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SAZETAK

Metode ekstrakcije mikroplastike iz SkoljkaSa

Cestice plastike manje od 5 mm nazivaju se mikroplastikom, a mogu se pronaéi u atmosferi,
tlu, morskom 1 slatkovodnom okoliSu. Problemu mikroplastike znacajnije se pristupilo u
posljednjem desetlje¢u nakon sto je koli¢ina mikroplastike u okoliSu postala zabrinjavajuca.
Cestice mikroplastike imaju velik i $tetan utjecaj na morske organizme, odnosno na njihove
fizioloske funkcije. Razvijene su brojne metode za ekstrakciju mikroplastike iz tkiva razli¢itih
organizama pa tako i Skoljkasa. U sklopu ovog istrazivanja usporedene Su tri metode
ekstrakcije iz dagnje Mytilus galloprovincialis: ekstrakcija iz tkiva pomocu kalijevog
hidroksida, dusi¢ne kiseline te vodikovog peroksida. Tkivo se najbrze razgradilo u kalijevoj
luZini na 60°C, zatim u duSi¢noj kiselini na 60°C. Za razgradnju tkiva u vodikovom peroksidu

bilo je potrebno vise vremena, medutim, svaka od triju metoda pokazala se uspje$nom.

KLJUCNE RIJECI: mikroplastika/ metode ekstrakcije/ morski okoli§/ $koljkasi



ABSTRACT

Methods of microplastic extraction from bivalves

Plastic particles smaller than 5 mm are called microplastics, and can be present in atmosphere,
ground, freshwater and marine water. The microplastic problem became more important in
last decade because quantity rates are quite worrying. Microplastic particles have huge and
destructive effects on marine organisms, relatively on their physiology functions. There are
more methods for microplastic extraction from tissues of different organisms especially from
mussels. In this research are used three methods for extraction microplastics from tissue of
mussel Mytilus galloprovincialis: extraction from tissue with potassium hydroxide, nitric acid,
hydrogen peroxide. Tissue has been faster degradated with potassium hydroxide on
temperature 60°C, after that in nitric acid also on 60°C. It takes longer time for tissue
degradation in hydrogen peroxide, however, any of these three methods has showed

succesfull.

KEY WORDS: microplastics/ extraction methods/ marine environment/ mussels



1.UvOD

Plastika je naziv koji se koristi za opisivanje materijala nastalih procesom
polimerizacije od jednostavnih spojeva. Obuhvaca Siroku skupinu sintetic¢kih i polusinteti¢kih
organskih polimera visoke molekulske mase, dobivenih iz fosilnih izvora kao $to su ugljen,
prirodni plin, sirova nafta (Dehaut i sur., 2016). Velike plasti¢ne Cestice formiraju se taljenjem
i oblikovanjem smole ili od razli¢itih vlakana te imaju niz primjena, od odje¢e do industrijskih
struktura (Lusher i sur., 2017). Glavne su znacajke plasti¢nih materijala jednostavnost za rad i
oblikovanje, niski troSkovi proizvodnje, vodootpornost, dobri Su elektri¢ni izolatori. Medutim,
ve¢ina ih ne moze izdrzati vrlo visoke temperature, te nisu otporni na koroziju i kemijske
ucinke. Neki nisu biorazgradivi ili pogodni za reciklazu, a gorenjem otpustaju spojeve koji

onecis¢uju okolis.

Medu vise od 20 skupina polimera Sest ih ¢ini 80 % proizvedene plastike u Europi:
polipropilen (PP) visoke i niske gustoce, polietilen (HDPE i LDPE), polivinil klorid (PVC),
poliuretan (PUR), polietilen tereftalat (PET), polistiren (PS) (Dehaut i sur., 2016). Postoje tri
velike kategorije plastike koje se razlikuju po obliku, agregatnom stanju te temperaturi pri
kojoj su promjenjivi, a to su termoplastika, duromeri i elastomeri (Lusher i sur., 2017).
Termoplastika je plastika koja postaje savitljiva iznad odredene temperature, a nakon hladenja
se vrata u Cvrsto stanje. Vecina tipova termoplastike ima veliku molekularnu tezinu.
Duromeri su petrokemijski materijali, obicno u teku¢em obliku, opcenito su jaci od
termoplasti¢énih materijala te su otporniji na visoke temperature. Elastomeri su polimeri
visoke elasti¢nosti i vrlo slabih medumolekularnih sila, i najmanje su otporni od plasti¢nih

materijala (Polymers International Australia, 2014).

Izum plastike 1907. godine smatra se znacajnim otkri¢em, a plasti¢ni proizvodi ubrzo
su postali prisutni u svakodnevnom zivotu. Dugo su se zanemarivali Stetni utjecaji plasti¢nih
materijala na ljudsko zdravlje, ekosustave i klimu. Desetlje¢a loseg upravljanja otpadom
dovela su do medunarodne krize koja prijeti svjetskim morima. Znanstvenici predvidaju da
¢e, ako se nista ne promijeni, do 2050. u morima biti vise plasti¢nih Cestica nego ribe.
Primjerice, 275 milijuna tona plasti¢nog otpada nastalo je u 192 obalne zemlje tijekom godine

2010., a 4,8-12,7 milijuna tona uslo je u more (Merino i sur., 2018).



Jedna od glavnih karakteristika plastike je njezina trajnost. Radi neodgovarajuceg
upravljanja otpadom dolazi do kontaminacije plastikom na kopnu i u moru. Naime, veci se
komadi plastike fragmentiraju, $to je osobito vidljivo u obalnom podrucju u kojem je utjecaj
valova i UV svjetlosti najizrazeniji. Visoka temperatura, zajedno s intenzivnim UV zracenjem
utjece na razgradnju plastike, dok niza temperatura i manje UV zracenje dovode do znatno

sporije fragmentacije (Andrady i sur., 2015) (Slika 1).

Slika 1. Primjeri mikroplastike iz proizvoda za osobnu njegu, A) pasta za zube i B)

ostatci od velikih plasti¢nih komada (Nerland i sur., 2014)

Veli¢ina komadica plastike u okoliSu je razli¢ita pa se plastika razlikuje po velicini:
makroplastika (>25 mm), mezoplastika (5-25 mm), mikroplastika (<5 mm), nanoplastika

(Van Cauwenberghe i sur., 2015a).



1.1.Mikroplastika

Manje plasti¢ne ¢estice, manje od 5 mm nazivaju se mikroplastikom (Slika 2), a mogu
se pronaci u razli¢itim podruc¢jima kao Sto su atmosfera, tlo, slatkovodni i morski okolis. U
vodenom okolisu mikroplastika se pronalazi na plazama, kontinentskoj podini,
dubokomorskom sedimentu te u povrsinskim i podzemnim vodama. Takoder, zabiljeZen je
unos hranom u mnogobrojne morske organizme medu kojima su komercijalno vazne ribe i
beskraljeznjaci (Lusher i sur., 2017). Cestice mikroplastike najéesce se klasificiraju prema
morfoloskim karakteristikama: veli¢ini, obliku i boji. Sadrzavaju monomere i plasti¢ne aditive
koji mogu imati toksi¢na svojstva koja ugrozavaju morske organizme. Zagadenje
mikroplastikom izaziva pozornost znanstvenika i istrazivaca radi velike koli¢ine u okoliSu 1

mogucéih bioloskih u¢inaka na morske organizme (Santana, 2015).

Slika 2. Mikroplastika prikupljena iz morske vode, obala i morskog sedimenta (lzvor:

Lavender Law i Thompson, 2014)



Prema obliku, Cestice mikroplastike znanstvenici naj¢esce dijele u pet glavnih
kategorija: fragmenti (niti), vlakna, kuglice, pjena, peleti (Lusher i sur., 2017). Jo§ 1960-ih
zabiljezeni su plasti¢ni fragmenti u pti¢jim organizmima (Harper i Fowler, 1987), a 1970-ih u
planktonskim uzorcima (Carpenter i Smith, 1972). Medutim, pozornost znanstvene zajednice
ovaj je problem privukao tek prije desetak godina od kada je zabiljezen veéi broj publikacija o

razlic¢itim aspektima oneciS¢enja mikroplastikom.

Tijekom razliitih istrazivanja, mikroplastika je pronadena unutar tijela Sirokog
spektra morskih organizama od beskraljeznjaka, preko riba i ptica do sisavaca. Plastika sadrzi
kemikalije dodane tijekom proizvodnje, a moze apsorbirati i toksi¢ne tvari poput pesticida i
drugih kemikalija iz okolne morske vode. Tako se kemikalije iz ingestirane plastike prenose u
tkiva. Plasticne Cestice manje veli¢ine, mikroplastika, prolaze kroz stani¢éne membrane te
uzrokuju ostecenja tkiva. Probavljena mikroplastika moze utjecati na fiziologiju organizma u

kojem se nalazi i ugroziti njegovo funkcioniranje (Andrady i sur., 2015).

1.1.1. Primarna i sekundarna mikroplastika

Primarnu mikroplastiku (Slika 3) predstavljaju plasticne Cestice koje se proizvode u
veli¢ini manjoj od 5 mm kao §to su peleti smole promjera 3-5 mm koji se koriste kao sirovina
u proizvodnji plastike, mikrogranule ugradene u kozmeticke proizvode, kuglice za abrazivno
pjeskarenje povrs§ina. Sekundarna mikroplastika rezultat je fragmentacije i raspada vecih
plasti¢nih Cestica u okolisu. Ulazni put primarne mikroplastike ovisi o njezinoj primjeni. Tako
cestice kozmetickih proizvoda obi¢no ulaze u okoli§ preko otpadnih voda, mikroplastika iz
kuglica za abrazivno pjeskarenje ulazi preko atmosfere i otpadnih voda, dok primarna
mikroplastika koja se koristi za sirovine moZe u¢i u okoli§ otjecanjem sirovina iz postrojenja
za preradu. Ovakva vrsta mikroplastike moze se prenijeti izravno u morski okoli§ kad su

Cestice premale za zadrzavanje prilikom procis¢avanja otpadnih voda (Lusher i sur., 2017).



Slika 3. Mikrovlakna (izvor: Microplastic Marine Debris)

Glavni cimbenici okolisa povezani s proizvodnjom sekundarne mikroplastike su
izlozenost UV zraCenju, temperaturi i abraziji. Postoji viSe ulaznih puteva sekundarne
mikroplastike u okoli$. Tako npr. Cestice tekstila mogu pro¢i kroz otpadnu vodu nakon pranja
ili kroz zrak prilikom susenja. Raspadnute plasti¢ne Cestice koje se koriste u poljoprivredi
mogu u¢i u okolis otjecanjem iz tla. Fragmentacijom i raspadanjem plasti¢nih Cestica radi UV
zracenja mikroplastika se unosi u atmosferu i more, a raspadom plasti¢nog otpada u obalni
pojas. Ovi procesi bit ¢e sporiji u vodenim sredinama i u podru¢jima koja su manje izlozena

UV zracenju i niskoj temperaturi (Lusher i sur., 2017).

1.1.2. Rasprostranjenost mikroplastike u morskom okoliSu

lako se dio plastike spaljuje i reciklira, velika koli¢ina zavrSava u morskom okolisu.
Brojna dosadaSnja istrazivanja mikroplastike bila su ograni¢ena na povrSinski sloj mora i
neuston zbog svojstva plastike da pluta, a zatim su se istrazivanja proSirila na pojas od
nekoliko metara dubine. Medutim, u istrazivanjima na podrucju Kine 1 Koreje 2006. godine,
mikroplastika je pronadena i na veéim dubinama (Van Cauwenberghe i sur., 2015a).
Mikroplastika je prisutna u svim svjetskim morima, pronadena je u Atlantiku i Pacifiku kao i

njihovim rubnim morima, u obalnom podruéju i na otvorenom moru.

Siroku rasprostranjenost mikroplastike potvrduju dosad provedene studije. Najveéa

koncentracija zabiljezena je u analiziranim uzorcima otpada (Nerland i sur., 2014)



prikupljenim u sjeverozapadnom Atlantiku (oko 60 %), Portugalu (61 %), oko Korzike (74
%), u Keltskom moru (oko 89 %), te u estuarijima Sjevernog mora (oko 97 %) (Nerland i sur.,
2014). Prema podatcima iz ProgramaUjedinjenih naroda za okoli§ (UNEP) 15 % otpada u
moru pluta na njegovoj povrsini, 15% lebdi u vodenom stupcu, a ¢ak 70 % nalazi se na
morskome dnu (Van Cauwenberghe i sur., 2015a). Prema podatcima Europske agencije za
okoli$ otpad se zbog djelovanja morskih struja, vjetra i Zemljine rotacije okuplja i formira
vrtloge. Postoji pet takvih vrtloga, dva u Atlantskom i Tihom te jedan u Indijskom oceanu
(Slika 4). Najveci, sjevernopacificki vrtlog sadrzi oko 3,5 milijuna tona otpada (Van

Cauwenberghe i sur., 2015a).

South
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Slika 4. Polozaj pet vrtloga otpada
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(izvor:http://www.ecogo.org/dispatches/plastic-ocean-gyres/)



Istrazivanje provedeno u Japanu pokazalo je da plastika ¢ini 80— 85 % otpada na
morskome dnu (Van Cauwenberghe i sur., 2015a), a prema istrazivanju u Portugalu cak je 98
% otpada na plazama plasticno (Van Cauwenberghe i sur., 2015a). Mikroplastika razli¢itih
dimenzija zabiljeZena je u sedimentima diljem svijeta, pogotovo u obalnim i sedimentima
plitkih mora (Van Cauwenberghe i sur., 2015a). Istrazivanja sedimenta pokazala su da je
zagadenje plastikom sve vece (Van Cauwenberghe i sur., 2015a). U posljednjih je dvadeset
godina na plazama u Belgiji zabiljezeno trostruko povecanje taloZzenja Cestica mikroplastike
(Van Cauwenberghe i sur., 2015a). Velika je koncentracija zabiljeZena na podrué¢ju Sjevernog
mora, Sredozemnog mora, Azije te na gusto naseljenoj obali Brazila (Van Cauwenberghe i
sur., 2015a). Najranija istrazivanja obuhvacaju pelete industrijske smole (2-5 mm) na plazama

Novog Zelanda, Kanade, Bermuda, Libanona i Spanjolske (Van Cauwenberghe i sur., 2015a).

1.1.3. Mikroplastika u Sredozemlju i drugim europskim morima

Otpad u moru, u kojem je udio plastike ¢ak 70— 80 %, ozbiljan je problem u
Sredozemlju. Koli¢ina mikroplastike u povrSinskim vodama Sredozemnog mora sli¢na je
koli¢ini u sjevernopacifickom krugu (0,27 &estica m™°). Na rasprostranjenost mikroplastike
znatno utjece vjetar koji moze preraspodijeliti Cestice u gornjim slojevima vodenog stupca.
Mikroplastika, u obliku granula i peleta, Siroko je rasprostranjena na morskom dnu i na
plazama u Sredozemlju i drugim europskim morima. Na manje hidrodinami¢nim podruc¢jima,
kao Sto je npr. Venecijanska laguna, koli¢ina je velika. U Belgiji je zabiljeZena veca
koncentracija u sedimentu iz luka nego u uzorcima s plaza na kojima je hidrodinamizam
izrazeniji. Mikroplastika je zabiljeZena i u sedimentima na ve¢im dubinama u Sredozemnom i
drugim morima, $to ukazuje na tonjenje Cestica mikroplastike. Duboko morsko dno moze se
smatrati glavnim odlagaliStem plasticnog otpada ¢ime se moze objasniti trenutna
neuskladenost izmedu procijenjenog unosa plasti¢nog otpada u mora i terenskih podataka koji

se uglavnom odnose na plutajuéi otpad (Lusher, 2015).



Do 2016. godine trajao je regionalni projekt procjene stanja morskog otpada u
Jadranskom moru pod nazivom ,,Sustav upravljanja morskim otpadom u jadranskoj regiji
(“Derelict Fishing Gear Management System in the Adriatic Region®, skra¢eno: DeFishGear).
Proveo se u sedam drzava regije: Albaniji, Bosni i Hercegovini, Crnoj Gori, Gr¢koj, Italiji,
Sloveniji i Hrvatskoj. Ciljevi projekta bili su uspostavljanje regionalne mreze stru¢njaka za
morski otpad, razmjena iskustava u svrhu uskladenog pra¢enja morskog otpada u cijelom
Jadranu, podizanje javne svijesti te sveobuhvatna procjena stanja na regionalnoj razini. U
srednjoj i juznoj Dalmaciji zabiljezena je poveéana koli¢ina otpada, ¢emu u velikoj mjeri
pridonosi i otpad iz Crne Gore, Albanije i Gréke koji u ovo podrucje donose morske struje.
Problematika morskog otpada na podru¢ju Jadrana uglavnom se svodi na povremene analize
otpada naplavljenog na plazama, ali nedostaju sustavne studije i programi monitoringa, kao i

baze podataka o morskom otpadu (Guic, 2016).

1.2. Prijenos postojanih bioakumulacijskih i toksi¢nih tvari te aditiva iz mikroplastike
u morske organizme

Mikroplastika moZze u morski okoli§ prenositi kemikalije koje se smatraju
zagadiva¢ima od ekotoksikoloSkog znacaja, i to iz dvaju glavnih izvora. Prvi izvor ukljucuje
aditive, monomere i nusproizvode nastale od plasti¢nih Cestica (Teuten 1 sur., 2009). Druga su
vrsta zagadivaca hidrofobne komponente metala iz okolne morske vode. Najc¢es¢e obuhvacaju
postojane bioakumulacijske i toksi¢ne tvari (PBT), otporne organske zagadivace (POP-S) i
policikli¢ne aromatske ugljikovodike (PAH-s) (Ogata i sur., 2009).

Svojstvo mikroplastike da akumulira postojane bioakumulacijske toksi¢ne tvari
omogucuje Nnjihovo prenoSenje na morske organizme. Takve tvari izazivaju imunoloske,
reproduktivne i neuroloske smetnje kod organizama. Prisutnost i akumulacija plasti¢nih
otpadaka u morskom okolidu postali su prioritetna pitanja politike zastite okolia. Cestice
mikroplastike izmedu 1 um i 5 mm najzastupljeniji su oblici plastike u morskom okolisu, a te
se Cestice nakupljaju u povrSinskim vodama, obalama i sedimentu. Takoder su prisutne i u
organizmima te su toksikoloski zna¢ajne (Lusher i sur., 2017). Na temelju procjene prijenosa
postojanih bioakumulacijkih toksi¢nih tvari iz mikroplastike na morske organizame, koja
obuhvaca i modelne izracune na temelju eksperimentalnih studija, zakljuceno je da ingestija
mikroplastike nec¢e povecati izlozenost organizama ovim tvarima. Sli¢cno tome, prijenos

aditiva iz ingestirane mikroplastike ima zanemariv utjecaj na ukupnu izloZenost organizma



aditivima. Negativni metabolicki i fizioloski ucinci zabiljeZzeni su samo u laboratorijskim
uvjetima, gdje su u vecini pokusa organizmi izlozeni vrlo visokim koncentracijama

mikroplastike koje nisu karakteristicne za prirodni okoli$ (Lusher i sur., 2017).

1.3.Metode za ekstrakciju mikroplastike iz organizama

Da bi se utvrdila koli¢ina u organizmima, mikroplastiku je potrebno ekstrahirati, a za
utvrdivanje razine izlozenosti organizama, olakSavanje usporedbe medu studijama i
moguénost procjene rizika od akumulacije Cestica mikroplastike, nuzno je standardizirati
metode ekstrakcije i odabrati pokusne organizme. Dagnje su dobri kandidati za procjenu
izlozenosti mikroplastici, isto kao S$to su dobre indikatorske vrste za druge oneciS¢ivace
okolisa (Vandermeersch i sur., 2015). Zahvaljujuéi filriraju¢em nacinu Zivota, dagnje su dobri
indikatori koji akumuliraju tvari iz okolisa (VolpiGhirardini i sur., 2015, Jovi¢ i sur., 2011).
Zbog filtriranja morske vode dagnja u sebi nakuplja razne onecis¢ivace i toksine odrzavajuéi
prisutnost onecis¢ivaca u vodenom stupcu (Mubiana i sur., 2006).

Ako se koriste standardizirane metode za ekstrakciju i kvantifikaciju mikroplastike u
tkivima, dagnje mogu biti model vrstaza indikaciju onecis¢enja mikroplastikom u razli¢itim
podruc¢jima jer je rod Mytilus Siroko rasprostranjen, jedinke filtriraju velike koli¢ine vode,
relativno su nepokretne i lako dostupne tijekom cijele godine (Browne i sur., 2008).
Laboratorijske studije pokazale su ingestiju mikroplastike kod Mytilus spp. i zadrzavanje u
crijevima oko 72 sata. Mikroplastika je pronadena i1 kod dagnji iz prirodnih populacija 1 kod
uzgojenih dagnji (Ward i Kach, 2009).

Ekstrakcija mikroplastike iz dagnji obi¢no se odraduje kemijskom razgradnjom
pojedinim ili pomijeSanim jakim kiselinama kao §to su klorovodi¢na, dusi¢na, perklorna i
bazama kao Sto sU natrijeva i kalijeva luzina. Medutim, neke od tith metoda mogu oStetiti ili
unistiti pH osjetljive polimere. Za razgradnju tkiva prije ekstrakcije takoder se Koristi i
vodikov peroksid (H202), al isu ograni¢enja poput nepotpune razgradnje tkiva i proizvodnja
pjene pokazala da smanjuje moguénost detekcije (De Witte i sur., 2014).

Pristup istrazivaca razgradnji tkiva moze se grupirati na temelju znacajki pri tom
koristenih kemikalija-jakih kiselina, jakih baza ili enzima. Za enzimsku razgradnju koriste se
industrijski enzimi, jeftiniji od enzima koji se koriste za razgradnju tkiva u drugim
laboratorijskim istrazivanjima, §to se naziva novim enzimatskim postupkom (Catarino i sur.,
2017).
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Ucinkovitost razgradnje tkiva moze se usporedivati, a rezultati svake metode
razgradnje polimera mogu se procijenjivati analizom ekstrahiranih Cestica mikroplastike iz
zrnatih uzoraka Fourierovom transformacijskom infracrvenom (FTIR) spektroskopijom
(Catarino i sur., 2017).

1.4. Istrazivanja mikroplastike u $koljkasima

Skoljkasi su organizmi koji se hrane filtriranjem, a neki od njih kao 3to su dagnje
mogu filtrirati oko dvije litre morske vode na sat, stoga nije iznenadujuce da je upravo kod
njih pronadena velika koli¢ina mikroplastike (Durve, 1963). Takoder je dokazano da uzgojene
dagnje sadrze vise mikroplastike nego one iz prirodnih populacija sakupljene s istog podrucja.
Veca koli¢ina kod uzgojenih dagnji objasnjava se kontaktom s plasti¢cnim uzetom na kojem se
uzgajaju (Mathalon i Hill, 2014).

Tijekom istrazivanja prisutnosti mikroplastike u devet vrsta Skoljkasa iz prirodnih i
uzgajanih populacija u Kini i nakon tretmana vodikovim peroksidom te flotacije i filtracije
natrijevim kloridom, utvrdeno je da su vlakna najzastupljeniji oblik mikroplastike u tkivu
Skoljkasa (Slika 5)(Li i sur., 2015).

©

Slika 5. Vlakna zabiljezena u tkivu $koljkasa (Li i sur., 2015)

Tijekom istrazivanja prisutnosti mikroplastike u Skoljkasu Scapharca cornea na tri
postaje, tkivo se razgradivalo natrijevom luzinom. Cestice mikroplastike kategorizirane su
prema veliCini, obliku, boji. Najveéi postotak prisutne mikroplastike bio je u obliku niti
(Ibrahim Y.S. i sur., 2016).

Prilikom ispitivanja triju vrsta dagnji,Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialis, Perna

perna, u laboratorijskim uvjetima, dokazano je da sve tri ingestiraju Cestice mikroplastike.
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Promjene u tkivu, lizosomalna nestabilnost, upalni procesi 1 oksidativni stres zabiljezeni su u
M. edulis i M. galloprovincialis koje su ingestirale i asimilirale Cestice polietilena i polistirena
(Santana, 2015). Mikroplastika u obliku fragmenata, vlakana i peleta identificirana kod
Skoljkasa veli¢ine je od 5 um do 5 mm. U osam od devet vrsta Skoljkasa uzorkovanih s
azijskog trziSta, vlakna su Cinila 52% cestica mikroplastike (Santana, 2015). U europskoj
studiji kod M. edulis takoder su sinteticka vlakna dominirala, a njihova veli¢ina kretala se od
200 do 1500 pum. | uzgojene i dagnje iz prirodnih populacija ingestiraju mikroplastiku, ali je
prosjeéna koncentracija mikrovlakana u uzgojenim dagnjama bila znatno veéa nego u
prirodnim populacijama. Zabiljezeno je prosjecno 178 vlaknastih ¢estica po uzgojenoj jedinki,
126 vlaknastih Cestica po jedinki iz prirodnih populacija (Von Moos i sur., 2012). U Belgiji je
zabiljezena mikroplastika u dagnjama spremnim za konzumaciju prikupljenim u robnim
ku¢ama, otvorenom moru i zasti¢enim podru¢jima (Claessens i sur., 2011). Nekoliko je
istrazivanja pokazalo da su obale Kine medu mikroplastikom najzagadenijim podruéjima

(Zhao i sur., 2014; Fok i Cheung, 2015, Qiu i sur., 2015).

Mediteranska dagnja M. galloprovincialis u jednom je laboratorijskom istrazivanju
bila izloZena zrncima polietilena 1 polistirena manjim od 100 um tjedan dana. Utvrdeno je da
je koncentracija polistirena bila tri puta veéa u probavnim Zlijezdama nego u plasticnim
kuglicama (Avio i sur., 2015).

Mikroplastika takoder ima negativan utjecaj na koncentraciju ugljikovog dioksida u
moru. Raspadanje antropogenog CO: u oceanu dramati¢no mijenja kemizam ugljika u
morskoj vodi, smanjuje se zasi¢enost karbonatima i povecava kiselost mora. Smanjena
koncentracija karbonata, promjene koncentracije CO2 i promjene Kiselosti mora imaju stetan
utjecaj na morske organizme injihovu fiziologiju, prezivljavanje, kalcifikaciju, rast i

reprodukciju (Fernandez-Reiriz i sur., 2012; Kroeker i sur., 2010).

1.4.1. Mytilus galloprovincialis kao model organizam za istrazZivanje mikroplastike

Mediteranska dagnja Muytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) Skoljkas je
trokutastog oblika, ¢vrste grade te bilateralno simetri¢nih ljustura (Slika 6). Sistematski se
svrstava u koljeno Mollusca (mekusci), razred Bivalvia (Skoljkasi), red Filibranchia
(koncastoskrgasi), porodicu Mytilidae (dagnje), rod Mytilus (Zupan, 2006). Ljusture su crno-

plave ili crno-smede boje, a periostrakum je obi¢no crn. Na vanjskoj strani ljuStura ima jasno
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vidljive linije rasta. Dagnje su razdvojena spola, spolne zlijezde smjestene su u plastu, a spol
se moze makroskopski odrediti na osnovi boje gonada. Muske gonade su mlijec¢no-bijele ili
krem boje, dok su Zenske narancasto-crvenkaste. Ovisno o temperaturi, dagnje se mogu
mrijestiti jednom ili viSe puta godiSnje. Dva dana nakon oplodnje embriji se razvijaju u
planktonsku veliger li¢inku. Pelagi¢ka li¢inka moZe biti noSena strujama i viSe tjedana.
Mediteranska dagnja nastanjuje zonu plime i oseke, a ograni¢ena dubinska rasprostranjenost
nije uvjetovana ¢imbenicima u dubljim slojevima infralitorala, ve¢ bioloskim ¢imbenicima

predacije i kompeticije (Beaumont i sur., 2007).

Slika 6. Mediteranska dagnja Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)

(izvor: www.aquacase.org)

1.5. Cilj istraZivanja

Cilj je ovog istrazivanja odrediti ucinkovitost razgradnje tkiva dagnje Mytilus
galloprovincialis (Lamarck, 1819) vodikovim peroksidom, dusi¢nom kiselinom i kalijevim
hidroksidom na sobnoj i poviSenoj temperaturi radi ekstrakcije mikroplastike 1 utvrdivanja

koli¢ine i oblika Cestica mikroplastike koji se pri tom pronadu.
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2. MATERIJALI | METODE

Pokusi za utvrdivanje ucinkovitosti vodikovog peroksida (H202), duSi¢ne kiseline
(HNO:s) i kalijevog hidroksida (KOH) obavili su se na temperaturama od 24°C i 60°C, pri
¢emu je svaki pokus izveden u triplikatu. U pokusima je koristeno 18 jedinki dagnje. Prije
pocetka pokusa, pomoénim mjerilom preciznosti 0,1 mm su izmjerene morfometrijske mjere
svake dagnje: duljina— udaljenost od anteriornog do posteriornog ruba, visina — udaljenost od
dorzalnog do ventralnog ruba i Sirina - najveca udaljenost lijeve od desne ljusture (Slika 7).
Nakon toga svakoj je dagnji odvojeno meko tkivo od ljuSture radi vaganja analitickom vagom
preciznosti 0,001 g (Mettler Toledo)(Slika 8).

H-visina

L- duljina

W- Sirina

Slika 7. Morfometrijske mjere
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Slika 8. Analiti¢ka vaga

Prije pocetka pokusa ukljucila se vodena kupelj kako bi se zagrijala na temperaturu od
60°C. Izolirano tkivo svake dagnje stavljeno je u 50 ml odgovaraju¢e kemikalije pripremljene
u staklenoj ¢asi i potom je stavljeno na sobnu temperaturu (24°C) ili u vodenu kupelj (60°C).

Promjene pri razgradnji tkiva pracene su svakih 15 minuta i unoSene u tablicu.

Nakon zavrSetka razgradnje sadrZzaj svake c¢aSe profiltriran je kroz filter (celulozni
naborani filtar papir veli¢ine pora od 4 um) (Slika 9) uz pomo¢ vakuumske pumpe (Slika 10).
Nakon filtracije povrsina filtera pazljivo je proucena pod lupom Olympus SZ x 9.
Identificirani ostatci grupirani su u Getiri grupe prema obliku: nitasta mikroplastika, alge,
ostatci dijelova mikroorganizama (ostatci dagnji), bisusne niti, te prebrojeni. Podatci su

uneseni u tablice i graficki prikazani.



15

Slika 9. Sadrzaj filtera nakon filtracije kemikalije s razgradenim tkivom

Slika 10. Vakuumska pumpa
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3. REZULTATI

3.1. Morfometrijske mjere analiziranih jedinki dagnje

.....

prosjeku 67,37+ 9,722 mm. Sirina dagnji iznosila je od 30 do 55 mm, u prosjeku 40+ 7,63
mm. Visina dagnji iznosila je od 15 do 40 mm,u prosjeku 25,4+ 6,589 mm. Raspon mase
mekog tkiva bio je od 2 do 8 g, prosjec¢no 4,6 g+ 1,554 (Tablica 1).

Tablica 1. Morfometrijske mjere i masa mekog tkiva dagnji

DULJINA (mm) VISINA (mm) SIRINA(mm)  MASA(g)

1 77,49 38,03 46,02 4,16
2 82,90 33,40 53,13 4,49
3 76,62 36,93 51,67 3,63
4 76,50 35,61 54,38 3,28
5 55,41 21,36 33,71 3,71
6 60,09 20,17 34,51 3,49
7 55,27 17,28 31,68 2,60
8 62,19 21,70 38,71 5,39
9 53,06 19,51 31,52 3,30
10 55,41 18,70 34,23 3,40
11 60,61 22,73 32,48 2,57
12 59,63 20,36 32,95 3,68
13 73,32 23,67 40,16 5,89
14 73,99 21,92 41,24 6,57
15 68,03 27,70 36,29 5,71
16 69,74 22,79 39,18 6,37
17 72,14 26,35 39,49 6,91
18 80,17 29,12 48,36 7,46

Prosjecne 67,37 25,4 40 4.6
vrijednosti
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3.2.Razgradnja tkiva analiziranih dagnji

Trideset minuta nakon stavljanja tkiva u staklenu ¢asu s vodikovim peroksidom sobne
temperature, doslo je do stvaranja guste pjene (Slika 11). Zamucenje se pojavilo nakon
Cetrdeset I pet minuta, a tkivo se potpuno razgradilo nakon nepunih pet dana.

Slika 11. Uzorak tijekom razgradnje u vodikovom peroksidu na sobnoj temperaturi 30

minuta nakon pocetka pokusa

U vodikovom peroksidu na 60°C nakon sat vremena od pocetka pokusa doslo je do
pojave pjene, dok je 75 minuta proslo do izbjeljivanja uzorka. Potpuna razgradnja je uslijedila
nakon dvadeset sati. Uzorak u dusi¢noj kiselini na sobnoj temperaturi promijenio je boju u
zutu nakon 30 minuta, a potpuna razgradnja je uslijedila nakon dva sata. U dusi¢noj kiselini
na 60°C uzorak je promijenio boju u Zutu i doslo je do stvaranja pjene nakon 15 minuta (Slika

12), a potpuno se razgradio nakon 30 minuta (Slika 13).
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Slika 12. Uzorak tijekom razgradnje u dusi¢noj kiselini na 60 C nakon 15 minuta.

Promjena boje u Zutu i zapjenjenje.

Slika 13. Potpuno razgradeni uzorak u dusi¢noj kiselini na 60°C nakon 30 minuta
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U kalijevoj luzini na sobnoj temperaturi uzorak je promijenio boju u smedu te je doslo
do zamucenja nakon 30 minuta. Nakon 19 sati tkivo se potpuno razgradilo. Ve¢ nakon 15
minuta uzorak u kalijevoj luzini na 60°C promijenio je boju u smedu (Slika 14), a nakon 30

minuta se potpuno razgradio.

Tkivo se najbrze razgradilo u kalijevom hidroksidu, a nekoliko minuta nakon u
dusi¢noj kiselini pri temperaturi od 60°C. Razgradnja u vodikovom peroksidu trajala je

najdulje.

Slika 14. Uzorak u kalijevoj luzini na 60°C nakon 15 minuta. Promjena boje u smedu.

Cijeli tijek razgradnje tkiva u kemikalijama pri zadanim temperaturama prikazan je

tablicno, uz promjene koje su se dogadale u razli¢itim vremenskim periodima (Tablica 2).



Tablica 2. Tijek razgradnje tkiva
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Minuta | H,0,24°C | H;0.60°C | HNO324°C | HNO360°C | KOH 24°C | KOH 60°C

15 - - - Promjena - Promjena
boje u boje u
Zutu,pjena smedu

30 Pojava - Promjena Zavrsetak Zamucenjei | ZavrSetak

guste pjene boje u Zutu razgradnje promjena boje | razgradnje

u smedu
45 Zamucenje - - - - -
60 - Pojava pjene - - - -
75 - Izbjeljivanje - - - -
uzorka
90 - - - - - -
105 - - - - - -
120 - - ZavrSetak - - -
razgradnje
1150 - - - - ZavrsSetak -
razgradnje
1200 - Zavrsetak - - - -
razgradnje

6 300 | Zavrsetak - - - - -

razgradnje
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3.3. Materijali pronadeni nakon razgradnje tkiva

Svaki je pokus obavljen u triplikatu, a nakon razgradnje i filtracije razgradenog tkiva
ostatci na filtar-papiru prouceni su pod lupom Olympus SZx9 te je zabiljezen sadrzaj uzoraka.
Na filtar-papiru nakon filtriranja uzorka razgradenog u dusi¢noj kiselini na sobnoj temperaturi
(Slika 15) pronadenaje nitasta mikroplastika (Slika 15A), ostatci dagnji (narancaste i zute
sluzave tvorevine) (Slika 15B), alge (Slika 15C). Sadrzaj filtar-papira nakon filtriranja uzorka
razgradenog u dusi¢noj kiselini na 60°C (Slika 16) u vodenoj kupelji ¢inila je nitasta
mikroplastika (crvene i crne niti) (Slika 16A), ostatci dagnji(zute i narancaste sluzave
tvorevine) (Slika 16B).

Slika 15. Uzorci tkiva razgradenog u dusi¢noj kiselini pri 24°C: nitasta mikroplastika
(A), ostatci dagnji (B) i alge (C)
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Slika 16. Uzorci tkiva razgradenog u dusi¢noj kiselini na 60°C: nitasta mikroplastika
(A) i ostatci dagnji (B)

Na filtar-papiru nakon filtriranja uzorka razgradenog u kalijevoj luzini na sobnoj
temperaturi (Slika 17) najvise je bilo ostataka algi (Slika 17A), nitaste mikroplastike (crne i
crvene dlacice) (Slika 17B) te bisusnih niti (Slika 17C) koje kalijeva luzina ne razgraduje.
Sadrzaj filtar-papira nako filtriranja uzorka u kalijevoj luzini na 60°C (Slika 18) ¢inila je
nitasta mikroplastika (Slika 18A), alge te ostatci dagnji (Slika 18B) i bisusne niti (Slika 18C).

Slika 17. Uzorci tkiva razgradenog u kalijevoj luzini na 24°C; alge (A), nitasta

mikroplastika isprepletena s bisusnim nitima (B), bisusne niti (C)
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Slika 18. Uzorci tkiva razgradenog u kalijevoj luzini na 60°C: nitasta mikroplastika
(A), alge i ostatci dagnji (B), bisusne niti (C)

Na filtar-papiru nakon filtriranja uzorka razgradenog u vodikovom peroksidu pri
sobnoj temperaturi (Slika 19) najbrojnije su alge (Slika 19A), ostatci dagnji (Slika 19B) i
nitasta mikroplastika (Slika 19C). U sadrzaju filtar-papira nakon filtriranja uzorka
razgradenog u vodikovom peroksidu na 60°C pronadena je nitasta mikroplastika te neznatna
koli¢ina ostataka dagnji (Slika 20).

Slika 19. Uzorci tkiva razgradenog u vodikovom peroksidu na 24°C: alge (A), ostatci
dagnji (B), nitasta mikroplastika (C)
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Slika 20. Uzorci tkiva razgradenog u vodikovom peroksidu na 60°C

Nitasta mikroplastika zauzimala je najveéi postotak u svim uzorcima. Takoder su

pronadene i razli¢ite vrste algi, ostatci dagnji te bisusne niti (Tablica 3).

Bisusne niti nisu pronadene u uzorcima koji su se razgradivali u dusi¢noj kiselini i
vodikovom peroksidu. S druge strane, pronadene su u velikoj mjeri u uzorcima koji su se

razgradivali u kalijevoj luzini.

Ostatci dagnji u obliku narancastih i zutih sluzavih tvorevina pronadeni na filtar-
papiru uzoraka razgradivanih u dusi¢noj kiselini, vodikovom peroksidu te u kalijevoj luZini na
60°C zabiljezenisu u manjoj mjeri. Moguce je da je to nepotpuno razgradeno crijevo kojemu

je potrebno viSe vremena za razgradnju.



Tablica 3. Ukupni materijal na filtar- papiru nakon filtriranja razgradenog tkiva u svim

kemikalijama na razli¢itim temperaturama
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Sadrzaj filtar HNO3 HNO3 H20: H20: KOH KOH
papira (24°C) (60°C) (24°C) (60°C) (24°C) (60°C)
Nitasta 32 20 35 27 38 58

mikroplastika

Alge 1 - 7 7 10 1
Ostatci 20 19 2 2 - 3
dagnji

Bisusne niti - - - - 150 190

Nitasta mikroplastika pronadena je u svakom uzorku, alge i ostatci dagnji pronadeni su

u manjem broju uzoraka, te bisusne niti koje su pronadene u uzorku razgradivanom u

kalijevoj luzini (Slika 21).

200

180

160

140

120

100

80

Nitasta
mikroplastika

Alge

Ostatci dagnji

Bisusne niti

® HNO3 (24°C)
® HNO3 (60°C)
® H202 (24°C)
® H202 (60°C)
= KOH (24°C)
= KOH (60°C)

Slika 21. Ukupni materijal na filtar-papiru nakon razgradnje u svakoj od
kemikalija pri razli¢itim temperaturama
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Tablica 4. prikazuje brojnost i vrstu ostataka nakon razgradnje tkiva. Od svih ostataka 70 %

materijala ¢inila je nitasta mikroplastika, zatim 20 % ostatci dagnji te alge s 10 %(Slika 22).

Tablica 4. Ukupni broj i postotak materijala na filtar-papiru isklju¢ujuci bisusne niti

SADRZAJ BROJ POSTOTAK
nitasta mikroplastika 210 70
Alge 26 10
ostatci dagnji 46 20

Sadrzaj filtar papira nakon filtracije (%)

B Nitasta mikroplastika
H Alge

1 Ostatci dagniji

Slika 22. Ukupan postotak materijala na filtar papiru iskljucujuéi bisusne niti
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4. RASPRAVA

Mikroplastika moze adsorbirati i otpustati toksi¢ne tvari. Morski organizmi unose u
sebe mikroplastiku na razli¢ite nacine: dagnje i kamenice filtriranjem, a ribe i rakovi kroz

Skrge ili usta. U zivotinja koje se hrane filtriranjem unos plastike neselektivan je proces.

Kontaminacija mikroplastikom ne predstavlja samo fizicki rizik ve¢ i kemijski i
bioloski, jer ima negativan utjecaj na kemizam ugljika u moru te na fizioloSke funkcije

morskih organizama.

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je ispitati u¢inkovitost triju kemikalija na razli¢itim
temperaturama za razgradnju tkiva radi ekstrakcije mikroplastike iz dagnje Mytilus
galloprovincialis, tj. koja ¢e kemikalija i na kojoj temperaturi u najkracem vremenu razgraditi
tkivo. U istrazivanju su analizirane dagnje M. galloprovincialis (Lamarck, 1819) u 50 ml
razli¢itih kemikalija: vodikovu peroksidu, dusi¢noj kiselini i kalijevoj luzini. Cijeli
eksperiment trajao je pet dana jer kemikalije imaju razli¢ito djelovanje, odnosno brzinu
djelovanja na razgradnju tkiva. Analizom podataka pokazano je da je svaka od triju koristenih
metoda bila uspjeS$na u razgradnji tkiva u odredenom vremenu buduéi da je u svakom od
uzoraka zabiljeZen odredeni oblik mikroplastike. U dosada$njim istrazivanjima vecinom je
model organizam bila plava dagnja Mytilus edulis (Claessens i sur., 2013; Van Cauwenberghe

i sur., 2014; Van Cauwenberghe i sur., 2015 ), a M. galloprovincialis joj je blizak srodnik.

U ovom istrazivanju jedinke dagnje M. galloprovincialis bile su prosje¢ne veli¢ine 6,7
cm, pri ¢emu se nastojalo koristiti jedinke pribliznih veli¢ina. Dok su, primjerice, u
istrazivanju koje se odradivalo duz belgijske obale jedinke plave dagnje M. edulis bile nesto
manje, od 4 do 4,5 cm (Claessens i sur., 2013). Oba istrazivanja zapocela su morfometrijskim
mjerenjem jedinki te izolacijom mekog tkiva radi vaganja. Koristene su iste kemikalije, samo
je u istrazivanju Claessens-a i suradnika kalijeva luzina zamijenjena natrijevom. Sobnu
temperaturu zamijenila je temperatura od 100°C dok se razgradnja na 60°C odvijala u oba
pokusa. U istrazivanju s dagnjom M. galloprovincialiskao najbolja metoda pokazala se ona s
razgradnjom u dusi¢noj kiselini, iako je, usporedujuc¢i je s istrazivanjem Claessens-a i
suradnika, zahtijevala nesto viSe vremena. S druge strane, bez obzira na kemikaliju ili
pomijeSane kemikalije, postupak koji ukljucuje zagrijavanje od jedan sat na 60°C iza kojeg
slijedi kuhanje u trajanju od jedan sat pokazao se kao najbolji u¢inak. Frakcije tkiva, u oba

istrazivanja, koje su ostale na filtar-papirima razlikovale su se u razli¢itim kombinacijama
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temperature razgradnje, temperature filtracije i kemikalija. Budu¢i da se ¢ekala razgradnja u
svim kemikalijama na zabiljezenim temperaturama, u pokusu s M. galloprovincialis filtracija
se odradivala isklju¢ivo na hladno, dok je u pokusu s M. edulis odradivana i na toplo i na
hladno. Kao naju¢inkovitija razgradnja u istrazivanju S M. edulis bila je ona u du$i¢noj
kiselini zagrijavana na 60°C jedan sat i nakon toga jedan sat na 100°C. lako je u odnosu na
pokus s M. galloprovincialis trajala duze, razgradnja je u navedenom istrazivanju svakako

doprinijela lak$oj analizi uzoraka tkiva (Claessens i sur., 2013).

Primjerice, jedinke plave dagnje M. edulis sakupljene u Njemackoj duz obale
Sjevernog mora (Van Cauwenberghe i sur., 2014) bile su manjih veli¢ina te se razgradnja
izvodila uz pomo¢ tople, filtrirane, deionizirane vode, Sto je, moguce, doprinijelo vecoj brzini
razgradnje. Takoder, u tom se istrazivanju susio filtar-papir na 40°C tijekom 24 sata, §to je
vjerojatno olaksalo analizu dobijenih uzoraka na filterima. U istrazivanju s M.
galloprovincialis zabiljezeni su postotci odredenih materijala pa je najzastupljenija bila nitasta
mikroplastika s oko 70 % dok je u istrazivanju Van Cauwenberghe-a i suradnika opterecenje
mikroplastikom bilo 36— 45 % cestica po gramu tkiva plave dagnje (Van Cauwenberghe i
sur., 2014).

Jedinke u ovom istrazivanju bile su nesto vece od jedinki plave dagnje sakupljene duz
francuske, belgijske i nizozemske obale Sjevernog mora (Van Cauwenberghe i sur., 2015b).
Za razliku odistrazivanja s M. galloprovincialis gdje su se sakupljene jedinke odmah
morfometrijski odredivale te im se izoliralo tkivo radi vaganja, u istraZivanju Van
Cauwenberghe-a i suradnika jedinke su stajale 24 sata u 250 ml staklenkama nakon Cega je
uslijedilo mjerenje i izolacija tkiva. Tkivo je ostavljeno preko no¢i u 69 %-tnoj dusi¢noj
kiselini, nakon ¢ega je slijedilo zagrijavanje i1 razrjedivanje u trajanju od dva sata, §to je
mozda doprinijelo brzoj razgradnji. Uzorci u istrazivanju s M. galloprovincialis filtrirani su
preko celuloznog filtar-papira veli¢ine pora 4 pum te je zabiljezeno 70 % prisustvo nitaste
mikroplastike dok su u istrazivanju Van Cauwenberghe-a i suradnika filtrirani preko filtera

veli¢ine pora 5 um s opterecenjem mikroplastike od 20 do 30 % Cestica po gramu tkiva.
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U svakom od ovih istrazivanja kemikalija za ekstrakciju mikroplastike iz tkiva je
dusi¢na kiselina, $to ukazuje da je dobar izbor za izvodenje ovakvih eksperimenata. Za svako
od istrazivanja birane su jedinke pribliznih veli¢ina kako bi rezultati bili §to vjerodostojniji.
Izolacija mikroplastike iz jedinki u istrazivanjima ukazala je na njihovu uspjeSnost.
Razlikovali su se vremenski periodi razgradnje te temperature, u odredenim Su se
istrazivanjima podudarale. Postupci ekstrakcije uglavnom su se zasnivali na istom slijedu, od
sakupljanja jedinki preko morfometrijskih mjerenja, izolacije tkiva, do razgradnje i filtracije

te konacne analize materijala na filtar-papirima.
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5. ZAKLJUCCI

Skoljkasi, odnosno dagnje, najpogodniji su organizmi modeli za ispitivanje izlozenosti
mikroplastici, budu¢i da se hrane filtriranjem te su sesilni organizmi dostupni tijekom cijele

godine.

Najucinkovitija metoda razgradnje mekog tkiva radi ekstrakcije mikroplastike iz
dagnje ona je u dusi¢noj kiselini. I na sobnoj temperaturi i u vodenoj kupelji razgradnja je bila
brza, odnosno, dva sata bila su potrebna za razgradnju na sobnoj temperaturi, a 27 minuta na

temperaturi od 60°C.

Pomocu svake od kemikalija uspjela se izolirati mikroplastika iz uzoraka. Za
razgradnju tkiva u kalijevoj luzini na sobnoj temperaturi bilo je potrebno 19 sati, a u vodenoj
kupelji 30 minuta. Do razgradnje tkiva u vodikovom peroksidu pri sobnoj temperaturi doslo je

nakon nepunih pet dana, na 60°C nakon 20 sati.

Zabiljezeni tip mikroplastike u svakom od dobijenih frakcija bila je nitasta mikroplastika.
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