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IDENTIFIKACIJA METODA ZA SEPARACIJU |
KARAKTERIZACIJU NANOPLASTIKE 1Z VODENIH SREDINA

IDENTIFICATION OF METHODS FOR SEPARATION AND
CHARACTERISATION OF NANOPLASTIC FROM AQUATIC
ENVIRONMENTS

DUSAN MILOJKOV?, ANGELINA MITROVICZ, DANIJELA SMILJANIC?,
GVOZDEN JOVANOVIC*, MIROSLAV SOKIC®

Rezime: Zagadenje vodenih resursa mikro- i nano-plastikom je prepoznato kao globalni
problem. Trenutno ne postoje dostupne specifiéne metode za identifikaciju, karakterizaciju 1
kvantifikaciju nanoplastike u vodenim sredinama. Mnoge od metodologija razvijenih za
analizu mikroplastike ne mogu se direktno primeniti na nanoplastiku, dok konvencionalne
metode Kkarakterizacije nanoplastike obi¢no izoluju i proucavaju pojedina¢ne nanocestice, §to
moze biti naporan i dugotrajan proces. Koris¢enjem mikroskopskih tehnika u kombinaciji sa
spektroskopijom, moguce je ubrzati proces analize, ispitati morfologiju i veli¢inu Cestica i
istovremeno identifikovati hemiju. Posto nanoplastika nastala degradacijom mikroplastike
ima drugadija svojstva od sintetisanih nanocestica plastike, neophodno je kreirati nove
analiticke i mikroskopske tehnike koje ¢e pomoci da se bolje razume ozbiljnost problema
nanoplastike. Ovaj rad ima za cilj da identifikuje metode koje bi mogle da se primene za
odvajanje i karakterizaciju nanoplastike iz vodenih sredina.

Kljuéne reci: nanoplastika, separacija, karakterizacija, mikroskopija, spektroskopija

Abstract: Pollution of water resources with micro- and nanoplastics is recognized as a global
problem. Currently, there are no specific methods available for the identification, chara-
cterization and quantification of nanoplastics in aquatic environments. Many of the metho-
dologies developed for the analysis of microplastics cannot be directly applied to nano-
plastics, while conventional nanoplastic characterization methods usually isolate and study
individual nanoparticles, which can be a laborious and time-consuming process.

" Dusan Milojkov, Institut za tehnologiju nuklearnih i drugih mineralnih sirovina, Bulevar
Frans d'Eperea 86, Beograd

2 Angelina Mitrovié, Institut za tehnologiju nuklearnih i drugih mineralnih sirovina, Bulevar
Frans$ d'Eperea 86, Beograd

¥ Danijela Smiljani¢, Institut za tehnologiju nuklearnih i drugih mineralnih sirovina, Bulevar
Frans$ d'Eperea 86, Beograd

* Gvozden Jovanovi¢, Institut za tehnologiju nuklearnih i drugih mineralnih sirovina, Bulevar
Frans d'Eperea 86, Beograd

> Miroslav Soki¢, Institut za tehnologiju nuklearnih i drugih mineralnih sirovina, Srbija,
Bulevar Frans d'Eperea 86, Beograd

110



By using microscopic techniques combined with spectroscopy, it is possible to speed up the
analysis process, examine the morphology and size of the particle and identify the chemistry
at the same time. Since nanoplastics created by the degradation of microplastics have
different properties than synthesized plastic nanoparticles, it is necessary to create new
analytical and microscopic techniques that will help to better understand the seriousness of
the nanoplastics problem. This work aims to identify methods that could be applied for the
separation and characterization of nanoplastics from aquatic environments.

Key Words: nanoplastic, separation, characterization, microscopy, spectroscopy

1. Uvod

Plasti¢ne Cestice manje od 55 mm (mikroplastika) se sve CeS¢e otkrivaju u
razli¢itim vodenim sredinama i sedimentima, §to moze imati Stetne posledice po
javno zdravlje [1]. One su postale glavni globalni ekoloski problem poslednjih
decenija i, zaista, nedavna naucna istrazivanja su istakla prisustvo ovih fragmenata
Sirom sveta, Cak i u sredinama za koje se smatralo da su netaknute. Medutim, neki
istrazivaéi su poceli da razmatraju fragmentaciju plastike na submikrometarskoj
skali. Termin ,,nanoplastika“ je joS uvek u raspravi, a razliite studije su postavile
gornju granicu veli¢ine na 1000 nm ili 100 nm [2].

Posebno nanoplastika veli¢ine izmedu od 1 do 100 nm (EFSA 2016) moze
dovesti do raznih problema u zivom svetu, jer ima potpuno razli¢ita fizicka (npr.
transport), hemijska (npr. funkcionalne grupe na povrsini) i bioloska (prolaze kroz
¢elijska membrana, toksi¢nost)) svojstva u poredenju sa mikro- i makroplastikom
[3]. Nanoplastika se moze nac¢i u vazduhu, vodi, sedimentima i u kopnenim i vode-
nim organizmima. Ova nanoplastika se moze formirati direktno iz domacih i indu-
strijskih izvora, ili indirektno razgradnjom mikroplastike [4]. Takode moze proci
kroz postrojenja za precis¢avanje otpadnih voda koja nisu dizajnirana da je uklone
iz vode. Glavni izvori nanoplastike su plastika za jednokratnu upotrebu, kozmetika,
boje, guma, urbana prasina, odeca i poljoprivredni tekstil. Plastika nastala degra-
dacijom mikroplastike u zivotnoj sredini nije isto $to i sintetisana nanoplastika [5].
Zato su potrebne visoko specificne metode za analizu nanoplastike u izolovanim
uzorcima iz abiotickih i bioti¢kih matrica zivotne sredine.

2. Separacija nanoplastike

Veoma je tesko odvojiti i okarakterisati nanoplastiku od mikroplastike, jer jo§
uvek ne postoje specificne metode za njeno otkrivanje i1 kvantifikaciju, veé se
primenjuju standardne metode kao i za druge sintetisane nanocestice. Slika 1
predstavlja shemu razdvajanja mikroplastike i nanoplastike na osnovu veli¢ine,
pracene specificnim metodama za karakterizaciju. U sredini je prikazana SEM slika
nanocestica plastike polistirena izolovanih iz vode (a) i SEM slika adsorbovane
nanoplastike polistirena na aktivnom uglju (b).

Mrezasta sita se obi¢no koriste za odvajanje mikroplastike veli¢ine u rasponu
od 0,038 mm do 4,75 mm, pojedina¢no ili u serijama. Takode, filteri sa malim
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mrezama (npr. 0,02 mm-5 mm) se Koriste za odvajanje male mikroplastike ili
nanoplastike [1].

Za potpuno odvajanje i klasifikaciju nanoplastike se moze koristiti ultrace-
ntrifugiranje [6]. Centrifugalno polje moZe obezbediti eksternu silu za klasifikaciju
nanocestica po veli¢ini. Takode, ova metoda se uspesno koristi i za klasifikaciju
nanodestica po drugim osobinama ukoliko ima i prikacen UV-vis detektor.

3. Karakterizacija nanoplastike

Da bi se predvidelo ponasanje nanoplasticnih Cestica u zivotnoj sredini, kao §to
su njihov transport, stabilnost, agregacija, usvajanje, kao i adsorpciono-desorpciona
svojstva, neophodno je okarakterisati razlicite fizicko-hemijske osobine. Osnovna
podela metoda za karakterizaciju mikro i nanoplastike mozZe se izvrsiti na tehnike
vizuelizacije, fizi¢ko-hemijske i hemijske karakterizacije [1].|

Mikroplastika Nanoplastika
5 mm- 1K) nm 100- 1 nm
separacija ® — <___’ separacija
- sita - filteri
- filteri b) - ultracentrifugacija
karakterizacijo haraltarizache
; . - mikroskopija
2 :‘”'mekoﬂh ja - spaktropskopija

Slika 1. Shema separacije mikroplastike i nanoplastike na osnovu velicine sa

specificnim metodama za karakterizaciju. (a) SEM slika nanocestica plastike

polistirena izolovanih iz vode i (b) adsorbovane nanoplastike polistirena na
aktivnom uglju (u sredini) [7]

Razlicite fizicko-hemijske osobine, kao $to su povrSinsko naelektrisanje,
hidrodinamicki precnik, disperzija i distribucija, oblik i morfologija, obi¢no se
karakteriSu upotrebom razli¢itih tehnika: infracrvenom spektroskopijom sa Furije-
ovom transformacijom (FTIR), energetski disperzivnom rendgenskom spektro-
skopijom (EDXS), Ramanovom spektroskopijom, rendgenskom fotoelektronskom
spektroskopijom (XPS), masenom spektrometrijom (MS), fluorescentnom spektro-
skopijom (FS), UV-vis spektrofotometrijom, konfokalnom skeniraju¢om laserskom
mikroskopijom (CSLM), mikroskopijom atomskih sila (AFM), mikroskopijom
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svetlosnog lista (LSM), transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM), skeni-

raju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM), dinamicko rasejanje svetlosti (DLS)
[1-9].

Najcesce koris¢ene metode za identifikaciju nanoplastike su mikroskopske
tehnike, kao $to su polarizovana, fluorescentna, skeniraju¢a elektronska i mikro-
skopija atomskih sila [9]. Medutim, one imaju ograni¢enje u vidu davanja nepo-
tpunih rezultata u analizama nanometarskih Cestica. Trenutno, kombinacija sa spe-
ktroskopskim tehnikama (hemijska analiza) prevazilazi ova ogranicenja [8]. Stati-
sticke metode su mocan alat koji moze povezati podatke dobijene mikroskopskim i
spektroskopskim tehnikama [9-11]. Mikroskopske i spektroskopske thenike zajedno
sa nedavno uvedenim pristupima obrade statisti¢kih hemometrijskih podataka mogu
pomoc¢i u boljem razumevanju problema nanoplastike.

Fluorescentna mikroskopija prikuplja fluorescentnu emisiju od uzoraka koji su
pobudeni odredenom talasnom duzinom, za razliku od optickog mikroskopa koji se
oslanja na kontrast slike koju daje refleksija svetlosti na uzorku [12]. Uzorak koji se
analizira, a sastoji se uglavnom od Zivih organizama kao $to su celije, bakterije ili
tkiva, sadrzi supstancu zvanu fluorofor, koja moze ve¢ biti prisutna u uzorku koji se
analizira (moze da deluje kao fluorofor za proteine ili neurotransmitere), ili biti
uveden spolja. Ova supstanca je pogodena i ekscitovana laserskom svetlos¢u, a
zatim, zauzvrat, emituje fluorescentno svetlo. U tradicionalnim fluorescentnim te-
hnikama laser generalno ekscituje u vidljivom (plavom) i u UV delu spektra, prolazi
kroz tanak otvor i fokusira se na tacku uzorka koju treba posmatrati. Posto je talasna
duzina priliéno kratka, svaki molekul fluorofora koji je pogoden fotonom je
ekscitovan i emituje fluorescenciju. Talasna duzina lasera za akecitaciju mora biti od
oko 50-200 nm kraca od svetlosti koju emituje fluorofora jer upadni foton mora da
obezbedi vise energije. Na primer, fluorofor moze da apsorbuje talasnu duzinu od
360 nm (u UV delu spektru) i emituje talasnu duzinu od 450 nm, odnosno u spektru
plavo zelenog svetla. U konfokalnom laserskom skeniraju¢em mikroskopu svetlosni
snop ne osvetljava ceo preparat ve¢ samo mali deo (tacku). Shodno tome, detektor
ne vidi kompletnu sliku, ve¢ samo intenzitet svetlosti koja dolazi iz tacke koja je
ekscitovana. Klizanjem tacke duz ravni ili ¢ak u zapremini, moguce je rekonstruisati
sliku uzorka u presecima, ili u tri dimenzije. Fluorescentna mikroskopija je korisha
metoda Kkarakterizacije nanoplastike, posebno za belu i transparetnu plastiku, na
osnovu njene urodene sposobnosti da emituje fluorescenciju [9].

Nedavno je identifikovana nova metoda nazvana digitalna holografija (DH),
koja je u stanju da razlikuje fragmente plastike od mikroplanktona ili mikroalgi u
morskim uzorcima [13, 14]. Koriste¢i vestacku inteligenciju i holografski senzor,
predlozeni metod omogucava dobijanje informacija iz analiziranih elemenata
zahvaljujuci upotrebi holografskog mikroskopa. Ovo obezbeduje Sirok opseg veoma
karakteristicnih parametara koji karakterisu mikro- i nanoplastiku. Holografski
mikroskop je digitalni mikroskop koji se zasniva na klasi¢énom principu holografije:
skladistenje vizuelnih informacija uz upotrebu lasera ¢ija se holografska registracija
vrsi preko ploce. Pored toga, trodimenzionalno snimanje zahteva tri laserska izvora
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u vidljivom opsegu da bi se dobilo §to vise slika, ¢ime se obezbedjuje povecanje
prostorne rezolucije. Na taj nacin dobijene informacije omogucavaju da se ,,obuci”
sistem vestacke inteligencije, koji ¢e tako mo¢i da razlikuje zagadujuci materijal od
drugih prirodnih materijala, ¢ije su dimenzije i oblici veoma sli¢ni. DH je opticka
tehnika za 3D snimanje koja je kvalitativna i kvantitativna. Upotreba digitalne
kamere bez mehanickog skeniranja omogucava prepoznavanje transparentnih obje-
kata na razlicitim dubinama, istrazujuci prisustvo fragmenata plastike u velikim
koli¢inama vode. Zahvaljujuéi ovoj tehnici, moguce je izvrsiti detekciju, brojanje i
kvantitativho merenje nanoplastike u celoj zapremini. Kombinacija digitalne holo-
grafije i veStaCke inteligencije omogucava prepoznavanje desetina hiljada objekata
koji pripadaju razli¢itim klasama sa ta¢nosc¢u > 99 %.

4. Zakljucak

Trenutno ne postoji jedinstven metod separacije, identifikacije i karakterizacije
nanoplastike u vodenim sredinama koji moze biti pouzdan i brz. Kombinacije mikro-
skopskih tehnika sa spektroskopskim analitickim metodama i statistickim hemo-
metrijskim metodama, mogle bi da prevazidu neke istaknute probleme karakte-
rizacije na nano nivou. Luminescentna mikroskopija sa hemometrijskim metodama
je vrlo efikasna kod kvantitativne i kvalitativne analize luminescentnih nanocestica
plastike. Holografska mikroskopija se pokazala kao metoda koja u kombinaciji sa
treniranom ve$tatkom inteligencijom moze prepoznati transparentne Cestice
nanoplastike u kompleksnim sredinama. Neophodno je razviti metode separacije i
karakterizacije koje su efikasne i koje mogu pomoci u ublazavanju problema nano-
plastike u buduénosti.
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