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Mikroplastika - potencijalni
rizik za sigurnost hrane

morskog podrijetla

T. Bogdanovic, J. Pleadin, S. Petricevié, M. Brkljaca, 1. Listes i E. Listes*

Sazetak

Mikroplastika (MP) je prepoznata kao
okolisni kontaminant viSestrukih opasnosti
na temelju fizickih ucinaka zbog veli¢ine
Cestica, oblika i koncentracije te kemijskih
ucinaka povezanih s opasnim kemikalijama.
Sve je viSe dokaza o prisutnosti MP u hrani,
a posljednjih godina se eksponencijalno
povecava i broj publikacija o njezinoj
prisutnosti u hrani morskog podrijetla.
Medutim, analiticke metode detekcije u hrani
morskog podrijetla su unato¢ dostupnosti
sirokog spektra instrumentalnih tehnika za
izolaciju i odredivanje njezinih fizikalnih
svojstava ogranicene. Potpuni analiticki
postupak donosi podatke o kemijskom
sastavu i morfoloskoj strukturi Cestica, ali niti
jedna instrumentalna tehnika ne udovoljava
svim zahtjevima analize MP. Primjena
veceg raspona komplementarnih analitickih
metodologija u pogledu otkrivanja i
identifikacije ispunjava zahtjevnost analize
ovog okolisnog kontaminanta. Pojava i
vrsta unesene MP, kao i njezini zdravstveni

ucinci koji se trenutno ispituju, ukljucuju
bioloske, kemijske i fizicke vrste utjecaja. U
svrhu procjene utjecaja MP iz hrane morskog
podrijetla na ljudsko zdravlje prvo se mora
kvantificirati izlozenost, a zatim utvrditi je i
ta izloZenost dovoljno velika da bi izazvala
posljedice sa Stetnim ucincima. Izlozenost
ljudi hrani morskog podrijetla izaziva
zabrinutosti zbog njezine kontinuirane
akumulacije u okolisu. Cilj ovog rada je
prikazati dosadasnje spoznaje o prisutnosti
MP u hrani morskog podrijetla: skoljkasima,
ribi i rakovima kao glavnim izvorima. Posebno
se analiziraju postojeci analiticki pristupi
ekstrakcije i instrumentalnog odredivanja
koncentracije, oblika i vrste materijala MP u
zahtjevnim bioloskim uzorcima. Istaknuta
je potreba daljnje istraZivacke aktivnosti
o ovom kontaminantu, kao i potreba za
stvaranje baze podataka koja je neophodna za
uspostavu zakonodavstva u podrudju hrane.
Kljucne rijeci: mikroplastika, hrana morskog
podrijetla, pojavnost, procjena izloZenosti
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Uvod

Proizvodi od plastike proizvode se
sve brzim tempom, a bududi da su tesko
razgradljivi te uz djelovanje biotickih i
abiotickih ¢imbenika podloZni degradaciji
na sitnije cestice i akumulaciji u okolisu,
predstavljaju jedno od mnajznacajnijih
suvremenih ekoloskih pitanja. Plastika
je vrlo prakti¢an polimerni materijal koji
je dugotrajan, otporan na propadanje,
inertan i jednostavan za oblikovanje,
s malim troskom proizvodnje. To je
organski polimer koji potjece iz nafte, a
uklju¢uje polietilen (PE), polipropilen
(PP), polivinilklorid (PVC) i poliester
(AU), od kojih su PE i PP standardni, i
drze i prvu i drugu poziciju na svjetskom
trziStu. Nakon njih slijedi polietilen
tereftalat (PET) (Leng i sur., 2018.) s oko
18 % globalne svjetske proizvodnje.

Pod izrazom mikroplastika (MP)
podrazumijeva se vrlo Sirok skup cestica
koje u procjeni rizika zbog njihove
iznimne raznolikosti (veli¢ina, oblik,
topljivost, sastav polimera, adsorbirane
kemikalije, bioloski materijal, itd.).
predstavljaju  jedinstvene  izazove.
Sastoji se od sloZenog 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.).
Bioraspolozivost je postotak ukupne
koli¢ine cCestica dostupnih za apsorpciju
od strane organizma u okolisu (Vallero,
2016.). Na bioraspolozivost MP mogu
utjecati razli¢iti ¢imbenici od kojih su
brojnost i svojstva plastike najznacajniji.
Raspadanjem i fragmentacijom plasti¢nih
Cestica, dostupnost MP koja vrstama
postaje bioloski dostupna s vremenom
raste (Botterell i sur., 2019.).

Svi izvori MP u hrani za ljude
i Zivotinje trenutno su nepoznati.
Pretpostavlja se da je njezin ulaz u
prehrambeni lanac putem plasti¢nog
otpada koji se u matricama okolisa (vode

i zraka) razgraduje. Prijenos MP kroz
prehrambeni lanac u vodenom okolisu
djelomicno je razjasnjen, dok je dinamika
u kopnenim prehrambenim lancima
uglavnom nepoznata. Pojavnost njezinih
Cestica utvrdena je u probavnom sustavu
vodenih organizama, ukljucujudi i
vrste koje se koriste za prehranu ljudi
(Hantoro i sur., 2019.). Zbog moguce
translokacije ovih cestica iz crijeva u
druga tkiva, MP bi mogla biti prisutna
i u jestivim dijelovima hrane morskog

podrijetla. Slijedom mogucnosti
ispiranja i  nakupljanja aditiva ili
postojanih  organskih  oneciscujucih

tvari adsorbiranih na cestice u okolisu
moguce je djelovanje MP na hranu
morskog podrijetla pa i zdravlje ljudi.
Medutim, osim procjene toksi¢nosti,
podatci o pojavnosti MP u jestivim
dijelovima hrane morskog podrijetla
vazan su preduvijet za procjenu rizika.
Osim malog broja studija koje analizi-
raju MP u jestivom dijelu hrane morskog
podrijetla, trenutno ne postoji standardi-
zirana metoda za njezin dokaz u jestivim
dijelovima morskih organizama. Plasti¢-
no oneciséenje kompleksno je kvantifi-
cirati u bioloskim tkivima i otpadnim
vodama (Nguyen i sur., 2019.). Analitic-
ke protokole treba optimizirati da bi se
povecala iskoristivost metode, smanjio
potencijal zagadenja i izbjeglo unista-
vanje plasti¢nih polimera mikroplastike
tijekom obrade uzoraka (Hermabessiere
i sur., 2018., Dehaut i sur., 2019.). 1zoli-
ranu plastiku iz okolisnog uzorka neop-
hodno je vizualno i kemijski identificira-
ti (Siissmann i sur., 2021.). Uz postojece
tehnike, MP i nanoplastiku (NP) je teSko
okarakterizirati, ali i otkriti. Njihova mala
masa i mala veli¢ina pruzaju ogranicen
signal za vizualne, vibracijsko-spektro-
skopske i analize uz primjenu masene
spektrometrije (Nguyen i sur., 2019.).
Svaka od ovih tehnika ukljucuje kompro-
mis u propusnosti, prostornoj rezoluciji i
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osjetljivosti. Za tocnu identifikaciju i pot-
punu kvantifikaciju u uzorcima okolisa
vierojatno ¢e biti potrebno vise analitic-
kih tehnika.

U ovom je radu razmatrana MP
kao okoli$ni kontaminant i potencijalni
rizik za sigurnost hrane morskog
podrijetla. Analiza i odvajanje najmanjih
frakcija MP prikazani su za analiticki
najzahtjevnije uzorke bioloskog
materijala. Sumirane su dosadasnje
spoznaje o nakupljanju plasti¢nog
otpada svih trofickih razina morskog
prehrambenog lanca, odnosno ribama,
Skoljkama i rakovima kao glavnim
izvorima hrane morskog podrijetla.
Sazete su i regulatorne potrebe te daljnji
izazovi u cilju realizacije buducih
istrazivackih aktivnosti i doprinosa
procjeni rizika i karakterizaciji opasnosti
ovog okoliSnog kontaminanta.

Proizvedena
(primar no)

Razgradnja
[sekundarno)

Definicije i karakterizacija

Sinteticki polimerni materijali su
organski materijali (ugljikovodici) velike
molekularne mase (makromolekule ili
polimerni lanac) nastali tijekom procesa
polimerizacije sintezom monomera (slika
1.). Biorazgradivi polimerni materijali
poliaktid (PLA) i polikaprolalton, (PCL)
i drugi-polimeri, kao Sto su polipropilen
(PP), polietilen niske gusto¢e (PE-LD),
polietilentereftalat ~ (PET),  poliamid
(PA), politetrafluoretilen (PTFE), fenol-
formaldehidna smola (PF), epoksid/
epoksidna smola ili plastika (EP),
etilen/ propilen/dienski kaucuk (EPDM)
sinteticki su polimeri. MP se sastoji od
slozenog niza polimera s ponovljenim
monomerima koji ¢ine temelj polimera.
Temeljna razlika izmedu polimera
je osnovna struktura koja odreduje

+|

Proizvedena
(primarno)

Slika 1. Prikaz odnosa izmedu izvora primarnih materijala, sintetickih i prirodnih polimera,
termoplastike i termoreaktivne plastike i njihove primjene (lzvor: GESAMP, 2015.)
PE-polietilen, PP-polipropilen, PS-polistiren, PVC-polivinil klorid, PET-poliletilen-tereftalat), PU-

poliuretan, SBR-stiren-butadienski kaucuk
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fizikalno-kemijska svojstva polimernih
materijala (Rochman i sur., 2019.). Prema
izvoru stvaranja MP se dijeli na primarnu
i sekundarnu mikroplastiku. Primarna se
mikroplastika moZe nadi u proizvodima
za osobnu njegu (mikro kuglice), u
obliku plasti¢nih peleta koji se koriste u
industrijskoj proizvodnji ili plasti¢nih
vlakana koja se koriste u sintetickom
tekstilu. Ove Cestice izravno ulaze u
prirodne ekosustave iz razli¢itih izvora.
Sekundarna MP nastaje raspadom
vecih Cestica polimernih materijala
u okoliSu pod utjecajem prirodnih i
vremenskih utjecaja. Utvrdeno je da
se obje vrste akumuliraju i opstaju u
prirodnim vodenim ekosustavima, a
Cestice sekundarne MP mogu se dalje
razgradivati do NP.

Za sada ne postoji medunarodno
prihvacena definicija MP. Prema definiciji
Europske agencije za kemikalije (ECHA),
MP predstavlja materijal koji se sastoji
od cvrstih Cestica koje sadrze polimer u
koji su mozda dodani i aditivi ili druge
tvari i gdje je > 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. Polimeri, koji se pojavljuju u
prirodi, a koji nisu kemijski modificirani
(osim hidrolizom) iskljuceni su, kao i
polimeri koji su (bio) razgradivi (ECHA,
2019.). MP i NP su sli¢ne velicine kao i
mnogi dijelovi bioloskih organizama te
ih postaje sve teZe i skuplje analizirati
sa smanjivanjem veli¢ine. Prisutnost
plastiénog materijala u hrani vezana je
uz termoplasticne polimere, odnosno
PE, PP, PS i PET koji obuhvacaju veéinu
MP koja se nalazi u hrani (Karami i sur.,
2017., Fang i sur., 2019., Akoueson i sur.,
2020.). U svim namirnicama PE, PP, PS
i PET (ukljucujudi poliestere) cine vise
od 50 % MP. Utvrdeno je da je celofan
dominantan u kuhinjskoj (morskoj) soli
(Renzi i sur., 2019.), ribi i Skoljkama
(Jaaben i sur., 2017.).

Prema obliku cestica MP razlikujemo
vlakna, fragmente, pelete ili filmove
(Lusher i sur., 2013., Cau i sur., 2019.).
Vlakna su kriti¢na jer se smatra da pri
nizim dozama od Ccestica oblika kugle
izazivaju toksi¢ne ucinke (Qiao i sur.,
2019.). Prisutnost vlakana, ukljucujudci
Cestice  klasificirane kao  “vlakna”
svojstvena je mnogim prehrambenim
proizvodima (Lusher i sur., 2013., Li i
sur., 2018., Waddell i sur., 2020.). U riba
je izraZzena samo MP izolirana iz jestivog
tkiva. Postotak vlakana u izoliranoj MP u
raznim prehrambenim proizvodima bio
je vedi od 50 %. Medutim, mali udio (<
20 %) vlakana identificiran je u jezerskim
solima (Kimisur., 2018.), jestivim tkivima
riba (Rochman i sur., 2015.), dagnjama
(Phuong i sur., 2018.), Skampima (Cau i
sur., 2019.) i suSenoj ribi (Karami i sur.,
2017.). Ova varijacija u postotku vlakana
moze se pripisati razli¢itim izvorima MP,
razlikama u matricama hrane i primjeni
razlicitih analitickih metoda. Ovisno o
dodatku spojeva punila ili prisutnosti
sporednih spojeva (npr. necistoce koje
proizlaze iz proizvodnih procesa) sastav
MP moze varirati.

Analiticke metode za
ispitivanje MP

Analiza MP iz okoliSnih uzoraka
i bioloskog materijala sastoji se
iz  postupaka izolacije, digestije,
identifikacije, kemijske karakterizacije
i kvantifikacije (Silva i sur.,, 2018.).
Analizom se primarno dobivaju podatci
o broju identificiranih cestica, velicini,
obliku, boji te u smislu kemijskog sastava,
broju i vrsti kemijskih polimera. Ovisno
o primijenjenoj tehnici identifikacije
i kvantifikacije pozeljno je dobiti
informacije o aditivima (plastifikatori
ili omeksivaci, pojacivaci, punila, boje,
usporavala  gorenja,  modifikatori)
i  apsorbiranim  Stetnim  tvarima
poliklorirani bifenili (PCB), insekticidi
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kao diklorodifeniltrikloroetan (DDT),
policiklicki ~ aromatski ugljikovodici
(PAH). Svi su navedeni analiticki
podatci neophodni za odredivanje
utjecaja na zivi svijet, ukljucujudi i ljude.
SloZenost postupka izolacije ovisi o vrsti
uzorka. MP je potrebno prvo izolirati iz
uzoraka vode, sedimenata i bioloskog
materijala da bi se mogla kvantificirati
i okarakterizirati. Izdvajanje iz uzoraka
vodeisedimenata provodise redukcijom
volumena uzorka - koriStenjem mreza
tijekom skupljanja ili prosijavanjem
ukoliko se radi o krupnijim cesticama te
njezinim odvajanjem, obi¢no filtriranjem
i/ili izdvajanjem na temelju razlicite
gustoce (preporuca se koriStenje NaCl)
(Hegedusi¢, 2019, Nguyen i sur,
2019.). Filtriranje je najces¢i postupak u
izdvajanju MP iz uzorka vode. Veli¢ine
pora mreze/filtera mogu znatno varirati,
od 0,45 um do 55,5 mm. Medutim, male
veli¢ine pora takoder mogu dovesti do
brzog zasi¢enja mreze/filtera organskim
i mineralnim tvarima. Postupci
odredivanja ovog kontaminanta u
okoliSnim uzorcima sastoje se iz
nekoliko faza, koje ukljucuju: vizualnu
identifikaciju — mikroskopska analiza
nakon koje slijedi kemijska identifikacija
plasti¢cnih  polimera te izraZavanje
ukupne koli¢ine MP primjenom vizualne
mikroskopske analize i vibracijske
spektroskopije (broj cestica MP/g uzorka
ili broj cestica MP/jedinici ispitanog
bioloskog uzorka; primjerice kod
odredivanja u Skoljkasima broj Cestica
MP se moze izraziti po jedinici ispitane
Skoljke. Navedenim tehnikama se
dobivaju podatci o fizikalno-kemijskim
svojstvima; fizicka karakterizacija odnosi
se uglavnom na raspodjelu veli¢ine
MP kao i na procjenu drugih fizikalnih
parametara kao Sto su oblik i boja te
kemijska karakterizacija - uglavnom
se primjenjuje pri istrazivanju sastava
MP te se u tu svrhu upotrebljavaju
razli¢iti ~ uredaji  poput  Fourier-
transform infrared spektrofotometra

(FTIR), Raman spektrofotometra,
skenirajuceg elektronskog mikroskopa
(SEM) te uredaja za ultra tekudinsku
kromatografiju visoke djelotvornosti
uz tandemsku masenu spektrometriju
(UPLC-MS/MS) (Bogdanovi¢ i sur,,
2021.) i za plinsku kromatografiju/
masenu spektrometriju (GC/MS).

Metode obrade uzoraka

Uklanjanje organske tvari je primarni
postupak analize MP iz hrane morskog
podrijetla, koji ne smije narusiti strukturni
ili kemijski integritet polimera. Slicno
kontaminantima - teskim metalima
izolacija cestica MP iz uzoraka hrane
nije moguca ekstrakcijom razli¢itim
otapalima ve¢ potpunom razgradnjom
uzorka koja moZe biti kiselinska,
bazna ili enzimska (Raamsdonk i sur.,
2020.) (Tabela 1.). Kiselinska ili bazna
razgradnja cesto se uspjesno koristi za
izolaciju MP iz bioloskih tkiva. DuSi¢na
kiselina (HNQO,), kalijev hidroksid (KOH)
i vodikov peroksid (H,O,) ucinkoviti
su i Siroko se primjenjuju u razgradnji
tkiva i smanjenju nepozeljnih ostataka
bioloskog materijala poput proteinskih i
masnih frakcija tkiva. Druge jake kiseline
(npr. klorovodic¢na kiselina) i baze (npr.
natrijev hidroksid) mogu se Kkoristiti
i kao sredstva u razaranju bioloSkog
materijala. Medutim, zavisno o vrsti
polimera moze dod¢i do razgradnje i
oStecenja polimera, osobito pri viSim
temperaturama (>80 °C), dok su polimeri
poput polietilena (PE) i polivinil klorida
(PVC) termorezistentni. Enzimi kao
proteinaza K, hitinaza, celulaza takoder
se uspjesno primjenjuju u razgradnji
bioloskog materijala, bilo samostalno ili
u kombinaciji s luzinama ili kiselinama.

Najnovija ~ znanstvenoistrazivacka
literatura o MP u hrani morskog podri-
jetla (Dehaut i sur., 2019., Danopoulos i
sur., 2020., Dawson i sur., 2021.) ukazuje
na suprotstavljene rezultate o ucinko-
vitosti primjene kemijskih reagensa u
razgradnji bioloskog materijala kao Sto
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Tabela 1. Prednosti i nedostatci postupaka izolacije mikroplastike iz bioloSkog materijala (Izvor: Kwon
i sur., 2020.)

Primjena

Vrsta bioloskog

" Prednosti Nedostatci
materijala

postupka
izolacije

Potencijalna pojavnost
Ispiranje lazno pozitivnih uzoraka,
Cesto zahtijeva bojanje

Oksidativna razgradnja

Riba, skoljkasi, Razgradnja polimera PA,
HO bioloski materijal PVC, polimetilmetakrilata
272 zivotinjskog ili i najlona, promjena boje
biljnog podrijetla polimera PET

Smanjeni troskovi i vrijeme
digestije, ucinkovit za razaranje
bioloSkog materijala

Pozeljan u konzerviranju Mora se testirati i

Fentonov . L Cestica mikroplastike; ucinkovit S .
Morski organizmi o : provjeriti na raznorodnim
reagens u uklanjanju organskih biologkim matriksima
komponenti

Luznata razgradnja

Organske tvari primjerice:

Riba, hrana Ucinkovita u uklanjanju krakovi lianie. parafin
morskog podrijetla,  proteina, ne utjece na vrste . ' hgnje. p
KOH . . ) . S i palmina mast se
ostali morski polimera koje su izloZzene ne razaraiu: polimer
organizmi prethodnoj okolisnoj razgradnji celuloza—zjacéFt)ata <o razara
Nedostatna zastupljenost
Hrana morskog il eEtiin el
. S . djelomiéna razgradnja
podrijetla, Cjelovita razgradnja mekog nailona. otapanie
NaOH zooplankton, tkiva; dobro iskoristenje PET i oJlietile'na guté -
kopepodi HDPE polimera (>97 %) b ' Jen)

PVC polimera, gubitak
ponekih poliesterskih
vlakana

Kisela razgradnja

Neudovoljavajuci rezultati
cjelovitosti Cestica
plasti¢nog polimera;

(veslono&ci, dagnje)

Riba, hrana Omogucena cjelovita razgradnja . Sre
. opadanje mase Cestica
HNO morskog podrijetla, zamrznutog uzorka uz blago . .
3 e . Lo 2 polimera PA-12 otapanje
dagnje pjeskulja mijesanje tijekom 1 h

LDPE, HDPE, PET i
PP polimera; potpuno
razaranje vlakana najlona

Nedostatno iskoristenje
Povecanje iskoristenja uz porast razaranja bioloSkog
temperature do 60 °C materijala

(52,5-53,3 %)

HCUHNO,  Ribe

Jaca perklorna kiselina reducira
ostatak frakcije masnog tkiva
Tkiva dagnji i nakon razaranja; slabiji utjecaj
smedeg Skampa na degradaciju plasticnog
polimera u odnosu na ostale
razgradnje kiselinama

Narusena cjelovitost
Cestica mikroplastike, Zuto
obojenje uzoraka

HCLO,
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Tabela 1. (nastavak])

Primjena

Vrsta bioloskog

Prednosti

Nedostatci

postupka

. o materijala
izolacije

Korolaza
7089
(bakterijska
proteaza)

Dagnje

Alkalaza
(industrijska
proteaza)

Tkivo plave dagnje

Plankton podrijetlom
iz morske vode,
morski organizmi,
Antarkticki kril

Proteinaza-K

Tripsin Tkiva dagnji
Papain/ . .
kolagenaze Tkiva dagnji

su: vodikov-peroksid, kalijev hidroksid
i dusi¢na kiselina. Medutim, bez obzira
na vrstu razgradnje prilagodenu kate-
gorijama hrane krajnje je vrijeme da se
definiraju i usvoje svi metodoloski pa-
rametri. Bitno je istaknuti da nije uvi-
jek neophodno dokazati sve polimere i
primijeniti najskuplje protokole primje-
nom enzimskih, oksidativnih, kiselih i
luznatih postupaka razgradnje, ve¢ pro-
naci brze i uc¢inkovite postupke kojima
je s prihvatljivim iskoriStenjem moguce
izolirati najzastupljenije cjelovite cesti-
ce ovog vrlo znacajnog kontaminanta.
Jedno od potencijalnih rjeSenja omogu-
¢uje razgradnja Cestica MP primjenom
mikrovalnog razaranja dusi¢nom kiseli-
nom (Bitencourt i sur., 2020.).

Metode identifikacije ¢estica MP
Kako je prethodno navedeno, dvije
temeljne metode identifikacije MP u hrani

Enzimska razgradnja

Visoko iskoriStenje digestije
(98,3-99,35%) pri niskim
koncentracijama; bez vizualnih
promjena polimera

Visoka ucinkovitost, neostecene
Cestice mikroplastike

. Blago razaranje ne utjece na
promjene oblika i boje polimera

Bez znacajnih promjena na
izloZzene polimere mikroplastike

Dostatna za razaranje
mekog tkiva uz oCuvanje
Cestice mikroplastike; visoko
iskorigtenje (93+10 %)

Neophodna ispitivanja na
razlicitim vrstama uzoraka

Potrebna ispitivanja
utjecaja na razli¢itim
vrstama plasticnih
polimera

Skupa i nedostatna za
razgradnju hitina

Misi¢ aduktor i opna
plasta su djelomic¢no
razgradeni

Manje iskoriStenje
razgradnje od tripsina

su vizualni pregled pod disekcijskim
mikroskopom sa ili bez bojenja i
apsorpcija ili refleksija IR-a pomocu

FT-IR ili Ramanove spektroskopije
(tabela 2.). Fourieriova infracrvena
spektroskopija  (FTIR) i Ramanova

spektroskopija su metode vibracijske
spektroskopije koje su nedestruktivne,
vrlo tocne i komplementarne, stvarajuci
spektar temeljen na interakciji svjetla sa
molekulama. FTIR proizvodi infracrveni
spektar koji proizlazi iz promjene
dipolnog  momenta, dok Raman
osigurava molekularni spektar otisaka na
temelju polarizabilnosti kemijskih veza.
Vibracijska je spektroskopija tijekom
analize i obrade uzoraka ogranicena
visokom cijenom, raspolozivos¢u opreme,
vremenom i visokom zahtjevnosc¢u
postupaka (Catarino i sur., 2018.).
Metode masene spektrometrije,
tehnikama koje ukljuc¢uju termalno-
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Tabela 2. Prednosti i nedostaci osnovnih metoda karakterizacije mikroplastike (Izvor: Kwon, i sur.,

2020.)

Metoqe |dent|f!kacue Prednosti Nedostatci
mikroplastike

Vizualna analiza

Skenirajuca elektronska
mikroskopija

U kombinaciji s vizualnom analizom;
kemijska potvrda polimera; relativno
brzo skeniranje

Mikroskopija/FT-IR

Niski trosak analize; brza analiza

Bez ogranicenja u odnosu na
veli¢inu Cestica

Moguca detekcija lazno-
pozitivnih uzoraka

Moguca detekcija lazno-
pozitivnih uzoraka

Ogranicenje u odnosu na
veli¢inu Cestica ~20 pm

U kombinaciji s vizualnom analizom;

Mikroskopija/Raman

kemijska potvrda polimera; relativno
brzo skeniranje; moguca detekcija

Vremenski zahtjevna; skupa

do velicine od svega nekoliko pm

Termalna desorpcijska
analiza/GC-MS

desorpcijsku  plinsku kromatografiju-
masenu spektrometriju (TDS-GC-MS)
i piroliticku plinsku kromatografiju-
masenu spektrometriju (PYR-GC-MS),
zahtijevaju skupnu analizu wuzorka.
U odnosu na metode vibracijske
spektroskopije karakterizira ih
potencijalno  povecana  osjetljivost,
Sto moze omoguditi otkrivanje NP,
ali i ispitivanja u razli¢itim tkivima
organizama. Signal detekcije ovisi o
ukupnoj analiziranoj masi. Ove su
metode prikladne za kvalitativhu
identifikaciju smjese plasti¢nih cestica.
TDS-GC-MS  zahtijeva  postavljanje
uzorka na termogravimetrijsku
vagu (Diimichen i sur., 2017.) i
zagrijavanje na temperaturi do 1000
°C. Degradirane sastavnice izvornog
uzorka se adsorbiraju na krutoj fazi,
koja se prebacuje u jedinicu za toplinsku
desorpciju, gdje se uz povecanje
temperature desorbirane komponente
razdvajaju na kromatografskoj koloni
plinskog kromatografa i analiziraju
masenim  spektrometrom.  Py-GC-
MS ukljucuje razgradnju uzorka pri

Mjerenje mase; jednostavan
postupak

Bez podataka o veliini i
distribuciji; moguce
medudjelovanje s ve¢im
Cesticama; zahtijeva kalibraciju

visokim temperaturama, razdvajanje
produkata plinskom kromatografijom i
detekciju masenim spektrometrom. Iako
su metode termalne desorpcije plinske
kromatografije sa spektrometrijom masa
destruktivne metode, bitne su zbog
mogucnosti izraZzavanja mase Cestica
MP u okolisnim uzorcima (Ribeiro i sur.,
2020.) i istovremene detekcije Sirokog
spektra aditiva polimernih materijala.

Eksperimentalne metode za izolaci-
ju i identifikaciju MP u hrani jos uvijek
trebaju poboljSanje u smislu povecanja
iskoristenja primijenjene metodologije u
razli¢itim matricama hrane i kvantitativ-
ne usporedbe provedenih znanstvenih
ispitivanja. Dva postojeca pristupa - bro-
jenje MP s mikroskopijom i destruktivna
piroliticka, odnosno termodesorpcijska
mikroplasticna detekcija, s termickom
analizom medusobno se nadopunjavaju.
Osim toga, oneciscenje i dekontaminaci-
ja MP tijekom prerade hrane i kuhanja
vazni su, jer izloZenost ljudi ovom kon-
taminantu ponajprije dolazi od konzu-
miranih finalnih proizvoda, a ne od nji-
hovih sastojaka.
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Od plastike do MP u morskom
okolisu

MP je sveprisutan problem medu
svim morskim vrstama neovisno o
velicini, trofickoj razini, prehrambenim
navikama, udaljenosti od obale i
staniStu. Pronadena je gotovo u
svim dijelovima morskog okolisa, od
najudaljenijih podrudja dubokog mora
pa sve do pocetnih razvojnih faza
morskih organizama (licinke i manje
ribe) (Bajt, 2021.). Pojava unesenih
Cestica MP u morskom ekosustavu i
vodenim organizmima, kao i njihova
raspodjela duz trofickih razina morskog
prehrambenog lanca, uz identifikaciju
prikladnih indikatorskih vrsta u hrani
morskog podrijetla, prioritet su vecine
istrazivanja tijekom zadnjeg desetljeca
(Phuong i sur., 2018., Fang i sur., 2019,
Mercogliano i sur., 2020.). Navedeno ne
¢udi uzimajuéi u obzir Okvirnu direktivu
o morskoj strategiji (Direktiva (EZ) br.
56/2008) koja u cilju postizanja dobrog
stanja okolia (engl. Good Environmental
Status — GES) izdvaja i potice istrazivanja
kvalitativnih deskriptora (onecis¢ujuce
tvari, morski otpadak) cime su se
istrazivanja procjene i unosa plastike, kao
najznacajnijeg dijela morskog otpatka,
znacajno intenzivirala (Bogdanovic¢i sur.,
2019., Di Renzo i sur., 2020., Bogdanovic¢
i sur., 2021.). UloZeni su znacajni napori
u cilju prikupljanja podataka i stjecanja
znanja o razlic¢itim ekoloskim i bioloskim
aspektima MP (Fossi i sur., 2014).
Nova saznanja o distribuciji, sastavu i
trendovimanjezine pojavnostiurazlicitim
organizmima omogucuju definiranje
vrsta za daljnja istraZivanja toksicnosti,
kemijskog prijenosa, biomagnifikacije i
bioakumulacije (Lusher, 2013., Rochman
isur., 2015.).

U prvom sustavnom pregledu i meta-
analizi znanstvenoistraZivacke literature
o MP u hrani morskog podrijetla
Danopoulos i sur. (2020.) procijenili
su sve dostupne studije iz podrudja

kontaminacije  morskih  ekosustava,
s posebnim naglaskom na uzorke
komercijalno znacajne hrane morskog
podrijetla te  primjenu  validirane
analiticke metode za identifikaciju
kemijskog sastava MP. Autori su utvrdili
da je broj cestica ukupne MP (rezultati
se obicno izrazavaju kao ukupna MP
po jedinici mase uzorka ili po jedinici
pojedinacnog organizma) u rasponu od
0,1 - 8,6 ukupne MP/g u rakova, 1 ukupne
MP/g ujezincima (Echinodermata), 0-2,9
ukupne MP/g u ribama i 0 - 10,5 ukupne
MP/g u mekuScima. Analiza dostupnih
rezultata o mekuScima, pri kojoj je
izostavljena celuloza, ukazuje kako su
redom  najrasprostranjeniji  polimeri
PE i PP. Kada su rezultati istrazivanja
mekusSaca ukljucivali celofan (CP), onda
je upravo to bio najzastupljeniji polimer,
a u opadaju¢em nizu PET, rajon (umjetna
svila) i poliester. Kemijskom analizom
polimernog sastava na uzorcima rakova
utvrdeno je kako su najzastupljeniji
polimeri PE i PA (najlon), a slijedili su
ih PP i PET. Polimerni profil uzoraka
riba u opadaju¢em nizu karakteriziraju
PE, PP, PET i CP. PE i PP koji su ujedno
i najdominantniji identificirani polimeri
istrazenih morskih organizama, Sto je u
skladu s trendom proizvodnje polimernih
materijala (Plastics Europe, 2019.).
Geografska distribucija cestica MP
ukazuje na najeSéu kontaminaciju
mekusaca s obala Azije. Medutim,
prethodnu tvrdnju treba uzeti s oprezom
budué¢i da je najvedi broj istrazivanja
koji su udovoljavali kriterijima procjene
studije Danopoulos i sur. (2020.)
iz obalnog dijela Azije. Potrebno je
istaknuti i da su istrazivanja o ekoloskoj
zastupljenosti Cestica MP cesto vrlo
suprotna. No poznato je da na njezinu
raspodjelu u morskom ekosustavu u
velikoj mjeri utjeu geografski ¢imbenici.
Ujedno, na oneciS¢enje organizama
utjeCe stupanj onecis¢enja njihovog
okoli$a, a slijede ih prehrambene navike
i fiziologija. U istrazivanju Burns i Boxal
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(2018.) potvrdena je veca kontaminacija
Cesticama MP u blizini urbanih i obalnih
podrudja, dok su Cozar i sur. (2014.)
i Avio i sur. (2017.) izvijestili o veéim
koncentracijama MP i plastike u blizini
otvorenog mora i oceanima. Svakako,
nuzno su potrebna daljnja istrazivanja o
zemljopisnom obrascu onecis¢enja MP.

Procjena izlozenosti MP u
ljudi

Opsezna uporaba polimernih
materijala rezultirala je prisutnoséu MP
u prehrambenom lancu i izloZenosti
potrosaca. Njezina pojavnost utvrdena
je u zraku, vodi, hrani morskog
podrijetla (ukljucujudi skoljke), Seceru,
medu i pivu (Karbalaei i sur., 2018.).
Istrazivanje ljudskog izmeta pokazalo
je prisutnost prosjecno 20 cestica MP u
10 g materijala kod osam ljudi iz osam
zemalja (Schwabl i sur., 2018.). Stoga
je vazno prikupiti i procijeniti podatke
o izloZzenosti ovom kontaminantu i
mogudim ucincima na zdravlje ljudi.
Pojavnost MP u hrani ve¢inom se odnosi
na hranu iz morskog okolisa (EFSA,
2016., Karbalaei i sur., 2018., Hantoro i
sur., 2019.). Skoljke i manje ribe (in¢uni,
girice i srdele), bududi da se konzumiraju
cjelovito, zajedno s probavnim sustavom
u kojem je utvrdena najveca prisutnost
MP, najvise doprinose izloZenosti.
Prepreke u procjeni izloZenosti su
nedostatak standardizirane definicije
ovog kontaminanta koja bi sadrzavala
detalje o velic¢ini, obliku i sastavu Cestica
te nepostojanje standardiziranih metoda
detekcije i identifikacije. Temeljem 20
Cestica MP utvrdenih u 10 g ljudskog
izmeta i prosje¢ne dnevne koli¢ine od
128 g izmeta po osobi (Rose i sur., 2015.),
procijenjena je godiSnja produkcija/
ispusStanje Cestica vece od 90 000 cestica
MP po osobi.

Pitanje mogucih rizika za sigurnost
hrane, povezano s moguénoscu migracije
onecis¢ujucih tvari u jestive dijelove mor-

skih Zivotinja i u¢inkom plasti¢nih cestica
na zdravlje Zivotinja i ekosustave, prvi
je puta istaknuto unutar mreze rizika u
nastajanju Europske agencije za hranu
(EFSA) 2013. godine. Da bi se mogla pro-
vesti sveobuhvatna procjena rizika koju
lanci mikro i nano plastike predstavljaju
za ljudsko zdravlje putem hrane morskog
podrijetla, Odbor za kontaminante EFSA-
e donio je preporuke u vezi s analitickim
metodama, procjenom izloZenosti te
identifikacijom i karakteriziranjem opa-
snosti. Potrebno je i bolje razumijevanje
moguce kontaminacije hrane kao poslje-
dica postupaka prerade, distribucije i pa-
kiranja hrane. Ispitivanje analize izvora
kontaminacije MP u hrani i hrani za Zi-
votinje primjenom pouzdanih analitickih
metoda trebalo bi osigurati viSe podataka
0 njezinoj pojavnosti, osobito za cestice
manje od 150 pm.

IzloZenost ljudi mikroplastici putem
hrane moze se procijeniti pomocu
jednostavne  jednadzbe  izlozenosti
prema kojoj se prosjeCan dnevni unos
(eng. tolerable daily intake, TDI, broj ili
masa Cestica po kilogramu po danu)
izrazava kao omjer sume umnoska
masene koncentracije MP u uzorku -
C, frekvencije izloZenosti - EFi, i stope
unosa namirnice -IRi i tjelesne mase
osobe -BV. Parametri izlozenosti, IRi
i EFi su dostupni iz nacionalnih baza
o prehrambenim navikama. Obrada i
kuhanje koji prethode konzumaciji hrane
mogu znacajno umanjiti ili povecati
koncentracije mikroplastike (Birnstiel i
sur., 2019., Risti sur., 2019). Stoga je u cilju
smanjivanja ljudskeizloZenosti MP putem
hrane bitna primjena razli¢itih analiza
u sastojcima i finalnom prehrambenom
proizvodu. Treba istaknuti da je
izrazavanje koncentracije MP u hrani (Ci)
vrlo kompleksno. Manje cestice i cestice
tipa vlakana cesto se smatraju opasnijim
od vecih Cestica i Cestica tipa fragmenata
(Kogel i sur., 2020., Yong i sur., 2020.), a
MP nano veli¢ine moze prije¢i barijere
u probavnom sustavu (Magri i sur,,
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2018.). Treba istaknuti i druge izvore
ljudske izloZenosti ovom kontaminantu,
primjerice putem udisanja mikrovlakana
(Vianello i sur., 2019.). Studija izloZenosti
ljudi MP putem zraka u zatvorenim
prostorima pokazala je da je u prosjeku
samo 4% identificiranih cestica bilo
podrijetlom od sintetickih fragmenata
i vlakana (Vianello i sur., 2019.).
Potencijalni problemi MP u ljudi ovise
o nacinu izloZenosti te je stoga doprinos
potrosnje hrane ukupnoj izlozenosti
potrebno  razmotriti u  kontekstu
opseznog okvira procjene izloZenosti.

Regulatorna osnova za MP i

izazovi

Na razini EU su propisane
zakonodavne mjere u zastiti zdravlja
ljudi koje ukljucuju Direktivu o kvaliteti
vode namijenjene za ljudsku potrosnju
(DIREKTIVA = (EZ) ~ 2020/2184) te
zakonodavni okvir za kontaminante u
hrani, koji uz sebe veze Uredbu vijeca
(EEZ) br. 315/93 (o utvrdivanju postupaka
Zajednice za kontrolu kontaminanata
u hrani i Uredbu Komisije 1881/2006 o
utvrdivanju najvecih dopustenih koli¢ina
(NDK) odredenih kontaminanata u hrani.
Za MP je putem Direktive 2020/2184
predvideno usvajanje metodologije za
mjerenje s ciljem njezina uvrStavanja
na Mehanizam popisa za pracenje (rok
12.01.2022.), bududi da pripada skupini
novih spojeva koji izazivaju sve vecu
zabrinutost javnosti zbog mogucih
Stetnih ucinaka na zdravlje ljudi. Nadalje,
do 12.01.2029. predvideno je podnosenje
Izvjes¢a Europskom parlamentu i vijecu
o potencijalnoj ugrozenosti izvora vode
namijenjene za ljudsku potros$nju zbog
prisutnosti MP. Uredba vijeca (EEZ)
br. 315/93 za hranu, koja sadrzava
kontaminante u neprihvatljivim
koli¢inama prema mjerilima javnog
zdravlja, a posebno u toksi¢noj kolicini,
propisuje njezinu zabranu stavljanja
na trziste. Radi zastite javnog zdravlja,

utvrduju  se  najveca  dopustena
odstupanja odredenih kontaminanta koje
regulira Uredba EU 1881/2006. Razine
kontaminanata moraju se drzati na
onoliko niskim razinama koje je razumno
mogucde posti¢i uz pridrzavanje dobre
prakse. Medutim, grani¢ne vrijednosti,
odnosno NDK se mogu ustanoviti tek
kada dokazi postanu dostupni, Sto
ukazuje na rizik po ljudsko zdravlje.
NDK se utvrduju na temelju podataka
0 pojavljivanju prema principu ALARA
(engl. As Low As Reasonably Achievable ),
princip optimizacije primljene doze koji
znaci da izlaganje kontaminantu prilikom
svakodnevnog Zivota mora biti smanjeno
na najmanju mogucu mjeru koja se moze
posti¢i, uzimajuéi u obzir ekonomske
troskove takvog smanjenja doze.

Kao odgovor na sve vedéi utjecaj
ljudskih aktivnosti na morski okolis,
razliciti istrazivacki alati za procjenu
ekoloskog integriteta i zdravstvenog
stanjamoraimplementirani suu zakonske
programe Sirom svijeta. Direktiva2008/56/
EZ Europskog parlamenta i vijeca o
uspostavljanju okvira za djelovanje
Zajednice u podrudju politike morskog
okolisa (Okvirna direktiva o pomorskoj
strategiji), ima za cilj posti¢i dobro stanje
okolisa morskih voda u EU do 2020. Za
utvrdivanje karakteristika dobrog stanja
okolisa u morskoj regiji ili podregiji
propisani su kvalitativni deskriptori.
Za sigurnost hrane su osobito znacajni
kvalitativni deskriptor 8, koji se odnosi
na onecis¢ujude tvari u ribi i ostaloj hrani
morskog podrijetla koje ne smiju prijeci
sadrzaje utvrdene zakonodavstvom EU
ili drugim relevantnim standardima te
deskriptor 9 koji se odnosi na svojstva i
koli¢ine otpadaka u moru koje ne Stete
obalnom i morskom okolisu.

Zakonodavci i kreatori politika u ci-
jelom svijetu poduzeli su razlic¢ite radnje
za ublazavanje utjecaja MP na okolis i
javno zdravlje, bududi da predstavlja
jedinstvene izazove u procjeni rizika i
donosenju odluka zbog iznimne razno-
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likosti sastava netopljivosti, adsorbira-
nih i namjerno dodanih zagadivaca te
sloZene, heterogene pojave u okolisu
(Rochman i sur., 2019.). Osim potrebe za
medunarodnom suradnjom u rjesava-
nju utjecaja ovog kontaminanta okolisa
i hrane, bliska medusektorska suradnja
izmedu znanstvenika i zakonodavstva
najvaznija je za unaprjedenje politika i
mogucnosti ublazavanja nezeljenih utje-
caja emisije MP, kao i njezinog smanje-
nja dostupnih lokalnim i nacionalnim
vladama. Ogledni primjer dobre medu-
sektorske suradnje predstavlja drzava
Kalifornija koja je nedavno donijela dva
revolucionarna zakona za rjeSavanje
utjecaja MP u vodi za pice i morskom
okolisu, kako bi odgovorila na sve vecu
zabrinutost javnosti (California Code of
Regulations, 2018.).

Procjena rizika tradicionalnim pristu-
pom provodi se usporedbom izlaganja s
definiranim pragom opasnosti. Iako tra-
dicionalni zakonodavni okvir, temeljen
na procjeni rizika, dobro funkcionira za
jednostavne kemijske zagadivace ili re-
lativno jednostavne smjese zagadivaca
poznatih kemijskih struktura, sastava i
bioloskih aktivnosti (npr. dioksini i diok-
sinima sli¢ni poliklorirani bifenili, PCB),
cesto je neodgovarajudi u rjeSavanju ri-
zika kod slozenijih zagadivaca kao sto je
MP. Unato¢ naporima tijekom posljed-
njeg desetljeca od strane mjerodavnih
tijela EU i globalne razine o mogudéim
rizicima putem izloZenosti MP, EFSA
(2016.), ECHA (2019.), FAO (2017.), WHO
(2019.), jos uvijek ostaje nepoznato imaju
li ¢estice MP negativne ucinke po zdrav-
lje ljudi. U svrhu poticanja nastanka re-
gulatorne osnove za MP iz podrucja kon-
taminanata u hrani tijekom 2020. godine
su pokrenuti znanstveni projekti na temu
,Mikro- i nanoplastika u nasem okolisu:
Razumijevanje izloZenosti i utjecaja na
ljudsko zdravlje” u sklopu poziva ,Bolje
zdravlje i njega, gospodarski rast i odrzi-
vi zdravstveni sustavi” u okviru Horizon
2020 Work Programme 2018-2020.

Zakljucci

U blizoj budu¢nosti neophodno je
jasno definirati pojam mikro i nano
plastike te uspostaviti standardizira-
ne analiticke metode za karakterizaci-
ju i kvantifikaciju ovih kontaminanata
u razli¢itim vrstama hrane. Postupci
izolacije MP iz bioloskog materijala su
Cesto dugotrajni i skupi pa se zahtjev
u iznalaZenju jednostavnih postupaka
razgradnje ovih tvari namece kao prio-
ritet. Uzimajudi u obzir veliko znacenje
razvoja ovog podrudja, nije cilj detekti-
rati sve moguce polimere mikroplastike
te potencijalno prisutne aditive i oneci-
S¢ujuce tvari, ve¢ najucestalije i okolisno
najzastupljenije sastavnice ovog kon-
taminanta. Nadalje, procjena prehram-
bene izloZenosti neophodna je za sveo-
buhvatnu procjenu rizika. Identifikacija
i karakterizacija opasnosti - podatci o
sudbini (ADME; apsorpcija, distribucija,
metabolizam i izluc¢ivanje) i bioloSkom
djelovanju mikro i nano plastike nakon
oralne izloZenosti, nuzne su za $to skori-
ju identifikaciju i karakterizaciju mogu-
¢ih Stetnih ucinaka ovih tvari na ljudsko
zdravlje putem hrane.
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Microplastics (MPs) are recognized as a
multifaceted stressor based on their physical
effects due to particle size, shape, and
concentration, and chemical effects ensuing
from the use of hazardous chemicals. Evidence
of the presence of MPs in food are increasing,
and the number of publications on MPs in
seafood has increased at an exponential rate
in recent years. However analytical detection
methods of MPs in seafood are limited even
despite the available techniques that enable
MP separation and size determination. The
analytical detection of MPs requires obtaining
information on both the chemical composition
and the morphological structure of particles.
No single technique is able to chemically
and morphologically identify MPs, though
a broad range of complementary analytical
methodologies have been applied in the
detection and identification of MPs. MPs can
cause biological, chemical and physical health

effects. In order to assess whether the uptake
of MPs via seafood can pose a risk to human
health, exposure must first be quantified
and then it can be determined whether this
exposure is high enough to have a detrimental
effect. Human exposure to MP contained in
food has become a significant concern owing to
the increasing accumulation of microplastics
in the environment. This paper provides
an overview of the existing research on MP
presence in seafood, including analytical
methods for microplastic separation, and
instrumental determination of concentration,
shapes, and material types in complex
biological material. Regulatory requirements
and challenges to support fit-for-purpose
research activities on this contaminant are
summarized, and information provided for
possible regulation on MPs in food.
Key words:  microplastics;
occurrence; exposure assessment

seafood;

VETERINARSKA STANICA 53 (3), 313-328, 2022.



