease in the
intensity of the characteristic peaks in the ATR-FTIR spectrum. Furthermore, LC-MS analysis
determined the release of a greater number of additives after biodegradation of AOP-pretreated
MP samples, which further confirms the hypothesis that AOP pretreatment of PS and PVC MPs

significantly improves their biodegradation by Candida parapsilosis yeast.

Keywords: microplastics, polystyrene, poly(vinyl-chloride), advanced oxidation processes,

biodegradation, Candida parapsilosis
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1 UVOD

Plastika 1 plasti¢ni proizvodi desetlje¢ima doprinose tehnoloSkom razvoju i poboljSanju
kvalitete Zivota ljudi. Siroko se primjenjuje u brojnim industrijskim sektorima i svakodnevnim
aktivnostima. U posljednjih nekoliko godina problem plasticnog onecis¢enja postaje znacajniji,
predstavljaju¢i vazan ekoloski 1 gospodarski izazov. Plastika ima brojne prednosti koje omogucuju
njezinu primjenu u mnogim sektorima, ali 1 u ljudskoj svakodnevnici. Veliki broj plasti¢nih
proizvoda sluzi za jednokratnu upotrebu nakon ¢ega dio zavrSava u okoliSu. Onecis¢enje plastikom
prisutno je diljem svijeta, od pustinja do farmi, od planinskih vrhova do dubokih oceana, u
odlagalistima, a zabiljeZena je i u arktiCkom snijegu.! Pedrotti i sur.? 2022. dali su najnoviju
procjenu koli¢ine plastiénog otpada koji dospijeva u oceane. Proveli su opsezno uzorkovanje
plasticnog otpada u 7 ekoregija Sredozemnog mora. Nakon provedenih analiza, procijenili su da
650 milijardi plasti¢nih ¢estica pluta povrSinom Sredozemnog mora i to u ekvivalentu od oko
660 t plastike. Predvidanja stru¢njaka pokazuju da ¢e se koli¢ina plasticnog otpada nastaviti
povecavati ¢ak i u okviru najpovoljnijih scenarija smanjenja emisija u okolis.! Prednosti plasti¢nih
proizvoda s obzirom na cijenu ne mogu se posti¢i s niti jednim drugim materijalom. Stoga je
potrebno pronaci nacin kako bi se uskladio Zivot plasti¢nih proizvoda s ljudskim potrebama i
ocuvanjem okoliSa. Osim problema velikih plastiénih proizvoda (makroplastika, MAP), u
posljednje vrijeme sve viSe se naglaSava problem sitnijih plasti¢nih ¢estica — mikroplastike (MP).
MP-om se smatraju sve Cestice plastike manje od 5 mm koje su zbog svoje veli¢ine 1 Stetnih
svojstava puno opasnije za Ziva biéa i okolis u cjelini.> MP-i su sitne i lagane ¢estice plastike koje
se lako prenose vodom 1 zrakom te na taj nacin zavrSavaju i u najudaljenijim dijelovima svijeta.
Istrazivanje provedeno 2022. na arktickom podruc¢ju pokazalo je prisutnost MP-a u 19 uzoraka
arktickog snijega. Prosjena koncentracija iznosila je 29 ¢estica/L medu kojima je najveci udio
zauzimao poli(etilen-tereftalat) (PET).*

Vecina drzava zabranjuje nepropisno odlaganje plastike, no najcesS¢e ne postoje konkretni
zakoni koji propisuju dopustene koli¢ine MP-a u okoliSu. S obzirom na navedeno, istrazuju se
rjeSenja za smanjenje ili zamjenu plasti¢nih proizvoda, te pristupi nakon potro$nje, odnosno
zbrinjavanje plasticnog otpada, prikupljanje 1 recikliranje, kako bi se smanjila koli¢ina plastike

koja ulazi u okolis.’



Klasi¢nim postupcima obrade otpadnih i drugih voda moguce je u visokom postotku izdvojiti
MP, ali time se ne rje$ava u potpunosti problem uklanjanja MP-a iz voda.® Stru¢njaci razmatraju
razliite postupke da rijeSe ovaj problem. U razmatranje se sve ¢eS¢e uzimaju napredni oksidacijski
procesi (eng. Advanced Oxidation Processes, AOP) koji se inace koriste za uklanjanje tesko
razgradivih organskih oneciSéujuéih tvari. Dostupni podaci pokazuju da razgradnja MP-a
primjenom AOP-a moZe doseci preko 95 % ovisno o vrsti AOP-a, uvjetima rada i karakteristikama
MP-a.”# Medutim, unato¢ poveéanju dostupnih istraZivanja usmjerenih na razgradnju MP-a
primjenom AOP-a jo$ uvijek postoji znacajan nedostatak podataka u smislu optimalnih uvjeta
procesa i odrzivosti ovakvog pristupa. U odrzivost procesa ukljuceni su razli¢iti ¢imbenici, kao §to
su ulaganja, uvjeti rada, potronja energije, stvaranje nusprodukata i njihova toksi¢nost.® AOP-i su
prepoznati kao izrazito ucinkoviti procesi, no njihova relativno slabija ekonomska isplativost
predstavlja znacaju prepreku pri implementaciji u realne sustave. Kako bi se optimizirala
ucinkovitost i smanjili troskovi sustava, predlaze se upotreba AOP-a s bioloskim postupcima
uklanjanja organskih one¢is¢ujuéih tvari.’ Dosadasnja istraZivanja biorazgradnje MP-a pokazala
su da razli¢iti mikroorganizmi posjeduju potencijal za razgradnju MP-a, no ucinkovitost ovog
procesa u prosjeku ne prelazi 15 %. lako su do sada pretezito ispitivane bakterije, sve veéi naglasak
stavlja se na plijesni i kvasce u biorazrgadnji MP-a.!° S obzirom na to da AOP-¢ karakterizira vrlo
visoka ucinkovitost, uz ograni¢enu ekonomsku isplativosti, dok je biorazgradnja ekonomski
isplativa ali uz nisku u€inkovitost uklanjanja, dolazi se do zakljucka da bi hibridni pristup temeljen
na kombinaciji AOP-a i biorazgradnje mogao znacajno povecati stopu razgradnje MP-a, uz
smanjenje troSkova samog AOP-a.

U skladu s navedenim, u ovome radu ispitala se primjena razli¢itih AOP-a te biorazgradnje
MP-a primjenom kvasaca u svrhu uklanjanja MP-a iz voda. Ispitivani procesi provedeni su

zasebno te u kombinaciji pri cemu su se AOP-1 koristili kao predtretman bioloskoj obradi MP-a.



2 TEORIJSKI DIO

2.1 Plastika

Prva plastika izumljena je 1860. godine, a pocetkom industrije plastike smatra se 1907.
godina. Intenzivniji industrijski razvoj dogodio se 1920-ih, dok je Siroka upotreba plastike
zapocela tek nakon Drugog svjetskog rata. Uslijedio je brzi rast potrosnje plastike te je proizvodnja
ovog materijala ubrzo nadmasila vec¢inu drugih umjetnih materijala. Svijet bez plastike, odnosno
sintetskih organskih polimera, danas se ¢ini nezamislivim.'"!? Svestranost dizajna, niska cijena,
mogucénost oblikovanja, mala teZina i1 bioinertnost ucinili su plastiku materijalom iskoristivim u
Sirokom rasponu aplikacija od pametnih telefona do pakiranja hrane i 3D ispisa.'*!* U 2020.
godini, globalna proizvodnja plastike dosegla je 367 Mt.® Prema posljednjem dostupnom izvjestaju
Plastics Europe'*, 2024. godine proizvodnja je iznosila 430,9 Mt $to je porast od gotovo 64 Mt

naspram 2020. Raspodjela plastike po trziSnim sektorima prikazana je na slici 1.

m Pakiranje
B Graditeljstvo
Automobilska industrija
m Elektricni i elektronicki sektor
Kucanstvo, sport i rekreacija
B Poljoprivreda

Drugo

Slika 1. Trzi$na raspodjela plastike prema sektorima primjene. '



Vidljivo je kako se najvece koliCine plastike troSe na pakiranje prehrambenih i ne
prehrambenih proizvoda. Potom slijedi graditeljstvo, a ostali sektori imaju znatno manji udio.
Plastika doprinosi razvoju odrzivog druStva na viSe nacina. Primjerice, plasticna ambalaza
produljuje vijek trajanja prehrambenih proizvoda ¢ime pomaZe smanjenju bacanja hrane,
omogucuje dizajn laksih vozila i izolira elektri¢éne kablove za maksimalnu uc¢inkovitost. S druge
strane, prijelaz CovjeCanstva s viSekratne na jednokratnu plasti¢nu ambalazu rezultirao je velikim
poveéanjem udjela plastike u krutom komunalnom otpadu.!>!* Uz prisutnost u komunalnom
otpadu, rastuci broj izvjestaja dokumentira onecis¢enje plaza plastikom, a na druStvenim mrezama
Sire se vizualni prikazi morskih ptica, dupina i kornjaca upletenih u plastiku ili uginulih uslijed
gutanja plastike. OneciS¢enje plastikom prisutno je u svim ekosustavima: oceanima, tlu, pitkoj
vodi, zraku, kao 1 u organizmima ljudi i Zivotinja, $to ga €ini jednim od najozbiljnijih ekoloskih
izazova suvremenoga doba.'® Razlog ovakvog optereéenja okolisa plastikom leZi u inertnosti ovog
materijala koji je uglavnom proizveden iz fosilnih goriva i ne podlijeze biorazgradnji ve¢ se
akumulira na odlagalistima otpada ili u prirodnom okoligu.'®

Polimerizacijom spojeva nafte, zemnog plina ili ugljena dobivaju se sintetski polimeri, tj.
plastika. Tijekom polimerizacije, kemijski se kombiniraju najmanje jedinice svakog polimera
(monomeri) kako bi se stvorile vec¢e molekule ili makromolekula. Stotine takvih makromolekula
¢ine plastiku.!” Postoje dvije glavne skupine plastike, termoplasti i termoseti. Termoplastika je
kategorija plastike koja je oblikom reverzibilna, odnosno ¢iji se oblik moze lako promijeniti
zagrijavanjem, ali se hladenjem vra¢a u prvobitno stanje. Termoseti predstavljaju kategoriji
plastike koja se nakon zagrijavanja ne moze vratiti u prvobitno stanje.'

Plasti¢ni polimeri koji se naj¢eSce prizvode su termoplasti: polietilen (PE), polipropilen (PP),
polistiren (PS), poli(vinil-klorid) (PVC), poli(etilen-tereftalat) (PET) te poliuretan (PUR) Sto je
prikazano na slici 2. Najveci udio u proizvodnji plastike 2024. godine imao je PP s 19,0 %, slijedio
je PE niske gustoce (LDPE) s 13,9 %, dok je udio PVC-a iznosio 12,8 %, udio PE-a visoke gustoce
(HDPE) iznosio je 12,1 %, udio PET-a bio je 6,2 %, udio PUR-a 5,3 %, a PS-a 5,1 %. Navedene
plastike skupa ¢ine gotovo 90 % ukupne svjetske proizvodnje plastike ukoliko se iz ostatka od
25,6 % izostavi reciklirana plastika i bioplastika.'* Upravo zato navedene vrste plastika ¢ine
najveci udio plastiénih materijala koji su pronadeni u okoliSu i predstavljaju izvor globalnog

problema oneci$éenja okolisa.!>!”



430,9 milijuna tona

proizvedene plastike

Slika 2. Zastupljenost pojedine vrste plastike u svjetskoj proizvodnji 2024. godine.

2.1.1. Polietilen

PE se proizvodi polimerizacijom monomera etilena ¢ija je strukturna formula -(CH>—CHz),—
(slika 3A), gdje broj n obi¢no iznosi izmedu 1000 i 10000.2° Lanci PE koji se sastoje od nekoliko
stotina monomera imaju oblik viskozne tekuéine ili mekog voska, dok pri broju od vise tisuc¢a
monomera materijal poprima oblik ¢vrste plastike. Elastican je i proziran polimer, s nepolarnom
strukturom, otporan na vodu i ve¢inu kemikalija, a na sobnoj temperaturi netopiv u otapalima.
Udio PE na trzistu iznosi 33-39 % $to ovu vrstu plastike ¢ini najtraenijom na globalnom trxistu.?!
Najcesce se koristi za proizvodnju plasti¢nih vreéica, jednokratnih ambalaza, zica i kablova, ali i
mnogih drugih proizvoda. Na temelju gusto¢e PE mozemo podijeliti na PE visoke (0,941-0,960
g/cm?), srednje (0,926-0,940 g/cm?) i niske (0,915-0,925 g/cm?) gustoée. Svaki navedeni PE ima
odredena svojstva prema kojima se odabire u proizvodnji ovisno o zeljenim karakteristikama

krajnjeg proizvoda.?’
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Slika 3. Kemijska struktura monomera: A) polietilena, B) polipropilena, C) poli(vinil-klorida),
D) polistirena, E) poli(etilen-tereftalata) i F) poliuretana.

2.1.2. Polipropilen

PP je svestrani termoplasti¢ni materijal, pogodan za razli¢ite metode obrade i koristi se u
mnogim industrijama. Radi se o polukristalnom polimeru koji se dobiva polimerizacijom
monomera propilena, ¢ija je strukturna formula -(CH(CH3)-CHb»),— (slika 3B), u prisutnosti
katalizatora i pod kontroliranim uvjetima temperature i tlaka.?>* Prihvatljivi tro§kovi proizvodnje
1 dobra svojstva ¢ine ga jednom od najpozeljnijih vrsta plastike na trzistu te je, uz PE i PVC, jedna
od najbrze rastuéih vrsta plastike.>* Svojstva PP-a ovise o uvjetima obrade, stupnju kristalnosti,
vrsti kristalne strukture 1 prisutnosti aditiva. Opc¢enito, ima visoku ¢vrstocu 1 kemijski je otporniji
od amorfnih polimera i ima najviSu temperaturu taljenja od svih termoplastika. Zbog svojih
svojstava koristi se u raznim proizvodnim procesima za dobivanje vlakana, folija, niti i dijelova za
automobile, krutu ambalazu, obloge za perilice posuda, dijelove namjestaja, djecje igracke, razne

uredaje, medicinsku opremu, proizvodnju cijevi za prijenos tekuéina, itd.?*



2.1.3. Poli(vinil-klorid)

PVC, zajedno s PE-om i PP-om, je najrasireniji termoplasti¢ni sintetski polimer.?> PVC je
bijeli amorfni prah sastavljen od ponavljajucih vinilnih skupina (etenil), s jednim atomom vodika
zamijenjenim klorom.?® Strukturna formula monomera je —(CH>—CH(CI)),— (slika 3C).?” Jedan je
od najvaznijih plasti¢nih materijala u gradevinskoj industriji. Koristi se u proizvodnji cijevi, okvira
prozora i vrata, stropnih plocCica, raznih namjestaja 1 presvlaka, premaza za elektricne kabele 1
drugo. Zauzima veliki udio u proizvodnji medicinskih 1 klinickih plasti¢nih proizvoda, ali zbog
masenog udjela klora od 57 % postavlja se pitanje njegove sigurnosti u uporabi na ovom
podrudju.?® Osim toga, Cesto ga susreéemo u svakodnevnom Zivotu kao sastavni dio odjeée,
umjetne koZe, raznih pakiranja za hranu, dekorativnih 1 drugih proizvoda. Glavni razlog
rasprostranjenosti PVC-a su niska cijena te izvrsna kemijska 1 mehanicka svojstva kao Sto su
trajnost, vodootpornost, otpornost na razne kemikalije (kiseline, baze, alkohole, mineralna ulja,
itd.), niska gustoca, jednostavnost obrade i moguénost prilagodavanja njegovih svojstava Sirokom
rasponu primjena.’>?® PVC je stabilan na sobnoj temperaturi i tlaku. Raspada se tek pri

temperaturama vis§im od 70-80 °C pri ¢emu se razvija HCI, dok PVC mijenja boju.*®
2.1.4. Polistiren

PS je aromati¢ni polimer proizveden od monomera stirena, strukturne formule
—(CsHsCH=CHa),— (slika 3D). Stiren je bezbojna tekuc¢ina ugodnog mirisa kada je Cista, sudjeluje
u velikom broju kemijskih reakcija, ima posebnu sklonost polimerizaciji zagrijavanjem ili
izlaganjem ultraljubi¢astom svjetlu. PS je termoplasti¢ni materijal koji je obi¢no Cvrst na sobnoj
temperaturi, topi se na povisenoj temperaturi, pokazuje manju kemijsku otpornost na organska
otapala ukljucujuéi kiseline 1 baze, ketone i ciklicke etere. Ovisno o nacinu polimerizacije PS moze
osim u ¢vrstom biti 1 u pjenastom odnosno ekspandiranom obliku; dakle moZe biti tvrd, ograni¢ene
fleksibilnosti 1 bezbojan poput stakla, ili moZe biti poput pjene i1 proSiriti se u mekani, bijeli
izolacijski materijal. Relativno je jeftin 1 ima nisku temperaturu omekSavanja. PS se uglavnom
koristi za izradu ambalaze za hranu, zaStitne ambalaZe, poklopaca, boca, ladica, jednokratnog
pribora za jelo, igracaka, kutija za proizvode, medicinske i laboratorijske opreme, britvica za

jednokratnu upotrebu, itd. Cesto se zamjenjuje plastikom koja se moze uéinkovito reciklirati.?$?°



2.1.5. Poli(etilen-tereftalat)

PET je polukristalni termoplasti¢éni materijal. Proizvodi se reakcijom etilen glikola s
proc¢is¢enom tereftalnom kiselinom ili s dimetil tereftalatom u prisutnosti iona metala ili
katalizatora. Kemijska struktura monomera PET-a prikazana je na slici 3E. Upotreba PET-a
zapocela 1950-ih kada se koristio za izradu kvalitetnih umjetnih vlakana u tekstilnoj industriji. Od
1970-ih zapocela je njegova primjena za proizvodnju spremnika za tekucine, razna pica 1 hranu,
tj. pocela je zamjena staklene 1 metalne ambalaze s PET ambalazom. Od tada, trziSte PET-a raste
za oko 10 % godi$nje.*® PET ima dobra mehani¢ka, elektri¢na i toplinska svojstva, proziran je i
lagan polimer bez mirisa, stabilan kemijski i u Sirokom rasponu temperatura, nepropustan za
plinove, vlagu i otapala, nelomljiv je i Zilavi materijal, otporan je na mehanicka optereéenja.’*>!
PET je ekonomski prihvatljiv materijal, jednostavan za proizvodnju i recikliranje. Ovisno o na¢inu
proizvodnje ili kristalizacije, PET moze biti amorfan ili polukristalan polimer. Ve¢ina PET-a koji
se koristi za proizvodnju tekstila i boca ima visoku kristalnost izmedu 30 i 40 %, dok PET koji se
koristi za pakiranje ima nizu kristalnost, otprilike 8 %.%? PET s visokim stupnjem kristalizacije ima

vecu temperaturnu otpornost u usporedbi s amorfnim te bolja mehanicka svojstva poput zZilavosti,

krutosti, tvrdode, veée otpornosti na otapala i mehani¢ka optereéenja.’!
2.1.6. Poliuretan

PUR pripada klasi svestranih materijala s velikim potencijalom za upotrebu u razli¢itim
primjenama. Specificna mehanicka, fizikalna, bioloska i kemijska svojstva PUR-a privlace
znacajnu istrazivacku pozornost na prilagodavanje ovog polimera za upotrebu u razliitim
industrijama. PUR je posebna skupina polimernih materijala koja se na mnoge nacine razlikuje od
vec¢ine do sada navedenih plastika. Prva upotreba PUR-a datira u vrijeme Drugog svjetskog rata
kada je razvijen kao alternativa za gumu. Materijale od PUR-a karakterizira trajnost, Zilavost i
elasti¢nost, Sto ih ¢ini prikladnima za zamjenu metala, plastike 1 gume u viSe inZenjerskih
proizvoda. Svojstva PUR-a ovise o nacinu proizvodnje, stupnju polimerizacije i dodanim
aditivima, a koristi se u proizvodnji boja, teku¢ih premaza, izolatora, elasticnih vlakna, pjena, itd.
Materijali od PUR-a Siroko se primjenjuju u biomedicini, gradevinarstvu, automobilskoj, tekstilnoj

i drugim industrijama zbog svojih vrhunskih svojstava u vidu tvrdoce, Zilavosti i fleksibilnosti.*?



Osim prema vrsti, plastika se moze podijeliti prema veli€ini Cestica na megaplastiku
(> 1000 mm), makroplastiku (25—1000 mm), mezoplastiku (5—-25 mm), mikroplastiku (< 5 mm) i

nanoplastiku (< 0,001 mm).>*

2.2 Mikroplastika

Osim plasti¢nog onecis¢enja, u posljednje vrijeme raste zabrinutost od onecis¢enja okolisa
MP-om. lako je plastika vrlo stabilan materijal, u okoliSu pod utjecajem vjetra, valova,
temperature, sun¢evog zrac¢enja i mnogih drugih faktora dolazi do njenog usitnjavanja i nastanka
MP-a. MP Cestice su, uz vodene ekosustave i tlo, nedavno otkrivene u atmosferi urbanih,
prigradskih, pa ¢ak i podru¢ja podosta udaljenih od izvora MP-a, sugeriraju¢i potencijalni
mikroplasti¢ni atmosferski transport na velike udaljenosti. Dosadasnja istrazivanja ukazuju da
koncentracija MP-a u vodenim ekosustavima moZe znadajno varirati. Primjerice, da Costa i sur.*
izvjestili su o koncentraciji od 0,52 MP &estica/m® u rijekama Paraiba do Sul i Pomba u JuZnoj
Americi, dok su Huang i sur.*® u rijeci Yangtze u Aziji zabiljezili koncentraciju od 35986 MP
gestica/m’. U sedimentu rijeke Nanhuizui u Aziji zabiljeZena je koncentracija od 6 MP &estica/m?,
a u sedimentu rijeke West River, takoder u Aziji, koncentracija od ¢ak 10240 MP &estica/m? 373
Walton i sur.> proveli su opsezno istraZivanje koncentracije MP-a u morima pri ¢emu su naveli
prosje¢nu koncentraciju od 7681 MP &estica/m* uz naglasak da su morski sedimenti jo3 vise
optereéeni MP-om sadrzavajuéi prosje¢no 47250 MP &estica/m?. Postoje i istraZivanja o

koncentracijama MP-a u zraku. O'Brien i sur.*

napravili su sustavni pregled dosadasnjih
istrazivanja 1 dosli su do zakljucka da zrak na otvorenome moze sadrzavati prosjecno do 1000 MP
gestica/m® dok u zatvorenom prostoru moze iznositi i do 1583 MP ¢&estica/m®. Najzastupljenije
vrste MP-a u zraku su PET, PE i PP. Tlo je do sada najslabije istraZzeno, no na temelju najnovijih
istrazivanja moze se zakljuciti da je podjednako pogodeno MP-ima kao 1 ostale sastavnice okolisa.
Koncentracije MP-a u tlu krecu se od 1000 pa sve do 18760 MP cestica/kg. Primarni izvor MP-a
u tlu je kanalizacijski mulj, dobiven iz postrojenja za obradu otpadnih voda, koji se vrlo Cesto
koristi kao gnojivo.*! Istrazivanjem koje su proveli Ziajahromi i sur.** dokazano je da oko 79 %
MP-a iz otpadnih voda koje se obraduju u postrojenjima za obradu otpadnih voda zavrSava upravo
u kanalizacijskom mulju. Ostali ve¢i izvori MP-a u tlu su poljoprivreda 1 ¢estice automobilskih

guma koje se otpustaju tijekom voznje.***



S obzirom na navedeno, svijest ljudi o utjecaju MP-a na okoli§ i brojne ekosustave te o
mogucim negativnim efektima na kvalitetu vode, bioraznolikost, ljudsko zdravlje i zivot opcenito
raste. Medutim, joS uvijek postoje brojna pitanja o pojavnosti, sudbini, transportu i u¢inku MP-a.
Ova se pitanja javljaju zbog ograni¢enog razumijevanja samog onecis¢enja MP-om uz nedostatak
standardiziranih metoda uzorkovanja i identifikacije. Mnoge zemlje i organizacije rade na
istrazivanju 1 rjeSavanju ovog problema. Ukljucuju¢i pravilno zbrinjavanje plastike, smanjenje

upotrebe plasti¢nih proizvoda te razvoj tehnologija za uklanjanje MP-a iz okolisa.*>

2.2.1 Izvori mikroplastike

Prisutnost MP-a u ekosustavima (kopnenom i vodenom) posljedica je razli¢itih antropogenih
aktivnosti koje ukljucuju aktivnosti u domacinstvima, te razne industrijske i obalne aktivnosti.
Emisije MP-a mogu se pojaviti tijekom svih faza: od proizvodnje i formulacije, preko transporta,
do upotrebe plastike. Emisije mogu biti u oceane ili slatke vode putem kanalizacije, otjecanja,
odlagaliSta otpada, iz industrijskih izvora ili uslijed vremenskih utjecaja.*® Velike koli¢ine MP-a
nalaze se u brojnim kozmetickim i ku¢anskim proizvodima pa se primjerice tijekom pranja rublja
otpustaju visoke koncentracije MP-a. Najnovija istrazivanja procjenjuju godi$nje otpustanje oko
5,69 milijuna tona MP-a u obliku mikrovlakana, od &ega strojno pranje rublja ¢ini 93,7 %.* Stoga
se kanalizacijska voda smatra znac¢ajnim izvorom MP-a. Obalne aktivnosti koje ukljucuju ribolov,
aktivnosti vodenog turizma i1 pomorske industrije izvori su oneciS¢enja MP-om u morskom
ekosustavu. Globalne procjene sugeriraju da abrazija MP-a s ribarskih uZzadi tijekom koriStenja
oslobada priblizno 768 milijardi Cestica MP-a godiSnje. S naglaskom da se ribarske mreZe najcesce
proizvode od PP-a.>* Industrije za proizvodnju plastike ispustaju MP u obliku peleta i smolnog
praha proizvedenog zracnim mlazom, bilo putem otpadnih voda ili slu¢ajnog gubitka tijekom
proizvodnje. Osim toga, industrije se opCenito smatraju prijetnjom za okoli$ jer ve¢ina koristi MP
u nekom dijelu proizvodnog procesa. Primjerice, procijenjeno je da se iz petrokemijske industrije
godis$nje ispusta oko 1,44-10'° gestica MP-a u okolis.”! Medutim, daleko najve¢im izvorom MP-a
u okoliSu smatraju se postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda. Koli¢ina MP-a u ulaznoj vodi
sadrzi priblizno 2267 MP &estica/L, a ucinkovitost uklanjanja iznosi izmedu 80 i 90 %.%!
Najcesce identificirane vrste MP-a su PE, PP, poliamid (PA), poliester (PES), PS 1 PET
(tablica 1).%!
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Tablica 1. Naj¢es¢e vrste MP-a u ulaznim i izlaznim vodama u postrojenjima za procis¢avanje
otpadnih voda te njihov najéeséi udio.>!

VRSTA POLIMERA UDIO [%)]
PE 64,07
PP 32,92
PA 10,34
PES 75,36
PS 24,17
PET 28,90

Efluenti iz ovih postrojenja poznati su put emisija MP-a, ali i mnogih drugih kemikalija koje
utjecu na kvalitetu povrsinske vode.*%> Neke MP &estice mogu pri obradi otpadnih voda pro¢i
kroz filtre koji se koriste tijekom prociS¢avanja te se procjenjuje da izlazna voda iz postrojenja
moze sadrzavati do 447 MP &estica/m>.>* Ipak, veéina MP-a zaostaje u otpadnom mulju, kojeg je
u nekom trenutku potrebno zbrinuti, ¢ime predstavlja novu opasnost za okoli$. Tim stru¢njaka iz
Kine provelo je istrazivanje u kojem su odredivali koli¢inu zaostalog MP-a u otpadnom mulju
nakon obrade otpadnih voda. S obzirom na dobivene rezultate procijenjeno je da se putem
otpadnog mulja u okoli§ godi$nje unese oko 1,56-10'* MP &estica. Otpadni mulj iz postrojenja za
obradu otpadnih voda najcesce se koristi na poljoprivrednim zemljiStima, a veliki dio se
nepropisno odlaZe i na taj na¢in MP-om one¢iséuje tlo i slatkovodne ekosustave.’!*> Procjenjuje
se da se godiSnje, kao rezultat primjene otpadnog mulja u poljoprivredi, tlima u Europi doda
izmedu 125 i 850 tona MP-a po milijunu stanovnika.*® Ispiranjem tla, MP moZe uéi u podzemne
vode i tako onecistiti izvore pitke vode. Stoga znanstvenici preporucuju sto prije zapoceti dodatno
prociS¢avanje otpadnih voda u postrojenjima za njihovu obradu kao 1 naknadnu analizu i1 obradu
otpadnog mulja.>’ > Medutim, porazavajuée je da se svega oko 20 % ukupnih svjetskih otpadnih
voda procis¢ava prije ispustanja u prirodne vodotoke pa se stoga otpadne vode i otpadni mulj
opéenito smatraju najveéim izvorima MP-a u okolisu.’”*%% Uz otpadni mulj, glavni izvori MP-a
u tlu su plasti¢ne malc folije, kompost 1 komunalni ¢vrsti otpad, anaerobni digestat 1 kanalizacijski
mulj, navodnjavanje i preplavljivanje otpadnim vodama, atmosfersko talozenje, ilegalno odlaganje
otpada i gnojiva.®! MP dospijeva u okoli iz razli¢itih izvora i zbog toga ima razli¢ito podrijetlo,
oblik, gustocu, veli¢inu i svojstva opcenito. Prema tim znac¢ajkama rasporeduje se u okolisu i kroz
vodeni stupac te su na taj na¢in gotovo svi organizmi izlozeni MP-u.*®233 Izvori MP-a prikazani

su na slici 4.
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Slika 4. I[zvori mikroplastike.

2.2.2 Podjela mikroplastike

MP-a se prema podrijetlu dijeli na primarnu i sekundarnu MP. Primarna MP proizvodi se
izvorno u veli¢ini manjoj od 5 mm, a sekundarna nastaje razgradnjom veé¢ih komada plastike.%?
Primarna MP proizvodi se za potrebe razlicitih industrija, $to ukljucuje pelete od smole, mikro-
perle koje se koriste kao abrazivi u kozmetic¢koj industriji, u proizvodima za osobnu higijenu poput
pasta za zube, sapuna i Sampona, potom mikrocestice proizvedene za tekstilnu 1 farmaceutsku
industriju.??%364 Tekstilna industrija stvara veliku prijetnju okolisu. U uzorcima prikupljenim iz
okoliSa, mikrovlakna su jedan od najceS¢ih oblika MP-a. Sintetski tekstil smatra se glavnim
izvorom mikrovlakana u okoliSu, a njegove se koncentracije ne¢e smanjiti jer se uporaba sintetskih

tkanina i dalje povecéava.5+6°
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Jedan komad sintetske odje¢e moze osloboditi vise od 1900 plasti¢nih vlakana u samo
jednom ciklusu pranja. Uz veliki kapacitet bubnja suvremenih perilica rublja, otpusta se oko 19000
vlakana u jednom pranju od samo 10 odjevnih predmeta, a procjenjuje se da litra otpadne vode
sadrzi do 100 mikrovlakana plastike.®* Otprilike 35 % primarnih MP-a ispustenih u oceane diljem
svijeta potjete od pranja sintetickog tekstila.’! IstraZivanja su pokazala da su ispustena vlakna
najéesée duljine izmedu 100 i 800 pm.% Sljedeéi bitan izvor primarnih MP-a su male plasti¢ne
perle koje se proizvode globalno za industrijske potrebe taljenja i lijevanja, tj. proizvodnju vecih
plasticnih materijala. U nekim slucajevima moze do¢i do oneciS¢enja vodenih ekosustava zbog
izravnog ispustanja primarne MP iz industrijskih otpadnih voda, dok u drugim slu¢ajevima njihov
ulazak u vodeni okoli§ moze biti posljedica industrijskog izlijevanja, odnosno slucajni gubitak
tijekom proizvodnje.** S obzirom da je proizvodnju i unos primarne MP lakSe kontrolirati u
usporedbi sa sekundarnom, EU direktiva pod nazivom ,,Ograni¢enje mikroplastike namjerno
dodane proizvodima“ za razdoblje od 2023. do 2055. zakonom zabranjuje prodaju primarne MP
te proizvoda u koje je dodana. Primjeri takvih proizvoda su najces¢e kozmeticki proizvodi,
deterdZenti za rublje te materijal za ispunu umjetnih sportskih povrsina.®®

Sekundarna MP nastaje kada se veci plasti¢ni proizvodi, poput vreéica, sanduka, boca,
tekstila, uzadi i mreza, razgrade na manje segmente. lako je plastika stabilan polimerni materijal,
tijekom vremena dolazi do njenog usitnjavanja. Rezultat je to fotooksidacije, mehanickih,
kemijskih ili bioloskih interakcija (izloZenost Suncu i mehanickim silama kao $to su vjetar, morske
struje i valovi).”%® Osim prirodnog djelovanja, velike koli¢ine sekundarne MP zavriavaju u
okoliSu ljudskom aktivnos$¢u. Visoki udio u okolisu zauzimaju MP Cestice koje nastaju troSenjem
guma prijevoznih sredstava. Globalne procjene temeljene na znanstvenim izvjeS¢ima i
komercijalnim podacima pokazuju da se stvaranje MP-a iz guma po glavi stanovnika razlikuje, u
rasponu od 0,23 kg-godiSnje za stanovnike Indije, do 1,9 kg-godisSnje za stanovnike Japana, pa ¢ak
i do 4,9 kg-godisnje za stanovnike SAD-a.%’ Europska agencija za okoli§ izvijestila je da je 2019.
ispusteno oko 450 kt MP-a od troSenja guma, a 2022. je zabiljeZen porast od 5,3 % S$to znaci da je
te godine ispuSteno priblizno 475 kt MP-a.”® Slijede¢i izvor sekundarne MP u vodenim
ekosustavima predstavljaju ribarske mreze koje su uzrok visokih koncentracija mikrovlakana u

morima i oceanima.®’>’!
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Sekundarna MP ¢ini mnogo vec¢i udio u onecis¢enju okolisa te kada bi se u ovome trenutku
obustavila u potpunosti proizvodnja 1 odlaganje plastike u okolis, sekundarna MP nastajala bi jo$
tisuéama godina razgradnjom plastike koja je trenutno prisutna u okolisu.%®7>73 Procjenjuje se da
priblizno 5,25 bilijuna &estica sekundarne MP pluta oceanima.”

Postoje razliciti oblici MP-a koji ovise o proizvodnji, podrijetlu, izvoru, starosti, itd. Tako
¢e primarna MP vec¢inom imati glatku povrSinu 1 pravilan oblik, dok je sekundarna MP obi¢no
nepravilnog oblika, hrapave povriine i ostrih rubova.”” Opéenito se prema obliku, MP moze

).”6 Osim podrijetla i oblika,

podijeliti na pelete, vlakna, pjenaste oblike, fragmente i folije (slika 5
MP se moze Kklasificirati prema boji. Svaka MP ima drugacija svojstva ovisno o nacinu
proizvodnje, vrsti, podrijetlu, starosti, obliku, boji i dodanim aditivima te zbog razliCitih svojstava
imaju i razli¢it utjecaj na ziva biéa i okolis.”” Kako bi se mogao odrediti $tetni utjecaj MP-a, prije

svega je potrebno izolirati, identificirati i okarakterizirati MP Cestice prisutne u okolisu.

PELETI

VLAKNA

N > il

Slika 5. Podjela mikroplastike prema obliku.
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2.2.3 Uzorkovanje i izolacija mikroplastike iz okolisa

Koncentracija MP-a u okoliSu neprestano se povecava i postaje ozbiljna prijetnja svijetu.
Konstantno se radi na metodama izolacije 1 karakterizacije MP-a kao 1 postupcima njihovog
uklanjanja. Medutim, Cesto se zanemaruje prvi korak, a to je samo uzorkovanje. U preglednim

radovima®®-’8

usporeduju se razliCita istrazivanja vezana za koncentracije MP-a u okolisu, ali
ve¢inom se u ovim usporedbama ne uzima u obzir naCin i mjesto uzorkovanja. Metode
uzorkovanja razlikuju se s obzirom na tip okoliSne matrice. Za uzorkovanje vode, sedimenta, tla i
zraka primjenjuju se specificni instrumenti 1 postupci za koje stru¢njaci smatraju da ¢e dobiti
reprezentativne i analiticki pouzdane uzorke.”"%

Uzorkovanje vode najceSc¢e se provodi povrsinski do dubine 25 cm, a za uzorkovanje se
koriste mreZe pora 300 pm. NaZzalost, brojna istraZivanja pokazuju da je oko 50 % MP cestica
manje od 300 um te da se velike koli¢ine MP-a nalaze dublje od povriinskih 25 cm.%*#! U novije
doba se koriste mreze s manjim promjerom pora (100 pm) te se koriste pumpe kod kojih se moze
odabrati mreZa s Zeljenim promjerom pora.*® Uzorkovanje MP-a u morima opéenito se dijeli na
uzorkovanje s povrSina mora, iz vodenog stupca ili uzorkovanje sedimenta. Svako uzorkovanje
zahtijeva drugaciji pristup, pa tako uzorci mogu biti selektivni, masovni ili smanjenog volumena.
Selektivno uzorkovanje najceS¢e se primjenjuje kod uzorkovanja sedimenta, a sastoji se od
izravnog izdvajanja MP-a vizualnom identifikacijom. Metoda selektivnog uzorkovanja je
prihvatljiva kada se uzorkuju veée MP cCestice s povrSine sedimenta. Medutim kada je MP
pomijeSana s drugim otpadom ili se nalazi u kompleksnoj matrici, postoji veliki rizik da se previdi.
Masivno uzorkovanje, odnosno uzorkovanje velikog volumena, koristi se kada se MP ne moze
lako vizualno identificirati, primjerice u situacijama kada su MP cCestice pomijeSane s Cesticama
sedimenta ili je njihova zastupljenost niska. U tim slucajevima izuzimaju se veliki volumeni vode
ili sedimenta te se izdvajanje provodi u laboratoriju. Termin uzorci sedimenta (ili morske vode)
smanjenog volumena odnosi se na uzorke kod kojih se volumen skupnog uzorka smanjuje tijekom
uzorkovanja, ¢uvajuci pri tome samo onaj dio uzorka koji je od interesa za daljnju obradu. Uzorci
smanjenog volumena obi¢no se dobivaju filtriranjem velikih koli¢ina vode pomoéu mreza.?!

Najrealnija slika prisutnosti MP-a u vodama i sedimentu, dobila bi se kombinacijom svih

navedenih na¢ina uzorkovanja vodenih ekosustava.’
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Dosad su, u kontekstu onecis¢enja MP-om, najéeS¢e analizirani mora i oceani dok su
slatkovodne vode tek nedavno dobile pozornost. Konkretnije analiziranje rijeka i jezera provodi
se unatrag desetak godina, a drugi slatkovodni sustavi (npr. kanali, kraterska jezera, rije¢na delta,
itd.) su se tek poceli ispitivati. Ovako kasno istrazivanje slatkovodnih sustava, pogotovo rijeka,
smatra se podbacajem jer je dokazano da su upravo one glavni izvor MP-a u morskim
ekosustavima.”®

Tlo je izrazito heterogena matrica, pa je pri uzorkovanju potrebno uzeti u obzir sve
¢imbenike koji bi mogli utjecati na reprezentativnost uzorka. Odabir prikladnog mjesta za
uzorkovanje tla zahtijeva sveobuhvatnu procjenu povijesne upotrebe podrucja, osobito praksi
poput poljoprivrednog malciranja plastikom, odlaganja komunalnog otpada i navodnjavanja
procis¢enom otpadnom vodom, buduci da one izravno utjecu na prisutnost MP-a. Za realisti¢nu
procjenu treba procijeniti i lokalizirane izvore onecis¢enja MP-om. Topografija, tip tla i nacin
koriStenja zemljista kljucni su faktori pri procjeni koncentracije MP-a. Vrijeme prikupljanja
uzoraka takoder je klju¢ni ¢imbenik; obilne kiSe mogu isprati lakSu MP-u u vodotoke. U
poljoprivrednim tlima na kojima se primjenjuje plasti¢ni mal¢, kanalizacijski mulj ili kompost,
uzorkovanje treba obaviti prije sljedeée sezone sadnje.®> Norma ISO 18400-102 namijenjena je
uzorkovanju tla (ISO 2017) i primjenjiva je i za MP, koriste¢i nasumicne, stratificirane ili ciljane
pristupe na temelju istrazivackih ciljeva. Iako je naj¢es¢i pristup uzorkovanja povrsinskog sloja tla
0-10 cm primjenom Zlica, lopata i/ili razliCitih metalnih i1 celicnih mjerica, u novijim

84-86 usvojio se pristup stratificiranog uzorkovanja prikupljanjem uzoraka s

istrazivanjama
razli¢itih dubina od 0 do 30 cm kako bi se procijenila raspodjela MP-a kroz slojeve tla. Uzorci tla
nikako ne smiju biti skladiSteni u plasticnim posudama ve¢ u zatvorenim staklenim ili posudama
od nehrdajuceg celika. Masa uzoraka tla koju je potrebno prikupiti iznosi 0,5 do 2,0 kg kako bi se
povedala reprezentativnost uzorka.

Pracenje prisutnosti MP-a u zraku od iznimne je vaznosti, buduc¢i da su MP-i sveprisutni u
atmosferi 1 predstavljaju potencijalni put izloZenosti za ljude i okoli$. Razli¢ite veli¢ine MP-a
ponasaju se razli¢ito u stupcu zraka. Veée Cestice MP-a taloze se zbog gravitacije, dok manje

Cestice ostaju suspendirane u zraku vecinu vremena, a samo neke od njih se ispiru oborinama 1

dolaze u tlo 1 vodene ekosustave.
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Aktivne metode uzorkovanja zraka ukljucuju prikupljanje MP-a pomocu sustava za
uzorkovanje zraka s pumpom i membranskim filtrom, a prikladne su za Cestice veli¢ine PMio,
PMys ili PMi o, gdje PM oznacava promjer ¢estice manji od 10, 2,5 odnosno 1,0 um. Rad pri
odredenoj brzini protoka tijekom odredenog vremena olaksava to¢an izra¢un koncentracije Cestica
u zraku po jedinici volumena. Pasivne metode uzorkovanja baziraju se na skupljanju atmosferskih
Cestica u staklene ili metalne spremnike, koji se sastoje od opreme za mokro ili suho taloZenje,
ovisno o cilju istrazivanja. Istalozene Cestice skupljaju se ispiranjem uredaja ultracistom vodom 1
filtriranjem. Aktivne metode se koriste za uzorkovanje MP-ova veli¢ine manje od 10 um, a pasivne
za pracenje razine MP-ova u rasponu 10-5000 pm.®” Osim nadina uzorkovanja, veliki utjecaj na
koncentraciju MP-a ima 1 godiSnje doba prilikom kojeg se provodi uzorkovanje te okoli$ni uvjeti
poput vijetra i valova.®°

Nakon prikupljanja uzoraka slijedi priprema uzoraka i izolacija MP-a iz matrice kako bi se
MP mogla kvantificirati i karakterizirati. Filtriranje i prosijavanje su naj¢esée korisStene metode za
odvajanje MP-a iz uzoraka voda. Predtretmani uzoraka sedimenta ukljucuju veca sita koja se
koriste radi smanjenja volumena uzoraka nakon Cega slijedi odvajanje na temelju gustoce 1
filtracija. Odvajanje na temelju gustoce ukljucuje proces flotacije gdje se uzorak sedimenta
pazljivo mijesa sa zasicenom otopinom soli (npr. NaCl). MP ¢estice isplivaju na povrsinu, te se
supernatant skuplja i filtrira, dok se gus¢a frakcija koja sedimentira odbacuje.”” Uzorke tla treba
prvo odistiti od korijenja biljaka uz uklanjanje krutog otpada, a zatim osusiti. U ISO 18400-102%3
naveden je postupak susenja na 40 °C tijekom 72 h jer viSe temperature mogu utjecati na fizikalno-
kemijska svojstva MP-a. Osuseni uzorci tla se prosijavaju sitima Zeljenog promjera pora.®? Uzorci
zraka prilikom pripreme moraju pro¢i nekoliko procesa prociS¢avanja ovisno o koristenoj vrsti
kolektora (pasivni ili aktivni): prosijavanje, filtracija, digestija i odvajanje po gustoéi.®” Nakon
pripreme uzoraka MP-a slijedi izolacija MP-a. 1zolacija ukljucuje uklanjanje bioloSkog organskog
materijala 1 dobivanje ¢iste MP. Time izbjegavamo pogresnu procjenu kolicine MP-a u uzorcima,
bilo vizualno ili spektroskopskim analizama, te nepotrebne analize ostalih &estica.’’ U tablici 2
navedeni su najceS¢e koristeni reagensi za uklanjanje organskih tvari te karakteristike samih
tretmana. Razlike medu tretmanima ukljuuju ucinkovitost razgradnje matrice, stupanj

agresivnosti 1 oStecenja MP-a, slozenost metode 1 vrijeme trajanja tretmana.
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Odabir tretmana temelji se na vrsti matrice 1 udjelu organske tvari. Ukoliko je neophodno da
cestice MP-a ostanu u izvornom stanju izbjegava se koriStenje luzina i kiselina i najcesce se koriste
oksidacijski tretmani.” Vodikov peroksid $iroko se koristi za oksidaciju organskih tvari. Najéesée
se koristi u koncentraciji od 30-35 % za disperziju agregata tla i razgradnju organskih tvari,

postizuéi izolaciju MP-a do 72 % kada se primjenjuje na tla s visokim udjelom organske tvari.

Tablica 2. Tretmani i reagensi koji se koriste za uklanjanje organskih tvari 1 neke njihove
karakteristike.”"%?

TRETMAN REAGENS KARAKTERISTIKE TRETMANA

Obicno od 30-35 % volumena.
Ucinkovito uklanja organske tvari.

H:0, Moze imat blagi uc¢inak na MP.
Dugotrajan i temperaturno ovisan tretman.
. Ucinkovit kod uzoraka s visokim udjelom organske
Oksidacija .
tvarl.
Fentonov reagens Ovisi o temperaturi.
(H202+Fe(I1)SO4) Potreban pH 3-5.
Nema ucinak na MP.
Kraéi tretman u usporedbi s H>O,.
NaOH Uc¢inkoviti za bioloSke uzorke.
.. KOH Manje ucinkoviti u uklanjanju organskih tvari iz
Luzina AV
NaClO okolis$nih uzoraka.
a Utje¢u na MP,
HNO
HC13 Uc¢inkoviti u uklanjanju organskih tvari.

Kiselina Razgraduju neke MP-ove.
HClO, - S ) ..
Cesto se kombiniraju s tretmanima luzinom.

H>SO4
Celulaza Blagi tretman.
Lipaza 5 Ne utjece na MP.
Enzim Proteaza Cesto se kombinira s naknadnom oksidacijom.

Siroki raspon cijene tretmana ovisno o enzimu.

Proteinaza K Ne preporucuje se za uzorke iz okolisa.

Posljednji korak ukljucuje identifikaciju 1 kvantifikaciju MP-a. Identifikacija se obi¢no
provodi u dva koraka: prvi je mikroskopski pregled, nakon Cega slijedi fizikalno-kemijska
karakterizacija.’>%® Fizikalno-kemijska svojstva MP-a utje¢u na rezultate uzorkovanja i metode
odredivanja koncentracija MP-a u ispitivanom sustavu. Stoga usporedba rezultata u kojima su se
koristili razli¢iti na€ini uzorkovanja, izolacije te identifikacije i karakterizacije MP-a, moze dovesti

do iskrivljene slike o realnom stanju istrazivanog podru¢ja.’®’8
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2.2.4 Identifikacija i karakterizacija mikroplastike

Cilj svakog provedenog istrazivanja prisutnosti 1 kvantifikacije MP-a u okolisu je dobivanje
Sto pouzdanijih rezultata 1 Sto preciznijih podataka o realnom stanju u okolisu. Stoga je nuzna tocna
i detaljna identifikacija te karakterizacija pojedinih Cestica MP-a. Takav pristup omogucuje
valjanu procjenu optereéenja okolisa MP-om. 5288

Prilikom fizikalne karakterizacije MP-a u okoliSnim uzorcima znanstvenici najceSc¢e koriste
opticku mikroskopiju u kombinaciji s vizualnom identifikacijom zbog jednostavnosti,
ekonomicnosti i moguénosti provedbe ove tehnike in situ odnosno na mjestu uzorkovanja.
Medutim, bez spektroskopskih analiza, u nekim je slucajevima izuzetno tesko identificirati MP
Cestice, posebno kod veli¢ina manjih od 1 mm. Vizualnom identifikacijom realnih uzoraka tesko
je razlikovati MP od prirodnih Cestica tla ili komponenata sedimenta §to moze dovesti do pogresne
klasifikacije Sestica.”® Stoga je pozeljno izolirati Sestice nekim od tretmana navedenih u tablici 2,
a potom primijeniti neku od mikroskopskih metoda (stereo, polarizirajuéi, fluorescirajuéi i
pretrazni elektronski mikroskop i/ili mikroskop atomskih sila; slika 6). Primjenom nekog od
navedenih mikroskopa, fizikalna karakterizacija MP-a biti ¢e pouzdanija. Ovim metodama moze
se odrediti morfologija, oblik, boja i veli¢ina estica.®%%

Ostala fizikalna svojstva ukljuuju gustocu, naboj, hidrofobnost te starost Cestica MP.
Fizikalna svojstva MP-a utjecu na njihovo ponasanje i sudbinu u okolisu jer ¢e ovisno o njima biti
vise ili manje zastupljeni u razli¢itim sastavnicama okoliSa. Tako ¢e MP manje gustoce (npr. PE 1
PP) biti zastupljenija na povrSini vodenih ekosustava dok ¢e MP vece gustoce (npr. PES) biti
zastupljenija u sedimentima. Medutim, nerijetko se MP gustoce vece od vode, poput PS-a, PET-a
1 PVC-a, takoder moZze pronaci na povrsini voda. S druge strane, MP nize gustoce rjede je pronaden
u sedimentima.’! Opéenito, gustoéa polimera moZe varirati ovisno o vrsti polimera i proizvodnom

procesu od 0,01 do 2,30 g/cm®.”® Gustoée polimera globalno najzastupljenijih na trzistu, ali i u

okoli8u, prikazane su u tablici 3.
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Stereo mikroskop Polariziraju¢i mikroskop

Pretrazni elektronski mikroskop

MIKROSKOPIJA  ——*

Slika 6. Mikroskopske metode za karakterizaciju mikroplastike uz primjere mikrofotografija.

Tablica 3. Prosje¢na gustoéa najpoznatijih polimera.”

VRSTA POLIMERA GUSTOCA [g/em’]
PE 0,89-0,98
PP 0,85-0,92
PS 0,01-1,06
PVC 1,38-1,41
PET 1,38-1,41
PUR 1,20-1,26

Test potonuca ili plutanja trenutno je najpopularniji pri odredivanju gustoée MP-a u
razli¢itim istraZivanjima. Testiranja se baziraju na podesavanju gustoce alkohola ili slanih otopina
sve dok se ispitivane MP Cestice ne pojave na povrSini. Metoda je zahtjevna i dugotrajna, ali
financijski isplativa. Slijede¢a metoda je piknometrija koja se temelji na volumenu plina istisnutog
ispitivanim MP-om. Vrlo dugotrajna metoda jer se u pravilu odreduje gustoca pojedinacne
gestice.”? U industriji se za mjerenje gusto¢e MP-a koristi stupac gradijenta gustoée. Metoda je

standardizirana (ISO 1183-2:2019)>* i posveéena je odredivanju gustoée plastike.
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Ovim pristupom, kada se dvije mijesljive tekuéine poznatih gustoéa pomijeSaju u razli¢itim
omjerima, gustoca tekucine unutar kolone jednoliko se povecava od vrha prema dnu na kontroliran
nacin. Dodavanjem kalibriranih staklenih plovaka poznate gusto¢e, moguce je uspostaviti odnos
izmedu visine MP-a unutar kolone i njihove gustoc¢e. lako gradijentne kolone mogu biti teske za
konstruiranje zbog slozene prirode punjenja kolone ispravnim omjerima tekucina, dostupna su
komercijalna gradijentna punila za pojednostavljenje ovog zadatka. Upravo zbog toga se ova
metoda koristi samo u industriji jer je namijenjena za homogene, Ciste, neoste¢ene i1 pravilno
oblikovane MP-e, dok su MP-i iz realnih uzoraka ne uklapaju u te kriterije.”>*

Hidrofobnost MP-a je vrlo bitno fizikalno svojstvo koje utjece na rasprostranjenost MP-a u
vodenom stupcu, ali i u tlu. MP-i obi¢no pokazuju visoku stopu hidrofobnosti §to znac¢ajno utjece
na stvaranje agregata bilo u vodi ili tlu.”**> Poveéana hidrofobnost poveéava moguénost agregacije
MP-a u vodi s drugim &esticama §to dovodi do taloZenja MP-a u sedimentu.®* U tlu poveéana
hidrofobnost MP-a dovodi do stvaranja agregata i poroznijeg rasporeda tla. Tako su cCestice
hidrofobne, agregati ¢esto zadrzavaju vodu u prostorima izmedu Cestica ¢ime se povisuje vlaznost
tla.”> Hidrofobnost MP-a odreduje se mjerenjem kontaktnog kuta.?>

Naboj MP-a direktno utjee na njihovo ponasanje u okolisu, stoga se smatra vrlo bitnim
fizikalnim svojstvom. S obzirom na naboj, koji moze biti pozitivan ili negativan, ¢estice MP-a
mogu privudi razli€ite spojeve u okoliSu $to utjee na agregaciju i taloZenje, ali 1 na stvaranje
biofilma i1 kolonizaciju mikroorganizama. Naboj cestica MP-a odreduje se analizom zeta-
potencijala.””%8

Navedena fizikalna svojstva MP-a utjeCu na interakciju MP-a s drugim oneciS¢uju¢im
tvarima te na akumulaciju MP-a u okolisu.”"!% MP koja se nalazi na povriini voda, vise je
izloZenija utjecaju vjetra, valova i morskih struja Sto dodatno utjece na promjenu njenih fizikalnih
svojstava. Pod takvim utjecajem okoliSa dolazi do starenja MP-a u vidu promjene boje, oblika,
povrsine 1 drugih fizikalnih svojstava. Samim time mijenjaju se 1 svojstva MP-a, kao 1 njihov
utjecaj na okoliS. Starost MP-a bitno je fizikalno svojstvo. Dokazano je da ostarjele MP cCestice
adsorbiraju na svoju povrSinu puno veci spektar kemijskih tvari Sto ih ¢ini jo§ opasnijima za Zivi
svijet i okoli§ u cjelini.'”! Starenje moZe utjecati i na naboj i hidrofobnost MP-a ¢ime dolazi do

razli¢itih interakcija MP-a s drugim tvarima i mikroorganizmima iz okoliSa pri ¢emu se ponovno

mijenjaju fizikalno-kemijska svojstva i utjecaj MP-a na okolis.'%
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Kemijska svojstva MP-a odnose se na vrstu polimera, stupanj polimerizacije, kemijski sastav
odnosno dodane aditive, kristalnu strukturu, topljivost i sli¢cno. Svako svojstvo MP-a utjece na
zastupljenost, transport i ponasanje MP-a u okolisu.!”? S obzirom na vrlo sloZena fizikalno-
kemijska svojstva MP-a i nedostatak univerzalne metode kojom bi se mogle karakterizirati MP
Cestice, za sada se koriste kombinacije razli¢itih fizikalnih i kemijskih metoda.’® Brojne kemijske
metode (slika 7) pruzaju informacije o sastavu MP-a i drugim svojstvima kao $to su sadrzaj aditiva,

kristalna struktura, toplinska svojstva (taliste, vreliste 1 stakliste), itd.
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Slika 7. Metode karakterizacije mikroplastike uz primjere dobivenih spektara.
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Uobicajene metode karakterizacije MP-a mogu se podijeliti na spektroskopske i termalne;
rezultat svake je karakteristican spektar. Za identifikaciju MP-a najc¢esc¢e se koriste infracrvena
spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR) i Raman spektroskopija jer obje metode
daju spektre karakteristi¢ne za pojedinu vrstu polimera. FTIR i Raman su rijetke kemijske metode
analize koje nisu destruktivne, a uz to su brze 1 jednostavne te ne zahtijevaju pripremu uzorka pa
se stoga 1 najcesce koriste u identifikaciji polimera. Raman metoda je preciznija za manje MP
Cestice, ali je u usporedbi s FTIR-om skuplja te osjetljiva na aditive i druge kemikalije koje se
nalaze u MP-u, §to moZze omesti kvalifikaciju MP-a.*® Prednost Ramana je moguénost analize
tekuéina jer voda ne daje nikakav signal pri analizi, dok uzorci za FTIR moraju biti potpuno suhi.®
FTIR spektroskopija identificira MP-e detektiranjem specifi¢ne infracrvene apsorpcije veze,
razlikuju¢i MP-e od organskih ili anorganskih oneciS¢ujucih tvari. Uobi¢ajeni nacini rada FTIR-a
ukljucuju refleksiju i transmisiju, gdje transmisija zahtijeva tanke, prozirne uzorke, dok refleksija
moze raditi s nepravilno oblikovanim i1 neprozirnim ¢esticama. Najc¢esc¢e koristena FTIR tehnika
za analizu MP-a je ona koja koristi modul za prigusenu totalnu refleksiju (eng. Fourier transform
infrared spectroscopy — attenuated total reflectance, ATR-FTIR). ATR-FTIR je prili¢no u¢inkovit
za veée veli¢ine Sestica (> 300 um).®? Svaki FTIR spektar predstavlja otisak prsta polimera na
temelju kojeg se neupitno odreduje vrsta polimera odnosno MP-a.*” Najmanja veli¢ina Cestica
MP-a koju FTIR moZe detektirati je 10 um.3®

Termalna analiza MP-a ukljucuje diferencijalnu pretraznu kalorimetriju (eng. differential
scanning calorimetry, DSC) te termalnu desorpciju ili pirolizu u kombinaciji s plinskim
kromatografom uparenim s spektrometrom masa (eng. gas chromatography-mass spectrometry,
GC/MS). DSC metoda koristi se za odredivanje toplinskih parametara MP-a na temelju kojih se
moZe pretpostaviti vrsta polimera.’®?° Nadalje, ve¢ina MP-a sadrzi veliki broj razli¢itih aditiva
koji se dodaju tijekom proizvodnje radi poboljSanja svojstava, a prisutnost aditiva komplicira
karakterizaciju. Najcesce se kao aditivi dodaju razli¢iti antioksidansi, maziva, inhibitori korozije,
plastifikatori, ljepila, stabilizatori topline i usporivaci gorenja. Redoslijed upotrebe aditiva je
sljede¢i: plastifikatori (70 %), usporivaci gorenja (25 %) te antioksidansi i fotostabilizatori

(0,10-3 %). Krajnji proizvodi mogu sadrzavati od 0,001 do 50 % masenog udjela aditiva.!®
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Termalna desorpcija i piroliza uz GC/MS koriste se, osim za identifikaciju, i za analizu
prisutnih aditiva. Medutim, u tom slu¢aju analize zahtijevaju znatno viSe vremena i truda za obradu
podataka, kao i vrlo dobro obucenog i iskusnog analiticara. Opcenito je najveci nedostatak
termalnih metoda destruktivnost uzoraka.®*-*°

Sve navedene metode karakterizacije imaju svoje prednosti i ogranicenja. Nijedna metoda
sama po sebi ne pruza dovoljno informacija, stoga je nuzno kombinirati fizikalne 1 kemijske
pristupe kako bi se osigurala pouzdanost i tocnost dobivenih rezultata. Prije svega, klju¢no je
razviti 1 primijeniti kvalitetne metode uzorkovanja i izolacije MP-a iz okoliSnih uzoraka, a zatim
bi se trebao postaviti univerzalni protokol karakterizacije MP-a koji bi omogucio usporedbu
rezultata medu razliCitim istrazivanjima. Primjena standardiziranih i1 pouzdanih metoda

uzorkovanja, obrade i identifikacije, klju¢na je za procjenu oneciS¢enja MP-om te procjenu

utjecaja na okolis i Zive organizme.!*
2.2.5 Zastupljenost mikroplastike u okoliSu

Onecis¢enje MP-om najprije je primije¢eno u morima 1970-ih, a proSirivanjem podrucja
istrazivanja MP Cestice otkrivene su u svim sastavnicama okoliSa, od vodenih ekosustava, plaza,
sedimenta, tla, zraka, atmosfere, te u brojnim organizmima.®' Studije procjenjuju da oko 80 %
(mikro)plastike koja se nalazi u morima potjede iz kopnenog okolisa.!*>!% Koncentracije MP-a
detektiranih u sedimentima opcenito idu do 3146 cestica/kgsr, a koncentracije u otpadnom mulju
kreéu se u rasponu od 1 do 56 cCestica/gsm. U Europi se godiSnje optere¢enje MP-a u
poljoprivrednim sustavima kreée se od 63 do 430 kt.”” Danas se i dalje ne moZe sa sigurno$éu
tvrditi koje su to¢ne koncentracije MP-a u vodenim ekosustavima. Uz ve¢ spomenuti nedostatak
standardnih metoda uzorkovanja, izolacije i1 kvantifikacije, veliki utjecaj na koncentracije MP-a
imaju hidrodinamicki ¢imbenici (npr. brzina morskih struja, mutnoca, turbulencija, gustoca
vodene mase 1 rezidualna cirkulacija), antropogeni cimbenici (npr. urbane 1 industrijske
aktivnosti), meteoroloSki ¢imbenici (npr. temperatura, vjetar, oborine) te geografski uvjeti (npr.
padine, kanjoni, zaljevi, rtovi i plaze). Svi ovi ¢imbenici pridonose ponaSanju MP-a i tek bi se
uzimajuéi ih sve u obzir postiglo bolje razumijevanje transporta i akumulacije MP-a.!%” Eriksen i
sur.'® su u ekspediciji Velikih jezera u SAD-u sakupili 21 uzorak vode na razli¢itim stanicama na

podruéju veli¢ine oko 1300 km?.
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Prosje¢na zastupljenost MP-a bila je otprilike 43000 &estica/km?, a uzorak sa stanice koja je
bila nizvodno od dva velika grada, sadrzavao je preko 466000 &estica’km®. Rezultat ovog
istrazivanja dokazuje da se s povecanjem gustoce ljudske populacije, povecava i koncentracija

MP-a. 107,108
2.2.6 Toksi¢nost mikroplastike

MP zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava moze imati izravnu 1 neizravnu Stetu za ziva
bi¢a.” Iako su brojne studije pokazale da je MP sveprisutna u okolisu i $teti organizmima, samo
je nekoliko objavljenih studija istrazivalo dugoro¢ne posljedice MP-a na okolis. Istrazivanjima u
ovom podrucju jos uvijek nedostaje sustavni pregled toksi¢nih uc¢inaka MP-a i razumijevanje
mogucih posljedica na okoli§. MP koja se nalazi u organizmima negativno utjece na plodnost,
smrtnost 1 uzrokuju promjene ponasanja, imunoloske reakcije, probavne probleme, razne upale 1
oStedenja crijeva, a izaziva i mnoge druge posljedice.'”!!® MP &estice ugrozavaju ziva biéa i
narusavaju stabilnost ekosustava, a bioraspolozivost je kljucni faktor koji odreduje potencijalni
utjecaj MP-a na razliite vrste organizama. Negativan utjecaj MP-a ovisi 1 o sklonostima
organizma.'%!!! Toksi¢nost tvari odreduje se provodenjem in vivo ili in vitro testova toksi¢nosti.
Na temelju testova toksicnosti odreduju se potencijalno Stetni ucinci ispitivane tvari na zdravlje
ljudi 1 Zivotinja ili u€inak na okoli§ u cijelini. Testovi se provode u skladu s zakonskom
regulativom odnosno sa standardnim metodama (npr. ISO — International Organization for
standardization, DIN — Deutches Institut fiir Normung, HRN — hrvatske norme).!'? In vivo testovi
provodili su se na glodavcima, zeCevima, majmunima, pticama i drugim Zivotinjama te su s
vremenom zakonski zabranjeni zbog eti¢kih razloga. Znanost se nakon toga preusmjerila na in
vitro testove koji se provode na bakterijama, kvascima, algama i drugim beskraljeznjacima 1
manjim ribama odnosno njihovim embrijima kako bi se odredila ekotoksi¢nost ispitivane tvari.
Toksikologija se bavi utjecajem na odredeni organizam dok se ekotoksikologija bavi utjecajem
potencijalno Stetnih tvari na ekosustav u cijelini.!!*!'* Dosadagnja istrazivanja ekotoksi¢nosti MP-
a prikazana su u tablici 4. Do sada je istraZena ekotoksicnosti razliCitih vrsta, veliina 1
koncentracija MP-a na razli¢ite organizme. U vecini istraZivanja moZe se primijetiti kako toksi¢ni
utjecaj MP-a raste sa smanjenjem veli¢ine Cestica MP-a 1 povecanjem koncentracije te duzim

vremenom izlaganja organizma MP-u.!!%116
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Tablica 4. Ekotoksi¢nost mikroplastike.

Vrsta

Vrsta, veli¢ina i

. koncentracija  Vrijeme Utjecaj Referenca
organizma
MP-a
PE
Vibrio fischeri 1-3 um 250 min Smanjenje bioluminiscencije. 115
1000 mg/L
I e
Pseudomonas PET 72 h koncentraciji MP-a.
putida 200-600 pum ey s .
50-1000 mg/L Najvisu inhibiciju rasta prouzrocio PS,
a potom redom PE, PVC, PP i PET.
. Maksimalna inhibicija rasta dobivena 116
PE, PP, PS, PVC1i je pri najmanjoj veli€ini i najvecoj
Saccharqmy ces PET 72 h koncentraciji MP-a.
cerevisiae 200-600 pm ey . o
50-1000 mg/L Na]V1su inhibiciju rasta prouzroc1.11 PS
i PVC, a potom redom PE, PET i PP
Tetraselmis PE . L .
chuii 0,05-6 um 96 h Nema znacajnog utjecaja na rast algi. 117
0,046-1,5 mg/L
Chlqmydomgs 4(})1(3 Il)OEOlOPEL)m ~784 Nema znaéajnog }th ecaja na rast i 118
reinhardtii ekspresiju gena.
1 g/L
4 s o 1q  Smanjensadii Korofia nhibici g
5-500 mg/L otosinteze.
PS Inhibicija rasta mikroalge, smanjenje
Chlorlela 0,111 um 30d fotosirjltetske aktivnos%i, oétec'ejnjeJ 120
pyrenoidosa 10-100 mg/L stanica.
PVC Smanjen sadrzaj klorofila, inhibicija
64-236 um 11d fotosinteze ’ 119
5-500 mg/L '
. PS e . .
Dunllll o5 gun 7o 2 o el
251250 mg/L '
Skeletonema PVC Inhibicija rasta algi, smanj en sadrzaj
costatum 1 um 4d klorofila i smanjena fotosintetska 122
0-50 mg/L aktivnost.
PP, PS, PVCiPA Letalnost je niska ili je nije bilo.
~ 70 um 10d Uoceno ostecenje crijeva, ukljucujuci 123
0,001-10 mg/L pucanje resica i cijepanje enterocita.
PS
Danio rerio 5150 pm 7d Poremecaj metabolizma larvi. 124
101100 pg/L
PS Smanjena pokretljivost i tjelesna
45,01 0,05 pm 120h  duzina, oslabljen vid i osteen Ziv¢ani 125
1 mg/L sustav.
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Tablica 4. Ekotoksi¢nost mikroplastike.

Vrsta, velié¢ina i
Vrsta >

. koncentracija Vrijeme Utjecaj Referenca
organizma
MP-a
PE Cestice od 1 pm uzrokovale su
11100 um 24 h imobilizaciju organizma, dok Cestice 126
12,5400 mg/L od 100 pm nisu imale znacajan ucinak.
PE Povecana stopa imobilizacije i
1-5 pm 72-96 h 127
. 3—7 MP Cestica/mL Smrtost.
Daphnia magna PS . —
| um: 1-600 mg/L 43 h Polz/e'czian.a stopa 1moblllzac1je, 128
100 um; 0,01-40 mg/L oksidativni stres 1 smrtnost.
PET
20 pm 48 h Stetan utjecaj na razvoj organizma. 129
100 mg/L
Carcinus PP . Smanjen apetit i oslabljeni rast
maends 1000-5000 um 4 tjedna organizma, 130
6—20 mg/L
Stylophora PE Visoka koncentracija PE-a utjecala je
. 106—-125 pm 4 tjedna na fotosintetsku aktivnost i promijenila 131
pistillata 5-50 MP cestica/mL je metabolite koralja.
Caenorhabditis PP, PNS, PVCiPA Smanj.ena stopa p'reii‘vlj avanj a, manja
clegans ~ 70 um 2d tjelesna duljina i gslabljena 123
0,5-10 mg/m? reprodukcija.

U tablici 4 se moZe uociti kako se dosadaSnja istrazivanja ekotoksi¢nosti MP-a pretezito

117- 119,122 123-125

provode na mikroalgama , ribama 1 njihovim embrijima i rakovima'?*1? dok se

testovi toksi¢nosti s manjim organizmima (bakterijama i gljivama)'!>-!11¢

rjede provode. Razlog
tome lezi u Cinjenici da su testovi toksi¢nosti s manjim organizmima poput uobifajenog testa
bioluminiscencije s bakterijom Vibrio fischeri (ISO 11348-3:2007)'*? nedovoljno osjetljivi i nisu
prilagodeni &vrstim uzorcima poput MP-a.!'® Osim toga, ovakvi vremenski kratki testovi
toksi¢nosti govore samo o trenutnom ucinku ispitivane tvari na organizma, a MP-i ¢e$¢e pokazuju
toksi¢nost pri dugorocnom izlaganju. Stoga, testovi koji mjere inhibiciju rasta, reprodukciju,
fizikalna osteéenja i sli¢no, poput testa s Daphnia magna (ISO 6341:2013)'*3, smatraju se
pouzdanijima u ispitivanju toksi¢nosti i ekotoksi¢nosti MP-a.!3*

Fizicka svojstva MP-a su ona koja utjeCu na morfologiju i njenu pokretljivost unutar
vodenog okolisa te s viemenom utjecu 1 na bioraspolozZivost, mijenjajuci raspodjelu MP-a unutar

vodenog stupca.!?%!!!
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Drugi ¢imbenici koji utjecu na raspodjelu MP-a su kemijska struktura, gustoca vode, aditivi
ukljuceni u njihovu formulaciju, priroda polimera, ekoloski utjecaji i sposobnost fragmentiranja.'®
U prirodnim vodenim ekosustavima MP moze plutati na vodi, rasprsiti se u vodenom stupcu i
akumulirati se u sedimentu Sto ga ¢ini dostupnim Sirokom rasponu vodenih organizama koji
zauzimaju razli¢ita stanista.'>® Organizmima niZe trofi¢ke razine, MP &estice nalikuju na plijen
zbog svoje minijaturne veliCine, te ih oni konzumiraju misle¢i da su hrana. Na taj nacin nizi
organizmi ¢ine MP bioraspolozivom u hranidbenom lancu. Na primjer, MP se prenosi s algi na
zooplanktone, a zatim i na ribe. MP Cestice koje se nalaze u okoliSu najcesce su bijele ili zute boje
Sto doprinosi izgledu plijena. Najveéi problem prijenosa MP-a kroz hranidbeni lanac je taj Sto u
konacnici dolazi i do Govjeka.'?” IstraZivanja su pokazala da vise od 150 morskih i slatkovodnih
vrsta riba guta MP. Gutanje MP-a moze uzrokovati mehanicka oSte¢enja i blokadu probavnog
trakta, a predstavlja i potencijalni put za unosenje opasnih tvari poput aditiva, toksi¢nih tvari
adsorbiranih na MP &estice te toksi¢nih mikroorganizama koji koloniziraju MP-u.'*® Brojni aditivi
koji se ¢esto dodaju MP-u dokazano su veoma toksi¢ni za organizme, a njihovo otpustanje u okolis
potvrdeno je brojnim studijama. Vecina plastike sadrZi visok udio aditiva, odnosno kemijskih tvari
koje se plastici dodaju tijekom proizvodnje kako bi se poboljsala njezina svojstva. Postoje razliciti
aditivi kao S$to su plastifikatori, antioksidansi, stabilizatori topline, usporivaci gorenja, itd., koji
mogu biti prisutni u plastici u tragovima ili mogu biti glavne komponente. U nekim vrstama
plastike aditivi ¢ine 1 do 50 % ukupne mase polimera. IstraZivanje nasumi¢no odabrane plastike
pokazalo je da plastika u prosjeku sadrzi oko 20 razli¢itih aditiva.'>* Nekontrolirano oslobadanje
toksicnih aditiva izaziva znaCajnu zabrinutost za biotu, ukljuCujuci 1 ljude. Aditivi prelaze u
okolinu procesom difuzije, na koji utjeCu poroznost i debljina polimera, molekularna masa 1i
hidrofobnost aditiva te karakteristike okolnih matrica, troSenje i starenje MP-a, i drugo. Tijekom
starenja MP-a, polimerni lanci se cijepaju ¢ime se potice izluzivanje aditiva, ali i oslobadanje tvari
adsorbiranih na MP ¢esticama.!?*1* MP je vrlo dobar adsorbens zbog velike specifi¢ne povrsine.
Stetne tvari koje se iz okoli§a adsorbiraju na MP Gestice su najéei¢e postojane organske
oneciS¢ujuce tvari, policikli¢ki aromatski ugljikovodici, polibromirani difenil eter 1 diklor-difenil-
trikloretan, tedki metali i brojne druge tvari.'”!4!142 Zapravo, prisutnost organskih i anorganskih
aditiva 1 tragova monomera, teSkih metala 1 drugih Stetnih spojeva koji se mogu osloboditi

predstavlja toksi¢niji izvor oneci§éenja za ljudsko zdravlje nego same MP &estice.'*?
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MP je pronadena u tlu, vodi i zraku, ali i morskim organizmima, soli, pivu, Seceru, kao i u
flaSiranoj vodi za pi¢e. Konzumiranjem navedenih namirnica, MP se moze akumulirati u ljudskom
organizmu te negativno utjecati na imunoloski sustav i uzrokovati brojne klinicke komplikacije.
Isto tako, Stetne onecis¢ujuce tvari koje se mogu otpustiti s MP-a imaju sposobnost potaknuti
endokrini poremecaj i karcinogenezu.®"'3” Zbog nedostatka znacajnih dokaza, podataka i izvjesca
o Stetnom utjecaju MP-a na ljudski organizam, Svjetska zdravstvena organizacija joS nije dodala
MP na popis potencijalno opasnih tvari Cije koncentracije bi se trebale kontrolirati u vodi za pice,

hrani i zraku.

2.3 Postupci uklanjanja mikroplastike iz okoliSa

2.3.1 Klasi¢ni postupci uklanjanja MP-a

Koncentracije MP-a u okoliSu rastu iz godine u godinu. Oneci$¢enje okoliSa MP-om postao
je problem na globalnoj razini te se tezi pronalasku ekoloski i ekonomski prihvatljivog rjeSenja.
Postupci uklanjanja MP-a mogu se svrstati u fizikalne, kemijske i bioloske postupke (slika 8). Do
sada su najviSe proucavani fizikalni postupci, a zatim kemijski i bioloski. U prosjeku, fizikalni
postupci pokazuju u¢inkovitost uklanjanja MP-a od 45 %, kemijski 31 %, a biologki tek 24 %.'43
Klasi¢ni postupci obrade voda pokazali su se vrlo ucinkovitima (tablica 5) u izdvajanju MP-a iz
vodene matrice, ali potrebno je pronaci postupak kojim bi se MP mogla u potpunosti ukloniti,
odnosno razgraditi na bezopasne produkte.'**

Fizikalni postupci za uklanjanje MP-a odnose se na tehnike ili procese koji ukljucuju fizicko
odvajanje ili ekstrakciju Cestica MP-a iz razli¢itih okruzenja. Obi€no se oslanjaju na fizikalne
karakteristike kao S§to su veliina Cestica 1 njihova gustoc¢a. Najpoznatiji fizikalni postupci su
filtracija, sedimentacija, flotacija, centrifugiranje 1 adsorpcija. Svaki od ovih postupaka ima svoje
prednosti i mane, ali daleko najve¢i nedostatak svih fizikalnih postupaka je nepotpunost rjeSavanja
problema MP-a. Zbog toga se fizikalni postupci Cesto koriste u kombinaciji s kemijskim i

bioloSkim postupcima. Najznacajniji kemijski postupci su koagulacija, flokulacija te oksidacija.
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Glavni nedostatak kemijskih postupaka je unos toksi¢nih kemikalija u sustav koje mogu u
konac¢nici biti Stetnije za ziva bi¢a od samih MP Cestica. Otpadne vode nakon kemijskog tretmana
u vecini slucajeva zahtijevaju ponovno procis¢avanje Sto ove procese €ini ekoloski i ekonomski
neprihvatljivima. S druge strane, bioloski postupci su ekoloski i ekonomski prihvatljivi i zajednica
podupire njihovu primjenu, no problem ovih postupaka je dugotrajnost procesa i niska

u¢inkovitost, 4314

y Filtracija
.

FIZIKALNI ’__ Adsorpcija
- N

. Razdvajanje na
temelju gustoce

e Koagulacija

 POSTUPCI
UKLLANJANJA ; KEMIJSKI }—— Fotokataliza

N Oksidacija
AN

" Biorazgradnja

i N
BIOLOSKI ]—— Bioreaktori

e . Drugi bioloski
tretmani

Slika 8. Klasi¢ni postupci uklanjanja mikroplastike (MP) 1z vode.
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Tablica 5. Usporedba razliCitih postupaka za uklanjanje mikroplastike iz okolisa.

143,146

POSTUPAK UCINKOVITOST

PREDNOSTI

NEDOSTACI

Adsorpcija na
zelenim
mikroalgama

=~ 94,5 %

Visoka sposobnost adsorpcije
MP-a, selektivnost se temelji
na povrSinskom naboju MP-a.

Za svako procis€avanje vode
potrebna je nova Sarza mikroalgi,
moguce toksi¢no djelovanje

MP-a na mikroalge.

Mocvarno
zemljiste za
procisc¢avanje
otpadnih voda

~ 88 %

Ovakva mocvarna zemljista Cesto

Visoka ucinkovitost, ekoloski se smatraju izvorom MP-a, dolazi
prihvatljiv i isplativ postupak. do ugrozavanja organizama koji

nastanjuju ova podrucja.

Dinamicke
membrane

>90 %

Niska otpornost na filtraciju,
nizak transmembranski tlak,
jednostavan rad, nema
upotrebe opasnih kemikalija.

Oneciscenje (zacepljenje)

membrane, velika potrosnja
energije, potrebno zbrinjavanje

nastalog mulja.

Brza filtracija
pijeskom

=97 %

Brzo i u€inkovito uklanjanje
MP-a uz niske troskove rada i
odrzavanja.

Oneciscenje (zacepljenje) filtara
smanjuje ucinkovitost. Pogodan
samo za niske MP koncentracije.

Proces s aktivnim
muljem

~ 98 %

Ekoloski 1 ekonomski
prihvatljivi postupak s
visokom uc¢inkovitosti.

Velike koli¢ine otpadnog mulja
obogacenog MP-om; potrebno
naknadno zbrinuti. U¢inkovitost
uklanjanja varira s obzirom MP.

Membranski
bioreaktori

>99 %

Koristenje kombiniranih

Oneciscenje (zacepljenje)

naprednih postupaka obrade s membrane, uspjesnost uklanjanja

poroznim membranama.

ovisi o obliku onecis¢ujucih tvari.

Klasi¢na
koagulacija i
aglomeracija

~61 %

Pogodno za uklanjanje
mikrocestica, kontrolirani
radni uvjeti, jednostavni
uredaji.

Dodavanje kemikalija u

oneciS¢enu vodu, primjenjive za
MP Cestice manjih dimenzija.

Elektrokoagulacija

>90 %

Nema sekundarnog
oneci$éenja, pogodan za
uklanjanje najmanjih MP-a,
minimalno nastajanje mulja,
energijski ucinkovito,
isplativo.

Cesto potrebna promjena
elektroda zbog trosenja,

neupotrebljiva u podru¢jima bez

struje.

Fotokataliticka
razgradnja

Nema dodavanja kemikalija,
mogucnost upotrebe solarne
svjetlosti = obnovljiva
energija i bez oneciséenja,
ucinkovita mineralizacija,

ekoloski prihvatljiva sanacija.

Neselektivna, niza u¢inkovitost

naspram drugih postupaka,
otezana izvedba velikih
postrojenja, postavljanje

fotokatalizatora.

ogromnih fotoreaktora, energetski
troSak, regeneracija i odrzavanje

Bioloska
razgradnja

Ovisi o vrsti
mikroorganizama i
karakteristikama
MP-a, u prosjeku
oko 20 %

Jednostavnost, sigurnost
upotrebe, niski troskovi,
primjenjiva u razli¢itim
okruZenjima i na otpadnim
tokovima razlicitih
karakteristika.

Okoli$ni uvjeti se ne mogu lako

kontrolirati, manjak
ponovljivosti, pronalaZenje

prikladne mikrobne zajednice,

niska ucinkovitost,
dugotrajan proces.
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Problem MP-a i njene zastupljenosti u okoliSu zabrinjava ljude diljem svijeta, a rjeSenju
ovog problema treba pristupiti oprezno i uzimajuci brojne aspekte u obzir. Potrebno je pronaci
ucinkovit, ali ekoloski i ekonomski prihvatljiv postupak uklanjanja koji bi se mogao primijeniti
bez obzira na svojstva 1 koncentraciju MP-a te vrstu onecis¢enog sustava. S obzirom da je ispitan
ve¢ cijeli niz fizikalnih, kemijskih i bioloSkih postupaka u uklanjanju MP-a, a niti jedan proces
sam po sebi nije zadovoljio traZzeno, tezi se kombinaciji razli¢itih postupaka ne bi li se iskoristile

prednosti svake od njih te u konaénici ipak doslo do moguéeg rjesenja.'*?

2.3.2 Napredni oksidacijski procesi

Napredni oksidacijski procesi (eng. advanced oxidation processes, AOP) predstavljaju
obecavajuci pristup za uklanjanje MP-a iz vode. Ovi procesi smatraju se ekoloski prihvatljivima
jer su u velikoj mjeri bezopasni za okoli$ 1 smatraju se u€inkovitima u uklanjanju niza organskih
one¢is¢ujuéih tvari poput toksina, pesticida, bojila, farmaceutskih proizvoda i drugih.'*” AOP-ove
karakterizira stvaranje in situ visokoreaktivnih slobodnih radikala kao sto su hidroksilni (HO®) ili
sulfatni (SO4+") radikali. Stvoreni radikali sposobni su razgraditi razliite organske oneciS¢ujuce
tvari, a s obzirom da je plastika organskog porijekla, AOP-i bi trebali biti u odredenoj mjeri
djelotvorni u sanaciji okoliSa onecis¢enog MP-om. Nastali radikali trebali bi mo¢i razgraditi MP
na manje fragmente ili ju ¢ak mineralizirati u bezopasne produkte.!*>!* Medutim, AOP-i su
povezani s visokim tro§kovima tretmana jer zahtijevaju skupe kemikalije i/ili izvor energije.!*®
Zbog navedenog, AOP-i se predlazu kao predtretman za neke druge ekoloski i ekonomski
prihvatljivije procese, poput biorazgradnje, s ciljem da se primjenom AOP-a razgradi samo
povrsina MP-a 1 ucini je hrapavom i pogodnijom za daljnju razgradnju.

AOP-1 obi¢no kombiniraju upotrebu jakog oksidansa s katalizatorom ili zraenjem.
Sukladno tome, AOP-i ukljucuju Sirok raspon neselektivnih postupaka kao S§to su ozonacija,
fotokataliza, elektrokemijska oksidacija, Fentonov proces i Fentonu sli¢ni procesi, te mnogi drugi

(slika 9).147,149,150
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Fentonu sli¢an Katalizirana SZOxz‘ HSO5
& 0y/H,0, : :
proces ozonacija uz katalizator uz katalizator
L | | | | |

Fenton proces

Uz primjenu energije

UV zracenje Ultrazvuk Toplina Elektri¢na energija Netermalna plazma
| | | |
UV/H 0, >— UV/Oy/H,0, UZV/H0, A/S,04F > Sk i 0, plazma
oksidacija
|

|
Fotokataliticka ; 2 i Anodna
ozonacija UZV/Os A/HSOs > e Ar plazma

| | |
UV/S,05> > UV/HSO5 UZV/S:08 opinki < LiCdiin Eenton Ar i O, plazma
Fenton proces proces

UV/O;

UV/Cl

I

I
Heterogena UZV/Fenton
fotokataliza proces

Foto-Fenton
proces

Slika 9. Podjela naprednih oksidacijskih procesa.

Svaki od ovih procesa ima odredene prednosti i mane, a odabir se donosi na temelju ciljane
oneciS¢ujuce tvari, koli€ini vode koju treba procistiti, financijskim uvjetima, ali i drugim

parametrima. 47131

2.3.2.1 Fotoliza

Fotoliza je reakcija u kojoj se kemijska veza u molekuli cijepa fotonom. Odnosno, kada se
u sustav dovede dovoljno energije, na primjer kao rezultat apsorpcije ultraljubic¢astog (UV)
zracenja, elektroni se mogu pomaknuti iz svog osnovnog u pobudeno stanje. Budu¢i da je energija
UV zradenja istoga reda kao entalpija kovalentne veze moze do¢i do cijepanja veze molekule u
pobudenome stanju.!> UV zradenje obuhvaéa energiju od oko 300 kJ/E (UV-A zradenje) do
1200 kJ/E (vakuum UV). Jedan E (Einstein) podrazumijeva 1 mol fotona. Na sobnoj temperaturi,
vecina molekula nalazi se u stanju s najnizom energijom, poznatom kao osnovno stanje. U trenutku
kada UV zracenje (ili bilo koja druga vrsta zra¢enja s dovoljnom energijom fotona) pada na

molekulu, zraCenje se moze apsorbirati, promi¢u¢i molekulu u pobudeno stanje.
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To jest, jedan elektron u molekuli prelazi u stanje vise energije ili u takozvano pobudeno stanje.
Energetska razlika izmedu osnovnog i pobudenog stanja odgovara apsorbiranoj energiji, Av; v
predstavlja frekvenciju apsorbiranog zracenja, a / je Planckova konstata. Molekula u pobudenom
stanju ima vrlo kratak Zivotni vijek (10 do 10 s), nakon &ega se vra¢a u osnovno stanje ili se
razgraduje dajuéi drugu molekulu; odnosno podvrgava se fotokemijskoj reakciji.'>* U tablici 6

prikazana je podjela zracenja s obzirom na valnu duljinu te pripadajuce energije.

Tablica 6. Podjela zracenja s obzirom na valnu duljinu i sadrzaj energije.'>*

Zracenje Valna duljina [nm] Energetski raspon [kJ/E]
Infracrveno > 780 <155
Vidljivo 780-400 155-300
UV-A 400-315 300-377
UV-B 315-280 377425
UV-C 280-100 425-1198

Fotoliza se ne smatra AOP-om (samo vakuumsko ultraljubi¢asto zraenje (100-200 nm'>%)

moze generirati radikalne vrste), ali je osnova za sve AOP-ove bazirane na UV zrafenju. Stoga ¢e
se za razgradnju MP-a koristiti samostalno ali 1 kao dio AOP-ova. Fotoliza ili foto-razgradnja
polimera odnosi se na fizikalne i kemijske promjene u strukturi polimera uzrokovane svjetlom.
Mnogi organski polimeri osjetljivi su na zracenje u vidljivom, a posebno u UV podrucju, buduci
da UV ima vecu energiju.'*® Za fotolizu (mikro)plastike opéenito su potrebne vrlo visoke energije
zraCenja. Na primjer, ve¢e UV valne duljine mogu uzrokovati kidanje C—C veza u PET-u, dok PP,
PS i PVC zahtijevaju manje valne duljine!*® kao $to je vakuumsko UV zracenje, koje mogu
apsorbirati sve polimerne veze, posebno C—C i C—H veze.!’ Osim toga, vakuumsko UV zradenje
moze dovesti do razgradnje molekula vode, ukoliko je prisutna, i stvaranja visoko reaktivnih

hidroksilnih radikala (HO¢) i vodikovih radikala (H¢) sukladno jednadzbama (1) i (2).!%

H,0+hv(l HOMNHO (1)

H,0+hv(] HOWH +e )

Uz prisutnost kisika u sustavu, moze se generirati 1 radikal kisika kao i molekula ozona

prema jednadzbama (3) 1 (4).
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0, +hv 200 3)
OxO0,0 O, (4)

9 ozradili su PET filmove

PET snazno adsorbira UV zragenje ispod 315 nm.'¢ Fechine i sur.!®
debljine 21 um na 290 nm 1 izvijestili o kidanju PET lanca $to je dovelo do stvaranja polimernih
radikala, kao i do intenzivnog stvaranja karboksilnih (-COOH) krajnjih skupina za koje se zna da
promicu daljnju razgradnju PET-a. Osim toga, ozracivanje PET filmova (125 pum) na 254 nm
rezultiralo je smanjenjem kontaktnog kuta PET-a, $to ukazuje na smanjenje hidrofobnosti povrsine
PET &estica.'*” Cinjenica da UV fotoliza moZe smanjiti hidrofobnost povrsine MP-a mozZe biti vrlo
vazna ukoliko se tretman koristi kao korak koji prethodi biorazgradnji MP-a. Naime, bakterije su
(uz nekoliko izuzetaka) hidrofilne.'®! Sli¢no tome, kod gljiva su samo zra¢ne hife i konidije
hidrofobne, dok su stanice kvasca i vegetativne hife filamentoznih gljiva koje rastu u vlaznom
okolisu opéenito hidrofilne.!®?> Nasuprot tome, MP &estice su hidrofobne'®*, pa mikroorganizmi s

164

viSe hidrofobnih stanica jafe prianjaju na njihovu povrSinu Posljedicno, smanjenje

hidrofobnosti povrsine MP &estica olak3ava prianjanje mikroorganizama na polimer, %16

PS je vrlo stabilan kada je izloZzen vakuumskom UV zracenju jer se energija koju apsorbira
alifatska okosnica moze prenijeti na fenilni prsten, a fenilni prsten moZze distribuirati apsorbiranu
energiju na aromatske veze 1 zatim ju opustiti toplinski ili fluorescencijom. Homoliticko cijepanje
C—C veze na dva radikala s C-centrom, $to je prvi korak fotolize PS-a, obi¢no zavrSava
rekombinacijom zbog niske pokretljivosti PS lanca.!”” S druge strane, Gejo i sur.'®” su uoéili
kemijske 1 morfoloske promjene na povrSini PS filmova (50-100 nm) ozracenih na 172 nm.
Izvijestili su da ¢e u prisutnosti zraka radikali s C-centrom (Re) vjerojatno reagirati s kisikom 1

formirati peroksilne radikale (ROOe) prema jednadzbi (5) i potaknuti dodatne reakcije

(npr. stvaranje HO¢) koje pospjesuju oksidaciju polimera.
R(%O, ] ROO] (5)

Martinez i sur.'®® tretirali su HDPE i LDPE filmove (debljine oko 15 um) s izvorom UV
zrac¢enja od 290-390 nm tijekom 2, 4 1 24 sata. Ispitivanja su provedena na komercijalnim HDPE

1 LDPE plastikama koje su sadrzavale antioksidanse.
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Prisutnost antioksidansa rezultirala je izostankom promjena na povrsini polimera nakon 2 i
4 sata tretmana. Medutim, nakon S$to su antioksidansi iscrpljeni, povrsina se pocela mijenjati, na
Sto ukazuje stvaranje anhidridnih 1 karbonilnih skupina koje su detektirane nakon 24 sata tretmana
UV-om. Predlozen je put razgradnje koji pocinje odvajanjem atoma vodika i stvaranjem
polimernog Re radikala (jednadzba (6)). Medutim, prema Wilken i sur.!®” postoji jos jedna reakcija
primarne razgradnje: homoliticko kidanje C—C veze (jednadzba (7)). Visoko reaktivni He brzo

izvlaci jos jedan vodikov atom iz polimera i stvara dodatni Re radikal (jednadzba (8)).

RH+hv ROHHD (6)
R, +hv( 2RI 7)
RH+HT RI+H, (8)

U prisutnosti kisika, Re moze formirati peroksilni radikal ROOe (jednadzba (5)) koji

nastavlja razgradnju PE u lancanoj reakciji (jednadzba (9)) sve dok ne reagira s drugim radikalom

generirajuéi neradikalski produkt (jednadZba (10)).'6®
ROOF+RH[] ROOH + R[] 9)
ROO4RII] ROOR (10)

Glavni procesi fotolize PP-a vakuumskim UV zra¢enjem identi¢ni su onima fotolize PE.!%’
Jedina je razlika u tome Sto kidanje C—C veze moze dovesti do odvajanja metilne skupine, Sto
rezultira stvaranjem metilnog radikala i polimernog radikala, a ne samo kidanjem PP lanca. Cisti
PVC ne apsorbira valne duljine iznad 190 nm. Fotoliza PVC-a takoder dovodi do stvaranja radikala
i ima dvije glavne reakcije: dehidrokloriranje i stvaranje polienskih struktura.'® Radikali nastaju i
pri fotolizi PUR-a, ali zbog specifi¢ne strukture nije moguée definirati univerzalni put fotolize.!™
Fotolizom navedenih vrsta (mikro)plastika ve¢inom dolazi do umreZavanja polimernih lanaca
rekombinacijom radikala i oduzimanjem vodika iz susjednih lanaca.'’! Iako je veéina ¢istih
plastika osjetljiva na UV fotolizu, komercijalna plastika sadrzi fotostabilizatore kao aditive za
povecanje stabilnosti plastike u okoliSu. Stoga istrazivac¢i opcenito istrazuju primjenjivost

napredne oksidacije potaknute UV-om, §to je znatno agresivniji tretman.
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U ovim procesima koriste se razlicita oksidacijska sredstva, ali HOe radikali se i dalje
najcesc¢e primjenjuju zbog visokog redoks potencijala i neselektivnosti. HO+ radikali se pretezito
dobivaju upotrebom vodikovog peroksida kao oksidacijskog sredstva, a istrazivanja su pokazala
kako se koli¢ina dobivenih radikala povecava u kombinaciji s UV zracenjem. S druge strane,
upotreba Zeljeza kao slobodnih katalizatora za proizvodnju HOe radikala u Fentonovim procesima
nasiroko je proucavana. Nazalost primjena zeljeza u realnim uvjetima (na otpadnim vodama) je

ograni¢ena jer je optimalni pH za provedbu ovog tretmana 2,8.'°!

2.3.2.2. Napredni oksidacijski procesi na bazi hidroksilnih radikala

Hidroksilni radikal (HO¢) vjerojatno je najvazniji tip radikala koji se koristi u obradi vode.
To je vrlo reaktivan, neselektivan 1 kratkotrajni oksidans koji se uspjesno koristi za razgradnju
raznih organskih one¢iséujuéih tvari u vodi.'>"!7> HO« radikali imaju visoki oksidacijski potencijal
(tablica 7) s kojim napadaju organske onecis¢ujuce tvari. Sposobni su napadati organske spojeve
kroz Cetiri mehanizma. Prvi mehanizam temelji se na uklanjanju vodika s organskih molekula pri
¢emu nastaje novi organski radikal koji dalje reagira s kisikom iz zraka. U sljede¢em koraku dolazi
do hidroksilacije, a zatim slijedi mehanizam prijenosa jednog elektrona (manje povoljan) ili adicija
na dvostruke veze ovisno o strukturi organskog spoja. Drugi mehanizam ukljucuje kombinaciju
dva HOr radikala §to dovodi do formiranja H>O: koji moze imati klju¢nu ulogu u razgradnji ciljane
organske tvari. Ovaj mehanizam prevladava pri vrlo visokim koncentracijama HOs. Treci
mehanizam odnosi se na dodavanje HO« na dvostruke ili trostruke veze u organskim molekulama.
Posljednji mehanizam ukljucuje prijenos elektrona s organskog spoja na HO- i karakteristican je
u oksidaciji aromatskih spojeva.'>"'”®* Zbog vrlo kratkog Zivotnog vijeka, HO* radikali proizvode
se in situ, bilo izravno (vakuum UV, ultrazvukom ili netermalnom plazma tehnologijom) ili
neizravno (preko reakcija izmedu dodanih oksidansa/katalizatora i/ili njihove aktivacije UV-om
ili ultrazvukom).!>!-174

U pocetku su se istrazivanja s AOP-ima fokusirala na stvaranje dovoljne koli¢ine HOe®
radikala za prociS¢avanje vode, no s vremenom je znanost napredovala te se osim HOe radikala
koriste 1 mnogi drugi radikali koji su prikazani u tablici 7 zajedno s pripadaju¢im redoks
potencijalima. Kako bi se dobila dovoljna koli¢ina HO- radikala naj¢es¢e se kao oksidacijska

sredstva koriste vodikov peroksid, ozon te kombinacija Zeljeza i vodikovog peroksida.!”
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Tablica 7. Standardni redoks potencijali (E°) najéesée
oksidacijskim procesima.'”®

koriStenih radikala u naprednim

REAKCIJA E'/V
HOCI [+H" +e [ ClI +H,0 2,740
HOWH'+e [ H,0 2,730
SO,+e [ SO; 2,437
Clive L CI7 2,432
Clyl+e [ 2CI° 2,126
HOCI +¢" [ Cl"+OH" 1,912
HOe [ OH” 1,902
O+e’ [ O 1,600
HO,(+H" +e [ H,0, 1,460
OCl#e [ OCI” 1,390
NO, +e [] NO, 1,040
[Cl0,+e [ ClO; 0,935
NO+H"'+e [ HNO ~0,150
H +e [ HO 2,310

Vodikov peroksid

Jedan od naj¢es¢ih AOP-ova temeljenih na HO- radikalima je proces koji ukljucuje dodatak

vodikovog peroksida (H202). H2O> je jako oksidacijsko sredstvo s redoks potencijalom u rasponu

od 1,763 V pri pH 0 do 0,878 V pri pH 14.!76 H>O; se obi¢no aktivira UV zragenjem sukladno

jednadzbi (11).177

H,0, +hv[l 2HO[

(In

Koncentracija nastalih HO- radikala ovisi o dodanoj dozi H>O», vodenoj matrici, te spektru

emisije i snazi UV izvora. !”’ Prevelika doza HO, moZe smanjiti brzinu oksidacije i zbog toga se

za svaki proces mora odrediti i primijeniti optimalna doza H>0,.!”® Za sada je dostupan relativno

mali broj studija koje su istrazivale primjenu UV-C/H20; procesa u razgradnji MP-a.
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Hiiffer i sur.!” izlozili su PS MP (125-250 um) 10 %-tnoj otopini H>O> pod UV svjetlom
od 254 nm. ATR-FTIR, skenirajuci elektronski mikroskop (eng. scanning electron microscope,
SEM) i DSC ukazale su na znacajnu oksidaciju povrsine PS Cestica nakon 96 h izlaganja, ali nije
bilo znacajne promjene u specifi¢noj povrsini. lako je povrsSina Cestica bila narusena, specifi¢na
povriina tretiranog PS-a bila je samo 0,004 m*/g ve¢a od pocetne. Easton i sur.!® proucavali su
razgradnju PET vlakana (dimenzija oko 40 um) pomoc¢u UV-C/H>O> tretmana. SEM analiza
pokazala je pojavu plitkih rupa, jamica i pukotina na povrSini Cestica, a FTIR spektroskopija
promjene u funkcionalnim skupinama koje sadrze kisik. Tijekom 48 sati tretmana PET vlakana
dodatkom u sustav 500 mg/L H»O: i izlaganjem UV-C zragenju od 4,0 mW/cm? postignut je
gubitak mase od 52,7 %. Hankett i sur.'®! istrazivali su utjecaj UV/H,0> tretmana na PVC filmove
(debljine oko 0,2 pum). Uocili su da tijekom UV/H2O; tretmana razgradnja PVC-a pocinje
reakcijom krajnjih CH3 skupina, koje su najosjetljivije na napad radikala. Nakon §to uklone sve
krajnje CH3 skupine, radikali napadaju polimerni lanac, §to dovodi do kidanja lanca, uklanjanja

klora i stvaranja dvostrukih C=C veza.'®!

Ozonizacija

Ozonizacija je op¢i naziv za procese oksidacije u kojima se kao oksidacijsko sredstvo koristi
ozon (O3). Poznato je da je Os vrlo reaktivno sredstvo s oksidacijskim potencijalom od 2,07 V.!82
Stoga O3z moze izravno oksidirati organske oneciS¢ujuce tvari, iako je pozeljan pristup neizravna
oksidacija stvaranjem HOe radikala prema jednadzbi (12). Stvaranje HOe radikala izazvano

djelovanjem O3 moze se lako postiéi ako se tretman provodi u luznatom mediju.'®?

30, +H,00 %02 +HO+HO, ] (12)

Ova reakcija moZe se ubrzati UV zracenjem, posebno kada HO+ nije dominantan, $to dovodi do

stvaranja H>O, kao dodatnog oksidansa prema jednadzbi (13).!3*

O,+H,0+Avl H,0,+0, (13)
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Nakon toga, H>O> se pretvara u HO+ prema jednadzbi (11). Stovie, H>O» se moze dodati u
sustav umjesto da se generira in situ. Ozonizacija pri kojoj se dodaje H>O» naziva se peroksonski

proces. U procesu peroksona nastaje Zeljeni HOe radikal prema jednadzbi (14).'%°

20,+H,0,[] 2HO#30, (14)

Zafar i sur.'® proucavali su uc¢inak ozonizacije na mjesavinu PE mikrogestica razli¢itih
veli€ina, gdje je 93,3 % koriStenih mikrocestica bilo izmedu 75 1 500 pm. Ozonizacija je provedena
razli¢itim dozama O3 u rasponu od 4 do 7 mg/min tijekom 60, 120 1 180 min. Nakon tretmana, uz
smanjenje kristalnosti 1 promjenu izgleda PE cestica, FTIR-om su uo€ene hidroksilne (—OH) 1
karbonilne (C=0) skupine na povrSini Cestica, $to ukazuje na povrSinsku razgradnju MP
mikrocestica. Na temelju dobivenih rezultata, u konacnici je potvrdeno da se povrsinska oksidacija
moZe pripisati duzem vremenu reakcije, a ne koli¢ini dodanog Os. Lee i sur.'®’ koristili su
matematicke modele za istrazivanje mehanizma ozonom inducirane oksidativne razgradnje
nepolarnih zasi¢enih molekula kao Sto su ugljikovodici i polimeri, ukljucuju¢i PP, PS i PVC.
Rezultati su pokazali da je O3 reagirao sa zasi¢enim ugljikovodicima na sobnoj temperaturi ili
HO-+ radikala, a time 1 ucinkovitosti ozoniranja polimera, moze se posti¢i dodavanjem
katalizatora.'®® Obi¢no se kao katalizatori za aktivaciju dodanog H»O: i stvaranje HOe radikala
koriste prijelazni metali. Procesi oksidacije u kojima se kao katalizator koristi Zeljezo nazivaju se
procesi temeljeni na Fentonu. '*! Patel i sur. '*® ispitali su u¢inke ozoniranja LDPE filmova debljine
60 um u plinovitoj i vodenoj fazi (pH = 7), sa i bez dodatka FeCls kao katalizatora. Stvaranje
peroksida na povrSini polimera bio je pokazatelj u¢inkovitosti ozonizacije. Stvaranje peroksida je
korak koji povecava hidrofilnost povrSine polimera i ¢ini povrSinu podloznijom kolonizaciji
mikroorganizama. Rezultati istraZivanja pokazali su da je izmedu ozonizacije u plinovitoj fazi i u
vodenoj fazi bilo gotovo zanemarivo u smislu stvaranja peroksida. Cinjenica da se relevantna
koncentracija HO* moze oc¢ekivati samo u vodenoj fazi implicira da molekularni ozon igra glavnu
ulogu u stvaranju peroksida na povr$ini LDPE-a. Dodatak Zeljeznih iona (Fe*") otapanjem FeCls
u kiseloj otopini pri pH 3 (stvaraju¢i Fentonov proces) dodatno je povecao brzinu stvaranja

peroksida.'®8
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lako se pokazalo da O3 moze oksidirati polimere, ve¢e doze ili produljeno vrijeme
izlozenosti O3 mogu dovesti do ozbiljnih $tetnih u¢inaka na ljudsko zdravlje.'® Stoga se njegova

upotreba Gesto izbjegava i zamjenjuje manje otrovnim vrstama.'*°
Procesi temeljeni na Fentonovom reagensu

Procesi koji se temelje na Fentonovom reagensu medu najpopularnijim su tehnikama jer se
provode pri sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku, §to je ekonomska prednost. Osim toga, ti
procesi su vrlo otporni na utjecaj matrice, imaju relativno jednostavne postupke i opcenito
rezultiraju visokim stopama mineralizacije organskih one¢idéujuéih tvari, kao §to je MP.1PLP!
Fentonov proces ukljucuje prijenos elektrona kroz kataliti¢ku reakciju izmedu H,O, i iona Fe?",

stvaraju¢i HOe radikale, kao $to je prikazano jednadzbom (15).!!

Fe’* +H,0, +H" ] Fe’ + HO#H,0 (15)

S druge strane, na stvaranje HO* moze negativno utjecati visak H>O» (jednadzba (16)) ili

iona Zeljeza u sustavu.!>!-1%2

HO*H,0, ] HO,%H,0 (16)

Stoga je potrebno odrediti optimalni molarni omjer Fe?* i H>O, za svaki tretirani sustav kako
bi se izbjegao ili minimizirao tzv. scavenger efekt, koji je nepoZeljan jer smanjuje koncentracija
pozeljnih HOe radikala. Scavanger efekt je naziv za situaciju kada u sustavu nastaju tvari koje
reagiraju s radikalima te ih uklanjaju ili deaktiviraju!®?, ¢ime se naravno smanjuje njihova
dostupnost u sustavu 1 u¢inkovitost tretmana. Engleski termin za ove tvari je scavenger, a hrvatska
istoznacnica za sada ne postoji.

Klasi¢ni Fentonov postupak ima svoje nedostatke, poput niskog pH pri kojem se proces
provodi (optimalni pH je 2,8'°"), koristenje relativno velikih koli¢ina Zeljeznih iona te stvaranje
Zeljeznog mulja koji moZe biti izvor sekundarnog one¢iséenja.'”*> Da bi se izbjegli ovi nedostatci,
odnosno da bi se poboljsala ucinkovitosti klasicnog Fentonovog procesa, predlozene su brojne
modifikacije poput onih u heterogenom Fentonovom procesu, foto-Fentonovom procesu 1 elektro-

Fentonovom procesu.'>!-1%4
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Procesi temeljeni na Fentonovom procesu opcenito su podijeljeni na homogene i heterogene
procese. Najvazniji predstavnik homogenih procesa je foto-Fentonov proces, u kojem se HOe

radikali generiraju reakcijom nastalih iona Zeljeza(I1l) prema jednadzbama (17) i (18).!881%
Fe’ +H,0] Fe(OH)*+H" (17)
Fe(OH)™ + v [l Fe**+HO! (18)

Stoga, u usporedbi s klasi¢nim Fentonovim procesom, foto-Fentonov proces zahtijeva manji
dodatak Fe?* za stvaranje iste koli¢ine HOe radikala.'® Heterogeni Fentonovi procesi koriste &vrste
katalizatore koji sadrze Zeljezo i/ili druge prijelazne metale.'”® Uzimajuéi u obzir razgradnju
MP-a Fentonovim procesom, prvi korak je uklanjanje atoma vodika i formiranje polimernog
radikala (Re¢) prema jednadzbi (19). Nakon toga, mineralizacija MP-a moze se dogoditi nizom

lan¢anih reakcija.'”’

RH+HOT R+H,O (19)

Sto se ti¢e primjene procesa temeljenih na Fentonovom procesu u razgradnji MP-a, Ortiz i
sur.!”® proucavali su Fentonovu oksidaciju pet MP-a: PET-a, PP-a, PVC-a, PE-a i ekspandiranog
PS-a; veliCine Cestica iznosile su 150-250 pm. Uzorke MP-a su izloZili Fentonovom reagensu
tijekom 7,5 h wuz sljedeée radne uvjete: 7=80°C, pH=3, c(H202)=1000mg/L 1
c(Fe*) =10 mg/L. Fentonova oksidacija rezultirala je smanjenjem veli¢ine MP estica i
povecanjem njihove hidrofilnosti. Gubitci mase bile su blizu 10 % bez obzira na vrstu MP-a, §to
ukazuje na visoku stabilnost polimera pri napadu HOe radikala. SEM je pokazao prisutnost
udubina i1 rupa na povrSini MP-a, potvrduju¢i povrSinsku razgradnju polimernih cestica. Ove
promjene bile su izraZzenije kod PET-a i ekspandiranog PS-a, vjerojatno zbog njihovih molekulskih
struktura. Naime, prisutnost aromatskog prstena u strukturi PS i PET MP-a moze povecati
oksidacijski prinos jer je poznato da HOe prije napada aromatski prsten i dvostruke veze nego
jednostruke veze alkanskog lanca.!®® Wang i sur.?? testirali su Fentonov proces kao predtretman
za flotaciju pjene kako bi se ekstrahirale mikrocestice PVC-a iz smjesa MP-a (veli¢ina Cestica

2,0-4,0 mm) koje su se sastojale od jednakih masenih omjera PVC-a, PS-a i polikarbonata.
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Tretman Fentonom trajao je 2 minute i provodio se prema sljede¢im uvjetima: molarni omjer H>O»
i Fe** bio je 7500, koncentracija H202 0,2 M, T'= 25 °C i pH 5,8. Tretman Fentonom znacajno je
povecao hrapavost povrSine PS-a. Obrada Fentonom povecala je vlaznost povrSine i sukladno
tome, smanjila sposobnost plovnosti mikrocestica PS-a, §to je povezano s pojavom hidrofilnih
skupina kisika na povrSini PS-a. Istodobno, obrada Fentonom nije imala uc¢inka na PVC MP.
Piazza i sur.?! proucavali su heterogenu foto-Fentonovu razgradnju mikrocestica PVC-a (73 pm)
1 PP-a (155 um). Upotrijebili su nanostapice cinkovog oksida presvucene slojem kositrenog oksida
na koji su nanijeli nanogestice Fe’ kao katalizator, a uzorci su ozraéeni vidljivim svjetlom.

Nanodcestice Fe’ bile su izvor Fe** sukladno jednadzbama (20) i (21).
Fe’ +H,0,+2H" ] Fe* +2H,0 (20)
Fe’ +2Fe* [ 3Fe™ (1)

Tijekom sedmodnevnog tretmana veli¢ina Cestica PVC-a smanjila se na 28 pm, a veli¢ina
PP-a na 53 um. Postotak volumena cCestica takoder je znac¢ajno smanjen: kod PVC-a za 94 %, a
kod PP-a za 96 %. Fentonov tretman doveo je do stvaranja karbonilnih i1 hidroksilnih skupina na
povr§ini PP-a. Zanimljivo, za razliku od Fentonova tretmana koji su proveli Wang i sur.?%,
heterogeni foto-Fentonov tretman koji su primijenili Piazza i sur.?’! rezultirao je promjenama u
PVC-u, ukljucujuéi formaciju karbonilnih skupina, pojavu aldehidnih ili karboksilnih skupina te
kona¢no kidanje polimernih lanaca. Piazza i1 sur. proveli su niz bioloskih testova s vodenim
organizmima 1 nisu zabiljezili toksian utjecaj uzoraka prikupljenih u suspenzijama nakon
tretmana foto-Fentonom, §to pokazuje da tijekom foto-Fentonove razgradnje PVC-a 1 PP-a ne
nastaju toksi¢ni nusprodukti. Liu i sur.?%? ispitali su utjecaj Fentonovog tretmana u razgradnji
mikrogranula PS-a i HDPE-a s prosje¢nom veli¢inom Cestica od 50,4 odnosno 45,5 um. Tijekom
30-dnevnog tretmana, doslo je do stvaranja pukotina i udubljenja na povrSini MP Cestica, a uoceno
je ida su promjene izrazenije §to je tretman dulje trajao. Osim toga, tretman je rezultirao znacajnim
smanjenjenjem veliine Cestica MP-a koje je bilo izraZenije kod HDPE-a. Uvidom u spektar
dobiven XPS analizom (eng. X-ray photoelectron spectroscopy) utvrdeno je da su inicijalno na
povrsini dvaju proucavanih polimera nastale C—O 1 H-O veze, koje su zatim pretvorene na C=0 i

djelomi¢no na O—C=0 veze.
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Miao i sur.?®® podvrgnuli su suspenziju od 100 mg/L PVC ¢estica veli¢ine 100-200 um
elektro-Fentonovoj obradi s TiO»/grafitnom katodom u trajanju od 6 h. Tretman je proveden
potenciostatskom elektrolizom na -0,7 V u odnosu na Ag/AgCl elektrodu, kontinuirano stvarajuci
HOe-. Nakon tretmana, uocene su znacajne morfoloske promjene na povrsini PVC cestica koriste¢i
SEM analizu. Pocetna relativno glatka morfologija Cestica potpuno je naruSena pojavom rupa i
udubljenja na povrsini. Daljnje analize potvrdile su stvaranje karboksilnih i hidroksilnih skupina
na polimernoj povrsini uz smanjenje molekulske mase s 46,26 na 28,47 kDa. Dokazan je visok
stupanj dekloriranja, $to je bilo osobito izrazeno pri visim temperaturama. Sve to ukazuje na

oksidaciju i kidanje polimernih lanaca.

2.3.2.3. Napredni oksidacijski procesi na bazi sulfatnih radikala

Sulfatni radikal, SO4¢", glavna je reaktivna vrsta sumpora u AOP-ima®** i obi¢no se dobiva
fizikalnom aktivacijom (toplina, ultrazvuk, svjetlost) persulfatnog iona (S.0s*) ili
peroksimonosulfatnog iona (HSOs") prema jednadzbi (22), odnosno (23).295-2%

Fli(zjkalqg
S,03 280, (22)

Fizikalna
aktivacija

HSO; ————S0,[J+HO[] (23)

Druga moguénost aktivacije je kemijska aktivacija dodavanjem prijelaznog metala'®!,

primjerice iona Fe?* (aktivacija slijedi jednadzbe (24) i (25)) koji tvori Fentonov sustav'®,
S,0; +Fe’" I SO,0+S0O; +Fe*” (24)
HSO; +Fe* ] SO,0+OH™ +Fe’ (25)
Oksidi prijelaznih metala takoder se Cesto koriste kao HSOs™ aktivatori, posebno kobaltovi
oksidi kao §to je Co3Os4, koji je preferirani HSOs™ aktivator. Dodavanje Co304, uz dodatak drugog
prijelaznog metala, moglo bi poboljsati aktivaciju HSOs™. Na primjer, Cai i sur.??’ testirali su

potencijal nanoploca NiCo0204 u aktiviranju HSOs™ i izvijestili da je sinergijsko djelovanje nikala

1 kobalta znacajno pojacalo aktivaciju HSOs .

44



SO4+” ima relativno visok standardni redukcijski potencijal (tablica 7), $to mu daje veliki
potencijal u razgradnji postojanih organskih onecis¢ujuc¢ih tvari kao Sto je MP. Zanimljivo,
fizikalna aktivacija peroksimonosulfata (jednadzba (23)) dovodi ne samo do stvaranja SOs¢~ vec i
do stvaranja HOe, §to rezultira dvostrukim u€inkom na MP. Osim toga, SOs¢~ moze reagirati s

hidroksidnim ionima (jednadzba (26)) i tvoriti HOe, ali je brzina ove reakcije prili¢no niska.?**

SO,[*+OH [I HO#SO> (26)

Tretmani koji se temelje na SO4¢~ imaju neke prednosti u odnosu na tretmane koji se temelje
na stvaranju HOe. Prvo 1 najvaznije, SO4¢" ima puno duZi Zivotni vijek od HOe 1 stoga bolju
moguénost reakcije s MP-om. Osim toga, pH manje utjeCe na potencijal SO4¢7, tj. njegovu
oksidacijsku sposobnost, u usporedbi s HOs. S obzirom da se MP u okoliSu naj¢es¢e nalazi u
kompleksnim matricama, treba naglasiti da je SO4*~ opcenito selektivniji za organske oneciS¢ujuce
tvari od HOe. Toc¢nije, SO4¢ ima tendenciju odvajanja elektrona od organskih molekula 1
pretvaranja u organske radikalne katione, dok HOe preferira uklanjanje vodika ili nastanak
viSestrukih veza,!>!2%4

Fotooksidacija temeljena na djelovanju SO4¢™ radikala je obecavajuéi pristup za razgradnju
MP-a, §to je vidljivo u do sada objavljenim istrazivanjima. Liu i sur.?%* tretirali su mikrogranule
PS-a 1 HDPE-a toplinski aktiviranim persulfatom te Fentonovim procesom. Izvijestili su da su se
tijekom tretmana postupno formirale pukotine 1 udubljenja na povrsini MP uzoraka. Unutar prvih
10 dana pojavili su se oblici sli¢ni zarezima, dok su se unutar prvih 30 dana pojavile viSestruke
pukotine uz neravnu strukturu i znac¢ajno smanjenje veli¢ine ¢estica. Razgradnja povrSine MP-a
dogodila se puno brZe u usporedbi s ocekivanim vremenom za postizanje iste hrapavosti PS 1
HDPE povrSina u okoliSu, koje bi prema autorima iznosilo 20,9-40,3 godina. U ovome
istrazivanju, persulfatni AOP-e pokazao je veci u¢inak na povrSinu MP-a nego Fentonov proces.
Konacno, Liu i sur. izvijestili su da su oba tretmana zna¢ajno smanjila kontaktne kutove PS i HDPE
Cestica, tj. uoCeno je smanjenje hidrofobnosti povrSine polimera. Razlog tomu je vjerojatno
nastajanje skupina koje sadrze kisik na povrSini MP-a, kao $to su karbonilne, karboksilne ili
hidroksilne skupine.?®® Zhang i sur.”’ primijenili su tretman toplinski aktiviranim persulfatom
(30 min na 70 °C) na PS i PVC filmove dimenzija 3 x 3 x 1 mm nastoje¢i modificirati povrSine

polimera, i na taj nacin, promijeniti moguénost plutanja filmova.
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Sli¢no kao prema Liuovoj studiji’??, tretman persulfatom znacajno je smanjio kontaktni kut
PS-a za 12,20° 1 povecao hrapavost povrSine. Medutim, u slu¢aju PVC-a, smanjenje kontaktnog
kuta bilo je prakticki zanemarivo, samo 0,13°, Sto je ukazalo da nema novonastalih hidrofilnih
skupina na povrSini PVC-a; ovaj zakljuak dodatno je potvrden FTIR spektroskopijom. Ocito je

da tretman sa SO4¢~ radikalom ima vrlo ograni¢en u¢inak na PVC MP.2%

2.3.3. Biorazgradnja

Biorazgradnja je razgradnja organskih tvari od strane Zzivih organizama na manje
komponente i/ili hranjive tvari koje drugi organizmi mogu koristiti za rast i razvoj, a katalizirana
je enzimima. Smatra se prirodnim recikliranjem glavnih komponenti mrtvih organizama, osobito
ugljika i dugika, ali i svih ostalih elemenata uklju¢enih u funkcioniranje Zivih sustava.?!® Moze se
provoditi aerobno (uz prisutnosti kisika) i anaerobno (bez prisutnosti kisika).?!! Produkti aerobne
razgradnje su ugljikov dioksid (CO2) i voda (H20), dok su proizvodi anaerobne biorazgradnje CO»,
H>O i metan (CH4).?'? VaZno je naglasiti da kod anaerobe razgradnje nastaje 50-70 % CHs te
30-50 % CO, dok voda nastaje tek u tragovima.>!?

Mikroorganizmi koji najéeSc¢e sudjeluju u biorazgradnji putem metabolickih ili enzimskih
procesa su bakterije i gljive (kvasci i plijesni).?'* Zive svugdje u okolisu: u tlu, vodi i atmosferi, a
mnoge su vrste dobro poznate po svojoj sposobnosti razgradnje razli¢itih organskih onecis¢ujucih
tvari.>!> Postupak biorazgradnje polimera naziva se depolimerizacija i shematski je prikazan na
slici 10.2'¢ Tako je MP organski materijal, njegova biorazgradnja nije jednostavna. Moguénost
biorazgradnje ovisi o fizickim, mehani¢kim 1 kemijskim svojstvima MP-a te uvjetima okoline.
Opc¢enito, za postizanje biorazgradnje MP-a potrebno je zadovoljiti tri osnovna kriterija. Prije
svega, morfologija MP-a mora biti takva da dopus$ta prianjanje mikroorganizama i stvaranje
biofilma. Slijede¢i kriterij ukljucuje prisutnost mikroorganizma sposobnih za depolimerizaciju
MP-a 1 mineralizaciju monomernih spojeva enzimima. Konacno, potrebno je osigurati
zadovoljavaju¢e uvjete kao Sto su temperatura, pH, vlaga i slanost. Nakon S§to su kriteriji
zadovoljeni, najmanje dvije kategorije enzima aktivno se ukljucuju u biorazgradnju MP-a:

izvanstanicne 1 unutarstani¢ne depolimeraze.
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Prvi korak depolimerizacije najéeS¢e omogucuju izvanstanicni enzimi koji tijekom

biorazgradnje razgraduju sloZene polimere na krace polimerne lance odnosno manje molekule

poput oligomera, dimera i monomera. Navedene molekule moraju biti dovoljno male da produ

kroz polupropusnu stani¢énu membranu mikroorganizma, gdje se zatim unutarstani¢nim enzimima

razgraduju na ugljik i koriste kao izvori energije za rast i razvoj mikroorganizama.

Stvaranje biofilma na

(Mikro)plastika

Hzo —

povrsini (mikro)plastike

CO,; «—

MINERALIZACIJA

Biomasa ,—

217,218

/A

%‘

Depolimerizacija (mikro)plastike
izvanstani¢nim enzimima

Monomer Dimer Trimer
\ J
Y
II1. korak
1V. korak Asimilacija manjih

polimernih jedinica
unutarstani¢nim enzimima

Slika 10. Koraci u biorazgradnji (mikro)plastike.
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Brojni mikrobni enzimi sudjeluju u biorazgradnji polimera, ali kao najvazniji isticu se
proteaze, lipaze, esteraze i kutinaze.?!” Pregled mikroorganizama koji proizvode navedene, ali i

druge enzime odgovorne za razgradnju polimera dan je u tablici 8.

Tablica 8. Enzimi ukljuceni u biorazgradnju odredenih vrsta plastika.

Mikroorganizam Enzim Plastika Referenca
Rhodococcus ruber Lakaza 220
Pseudomonas sp. Alkanska hidroksilaza PE 221
Pseudomonas aeruginosa Alkanska hidroksilaza i 222

rubredoksin reduktaza
Bacillus sp. Lakaza, lignin peroksidaza PP 223,224
i mangan peroksidaza

Bakterije Psetfdomonas spp. 1 Lipaza i esteraza PS 295
Bacillus spp.
Ideonella sakaiensis PETaze 226
Streptomyces scabies Glikozid hidrolaza i PET 227

esteraza
Thermobifida fusca Kutinaza sli¢na hidrolazi 228
Delftia acidovorans Esteraza PUR 229
Trametes versicolor,
Pleurotus ostreatus,
Pleurotus florida i Lakaza 230
Trametes pubescen
Trichoderma harzianum Lakaza i mangan 231
peroksidaza
Lignin peroksidaza, PE
Pleurotus ostreatus mangan peroksidaza i 208
lakaza
Fusarium graminearum Peroksidaza 223
e Aperlsans Lok e

Bjerkandera adusta Lakaza 233
f:;’li’;;iﬁfg;f Lignin peroksidaza PVC 234
Cochliobolus sp. Lakaza 235
Lentinus tigrinus Esteraza PS 236
Candida antarctica Lipaza PET 237
Penicillium citrinum Poliesteraza 238
Candida antarctica Lipaza 239
Aspergillus flavus Esteraza PUR 240
Aspergillus tubingenesis Esteraza 241
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Vrlo male varijacije u kemijskoj strukturi i sastavu polimera mogu rezultirati velikim
razlikama u smislu biorazgradljivosti.?'® Osim kemijske strukture i sastava, veliki utjecaj na
biorazgradnju imaju molekulska masa, konfiguracijska struktura, oblik Cestice, morfologija,
adsorbirani spojevi, prisutnosti ionskih skupina, itd.?*> Konstrukcija polimerne strukture ima vrlo
vaznu ulogu u slucaju enzimske razgradnje MP-a. Tako na primjer, prisutnost specifi¢nih veza
poput dvostrukih veza utjece na hidrolizu ugljikovog lanca Sto otezava biorazgradnju. Studije
pokazuju da su prisutnost supstituenata, polozaj veze 1 grananje vazni parametri koji mogu
negativno utjecati na proces biorazgradnje.>*>?** Nadalje, s poveéanjem molekularne mase
polimera, smanjuje se moguc¢nost mikrobioloske razgradnje jer ve¢a molekulska masa povecava
mehanic¢ku &vrstoéu polimera.?**24424 Tako i povecanje kristalnosti MP-a smanjuje moguénost
biorazgradnje jer pravilna struktura i blisko pakiranje polimernih lanaca sprjeava prodor
mikroorganizama u strukturu polimera. Stoga su polukristalni i amorfni polimeri podlozniji
biorazgradnji u usporedbi s kristalnim polimerima.?*>?4+24® S druge strane, razgradnja polimera
povecava se u prisutnosti iona, a na stupanj biorazgradnje MP-a moze utjecati i promjena pH.
Ovisno o vrsti MP-a, odreduje se hoce li alkalni ili kiseli uvjeti biti pogodniji za
biorazgradnju.?*>?*’ Pokazano je da mnoge vrste bakterija poput Pseudomonas fluorescens i
Pseudomonas aeruginosa pokazuju visoku sposobnost razgradnje PE u vodenom okruzenju pH 7
ina 30-37 °C. Kiseli pH negativno utjeCe na aktivnost bakterija roda Pseudomonas u usporedbi s
alkalnim uvjetima.?*® Mnoge bakterije roda Bacillus sposobne su razgraditi LDPE samo u alkalnim
uvjetima pri pH 11.2*® Uz pH, temperatura, vlaznost, izloZenost svjetlosti i razina kisika uvelike
utjeCu na biorazgradnju MP-a. Studije provedene pri temperaturama u rasponu od 15 do 28 °C
pokazuju da je temperatura vazan okoli$ni ¢imbenik koji utjece na brzinu biorazgradnje.?*%>%°
Tamnou i sur.** ispitali su u¢inak pH i temperature medija na biorazgradnju PE primjenom
Pseudomonas aeruginosa. Pozitivan rast CFU-a pri pH 5 primijecen je na nizim temperaturama
od uobicajenih za ovaj mikroorganizam, 7 °C 1 23 °C. Svi ¢imbenici okoliSa mogu utjecati na rast
1 metabolizam mikroorganizama mijenjajuci strukture funkcionalnih skupina na povrSini MP-a.
Optimalna vlaZznost, temperatura i pH korisne su za poticanje proliferacije i metabolicke aktivnosti
mikroorganizama. U tom kontekstu, povecana proizvodnja i1 aktivnost enzima mogu katalizirati
razgradnju plasticnih polimera u jednostavnije polimere i1 organske kiseline niske molekulske

mase. Temperatura i pH utjecu na razgradnju MP-a bez obzira na mikroorganizme.?*°
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Xu i sur.®! ispitivali su utjecaj temperature i pH na plasti¢ne spremnike za hranu pri ¢emu
su uocili da poviSene temperature ubrzavaju razgradnju plastike kao 1 vrlo niski te vrlo visoki pH
uvjeti. Razgradnjom plastike, u smislu narusavanja povrsine Cestica, stvaraju se pogodniji uvjeti
za daljnju biorazgradnju. U prirodnim okruZenjima, svjetlost i kisik mogu katalizirati stvaranje
brojnih reaktivnih vrsta kisika na (mikro)plasti¢nim povrSinama, ¢ime se ubrzavaju njihovi procesi
razgradnje. Stoga je precizna regulacija parametara okruZenja bitna za povecanje stope
biorazgradnje MP-a u kontroliranim uvjetima.?® Biorazgradnja polimera moZe se poboljsati i
promjenom oblika Cestica na takav nacin da se poveéa povrSina za interakciju s mikroorganizmima
odnosno enzimima. Razgradnja ¢e biti ucinkovitija ako je plastika u obliku manjih ¢estica. Uz
manju veli¢inu Cestica, biorazgradnji pogoduje i hrapavija povrSina Cestica kako bi se omogucilo
bolje prianjanje mikroorganizama.>**?°> Osim sloZene strukture i svih karakteristika koje opéenito
usporavaju biorazgradnju polimera, komercijalna plastika cesto sadrzi i sloZzenu mjesavinu
stabilizatora te u okoliSu adsorbira brojne oneciscujuce tvari koje sprjecavaju adsorpciju

mikroorganizama i na taj nacin se dodatno otezava biorazgradnja.?*>*>3

2.3.3.1. Ispitivanje biorazgradnje (mikro)plastike

lako se procjenjuje da vise od 400 mikroorganizama ima potencijal za biorazgradnju
plasticnih polimera, postoji op¢i dojam da je biorazgradivost plastike samo povrsno
proucena.”>**>> Prema dostupnoj literaturi moze se uo€iti da se u ovome podrudju najvise
proucavaju rodovi bakterija Pseudomonas 1 Bacillus, dok su medu gljivama to rodovi Aspergillus
1 Penicillium. Kvasci su gotovo neistrazeni u ovome podru¢ju. Osim toga, uoceno je da
biorazgradnja plastike, ukljucujuéi MP, nije vrlo uginkovita.?*#>3620 Naravno, ucinkovitost
biorazgradnje uvelike ovisi o trajanju 1 uvjetima tretmana, ali opcenito rijetko prelazi
10-ak %.%6122 U tablici 9 prikazan je saZetak do sada provedenih istraZivanja biorazgradnje

razli¢itih vrsta MP-a.
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Tablica 9. Literaturno dostupni podaci o biorazgradnji MP-a razli¢itim mikroorganizmima.

Plastika Mikroorganizam

Vrsta Dimenzija/forma i uvjeti Rezultat Referenca
Gubitak molekulske mase od:
Film 60 morskih bakterija; 1 % za Kocuria palustris, 258
30 dana 1,5 % za Bacillus pumilus i
1,75 % za Bacillus subtilis.
Enterobacter asburiae Biorazgradeno je:
22,5 um 1 Bacillus sp.; 6,1 % za E. asburiae i 260
PE 60 dana 10,7 % za Bacillus sp.
250-1000 um Zalerion maritimum, Mikroorgani;am moié koristiti PE 263
28 dana kao izvor ugljika.
tﬁ;f:;f;ﬁlzsl Biorazgradeno je: .
40 pm Aspergillus flavus: 6,02 % za A. tubingensis i 264
30 dana 8,51 % za A. flavus.
Bacillus sp. i Masa je smanjena za:
2400 pm Rhodococcus sp.; 6,4 % kod Rhodococcus sp. te 262
40 dana 4,0 % kod Bacillus sp.
PP Bacillus cereus i . :
Sporosarcina Biorazgradeno je:
Granule globispora; 12 % za B. cereus i 265
40 dana 11 % za S. globispora.
Pseudoomonas
. citronellolis 1 Sojevi uzrokuju smanjenje mase oko
Film Bacillus flexus; 10 %. 266
PVC Povrs$ina > .dane
. selektivni izolati Smanjenje molekularne mase PVC-a
6%x25cmi .. . . .
.. gljiva; Maksimalna aktivnost i rast — 267
debljina 90 dana Phanerochaete chrysosporium
0,05 mm '
Pseudo.mom?s Smanjenje promjera granula uz
PS Granule aeruginosd, dnevnu stopu biorazgradnje 0,098 %. 261
15 dana
PET 20 x 15 x 0.2 mm Ideonella sakaiensis;  Gotovo potpuno razlaganje PET-a 268
70 dana nakon 42 dana.
Mjestovita kultura; ~ Biorazgradnja > 50 % s obzirom na
75-1000 pm 134 dana nastali CO,. 269
Pseudomonas
Sfluorescens,
PUR Pseudomonas " . oy ”
. Uocena djelomicna povrSinska
1 mm denitrificans, razeradnia PUR-a 270
Bacillus subtilis i gradny )
Candida lipolytica;
5 mjeseci

51



PE je plastika koja se najces¢e pronalazi u okoliSu i zato se vecina istrazivanja bazira upravo
na njezinoj biorazgradnji. Osim toga, PE ima najjednostavniju kemijsku strukturu u usporedbi s
drugim komercijalnim plastikama zbog Cega se ocekuje najveca stopa biorazgradnje, Sto je i
dokazano u odredenim istrazivanjima.?>*’! Lee i sur.?¢! ispitivali su biorazgradnju razliitih vrsta
plastike (PE, PP i PS), a jedina znacajna razgradnja tijekom 15 dana izloZzenosti bakteriji

238 jzolirali su 60 morskih

Pseudomonas aeruginosa primije¢ena je za PE. Harshvardhan i sur.
bakterija, a samo su tri soja mogla rasti u mediju koji sadrzi PE kao jedini izvor ugljika; Kocuria
palustris, Bacillus pumilus 1 Bacillus subtilis rezultirali su gubitkom mase od 1 %, 1,5 % 11,75 %
nakon 30 dana inkubacije te je zakljuceno da bakterije roda Bacillus imaju najveci potencijal za
razgradnju PE. I druge studije potvrdile su da bakterije iz roda Bacillus imaju potencijal razgraditi
PE.?* Yang i sur.?%® izolirali su Enterobacter asburiae i Bacillus sp. iz crijeva crva te ih iskoristili
za eksperiment biorazgradnje LDPE filma debljine 22,5 pum; trajanje tretmana iznosilo je 60 dana.
Oba bakterijska soja dovela su do smanjenja hidrofobnosti i molekulske mase LDPE-a te
uzrokovala povrSinsko oStec¢enje u vidu pojave jama i Supljina dubine 0,3-0,4 pm. Biorazgradnja
LDPE filma primjenom Enterobacter asburiae iznosila je 6,1 %, a primjenom Bacillus sp. 10,7 %.
Druga studija pokazala je da bakterijski rodovi Comamonas, Delftia 1 Stenotrophomonas imaju
metaboli¢ku aktivnost i stani¢nu odrzivost nakon 90-dnevne inkubacije s PE kao jedinim izvorom
ugljika. Rezultati istraZivanja bili su slicni onima u prethodnim studijama, odnosno uocena je
oksidacija 1 povrSinsko oStecenje uz kemijske promjene, prekinut je polimerni lanac, a doslo je 1
do smanjenja kristalini¢nosti PE-a.>’? Potencijal za biorazgradnju PE oligomera nize molekulske
mase pokazao je i Acinetobacter sp.>** Osim bakterija, pokazalo se da i gljive imaju potencijal za

biorazgradnju PE-a. IstraZivanjem koje su proveli Pago i sur.?6

utvrdeno je da je gljiva Zalerion
maritimum sposobna za biorazgradnju PE mikrocestica. Nakon 28 dana izloZenosti Z. maritimumu
doslo je do smanjenja mase 1 veli¢ine PE Cestica, uz povecanje biomase u sustavu (u usporedbi s
kontrolom koja nije sadrzavala PE) Sto je izravan dokaz da ova gljiva moze koristiti PE kao izvor
ugljika za rast i razvoj. Sangeetha Devi i sur.?®* pokazali su da plijesni iz roda Aspergillus takoder
mogu uspjesno koristiti HDPE film debljine 40 um za rast. Ispitali su dva soja gljiva, Aspergillus
tubingensis 1 Aspergillus flavus. Stopa biorazgradnje HDPE-a nakon mjesec dana bila je 6,02 %

za A. tubingensis 1 8,51 % za A. flavus. 1 druge vrste Aspergillusa pokazale su se uspjeSnima u

biorazgradnji PE-a.?*
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Studije dostupne za PP izvjestavaju da bakterije iz rodova Pseudomonas i Vibrio te plijesan
Aspergillus niger mogu razgraditi ovu vrstu plastike.?’® IstraZivanje koje su proveli Auta i sur.?®?
pokazalo je da Bacillus sp. 1 Rhodococcus sp. takoder mogu koristiti PP mikrocestice za rast, Sto
je potvrdeno smanjenjem mase polimera tijekom provedbe eksperimenta. Nakon 40 dana
inkubacije, masa PP-a izlozenog Rhodococcus sp. smanjila se za 6,4 %, a onog izlozenog Bacillus
sp. za 4,0 %. Biorazgradnju PP-a potvrdile su 1 dodatne analize, poput FTIR i SEM analiza, koje
su otkrile strukturne 1 morfoloske promjene u PP-u. Analize su pokazale da ovi sojevi mogu
kolonizirati, te modificirati i koristiti PP mikrocestice kao izvor ugljika. Naknadna istrazivanja
istog tima stru¢njaka pokazala su da Bacillus cereus i Sporosarcina globispora takoder mogu
razgraditi PP granule. Nakon 40 dana inkubacije u mediju koji sadrzi PP kao jedini izvor ugljika,
B. cereus je izazvao 12 %, a S. globispora 11 % gubitka mase granula. Kolonizacija bakterija na
PP granulama dokazana je promjenom boje granula iz bijele u zutu.?®

PVC je vrlo stabilan polimer koji nije podlozan razgradnji. Ipak, uoceno je da nekoliko
mikroorganizama ima sposobnost koloniziranja i razgradnje istog.>”* Giacomucci i sur.?%® otkrili
su da Pseudoomonas citronellolis 1 Bacillus flexus biorazgraduju PVC film, s visokom
depolimerizacijskom aktivnos¢u za PVC aditive u odnosu na PVC polimerne lance. Pokazalo se
da ti sojevi stvaraju gusti biofilm na povrsini PVC-a i uzrokuju smanjenje njegove molekularne
mase Sto je dokaz biorazgradnje polimernog lanca. ZabiljeZeno je da soj Pseudomonas putida
koristi monomere vinil klorida kao izvor ugljika za rast i razvoj.”’® Osim bakterijskih sojeva,
istraZivanja su pokazala da i gljive mogu razgraditi PVC. Ali i sur.?®’ proveli su istraZivanje u
kojem je PVC film ostavljen zakopan u tlo sa selektivnim izolatima gljiva u laboratorijskim
uvjetima u trajanju od 90 dana. Nakon 90 dana na uzorcima je uoceno obezbojenje, povrsinsko
habanje 1 lagana fragmentacija te je doSlo do znaajne strukturne promjene i smanjenja
molekularne mase PVC-a. Soj koji je pokazao maksimalnu aktivnost 1 rast identificiran je kao
Phanerochaete chrysosporium. El-Dash i sur.?’* izolirali su 18 gljiva iz uzoraka prikupljenih na
odlagaliStu otpada te ispitali njihov potencijal za biorazgradnju PVC-a. Medu 18 izolata, izdvojili
su dva roda s velikim potencijalom za biorazgradnju PVC-a, a to su Aspergillus i Malassezia.
Aspergillus fumigatus smanjio je hidrofobnost PVC za 82,29 %, a Malassezia sp. za 68,82 %.
Masa PVC-a nakon biorazgradnje smanjenja je od strane Aspergillus fumigatus za 2,15 %, a od

strane Malassezia sp. za 1,46 %.
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Unato¢ ovakvim rezultatima, biorazgradnja PVC-a za sada je jos$ uvijek kontroverzna zbog
mogudeg stvaranja produkata razgradnje koji sadrze klor i koji mogu biti opasni za okolis.?”

PS je sinteticki hidrofobni polimer velike molekularne mase. Moze se reciklirati, ali je stopa
biorazgradljivosti vrlo niska.?** Ipak, odredenu biorazgradnju PS-a pokazalo je nekoliko

mikroorganizama. Lee i sur.?®!

istrazivali su biorazgradnju PS-a primjenom bakterije
Pseudomonas aeruginosa. Nakon 15 dana izlozenosti kuglica PS-a bakterijskoj kulturi,
primijeceno je smanjenje promjera kuglica. Medutim, dnevna stopa biorazgradnje bila je samo
0,098 %. Gram-pozitivne bakterije Rhodococcus ruber takoder su pokazale sposobnost
kolonizacije i djelomi¢ne razgradnje PS filma.?”” Druge potencijalne bakterijske vrste za
razgradnju PS-a su Bacillus sp., Enterobacter sp., Citrobacter sedlakii 1 Alcaligenes sp. Chaudhary
i Vijayakumar?’® ispitali su kapacitet Cephalosporium sp. i Mucor sp. u razgradnji PS-a.
Osmotjedna inkubacija PS-a s Cephalosporium sp. rezultirala je gubitkom mase od 2,17 %, a s
Mucor sp. 1,81 %. Druge analize pokazale su povrSinske promjene na ¢esticama PS-a. S obzirom
na prethodna istraZivanja koja pokazuju loSu ili gotovo nikakvu biorazgradnju PS-a, Mohanan i
sur.?” predlazu da se primjeni predtretman uzoraka i dodavanje supstrata pogodnih za rast i razvoj
koristenih mikroorganizama.

lako PET pripada poliesterima koji su inace bioloski razgradivi, PET pokazuje visoku
otpornost na biorazgradnju. To se pripisuje njegovoj sloZenoj strukturi.>’* No, istraZivanja su
pokazala da ipak postoji mogucénost njegove biorazgradnje. 2016. godine izoliran je novi
bakterijski soj, Ideonella sakaiensis, za kojeg je utvrdeno da je vjest u razgradnji PET-a koriste¢i
ga kao izvor energije i ugljika.?>>?® Ovaj bakterijski soj proizvodi dva enzima za hidrolizu
PET-aimono(2-hidroksietil)tereftalne kiseline u dva ekoloski prihvatljiva monomera, etilen glikol
1 tereftalnu kiselinu. Nakon 42 dana inkubacije na 30 °C, uoceno je gotovo potpuno razlaganje
PET-a.2%® Walter i sur.?’”’ dobili su sli¢ne rezultate primjenom Ideonella sakaiensis u svome
istrazivanju bioragradnje PET ambalaZe gdje je postignuta biorazgradnja od 96 % nakon 7 tjedana.
Budu¢i da PET ima vrlo slozenu strukturu, Hiraga i sur.?’® preporucuju koristenje mjesovite
kulture mikroorganizama tijekom biorazgradnje PET uzoraka. Na primjer, Bacillus megaterium je
sposoban stvoriti biofilm na PET filmu i dobar je na pocetku razgradnje, a razlicite vrste Rhizobium

sp. 1 Pseudomoas sp. bolje su za kasniju razgradnju manjih polimernih jedinica PET-a.
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Sto se tie PUR-a, postoji odredeni broj istraZivanja o moguénosti njegove biorazgradnje,
medutim, teSko je usporedivati i tumaciti rezultate s obzirom da u ovu skupinu plastika spada veliki
broj razli¢itih polimera §to je detaljnije opisano u poglavlju 2.1.6. Od novijih istrazivanja treba
istaknuti istrazivanje Pfohl i sur.?®® koji su ispitali kompostiranje PUR-a veli¢ine &estica
75-1000 pum. Kompostiranje su proveli tijekom 134 dana, a postotak biorazgradenog PUR-a
odredili su na temelju CO; analize. Nakon provedenog eksperimenta utvrdena je biorazgradnja
veca od 50 % uz smanjenje veli€ine ¢estica. Dobar udio ¢estica bio je manji od 25 um. Uoceno je
i smanjenje ukupne mase nakon tretmana. lako u njihovome istrazivanju nije provedena izolacija
i identifikacija mikroorganizama, u prethodnim studijama dokazano je da gljive iz roda Alternaria,
Penicillium i Aspergillus mogu uspje$no preZivjeti u okolini gdje je PUR jedini izvor ugljika.?”
Bakterije koje su takoder pokazale potencijal za razgradnjom PUR-a su Bacillus subtilis i
Pseudomonas fluorescens, a od kvasaca je to Candida lipolytica.*"

Neke vrste mikroorganizama mogu razgraditi razli¢ite vrste plastike. Auta i sur.?*? ispitali
su biorazgradnju mikrocestica PE-a, PET-a, PP-a 1 PS-a primjenom Bacillus cereus i Bacillus
gottheilii. Postotak gubitka mase MP-a djelovanjem B. cereus nakon 40 dana iznosio je 1,6 %,
6,6 % 17,4 % za PE, PET, odnosno PS uzorke. S druge strane, B. gottheilii prouzrocila je postotke
gubitka mase od 6,2 %, 3,0 %, 3,6 % i 5,8 % za PE, PET, PP, odnosno PS uzorke.?®
Pseudomonas sp. takoder moZe depolimerizirati nekoliko vrsta plastike, ukljuc¢uju¢i PVC, PE i
PS.%! Jako pojedine vrste bakterija mogu razgraditi nekoliko vrsta plastike, ucinkovitost
biorazgradnje svake plastike uvelike varira, pa je vazno uzeti u obzir sve parametre biorazgradnje
prije odabira mikroorganizama koji ée se koristiti u procesu biorazgradnje.?®!*8? Biorazgradnja
plastike najceS¢e iznosi izmedu 0-15 % 1 stoga se biorazgradnja Cesto kombinira s drugim
procesima, pri ¢emu se oni koriste kao predtretman.?!®?3 Uz poboljsanje biorazgradnje,
predtretmani MP-a koriste se i1 za skracivanje trajanja procesa biorazgradnje koja u pravilu traje
minimalno 3 mjeseca.’?®® Vrijeme trajanja procesa ometa znanstvenike u daljnjim istraZivanjima,
stoga je neophodno optimizirati uvjete predtretmana i tretmana biorazgradnje kako bi se skratio

proces i povecala brzina procesa razgradnje MP-a.
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2.3.3.2. Predtretman mikroplastike

Vecina plastike koja se pojavljuje u okoliSu netopiva je u vodi i razgraduje se vrlo sporo ili
nikako; zbog ¢ega su sintetski polimeri (PE, PP, PS, PVC, PET, PUR) prisutni u vodenom okolisu
u visokim koncentracijama. Abiotski ¢imbenici (suncevo zraCenje, temperatura, vlaga, itd.) i
bioticki ¢cimbenici (Zivi organizmi) tijekom vremena uzrokuju djelomi¢nu razgradnju tih polimera
pri éemu nastaju MP-i.2!” Ovo je vrlo nepozeljan proces u okolisu jer su MP-i znatno $tetniji za
organizme i okoli$ u usporedbi s ve¢im fragmentima plastike. Medutim, stru¢njaci smatraju da bi
predtretman proveden u kontroliranim uvjetima koji izaziva sli¢ne posljedice na plastiku mogao
pozitivno utjecati na biorazgradnju MP-a. DosadaS$nja istrazivanja pokazuju kako je
mikroorganizmima lakSe razgraditi manje Cestice plastike.’®**5 Osim toga, dokazano je i da
biorazgradnja nekih vrsta plastika nije mogucéa bez predtretmana. Tako su na primjer, Motta i
sur.?%® istrazivali biorazgradnju PS-a upotrebom plijesni Curvularia sp. tijekom 9 tjedana. PS je
bio izlozen oksidativnom tretmanu kako bi se izazvale kemijske promjene u polimernoj strukturi.
Nakon prekida biorazgradnje, Curvularia sp. potpuno je kolonizirala Cestice PS-a koje su bile
najvise oksidirane. Uzorke manje oksidiranog PS-a kolonizirala je na samo nekoliko mjesta, dok
neobradeni PS nije uopée mogla kolonizirati. Mikroskopski pregled pokazao je pridrzavanje hifa
te prodiranje u polimernu povrsSinu i formiranje spora kod oksidiranih uzoraka. Iako kolonizacija
1 prianjanje mikroorgnizama na polimernu povrsinu nisu dovoljni da se dokaZe biorazgradnja, oni
su temeljni preduvjet biorazgradnje.?®® Poliolefini, poput PE-a i PP-a, obi¢no nisu biorazgradivi
jer alkilna okosnica nije dostupna mikroorganizmima 1 mora pro¢i abiotsku transformaciju.
Alkilna okosnica poliolefina nudi visoku otpornost na hidrolizu, ali je obi¢no osjetljiva na
oksidativnu razgradnju.’'” Stoga se kao predtretman bioloskoj obradi MP-a &esto predlaze
upotreba AOP-a. Osim napredne oksidacije, predlazu se 1 druge tehnike predobrade poput
izlaganja y-zraCenju, izlaganja UV zraCenju ili primjene termicke obrade. Pokazalo se da ove
tehnike smanjuju hidrofobnost polimera ¢ime MP postaje biodostupnija mikroorganizmima.?%
Uz to, fotooksidacija plastike dovodi do kemijskih i fizi€kih promjena na povrSini polimera,
odnosno nastaju oksidacijski produkti, poput karbonilnih skupina, koji povecavaju hidrofilnost
povrsine i doprinose biorazgradnji.>>*2%6287 Pri termo i fotooksidaciji PE-a, razni proizvodi kao §to
su alkani, alkeni, ketoni, aldehidi, alkoholi, karboksili oslobadaju se u obliku kiselina, keto-

kiselina, dikarboksilnih kiselina, laktona i estera.
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PP se moze razgraditi kad je izlozen UV zraenju sunceve svjetlosti, a na visokim
temperaturama on se oksidira Sto dovodi do smanjenja njegove molekulske mase 1 moguceg

povedanja biorazgradnje.>** Polimeri koji sadrze aromatsku skupinu poput PS-a, PET-a i PUR-a,

toplinsku razgradnju.?*®
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 Materijali i oprema

U radu su koristene mikrocestice Cetiriju vrsta plastike: LDPE-a, PP-a, PS-a 1 PVC-a. Za
dobivanje mikrodestica koristene su granule LDPE-a (OKITEN® 245 A, Dioki d.d., Zagreb,
Hrvatska), PP-a (GF10, Xiamen Keyuan Plastic Co. Ltd., Xiamen, Kina), PS-a (DOKI®
POLISTIREN 472, Dioki d.d., Zagreb, Croatia) i PVC-a (GS-28, Drvoplast d.d., Buzet, Hrvatska).

Ostale kemikalije koriStene tijekom provedbe eksperimenata navedene su u tablici 10.

Tablica 10. Popis koristenih kemikalija.

Kemikalija Cistoca [%] Proizvodad
H,0, 30 Gram-Mol d.o.o., Zagreb, Hrvatska
Na,S,0g 99,8 VWR chemicals, Lutterworth, UK
FeSO4-7H,0 >99 Sigma-Aldrich, Burlington, MA, SAD
Fe® >95 Carlo Erba Reagents, Milano, Italija
NaOH 99,37 Lach-Ner s.r.o., Naratovice, Ceska
H,SO4 98 Honeywell Fluka, Njemacka
KoHPO4 97 VWR chemicals, Lutterworth, UK
KH>PO4 98 VWR chemicals, Lutterworth, UK
NHsNO; 99 Kemika, Zagreb, Hrvatska
NaCl 99,5 Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska
MgSO4-7H,O 99,5 Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska
CaCl, 94 Kemika, Zagreb, Hrvatska
FeCl;-6H,0 97 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD
Etanol 96 Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska
Natrijev dodecil sulfat >99.,0 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD
Malt agar / Biolife Italiana, Milano, Italija

U eksperimentima biorazgradnje koristili su se kvasci, od kojih je Candida parapsilosis
izolirana 1z rijeCnog sedimenta (Kupa, Hrvatska), a Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula
glutinis, Geotrichum candidum 1 Trichosporon sp. izolirani su iz biootpada. Navedene kulture su
pohranjene u zbirci mikroorganizama u Zavodu za industrijsku ekologiju SveuciliSta u Zagrebu
Fakulteta kemijskog inZenjerstva i tehnologije. Precijepljene kulture kvasca na malt agaru uz
njihove mikrofotografije snimljene svjetlosnim mikroskopom pri uveé¢anju 400 prikazane su na

slici 11.
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Slika 11. Kulture kvasaca dobivenih tehnikom iscrpljivanja (A-E) uz mikrofotografije (A1-E1)

snimljene svjetlosnim mikroskopom pri uveéanju 400x: A 1 A1) Candida parapsilosis, B i B1)

Rhodothorula glutinis, C 1 C1) Saccharomyces cerevisiae, D 1 D1) Geotrichum candidum te E 1
El) Trichosporon sp.

Instrumentacija koriStena tijekom provedbe eksperimenata navedena je u tablici 11.
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Tablica 11. Popis koriStenih instrumenata i opreme.

Instrument

Proizvodaé

Kriomlin

Uredaj za prosijavanje zraCnim mlazom

Autoklav
Analiticka vaga

Ultracista voda - sustav za filtriranje vode

Rotacijska tresilica (inkubator)
Magnetska mijesalica
pH elektroda
pH metar
UV lampa
Napajanje za UV lampu
Spektrofotometar
Homogenizator
Ljevak
Vakuum pumpa
Celulozno nitratni membranski filtri
ReliaDisc™, 45 ym
Termostat
Svjetlosni mikroskop Olympus BX50
Kamera za svjetlosni mikroskop
ATR-FTIR
HPLC
LCMS

Retsch GmbH, CryoMill, Njemacka
Retsch AS 200, AS 200 jet, Hann, Njemacka
Sutjeska, Jugoslavija
AB 104, Mettler Toledo, Svicarska
Millipore, Burlington, MA, USA

Unimax 1010, Heidolph Instruments, Schwabach, Njemacka

Biosan, MS-3000, Riga, Latvija
Jenway, Camlab, UK
pH 50 + DHS® XS uredaj, Italija
Pen-Ray® 11SC-2.12, SAD
UVP® 99-0055-01 Pen-Ray® AC, SAD
HACH, DR2400, SAD
REAX top, Heidolph, Njemacka
Sartorius, Njemacka
NO35.3AN.18, KNF, Njemacka

Ahlstrom, Helsinki, Finska

Termomedicinski aparati, Hrvatska
Olympus Optical Co. Ltd., Japan
Olympus Optical Co. Ltd., Japan
Spectrum ONE FT-IR, PerkinElmer, Waltham, MA, SAD
UFLC XR D4, Shimadzu, Japan
LC-MS 2020, Shimadzu, Japan

3.2 Metode rada

3.2.1 Priprema mikroplastike

MP uzorci dobiveni su usitnjavanjem granula plastike u kriomlinu pomocu tekuc¢eg dusika
na radnoj temperaturi od —196 °C. Na svaki uzorak granula (LDPE, PP, PS i PVC) primijenjeno je
6 ciklusa usitnjavanja u trajanju od 1 min (0,5 min usitnjavanja 1 0,5 min hladenja) pri frekvenciji
od 25 Hz. Usitnjavanjem su dobiveni praSkasti uzorci koji su suSeni 48 h na sobnoj temperaturi
(25,0 £ 0,2 °C). Nakon susenja, MP-i su prosijani koriStenjem vakuum sita od nehrdajuceg Celika
kako bi se dobio rasponu veli¢ina ¢estica 25-100 um. Tako prosijane Cestice pohranjene su u

staklenim bocicama do koriStenja.
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3.2.2 Sterilizacija mikroplastike

Prije eksperimenata biorazgradnje, MP Cestice su sterilizirane u tikvici od 100 mL koja

sadrzi 70 %-tni etanol tijekom 10 min na rotacijskoj tresilici pri 160 o/min. Cestice su odvojene iz

etanola vakuum membranskom filtracijom kroz sterilni membranski filtar od celuloznog nitrata

veli¢ine pora 0,45 pm i dodatno isprane sterilnom deioniziranom vodom. Nakon procesa

biorazgradnje 1 prije karakterizacije, MP Cestice su isprane 2 %-tnom otopinom natrijevog dodecil

sulfata i 70 %-nom otopinom etanola.

3.2.3 Validacija ATR-FTIR spektroskopije

Za pracenje razgradnje mikroplastike AOP-ima koristili su se intenziteti vrpci ATR-FTIR

spektara. U tablici 12 prikazani su valni brojevi vrpci karakteristini za ispitivane vrste plastike.

Tablica 12. Prikaz karakteristi¢nih vrpci u FTIR spektrima za pojedine vrste plastike.

Plastika Valni broj [em™] KarakteristiCna veza Referenca
2916 simetricno rastezljiva vibracija —CH,—
2849 asimetric¢no rastezljiva vibracija —CH,—
LDPE 1373 —CH3 simetri¢na deformacija 290, 291
1465 deformacija —CHo>—
721 ljuljanje “CH>— u ravnini
2950 asimetri¢no istezanje —CHj3
2920 asimetricno istezanje —CHy—
2870 istezanje —CHj3
PP 14561 1376 simetri¢no savijanje “CHj3 292
1166 rastezanje C—C, njihanje C—H ili —-CH;
996 istezanje C—C
840 njihanje C—H
3032 aromatsko C—H istezanje
2845 alifatsko C—H istezanje
PS }22;}114 49(;’ 5’ aromatsko C=C istezanje 293,294
7581705 deformacijsko vibriranje aromatskog prstena
2973 istezanje C—H (u CH-CI)
2912 istezanje C—H (u -CH2>-)
1428 deformacija —CH,—
PVC 13301 1252 deformacija C—H (u CH-CI) 295,296
1097 istezanje C—C
960 ljuljanje —CH>—
615-690 istezanje C—Cl
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Za potrebe validacije metoda uzastopno je snimljeno pet ATR-FTIR spektara za svaki od 4
ispitivana polimera. Svi ATR-FTIR spektri snimani su u podru¢ju 500-4000 cm™'.2°7 Odredena je
standardna devijacija (SD) apsorbancije tri karakteristicna pika svakog od cetiriju polimera.
Odabrani su pikovi s najveéim intenzitetom, a to su redom pikovi na: 718, 1468 i 2916 cm™! za
LDPE, 1373, 1458 1 2916 cm™! za PP, 694, 748 1 2916 cm™! za PS te 872, 1273 i 1427 cm ™! za
PVC. Aritmeticka sredina triju SD vrijednosti uzeta je za izracun relativne standardne devijacije
(RSD) koja je uzeta kao mjera preciznosti metode. Metoda se smatra prihvatljivom ukoliko RSD

vrijednost ne prelazi 5 %.28%-2%

3.2.4 Dizajn eksperimenta

Za razvoj plana eksperimenta s AOP-a te biorazgradnjom koriSten je potpuni faktorski
dizajn. U svim eksperimentima promatrana su tri numericka faktora na tri razine, —1, 0 1 1, odnosno

pri najmanjoj, srednjoj i najve¢oj odabranoj vrijednosti.

3.2.4.1 Napredni oksidacijski procesi

Za UV-C/H,0z i UV-C/S;0s% procese ispitani su sljedeéi parametri: vrijeme izlaganja (7),
koncentracija oksidansa (c) i pH, a za Fentonove procese to su bili pH, omjer mase MP-a i Fe, te
omjer mase H>O» i Fe. Eksperimentalni dizajn za sve provedene AOP-ove prikazan je u tablici 13.
Eksperimentalni postupak bio je sli€an za sve AOP-ove. Svi eksperimenti provedeni su u
reaktorima radnog volumena 80 mL i uz masu MP-a od 55 mg. U reaktor je prvo izvagana masa
MP-a te je dodano 80 mL vode. Primjenom otopine H2SO4 (0,04, 0,1 1 5 M) ili NaOH (0,1 1 1 M)
podesen pH na Zeljenu vrijednost prema tablici 13.

UV-C/H,0: i UV-C/S;0s>" tretmani zapodeti su dodavanjem Zeljene koli¢ine oksidansa
(H207 ili NaxS;0g) 1 uranjanjem UV-C lampe (4 = 254 nm) u reaktor. Homogenost smjese
odrzavala se magnetskom mijeSalicom pri 150 o/min. Za Fentonove procese, masa Fe 1 volumen
H>0; izracunati su prema masi MP-a, a eksperimenti su se provodili 60 min. Za Fentonov i foto-
Fentonov proces, koristen je Zeljezni ion (Fe*") koji je dodan u obliku FeSO4-7H>0, dok je za
Fentonu sli¢an proces koristeno elementarno Zeljezo (Fe’) u obliku Zeljeznog praha. Nakon

dodatka zeljeza, dodala se odgovarajuca koli¢ina 30 % H>O» Cime je oznafen pocetak tretmana.
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Kod foto-Fentonovog procesa koristila se UV-C (4 = 254 nm) lampa tijekom cijelog procesa.

Homogenost smjese takoder se odrzavala magnetskom mijesalicom pri 150 o/min.

Nakon zavrSetka svakog AOP-a, tretirani MP uzorci odvojeni su od reakcijske smjese

pomocu vakuumske filtracije kroz 0,45 um celulozno nitratni membranski filtar, isprani vodom i

osuSeni na zraku 24 h. Uzorci su zatim analizirani pomoéu ATR-FTIR-a. Shematski prikaz

provedbe AOP-a prikazan je na slici 12.

Tablica 13. Dizajn eksperimenta za napredne oksidacijske procese.

Broj UV-C/H;0; i UV-C/S;0s* procesi Fentonovi procesi
eksperimenta t/min c/mM pH pH m(MP) : m(Fe) m(H,0;) : m(Fe)
1 30 1,0 4 3,0 10:1 5:1
2 30 10,5 4 3,0 10:1 15:1
3 30 20,0 4 3,0 10:1 25:1
4 30 1,0 7 3,0 25:1 5:1
5 30 10,5 7 3,0 25:1 15:1
6 30 20,0 7 3,0 25:1 25:1
7 30 1,0 10 3,0 50:1 5:1
8 30 10,5 10 3,0 50:1 15:1
9 30 20,0 10 3,0 50:1 25:1
10 60 1,0 4 4,5 10:1 5:1
11 60 10,5 4 4.5 10:1 15:1
12 60 20,0 4 4.5 10:1 25:1
13 60 1,0 7 4,5 25:1 5:1
14 60 10,5 7 4.5 25:1 15:1
15 60 20,0 7 4.5 25:1 25:1
16 60 1,0 10 4,5 50:1 5:1
17 60 10,5 10 4,5 50:1 15:1
18 60 20,0 10 4.5 50:1 25:1
19 90 1,0 4 6,0 10:1 5:1
20 90 10,5 4 6,0 10:1 15:1
21 90 20,0 4 6,0 10:1 25:1
22 90 1,0 7 6,0 25:1 5:1
23 90 10,5 7 6,0 25:1 15:1
24 90 20,0 7 6,0 25:1 25:1
25 90 1,0 10 6,0 50:1 5:1
26 90 10,5 10 6,0 50:1 15:1
27 90 20,0 10 6,0 50:1 25:1
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Granule plastike

Slika 12. Shematski prikaz provedbe naprednih oksidacijskih procesa.

3.2.4.2 Preliminarni eksperimenti biorazgradnje

Preliminarni eksperimenti biorazgradnje provedeni su u svrhu pronalaska kulture kvasca s
najve¢im potencijalom za biorazgradnju MP-a koji se onda dalje koristio u glavnim
eksperimentima. Pet kultura kvasaca sa slike 11 odabrano je za ispitivanje njihovog potencijala za
biorazgradnju MP-a. Za svaki kvasac napravljen je dijagram ovisnosti logaritamskog broja Zivih
stanica kvasca (eng. colony forming units, CFU) 1 opticke gustoe (OG) prije postavljanja
eksperimenata kako bi se prema OG parametru mogla, pri postavljanju eksperimenta, odrediti CFU
vrijednost u nultome danu. Svi kvasci uzgajani su na malt agaru 3—5 dana pri 28 °C. OG kvasaca
mjerena je spektrofotometrom pri 600 nm**®, a CFU se odredivao standardnom metodom priprave
decimalnih razrjedenja®”.

Svi eksperimenti biorazgradnje izvedeni su u reaktorima od 200 mL, uz radni volumen od
80 mL u trajanju od 30 dana u termostatskoj rotacijskoj tresilici na 25,0+0,2 °C. Reaktori su
sadrzavali mineralni medij pripremljen prema navedenom u Gong i sur.>%, suspenziju kvasaca i
masu MP-a od 55 mg. Mineralni medij sadrzavao je sve hranjive tvari potrebne za rast
mikroorganizama, osim izvora ugljika. Nakon pripreme mineralnog medija, podesen mu je pH
pomocu 1 M H»SO4 ili 1 M NaOH, te je zatim je steriliziran u autoklavu prije koristenja u
eksperimentima. Preliminarni eksperimenti biorazgradnje provedeni su prema literaturno
odredenim uvjetima, a to su pH 6, broj okretaja tresilice 160 o/min i CFU od 10 stanica/mL.3%0-3%!
Uz eksperimentalne reaktore, postavljeni su i kontrolni reaktori koji su sadrzavali samo mineralni

medjij 1 suspenziju kvasca pri istim uvjetima.
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3.2.4.3 Glavni eksperimenti biorazgradnje

U glavnim eksperimentima biorazgradnje ispitani su pH mineralnog medija, brzina
mijesanja rotacijske tresilice (o/min) i pocetna OG vrijednost suspenzije kvasca. Eksperimentalni

plan prikazan je u tablici 14.

Tablica 14. Dizajn eksperimenta za procese biorazgradnje.

Broj eksperimenta pH o/min oG
1 3 120 1,0
2 3 120 0,5
3 3 120 0,1
4 5 120 1,0
5 5 120 0,5
6 5 120 0,1
7 7 120 1,0
8 7 120 0,5
9 7 120 0,1
10 3 160 1,0
11 3 160 0,5
12 3 160 0,1
13 5 160 1,0
14 5 160 0,5
15 5 160 0,1
16 7 160 1,0
17 7 160 0,5
18 7 160 0,1
19 3 200 1,0
20 3 200 0,5
21 3 200 0,1
22 5 200 1,0
23 5 200 0,5
24 5 200 0,1
25 7 200 1,0
26 7 200 0,5
27 7 200 0,1

Eksperimenti su se provodili istim postupkom kao i preliminarni uz podeSavanje procesnih
uvjeta prema eksperimentalnom planu prikazanom u tablici 14. Kvasci op¢enito rastu u kiselom
do neutralnom pH rasponu’®? te je zato odabran raspon pH od 3 do 7. Takoder su postavljeni i
kontrolni reaktori. Brzina mijeSanja rotacijske termostatirane tresilice postavljena je u skladu s

eksperimentalnim planom. Svi eksperimenti izvedeni su u duplikatu.
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U svim eksperimentima (preliminarnim i glavnim), tijekom eksperimenata pra¢ena je CFU
vrijednost kao neizravan pokazatelj biorazgradnje MP-a, budu¢i svi mikroorganizmi trebaju ugljik
zarast, a jedini izvor ugljika i energije u prou¢avanom sustavu bile su MP Cestice. Na kraju svakog
eksperimenta, MP je odvojena od vodene faze vakuum membranskom filtracijom i isprana u tri
koraka kako bi se potpuno uklonila biomasa s povrSine MP-a. Svaki od koraka pranja trajao je 30
minuta 1 izveden je u tikvici od 100 mL na rotacijskoj tresilici pri 160 o/min. U prvom koraku MP
je isprana s 2 %-tnim natrijevim dodecil sulfatom, u drugom koraku sa 70 %-tnim etanolom i u
posljednjem koraku sa sterilnom deioniziranom vodom. Tako tretirani MP uzorci su nakon suSenja
na zraku u trajanju od 24 h analizirani ATR-FTIR-om. Shematski prikaz provedbe eksperimenata

biorazgradnje prikazan je na slici 13.

Slika 13. Shematski prikaza provdbe eksperimenata biorazgradnje.

3.2.5 Analiza utjecajnih parametara i optimizacija procesa

Optimalni uvjeti za razgradnju MP-a primjenom AOP-a i biorazgradnje odredeni su

modeliranjem povrsine odziva (eng. response surface modeling, RSM). RSM pristup ukljucuje niz

matematickih tehnika ¢iji je cilj izgradnja empirijskog modela koji opisuje odnos izmedu ulaznih

) 303

varijabli (tj. nezavisnih varijabli) i odziva (tj. jedne ili viSe zavisnih varijabli Na temelju

dosadasnjih istrazivanja u podruéju optimizacije razgradnje onecidéuju¢ih tvari u vodi’®,
pretpostavljeno je da bi u ovome slucaju kvadratni model koji je opisan jednadzbom (27) trebao

biti dovoljan za opisivanje sustava s tri nezavisne varijable i jednom zavisnom varijablom.

_ 2 2 2
y=a, tax +a,x, +ax; +a,xx, +ax,xX; + A X,X; + A X, +a.X; +dyx; 27)
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Koeficijenti modela oznaceni su s a, dok x; do x3 predstavljaju vrijednosti triju testiranih
procesnih parametra. Uz linearni (x1, x2 i x3) i kvadratni (x12, x2? i x3%) doprinos, model ukljuéuje i
doprinos interakcija (x1x2, x1x3 1 x2x3) tj. kombiniranih uc¢inaka procesnih parametara koji, kao $to

je veé dokazano>%4307

nisu neuobicajeni u takvim sustavima.

Kao odziv, tj. zavisna varijabla y, se kod ispitivanja Fentonovih procesa uzelo podrucje
sirokog ATR-FTIR pojasa koje se pojavilo u spektralnom rasponu 3000-3600 cm ™', koje se prema
dosadasnjim istrazivanjima>®®!? smatra dokazom razgradnje polimera. Medutim, pri ispitivanju
UV-C/H,07 i UV-C/S,0s? tretmana nije primijeéena pojava tog pika te se kao odziv koristilo
smanjenje intenziteta jednog od karakteristicnih pikova za svaki MP polimer. Za odredivanje
optimalnih uvjeta razgradnje LDPE mikrogestica primjenom UV-C/H,O; i UV-C/S,0s*" procesa
odabran je pik na valnom broju 1468 cm™! koji odgovara vibraciji -CH»— skupine u ravnini**® dok
je za PP odabran intenzitet pika na 1456 cm™! koji odgovara simetri¢nom istezanju —CH3?%2,
Intenziteti karakteristi¢nih pikova na 694 ¢cm™' koji opisuje C—H savijanje izvan ravnine*”® i
1412 em™! koji pripada za CH, savijanju®*® odabrani su za PS odnosno PVC mikrogestice. Za
eksperimente biorazgradnje kao odziv je koriStena log CFU vrijednost u 30. danu. Statisticka
obrada razvijenih modela provedena je pomocu programa Design-Expert 10.0 softver (StatEase,
Minneapolis, MN, SAD).

Statistickom analizom odredeni su najucinkovitiji AOP-ovi kao i optimalni uvjeti tih procesa
za predtretman PS 1 PVC MP-a. Nakon toga provedeni su dodatni eksperimenti pri optimalnim
uvjetima, a za dokaz razgradnje koristila se ATR-FTIR spektroskopija Cestica MP-a te LC-MS
analiza vodenih faza, koje su bile u kontaktu s MP-om. Iste analize koriStene su nakon provedene

biorazgradnje sa i bez predtretmana MP-a.
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4 REZULTATII RASPRAVA

4.1 ATR-FTIR karakterizacija mikroplastike i procjena valjanosti metode

Prije pocetka eksperimenata, pripremljeni MP uzorci su analizirani ATR-FTIR-om te su

dobiveni spektri usporedeni s bazom podataka kako bi se dokazalo da je zbilja rije¢ o odabranim
vrstama polimera. Navedeni spektri, s oznacenim karakteristicnim pikovima za LDPE, PP, PS i

PVC MP, prikazani su na slici 14.
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Slika 14. ATR-FTIR spektri netretiranih uzoraka MP-a s oznaenim karakteristicnim pikovima
za: A) LDPE, B) PP, C) PS1D) PVC.

Nakon potvrde da je rijec o zeljenim polimerima, a prije pocCetka ispitivanja AOP tretmana,

napravljena je validacija ATR-FTIR metoda kako bi se provjerila ponovljivost (SD) 1 preciznost

metode (RSD) koja ¢e se koristiti pri interpretaciji rezultata. Podaci vezani uz validaciju

ATR-FTIR metoda prikazani su u tablici 15.
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Tablica 15. Analiza preciznosti razvijenih ATR-FTIR metoda.

Valni broj Intenzitet pika S.r.ednja RSD S'r.ednja
MP [em!] 1 5 3 4 5 vrijednost SD [%] vrijednost
i ) ) : i apsorbancije RSD [%]
717,54 2,00 191 191 1,87 1,92 1,92 0,05 245
LDPE 146595 244 231 238 237 235 2,37 0,05 2,02 1,74
291647 6,57 6,51 6,63 6,54 6,62 6,57 0,05 0,75
137336 1,53 1,54 1,55 1,53 1,56 1,54 0,01 0,94
PP 1458,23 2,39 235 235 233 240 2,36 0,03 1,19 1,30
291647 1,74 1,72 1,70 1,67 1,74 1,72 0,03 1,77
694,4 390 3,84 3,89 392 390 3,89 0,03 0,71
PS 748,41 2,17 222 225 227 227 2,24 0,04 1,84 1,33
291647 1,02 1,03 1,04 1,06 1,06 1,04 0,02 145
871,85 2,28 2,18 224 225 225 2,24 0,04 1,62
PVC 1273,06 5,99 6,06 6,06 6,06 6,06 6,05 0,03 0,52 0,80
1427,37 12,66 12,70 12,70 12,75 12,67 12,70 0,04 0,28

S obzirom da niti jedna vrijednost RSD-a ne prelazi 5 %, razvijene ATR-FTIR metode

smatrane su pouzdanima, prihvatljive ponovljivosti i preciznosti, te su koristene kao odziv u RSM

modelima pri analizi AOP-a te za pracenje promjena intenziteta karakteristi¢nih pikova prije 1

nakon razgradnje MP-a pri optimalnim uvjetima AOP-a i biorazgradnje.

4.2 Napredni oksidacijski procesi

Nakon provedenih tretmana razgradnje, provedena je regresijska analiza s ciljem statistickog

ocjenjivanja kvalitete razvijenih modela te utvrdivanja znaCajnosti pojedinih procesnih

parametara. Analiza je provedena uz razinu pouzdanosti od 95 %. Sukladno tome, modeli ili

procesni parametri smatrani su statisticki znaajnima ako im je p vrijednost manja od 0,05. U

tablici 16 prikazani su rezultati regresijske analize samo za kvadraticne modele onih procesa u

kojima je uo€ena promjena u promatranim ATR-FTIR spektralnim podru¢jima nakon provedbe

AOP-a.
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Tablica 16. Podaci statisticke analize razvijenih kvadrati¢nih modela prema jednadzbi (27) za MP
tretiranu AOP-ima.

Vrsta 2 - Znacajni parametri
Proces MP-a R R* 4 F p modela modela™
LDPE  0,8373 0,7512 9,72 <0,0001 t, pH i c(H,0,)
PP 0,8210 0,7263 8,66 <0,0001 11 c(H20,)
UV-C/H:0: PS 0,9580 0,8832 43,05 <0,0001 1, pH i c(H,0,)
PVC 0,9310 0,8945 25,50 <0,0001 t, pH i c(H,0,)
LDPE 0,8413 0,7573 10,01 <0,0001 t, pH i ¢(S:05>)
_ PP 0,7755 0,6566 6,52 0,0005 t, pH i ¢(S205%)
_ 2. ) ) ) ) )
UV-C/8:0s PS 0,9070 0,8578 18,42 <0,0001 1, pH i ¢(S,08%)
PVC 0,8859 0,8255 14,66 <0,0001 7, pH i ¢(S,08%)
pH, m(MP) : m(Fe*")
Fentonov PVC 0,8994 0,8462 16,89 <0,0001 > (H:05) - m(Fe™)
pH, m(MP) : m(Fe*")
LDPE  0,8706 0,8021 12,71 <0,0001 H5> (H05) - m(Fe)
. 2+
Foto-Fentonov PS 0,8504 0,7711 10,73 <0,0001 PH>mMP):m(Fer)

i m(H20,) : m(Fe*")
pH, m(MP) : m(Fe*")
i m(H20,) : m(Fe*")

PVC 0,9340 0,8990 26,72 <0,0001

* znacajnost p = 0,05

Od 5 ispitanth AOP-ova na 4 razli¢ite vrste MP-a, dobiveno je 12 znacajnih kvadrati¢nih
modela kao $to je prikazano u tablici 16. U tablici 16 nedostaju podaci za Fentonu sli¢an proces
budu¢i ovaj proces nije imao znacajan utjecaj pri ispitivanim uvjetima na niti jedan MP uzorak.
Fentonov proces imao je odredeni utjecaj samo na PVC MP dok se foto-Fentonov proces pokazao
najdjelotvornijim te su dobiveni znac¢ajni modeli za tretman LDPE, PS i PVC MP-a (tablica 16).
Pretpostavlja se da je razlog slabog utjecaja Fentonu sli¢nog i Fentonovog procesa izostanak
UV-C svijetla koje doprinosi boljoj razgradnji MP-a.*!! S druge strane, UV-C/H20, i UV-C/S208>
tretmani pokazali su se znaCajnima u razgradnji svih ispitivanih MP uzoraka. Na temelju p
vrijednosti moZe se uociti da u gotovo svim modelima sva tri ispitana parametra (nezavisne
varijable) imaju znacajan utjecaj na odziv (zavisnu varijablu). Jedina iznimka je UV-C/H20:
tretman primijenjen na PP MP gdje pH nije pokazao znacajan utjecaj. Osim p vrijednosti, vrlo
bitni pokazatelji kvalitete modela su regresijski koeficijenti R? i R%qj. Visoke vrijednosti R? i R?,;
ukazuju na dobar odabir modela odnosno na dobro podudaranje modela s eksperimentalnim

podacima.
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Medutim, velika vrijednost koeficijenta determinacije R* ne mora nuzno implicirati da je
regresijski model dobar jer se R? vrijednost uvijek poveéava dodavanjem novih varijabli u model
bez obzira da li je dodana varijabla statisticki znacajna ili ne (naime nove varijable povecavaju
fleksibilnost modela za opisivanje odredenog fenomena). Stoga je kod usporedbe modela s
nejednakim brojem ukljucenih ¢lanova prikladnije usporedivati prilagodene R? vrijednosti, tj. R,
koji daje vrijednost koeficijenta korigiranu s obzirom na broj ¢lanova modela. Time, ukoliko se u
neki model dodaju nepotrebni &lanovi, vrijednost R%gj ¢e se smanjiti. Uz R* i R%,qj vrijednosti
modela, u tablici 16 prikazane su i rezultati F-testa. F' pokazatelj moze poprimiti vrijednost od 0
do beskonacno, a temelji se na omjeru srednjih kvadrata regresije i srednjih kvadrata pogreske.
Veéi omjer, odnosno veéa vrijednost predstavlja veéu statisticku znacajnost modela.’!? Najvise
vrijednost R?.q dobivene su za kvadrati¢ne modele tretmana PS-a i PVC-a s UV-C/H20; i UV-
C/S;04*" te za tretman PVC-a foto-Fentonovim procesom. Za sve modele prikazane u tablici 16

odredeni su optimalni procesni uvjeti. Ovi uvjeti prikazani su u tablici 17.

Tablica 17. Optimalni uvjeti za obradu uzoraka MP-a primjenom razli¢itih AOP tretmana.

UV-C/H20: proces

MP t/ min pH c(H,0;) / mM
LDPE 90 4,0 20,0

PP 90 4,6 20,0

PS 90 5,7 20,0

PVC 90 4,8 13,5

UV-C/S20s2" proces

MP ¢t/ min pH ¢(S205*) / mM
LDPE 90 10,0 18,9

PP 90 9,6 16,0

PS 90 7,4 16,8

PVC 90 8,6 11,1

Fentonov proces

MP pH m(MP) : m(Fe?") m(H:0;) : m(Fe?")

PVC 3,0 10: 1 11:1
Foto-Fentonov proces

MP pH m(MP) : m(Fe?") m(Hz0;) : m(Fe*)
LDPE 3,0 12:1 25:1

PS 3,0 11:1 19:1

PVC 3,0 10: 1 15:1
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Na slikama 15-22 prikazane su odzivne povrSine dobivene tretmanom UV-C/H20:; i
UV-C/S20s>" odabranih vrsta MP-a. Kao odziv se promatralo smanjenje intenziteta
karakteristicnog pika ATR-FTIR spektra, tj. smanjenje apsorbancije 4, za svaki MP uzorak.

Plavicastim nijansama su prikazana podrucja najpovoljnijih, a crvenkastim najnepovoljnijih uvjeta

razgradnje.
pH=4,0 pH=7,0 pH=10,0
26
24
A P
20
<2
090 600
/0,4720,0 500 RN
B
t=30,0 min t= 60,0 min
C

Slika 15. Utjecaj procesnih parametara na intenzitet (apsorbanciju 4) karakteristicne vrpce u
ATR-FTIR spektru kod obrade LDPE MP-a UV-C/H>0; procesom pri konstantnim
vrijednostima: A) pH, B) ¢(H20.) i C) vremena tretmana ¢.
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Slika 16. Utjecaj procesnih parametara na intenzitet (apsorbanciju 4) karakteristi€ne vrpce u
ATR-FTIR spektru kod obrade PP MP-a UV-C/H20> procesom pri konstantnim vrijednostima:
A) pH, B) ¢(H203) i C) vremena tretmana .
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Slika 17. Utjecaj procesnih parametara na intenzitet (apsorbanciju 4) karakteristi€ne vrpce u
ATR-FTIR spektru kod obrade PS MP-a UV-C/H20> procesom pri konstantnim vrijednostima:
A) pH, B) ¢(H203) i C) vremena tretmana .
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Slika 18. Utjecaj procesnih parametara na intenzitet (apsorbanciju 4) karakteristi€ne vrpce u
ATR-FTIR spektru kod obrade PVC MP-a UV-C/H;0: procesom pri konstantnim vrijenostima:
A) pH, B) ¢(H203) i C) vremena tretmana .

Gledaju¢i usporedno odzivne povrSine kod svih cetiriju ispitivanih polimera kod
UV-C/H20> procesa (slike 15-18) moze se zakljuciti da je ovaj proces najmanje utjecao na

razgradnju PP mikrocestica (slika 16) jer u vecini ispitivanog podrucja prevladava crvena boja.
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Plavo podrucje na odzivnim povrSinama primjetno je samo u slu¢aju minimalnog pH te
maksimalne koncentracije oksidansa i pri najduljem trajanju procesa. Razgradnja LDPE-a
(slika 15) primjenom ovog procesa bila je nesto bolja u usporedbi s razgradnjom PP-a, dok je
razgradnja PS-a (slika 17) i PVC-a (slika 18) dosta intenzivnija u usporedbi s PP-om. Svim
prikazanim modelima zajednicke su dvije stvari, a to su najbolji uvjeti razgradnje pri nizem pH i
najduzem vremenu izlaganja MP Cestica.

Primjenom UV-C/H;0; tretmana na LDPE MP uzorcima nije uocena znacajna razgradnja
na temelju smanjenja intenziteta pika na valnom broju 1468 cm™' (slika 15). Moze se vidjeti da
smanjenje absorbancije (4) nije veée od 0,6 dok pri uvjetima maksimalnog pH, minimalne
koncentracije oksidansa te najkradeg vremena trajanja procesa do razgradnje nije niti doslo.
Povr$inski minimumi (plava podrucja) predstavljaju optimalne uvjete modela, a u ovome slucaju
to su bili pH = 4,0, c¢(H202) =20 mM i ¢ = 90 min (tablica 17).

Kod razgradnje PP MP-a, smanjenje intenziteta pika na 1456 cm™! iznosilo je manje od 0,3
(slika 16) Sto ukazuje na jo$ slabiju razgradnju od LDPE-a primjenom UV-C/H2O: procesa
(slika 15). U ovome slu€aju pH nije bio znacajni parametar $to se moze vidjeti na slici 16A. S
povecanjem c(H20») intenzitet pika se smanjuje kao 1 s produljenjem vremena trajanja procesa, ali
znacajnija razgradnja nije dobivena ni pri optimalnim uvjetima procesa koji su iznosili pH = 4,6,
c(H202) =20 mM i ¢ = 90 min (tablica 17).

UV-C/H,0> proces zna¢ajnije je utjecao na razgradnju pika na 694 cm! kod PS MP-a §to se
vidi prema puno vecoj zastupljenosti plave boje na odzivnim povrSinama na slici 17. Optimalni
uvjeti za ovaj proces su pH = 5,7, c(H202) = 20,0 mM 1 ¢ = 90 min (tablica 17).

UV-C/H20; proces uzrokovao je najve¢e smanjenje karakteristicnog pika PVC-a na
1412 cm™! §to se moZe vidjeti na slici 18. Na temelju toga moZe se zakljugiti da je UV-C/H0
proces najucinkovitiji u razgradnji PVC MP-a. Uvjet koji najmanje pogoduje ovome procesu je

visoki pH. Optimalni uvjeti su pH = 4,8, ¢(H202) = 13,5 mM i £ = 90 min (tablica 17).
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Slika 19. Utjecaj procesnih parametara na intenzitet (apsorbanciju 4) karakteristi€ne vrpce u
ATR-FTIR spektru kod obrade LDPE MP-a UV-C/S,0s> procesom pri konstantnim
vrijednostima: A) pH, B) ¢(S20s%") i C) vremena tretmana £.
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Slika 20. Utjecaj procesnih parametara na intenzitet (apsorbanciju 4) karakteristi€ne vrpce u
ATR-FTIR spektru kod obrade PP MP-a UV-C/S,0s> procesom pri konstantnim vrijednostima:

A) pH, B) ¢(S205%) i C) vremena tretmana t.
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Slika 21. Utjecaj procesnih parametara na intenzitet (apsorbanciju 4) karakteristi¢ne vrpce u
ATR-FTIR spektru kod obrade PS MP-a UV-C/S,0s> procesom pri konstantnim vrijednostima:
A) pH, B) ¢(S205%) i C) vremena tretmana t.
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Slika 22. Utjecaj procesnih parametara na intenzitet (apsorbanciju 4) karakteristi€ne vrpce u
ATR-FTIR spektru kod obrade PVC MP-a UV-C/S,0s% procesom pri konstantnim
vrijednostima: A) pH, B) ¢(S20s%") i C) vremena tretmana £.
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Kod primjene UV-C/S,0s>" procesa (slike 19-22) situacija je sli¢na. Ponovno kod PP-a
(slika 20) prevladava nepozeljno podrucje osim pri uvjetima maksimalne koncentracije S20s%" i
trajanja procesa od 90 min. U ovome slu¢aju plavo podrucje je primjetno pri najvisem ispitivanom
pH $to je i ocekivano jer baziéni uvjeti u ovome procesu poti¢u aktivaciju S>Os?” i stvaranje
reaktivnih radikalnih vrsta.>'® Znacajnija razgradnja UV-C/S;0s*" procesom, u usporedbi s
razgradnjom PP-a, ponovno je uocena za PS (slika 21) 1 PVC (slika 22) mikrocestice.

1

Usporedbom informacija o smanjenju intenziteta pika na 1468 cm™

UV-C/S20s% proces (slika 19) uzrokovao bolju razgradnju LDPE MP-a nego UV-C/H,0> proces

vidljivo je kako je

(slika 15). Na slici 19 moze se uociti da se razgradnja LDPE uzoraka pobolj$ava s povecanjem sva
tri ispitana parametra, a optimalni uvjeti za razgradnju bili bi pH = 10,0, c¢(H202) = 18,9 mM 1
¢ =90 min (tablica 17).

UV-C/S,0s>" proces uzrokovao je izrazeniju povrSinsku razgradnju PP-a (slika 20).
Smanjenje intenziteta pika na 1456 cm™! malo je izraZenije nego kod primjene UV-C/H,O; procesa
(slika 16). Optimalni procesni uvjeti su pH = 9,6, c(H202) = 16,0 mM i ¢ = 90 min (tablica 17).

Primjena UV-C/S,0s>" procesa na PS mikrocesticama (slika 21) prouzro¢ila je smanjenje 4
od 1,7 $to je takoder ve¢e smanjenje nego u slucaju UV-C/H20; procesa (slika 17). Nepovoljni
uvjeti uoceni su pri najnizim vrijednostima ispitivanih parametara, a optimalni uvjeti tretmana su
pH =74, c(H202) = 16,8 mM i ¢ = 90 min (tablica 17).

S obzirom na smanjenje intenziteta karakteristicnog pika PVC-a, UV-C/S,0s>" proces
prouzrocio je najbolju razgradnju upravo ove vrste MP-a (slika 22). Na slici 22 moZe se uociti
sli¢an trend ponaSanja ispitivanih parametara kao i kod razgradnje prethodnih MP-a UV-C/S;0g*
procesom, a optimalni procesni uvjeti za ovaj slucaj su pH = 8,6, c(H202) = 11,1 mM i =90 min
(tablica 17).

Analiza primjenjivosti odabranih AOP-a zapocCeta je analizom utjecaja procesnih
parametara: pH, koncentracije oksidansa 1 vremena trajanja tretmana na njegovu uc¢inkovitost. U
sluc¢aju UV-C/H,0, procesa, utjecaj pH sustava odrazava se u Cinjenici da o njemu ovisi
redukcijski potencijal sustava HO+/H2O. Brojna istrazivanja UV-C/H20: procesa pokazala su da
se bolja razgradnja postize u blago kiselom do kiselom podrucju. Alkalno podruc¢je odgovorno je
za izazivanje nepoZzeljnog scavenger efekta gdje uslijed rekombinacije prisutnih vrsta dolazi do

nastanka radikala sa znatno nizom oksidacijskom mo¢i u usporedbi s HOe radikalima.’!43!°
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S druge strane, kod UV-C/S;0s% procesa, redukcijski potencijal sustava SO4¢ /SO4>~ neovisan je
o pH vrijednosti te ona ne bi trebala imati utjecaja na u¢inkovitost procesa. Medutim, radikal SO4¢~
ipak pokazuje odredeni stupanj autokatalitickog ponaSanja koje je najizraZzenije u neutralnom pH
podruéju, a potiskuje se u veoma kiselim ili alkalnim otopinama.>'” Rezultati ovog doktorskog
rada u skladu su s navedenim $to je vidljivo u tablici 17. Analiza utjecaja pH pokazala je povoljan
ucinak blago kiselog medija za UV-C/H,0O; tretman i neutralnog do blago alkanog medija za UV-
C/S205>" tretman. Nadalje, povecanje koncentracije H,O» trebalo bi poveéati stvaranje HOe
radikala i posljedi¢no poboljsati razgradnju MP-a, ali prekomjerno povecanje koncentracije H>O»
moze smanjiti brzinu oksidacije i ponovno izazvati scavenger efekt. Prekomjerne koncentracije
S>0s*" mogu takoder dovesti do scavenger efekta i negativnog utjecaja na u¢inkovitost procesa.’!®
Optimalna koncentracija oba oksidansa (H20> i S20s?7) u ovom istrazivanju bila je u visokom
rasponu za LDPE, PP i PS uzorke te u srednjem rasponu za PVC uzorke (tablica 17). Na temelju
rezultata, mozZe se pretpostaviti da su nize optimalne vrijednosti koncentracije S20s*~ u usporedbi

s H2O2 posljedica pojave spomenutog scavenger efekta. Najucinkovitija razgradnja svih MP-a

primjenom oba procesa postignuta je pri najduzem trajanju procesa (90 min).

Slike 23-26 prikazuju odzivne povrsine za tretman MP-a Fentonovim procesima. U ovome
slucaju kao odziv se promatralo povecanje intenziteta novonastalog pika ATR-FTIR spektra, tj.
povecanje apsorbancije A, za svaki MP uzorak. Analizom ATR-FTIR spektara snimljenih nakon
tretmana Fentonovim procesom, u velikom broju uo€ena je pojava nova dva pika. Novonastali
pikovi karakteristi¢ni su za stvaranje karboksilnih 1 hidroksilnih skupina koje su, prema radu koji
su objavili Kost i sur.’!’, dokaz razgradnje polimera. Ve¢ dugi niz godina se za dokazivanje
oksidativne razgradnje MP-a koristi stvaranje karbonilnih vrsta (C=0) u spektralnom podrucju od
1715-1750 cm™!.329322 Budugi da pik u ovoj regiji veé postoji kod netretiranog PVC-a (slika 14D),
odluc¢eno je da se ovo podrucje nece koristiti kao indikator razgradnje MP-a. Za odziv kod
Fentonovih procesa koristio se Siroki pojas koji se pojavio u spektralnom rasponu 3000—
3600 cm !, s maksimumom na oko 3370 cm™!. Pojava pika u ovom podruéju ukazuje na usporedne

reakcije, kao $to je supstitucija klorida hidroksidom i stvaranje terminalne C=C—H skupine3%-3%,

Prema Liu*%, istezanje vezano uz OH skupinu o&ekuje se u rasponu od 3200-3600 cm™!, ali Sirina

i poloZaj vrpce ovise o koli¢ini vodikove veze*?.
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Nekoliko dosadasnjih istrazivanja upucuju na pojavu tog pika tijekom razgradnje
plastike 29319324 Rastezanje terminalne C=C—H skupine ocekuje se u rasponu 3250-3350 cm ™' i
stoga moze biti skriveno u irokom pojasu istezanja OH.*?° Nakon analize dobivenih ATR-FTIR
spektara, utvrdeno je da neki od primijenjenih tretmana zasnovanih na Fentonovom procesu,
posebice Fentonu sli¢an tretman, nisu rezultirali spektralnim promjenama koje bi se mogle
povezati s razgradnjom MP-a. Prouavani MP-i sastavljeni od polimera koji nemaju hidrolizabilne
skupine u svojoj strukturi i stoga su manje osjetljivi na razgradnju, pa je takav rezultat bio
o¢ekivan.*® Na uzorke PP-a nije utjecao niti jedan od triju ispitanih procesa temeljenih na
Fentonovom procesu. Za LDPE i PS je samo tretman foto-Fentonovim procesom doveo do
vidljivih promjena u intenzitetu pracenog pika, $to je o€ito posljedica uvodenja UV-C zracenja u
tretman. Osim ¢injenice da uvodenje UV-C zralenja povecava proizvodnju radikala u usporedbi s
konvencionalnim Fentonovim procesom, samo UV-C zracenje takoder moze imati znacajan
tretmane temeljene na Fentonu, s promjenama u intenzitetu promatranog spektralnog podrucja
uocenim za tretmane Fentonovim 1 foto-Fentonovim procesom. Razlog tome je najvjerojatnije
atom klora sadrzan u PVC strukturi, koji olak$ava oksidaciju i razgradnju PVC-a.*** Prvi korak
razgradnje PVC-a trebao bi biti dekloriranje ili dehidrokloriranje, pri ¢emu mogu nastati razliciti
klorirani spojevi.?>**6 Nadalje, dehidrokloriranje dovodi do stvaranja labilnih unutarnjih struktura

alil klorida*?’, koje disociraju na radikale klora, Cle, i polienske radikale, R prema jednadzbi (28).
R -Cl— RH*CIC (28)

Polienski radikali reagiraju s kisikom iz okoline i stvaraju peroksi radikale (ROOQe¢), koji
mogu reagirati s —CH>— ili -CH—CI skupinama i na taj nacin pridonijeti daljnjoj razgradnji
PVC-a.3?6 Uzimajuéi u obzir sve navedeno, prikazane su samo odzivne povrsine modela u kojima
je uocena vidljiva promjena u promatranom spektralnom podru¢ju. Podrucje Sirokog pojasa u
spektralnom rasponu ATR-FTIR-a od 3000 do 3600 cm™! predstavlja odziv, 4. U sludaju
Fentonovih procesa, promatrano je povecanje intenziteta pika i zato u ovom slucaju crvena
podrucja na povrSinama pokazuju najpovoljnije uvjete za tretman Fentonovim 1 foto-Fentonovim

procesom, dok plava podrucja predstavljaju najnepovoljnije uvjete.
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Slika 23. Utjecaj procesnih parametara na intenzitet (apsorbanciju A) karakteristi¢ne vrpce u
ATR-FTIR spektru kod obrade PVC MP-a Fentonovim procesom pri konstantnim vrijednostima:
A) pH, B) m(MP) : m(Fe) i C) m(H203) : m(Fe).

Slika 23 prikazuje utjecaj procesnih parametara na intenzitet karakteristicne vrpce u ATR-
FTIR spektru kod obrade PVC MP-a Fentonovim procesom. Ovisnost je opisana kvadraticnim
modelom. MozZe se uociti kako nizi pH pogoduje uspjesnosti tretmana. Osim nizeg pH, tretmanu
pogoduje maksimalna koncentracija Fe*" i srednja ispitivana vrijednost H2O,. Optimalni uvjeti

prikazani su u tablici 17, a iznose pH = 3,0, m(MP) : m(Fe*") =10 : 1 i m(H20,) : m(Fe*")=11: 1.
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Slika 24. Utjecaj procesnih parametara na intenzitet (apsorbanciju A) karakteristi¢ne vrpce u
ATR-FTIR spektru kod obrade LDPE MP-a foto-Fentonovim procesom pri konstantnim
vrijednostima: A) pH, B) m(MP) : m(Fe) i C) m(H20>) : m(Fe).

Na slici 24 prikazane su odzivne povrSine prema kvadratnom modelu za utjecaj procesnih
parametara na apsorbanciju karakteristicne vrpce u ATR-FTIR spektru, odnosno na razgradnju
LDPE MP-a foto-Fentonovim procesom. Ovome tretmanu takoder pogoduje nizak pH uz gotovo
maksimalnu koncentracija Fe?* te najvisu ispitivanu vrijednost H>O,. Optimalni uvjeti modela

iznose pH = 3,0, m(MP) : m(Fe*") =12 : 1 i m(H,0z) : m(Fe*") =25 : 1 (tablica 17).

85




pH =30

pH=45

pH = 6,0

00K
AT . AT
s .'m\ %2, .Am\
@ )‘)JT'/ 20 ‘“(N\?\ ’6%&) A m@?\
m(MP):m(Fe*") = 10:1
B

Slika 25. Utjecaj procesnih parametara na intenzitet (apsorbanciju 4) karakteristi€ne vrpce u
ATR-FTIR spektru kod obrade PS MP-a foto-Fentonovim procesom pri konstantnim

vrijednostima: A) pH, B) m(MP) : m(Fe) i C) m(H203) : m(Fe).

Slika 25 prikazuje odzivne povrSine prema kvadrathom modelu za utjecaj procesnih
parametara na apsorbanciju karakteristicne vrpce u ATR-FTIR spektru pri razgradnji PS MP-a
foto-Fentonovim procesom. U usporedbi s LDPE-om (slika 24) moze se uociti puno vise plavog

podrucja na odzivnim povrSinama Sto ukazuje na loSiju razgradnju PS-a u usporedbi s LDPE-om.
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Optimalni uvjeti ovog modela su pH = 3,0, m(MP) : m(Fe*") =11 : 1 i m(H20,) : m(Fe*")=19: 1

(tablica 17).

pH=4,5 pH=16,0
A
10 310
B 75,6 250
19,2 192
=< 128 = 128
60X 6X
(g, 15 ’ '32\ (g 15 { ) $
T e, 257 T, 2507
m(H,0,):m(Fe*") = 5:1 m(H,0,):m(Fe?") = 15:1 m(H,0,):m(Fe*") = 25:1
C
‘W’(Fezv 5077

0 32

Slika 26. Utjecaj procesnih parametara na intenzitet (apsorbanciju 4) karakteristicne vrpce u
ATR-FTIR spektru kod obrade PVC MP-a foto-Fentonovim procesom pri konstantnim
vrijednostima: A) pH, B) m(MP) : m(Fe) 1 C) m(H20>) : m(Fe).
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Odzivne povrsine opisane kvadratnim modelom na slici 26 prikazuju utjecaj procesnih
parametara na apsorbanciju karakteristicne vrpce ATR-FTIR spektra pri razgradnji PVC MP-a
foto-Fentonovim procesom. Foto-Fentonov proces imao je najveci utjecaj na PVC MP-a §to se
moze vidjeti usporedbom slika 23-26. 4 vrijednost u ovome slucaju iznosi znatno vise u usporedbi
s vrijednostima dobivenim kod LDPE-a (slika 24) i PS-a (slika 25). Optimalni uvjeti procesa su
pH = 3,0, m(MP) : m(Fe**) =10 : 1 i m(H202) : m(Fe*") =15 : 1 (tablica 17).

Usporedbom svih odzivnih povrSina na slikama 23-26 moze se uociti da se najintenzivnija
crvena podrucja dobivaju pri pH 3 Sto je u skladu s prethodnim istrazivanjima Fentonovih
procesa.>?®3% Nadalje, povrsine odziva pokazuju da je velika koli¢ina dodanog Zeljeza (mali omjer
m(MP) : m(Fe?")) korisna ne samo za obradu PVC-a, ve¢ i LDPE-a i PS-a. Navedeno je u skladu
s nekim drugim izvje$¢ima koja tvrde da je visoka koncentracija Fe** iona potrebna za razgradnju
organskih one¢i$éujuéih tvari homogenim Fentonovim procesom.?’!33% U slu¢aju LDPE MP-a
tretiranog foto-Fentonovim postupkom uocava se pozitivan ucinak povisenih koncentracija H>O»,
pri éemu je optimalna koli¢ina dodanog H>O> 25 puta veéa od koli¢ine dodanog Fe?*. Za tretman
PS-a foto-Fentonovim procesom, dovoljna je 19 puta veca koli¢ina H2O> dok u slucaju obrade
PVC-a, crvena podru¢ja pokrivaju niske do srednje koncentracije H2O», bez obzira promatramo li
Fentonovu ili foto-Fentonovu povrSinu odziva. Optimalne koli¢ine dodanog H»O> u slucaju
PVC-a su 11 odnosno 15 puta veée od koli¢ine dodanog Fe** za Fenton i foto-Fentonov proces.

S obzirom na sve navedeno, moze se zakljuciti da AOP-i ne dovode do potpune
mineralizacije niti jedne vrste ispitanth MP-a, no analiza ATR-FTIR spektara snimljenih nakon
provedenih tretmana pokazala je da vecina ispitanih AOP-a ipak uzrokuje povrSinsku razgradnju
Cestica, ¢ime bi potencijalno mogli posluZiti kao predtretman biorazgradnji. Na temelju obradenih
rezultata, kao najbolja opcija za predtretman biorazgradnji odabran je UV-C/H20; kod PS MP-a i
UV-C/S,0s*>" kod PVC MP-a. Razlog odabira fotooksidacijskih procesa u usporedbi s foto-
Fentonovim procesom (koji je dao sli¢ne rezultate nakon tretmana) lezi u teznji za $to manjim
oneciS¢enjem okoliSa. U tablici 17 moze se primijetiti kako svi optimalni uvjeti foto-Fentonovih
procesa zahtijevaju minimalan pH (3) i gotovo maksimalnu koli¢inu Fe** $to dovodi u pitanje
ekolosku i1 ekonomsku isplativost ovakvog predtretmana kada bi se provodio u realnim sustavima.
Zbog dodavanja velikih koli¢ina kiseline 1 Zeljeza u sustav, foto-Fentonov predtretman zahtijevao

bi naknadnu obradu tretirane vode.
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Iako je Zeljezo sastavni dio okoliSa i neophodno je za funkcioniranje Zivih bi¢a i okolisa u
cjelini, previsoke koncentracije u okolisu 1 ljudskom organizmu mogu imati negativne posljedice.
U vodi za piée, koncentracije Zeljeza ne smiju prelaziti 0,3 mg/L**!. Povisene koncentracije Zeljeza
uzrokuju promjenu boje i okusa vode, a kod prevelikog unosa zeljeza u organizam moze do¢i do
zatajenja organa te do brojnih drugih Stetnih uéinaka.’*'**2 S druge strane, UV-C/H20; i
UV-C/S20s>", imaju puno prihvatljivije optimalno pH podrugje $to znaci da zahtijevaju zna¢ajno
manji unos kiselina i/ili luzina u sustav, uz upotrebu oksidacijskih sredstava koja ne uzrokuju
dodatno oneciS¢enje okolisa ve¢ se razgraduju na bezopasne produkte koji ne zahtijevaju naknadno
uklanjanje. Ove ¢injenice doprinijele su odabiru navedenih UV-C/H,0, i UV-C/S20s>" procesa
kao ekoloski i ekonomski prihvatljivih za predtretman MP-a od Fentonovih procesa.

Na slici 27 prikazani su pocetni ATR-FTIR spektri PS 1 PVC MP-a u usporedbi sa spektrima
dobivenim nakon obrade MP-a UV-C/H,0: (PS MP, slika 27A), odnosno UV-C/S,0s* procesom
(PVC MP, slika 27B), pri optimalnim uvjetima navedenim u tablici 17.

1—7rs A — PVC B
1] — PS tretiran s UV-C/H,0O, 035 4 — PVCtretiran s UV-C/S,0¢?
0,20 - s .
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Slika 27. Usporedba poc¢etnih ATR-FTIR spektara MP-a i spektara tretiranih najucinkovitijim
AQOP-om pri optimalnim uvjetima. Slucajevi predstavljaju: A) PS i B) PVC.

Nakon obrade PS-a UV-C/H20; procesom moZe se uoc€iti smanjenje intenziteta odabranog
karakteristi¢nog pika pri 694 cm™! (slika 27A). Uz smanjenje intenziteta navedenog pika, vidljivo
je smanjenje intenziteta i svih preostalih karakteristicnih pikova u ATR-FTIR spektru
(karakteristi¢ni PS pikovi oznadeni su na slici 14C). Kod obrade PVC-a (slika 27B), UV-C/S,0s*"
tretman uzrokovao je drasti¢no smanjenje pika na 1412 cm™! te odredeno smanjenje intenziteta

nekih drugih karakteristi¢nih pikova.
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U ovom dijelu istrazivanja, uz ATR-FTIR spektroskopiju, LC-MS analizom vodene faze,
preostale nakon procesa obrade, potvrdeno je da je doSlo do djelomi¢ne razgradnje PS 1 PVC
MP-a. LC-MS analiza koriStena je za otkrivanje prisutnosti aditiva u vodenoj fazi. Aditivi su
obi¢no ugradeni u polimernu strukturu, ali su veze izmedu aditiva i polimernog lanca mnogo
slabije u usporedbi s vezama u ¢istoj polimernoj strukturi. Iz tog razloga, aditivi mogu vrlo lako
migrirati na povrSinu plastike ili se ispustiti izravno u okolis ako je plastika izloZena nepovoljnim
uvjetima kao Sto su u ovome slucaju tretman AOP-om. Prisutnost aditiva u vodenoj fazi
obogac¢enoj MP-ima moZe biti dokaz razgradnje ili fragmentacije plastike.>*** Slika 28 prikazuje
rezultate provedene LC-MS analize. Uz uzorke vodenih faza dobivenih nakon provedenih AOP
tretmana, analizirane su 1 slijepe probe. Slijepe probe dobivene su mijeSanjem PS odnosno PVC
MP-a na magnetskoj mijesalici 60 min u destiliranoj vodi pri pH 7 za PS 1 pH 9 za PVC. LC-MS
analiza pokazala je moguce otpustanje aditiva tijekom oba AOP tretmana za PS i PVC MP.

Na slici 28, slu¢aj A1, oznaceni su aditivi primijeéeni nakon izlaganja PS MP-a UV-C/H,0:
procesu pri optimalnim uvjetima. Aditiv s m/z omjerom 205 predstavlja dibutil ftalat.>** Dibutil
ftalat Cesto se koristi kao stabilizator razli¢itih vrsta plastike pa tako i PS-a**; stoga njegova
prisutnost u vodenoj fazi nije neobic¢na. Slijede¢i uoceni aditiv ima m/z omjer 427, a pripada
diizononil cikloheksan-1,2-dikarboksilatu.’*¢*%7 Rije¢ je o plastifikatoru koji se koristi za
dobivanje savitljivih plastika te je Cesto zamjena za toksi¢ne plastifikatore. Iako je ¢eS¢e prisutna
kod PVC-a, moZe se dodavati tijekom proizvodnje svih vrsta plastike.>*® Pik s m/z omjerom 405
pripada 4,4 -bis(fenilizopropil)difenilaminu, a stru€njacima je poznat kao antioksidans 405 1 Cesto
se moze prona¢i u PE-u, PP-u, PVC-u i drugim vrstama plastika.’*® U ovome istraZivanju
zabiljezen je kod obje ispitivane vrste MP-a. Posljednji zapaZeni aditiv je antioksidans s m/z
omjerom 517, a rijeC je o oktadecil-3,5-di-terc-butil-4-hidroksihidrocinamatu, poznatijem kao
irganox 1076.%%3 Irganox 1076 komercijalni je fenolni antioksidans koji se obi¢no koristi za
stabilizaciju razli¢itih vrsta plastika u Sirokom rasponu primjene.**’

Slika 28, slu¢aj B1, prikazuje aditive primijeéene nakon tretmana PVC MP-a UV-C/S,0s*"
procesom pri optimalnim uvjetima. Pik s m/z omjerom 279 pripada poznatome plastifikatoru
di-(2-etilheksil)-ftalatu (DEHP) koji se uobi€ajeno nalazi u PVC-u. DEHP je vrlo toksican ftalat
koji moZe imati Stetan u¢inak na razvoj i reprodukciju.**! Osim DEHP-a, primijeéeni su i aditivi s

m/z omjerima 405 i 1177. Aditiv omjera 405 je antioksidans karakteristi¢an za PE, PP i PVC.?*
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Pik s m/z omjerom 1177 pripada antioksidansu pentaeritritol tetrakis[3-(3,5-di-tert-butil-4-

hidroksifenil)propionatu] ili skraceno irganoxu 1010. Irganox 1010 dodaje se u PVC zbog

stabilizacije materijala.

342-344

LC-MS analiza vodenih faza dodatno je potvrdila djelomi¢nu razgradnju obje vrste

ispitivanih MP-a. Odabrani predtretmani uzrokuju povrSinsku razgradnju MP-a te se pretpostavilo

se da ¢e ovakav prethodni postupak znacajno unaprijediti proces biorazgradnje.
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Slika 28. LC-MS spektri vodenih faza: A) kod slijepe probe za PS, A1) kod PS-a nakon
provedbe UV-C/H20: tretmana pri optimalnim uvjetima, B) kod slijepe probe za PVC 1 B1) kod
PVC-a nakon UV-C/S;0¢*" tretmana pri optimalnim uvjetima.
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4.3 Preliminarni eksperimenti biorazgradnje

Na slici 29 prikazani su dijagrami ovisnosti log CFU vrijednosti o OG za pet ispitivanih
kultura kvasaca: Trichosporon sp., Candida parapsilosis, Rhodotorula glutinis, Saccharomyces
cerevisiae 1 Geotrichum candidum. Prema dijagramima prikazanim na slici 29 postavljeni su
preliminarni eksperimenti biorazgradnje MP-a kako bi se odredio kvasac s najve¢im potencijalom
za biorazgradnju PS odnosno PVC MP-a. UspjeSnost svakog kvasca odredena je na temelju

promjene log CFU vrijednosti tijekom 30 dana procesa. Slika 30 prikazuje dobivene rezultate.
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Slika 29. Dijagrami ovisnosti log CFU o OG za: A) Trichosporon sp., B) Candida parapsilosis,
C) Rhodotorula glutinis, D) Saccharomyces cerevisiae 1 E) Geotrichum candidum.
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Slika 30. Promjene log CFU vrijednosti tijekom preliminarnih eksperimenata biorazgradnje
primjenom kultura kvasca: A) Trichosporon sp., B) Candida parapsilosis,
C) Rhodotorula glutinis, D) Saccharomyces cerevisiae 1 E) Geotrichum candidum.
Plavi krugovi prikazuju biorazgradnju PS-a, narancasti biorazgradnju PVC-a,
a zeleni kontrolni eksperiment.

Za oba testirana uzorka: PS 1 PVC MP, Geotrichum candidum (slika 30E) imao je nize
log CFU vrijednosti od kontrole tijekom cijelog eksperimenta, dok su 7richosporon sp. (slika 30A)
1 Saccharomyces cerevisiae (slika 30D) imali vrlo sli¢ne vrijednosti kao i1 kontrola. U slucaju
Rhodotorula glutinis (slika 30C), promjena log CFU vrijednosti za PS takoder je bila vrlo sli¢na

kontroli, a u slucaju PVC-a ¢ak 1 niZa od kontrole.
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Konaéno, Candida parapsilosis (slika 30B) pokazala je fazu prilagodbe na oba MP-a, a
nakon 14. dana pozitivno odstupanje log CFU vrijednosti od kontrolnih vrijednosti uoceno je i za
PS i za PVC MP. Prema tome, Candida parapsilosis je odabrana za glavni pokus kao kvasac s

najveéim potencijalom za biorazgradnju ispitivanih MP-a. Op¢enito, za Candida sp. se zna da

345 346 i

moze razgraditi razne alifatske i aromatske ugljikovodike * ukljucujuéi plastiku poput PET-a
PUR-a*’. Osim toga, poznato je da Candida parapsilosis moze proizvoditi esteraze’*, koje se
smatraju vaznim enzimima za biorazgradnju PS-a pa ovakav ishod preliminarnih pokusa

biorazgradnje nije neocekivan.

4.4 Glavni eksperimenti biorazgradnje

Nakon provedenih preliminarnih eksperimenata biorazgradnje, provedena je biorazgradnja
PS 1 PVC MP-a primjenom izabranog kvasca s najveéim potencijalom: Candida parapsilosis.
Glavni eksperimenti provedeni su prema dizajnu eksperimenta prikazanom u tablici 14, a
optimalni uvjeti i znacajni parametri procesa odredeni su RSM pristupom opisanim u poglavlju

3.2.5. Rezultati analize prikazani su u tablici 18.

Tablica 18. Podaci statisticke analize razvijenih kvadrati¢énih modela prema jednadzbi (27) za
biorazgradnju MP-a.

Znacajni
MP JednadZba modela R? R%.q F p parametri
modela*
log CFU = 1,56 + 1,27-pH
+2,29-102-0/min — 2,63-10-OG 0 OG
PS  —2,03-pH-o/min—1,74-102pH-OG  0,9622 009422 48,05 <0,0001 P i !
+2,08-0/min-OG — 1,03-107-pH? ormin
—7,25:(o/min)* +2,22-107"- OG?
log CFU = 4,14 + 4,59-10"-pH
+1,67-102-0/min + 2,47-OG 0 OG
PVC 2,08 pH-o/min—2,92-102pH-0OG  0,9368 09034 28,00 <0,0001 P e !

—2,41-0/min-OG - 4,46-102-pH?
—5,63-(0o/min)? — 7,60-10-OG?
* znacajnost p = 0,05
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Nakon statisticke obrade dobivenih podataka, na temelju regresijskih koeficijenata R? i R%q
moze se zakljuciti da odabrani kvadrati¢ni modeli opisuju eksperimentalne podatke s visokom

pouzdanoscu (> 90 %). Svi ispitani parametri pokazali su se znac¢ajnima jer su p vrijednost njima
odgovarajuc¢ih ¢lanova modela bile manje od 0,05.

pH=3,0

pH=5,0 pH=17,0

TogCFU

o2
o @ o
0, 97 ®

o/min = 160,0 o/min = 200,0

logCFU

Slika 31. Utjecaj procesnih parametara na log CFU kod biorazgradnje PS MP-a primjenom
kvasca Candida parapsilosis pri konstantnom: A) pH, B) o/min i C) OG.
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Slika 32. Utjecaj procesnih parametara na log CFU kod biorazgradnje PVC MP-a primjenom
kvasca Candida parapsilosis pri konstantnom: A) pH, B) o/min i C) OG.

Slike 31 1 32 prikazuju modelom dobivene povrSine odziva za biorazgradnju PS MP-a,
odnosno PVC MP-a, kvascem Candida parapsilosis. Crvena podrucja na povrSinama odziva
prikazuju najucinkovitiju biorazgradnju odnosno uvjete pri kojima je log CFU bio najvisi u 30.
danu eksperimenta. Candida parapsilosis postigla je najveci log CFU pri pH od 5,67 odnosno 4,94
za PS i PVC. Ovi rezultati su u skladu s nekim literaturnim izvje$¢ima**? prema kojima bi

optimalni pH za biorazgradnju kvascima trebao biti izmedu 5,5 1 6,0.
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Nepovoljan ucinak kiselijeg i bazi¢nijeg medija na biorazgradnju PS ili PVC MP-a kulturom
Candida parapsilosis jasno se vidi na slikama. Brzina mijesanja igra vaznu ulogu u biorazgradnji
poboljsavajuci prijenos kisika u procesnu smjesu i1 osiguravaju¢i homogene kemijske i fizikalne
uvjete.* Candida parapsilosis je aerobni mikroorganizam $to zna¢i da bi intenzivnije mijesanje
trebalo imati pozitivan ucinak na aktivnost ovog kvasca. Medutim, utvrdeno je da najveca brzina
mijeSanja nije optimalna za biorazgradnju. Optimalna brzina mijeSanja pokazala se 156 o/min za
PS 1 136 o/min za PVC MP-a. Uzrok ovakvog ponaSanja nije istrazen, ali pretpostavlja se da
preintenzivno mijeSanje moze oStetiti stanice kvasca ili mozda sprijeciti adsorpciju kvasca na
povrSinu MP-a i na taj nacin negativno utjecati na stvaranje biofilma. Takve primjere imamo na
nekim drugim kulturama. Naime, poznato je da intenzivno mijeSanje moZe promijeniti morfologiju

bakterije Escherichia coli**°, a pronadeno je i da velika brzina mije$anja moZe negativno utjecati

331 Aspergillus niger*>?. Nadalje, usporedba

na proizvodnju enzima kod Aspergillus luchuensis
log CFU vrijednosti pri optimalnim uvjetima procesa (tablica 19) pokazala je da se Candida
parapsilosis mozZe bolje prilagoditi PVC MP-u nego PS MP-u. Jedan od razloga ovakvog
ponasanja vjerojatno je molekularna struktura ova dva polimera. Naime, PS za razliku od PVC-a
sadrzi aromatski prsten, a poznato je da prisutnost aromatskih prstena u molekulskoj strukturi

povedéava toksi¢ni potencijal tvari.?***>* Naravno, to se ne moze pouzdano tvrditi bez detaljne

analize mehanizama toksi¢nosti oba ispitivana MP-a.

Tablica 19. Optimalni uvjeti za biorazgradnju PS 1 PVC MP-a primjenom Candida parapsilosis.

MP pH o/min oG log CFU*
PS 5,67 156 1,0 7,24
PVC 4,94 136 1,0 7,75

* prema optimalnom modelu

Nakon provedbe biorazgradnje pri optimalnim uvjetima, provedena je LC-MS analiza

vodenih faza u svrhu detekcije otpustenih aditiva. Rezultati analize prikazani su na slici 33.
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Slika 33. LC-MS spektri vodenih faza: A) kod mineralnog medija, B) kod PS-a nakon provedene
biorazgradnje pri optimalnim uvjetima i C) kod PVC-a nakon provedene biorazgradnje pri
optimalnim uvjetima.

Usporedba MS spektara dobivenih prije i nakon biorazgradnje PS-a pokazala je pojavu
novog vrha pri m/z omjeru 327 (slika 33B). Ovaj vrh mogao bi predstavljati trifenil fosfat*>°, koji

3% U eksperimentima biorazgradnje PVC-a, analiza MS

se obi¢no koristi kao usporiva¢ gorenja
spektra pokazala je pojavu dva nova pika s m/z omjerima 391 1 447 (slika 33C). Pik s omjerom
391 vrlo vjerojatno predstavlja ve¢ spomenuti DEHP, ¢iji su karakteristicni m/z omjeri 149, 279 1
391341357358 pik s m/z omjerom 447 mogao bi predstavljati diizodecil ftalat.*>® Navedeni kemijski
spojevi jedni su od najéescée koristenih plastifikatora u proizvodnji PVC-a u Europi.**® Osim toga,
oba ova spoja sadrze karbonilnu skupinu, tako da je njithovo otpustanje s povrSine PVC-a u skladu
s opazenim smanjenjem intenziteta ATR-FTIR pika u rasponu od 1720—1740 cm™ §to je prikazano

na slici 34.

98



0,25 0,40
1—ps A 1 —PvC B
1 — PS tretiran s UV-C/E [:O1 0,35 — PVC tretiran s UV-C/S-0¢?
0,207 — Biorazgradnja predtretiranog PS-a 4 ~ Biorazgradnja predtretiranog PVC-a
] 030 7
0,15 1
<~ ] < 025
0,10 :
1 0,20
0‘05—: 0.10
0,00 st JUE& 0,00 S
4006 35IOO 30IOO 2500 2000 1’}"70 1500 liSO 1600 ' 750 '5'00 4000 3500 3000 2500 2000 1750 ]500 1250 1000 750 500
A em™ A7/ em™

Slika 34. Usporedba ATR-FTIR spektara netretiranih MP uzoraka s spektrima uzoraka nakon
tretmana AOP-om te spektrima uzoraka nakon tretmana AOP-om pa potom kulturom Candida
parapsilosis. Slu¢ajevi predstavljaju: A) PS i B) PVC.

Za kraj cjelokupnog istrazivanja, provedena je biorazgradnja netretiranog MP-a i MP-a
prethodno tretiranih s odabranim AOP-om pri optimalnim uvjetima prikazanim u tablici 19 kako
bi se moglo zakljuciti da li predtretman AOP-om unaprjeduje proces biorazgradnje. Usporedba
CFU vrijednosti odredivanih tijekom procesa biorazgradnje netretiranih MP uzoraka i MP uzoraka

prethodno tretiranth AOP-om prikazane su na slici 35.
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Slika 35. Usporedba CFU vrijednosti utvrdenih tijekom procesa biorazgradnje netretiranih MP
uzoraka (zeleni krugovi) i MP uzoraka prethodno tretiranih AOP-om (narancasti krugovi).
Slucajevi predstavljaju: A) PS1B) PVC.
Usporedene CFU vrijednosti korigirane su za CFU vrijednosti kontrolnog eksperimenta. Na

slici 34 jasno je da se prilagodba Candida parapsilosis na uvjete u sustavu odvijala unutar prva 3

dana i da je broj stanica kvasca nakon toga ostao prakticki konstantan.
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Izuzetak je eksperiment s netretiranim uzorkom PS-a, gdje se moze uociti blagi trend pada CFU
tijekom tridesetog dana, $to ukazuje da se kultura kvasca nije mogla prilagoditi ovom uzorku i
iskoristiti ga kao izvor ugljika i energije. Takoder se moze vidjeti da su razine CFU opcenito vise
u uzorcima prethodno obradenim AOP-om, bez obzira na vrstu MP-a, sugerirajuci da su promjene
uzrokovane AOP predobradom napravile MP prihvatljivijom za prezivljavanje kulture Candida
parapsilosis. Osim pracenja CFU-a, Cestice MP-a analizirane su ATR-FTIR spektroskopijom te
su spektri usporedeni s spektrima snimljenim za netretirane uzorke MP-a kao 1 uzorke MP-a
tretirane AOP-om. Naknadna biorazgradnja predtretiranih MP-a prouzrocila je dodatno smanjenje
svih karakteristi¢nih pikova u oba slucaja Sto je prikazano na slici 34. Ovom analizom potvrdeno
je da je predtretman pospjesio efikasnost procesa biorazgradnje. Medutim, ponovno nije doslo do
potpune mineralizacije ispitivanih MP uzorka. I u ovom slucaju provedena je LC-MS analiza
vodenih faza dobivenih nakon provedene biorazgradnje predtretiranih MP-a uzorka, pri

optimalnim uvjetima (slika 36). Osim prethodno navedenih aditiva uoceni su i neki novi.
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Slika 36. LC-MS spektri vodenih faza: A) predtretirani PS nakon procesa biorazgradnje pri
optimalnim uvjetima 1 B) predtretirani PVC nakon procesa biorazgradnje pri optimalnim
uvjetima.
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Za PS MP uz plastifikatore s m/z omjerima 205 1 427, usporivac gorenja s m/z omjerom 327
te antioksidanse s m/z omjerima 405 1 515 uoceni su i plastifikatori s m/z omjerima 149 1 279 te
antioksidansi s m/z omjerima 801 1 1194 (slika 36A). Plastifikator s m/z omjerima 149 1 279
oznacava veé¢ spomenuti DEHP, odnosno ione dobivene njegovim raspadom,3+!-357:358:361
Antioksidans s m/z 801 nosi naziv tris(3,5-di-tert-butil-4-hidroksibenzil) izocijanurat, a poznatiji

je kao irganox 3114.3%

Koristi se u brojnim komercijalnim plastikama s udjelom od 0,05 do
0,5%.3%  Irganox 1010, poznat kao pentaeritritol tetrakis(3-(3,5-di-tert-butil-4-
hidroksifenil)propionat), je fenolni antioksidans, a u masenom spektru nalazi se na m/z 1194.
Irganox 1010 ima karakteristike niske hlapljivosti, visoke toplinske stabilnosti, netoksi¢nosti,
dobre otpornosti na ekstrakciju te ima znacajni 1 trajni antioksidativni u¢inak, §to moZze znacajno
poboljsati vijek trajanja plasti¢nih proizvoda.’%

Kod PVC MP-a, uz plastifikatore s m/z omjerima 279, 391 i 447 te antioksidans s m/z
omjerom 1177 uoceni su jo§ plastifikatori s m/z omjerima 183, 312 i 205 te antioksidans s m/z
omjerom 1059 (slika 36B). Plastifikator s m/z omjerom 183 je difenilketon (benzofenon). Rijec je
o fotosenzibilizatoru koji se ¢esto dodaje plastici kako bi bila otpornija na UV svjetlo.**>3%¢ Uocgen
je i dibutil ftal, aditiv s m/z 205 koji je primijeéen i kod PS-a.>** Posljednji detektirani plastifikator
ima omjer m/z 312 i predstavlja benzil butil ftalat (BBP).*¢"-*® BBP se §iroko koristi diljem svijeta
kao plastifikator u industriji PVC-a.*®® Nakon biorazgradnje predtretiranog PVC-a uogen je samo
jedan antioksidans s m/z omjerom 1059, poznat kao irganox 3125 (triester 3,5-di-tert-butil-4-
hidroksi hidro cimetne kiseline s 1,3,5-tris(2-hidroksietil)-S-triazin-2,4,6(1H,3H,5H)-
trionom)*7? 37!

Nije neobicno §to je uoceno vise plastifikatora nego ostalih aditiva s obzirom da oni ¢ine ¢ak
34 % svih proizvedenih aditiva dok usporiva¢i gorenja ¢ine 13 %, a antioksidansi tek 6 %.*’> Na
temelju cjelokupne LC-MS analize vodenih faza, vidljivo je kako najviSe otpuStenih aditiva u
otopinama nakon biorazgradnje AOP-om predtretiranih uzoraka MP-a, §to potvrduje da AOP

predtretman pospjeSuje biorazgradnju.
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5 ZAKLJUCAK

Onecis¢enje okolisa plastikom desetlje¢ima zabrinjava covjecanstvo. Problem mikroplastike
(MP-a) javio se unazad tek nekoliko godina, a posljedice koje moze ostaviti na zivuce organizme
1 okoli$ nisu zanemarive. U cilju pronalaska ekoloski i ekonomski prihvatljivog rjeSenja uklanjanja
MP cestica iz okolisa, u ovome radu ispitali su se napredni oksidacijski procesi (AOP-i) u
kombinaciji s biorazgradnjom. AOP-i su vrlo ucinkoviti i ekoloski prihvatljivi za uklanjanje
organskih onecis¢ujucih tvari dok je njihova ekonomska isplativost upitna. Biorazgradnja je pak
ekoloski i ekonomski vrlo isplativa, medutim njezina ucinkovitost kod uklanjanja vrlo stabilnih
Cestica MP-a nije zadovoljavaju¢a. Smatralo se da bi njihova kombinacija trebala dati pozitivne
rezultate kod uklanjanja MP-a iz vodenih sustava.

U pocetnom dijelu istraZivanja ispitan je potencijal razli€itth AOP-ova u razgradnji
polietilena niske gusto¢e (LDPE), polipropilena (PP), polistirena (PS) i poli(vinil-klorida) (PVC).
Za osmisljavanje eksperimentalnog plana koristio se potpuni faktorski dizajn, pri ¢emu je svaki
parametar testiran na tri razine. Ispitani su UV-C/H202 i UV-C/S20s>" proces, te Fentonov,
foto-Fentonov 1 Fentonu slican proces. Kao odziv koriStene su povrSine karakteristicnih linija
ATR-FTIR spektra, a model kojim je opisana ovisnost razgradnje MP uzoraka o parametrima
procesa bio je kvadrati¢an model. Za svaki proces odredeni su optimalni uvjeti razgradnje.

Za UV-C/H,02 i UV-C/S208> procese ispitan je utjecaj podetne pH vrijednosti otopine
(testiran u rasponu od 4 do10), pocetna koncentracija koristenog oksidansa (1-20 mM) i trajanje
obrade (30-90 min). U¢inkovitost razgradnje procijenjena je relativnom promjenom intenziteta

odabranih karakteristi¢cnih ATR-FTIR vrpci: vibracija CH>— skupine u ravnini pri 1468 cm™! za

1 1

LDPE, simetri¢no istezanje —CH3 pri 1456 cm ™ za PP, savijanje C-H izvan ravnine pri 694 cm™
za PS i savijanje CHa pri 1412 cm™! za PVC uzorke. Unutar raspona primijenjenih parametara, svi
MP uzorci pokazali su se osjetljivima na testirane fotokemijske AOP-ove (UV-C/H:20: i
UV-C/S,0s> tretman). Statisti¢ka obrada rezultata potvrdila je zna¢ajan utjecaj sva tri ispitivana
procesna parametra pri razgradnji gotovo svih ispitivanih MP-a. Jedini parametar koji nije bio
utjecajan je pH pri razgradnji PP MP-a primjenom UV-C/H>O; procesa. Na temelju analize
odzivnih povrsina za ispitane AOP procese zakljuceno je da je UV-C/H20: proces najmanji utjecaj

imao na PP, neSto ve¢i na LDPE dok je razgradnja PS i PVC MP-a bila znacajnija.
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Sli¢no je zaklju¢eno analizom odzivnih povriina dobivenih kod primjene UV-C/S,0s>" procesa.
Utvrdeno da je UV-C/H2O: tretman ucinkovitiji u razgradnji PS uzoraka s maksimalnom
ucinkovitosti u blago kiselom okruzenju, uz upotrebu maksimalne koncentracije peroksida i uz
maksimalno trajanje tretmana. Za PVC uzorke, UV-C/S;0s>  proces doveo je do najboljih
rezultata. Maksimalna ucinkovitost postignuta je u blago bazi¢nom okruzenju sa srednjom
koncentracijom peroksida (11,1 mM) tijekom 90 minuta (maksimalno trajanje tretmana).

Kod Fentonovih procesa ispitan je utjecaj pocetne pH vrijednosti otopine, omjera MP-a i
zeljeza te omjera peroksida i Zeljeza. U¢inkovitost razgradnje procijenjena je na temelju intenziteta

1. U globalu su svi ispitani

pika novonastale OH skupine u spektralnom rasponu 3000-3600 cm
Fentonovi procesi rezultirali slabijom razgradnjom MP-a u usporedbi s preostala dva primijenjena
AOP-a. Foto-Fentonov proces pokazao se znafajnim u razgradnji ¢ak tri MP-a: LDPE-a, PS-a i
PVC-a. PP je bio najmanje osjetljiv na tretmane, bez uocenih znacajnih promjena u intenzitetima
karakteristiénih ATR-FTIR vrpci. Kod LDPE i PS MP-a, znakovi razgradnje uoceni su tek nakon
razgradnje uoceni nakon Fentonovog i1 foto-Fentonovog tretmana. Rezultati pokazuju da je od tri
primijenjena tretmana, foto-Fentonov tretman najucinkovitiji u razgradnji PVC MP-a. S obzirom
da se Fentonovi procesi nisu pokazali pretjerano u¢inkovitima u razgradnji MP-a pri odabranom
trajanju obrade od 60 minuta, izgledno je da bi produljenje obrade dovelo do neSto bolje
ucinkovitosti, ali u ovom slu¢aju postavlja se pitanje ekonomske isplativosti produljenja. Osim
slabije u¢inkovitosti, Fentonovi tretmani zahtijevaju nizak pH 1 dodavanje Zeljeza u sustav §to je
dodatna mana ovih tretmana, pa su za istraZzivanje u¢inkovitosti AOP predtretmana u biorazgradnji
MP-a odabrani UV-C/H,0; i UV-C/S,0g* procesi.

Za preliminarne eksperimente biorazgradnje, iz okoliSa je izolirano pet sojeva kvasca:
Candida parapsilosis, Geotrichum candidum, Rhodothorula glutinis, Saccharomyces cerevisiae 1
Trichosporon sp. Provedena je biorazgradnja MP-a tijekom 30 dana pri literaturno preuzetim
uvjetima. Medu njima je kvasac Candida parapsilosis na temelju CFU vrijednosti identificiran
kao mikroorganizam s najve¢im potencijalom za biorazgradnju PS i PVC MP-a.

Glavni eksperimenti biorazgradnje provedeni su prema potpunom faktorskom dizajnu, gdje
je ispitan utjecaj pocetne pH vrijednosti mineralnog medija, brzina mijeSanja rotacijske tresilice

(o/min) 1 pocetna opticka gustoca (OG) kvasca na tri razine.
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Analizom rezultata potvrdeno da je doslo do veéeg povecanja CFU-a u reaktorima s MP-om
u usporedbi s reaktorima bez MP-a sto dokazuje da Candida parapsilosis moze koristiti ispitivanu
MP kao izvor ugljika za rast i razvoj. Optimalni uvjeti za biorazgradnju PS-a su 156 o/min, pocetna
OG od 1,0 i pH 5,67, dok su za PVC MP-a to bili 136 o/min, pocetna OG od 1,0 i pH 4,94.
Usporedbom biorazgradnje PS i PVC MP-a, ustanovljeno je da se Candida parapsilosis bolje
prilagodila PVC-u nego PS-u.

U zavrsnici istrazivanja provedena je biorazgradnja netretiranih i AOP-om tretiranih PS 1
PVC MP-a pri optimalnim uvjetima. Opcenito govoreci, biorazgradnja predtretiranih uzoraka
rezultirala je ve¢im brojem stanica kvasca u sustavu bioloske obrade u usporedbi s bioloskom
obradom prethodno netretiranih uzoraka, $to ukazuje na pozitivan ucinak predobrade MP-a.
Rezultati impliciraju da bi povecanje trajanja prethodne obrade AOP-om ili dodavanje vise
peroksida u slucaju UV-C/H20: tretmana PS MP-a, dovelo do bolje razgradnje MP-a §to bi moglo
poboljsati ucinkovitost bioloske obrade. Medutim, takve promjene zahtijevaju delikatno
razmatranje rastucih troskova (troskovi elektri¢ne energije, troSkovi lampe te troSkovi kemikalija
za oksidaciju i podeSavanje pH) pa bi se morala pronaci ravnoteza izmedu povecanih troskova
obrade i povecéane ucinkovitosti.

Uz prac¢enje CFU, bolja biorazgradnja AOP-om tretiranih MP-a potvrdena je i ATR-FTIR
spektroskopijom gdje se moglo uociti vece smanjenje intenziteta karakteristicnih pikova. LC-MS
analizom dodatno je uoceno otpuStanje veceg broja aditiva nakon biorazgradnje predtretiranih
uzoraka MP-a §to je potvrdilo tezu da ¢e AOP predtretman PS i PVC MP-a pospjesiti njihovu
biorazgradnju kvascem Candida parapsilosis.

lako je dokazano da predtretman AOP-ima doprinosi boljoj biorazgradnji MP-a, stupanj
razgradnje 1 dalje nije zadovoljavajuci s obzirom da se teZi potpunom uklanjanju MP-a iz vodenih
sustava. Iz navedenog, vidljivo je kako ovo podrucje ima jo§ puno mjesta za napredak 1 da su
potrebna dodatna istrazivanja kako bi se postupak uklanjanja MP-a iz vodenih sustava unaprijedio
na zeljenu razinu. S obzirom na trenutne drustvene trendove usmjerene na odrzivi razvoj i zelene
tehnologije, kao 1 prednosti koje karakteriziraju tretmane poput biorazgradnje (visok metabolicki
potencijal gljiva, vrlo ekonomican 1 ekoloski prihvatljiv pristup), oc¢ekuje se intenziviranje
istrazivanja biorazgradnje MP-a kvascima. To ukljucuje, izmedu ostalog, detaljnije istrazivanje

razli¢itih predobrada koje bi mogle povecati ucinkovitost bioloske obrade.
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