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Popis oznaka, kratica i simbola

EU Europska unija

EBC europska jedinica boje za pivo

IUPAC Medunarodna unija za Cistu i primijenjenu kemiju
PP polipropilen

PE polietilen

PVC poli(vinil-klorid)

PET poli(etilen-tereftalat)

PS polistiren

HDPE polietilen visoke gustoée

MDPE polietilen srednje gustoce

LDPE polietilen niske gustoce

HOC hidrofobne organske onecis¢ujuée tvari
PAH policiklicki aromatski ugljikovodici

PCB poliklorirani bifenili

FT-IR Fourierova infracrvena spektroskopija
SEM pretrazni elektronski mikroskop

PMMA poli(metil-metakrilat)
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1. Uvod

Mikroplastika predstavlja trenutno veliki globalni izazov. Nastaje razgradnjom
plasti¢nih materijala i kao takva nalazi se u mnogobrojnim proizvodima poput kozmetike,
odjece, ambalaZza itd. Prisustvo mikroplastike u morima, rijekama i drugim ekosustavima

predstavlja veliki ekoloski problem. Osim toga predstavlja i prijetnju za ljudsko zdravlje.

Pakiranje piva u aluminijske limenke osigurava trajnost piva kroz duZi vremenski
period, ali istovremeno otvara moguénost prelaska kemikalija koje se koriste u premazima
aluminijskih limenki u pivo. lako se jos uvijek najvise piva pakira u staklene boce, aluminijske
limenke su sve popularnije zbog svoje izdrzljivosti i iznimnih svojstava za oCuvanje kvalitete
piva. Obzirom na kiseli pH piva, te prisutnost etanola, otapanje kemikalija povezanih s
mikroplastikom (ftalati, bisfenol A) i njihov prelazak u pivo je tema koja bi se trebala vise

aktualizirati u legislativnim tijelima.

U okviru ovog diplomskog rada, istraZivanje je provedeno s ciljem dokazivanja
prisutnosti mikroplastike u pivu pakiranom u aluminijske limenke. Koristenjem GC-MS analize

i FT-IR tehnologije, prikupljeni su podaci s posebnim naglaskom na bisfenol A i ftalate.
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2. Teorijski dio

2.1. PIVO

Prema Pravilniku o pivu (NN 145/2011), pivo je proizvod dobiven alkoholnim vrenjem
pivske sladovine (poluproizvoda dobivenog razgradnjom je¢menog i/ili pSeni¢nog slada)
upotrebom kultura pivskih kvasaca Saccharomyces cerevisiae. lznimno se moZe dobiti
spontanim vrenjem ili uporabom mjesovitih mikrobnih kultura. Pivo kao proizvod ima dugacku
povijest. U vremenima kada voda nije bila sigurna za konzumaciju, ljudi su pribjegavali

konzumaciji piva kao jedinom preostalim sigurnim pi¢em (Rainhofer, 2022).

U 2022. godini Hrvatska je bila 13. najveci proizvodac piva u Europskoj uniji (EU) sa 298
milijuna proizvedenih litara, dok je Njemacka na prvom mjestu sa 7,5 milijardi litara. Najveci

izvoznik u EU 2022. godine je bila Nizozemska, a najvedi uvoznik Francuska (Web 1).

Uz osnovne sirovine (jecam, hmelj, pivski kvasac i voda) za proizvodnju piva dozvoljeno

je koristiti i sljedece sastojke (Pravilnik o pivu, NN 145/2011):

- jeémeni i/ili psenicni slad;

- przeni jeCmeni i pSenicni slad;

- nezasladene Zitarice i proizvode od Zitarica;

- karamelni slad i druge sladove za bojanje;

- Seclere, SeCerne i Skrobne sirupe;

- proizvode od hmelja;

- mikrobne kulture;

- prehrambene aditive;

- ugljikov dioksid i dusik;

- voénu pulpu, (koncentrirana) voénu kasu, vodeni ekstrakt voca.



2. Teorijski dio

Na trZiste se mogu stavljati razne vrste piva, a Pravilnikom o pivu regulirane su sljedece

kategorije piva (Pravilnik o pivu, NN 145/2011):

specijalno pivo — proizvedeno od sladovine od 12 do 14% (m/m) ekstrakta u osnovnoj

sladovini;

- jako pivo - proizvedeno od sladovine s najmanje 14% (m/m) ekstrakta u osnovnoj

sladovini;
- bezalkoholno pivo — najvise 0,5% vol. alkohola;
- pSenicno pivo — proizvedeno iz najmanje 30% (m/m) pseni¢nog slada;
- pivo proizvedeno s mjesovitom mikrobnom kulturom;

- mutno pivo — mutnoca je posljedica posebnih tehnoloskih postupaka, moze sadrzavati

talog;

- nefiltrirano pivo — mutno pivo iz kojeg nije uklonjena mikrobna kultura, moze

sadrzZavati talog;
- svijetlo pivo — intenzitet boje do 15 EBC jedinica;
- crveno/tamno pivo — intenzitet boje od 16 od 40 EBC jedinica;
- crno pivo —intenzitet boje iznad 40 EBC jedinica.

Kao $to je vidljivo iz shematskog prikaza procesa proizvodnje piva (Slika 1) glavne faze
proizvodnje ukljuéuju sladovanje, fermentaciju, sekundaru fermenataciju, filtraciju te

punjenje u ambalazu.

Bilo da se kao sirovina za proizvodnju koristi jeCam ili neka druga Zitarica prvi korak
proizvodnje je aktivirati amiloliticke enzime u zrnu, koji su kljuéni za kasniji proces
fermentacije, procesom sladovanja. JeCam se namace, podvrgava procesu klijanja (traje do
sedam dana) i susenja. Upravo ce se tijekom procesa klijanja, aktivacijom amilolitickih enzima,
stvoriti odgovarajuca kolicina Secera potrebna za kvasac. Dobiveni slad se usitnjava, ekstrahira
te filtrira. Nastala sladovina kuha se zajedno s hmeljom kako bi se dobila punocéa okusa,

5



2. Teorijski dio

gorCina i bolja stabilnost piva. Dodatkom pivskog kvasca u sladovinu zapocinje proces
kontrolirane fermentacije tijekom koje nastaju etanol, CO; i ostali kemijski spojevi potrebni za
dobivanje Zeljene arome i okusa piva. Zadnji koraci prije punjenja piva u ambalazu su filtracija

i pasterizacija (Sibali¢, 2020., White i Zainasheff, 2010).

Uz pivo, u procesu proizvodnje nastaje i skup sporednih proizvoda (ostaci Zitarica,
hmelj, talog...) koji se upotrebljavaju kao hrana za Zivotinje ili se koriste u proizvodnji bioplina

(Matijasevic, 2015).

Jecam mhn sva!;cln]a

gnjecenje Mljeveno Zito

ploﬁastl |zmjen||va-:f vrtloinl

topline separator
fermentac ija_.
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= zeieno -
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cjedenije sladovine mjesalica za gnjecenje

fl st Kirani
filtracija £S pa Er1zac11a pakiranje

E

ploca

spremnik za spremnik za ""Edal za filtraciju topllne acva
fermentaciju sazrijevanje krunjen]e tinalha pakiranje
asterizacija
- o P 2gha
e
*
© 2003 Encyclopaedia Brittanica, Inc. boce PDkrEtna - OZHEEEHE limenke

traka s

Slika 1. Prikaz procesa proizvodnje piva (Matijasevié, 2015)



2. Teorijski dio

2.2. VRSTE PIVSKE AMBALAZE

Odabir najboljeg oblika pakiranja za proizvedeno pivo klju¢no je u odrzavanju visoke
kvalitete proizvoda. Pivo se naj¢eSce pakira u staklene boce, aluminijske limenke, plasti¢ne
boce i bacve. Prema statistickim podacima iz 2010. godine, koriStena ambalaZa za pivo u

Europskim pivovarama prikazana je na Slici 2.

B Staklene boce, povratna ambalaza (24,5%)
M Staklene boce, nepovratna ambalaza (19.7%)
M PET boce, povratne (0.7%)
PET boce, nepovratne (6.1%)
M Limenke (24,7%)
M Bacdve (20,7%)
M Cisterne (2.8%)

M Ostalo (0.7,%)

o7]

Slika 2. Vrste pivske ambalaze koristene u Europskim pivovarama (Donoghue i sur., 2012)

Kao Sto je vidljivo na Slici 2, ambalaza moZe biti povratna i nepovratna. Povratna
ambalaZa je prema Pravilniku o ambalaZi i otpadnoj ambalazi (NN 88/2015) ona ambalaza koja
se nakon praZznjenja ponovno upotrebljava u istu svrhu i ¢iju visekratnu uporabu osigurava

proizvodac sustavom kaucije ili na neki drugi nacin.

Takoder razlikujemo prodajnu (primarnu), skupnu (sekundarnu) i transportnu
(tercijarnu) ambalazu. Proizvod se direktno prodaje potrosacu u prodajnoj ambalazi,
sekundarna sadrzi viSe proizvoda prodajne ambalaZze te sluZi u svrhu punjenja polica na
prodajnome mjestu, dok tercijarna ambalaza sluzi kao zastita tijekom transporta i rukovanja

proizvoda prije prodaje (NN 88/2015).
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Od brojnih funkcija koje ambalaza ima najvaznije su zastitna, skladiSno — transportna,
prodajna i uporabna funkcija. Pod zastitnom funkcijom podrazumijeva se zastita proizvoda od
trenutka pakiranja do same upotrebe kod potrosaca. Potrebna je zastita od kemijskih (zrak,
vlaga, svjetlost), bioloskih (mikroorganizmi) i fizi¢kih utjecaja (lomljenje, gnjecenje..) (Marsh i
Bugusu, 2007). AmbalaZa treba biti dizajnirana tako da omogucava lako rukovanje i

maksimalno iskoristenje skladistenog i transportnog prostora.

Prema Mohebbi (2014) potrosaci se nerijetko odlucuju za kupnju proizvoda na temelju
izgleda ambalaze. Dizajn prodajne ambalaze mora privuci pozornost potrosaca i navesti ga na
kupnju. Grafika, boja, vizualni elementi te veli¢ina i oblik pakiranja su odlucujuci ¢imbenici koji

povecaju proizvodnju proizvoda.

Prema istrazivanju (Zavodny Pospisil i sur., 2020) potrosaci vjeruju da ambalaza utjece
na okus piva (68%), a njih 80% preferira staklenu ambalaZzu u odnosu na druge vrste ambalaze.
Istrazivanje provedeno u ltaliji pokazalo je da potrosaci dozivljavaju staklene boce ekoloski

najodrzivijima u usporedbi s aluminijskim limenkama i plasti¢cnim bocama (najgora percipirana

opcija) (De Feo i sur., 2022).

2.2.1. Plasticna ambalaza

Medunarodna unija za Cistu i primijenjenu kemiju (IUPAC) definira polimere kao
molekule relativno visoke molekularne mase €ija struktura se sastoji od visestruko ponavljanih
jedinica monomera (jednostavne grade i male molekulske mase) molekulske mase od nekoliko
tisu¢a do milijuna g/mol. Postoji vise od 5000 razlicitih vrsta polimera, ali polipropilen (PP),
polietilen (PE), poli(vinil-klorid) (PVC), poli(etilen-tereftalat) (PET) i polistiren (PS) ¢ine ¢ak 80%

ukupne svjetske proizvodnje (Rios Mendoza i Balcer, 2019).

PE je najceséi i najisplativiji ambalazni materijal. Lako se obraduje i oblikuje.
Razlikujemo vise vrsta polietilena, a najc¢esée koristeni su polietilen visoke gustoce (HDPE),
polietilen srednje gustoc¢e (MDPE) i polietilen niske gustoée (LDPE). HDPE je vrlo lagan i ima
dobru vlaénu ¢vrstoc¢u, dok LDPE ima dobru kemijsku otpornost (Ronca, 2017; Kumar i sur.,

2022).
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PET ambalaza je tredi najzastupljeniji polimer koristen u proizvodnji ambalaze i pokriva
gotovo 16% europske potrosnje plastike. Neki od razloga zasto je ovo jedna od glavnih oblika
plasticne ambalaZze je Cinjenica da je PET termoplasticni polimer, Sto znacdi da se moze
obradivati na visokim temperaturama, moze vrlo lako reciklirati te je bezbojan i vrlo lagan

(Nistico, 2020).

Globalna proizvodnja plasticne ambalaze prelazi 320 milijuna tona na godisnjoj razini,
od cega se viSe od 40% sluzi kao jednokratna ambalaza, koja rezultira plasticnim otpadom.
Veliki dio proizvedene plastike (250 milijuna tona) prema procjenama svake godine zavrsava
u morskom okolisu (Wright i Kelly, 2017). U 2020. godini plasti¢ni otpad prosjecno ¢ini 177,9
kg po stanovniku u EU. U Hrvatskoj ta brojka iznosi 66 kg po stanovniku, dok je zemlja sa

najveéim brojem plasti¢nog otpada po stanovniku u EU Njemacka sa ¢ak 225,8 kg (Web 2).

2.2.2. Staklena ambalaza

Staklo je jedna od najstarijih vrsta ambalaZe. Proces proizvodnje ovakve ambalaze
ukljucuje zagrijavanje mjeSavine silicijevog dioksida, natrijeva karbonata te vapnenca i
aluminijevog oksida na visokoj temperaturi dok se ne dobije teku¢a masa koja se izlijeva u
kalupe. Staklena ambalaza koja se koristi za pakiranje hrane povrsinski se oblaze slojem
previake kako bi se dobila glatka povrsSina te povecala i saCuvala ¢vrstoéa boce. Poboljsana
otpornost na lomljenje omogucava koristenje tanjeg stakla, cime se smanjuje tezina ambalaze

i olakSava transport i skladiStenje (Marsh i Bugusu, 2007).

Prednosti skladiStenja prehrambenih proizvoda u staklenu ambalazu su brojne. Staklo
je nepropusno za plinove i paru ¢ime zadrZava svjeZinu proizvoda bez narusavanja okusa.
Buduc¢i da podnosi podvrgavanje visokim temperaturama pogodna je ambalaza za procese
pasterizacije i sterilizacije. Prozirnost stakla omogucéava potrosa¢ima da vide proizvode, a
mogucnost koristenja obojanog stakla pruza i zastitu od svjetlosti. Bududéi da se moze reciklirati

i ponovno koristiti uvelike pomaze u smanjenju koli¢ine otpada (Marsh i Bugusu, 2007).

Neki od nedostataka koriStenja ovakve vrste ambalaZze su njegova krhkost i osjetljivost
na lomljenje te velika tezina u usporedbi sa drugim vrstama ambalaZe Sto povecava troskove

transporta (Marsh i Bugusu, 2007).
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Pivske staklene boce su uglavnom cilindri¢nog oblika, sa duZim ili kraéim vratom.

Cepovi na bocama su limeni, krunski.

2.2.3. Metalna ambalaza

Aluminijske limenke najizdrziviji su oblik ambalaze za pi¢e (Web 3). Imaju najvecu
stopu recikliranja i sadrze vise recikliranog materijala od ostalih vrsta ambalaze. Svake godine
potrosi se oko 200 milijardi aluminijskih limenki Sirom svijeta (Kishk i sur., 2019). Prelazak s
boce za jednokratnu upotrebu na aluminijsku limenku ucinkovita je mjera za smanjenje

ekoloskog otiska (Rhys Morgan i sur., 2022).

Aluminij se dobiva elektrolizom iz aluminijevog oksida (glinice) te daje jednu tonu
metala za dvije tone glinice. Uobicajeni izvor glinice je boksit iz kojeg se ona dobiva Bayerovim

postupkom (Tuler i Scott-Taggart, 2001).

Aluminij ima Siroku upotrebu u gradevinarstvu, pakiranju (za izradu limenki, folija,
laminirane papirne ili plastiécne ambalaZe), transportu, elektrotehnici i zrakoplovstvu. Prirodni
premaz aluminijevog oksida predstavlja uéinkovitu zastitu protiv zraka, temperature i vlage
(Chen i sur., 2023; Marsh i Bugusu, 2007). Proizvodi od aluminijske ambalaze mogu se
odlikovati debljinom, veli¢inom, oblikom i legurom (Hu i sur., 2011). Limenke za piée izraduju
se od aluminijske legure 3004, dok se poklopci limenki izraduju uglavnhom od aluminijske

legure 5182 (Padmanabhan i sur., 2011).

Aluminij ima dobru fleksibilnost i povrsinsku otpornost, te je odlican materijal za
recikliranje (Marsh i Bugusu, 2007). Recikliranje aluminijske ambalaZe, posebno aluminijskih
limenki vazno je iz nekoliko ekonomskih i ekoloskih razloga. Recikliranjem 1 kg aluminijskih
limenki Stedi se do 8 kg boksita, 4 kg kemijskih proizvoda i 14 kWh elektri¢ne energije (Verran
i Kurzawa, 2008). Time se smanjuje otpad, Stedi energija, Cuvaju prirodni resursi, smanjuje
koristenje komunalnih odlagaliSta otpada te se reciklaznim dvoristima osiguravaju znatni

prihodi (Rabah, 2003).
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2.3. MIKROPLASTIKA

Mikroplastika moZe biti definirana kao sitna Cestica plasticnog materijala, promjera
manjeg od 5 mm, proizvedena namjenski (primarna mikroplastika) ili nastala kao rezultat
fragmentacije vecih oblika plastike (sekundarna mikroplastika) uslijed razgradnje ili uporabe.
Predstavlja sve veéi problem za okoli$ i ljudsko zdravlje. Trenutno, mikroplastika kao opasnost

u hrani, nije regulirana zakonodavstvom u EU. (Rainieri i Barranco, 2019).

Zbog hidrofobne povrsine, mikroplastika moze u velikoj mjeri apsorbirati i hidrofobne
organske oneciséujuce tvari (HOC), poput policiklickih aromatskih ugljikovodika (PAH),
organoklornih pesticida i polikloriranih bifenila (PCB). Takoder moze akumulirati i teSke metale
poput kadmija, cinka, nikla i olova. Ukoliko se udise ili proguta, pri kroni¢noj izloZzenosti moze

dodi do akumulacije u tijelu (Wright i Kelly, 2017).

Mikroplastiku moZzemo pronadi u razli¢itim oblicima i bojama. Uglavnom se dijele na 4
do 7 razli¢itih oblika uklju¢ujuéi vlakna, snopove vlakana, fragmente, sfere i pelete. Sto se tice
boja, Cestice mikroplastike mogu se pronaéi u crvenoj, narancastoj, zutoj, smedoj, sivoj,
plavoj, zelenoj, crnoj i drugim bojama (Rochman i sur., 2019). Na veli¢inu i oblik mikroplastike
mogu utjecatii razni kemijski i mehanicki procesi. Upravo zbog razli¢itih oblika, veli¢ina i drugih

svojstava, tesko ih je detektirati u hrani i okoliSu (Asamoah i sur., 2019).

Hartmann i sur., 2019. godine su predlozili sljedeéu podjelu plasti¢nog materijala, koja

je vidljiva i na Slici 3:
- nanoplastika—1 do 1000 nm
- mikroplastika—1 do 1000 um
- mezoplastika—1 do 10 mm

- makroplastika —1 cm i veca
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makro
= plastika
mezo
plastika
mikroplastika
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Slika 3. Prikaz veli¢ina Cestica razli¢itog plasticnog materijala (Web 4)

lako cestice nanoplastike joS nisu zabiljezene u velikoj koli¢ini u okoliSu, postoji
zabrinutost da bi ovaj oblik plastike mogao biti rasporeden na Sirem podrucju od o¢ekivanog
te je zbog vrlo malog promjera teze uocljiv i opasniji od plastike veéih dimenzija (Mitrano i
sur., 2021). Nanoplastika se moZe pronadi u bojama, ljepilu, elektronici, tlu, hrani i kozmetici.
Smanjena veli¢ina ¢estica mozZe utjecati na njihov toksi¢ni potencijal (Wright i Kelly, 2017; Lai
i sur., 2022). Takoder otkriveno je da nanoplastika moZze prijeci vazne bioloske barijere poput
crijevne, krvno-mozdane i placentne barijere predstavljajuci potencijalne stetne ucinke na

ljude (Lai i sur., 2022).

Mikroplastika se nalazi u velikom broju prehrambenih proizvoda i pi¢a poput Seéera,
meda, piva, kuhinjske soli, vode, mlijeka, morskih plodova i konzervirane ribe. Potencijalna
kontaminacija hrane i pi¢a mikroplastikom postaje sve vaZnija jer ih ljudi putem hrane i pi¢a
direktno konzumiraju (Jadhav i sur., 2021). Znacaj mikroplastike u kontinentalnom okoliSu
jos$ nije dovoljno istrazen. Najveci razlog tomu su teSkoce identifikacije i kvantifikacije te
visoka cijena metoda analize (Diaz Basantes i sur., 2020). Nadalje, sveprisutnost
mikroplastike u oceanima je postala zabrinjavaju¢a. Dolazi do nakupljanja mikroplastike u
vodenim ekosustavima te ih zbog njihove male veli¢ine organizmi poput zooplanktona ¢esto
zamjenjuju hranom i konzumiraju. Tim putem mikroplastika putuje dalje hranidbenim

lancem i na kraju moZe dospjeti i u prehrambene proizvode (Habib i sur., 2022).
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2.3.1. Mikroplastika u pivu

Do danas je provedeno tek nekolicina istraZzivanja kontaminacije piva mikroplastikom.
Istrazivanja su uglavnom ograni¢ena na analizu mlijeka, ¢aja, osvjezavajucih piéa, soli, Seéera i
meda (Sewwandi i sur., 2023). Leibezeit i Leibezeit 2014. godine su analizirali 24 razlicite vrste
njemackog piva. U svim uzorcima su otkrili kontaminaciju mikroplastikom, koja je znacajno
varirala. Pronadene su Cestice vlakana (2 -79 Cestica/L), fragmenata (12 do 109,1 Cestica/L) te

Cestice granula (2 do 66 Cestica/L). Smatrali su vodu potencijalnim izvorom kontaminacije.

Rezultati istraZivanja provedenog u Mexicu pokazali su nesSto vecu prisutnost
mikroplastike u usporedbi s istraZivanjima provedenim u Europi. Smatra se da tome doprinijeli
drugadiji proizvodni procesi, a ne vece zagadenje okolisa. Glavni oblici detektirane

mikroplastike su bili PE, PP i poliakrilamid (PAM) (Diaz Bastantes i sur., 2020).

Cox i sur. su 2019. godine procijenili da prosje¢na osoba godiSnje pojede, popije ili
udahne izmedu 78 i 211 tisuéa cestica mikroplastike. Otkriveno je da je najveci izvor
mikroplastike flaSirana voda sa prosjec¢nim brojem od 94 Cestice/L vode. Sljededi najvedéi izvor
mikroplastike je bilo pivo sa 32 Cestice/L pi¢a. Ovaj podatak je razumljiv s obzirom na veliku

koli¢inu vode potrebne tijekom proces proizvodnje piva.

Najnovije istraZivanje provedeno u Juznoj Koreji, analizom 90 razli¢itih namirnica za
koje se smatra da mogu sadrzavati mikroplastiku, procjenjuje prosje¢an unos mikroplastike
putem hrane izmedu 1,4 x 10 i 3,1 x 10* g mikroplastike tjedno. Od analiziranih uzoraka,
srednja koli¢ina mikroplastike u pivu iznosila je 9 Cestica/L. Najzastupljeniji oblici plastike bili
su PE, PP i PET. Najveca koli¢ina identificirane mikroplastike bila je manja od 300 um (Pham i

sur., 2023).

Potencijalna sveprisutnost plastike u prehrambenim proizvodima valjani je razlog za
zabrinutost, bududi da najvedi udio dolazi iz pitke vode (88%), piva (9%) i soli (3%) (Kosuth i
sur., 2018).
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2.4. METODE ANALIZE MIKROPLASTIKE

Postoje razne analiticke metode koje se koriste za identifikaciju i kvantifikaciju
mikroplastike ukljucujuéi  stereomikroskopiju, pretrazni elektronski mikroskop (SEM),
Fourierovu infracrvenu spektroskopiju (FTIR), Ramanovu spektroskopiju, protocnu citometriju

te tehnike masene spektrometrije (Adhikari i sur., 2021).

Kako bi se detektirala prisutnost mikroplastike u okoliSnim uzorcima potrebno je
provesti postupke izolacije, digestije, identifikacije, kemijske karakterizacije i kvantifikacije
(Silvaisur., 2018.). Mikroplastika se opéenito moze identificirati na 2 nac¢ina: pomocu vizualne
identifikacije (golim okom ili pomoc¢u mikroskopa) nakon koje slijedi kemijska karakterizacija
(spektroskopska analiza). Prije identifikacije potrebno je napraviti odvajanje gustoce,
filtriranje te prosijavanje mikroplastike (Xu i sur., 2019). Pomocu navedenih tehnika mogu se

dobiti i podaci o fizikalno-kemijskim svojstvima.

Redukcija volumena uzorka provodi se radi izdvajanja Cestica mikroplastike iz uzoraka
vode i sedimenta koristenjem mreZa ili prosijavanjem (kod vecih &estica). Cestice se odvajaju
procesom filtracije ili izdvajanja na temelju razli¢ite gustoée. Veli¢ine pora filtera mogu varirati

od 0,45 um do 55,5 mm (Hegedusi¢, 2019., Nguyen i sur., 2019.).

Vizualna identifikacija mikroplastike na temelju veliéine, oblika i boje je tradicionalna
metoda koja obicno koristi svjetlosnu mikroskopiju. Karakterizacija ovim nacinom uvelike ovisi
o morfoloskim i fizikalnim svojstvima mikroplastike. Takoder ovim postupkom ne moZzemo
identificirati pojedine polimere. Jo$S jedan nedostatak je Sto mikroskopija mozZe biti vrlo
zamorna i uvelike ovisi o promatracu. Pretrazini elektronski mikroskop (SEM) omogudava
karakterizaciju i promatranje heterogenih organskih i anorganskih ¢estica te se moze koristiti
za identifikaciju i mikro- i nanoplastike. Uspjesno se koristi za razlikovanje mikroplastike u

rasponu veli¢ine od 1 um do 1 mm (Adhikari i sur., 2021).

Ramanova spektroskopija je najpogodnija za identifikaciju mikroplastike manje od 20
pum. Nedestruktivna je spektroskopska metoda koja se temelji na neelasti¢nom rasprsenju
fotona iz monokromatskog izvora svjetlosti, najcescée lasera, kako bi bila moguca identifikacija

polimera. Ukoliko se koristi u kombinaciji s mikroskopom, naziva se mikro-Raman

14



2. Teorijski dio

spektroskopija. Glavna prednost je u tome $to na analizu ne utjecu debljina uzorka ni vlaga

kao sto je to slucaj kod drugih spektroskopskih metoda poput FT-IR-a (Adhikari i sur., 2021).

2.4.1. FT-IR metoda

Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FT-IR) je ¢esto koristena
standardna analiticka metoda koja se koristi za identifikaciju sinteti¢kih polimera na temelju
njihovih karakteristi¢cnih molekularnih vibracijskih spektara molekula. Uobicajene vrste
polimera koji se mogu identificirati ovom metodom su PA, PE, PET, poli(metil-metakrilat)
(PMMA), PP, PS i PVC. FT-IR uredajem moguce je detektirati estice polimera veli¢ine od 10
do 20 um. Mikro-FT-IR se koristi za identifikaciju mikro i nanoplastike iz prasine i atmosferskih

uzoraka (Adhikari i sur., 2021).

Budu¢i da je ova metoda nedestruktivnha moze se kombinirati s drugom tehnikom
kvantifikacije kako bi se dobile kompletnije karakteristike polimera. Negativne strane ove
metode su visoki troSkovi uredaja te moguée preklapanje spektara razli¢itih polimera Sto

ometa provedbu analize (Adhikari i sur., 2021).

Glavna razlika izmedu FT-IR-a i Raman spektroskopije je u naéinu na koji se fotonska
energija prenosi u molekulu promjenom vibracijskog stanja. IR spektroskopija mjeri prijelaze
izmedu razine molekularne vibracijske energije apsorpcijom zraéenja. Apsorpcija infracrvenih
zra¢enja moguca je samo onim vezama molekule koje mogu promijeniti svoj dipolni trenutak
apsorpcijom zracenja. Bududi da su to komplementarne vibracijske spektroskopske tehnike,
trake koje imaju jake Ramanove intenzitete mogu u mnogim slucajevima imati slabe IR

intenzitete i obrnuto (Xu i sur., 2019).

15



3. EKSPERIMENTALNI DIO

16



3. Eksperimentalni dio

3.1 ZADATAK

Zadatak ovog rada je provodenje GC-MS analize 20 uzoraka piva pakiranih u
aluminijske limenke na prisutnost ftalata i bisfenola A. Osim GC-MS analize, provedena je i

analiza pomocu FT-IR tehnologije kojom se analizirala mikroplastika u uzorcima i limenkama.

3.2. MATERUJALI | METODE

Uzorci piva koriSteni u ovom istrazivanju kupljeni su u inozemstvu. Za svaki uzorak
provedene su analize u paraleli. U Tablici 1. nalazi se popis uzorka s odgovarajué¢im oznakama

koji su se koristili u ovom radu.

Tablica 1. Popis pripremljenih uzoraka s odgovaraju¢im oznakama zemlje podrijetla

Svojstvo Zemlja podrijetla
Uzorak

1 BiH
2 BiH
3 BiH
4 Slovenija
5 Italija
6 Slovacka
7 Austrija
8 Austrija
9 Njemacka
10 Njemacka
11 Njemacka
12 Njemacka
13 Njemacka
14 Njemacka
15 Ceska
16 Ceska
17 Ceska
18 Nizozemska
19 Nizozemska
20 Srbija
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U uzorcima piva odredeni su parametri: pH, ekstrakt, udio alkohola prema MEBAK®

analitici.
3.2.2. Priprema uzoraka piva za GC-MS

Uzorak se po otvaranju limenke odmah izuzeo u staklenu vialicu (5 mL) i spremio do
analize. Uzorak se do analize ¢uvao u hladnjaku (4 °C). Kao kontrolni uzorak koristeno je pivo

pakirano u staklene boce od 0,5 L.
3.2.3. Analiza uzorka piva

GC-MS analiza bisfenola A:

U ovom istrazZivanju koriStena je otopina standardna bisfenola A (Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri, SAD). Validacija metode ukljucivala je odredivanje retencije i kvalitativno i
kvantitativno pradenje iona. Koristeni n-heksan je HPLC Cistoc¢e (Carlo Erba, Milano, Italija).
Otopina BPA pripremljena je u koncentraciji od 1 mg/mL. Otopina BPA u razli¢itim
koncentracijama (0,005, 0,01, 0,1, 0,05, 0,5 ug/mL) pripremljena je razrjedivanjem u n-
heksanu, a zatim pohranjena u bocicama na -20 °C. Kako bi se izbjegla unakrsna kontaminacija
reagensima, materijalima i laboratorijskom opremom, proveden je postupak temeljitog
¢iséenja: stakleno posude namoceno je i oprano u acetonu, suseno na 140 °C najmanje 4 sata.
Sva otapala koristena u analizi testirana su kako bi se provjerila potencijalna prisutnost BPA
kontaminacije pomo¢u GC—-MS (Agilent instrument 7890B/5977A MSD) analize. Ultra Cista

voda proizvedena je Milli-Q sustavom (Millipore, Bedford, SAD).
Obrada uzoraka:

Koli¢ina od 5 ml uzorka prebacena je u staklenu epruvetu uz dodatak 5 ml acetonitrila
i 5 ml vode. Smjesa je snazno treSena 1 minutu, a zatim nakon dodatka 3 g bezvodnog MgS04

i 1 g NaCl, uzorak je ponovno protresen i potom centrifugiran 5 minuta.

1 ml ekstrakta prebaceno je u epruvetu od 15 ml koja sadrzi 150 mg bezvodnog MgS04,
50 mg PSA i 50 mg C18, zatim muckana 1 minutu i centrifugirana sljedecih 5 minuta (5000

o/min).
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Cisti ekstrakt acetonitrila prenesen je u GC bocicu i ubrizgan za analizu.

Identifikacija BPA temeljila se na usporedbi vremena zadrzavanja vrinih vrijednosti i
cilinih iona s onima dobivenim iz standardne mjeSavine BPA (standard koje je dostavio
proizvodac instrumenta). Kvantifikacija se temeljila na vanjskim kalibracijskim krivuljama

pripremljenim iz standardne otopine svakog od ispitivanih BPA.

Provjera vrinih vrijednosti je provedena na temelju retencijskih vremena, a ciljni ion
usporeden je s onima vanjskog BPA. Slijepe probe otapala su analizirane i kvantificirane.

Koli¢ina BPA u slijepim probama je bila niza od LOQ.

Odredivanje je provedeno u splitless modu. Plin nosac¢ bio je helij, brzina: 35,698

cm/sek; tlak: 7,0 psi. Odredivanje je obavljeno pri konstantnom protoku.

U ovom istrazivanju koriSteni su standardni ftalata (PAE), dimetil ftalat
(DMP;C10H1004), dietil ftalat (DEP;C12H1404), diizobutil ftalat (DiBP;Ci6H2204), dibutil ftalat
(DBP;C16H2204), bis(2-etilheksil) ftalat (DEHP;Cz4H3304), di-n-oktil-ftalat (DnOP;C24H3404)
kupljeni od dr. Ehrenstorfer GmbH (Njemacka). Validacija metode ukljucivala je odredivanje
retencije i kvalitativno i kvantitativno pracenje iona. Koristeni n-heksan je HPLC cistoce (Carlo
Erba, Milano, Italija). Otopine svakog ftalata pripremljene su u koncentracijama od 1 mg/mL.
Otopine ftalata u razli¢itim koncentracijama (0,005, 0,01, 0,1, 0,05, 0,5 ug/mL) pripremljene
su razrjedivanjem u n-heksanu, a zatim su pohranjene u boc¢icama na -20 °C. Kako bi se izbjegla
unakrsna kontaminacija reagensima, materijalima i laboratorijskom opremom, proveden je
postupak temeljitog ciséenja: stakleno posude namoceno je i oprano u acetonu, suseno na
140 °C najmanje 4 sata. Sva otapala koristena u analizi testirana su kako bi se provijerila
potencijalna prisutnost PAE kontaminacije pomocu GC—MS analize. Ultra dista voda

proizvedena je Milli-Q sustavom (Millipore, Bedford, SAD) (Kartalovi¢ | sur., 2021.).
GC-MS analiza ftalata

Za pripremu uzorka koristena je QUEChERS metoda. Koli¢ina od 5 ml uzorka prebacena
je u staklenu epruvetu uz dodatak 5 ml acetonitrila i 5 ml vode. Smjesa je snazno tresena 1
minutu, a zatim nakon dodatka 3 g bezvodnog MgSQ04 i 1 g NaCl, uzorak je ponovno protresen

i potom centrifugiran 5 minuta.
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1 ml ekstrakta prebaceno je u epruvetu od 15 ml koja sadrZi 150 mg bezvodnog MgSQs,
50 mg PSA i 50 mg Cis, zatim muckana 1 minutu i centrifugirana sljedeéih 5 minuta (5000

o/min).
Cisti ekstrakt acetonitrila prenesen je u GC bo¢icu i ubrizgan za analizu.
GC-MS analiza i instrumentacija

Identifikacija ftalata (Kartalovi¢ | sur., 2021.) temeljila se na usporedbi vremena
zadrZzavanja vrsnih vrijednosti i ciljnih iona s onima dobivenim iz standardne mjesavine ftalata
(standardi koje je dostavio proizvodac instrumenta). Kvantifikacija se temeljila na vanjskim

kalibracijskim krivuljama pripremljenim iz standardne otopine svakog od ispitivanih ftalata.

Provjera vrsnih vrijednosti je provedena na temelju retencijskih vremena, a ciljni ioni
usporedeni su s onima vanjskih ftalata. Slijepe probe otapala su analizirane i kvantificirane, a

neki ftalati su pronadeni u tim slijepim probama, ali je koli¢ina bila niza od LOQ.

Odredivanje je provedeno u splitless modu. Plin nosac bio je helij, brzina: 35,698

cm/sek; tlak: 7,0 psi. Odredivanje je obavljeno pri konstantnom protoku.
FT-IR analiza uzoraka za odredivanje prisutnosti mikroplastike:

Svih 20 uzoraka piva bilo je podvrgnuto filtraciji u 2 paralele kroz celulozni filter papir
promjera 70 mm s veli¢inom pora od 11 um (GE Whatman). Za postupak filtracije koristeni su
stakleni lijevci, laboratorijske ¢ase od 500 ml za skupljanje uzorka, te celulozni filter papir za
zadrzavanje Cestica. Kako bi sprijecili vanjsku kontaminaciju laboratorijsko posude (stakleni
lijevci laboratorijske casSe) prije pocetka filtracije isprani su acetonom. Nakon zavrSene
filtracije sterilnom pincetom koristeni filter papiri su prebacéeni u Petrijeve prethodno isprane
acetonom. Petrijeve posude odmah su zatvorene nakon postavljanja filter papira. Jedan Cisti,

neiskoristeni filtarski papir postavljen je kao slijepa kontrola za FT-IR.

Za analizu mikroplastike u pivu koristen je uredaj FT-IR (Spectrum 80 Two, PerkinElmer,
Waltham, Massachusetts, USA). Prije poCetka analize izvor svjetlosti (kristal) na FT-IR uredaju
potrebno je prebrisati metanolom. Kao slijepu probu koristen je jedan Cisti, nekoristeni filter

papir koji se sterilnom pincetom stavlja na izvor svjetlosti kako bi se snimio spektar pozadine
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(eng. background). Uzorak se sterilnom pincetom stavlja na izvor svjetlosti (ZnSe) te se
pri¢vricuje pomocu poluge kako bi se osigurao dobar kontakt uzorka i kristala . Po zavrsSetku
snimanja potrebno je popustiti polugu te ukloniti uzorak. Nakon svakog uzorka potrebno je
prebrisati izvor svjetlosti metanolom (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) HPLC cistoce
99,9%. Mjerenja su provedena u ventiliranoj prostoriji pri temperaturi od 25 °C. Kako bi se
kontrolirale promjene u atmosferskim razinama CO; i H,0, uklju¢ena je znacajka kompenzacije
atmosferske pare stroja. FT-IR ocitanja analizirana su softverom Perkin-Elmer (Waltham,

Massachusetts, SAD) Spectrum 10. Svi uzorci su analizirani u duplikatu.

Na kraju su pomocu skalpela izrezani komadici limenki za svaki uzorak piva (tijelo

limenke i poklopac) (Slika 4).

Slika 4. Pripremljeni uzorci za analizu sa ocijedenim filter papirom, tijelom i poklopcem

limenke (lzvor: autor)
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4. Rezultati i rasprava

Ovo istrazivanje potaknuto je ranijim istraZivanjima koje su objavili Habschied i sur.
2023. godine. Naime, u svom istrazivanju analizirali su ftalate u pivima pakiranima u
aluminijske limenke, PET i staklene boce. Ocekivano je bilo da ée najvece koncentracije ftalata
biti u pivima koja su bila pakirana u PET boce, ali to nije bio sluc¢aj. U pivima pakiranima u
aluminijske limenke, pronadene su znacajne koli¢ine ftalata, viSe nego u pivima pakiranim u
PET boce. Pronadene su posebno visoke koncentracije as bis(2-etillheksil) ftalata, ¢ak 326.81
ug/L u jednom od analiziranih uzoraka piva. Temeljen na tim rezultatima, ovaj diplomski rad
bavio se analizom piva proizvedenih u inozemstvu i pakiranih u aluminijske limenke. Rezultati

ovo istraZivanja prikazani su u Tablicama 2, 3i 4.

Tablica 2 prikazuje osnovne fizikalno-kemijske parametre izmjerene u analiziranim
pivima. Vidi se da su piva imala standardnu koli¢inu alkohola, oko 4,5%, $to je svojstveno lager
pivima koja su i bila vecinski zastupljena u ovom istraZivanju. pH je takoder bio u skladu sa

stilom piva i kretao se oko 4,2-4,4.

Tablica 2. Osnovni fizikalno-kemijski parametri izmjereni u analiziranim pivima

Svojstvo °Ic’)lit/o n?l!- {n pH
100 mL
Uzorak
1 12 4,6 4,4
2 13 4,5 4,3
3 12 4,5 4,3
4 14 4,5 4,4
5 11 4,5 4,3
6 11 4,6 4,2
7 12 4,4 4,4
8 12 4,2 4,4
9 12 4,3 4,2
10 12 4,5 4,4
11 14 4,5 4,4
12 11 4,4 4,4
13 11 4,2 4,3
14 11 4,3 4,2
15 12 4,5 4,4
16 11 4,5 4.4
17 11 4,4 4,2
18 11 4,2 4,4
19 11 4,3 4.4
20 12 4,4 4,4
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 3 prikazuje koncentracije i vrste ftalata i bisfenola A u analiziranim pivima. Iz
tablice je vidljivo da su u analiziranim pivima detektirani i kvantificirani razni ftalati. Najveca
koncentracija bis(2-etillheksil) ftalata detektirana je u uzorku 2 i iznosila je 145,075 pg/L. To je
znacajno manja koncentracija nego ona kvantificirana u radu koji su objavili Habschied i sur.
(2023.), ali je ipak vrlo visoka u odnosu na druge uzorke. Koncentracija ovog ftalata iznad 100
ug/L jos je detektirana u uzorku 5 (101,804 ug/L). Uzorak 2 je podrijetlom iz BiH, dok je uzorak
5iz Italije. Jos je jedan uzorak imao koncentraciju bis(2-etillheksil) ftalata koja se moze tumacditi

kao povisena, uzorak 7 je imao 95,802 pg/L. Uzorak 7 je podrijetlom iz Slovacke.

lako je trenutna preporuka EFSA-e (European Food Safety Agency) da se koncentracije
ftalata koji migriraju u hranu ili pi¢a iz ambalaZe svedu na 1,5 mg/kg for DEHP (bis(2-etillheksil)
ftalat ), 0,3 mg/kg for DBP (dibutil ftalat), 30 mg/kg for BBP (benzilbutil ftalat) i 18 mg/kg for
DEHA (bis(2-etillheksil) adipat), nije propisano koliko ih smije biti u hrani ili piéu. Ostali ftalati

su bili u nizim koncentracijama, ali ipak kontinuirano prisutni u svim uzorcima.

Tablica 3. Koncentracije ftalata u analiziranim pivima

dietil ftalat di(izobutil) dibutil ftalat bis(2-
etillheksil)
(ng/L) ftalat (ug/L) (ng/L) fralat (ug/L)
Uzorak

1 1,933 7,584 8,091 34,122
2 1,125 6,247 5,954 145,075
3 1,830 8,342 7,548 38,287
4 2,429 7,495 5,789 37,128
5 2,610 14,181 13,026 101,804
6 2,396 13,444 10,452 61,233
7 2,037 22,634 32,851 95,802
8 1,535 7,588 7,547 38,913
9 3,846 12,552 11,085 58,051
10 2,116 8,258 6,599 38,590
11 3,766 10,121 7,841 40,156
12 1,589 7,525 7,051 36,594
13 1,846 6,131 5,670 34,698
14 2,249 6,807 6,193 34,032
15 1,507 7,256 6,233 34,769
16 2,897 8,069 7,987 35,761
17 1,401 6,332 4,509 31,766
18 1,605 9,858 8,308 44,505
19 1,699 7,533 5,943 39,186
20 1,605 6,575 5,682 33,791
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4. Rezultati i rasprava

U Tablici 4 se mogu vidjeti odredene kolicine bisfenola A u svim uzorcima piva.

Tablica 4. Koncentracije bisfenola A u svim uzorcima piva

Uzorak

O[O | W|IN|=

e
o

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Koncentracija

BFA (ug/L)
0.126

0.142
0.060
0.539
0.214
0.061
0.059
0.134
0.153
0.089

0.067
0.051
0.059
0.102
0.071
0.059
0.058
0.101
0.054
0.199

Iz Tablice 4 se moze vidjeti da je bisfenol A takoder prisutan u svim uzorcima piva.

Najveca koncentracija je detektirana u uzorku 7, 0,539 pg/L. Ovaj uzorak je podrijetlom iz

Slovenije. U ostalim pivima su koncentracije uglavhom bile ispod 100 pg/L.

FT-IR analiza je pokazala da se u ovim uzorcima mogu pronaéi razne kemikalije, Ciji

popis je prilicno dug. Stoga ¢e se ovdje navesti samo one naj¢esce i detektirane sa postotkom

podudaranja preko 60% u svim uzorcima. Neke od njih su:

- klorirani polietilen

- 6-hidroksiheksil format

- oktaetilen glicol monododecil eter

- polietilleneimin celuloza

- polietilleneimin, 80% ethoksilarini, bazni polimer
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4. Rezultati i rasprava

Neke od ovih kemikalija su direktno povezane sa mikroplastikom (npr. klorirani
polietilen, polietilenimin celuloza), a neke kemikalije iako se ¢ine nepovezane vjerojatno
potje€u od raspadanja ili prelaza PET polimera tijekom skladiStenja. U vecini uzoraka
zabiljezena je prisutnost neke mikroplastike. Ovo istrazivanje bi svakako trebalo prosiriti i

produbiti da bi se dobila potpunija slika.

Osim mikroplastike, na FT-IR uredaju je zabiljeZzena i prisutnost drugih kemikalija, kao
Sto su boje za drvo, lijekovi za Sizofreniju, vlazne maramice za CiS¢enje, i sl. Primjer analiziranog

uzorka na FT-IR uredaju, odnosno graficki prikaz dobivenih rezultata moZze se vidjeti na Slici 5.

AEEREEERL

T T T T T —
(c) 2008, Fiveaer:)ala Management, Inc., All Rights Reserved.,(c) 2006-2008, F\I\seash Da{a Management, Inc.Sll Rights Reserved.,(c) 2004-2008, Fiveash Data Management, Inc., All Rights Reserved.,(c) 1994, Her Maje
ame escription

—— Analyst 96 Sample 096 By Analyst Date Sunday, May 14 2023
——— AO00493 00635.SP DECYL POLYGLYCOSIDE, 58846-77-8
AO0515 00657.SP DECYL GLUCOSIDE, 41444-55-7
—— AP0243 P0420.SP POLYETHYLENEIMINE, 80% ETHOXYLATED, BASE POLYMER, 39.87% SOLID
——— CS0172 H172.SP PLANTACARE 2000 UP, COSMETIC RAW MATERIAL
CS0336 H336.SP STUDIO LINE ANTI-FRIZZ, HAIR GEL
AD0109 LEGNO DI PIOPPO ROSSO - SPETTRO UATR
CS0555 H555.SP SENSODYNE, TOOTH PASTE
FD0820 T0824.SP CORN SYRUP (BEEHIVE) FILM NACL
———— FD3743 T3755.SP VALERIAN ROOT EXTRACT FILM NACL
——— A00229 00261.SP MUCIN, TYPE Il, CRUDE, PORCINE STOMACH, 84082-64-4

Slika 5. Primjer analiziranog uzroka na FT-IR uredaju
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5. Zakljucci

Na temelju rezultata dobivenih ovim istraZivanjem, moguce je zakljuciti sljedece:

1. U svim pivima su pronadeni ftalati, od koji je u najve¢im koncentracija detektiran bis(2-

etillheksil) ftalat i to u uzorku koji je podrijetlom iz BiH.

2. Bisfenol A je takoder detektiran u svim uzorcima, u najvecoj koncentraciji u uzorku

proizvedenom u Sloveniji.

3. FT-IR analiza je pokazala da se u uzorcima nalazi Sirok spektar kemikalija od kojih su najcesce
detektirane - klorirani polietilen, 6-hidroksiheksil format, oktaetilen glicol monododecil eter,

polietilleneimin celuloza, polietilleneimin, 80% ethoksilarini, bazni polimer.
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