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1. Uvod

Prisutnost mikroplastike u okoliSu poznato je iz 1970-ih, ali tek 2004. postaje
predmetom znanstvenih istraZivanja. Danas c¢ak i Sira javnost dobiva sve vise
zabrinjavaju¢ih informacija o mikroplastici kao potencijalnom Stetnom zagadivacu.
Razvojem znanosti i tehnologije dolazi do usmjeravanja ciljanih istrazivanja prema
otkrivanju i analizi nacina i klju¢nih mjesta na kojima mikroplastika dospijeva u okolis, te
na koji nacin utjeCe na ljude i Zivotinje. Mikroplastika je primarno definirana kao
zagadivaC okolisSa. Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA, 2016) definirala je
mikroplastiku kao "heterogenu mjeSavinu materijala razliitog oblika koji se nazivaju
fragmentima, vlaknima, sferoidima, granulama, peletama, pahuljicama ili perlama, u
rasponu od 0,1 do 5,0 um“. Medutim, zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava ali i sve
vece sveopce uporabe, mikroplastika lako dospijeva u hranu i pice. 1z navedenih razloga, u
ovom istrazivanju provedena je FT-IR analiza razliCitih uzoraka piva pakiranih u PET
ambalazu s ciliem provedbe detekcije potencijalno prisutnih Cestica deklariranih kao

mikroplastika.
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2. Teorijski dio

2.1. PLASTIKA

Plastika je polimerni materijal koji je dugotrajan, otporan na razgradnju, inertan i
jednostavan za oblikovanje. Plastika je organski polimer koji se sastoji od niza polimera s
ponovljenim monomerima poput etilena, propilena, vinilklorida. S obzirom na gradevne
monomerne jedinice, razlikuje se polietilen (PE), polipropilen (PP), polivinilklorid (PVC) i
polistiren (PS) (Slika 1). Struktura osnovnog lanca polimera definira fizikalno-kemijska

svojstva plastike (Rochman i sur., 2019).
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Slika 1. Osnovne jedinice strukture plastike (Glaser, 2019)

Na svjetskoj globalnoj proizvodnji vodeéa mjesta su zauzeli PE i PP. Nakon njih slijedi
polietilen tereftalat (PET) s oko 18 % globalne svjetske proizvodnje (Leng i sur., 2018). Prema
PlasticsEurope, od listopada 2019., bruto proizvodnja plastike iznosila je 359 milijuna tona
godisnje, pri ¢emu je najmanje 32,5 % potraznje pokriveno recikliranom plastikom (Diaz-
Basantes i sur., 2020). Zbog svoje svestranosti i dostupnosti za ljudsku upotrebu, plastika se
smatra jednim od najboljih materijala za o¢uvanje hrane, na temelju ekonomskih i odrzivih
razmatranja. Medutim, prisutnost plastike u okolisu ucinila ju je neprijateljem ¢ovjecanstva.

Stovide, procesi recikliranja nisu atraktivni u mnogim nerazvijenim zemljama zbog ¢Eega
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plasti¢ni otpad na kraju zavrSava u okoliSu (Ma i sur., 2018; Rainieri i Barranco, 2018).
Potencijalni ucinci onecis¢enja plastikom uklju¢uju promjene ciklusa ugljika i hranjivih tvari;
promjene ekosustava unutar tla, promjene sedimenata i vodenih ekosustava; istodobni
bioloski utjecaji na ugrozene biljne i Zivotinjske vrste; ekotoksi¢nost. Racionalan odgovor na
globalnu prijetnju koju predstavlja onecis¢enje plastikom je brzo smanjenje emisija plastike
kroz smanjenje potrosnje nekoristenih plasticnih materijala, zajedno s medunarodno

koordiniranim strategijama za gospodarenje otpadom (MaclLeod i sur., 2021).

2.2. MIKROPLASTIKA

Tijekom godina pratimo porast proizvodnje i upotrebe plastike u svijetu. Posljedi¢no
tome nastaju problemi gospodarenja plasticnim otpadom i sve veéeg ekoloskog zagadenja
planete Sto predstavlja globalni problem za okolis (Thompson i sur., 2004). Za sada ne postoji
medunarodno prihvacena definicija mikroplastike. Prema definiciji Europske agencije za
kemikalije (ECHA), mikroplastika predstavlja materijal koji se sastoji od ¢vrstih Cestica koje
sadrze polimer u koji su moZda dodani i aditivi ili druge tvari i gdje je 2 1 % masene
koncentracije raspona veli¢ina od 1 nm < x <5 mm ili kod oblika vlakna raspona duljina od
3 nm < x £15 mm i omjera duljine i promjera > 3 mm. Polimeri koji se pojavljuju u prirodi te
su (bio)razgradivi, a koji nisu kemijski modificirani (osim hidrolizom) ne svrstavaju se u

mikroplastiku.

Mikroplastika se sastoji od sloZzenog niza polimera s ponovljenim monomerima koji
Cine temelj i bazu polimera. Temeljna razlika izmedu polimera je struktura osnovnog lanca
koja odreduje fizikalno-kemijska svojstva plastike (Rochman i sur., 2019). U sinteticke
polimerne materijale ubrajamo organske materijale (ugljikovodici) velike molekularne mase
(makromolekule ili polimerni lanci) nastali procesom polimerizacije. Biorazgradivi polimerni
materijali poliaktid (PLA) i polikaprolalton, (PCL) i drugi polimeri, kao $to su polipropilen (PP),
polietilen niske gustoce (PE-LD), polietilentereftalat (PET), poliamid (PA), politetrafluoretilen
(PTFE), fenolformaldehidna smola (PF), epoksid/ epoksidna smola ili plastika (EP), etilen/

propilen/dienski kaucuk (EPDM) sinteticki su polimeri (Rochman i sur., 2019).
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Mikroplastika se mozZe kategorizirati kao primarna ili sekundarna plastika. Primarna
mikroplastika podrazumijeva sintetizirane Cestice mikroplastike za posebnu namjenu (kao
Sto su mikrozrnca). Sekundarna mikroplastika nastaje fragmentacijom i razgradnjom
makroplastike, ukljuc¢ujuéi vlakna iz sintetickog tekstila (Zhang i sur., 2020). lako su proizvodi
od plastike tesko razgradivi, ipak zbog fizickih i prirodnih ¢imbenika poput sunca, vjetra, kise
ili zbog antropogenih uzroka poput komercijalne uporabe i iskoriStavanja, dolazi do njihove
fragmentacije na sitnije Cestice mikroplastike, te se akumuliraju u okoliSu (Slika 2). Povecanje
povrsine cCestica koji nastaju kao fragmenti mikro- i nanoplastike olakSava otpustanje
kemikalija prisutnih u plasticnom materijalu, ukljuujuci aditive, zaostale nepolimerizirane
monomere i oligomere te produkte razgradnje plasti¢nog polimera. Stoga, tijekom vremena,
plastika u okolisu proizvodi sve raznolikiju liniju malih Cestica i kemikalija u okoliSu (MacLeod

i sur., 2021).

Topivei hlapive
Cestice plastike Mikroplastika Nanoplastika Oligomeri kemikalije

>

Slika 2. Proces razgradnje Cestica mikroplastike djelovanjem vremenskih prilika
(MacLeod i sur., 2021)

Mikroplastika je krajem ovog desetlje¢a privukla sve veéu pozornost zbog ucestale
pojavnosti i svojih nepozeljnih ucinaka (Wright i Kelly, 2017). Zbog svojih lipofilnih svojstava,
plastika pa tako i mikroplastika moze apsorbirati kemikalije iz okolisa poput PCB, PBDE i PAH-
ove, koji su poznati kao reproduktivni toksikanti i kancerogeni spojevi (Kosuth i sur., 2018).
(Mikro)plastika moZe apsorbirati metale i bakterije (McCormick i sur., 2014; Rochman i sur.,
2014) ponekad i u ve¢im koncentracijama. Nadalje, dokazano je da se organske kemikalije

unesene u organizam mogu desorbirati u crijevima (Bakir i sur., 2013). Takoder, plastika
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moZe povisiti koncentraciju sintetickih aditiva kao Sto su ftalati, alkilfenoli i bisfenoli (Teuten
i sur., 2009). Novija istrazivanja dokazuju kako plastika moze biti citotoksi¢na za ljudske
stanice (Schirinzi i sur., 2017). Kao rezultat prevelike proizvodnje plastike, dolazi do
kontaminacije mora mikroplastikom $to predstavlja globalni problem za okolis (Rezania i
sur., 2018). Naposljetku, ljudi konzumacijom morskih plodova, zagadene morske soli,
konzumacijom piéa pakiranih u plasticnu ambalazu bivaju izloZeni mikroplastici (Kosuth i sur.,
2018; Smith i sur., 2018). Najveci problem predstavlja kontaminacija mikroplastikom vode za
pi¢e koja se moze koristiti i u prehrambenoj industriji. Manja koncentracija mikroplastike
pronadena je u podzemnim vodama (0 — 7 &estica/m3) (Mintenig i sur., 2019). Navedeni
problemi naglasavaju zasto se mikroplastika smatra opasnim kontaminantom danas, ali i u

buduénosti.

2.3. METODE ZA ANALIZU MIKROPLASTIKE

Mikroplastika je nerazgradiva i netopiva u vodi te posjeduje razlicita fizikalno-
kemijska svojstva koja predstavljaju nepoznate visokorizi¢ne prijetnje okolisu. Uzevsi u obzir
navedene Cinjenice o globalnom problemu pojavnosti mikroplastike u cjelokupnom lancu, od
akumulacije u okolisu do Stetnog ucinka za ljude i Zivotinje, javlja se potreba za opseznim
razumijevanjem ove vrste polimera kako bi se smanijila prijetnja njihove globalne izlozenosti
ljudskom zdravlju. Medutim, razliciti oblici, veli€ine i svojstva poput poroznosti i prozirnosti
predstavljaju izazov za detekciju mikroplastike (Asamoah i sur., 2019). Takoder, odredene
karakteristike izmedu plastike i spojeva koje se ne klasificiraju kao plastika stvaraju dodatne

poteskoce u to¢nom identificiranju i klasificiranju mikroplastike (Song i sur., 2015).

Razvoj analiticke kemije doprinosi u otkrivanju i analizi mikroplastike u okolisu.
Analiza mikroplastike sastoji se iz postupaka izolacije, identifikacije, kemijske karakterizacije i
kvantifikacije (Silva i sur., 2018). Cilj analize je dobiti podatke o broju identificiranih Cestica,
veli¢ini, obliku, boji te pomodu kemijskog sastava o broju i vrsti kemijskih polimera.
Informacije o aditivima (plastifikatori ili omeksivaci, pojacivaci, punila, boje, usporavala

gorenja, modifikatori) i apsorbiranim Stetnim tvarima kao $to su diklorodifeniltrikloroetan
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(DDT), policiklicki aromatski ugljikovodici (PAH) moZemo dobiti primjenom razlicitih tehnika

identifikacije i kvantifikacije (Silva i sur., 2018).

Prije postupka analize mikroplastiku je potrebno izolirati iz uzorka vode, sedimenta i
bioloskog materijala kako bi se mogla kvantificirati okarakterizirati. SloZenost postupka
izolacije ovisi o vrsti analiziranog uzorka. Primjerice izdvajanje iz uzorka vode i sedimenta
provodi se prosijavanjem (krupne Ccestice) ili koriStenjem mreza tijekom skupljanja te
odvajanjem najces¢e postupkom filtracije i/ili izdvajanjem na temelju razli¢ite gustoce
(Hegedusi¢, 2019., Nguyen i sur., 2019). Najc¢es¢i postupak u izdvajanju mikroplastike iz
uzorka vode je filtracija. Veli¢ine pora mreze/filtera mogu znatno varirati, od 0,45 um do
55,5 mm. Medutim, male veliCine pora takoder mogu dovesti do brzog zasicenja
mreze/filtera organskim i mineralnim tvarima. Postupak identifikacije obuhvaca: vizualnu
identifikaciju (mikroskopska analiza), kemijsku identifikaciju plasticnih polimera te
izrazavanje ukupne koli¢ine mikroplastike primjenom kombinacije vizualne mikroskopske
analize i vibracijske spektroskopije (broj cestica/g uzorka). Navedenim tehnikama se dobivaju
podatci o fizikalno-kemijskim svojstvima. Fizikalna svojstva ukljuCuju oblik, boju, veli€inu
mikroplastike, a kemijska svojstva se primjenjuju pri odredivanju sastava mikroplastike te se
u tu svrhu koriste uredaji FTIR spektrometar, Raman spektrometar, skenirajuéi elektronski
mikroskop (SEM), te uredaj za ultra tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti uz
tandemsku masenu spektrometriju (UPLC-MS/MS) (Bogdanovi¢ i sur., 2022). U vedini
istrazivanja, Cestice mikroplastike se prvo vizualno identificiraju te se zatim koriste razne

spektroskopske metode. Tehnike koje se uglavnom koriste za detekciju mikroplastike su:

. mikroskopija,

. Ramanova spektroskopija,

. toplinska analiza,

. infracrvenu spektroskopiju s Fourierovom transformacijom (FTIR) (Baruah i sur.,
2022).
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2.3.1. Primjena mikroskopije u analizi mikroplastike

Mikroskopija je naj¢esce koristena tehnika za bilo koju svrhu otkrivanja. Uobicajeno
korisStene mikroskopske tehnike za otkrivanje mikroplastike su svjetlosna mikroskopija (Free i
sur., 2014), stereomikroskop (Song i sur.,, 2015), fluorescentna mikroskopija (Van

Cauwenberghe i sur., 2015) i skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM) (Wang i sur., 2017).

SEM (Scanning electron microscope) je metoda odredivanja mikroplastike kod koje se
pomocu uskog snopa elektrona dobiva vrlo detaljna slika povrSine. Snaga rezolucije
mikroskopa limitirana je kvalitetom leca i valnom duljinom upadne zrake. Elektronski
mikroskopi daju kvalitetniju sliku od svjetlosnog mikroskopa bududi da elektroni imaju
znatno krace valne duljine. Nakon SEM analize, provodi se analiza s energijsko-disperznom
spektroskopijom X-zrakama (SEM-EDS) koja daje informacije o elementarnom sastavu istog
uzorka te omogucuje odvajanje plastike od anorganskih ¢estica. Nedostatci SEM-EDS metode
su visoka cijena, vremenski je zahtjevna metoda, potrebna prethodna priprema uzorka te se
preporucuje za povrsinske karakterizacije i elementarne analize Cestica mikroplastike (Ruzaj,

2019).

2.3.2. Primjena Ramanove spektroskopije u analizi mikroplastike

Ramanova spektroskopija temelji se na snimanju jedinstvenog spektra uzorka
karakteristicnog sastava pomocu laserske zrake (Slika 3). Princip navedene spektroskopije
bazira se na neelasticnom rasprsivanju fotona. Bududéi da ova brza ne-destruktivna tehnika
koristi lasersku zraku malog promjera, mozZe detektirati i mikroplastiku manjih veli¢ina (Zada
i sur., 2018). Jedan od glavnih nedostataka primjene Ramanove spektroskopije u detekciji
mikroplastike jeste visoka osjetljivost prema drugim prisutnim kemijskim spojevima u
uzorcima (narocito aditivima i pigmentima) te nemoguc¢noscu interpretacije spektra uslijed
Sumova nastalih zbog (Cestih) nepravilnih oblika i povrsina mikroplastike (Wang i sur., 2017).
FTIR i Raman spektroskopija su komplementarne zato Sto su neke molekulske vibracije

vidljive u Raman spektru dok u IR nisu i obrnuto.
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Slika 3. Dijelovi Ramanovog spektrometra (Yang i Ying, 2011)

2.3.3. Primjena toplinske analize u detekciji mikroplastike

Toplinska analiza moZe odrediti informacije o sastavu polimera analizom njihove
toplinske stabilnosti ili toplinske degradacije. Obicno mjeri sve vrste promjena fizikalnih i
kemijskih svojstava te se smatra alternativom spektroskopskim tehnikama (Nuelle i sur.,
2014). lako se u kratkom vremenu moZe analizirati veliki broj uzoraka, glavni nedostatci
metode toplinske razgradnje jeste bliskost u temperaturnim rasponima taljenja odredenih
polimera te je zbog toga potrebna odredena predobrada uzoraka s ciljem uklanjanja
polimera koji se ne Kklasificiraju kao plastika (Dimichen i sur., 2017). Iz tog razloga,
diferencijalna motridbena kalorimetrija (eng., differential scanning calorimetry, DSC)
predstavlja odredenu alternativu toplinskoj razgradnji. Medutim, ograni¢enja DSC metode su
u pogledu odabira referentnog materijala mikroplastike. Nedostatke DSC metode moguce je

kompenzirati kombinacijom s termalnom gravimetrijskom analizom (Majewsky i sur., 2016).

2.3.4. Primjena infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom u

detekciji mikroplastike

Analiza infracrvenog spektra daje informaciju o prisutnosti pojedinih molekula u
uzorku te njihovim koncentracijama. U svijetu postoji nekoliko vrsta infracrvenih
spektrometara, no najzastupljeniji su FTIR spektrometri. FTIR spektrometar i Ramanov

spektrometar daju informacije o funkcionalnim skupinama i molekularnoj strukturi organskih
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materijala te su Siroko primijenjeni analiti¢ki uredaji pri odredivanju mikroplastike (Jung i
sur., 2021). Metoda infracrvene spektroskopije s Fourierovim transformacijama (FTIR) koristi
se pri detekciji polimera, u petrokemijskom inZenjerstvu, farmaceutskoj industriji i analizi
hrane. Metoda se temelji na utvrdivanju strukture molekule pomocu njezine moguénosti
adsorpcije infracrvenog zracenja. Prilikom izloZzenosti zracenju, molekula adsorbira zracenje
specifi¢nih valnih duljina Sto uzrokuje promjenu dipolnog momenta te se vibracijska energija
transformira iz osnovnog u pobudeno stanje. Analizom infracrvenog spektra moze se saznati
struktura molekule. Prednosti FTIR metode u odnosu na disperzivne IR spektrometre su brze
vrijeme skeniranja svih frekvencija, Siri raspon skeniranja (1000 ~ 10 cm), manje
odstupanje, potrebna mala koli¢ine uzorka i minimalnu pripremu uzorka prije same analize.
FTIR metodom moguce je detektirati mikrocestice vec¢e od 10-20 um (Ribeiro-Claro i sur.,
2017). FTIR spektroskopija Cesto se koristi za kvalitativnu analizu mikroplastike (>10 um), jer
se moze brzo i izravno identificirati tip polimera usporedbom njihovih spektara s spektrima

poznate plastike (Hidalgo-Ruz i sur., 2012).

Glavna problematika FTIR metode je moguce preklapanje spektara razliCitih polimera
ili nastanak nepoznatih spektara uzrokovanih organskim necistoéama u uzorcima. Stoga je
potrebno prije analize na uredaju ukloniti organske ili anorganske necistoce koristedi razliCite
reagense poput etanola, 30 % H.0;, 65% H,NOs (Chen i sur., 2020). Na Slici 4 prikazani su
dijelovi FTIR spektrometra, a to su izvor zraCenja, interferometar, odjeljak za uzorke,

detektor i racunalo (Undavalli i sur., 2021).

11
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Slika 4. Dijelovi FT-IR uredaja (Undavalli i sur., 2021)

Rad uredaja temelji se na sljede¢em principu. Zracenje proizlazi iz izvora kroz
interferometar do detektora. Zatim se signal konvertira u digitalni signal koji dolazi do
racunala gdje se provodi Fourierova transformacija. Glavna razlika izmedu FTIR spektrometra
i disperznog IR spektrometra je Michelsonov interferometar koji razdjeljuje jednu zraku
svjetlosti u dvije razlicitih putanja koje se rekombiniraju u detektor gdje se mjeri njihov
intenzitet (Ruzaj, 2019). Male Cestice mikroplastike mogu se detektirati mikroFTIR (u-FTIR)
uredajem koji koristi mikroskopsko proucavanje prije spektroskopijske analize te se mogu
detektirati Cestice jednake veliCine kao otvor kroz koji prolazi IR zracenje. Koristenjem ATR-
FTIR (FTIR sa smanjenom totalnom refleksijom) uredaja dolazi do povrsinskog kontakta sa

sur., 2018).
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2.4. MIKROPLASTIKA U PREHRAMBENIM PROIZVODIMA

Plasti¢ni otpad nije razgradiv u okoliSu te predstavlja veliku opasnost za okolis,
Zivotinje koje u njemu obitavaju i ljude. Mikroplastika je identificirana u hrani koju
konzumiraju ljudi, zraku, vodi za pice. IzloZenost navedenim izvorima kontaminacije moze
imati Stetne posljedice na ljudsko zdravlje (Karbalaei i sur., 2018). Izvor kontaminacije
prehrambenih proizvoda mikroplastikom moze biti razliCit. Kopnene ili morske Zivotinje
putem prehrambenog lanca mogu biti kontaminirane mikroplastikom (rakovi, dagnje, ribe), i
biljke apsorbiraju mikroplastiku te naposljetku unosom i konzumacijom takvih proizvoda
mikroplastika zavrsi i u ljudskom organizmu (Bradney i sur., 2019). Drugi nacin kontaminacije
prehrambenih proizvoda mikroplastikom je tijekom proizvodnje hrane (doticaj hrane s
plasticnim uredajima) i preko ambalaZe u koju se proizvodi pakiraju jer se plasti¢ne Cestice
mogu osloboditi i do¢i u izravan doticaj s hranom tijekom procesa proizvodnje, prijevoza i

pakiranja hrane (Kedzierski i sur., 2020).

Znanstvenici sve viSe istraZzuju zagadenost mora i morskih organizama
mikroplastikom. Mikroplastika je pronadena u razli¢itim vrstama ribe i u razli¢itim regijama
od Europe, Amerike pa sve do Kine. Glavni izvor kontaminacije ribe i morskih plodova
mikroplastikom je plankton i kontaminirana staniSta navedenih organizama. Prema
procjenama oko 5% do 10% plastike godiSnje zavrSi u morima i oceanima (Toussaint i sur.,
2019). Najveca koncentracija mikroplastike pronadena je u probavnom sustavu riba, rakova,
Skoljkasa, dagnji medu kojima se isticu polietilen tereftalat (PET), polipropilen (PP), poliamid

(PA), polietilen (PE) i najlon (Teng i sur., 2019).

Cestice mikroplastike pronadene su u vodi za pi¢e i u vodovodnoj vodi. Spremnici u
postrojenjima za procis¢avanje pitke vode obloZeni su epoksidnom smolom kako bi se
sprijecila korozija. Transportne cijevi uglavhom su izradene od polivinil klorida (PVC) ili PE, a
cijevne armature izradene su od PA (Mintenig i sur., 2019). Mason i sur. (2018) proveli su
analizu flaSirane vode za pice iz 9 razliCitih zemalja te su pronasli Cestice mikroplastike
veli¢ine od 1 — 100 um u 93% od 259 uzoraka flasirane vode. Shruti i sur. (2020) analizirali su

nekoliko vrsta pi¢a ukljuCujuéi bezalkoholna pica, energetska pic¢a i hladni ¢aj. U navedenim
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uzorcima pronadena je mikroplastika razlicitih veli¢ina. Raspon veli¢ina se kretao od
100 - 3000 pum. U vedini uzoraka identificirana je mikroplastika u obliku vlakana. Dominiraju
vlakna plave i smede boje (osim u energetskim pi¢ima) te crvene boje. Prema gore
navedenim Cinjenicama do kontaminacije mikroplastikom pi¢a moze dodi ako se koristi voda
zagadena mikroplastikom ali moZe doci i do kontaminacije preko ambalaze u koji se proizvod
pakira ili preko opreme tijekom proizvodnje. NajceS¢e su to spremnici i filteri koji mogu
uzrokovati onecis¢enje (Liebezeit i sur., 2014; Wiesheu i sur., 2016; Kutralam-Muniasamy i
sur., 2020; Shruti i sur., 2020). Cestice mikroplastike pronadene su i u uzorcima mlijeka.
Ramanovom spektroskopijom identificiran je polieter sulfon (PES) koji se koristi kao

membranski materijal u procesu proizvodnje mlijeka (Kutralam-Muniasamy i sur., 2020).

Plasticna ambalaza Siroko je primijenjena u pakiranju i distribuciji hrane te predstavlja
vazan izvor unosa mikroplastike u ljudski organizam. Hernandez i sur. (2019) proveli su pokus
sa praznom vrecicom ¢aja koju su uronili u vodu na 95 °C. Analizom u 3alici je detektirano
11,6 milijardi Cestica mikroplastike i 3,6 milijardi ¢estica nanoplastike koji potjecu od vrecice
Caja, a velicina Cestica se kretala od 520 nm do 270 um. Takoder je detektirana mikroplastika
u hrani (meso) pakiranoj u plasticne pladnjeve izradene od ekstrudiranog polistirena (XPS)
(Kedzierski i sur., 2020). Nacin otvaranja plasticne ambalaze uvelike utjece na prijelaz
mikroplasticnih Cestica na hranu ili pi¢e. Sobhani i sur. (2020) istrazili su koliko se Cestica
mikroplastike otpusti u hranu tijekom otvaranja plasticne ambalaZe. Plasti¢ne vrecice, foliju
za pakiranje, plasti¢nu bocu, plasti¢ne rukavice otvorili su na dva nacina Skarama i kidanjem.
Tim postupcima oslobodilo se 0,46 — 250 mikroplastike/cm? 3to ovisi o razli¢itim fizikalnim

svojstvima materijala kao Sto su debljina i gustoca plasticnog materijala i krutost materijala.

Osim u gore navedenim namirnica detektirana je mikroplastika u voc¢u, povréu, medu
(Mihlschlegel i sur., 2017). lzvor kontaminacije meda mikroplastikom jo$ nije dovoljno
istrazen. Postoji mogucénost kontaminacije hrane za pcele mikroplastikom te da insekti
prenose mikroplastiku s cvijec¢a u kosnice (Liebezeit i sur., 2013). Conti i sur. (2020) analizirali
su koliko cestica mikroplastike sadrzi voce i povrée koje se najvise koristi svakodnevno u
ljudskoj prehrani. Medu najzagadenijim uzorcima voca isti¢u se jabuke, a kod povréa mrkva

dok su salate bile najmanje kontaminirane. Pronadeno je viSe mikroplastike u vo¢u nego u
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povrcu. Rezultati su pokazali kako mikroplastika moze prodrijeti u sjeme, korijen, lis¢e i biljne
stanice voca. Takoder je dokazano da kemijska struktura vo¢ne pulpe, visina i starost stabala

utjece na koncentraciju mikroplastike u povrcu.

2.5. MIKROPLASTIKA U PIVU

Prema pravilniku o pivu (NN 145/2011) pivo se definira kao proizvod dobiven
alkoholnim vrenjem pivske sladovine upotrebom Cistih kultura pivskih kvasaca
Saccharomyces cerevisiae, a iznimno spontanim vrenjem ili uporabom mjesovitih mikrobnih
kultura. Osnovne sirovine za proizvodnju piva su voda, hmelj, slad i kvasac. Pivo predstavlja
kompleks vise od 800 kemijskih spojeva ekstrahirani iz osnovnih sirovina za proizvodnju te
produkata velikog broja reakcija koje se odvijaju u svim fazama proizvodnje piva pa i tijekom
skladiStenja gotovog proizvoda. Pivo se proizvodi vise od 5000 godina te se sve do danas,
tehnologija proizvodnje piva razvila od malih pivovara za proizvodnju craft piva pa sve do
industrijskih postrojenja te se smatra najstarijim biotehnoloskim procesom. Ranije,
tehnologija proizvodnje piva nije se temeljila na znanstvenim cCinjenicama te su bila mutna i
podlozna kvarenju. Takva piva su uglavhom imala ,tanki“ okus, veéi udio proteina i
ugljikohidrata te maniji udio alkohola. U modernom pristupu tehnologiji, znanstvenu osnovu
pivarstva Cine kemija, biokemija i mikrobiologija te tehnoloSki postupci pripreme sirovina,
kuhanja sladovine, alkoholne fermentacije te stabilizacije i skladi$tenja piva (Sibali¢ i sur.,
2021). Na Slici 5 shematski je prikazan proces proizvodnje piva. Pri procesu proizvodnje
postoji nekoliko nacina kontaminacije piva mikroplastikom, primjerice upotreba
kontaminirane vode, materijali koji se koriste pri proizvodnji piva, membranski procesi,

filtracija i pakiranje piva.
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Slika 5. Proces proizvodnje piva (web 1)

pSenica i raz (Liebezeit i sur., 2014).

Najvedi izvor kontaminacije mikroplastikom predstavlja voda koja se koristi u procesu
proizvodnje piva. Prilikom proizvodnje piva koristi se voda iz razliCitih izvora, primjerice
podzemna voda, povrSinska voda, voda iz vodovodne mreze ili kiSnica. Takoder razliciti
procesi pranja bilja, ambalazZe, spremnika ili radnog prostora moze dovesti do kontaminacije
konac¢nog proizvoda mikroplastikom (Kosuth i sur., 2018). Koli¢ina mikroplastike u osnovnim
sirovinama (hmelj, je¢am) koji se koriste u procesu proizvodnje piva nisu joS dovoljno

istrazene, medutim detektirana je odredena kolicina mikroplastike u Zitaricama kao Sto su

Osim vode izvor kontaminacije piva mikroplastikom moze predstavljati i ambalaza u
koju se proizvod pakira. Pivo se moZe pakirati u razlicita pakiranja, kao Sto su limenke,

staklene boce ili PET boce, kao i u paketima za rasuti teret poput bacvi. Smatra se da je PET
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ambalaza trenutno najstabilniji ambalazni materijal jer se uzima u obzir propusnost plina.
Medutim plasti¢ni materijali koji se koriste za izradu boca i plasticnih ¢epova s vremenom
podlijezu razgradnji i uzrokuju kontaminaciju proizvoda. Takoder mehanicki stres plasti¢nih
materijala rezultira otpustanjem mikroplastike i kontaminacijom proizvoda (Schymanski i

sur., 2018; Sobhani i sur., 2020).

Dodatni izvor mikroplastike mogu predstavljati membranski filteri koji se koriste u
proizvodnji piva (Kutralam-Muniasamy i sur., 2020). Metzger (2010) navodi kako je u
Njemackoj dozvoljeno koristiti 66 dodanih sredstava pri proizvodnji piva, 8 od njih se koristi
pri procesu filtracije (aktivni ugljen, bentonit, celuloza, azbest, pamuk, kiselgur, perlit,
staklo). Koristeni filteri omoguduju prolazak Cestica vecih od njihove normirane veli¢ine pora,
Sto rezultira detekcijom cestica PVPP i kiselgura u pivu (Hartmann, 2006). Liebezeit i sur.
(2014) navode kako je kriticna tocka kontaminacije mikroplastikom pri proizvodnji piva
filtracija. Analizom uzoraka industrijskih piva i craft piva utvrdena je razlika jer craft piva
zahtijevaju prisutnost kvasca kako bi odrzala svoja karakteristicna svojstva i mutnocu sto

zahtjeva nepotpunu filtraciju i otezava odvajanje mikrocestica.

17



3. EKSPERIMENTALNI DIO



3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog diplomskog rada jeste provesti FT-IR analizu 16 uzoraka piva na
prisutnost Cestica mikroplastike, identificirati pojedine Cestice mikroplastike te dati uvid u

moguce izvore prisutne mikroplastike.

3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. Uzorci piva

Za istrazivanje odabrano je 16 razlicitih brendova piva pakiranih u PET ambalazu od
2 L kupljenih istog dana u istom trgovackom centru. Popis uzoraka s pripadaju¢im oznakama

koje su se koristile u ovom radu prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Popis uzoraka s pripadaju¢im oznakama

Zemlja porijekla Oznaka uzorka

P-1

P-2

P-3

P-4

P-5

P-6

Hrvatska P-7

P-8

P-9

P-10

P-11

Italija P-12
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P-13

P-14

Hrvatska
P-15

P-16

3.2.2. Priprema uzoraka piva

Svih 16 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 (Slika 6). Kako bi sprijecili vanjsku kontaminaciju laboratorijsko
posude (stakleni lijevci laboratorijske ¢aSe) 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.

Slika 6. Filtracija uzoraka piva
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3.2.3. Analiza uzoraka

Analiza uzoraka odradena je na Poljoprivrednom institutu u Osijeku. Za analizu
mikroplastike u pivu koriSten je uredaj FT-IR (Spectrum 80 Two, PerkinElmer , Waltham,
Massachusetts, USA) (Slika 7). 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
(eng. background). Uzorak se sterilnom pincetom stavlja na izvor svjetlosti (ZnSe) te se
pri¢vrs¢uje pomocu poluge kako bi se osigurao dobar kontakt uzorka i kristala . Po zavrSetku
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 CO2 i H20, 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.

Slika 7. FT-IR uredaj
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4.Rezultati i rasprava

4.1. REZULTATI FT-IR IDENTIFIKACJE MIKROPLASTIKE U PIVU

Nakon provedene FT-IR analize 16 uzoraka piva, identificirano je ukupno 13 kemijskih
spojeva. Popis identificiranih spojeva prikazan je u Tablica 2. U svakom uzorku piva
identificirani su spojevi karakterizirani kao mikroplastika ali i druge kemikalije i aditive koji
osiguravaju odgovarajuce karakteristike pakiranja. Analizirani materijal mikroplastike u svim
je slucajevima oznacen kao prozirna Cestica/film. Takoder, u Tablici 2 navedena je primjena
odredenog kemijskog spoja kao potencijalnog izvora odredenog spoja u pivu. lako se ne
mogu svi identificirani spojevi u ovom radu prikazati kao mikroplastika, ipak vecina

navedenih koriStena je u proizvodnji plasticne ambalaze koriStene za skladistenje piva.

Tablica 2. Popis identificiranih kemijskih spojeva kao mikroplastike u analiziranim
uzorcima piva pomoc¢u FT-IR metode

Kemijski spoj Primjena Broj pozitivnih uzoraka
Materijal za  kapsulaciju,
B-Ciklodekstrin aditivi plasti¢nim 16
ambalaznim filmovima
L(-)-Gliceraldehidni 16
neprirodni oblik
Tiodietilen glikol Plastifikator 6
o-Ciklodekstrin Materijal za kapsulaciju 16
Tomatin Surfaktant, emulzifikator 16
3-(2-imidazolin-1- Adiditiv  za anorgansku
e el s . 16
yl)propiltrietioksisilan modifikaciju polimera
. I . Film s kisikovom barijerom u
3-Aminopropiltrimetoksisilan PET ambalasi 16
Heptil-B-D-glukopiranozid Materijal za kapsuliranje 16
D(+)-Glukoza bezvodna Dodatak za kuhanje 16
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Bis(2-hidroksietil)amino- 7
tris(hidroksimetil)metan
Dimetil vinilfosfonat Usporivac plamena 7
. Permeabilizacija stanica
Digitonin - 2
Saccharomyces cerevisiae
Amigdalin 7

U Tablici 3 prikazan je popis prevladavaju¢ih kemikalija identificiranih FT-IR
metodom, a okarakterizirani su kao mikroplastika. Analiza razlicitih uzoraka piva pakiranog u
PET ambalazu rezultirala je s nekoliko glavnih skupova podataka: u svim uzorcima
identificirani su B-ciklodekstrin i L(-)-gliceraldehid neprirodnog oblika s prosjecnom ocjenom

pretrazZivanja preko 60%.

Tablica 3. Popis prevladavajuéih kemijskih spojeva mikroplastike u analiziranim
uzorcima piva pomocu FT-IR metode

Prevladavajuce kemikalije

Uzorak B-ciklodekstrin glicer:(l;i):ahidni tiodietilen glikol | a-ciklodekstrin
neprirodni oblik

P-1 69% 65%

P-2 69% 65%

P-3 69% 66%

P-4 69% 66%

P-5 69% 65%

P-6 68% 66%

P-7 69% 65% 60%
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P-8 69% 61% 60% 60%
P-9 69% 66%

P-10 69% 65%

P-11 69% 65% 61%

P-12 68% 66%

P-13 69% 65%

P-14 68% 65%

P-15 69% 66%

P-16 69% 65% 61%

4.1.1. Rezultati detekcije ciklodekstrina u uzorcima piva

Ciklodekstrini su ciklicki oligomeri koji se nasSiroko koriste u proizvodnji hrane kao
dodaci hrani za razlic¢ite svrhe, npr. za poboljSanje senzorskih kvaliteta i roka trajanja. Na Slici
8 prikazana je osnovna struktura ciklodekstrina. Prema toksikoloskoj analizi ciklodekstrini se
smatraju netoksicnim spojevima za oralnu primjenu. Primjenom odgovarajucih
ciklodekstrina moZe se potpuno ili djelomic¢no eliminirati gorak okus pojedinih spojeva
stvaranjem kompleksa te takvi spojevi, potencijalni nositelji nepoZeljne arome, ne mogu

reagirati u usnoj Supljini s okusnim pupoljcima (Gonzalez Pereira i sur., 2021).

Od svih kemijskih spojeva prisutnih u hmelju, za pivarstvo su posebno znacajne smole
koje sadrze uglavnhom hmeljne kiseline, ulje i polifenole. Karakteristicne a-kiseline nisu
topljive u vodi te ne doprinose aromi piva. Medutim, tijekom kuhanja pri poviSenoj
temperaturi dolazi do izomerizacije u Jzo-a-kiseline te predstavljaju glavne gorke
komponente koje se nalaze u pivu. Istrazivanja su pokazala da su cis-izomeri stabilniji od
svojih trans-izomera. Separacija trans-izomera pomocu ciklodekstrina pokazala se izuzetno

ucinkovitom te je kako zbog jednostavne separacije i stabilizacije piva, tako i zbog
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jednostavnog uvecanja mjerila odnosno provedbe procesa u industrijskom mjerilu (Khatib i
sur., 2010). Osim toga, u ciklodekstrini se mogu koristiti prilikom proizvodnje ambalaze
(Szente i Fenyvesi, 2018). S obzirom na navedeno, jasno je da postoji nekoliko mogudih

objasnjenja prisutnosti ciklodekstrina u svim analiziranim uzorcima piva.

0.57 nm 0.78 nm 0.95 nm
<€ > <>
o
;,
[+2]
3
' 3
B-CD
" B-CD oH

Slika 8. Prikaz strukture ciklodekstrina (web 2)

4.1.2. Rezultati detekcije L-gliceraldehida u uzorcima piva

Gliceraldehid je najjednostavniji ugljikohidrat. Pripada skupini aldoza te se sastoji od
tri ugljikova atoma. U prirodi se pojavljuje D-konformacija gliceraldehida koji je topiv u vodi.
Medutim, provedbom FT-IR analize, u svim uzorcima identificiran je L(-)-gliceraldehidni
neprirodni oblik. Prisutnost L-gliceraldehida u pivu moZe se objasniti isklju¢ivo mikro
fragmentacijom ambalaZznog materijala. Istrazivanja provedena na FT-IR analizi mikroplastike
iz probavnog sustava kornjaca takoder su utvrdile prisutnost L(-)-gliceraldehidnog

neprirodnog oblika. Vizualna opservacija dobivenih uzoraka upuéuje da se radi o ¢vrstim,
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transparentnim/prozirnim cesticama (Caron i sur., 2015). Nadalje, prirodna konformacija
gliceraldehida topiva je u vodi sto znaci da se ovom metodom prirodni gliceraldehid ne bi
mogao identificirati. Prema tome, istrazivanje provedeno u sklopu ovog diplomskog rada

doprinosi znanstvenim spoznajama u podrucju analize mikroplastike.

4.1.3. Ostala identificirana mikroplastika u pivu

Tiodietilen glikol [TDG ili (OHCH2CH2)2S] je proizvod hidrolize toksi¢nog spoja
diklordietil-sulfid, poznatiji kao imperit (bojni otrov plikavac, Zuckasta uljevita tekucina).
TDG, koji je identificiran u uzorcima piva, relativno je netoksi¢an. Prema literaturi, blago je
iritantan za ocCi i prakticki ne iritira kozu te je stabilan ispod 170 °C. TDG ima jednu
hidroksilnu skupinu manje od one glicerola i strukturno je slican jednoj od aminokiselina,
odnosno cisteinu (0,91%), u izolatu sojinog proteina. TDG je koriSten kao plastifikator za
proizvodnju biorazgradivih filmove na bazi proteina soje s poboljSanim mehanickim
svojstvima (Kumar i sur., 2008). Buduci da se u kemijskoj sintezi koristi kao gradevni blok za
proizvodnju vlakna, pesticide, boje, plastifikatore i razne druge organske kemikalije (EMBL's
European Bioinformatics Institute, web 3), moZemo zakljuditi da je prisutnost TDG u
analiziranim uzorcima piva proizasao iz plasticne ambalaze te se moze okarakterizirati kao

mikroplastika.

Jedan od koristenih aditiva za anorgansku modifikaciju polimera je 3-(2-imidazolin-1-
yl)propiltrietioksisilan. Takoder, koristi se i kao katalizator za reakcije kondenzacije u kojima
nastaju polimeri te kao modifikator za organske silikate (Turhan i sur., 2008). Navedeni spoj
identificiran je u svim analiziranim uzorcima piva, te je zakljuceno da proizlazi iz plasticne

ambalaze.

Identifikacija odredenih spojeva, poput 3-aminopropiltrimetoksisilan, bila je
oCekivana buduci da se navedeni spoj koristi u proizvodniji filma s kisikovom barijerom za PET
ambalazu. Navedeni spoj pokazuje povrsinsko-selektivnu modifikaciju odredeni polimera
(Slika 9) poput poliestera, poliamida, polikarbonata, poliimida, te celuloznih i poliakrilnih

materijala (Howarter i sur., 2007).
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Slika 9. PredloZeni mehanizam modifikacije povrsine plastike pomocu 3-
aminopropiltrimetoksisilana adsorpcijom preko vodikove veze (Howarter i sur., 2007)
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5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istraZivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

v’ Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom pokazala se kao
jednostavna i brza metoda za detekciju mikroplastike u pivu.

v U svim analiziranim uzorcima piva pakiranih u PET ambalaZu detektirana je prisutnost
neke vrste mikroplastike.

v Najveca zastupljenost u grupi identificirane mikroplastike pokazali su B-ciklodekstrin i

L(-)-gliceraraldehid neprirodnog oblika.
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