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1. Uvod
Masovna proizvodnja i uporaba plastike te nepravilno od-
laganje i upravljanje plastičnim otpadom povećavaju koli-
činu mikroplastike (MP) i nanoplastike (NP) u okolišu. Če-
stice MP-a (0,1 – 5000 µm) i NP (0,001 – 0,1 µm) razlikuju 
se po svojoj veličini, a time i po omjeru površina/volumen. 
Činjenica da manje čestice imaju veću specifičnu površi-
nu, odnosno više adsorpcijskih mjesta, ukazuje na veću 
kemijsku reaktivnost i pokretljivost NP-a u odnosu na MP. 
Zbog navedenog, općenito je teže detektirati i procijeniti 
količinu NP-a nego MP-a u ekosustavu. Navedene čestice 
dijele se na primarne i sekundarne, pri čemu su primarne 
namjerno projektirane da budu u mikro- i nanometarskoj 
veličini.1 Primjer proizvoda koji sadrže primarne mikro- i 
nanočestice su sintetički tekstil (mikrovlakna iz tekstila) te 
kozmetika i osobni proizvodi za njegu (piling za lice, gelo-
vi za tuširanje, šminka itd.).2,3 S druge strane, sekundarne 
čestice nastaju razgradnjom plastike procesima kao što su 
fotooksidacija, termooksidacija, hidroliza, biorazgradnja i 
abrazija.1 MP i NP tek su nedavno prepoznati kao ekološka 
prijetnja ekosustavima u tlu, a u tlo dospijevaju različitim 
ljudskim aktivnostima među kojima je glavna poljoprivre-
da. Tehnologija malčiranja plastičnom folijom naširoko 
se primjenjuje u poljoprivredi, jer može znatno poveća-
ti prinose usjeva. Velike količine plastičnih folija ostaju i 

akumuliraju se u tlu te se mogu razgraditi u MP, pa čak 
i NP.4 Navodnjavanjem poljoprivrednih zemljišta vodama 
onečišćenim plastikom plastika se dovodi izravno u kon-
takt s tlom. Do toga dolazi i primjenom komposta te kana-
lizacijskog mulja iz postrojenja za pročišćavanje otpadnih 
voda.5 Tako postrojenja za pročišćavanje otpadnih voda 
onečišćuju poljoprivredna zemljišta s približno 7,76 mili-
juna tona plastike.6 Pojačanim cestovnim prometom, toč-
nije habanjem automobilskih guma, MP i NP uz dodatno 
djelovanje prirodnih čimbenika mogu vrlo lako dospjeti u 
tlo. Općenito, prirodni čimbenici kao što su vjetar, oluje 
i poplave utječu na njihov prijenos i taloženje na okolno 
tlo. Stoga velik problem predstavljaju i odlagališta otpada 
te nepropisno odlaganje otpada u tvornicama i stambe-
nim područjima. Isto tako, životinje sudjeluju u prijenosu 
MP-a/NP-a s jednog mjesta na drugo, a biljke ih preko ko-
rijenja unose u tlo.7 Važnu ulogu u prijenosu kroz samo tlo 
imaju gujavice i oblići koji se obično nalaze u tlu hraneći 
se organskim tvarima. Oni mogu izravno progutati MP i NP, 
generirati sekundarne plastike i transportirati ih kroz tlo. 
Kao najvažniji modelni organizam u sustavu tla, uporaba 
gujavica ima prednosti kao što su jednostavnost identifika-
cije i pogodnost za provođenje pokusa. Stoga su gujavice i 
oblići obično odabrani za istraživanje različitih onečišćenja 
i njihovih učinaka na tlo ekosustava. No u ovom radu cilj je 
procijeniti toksični učinak MP-a i NP-a konkretno na same 
gujavice i obliće.
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2. �Transport mikroplastike i 
nanoplastike u tlu

Sudbina MP-a/NP-a u tlu ponajprije ovisi o njihovim fizi-
kalno-kemijskim svojstvima koji su određeni strukturom i 
sastavom. Tako će se npr. polietilen (PE) razgraditi brže od 
polistirena (PS), jer PS u strukturi sadrži aromatski prsten 
koji mu daje veću stabilnost.8 Površinsko tlo izravno je izlo-
ženo UV zračenju, kisiku i visokoj temperaturi, što osigura-
va pogodne uvjete za razgradnju MP-a/NP-a. To takozvano 
fotostarenje stvara slobodne radikale, odnosno čestice ma-
nje veličine. Uz to, raste broj funkcionalnih skupina s kisi-
kom zbog čega se povećava hidrofilnost MP-a/NP-a, a time 
olakšava njihova migracija u dublje slojeve tla.9,10 Padaline 
pokreću vertikalni transport, tj. protok vode pospješuje pri-
jenos MP-a/NP-a kroz matricu tla kombiniranim fizičkim i 
kemijskim učincima, a bioturbacija u tlima stvara puteve za 
njihov prijenos u dublje slojeve. Transportni učinak bolji je 
pri većim koncentracijama MP-a/NP-a. Međutim, s daljnjim 
povećanjem koncentracije raste vjerojatnost međusobnog 
sudara čestica, a formirani agregati usporavaju migraciju 
MP-a/NP-a. Uz homoagregaciju dolazi i do heteroagregaci-
je s mineralima tla (anorganskim ionima).8 Ovisno o povr-
šinskom naboju te hidrofilnosti/hidrofobnosti, reaktivnost 
će biti različita. Pri interakciji sa sastavnicama tla, odnosno 
anorganskim ionima, otopljenom organskom tvari, orga-
nizmima i slično, dolazi do promjene raspršenosti i stabil-
nosti MP-a/NP-a.11 Na interakcije, a time i transport MP-a u 
tlu, velik utjecaj imaju i svojstva tla kao što su temperatura, 
pH, vlaga i poroznost.12 Mikroorganizmi mogu rabiti MP/
NP kao izvor ugljika i energije i tako procesima biotičke 
razgradnje (enzimatska depolimerizacija, asimilacija, mi-
neralizacija), koji su efikasniji pri višim temperaturama tla, 
poboljšati njihov transport.13 U eksperimentu sa staklenič-
kim posudama utvrđeno je da PE najmanje veličine doseže 
najdublji sloj tla kroz različite aktivnosti gujavica.14 Dakle, 
transport MP-a/NP-a u tlu vrlo je složen proces koji ovisi o 
mnogim čimbenicima.

3. �Testovi toksičnosti za mikroplastiku 
i nanoplastiku

Testovi toksičnosti su testovi koji se primjenjuju za procje-
nu potencijalne štetnosti ispitivanih tvari na izložene žive 
testne organizme. Ti se testovi dijele na akutne i kronič-
ne, što ovisi o vremenu izlaganja testnog organizma ispi-
tivanoj tvari. Rezultati testova toksičnosti obično se izra-
žavaju kao koncentracija ispitivanog spoja koja uzrokuje 
određeni učinak (u postotcima) na izloženu populaciju. 
Dakle, ekotoksičnost se može izraziti kao: (i) maksimalna 
koncentracija koja ne uzrokuje nikakav učinak, (ii) mini-
malna koncentracija koja uzrokuje 100 %-tni učinak, (iii) 
utjecajna koncentracija (engl. effective concentration, EC) 
koja uzrokuje određenu razinu učinka. Obično se primje-
njuje koncentracija koja uzrokuje 50 %-tni učinak u testi-
ranoj populaciji (EC50), iako se po potrebi mogu primijeniti 
i druge razine, primjerice EC10 i/ili EC20. U slučaju smrtnosti 
učinak se izražava preko letalne koncentracije (engl. lethal 
concentration, LC). Utjecajne i letalne vrijednosti mogu se 
izraziti po masi testiranog organizma, što se izražava pre-
ko utjecajne doze (engl. effective dose, ED) i letalne doze 

(engl. lethal dose, LD). Testovi toksičnosti za MP/NP mogu 
se provoditi uz izravno ili neizravno ispitivanje utjeca-
ja plastičnih čestica na testne organizme. Ako se izravno 
određuje utjecaj plastičnih čestica, to označava izlaganje 
testnih organizama usitnjenim česticama MP-a/NP-a, dok 
se otapanjem MP/NP čestica u nekome otapalu određuje 
neizravan utjecaj tih čestica. Općenito, najčešće primije-
njeni testni organizmi za ispitivanje ekotoksičnosti MP-a/
NP-a u vodenim ekosustavima su bakterija Vibrio fischeri, 
morske i/ili slatkovodne mikroalge, račići Daphnia magna, 
zebrice Danio rerio te morske i/ili slatkovodne ribe. Među-
tim, gledajući istraživanja o utjecaju MP/NP na organizme 
u tlu, saznanja su dosad vrlo ograničena. Još uvijek je velik 
izazov istraživati karakteristike onečišćenja i procjenu eko-
loškog rizika MP-a/NP-a u tlu. Najčešće se u te svrhe kao 
testni organizmi upotrebljavaju gujavice (koljeno kolutićav-
ci, Annelida) i oblići (koljeno Nematoda). Gujavice i obli-
ći imaju ključnu ulogu u održavanju plodnosti tla i cijelog 
ekosustava. Gujavice razgrađuju organske tvari poput lišća 
i otpadaka te ih pretvaraju u hranjive tvari koje biljke mogu 
apsorbirati. Dodatno, ti organizmi poboljšavaju strukturu 
tla svojim kopanjem i miješanjem, što pomaže u cirkulaciji 
zraka i vode. Oblići razgrađuju organski materijal pomažu-
ći u ciklusu hranjivih tvari. Upotrebljavaju se kao modelni 
organizmi za ispitivanje ekotoksičnosti MP-a/NP-a s obzi-
rom na to da su ključni za održavanje zdravlja tla i ekosu-
stava.7 Stoga procjena ekotoksičnosti uporabom gujavica 
i oblića može pružiti informacije o tome kako određene 
tvari ili materijali mogu utjecati na njihovu populaciju i 
funkcije u ekosustavu tla.

4. �Ekotoksičnost mikroplastike i 
nanoplastike na gujavice (koljeno 
kolutićavci, Annelida) u tlu

4.1. Važnost gujavica (koljeno kolutićavci, Annelida) u tlu

Gujavice (koljeno kolutićavci, Annelida) obično su najza-
stupljenije životinje u tlu, odnosno poljoprivrednim tlima. 
Poznato je da poboljšavaju fizičke, kemijske i biološke zna-
čajke tla. Zajedno s mikroorganizmima u tlu imaju velik 
potencijal za poboljšanje plodnosti tla. Drugim riječima, 
utječu na mnoge usluge ekosustava koje se odnose na 
plodnost tla i biljnu proizvodnju. Kretanjem gujavica kroz 
tlo povećava se količina makropora i na taj način doprino-
se dobrom prozračivanju tla gdje ostavljaju glavni dio svo-
jih nutrijenata. To osigurava povoljan rast korijena biljaka. 
Također, gujavice razgrađuju mrtvu biljnu tvar i povećavaju 
biljne hranjive tvari. Prenose čestice tla i hranjive tvari iz 
dubinskog u površinski sloj i tako održavaju vitalnost tla.15 
Predstavljaju važne modelne organizme u ekotoksikološ-
kim istraživanjima, a njihova fiziološka aktivnost i meta-
bolički status odražavaju stupanj onečišćenja tla. U 60 % 
istraživanja koja su provedena najčešće upotrijebljene 
vrste gujavica su Eisenia fetida, Eisenia andrei i Lumbricus 
terrestris zbog svoje visoke brzine aktivnosti i reprodukcije, 
kratkog životnog ciklusa, osjetljivosti na onečišćujuće tvari 
te nastanjivanja površinskih slojeva tala bogatih organskom 
tvari.16 S obzirom na to da su gujavice odraz zastupljene 
količine MP-a i NP-a u tlu, uobičajeno se prate brzina rasta, 
promjena tjelesne težine, kretanje, reprodukcija, oksida-
tivni odgovor i ekspresija gena (slika 1).
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MP/NP mogu adsorbirati različite oblike tvari poput teš-
kih metala i onečišćujućih tvari, pa čak ih i transportirati u 
druge dijelove tijela, kako je prikazano na slici 1. Time se 
smanjuje učinkovitost njihova uklanjanja, što uvelike pred-
stavlja opasnost prema cjelokupnom živom svijetu u tlu.17

4.2. �Biološki odgovor gujavica na postojanost  
mikro/nanoplastike u tlu

U istraživanju ekotoksičnosti MP-a i NP-a na gujavice u tlu 
identificirani su PE niske i visoke gustoće, PS i polipropilen 
(PP) kao četiri najčešće proučene vrste plastike, odnosno 
polimeri u kontekstu toksičnosti gujavica. Zbog svoje veli-
ke specifične i hidrofobne površine znatno mogu povećati 
štetan utjecaj organskih i anorganskih onečišćujućih tvari 
na značajke gujavica navedene na slici 1. Primjerice, ne-
polarni PE i PP ne sadrže određene funkcionalne skupine, 
no van der Waalsove sile imaju glavnu ulogu u njihovoj 
adsorpciji. PS može uspostavljati veze s aromatskim spo-
jevima (npr. poliklorirani bifenili) putem π vezivanja, što 
rezultira jačom adsorpcijom tvari.16 U tablici 1 prikazan je 
pregled provedenih istraživanja o negativnom utjecaju po-
jedine MP/NP na različite vrste gujavica.18

Promjene biomarkera i aktivnosti enzima važne su meto-
de za procjenu ekotoksičnosti. Kad organizam stimuliraju 
vanjski čimbenici, to će dovesti do stvaranja slobodnih ra-
dikala u tijelu, a antioksidativni obrambeni sustav nastoji 
ukloniti slobodne radikale da bi zaštitio stanice od oksida-
tivnih oštećenja. Zato se često prate promjene biomarkera 
(malondialdehida) i enzimskih antioksidansa (superoksid 
dismutaza, katalaza) i neenzimskih antioksidansa (gluta-
tion sintetaza) kao odgovor organizma na prisutnost MP-
a.18 Nakon ulaska MP-a u unutrašnjost organizma mogu 
se proizvesti različiti enzimi kao mehanizam odgovora 
imunološkog sustava na stres. S druge strane, u gujavica-
ma može doći do povećanja zasićenih masnih kiselina da 
bi se smanjila osjetljivost na slobodne radikale, što izaziva 

oksidativni stres. Isto tako, prekomjerna količina izluče-
nih enzima može inhibirati vlastitu aktivnost (primjerice 
u slučaju prevelike koncentracije MP-a u organizmu) te 
povećati oštećenje neurona i DNA gujavice. Time dola-
zi do trovanja organizma, odnosno povećanja mortalite-
ta gujavica.16,27 Osim navedenog istraživanja o povećanju 
ekotoksičnosti kadmija u prisutnosti MP-a (tablica 1), nikal 
i bakar važni su metali prisutni u gnojivu. Infracrvenom 
spektroskopijom s Furierovom transformacijom utvrđeno 
je da PE ima sposobnost apsorpcije različitih metala, što 
je dovelo do oštećenja epiderme gujavica.28 Nadalje, MP 
može prouzročiti histopatološka oštećenja u probavnom 
sustavu. Rodriguez-Seijo i sur.26 utvrdili su da su gujavice 
izložene PE-u tijekom 28 dana pokazale znatno ošteće-
nje crijevnog tkiva, uključujući gubitak crijevnog epitelnog 
tkiva, zagušenje i znakove upale u crijevnom traktu (tabli-
ca 1).16,23 Osim toga, gutanje MP-a utječe na mikrobiom 
crijeva gujavica koje može potaknuti njihovu degradaciju. 
Time se povećava rizik ulaska MP-a u podzemne vode, što 
donosi negativne posljedice s ekološkog aspekta.19 Osim 
povećanja mortaliteta i smanjenja stope rasta s porastom 
koncentracije polimera, oni uzrokuju značajnu inhibiciju 
razmnožavanja gujavica.16,29 Izloženost glista poli(vinil-klo-
ridu) najveće koncentracije pokazala je smanjenje repro-
dukcije za čak 33 %.29 Bolton i Phillipson29 utvrdili su da je 
PE glavni uzročnik gubitka tjelesne težine gujavica. Polime-
ri ne mogu osigurati i zamijeniti potrebne hranjive tvari, što 
rezultira njihovom nedovoljnom količinom u gujavicama, 
a time i gubitkom tjelesne težine.30 Biorazgradiva plastika 
općenito je ekološki prihvatljivija u odnosu na sintetsku 
s obzirom na to da sintetska nije podložna procesu bio-
razgradnje. Međutim, ispitivanjem ekotoksičnosti različite 
vrste MP-a uočeno je da polilaktička kiselina, kao sintetski 
polimer, nije imala utjecaja na smrtnost gujavica, dok je 
biorazgradiva plastika na bazi škroba imala stopu smrtnosti 
od 40 do 50 %. Dakle, ne može se svaka biorazgradiva 
plastika smatrati ekološki prihvatljivom u usporedbi sa sin-
tetskom.31
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Slika 1 – Prijenos i utjecaj mikro/nanoplastike na gujavice
Fig. 1 – Transport and impact of micro/nanoplastics on earthworms
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5. �Ekotoksičnost mikroplastike i 
nanoplastike na obliće u tlu

5.1. Važnost oblića u tlu

Oblići (koljeno Nematoda) važne su komponente u hra-
nidbenoj mreži tla i imaju važnu funkciju u ekosustavu.32 
Nastanjene su u tankim filmovima vode (1  – 5 μm) koji 
okružuju čestice tla.33 Oblik tijela im je okrugao, končast 
ili vretenast, a zbog manjka pigmenta tijelo im je mliječ-
no-bijele do žute boje. Veličina tijela im varira, od vrijed-
nosti nevidljivih ljudskom oku do 8 cm. Lako ih je uzgajati, 
mogu opstati u širokom rasponu pH (1,6 – 11) i tempera-
tura (do 61 °C) te imaju kratak životni vijek. Zbog tih ka-
rakteristika oblići su izvrstan testni organizam za procjenu 
ekotoksičnosti.33,34 Prema načinima ishrane, porodice obli-
ća mogu se svrstati u četiri trofičke skupine: oblići koji se 

hrane bakterijama, oblići koji se hrane gljivama, oblići koji 
se hrane biljkama i oblići omnivori (predatori).32 Znanstve-
nici ih nazivaju “cijev u cijevi” jer im crijevo čini najveći 
dio tjelesne šupljine.33 Oblići mogu regulirati procese koji 
se odvijaju u ekosustavu hraneći se mikroorganizmima, ne 
mrtvim organskim tvarima, a njihova brojnost i aktivnost 
usko su povezane s biogeokemijskim ciklusima, poput 
mineralizacije hranjivih tvari i procesa kruženja ugljika.32 
Neizravno utječu na dostupnost hranjivih tvari regulacijom 
brojnosti ili aktivnosti mikroorganizama, otpuštanjem du-
šika i fosfora iz bakterija koje probavljaju te izlučivanjem 
viška dušika kao amonijaka.33 Budući da se oblići mogu 
kretati samo u sredinama, tj. tlima s kontinuiranim filmo-
vima vode, na njihovu aktivnost utječu tekstura i vlaga tla. 
Osjetljivi su na promjene okoliša, primjerice onečišćenje 
tla ili dodatak gnojiva za bolju plodnost tla. Shodno tome, 

Tablica 1 – Utjecaj polimera na pojedine vrste gujavica (koljeno kolutićavci, Annelida) pri različitim eksperimentalnim uvjetima
Table 1 – Effect of polymers on earthworms (phylum annelid worm, Annelida) under different experimental conditions

Vrsta 
gujavice Vrsta polimera Veličina ⁄ µm Koncentracija 

polimera
Vrijeme izlaganja/ 

temperatura tla/vlažnost tla Rezultati istraživanja Ref.

Lumbricus 
terrestris Polietilen 40,7 0; 0,1; 1 % w/w 

(polimer/tlo) 35 dana/–/– – �promjena u odgovorima biomarkera 
(superoksid dismutaza) 18

Enchytraeus 
crypticus Polistiren 0,05 – 0,10

0; 0,025; 0,5; 
10 % w/w 

(polimer/tlo)
7 dana/–/–

– �gubitak težine pri najvećoj 
koncentraciji

– promjene u mikrobiomu gujavica
19

Eisenia 
andrei Polietilen 180 – 212, 

250 – 300 1000 mg kg−1 tla 21 dan/–/– – �oštećenje muških reproduktivnih 
organa 20

Lumbricus 
terrestris

Polietilen 
niske gustoće < 150

7; 28; 45; 60 % 
(suhe tvari) u 
biljnoj smjesi

60 dana/16 – 18 °C/20 %
– �subletalni učinci pri najvišoj 

koncentraciji mikroplastike (25 % 
smrtnost i znatan gubitak težine)

21

Lumbricus 
terrestris

Polietilen 
niske gustoće 50 – 150 – –

– �povećanje mortaliteta i smanjenje 
stope rasta s porastom koncentracije 
polimera

22

Eisenia
andrei Polietilen 250 – 1000 – –

– �ozljeda crijevnog tkiva (hiperemija 
crijevne stijenke i ljuštenje crijevnog 
epitelnog tkiva)

– �reakcija imunološkog sustava (upala 
crijevne stijenke)

23

Eisenia
foetida

Polipropilen 
+ Cd < 150 - - – pojačan toksični učinak Cd 24

Lumbricus 
terrestris

Polietilen 
niske gustoće

≤ 50 (40 %) 
i 63 – 150 

(60 %)

7; 28: 45 i 60 % 
(suhe tvari) u 
biljnoj smjesi

14 dana/16,5 °C/ 
21 %

– �gujavice izložene 7 % mikroplastici 
najmanje težine 25

Lumbricus 
terrestris

Polietilen
± 1,0

710 – 850, 
1180 – 1400, 
1700 – 2000 i 
2360 – 2800

750 mg/2,5 kg tla 21 dan/20 °C/-

– �prijenos mikroplastike s površine tla 
u unutrašnjost (10,5 cm); izraženiji 
učinak s najmanjom mikroplastikom

– �mikroplastika veličine 710 − 850 μm 
i 1180 − 1400 μm prilijepljena na 
sluz kože gujavica

20

Eisenia 
fetida

Polietilen 
niske gustoće 250 – 1000

0; 62,5; 125; 
250; 500 i 

1000 mg kg−1 
suhog tla

28 dana/20 °C/40 %

– �lipidna peroksidacija (znak staničnog 
oksidativnog oštećenja) znatno 
povećana pri većim koncentracijama 
polimera

– �promjene u aktivnostima 
antioksidativnog enzima (katalaza)

26
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oblići se smatraju korisnim pokazateljima stanja hranidbe-
nih mreža u tlu, kao i zdravlja ekosustava.32 Upotrebljavaju 
se u ekotoksikološkim ispitivanjima te se promatra kako 
razne štetne tvari djeluju na njihov rast, preživljavanje, re-
produkciju, poremećaj u probavi, oksidativni stres i pro-
mjenu u genima.35 Probavni sustav najčešće je pogođen 
toksičnim djelovanjem MP-a, a crijevna barijera važna je 
za borbu oblića protiv toksikanata, u čemu pomažu geni 
za prijenos signala (hmp-2, erm-1, pkc-3).36,37 Funkcije na-
vedenih proteina prikazane su u tablici 2. 

Apikalno-bazalni polaritet bitan je za oblik i funkciju epi-
telnih stanica, budući da određuje lokalizaciju adhezijskih 
molekula koje drže stanice zajedno. Pod pojmom cjelo-

vitost tkiva u crijevu podrazumijeva se crijevni epitel koji 
stvara zaštitnu podlogu da bi održao cjelovitost barijere i 
spriječio ulazak toksina.36

5.2. �Biološki odgovor oblića na postojanost  
mikro/nanoplastike u tlu

Znanstvenici kao najčešći testni organizam upotrebljavaju 
vrstu oblića Caenorhabditis elegans. Ona je rasprostranjena 
po cijelom svijetu, zadovoljava potrebne karakteristike da 
bi se upotrebljavala kao testni organizam za ekotoksikološ-
ka istraživanja različitih vrsta onečišćujućih tvari (mikotok-
sini, postojana organska onečišćivala) i upotrebljava se za 
procjenu biološke sigurnosti nanočestica.37 Često upotre-
bljavani polimerni materijali za ispitivanje njihove ekotok-
sičnosti na obliće bili su PE, PP i PS, ali dostupni su i podat-
ci za poli(etilen-tereftalat) (PET), polietilen visoke gustoće 
(HDPE) te kompozit polilaktid/poli(butilen adipat-ko-te-
reftalat) (PLA/PBAT). Dobiveni rezultati te upotrijebljene 
veličine i koncentracije navedenih polimera nalaze se u 
tablici 3. 

Istraženo je da C. elegans može progutati kuglice PS-a te 
na taj način MP ulazi u hranidbenu mrežu tla i uzrokuje 
toksičnost na navedeni organizam. Posljedice izloženosti 
MP-u su inhibicija stope preživljavanja, smanjenje duljine 
tijela, utjecaj na reproduktivni sustav, oštećenje crijeva i 
oksidativni stres.37 Yu i sur.34 promatrali su fiziološke, bi-

Tablica 3 – Utjecaj polimera na vrstu oblića Caenorhabditis elegans pri različitim eksperimentalnim uvjetima
Table 3 – Effect of polymers on nematode Caenorhabditis elegans under different experimental conditions

Vrsta 
oblića

Vrsta 
polimera Veličina čestica ⁄ μm Koncentracija polimera Utjecaj MP na ispitani organizam Ref.

Ca
en

or
ha

bd
iti

s e
le

ga
ns

PE 57 ± 40
1; 10; 100 mg MP/l

manje potomaka
37

PLA/PBAT 40 ± 31 manja duljina tijela
HDPE

250 – 1000 0,01; 0,1; 1 % manje potomaka, manja duljina tijela 38
PET
PP
PS

PP 200 0,5; 1; 2 %
smanjenje raznolikosti oblića

45
utjecaj na metaboličke tragove 

PS 1 – 5 < 1 mg l−1

pojava oksidativnog stresa
34akumulacija čestica MP-a u crijevima

oštećenje crijeva

PS – 1 mg l−1

poremećaj u kretanju
39oksidativni stres

oštećenje crijeva

PS 1 – 5

2,4 ∙ 107 čestica/m2 kraći životni ciklus

40
2,4 ∙ 108 čestica/m2 oštećenje crijeva
2,4 ∙ 109 čestica/m2 razlike u ekspresiji gena
2,4 ∙ 1010 čestica/m2

PS 0,042, 0,530 0,01; 0,1; 1; 10; 
100 mg kg−1 tla smanjen broj potomaka 41

Tablica 2 – Informacije o genima koji su potrebni za razvoj crije-
va u oblićima (koljeno Nematoda)36

Table 2 – Information on genes required for gut development 
in nematodes (phylum Nematoda)36

Gen Kodirani protein Funkcija

pkc-3 protein kinaze C apikalna bazalna polarnost
hmp-2 β-katenin cjelovitost tkiva u crijevu

erm-1 ezrin radiksin moesin 
protein

povezuje aktin citoskelet i 
plazmu membrane
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okemijske i molekularne parametre za C. elegans nakon 
izloženosti mikročesticama PS-a. Naime, uočili su razne fi-
ziološke promjene na C. elegans uz akumulaciju MP-a PS-a 
u probavnom sustavu C. elegans. Pri najvišoj ispitivanoj 
koncentraciji MP-PS-a od 100 µg l−1 uočena je povećana 
akumulacija lipofuscina te ekspresija gena koji su povezani 
s oksidativnim stresom te oštećenje probavnog sustava C. 
elegans.34 Nadalje, oblići mogu progutati i akumulirati u 
svojim crijevima čestice MP-a veličine 1  –  5  μm. Poslje-
dica akumulacije MP-a bila je pojava oksidativnog stresa, 
što je rezultat neravnoteže između proizvodnje i detoksi-
kacije reaktivnih spojeva kisika te hiperpermeabilno stanje 
crijeva gdje je protok crijeva veći od normalnog.34 Utjecaj 
čestica MP-a PS-a veličine 1 – 5 μm na C. elegans ispitivali 
su i Shang i sur.,40 te su pomoću fluorescentnog stereo mi-
kroskopa dokazali kako je C. elegans progutala MP i da je 
MP bio prisutan u izlučenim fekalnim tvarima. Praćenje je 
bilo omogućeno zelenom fluorescencijom MP-a. Uočeno 
je gutanje čestica MP-PS-a 24, 48, 72 i 96 h nakon izlaga-
nja. Životni vijek C. elegans ispitan je kod izloženosti MP-u 
koncentracijama od 0, 2,4∙107, 2,4∙108, 2,4∙109 i 2,4∙1010 
čestica/m2. Rezultati pokazuju da je izloženost MP-u veliči-
na 1 μm i 5 μm te koncentracije 2,4 ∙ 107 čestica/m2 najviše 
smanjila životni ciklus oblića i to za čak 50 %. Ispitalo se 
funkcioniranje neurona koji stimuliraju crijevne mišiće ti-
jekom ciklusa defekacije (izbacivanje fekalija) otpuštanjem 
gama-aminomaslačne kiseline (GABA). Vrijeme defekacije 
može se smanjiti ili povećati, ali nema velike razlike u us-
poredbi s oblićima koji nisu kontaminirani MP-om. Osim 
izlučivanja MP-a mišićnom kontrakcijom i izbacivanjem iz 
crijeva, ono se može provesti i ekskretornim stanicama, 
čija uloga uključuje osmotsku/ionsku regulaciju i elimina-
ciju otpada, analogno bubrežnom sustavu. Transkripcijska 
ekspresija analizirana je za pet gena povezanih sa životnim 
ciklusom i defekacijom u crijevnom traktu vrste C. elegans: 
skn-1, mkk-4, pmk-1, cpr-1 i itr-1. Gen skn-1 uključen je u 
detoksikaciju i regulaciju životnog vijeka oblića. Geni mkk-
4 i pmk-1 sudjeluju u intestinalnom signalizacijskom putu, 
dok cpr-1 i itr-1 reguliraju funkciju crijeva oblića. Ekstrahi-
rana je ukupna RNA te mjerena spektrofotometrom. Oblići 
izloženi MP-u veličine 1 i 5 µm koncentracija 2,4 ∙ 107 i 
2,4 ∙ 108 čestica/m2 tijekom 72 h pokazali su razlike u ek-
spresiji gena za svih pet navedenih gena (tablica 4).

Utjecaj nešto manje veličine čestica MP-a PS-a, 0,042 i 
0,530 μm (42 i 530 nm), na C. elegans ispitivali su Kim i 
sur.41 Jedinke C. elegans bile su izložene koncentracijama 
MP-PS-a u vrijednosti od 0,01, 0,1, 1, 10 i 100 mg kg−1 
tla. Pokazano je da izloženost MP-u smanjuje broj potoma-
ka oblića kod 10 mg kg−1 za čestice od 0,530 μm, te kod 
100 mg kg−1 za čestice veličine 0,042 μm. Drugi znanstve-
nici, poput Donga i sur.39 također su ispitivali utjecaj manjih 
čestica PS-a, za koje se može reći da su NP. Oni su došli do 
rezultata da PS-NP uzrokuje toksičnost funkcije motornih 
neurona, odnosno kretanja, dolazi do oksidativnog stresa i 
toksičnosti probavnog sustava, jer PS-NP ciljano djeluje na 
crijevne stanice oblića. Shao i sur.43 uočili su da su signalni 
putevi vezani za kontrolu odgovora na PS-NP povezani s 
transkripcijskim faktorom elt-2. Elt-2 je dominantni faktor 
transkripcije koji kontrolira diferencijaciju i funkciju crijeva 
C. elegans od embrija do odrasle jedinke. Dobiveni rezul-
tati sugeriraju da ekspresija elt-2 gena ovisi o koncentraci-
ji PS-NP-a kojoj je izložen. U interakciji s nanočesticama 

PS-a proizvodi reaktivne oksidacijske tvari. Stoga dugotraj-
no izlaganje niskim dozama nanočestica PS-a izaziva akti-
vaciju intestinalnog elt-2, koji posreduje zaštitni odgovor 
protiv nanočestica PS-a održavanjem funkcionalnog sta-
nja crijevne barijere. Promatrajući opisane štetne učinke 
mikro i nanočestica PS-a, pretpostavilo bi se da je njegov 
utjecaj među najtoksičnijima za obliće. Međutim, Schöpfer 
i sur.37 pokazali su da štetni učinci ne ovise o vrsti MP-a 
kojoj je organizam izložen, već o njegovoj veličini i obliku 
čestica. Istraživanje su upotpunili ispitujući utjecaj LDPE i 
kompozita PLA/PBAT čije su koncentracije iznosile 1, 10 i 
100 mg MP/l. Čestice MP-a veličine 1,3 – 5,1 μm oblić je 
mogao progutati. Rezultati su pokazali da oblići izložene 
djelovanju MP-a proizvode 4,6 – 22,9 % manje potomaka 
i duljina tijela im je manja od oblića u kontrolnoj skupini. 
Zaključuje se da su nepravilni oblici MP-a toksičniji od onih 
sferičnog oblika, zbog veće specifične površine čestica MP-
a. Nadalje, Woong Kim i sur.38 proučavali su štetni učinak 
djelovanja mikročestica HDPE-a, PEZ-a, PP-a i PS-a na C. 
elegans. Veličina čestica MP-a nalazila se u rasponu od 250 
do 1000 μm, a koncentracija navedenih MP-a iznosila je 
0,01, 0,1 i 1 mas. %. Kako je navedeno, C. elegans može 
progutati čestice MP-a veličine do 5 μm, a u ovom istraži-
vanju je veličinom čestica MP-a to izbjegnuto. Zaključuje 
se da aditivi u MP-u bitno doprinose njegovoj ekotoksično-
sti, jer se mogu ispirati iz strukture. Aditivi su kemijske tvari 
koje se namjerno dodaju u strukturu plastičnih materijala 
da bi se postigla bolja svojstva. Posljedice izloženosti bile 
su smanjeni životni ciklus, manja duljina tijela i oštećenje 
crijeva. Osim štetnih utjecaja koje MP ima na obliće, po-

Tablica 4 – Prikaz djelovanja gena kod različitih uvjeta izloženo-
sti oblića (koljeno Nematoda) 40

Table 4 – Representation of gene action under different expo-
sure conditions of nematodes (phylum Nematoda)40

Gen Koncentracija ⁄ 
čestice/m2

Veličina čestica 
⁄ μm

Djelovanje, 
ekspresija gena

skn-1

2,4 ∙ 107
1 smanjenje

5 povećanje

2,4 ∙ 108
1 smanjenje

5 povećanje

pmk-1

2,4 ∙ 107
1 smanjenje

5 smanjenje

2,4 ∙ 108
1 povećanje

5 povećanje

mkk-4

2,4 ∙ 107
1 povećanje

5 povećanje

2,4 ∙ 108
1 povećanje

5 povećanje

cpr-1, 
itr-1

2,4 ∙ 107
1 smanjenje 

5 smanjenje

2,4 ∙ 108
1 povećanje

5 povećanje
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sljedice može osjetiti i cijeli ekosustav. Tako su Yang i sur.44 
pokazali da PP veličine 200  μm i koncentracije 0,5, 1 i 
2 mas. % djeluje na metaboličke tragove oblića. Metabo-
lički tragovi (otisci) važni su pokazatelji stanja ekosustava 
na koje ukazuju različite skupine oblića. Naime, različite 
skupine oblića pokreću kruženje biomase, metaboličku 
aktivnost i protok ugljika i energije u hranidbenim mreža-
ma. Smanjuje se otisak organizama koji se hrane biljkama, 
bakterijama i gljivama, što ukazuje da je dodatak MP-a 
uvelike utjecao na kruženje hranjivih tvari i protok energi-
je koji pokreću oblići u tlu. Istraživanje je dokazalo da se 
smanjuje brojnost ukupnih oblića, s iznimkom onih koji se 
hrane bakterijama. Taj neizravni pozitivni učinak na obliće 
koji se hrane bakterijama zbog povećanog unosa ugljika 
modulira izravni toksični učinak MP-a. Onečišćenje MP-
om također je rezultiralo smanjenjem raznolikosti rodova 
oblića, a poznato je da veća raznolikost organizama u tlu 
potiče složenije hranidbene mreže i povećanu vjerojatnost 
da biljke razviju veze s korisnim zajednicama u tlu, da bi se 
obranile od napada biljojeda ili patogena.45

6. Zaključak
Pregledom znanstvenih istraživanja utvrđeno je da MP/NP 
PE-a (niske i visoke gustoće), PP-a te PS-a uvelike doprinose 
toksičnosti. Rezultati su pokazali promjene u odgovorima 
biomarkera, gubitak težine, oštećenje reproduktivnog su-
stava, povećanje smrtnosti, negativnu reakciju probavnog i 
imunološkog sustava te oksidativno oštećenje gujavica pri 
najvećim koncentracijama i veličinama MP-a prisutnog u 
tlu. Uočeno je da MP/NP štetno djeluje na obliće s obzi-
rom na njihov smanjen rast i reprodukciju, poremećaj u 
probavi, oksidativni stres i promjene u genima kao poslje-
dice izloženosti oblića MP-u/NP-u. Međutim, štetni učin-
ci neće ovisiti o vrsti MP-a/NP-a, već o njihovoj veličini, 
koncentraciji i obliku. Štetnije će djelovati plastične čestice 
manjih veličina, jer će ih oblići progutati i akumulirati u 
tijelu. Također, oblići su osjetljivi na prisutnost MP-a/NP-a, 
tako da će osjećati njegove štetne učinke već pri niskim 
koncentracijama. Povezanost oblika MP-a/NP-a i kako će 
o njemu ovisiti štetnost leži u velikoj specifičnoj površini 
fragmenata.

Ekotoksikološka istraživanja od suštinskog su značaja za 
razumijevanje utjecaja polimera plastike na životnu sredi-
nu, uključujući tlo. Primjena organizama poput gujavica i 
oblića može biti ključna u očuvanju zemljišta, ali je važno 
najprije razumjeti kako plastika utječe na ekosistem prije 
nego što se poduzmu koraci za njezino rješavanje. Ekotok-
sikološke studije omogućavaju nam da procijenimo kako 
čestice plastike utječu na biljni, životinjski, ali i 

mikrobni svijet u tlu. Te studije mogu ukazati na različite 
vrste toksičnih efekata, uključujući onesposobljavanje rasta 

biljaka, poremećaj mikrobnih populacija ili akumulaciju 
toksina u hranidbenom lancu. Kad je riječ o gujavicama 
i oblićima, ti biološki organizmi mogu imati ulogu u sma-
njenju onečišćenja plastikom. Primjerice, gujavice mogu 
poboljšati strukturu tla i povećati njegovu sposobnost za-
državanja vode, što može ublažiti neke negativne učinke 
plastičnih čestica u tlu. Oblići, također, mogu doprinijeti 
razgradnji čestica plastike kroz svoje aktivnosti razlaga-
nja organske tvari. Međutim, ekotoksikološka istraživanja 
ključna su za utvrđivanje mogu li ti organizmi efikasno 
riješiti probleme uzrokovane akumulacijom plastičnih 
čestica u tlu ili postoji li potencijalna štetnost ili neželjeni 
učinci. Na primjer, moguće je da se neki od tih materijala 
ponašaju kao nosači toksina ili da doprinose akumulaciji 
određenih štetnih onečišćujućih tvari. U svakom slučaju, 
interdisciplinarnost između ekotoksikologije, agronomije 
i inženjerstva materijala ključna je za razvijanje održivih 
rješenja za problem plastike u tlu. To bi uključivalo testira-
nje različitih materijala, kao i praćenje njihovih dugoročnih 
učinaka na ekosustav tla da bi se osigurala primjena samo 
onih metoda koje su efikasne i sigurne za životnu sredinu.

Popis kratica
List of abbreviations

MP – mikroplastika
– microplastics

MP/NP – mikroplastika i nanoplastika
– microplastics and nanoplastics

nm – nanometar
– nanometer

NP – nanoplastika
– nanoplastics

PE – polietilen
– polyethylene

EC – utjecajna koncentracija
– effective concentration

EC50 – �utjecajna koncentracija koja ima učinak na 50 % 
izložene populacije

– �effective concentration influencing 50 % of the 
exposed population

EC20 – �utjecajna koncentracija koja ima učinak na 20 % 
izložene populacije

– �effective concentration influencing 20 % of the 
exposed population

PP – polipropilen
– polypropylene

PS – polistiren
– polystyrene

HDPE – polietilen visoke gustoće
– high density polyethylene

PLA/PBAT – polilaktid/poli(butilen adipat-ko-tereftalat) 
– polylactide/polybutylene adipate terephthalate
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SUMMARY
Evaluation of the Ecotoxicity of Microplastics and 

Nanoplastics on Earthworms (Annelid Worm, Annelida) and 
Nematodes (Nematoda) in Soil

Ema Čemerika, Andrea Knežević, Dora Milički, and Martina Miloloža*

It is common knowledge that plastic pollution has become one of the foremost environmental 
problems worldwide. Despite the increasing rates in plastic products recycling, the majority of 
plastic still finds its way unchecked into the environment. Plastic in itself poses no substantial 
threat to ecosystems, unlike its degraded components, microplastics (MP) and nanoplastics (NP), 
which are more reactive and easier to transport due to their reduced size. In recent years, the 
increasing demand, production, and utilisation of products originally manufactured in the form of 
MP and NP have further exacerbated the pollution problem. Once released, MPs and NPs tend 
to accumulate more in terrestrial ecosystems than in aquatic environments, an area that has been 
researched more comprehensively. Consequently, the degraded components of plastic accumu-
late within soil-dwelling organisms, which can then further break them down (degrade) through 
their metabolism. The aim of this study was to provide an overview of the ecotoxicity of MP and 
NP specifically on earthworms, as representatives of the phylum annelid worm (Annelida), and 
on nematodes (phylum Nematoda), the two most prevalent groups of soil-dwelling invertebrates. 
Research into the effects of MP and NP on earthworms has so far been conducted on the species 
Eisenia fetida, Eisenia andrei, and Lumbricus terrestris, with the species Caenorhabditis elegans 
serving as a representative nematode species. These organisms were exposed to polyethylene 
(PE), polystyrene (PS), and polypropylene (PP) particles of varying sizes and concentrations. The 
results of numerous studies on the harmful effects of these polymeric materials on earthworms and 
nematodes were measured by testing for inhibition of survival and growth rate, showing significant 
body weight loss, along with damage to the digestive system, and oxidative stress. 
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