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Summary 

Analytical approaches for studying occurrence and fate of 

environmental micro- and nanoplastics 

Due to growing plastic production and lack of effective waste management, 

plastic pollution has become a serious environmental concern. Inevitable 

degradation of plastic materials leads to formation of small plastic 

fragments, reaching sizes below 5 mm (microplastics, MPs) and even below 

1 μm (nanoplastics, NPs). Because of their small size, these particles are 

easily transported across the environment and can exert toxic effects. 

However, the precise degree of contamination, fate and toxicity remain 

vague due to technical difficulties in analysis, especially for the smallest 

particles. There is urgent need for analytical approaches allowing for 

detection, characterization and quantification, both in terms of numbers and 

masses, of plastic particles. The aim of this thesis was to develop such 

approaches, focusing on NP quantification, and to apply them in fate studies 

of micro-and nanoplastics (MNPs). 

As explained in chapter 2, currently there is no analytical method available 

for NP number quantification in complex environmental samples, while 

mass quantification is not void of its limitations. One known mass 

quantification approach is pyrolysis-gas chromatography-mass spectrometry 

(Py-GC-MS), which was applied for studying NPs in untreated wastewater, 

as described in chapter 3. Py-GC-MS delivers information on polymer 

chemistry and mass, however, it does not distinguish between different 

particle sizes. Therefore, the potential of asymmetrical flow-field flow 

fractionation (AF4) for size-based particle separation was studied. The two 

techniques were successfully coupled offline, allowing for size-resolved 

mass quantification of NPs. In the future, ways of improving recovery 

should be explored, along with minimizing the influence of environmental 

matrix. An alternative approach was also studied, where polymer 

disintegration is done chemically rather than thermally. By in-matrix 

depolymerization, a polymer can be selectively transformed into an easily 

measurable compound, with no influence of the sample matrix. In chapter 4, 

this method was successfully adopted to polyethylene furanoate (PEF) and 

the utility of this approach is expected to grow in the future due to increasing 

production of polyesters. 

The developed methods were used to evaluate selected aspect of the fate of 

plastic debris, such as degradation and human oral exposure. In chapter 4, 

degradation in fully realistic conditions in the terrestrial environment was 

observed. The majority of the PEF mass initially placed in the soil system 

was found in form of particles. In chapter 5, plastic objects were exposed to 
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close-to-environmental conditions in simulated seawater and freshwater. NPs 

made of polyolefins, polystyrene and polyethylene terephthalate were 

observed in the whole water column in both systems. In the future, analyzing 

the whole size continuum of plastic debris is recommended. After small 

plastic particles are formed, they can be transported and eventually reach the 

food net via different pathways. The MNP presence in food was evaluated in 

chapter 6. It was concluded that MPs can be found in all types of food. The 

highest daily intake was estimated to originate from the most commonly 

eaten products, such as grains or vegetables, although these food types are 

generally very rarely examined. Therefore, more focus on these food types 

rather than on commonly analyzed seafood is recommended. Finally, NP 

behaviour after ingestion was studied in chapter 7 by simulating human 

gastrointestinal tract in vitro. It was found that NPs aggregate during 

digestion, thus decreasing their probability of being absorbed. The digestive 

enzymes were shown to play a key role in aggregate formation. In chapter 8, 

technical aspects of the thesis are discussed and future outlook is provided.  
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Samenvatting 

Analytische benaderingen voor studies naar blootstelling en milieu 

lotgevallen van nanoplastics 

Vanwege de toenemende productie van plastic en het gebrek aan efficiënt 

afvalbeheer is vervuiling met plastics een ernstig milieuprobleem geworden. 

Fragmentatie van plastics leidt tot de vorming van kleine plastic deeltjes, 

waarvan de grootte kleiner dan 5 mm (microplastics, MPs) of zelfs dan 1 μm 

(nanoplastics, NPs) kan zijn. Met zo’n geringe grootte worden deze deeltjes 

eenvoudig door het milieu getransporteerd en kunnen ze ongewenste 

effecten hebben op de gezondheid van mensen en ecosystemen. De exacte 

mate van verontreiniging, verspreiding en toxiciteit van NPs zijn echter nog 

onduidelijk vanwege technische moeilijkheden met de analyse, in het 

bijzonder met de chemische analyse van de kleinste NPs. Verder 

ontwikkeling in analytische benaderingen is dringend nodig, om de detectie, 

karakterisering en kwantificering (op zowel massa als getalsbasis) van NPs 

mogelijk te maken. Het doel van dit proefschrift is om zulke benaderingen te 

ontwikkelen, en deze in studies naar blootstelling en milieulotgevallen van 

micro- en nanoplastics (MNPs) te gebruiken. 

Hoofdstuk 2 beschrijft dat er geen analysemethode beschikbaar is, die het 

aantal NPs in complexe milieumonsters kan bepalen, en de methodes van 

massa kwantificering zijn ook beperkt. Een bekende methode van massa-

hoeveelheid bepaling is pyrolyse-gaschromatografie gekoppeld aan massa 

spectrometrie (Py-GC-MS). Deze is gebruikt voor het onderzoek van NPs in 

onbehandeld afvalwater en beschreven in hoofdstuk 3. Py-GC-MS levert 

informatie over polymeer massa en chemische samenstelling, maar deze 

techniek levert geen informatie over de verschillende deeltjegroottes. 

Daarom is ook het potentieel van een op grootte gebaseerde scheiding, met 

behulp van asymmetrische field-flow fractionering (AF4), onderzocht. Beide 

technieken werden met succes offline gekoppeld, zodat zowel de grootte als 

de massa van NPs gekwantificeerd kan worden. Verdere ontwikkeling is nog 

nodig om de recovery te verhogen, en de invloed van complexe 

monstermatrices te verminderen. Een alternatieve benadering is ook 

onderzocht, op basis van afbraak van polymeer op een chemische (en niet 

thermale) manier. Dankzij de in-matrix depolymerisatie kan een polymeer 

naar een eenvoudig meetbare verbinding selectief getransformeerd worden, 

zonder invloed van het monstermatrix. In hoofdstuk 4, is deze methode met 

succes voor polyethyleenfuranoaat (PEF) aangepast. In de toekomst kan het 

nut van dergelijke methodes verder toenemen, samen met toenemende 

productie van polyesters. 
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De ontwikkelde methodes zijn vervolgens gebruikt om blootstelling aan en 

milieulotgevallen van plastic afval te bestuderen, zoals fragmentatie en 

menselijke orale blootstelling. In hoofdstuk 4 is fragmentatie en afbraak 

onder volledig realistische, terrestrische milieuomstandigheden 

waargenomen. De meerderheid van aanvankelijk in de bodem geplaatst PEF 

massa werd teruggevonden in de vorm van deeltjes. In hoofdstuk 5, zijn 

plastic objecten aan een realistische omgeving van gesimuleerd zee- en 

zoetwater langdurig blootgesteld. NPs van polyolefinen, polystyreen en 

polyethyleentereftalaat werden in de gehele waterkolom in beide systemen 

waargenomen. In de toekomst, is het aanbevolen om het gehele 

groottecontinuüm van plastic afval te analyseren. Nadat de kleine plastic 

deeltjes worden gevormd, kunnen zij getransporteerd worden en uiteindelijk, 

via verschillende trajecten, het voedselnetwerk bereiken. De aanwezigheid 

van MNPs in voedsel werd in hoofdstuk 6 vastgesteld op basis van een 

uitgebreide literatuurstudie. De conclusie is dat MPs in alle voedsel typen 

kunnen gevonden worden. Het werd geschat dat de hoogste dagelijkse 

inname van de meest gegeten producten afkomstig zijn, zoals granen, en 

groenten, hoewel deze voedsel groepen nog relatief zelden zijn onderzocht. 

Grotere focus op deze voedsel groepen is dus aanbevolen, in plaats van 

breed geanalyseerde voedsel uit zee. Tenslotte werd het NP gedrag na 

inname in hoofdstuk 7 onderzocht, door het menselijk maag-darmkanaal in 

vitro te simuleren. Er werd vastgesteld dat tijdens de spijsvertering NPs 

aggregeren, waardoor de waarschijnlijkheid van absorptie vermindert. De 

spijsverteringsenzymen spelen een belangrijke rol bij de vorming van de 

aggregaten. In hoofdstuk 8 zijn tenslotte de technische kanten van dit 

proefschrift doorgesproken en perspectieven voor de toekomst zijn gegeven.  
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Podsumowanie 

Podejścia analityczne do badań występowania i zachowania mikro- i 

nanoplastiku w środowisku 

Wskutek rosnącej produkcji plastiku i braku efektywnego zarządzania 

odpadami, zanieczyszczenie plastikiem stało się poważnym problemem dla 

środowiska. Nieukniniona degradacja materiałów plastikowych prowadzi do 

powstawania małych plastikowych fragmentów, o rozmiarach 

nieprzekraczających 5 mm (mikroplastik, MP), a nawet 1 μm (nanoplastik, 

NP). Z powodu swoich małych rozmiarów, cząstki te łatwo ulegają 

transportowi w środowisku i mogą być toksyczne. Dokładny zasięg 

zanieczyszczenia pozostaje jednak nieznany, podobnie jak zachowanie i 

toksyczność, ze względu na techniczne trudności w analizie, szczególnie dla 

najmniejszych cząstek. Potrzebne są podejścia analityczne, pozwalające na 

detekcję, charakteryzację i analizę ilościową cząstek plastiku, zarówno w 

stężeniach liczbowych, jak i masowych. Celem niniejszej pracy było 

opracowanie takich technik, ze szczególnym uwzględnieniem analizy 

ilościowej nanoplastiku, i ich użycie w badaniach zachowania mikro- i 

nanoplastiku w środowisku. 

Jak opisano w rozdziale 2, obecnie nie istnieją metody liczbowej analizy 

ilościowej nanoplastiku w próbkach środowiskowych, zaś analiza masowa 

nie jest pozbawiona ograniczeń. Jednym ze znanych sposobów analizy 

masowej jest pirolityczna chromatografia gazowa z detekcją mas (Py-GC-

MS), którą zastosowano do badania nanoplastiku w nieprzetworzonych 

ściekach komunalnych, jak opisano w rozdziale 3. Py-GC-MS dostarcza 

informacje o strukturze i masie polimeru, jednak nie pozwala ona na 

rozróżnienie cząstek o różnych rozmiarach. Dlatego zbadano potencjał 

frakcjonowania przepływowego w asymetrycznym polu sił przepływu (AF4) 

do rozdzielania względem rozmiaru. Obie techniki zostały pomyślnie 

sprzężone „off-line”, co pozwoliło na analizę masową nanoplastiku z 

oznaczeniem rozmiaru. W przyszłych badaniach należałoby zgłębić sposoby 

poprawy odzysku, jak i minimalizacji wpływu matrycy z próbek 

środowiskowych. Zbadano również alternatywne podejście, w którym 

dezintegracja polimeru odbywa się pod wpływem czynnika chemicznego, a 

nie termicznego. Poprzez depolimeryzację w matrycy polimer może zostać 

selektywnie przetworzony w łatwy do oznaczenia związek chemiczny, bez 

wpływu matrycy próbki. W rozdziale 4 metodę tę pomyślnie dostosowano 

do polietylenu furanianu (PEF), a użyteczność tego podejścia 

prawdopodobnie wzrośnie w przyszłości z powodu rosnącej produkcji 

poliestrów. 
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Opracowane metody zostały użyte do oceny wybranych aspektów 

zachowania plastiku w środowisku, takich jak degradacja czy ekspozycja 

doustna. W rozdziale 4 zaobserwowano degradację plastiku we w pełni 

realistycznych warunkach w środowisku lądowym. Większość masy PEF-u, 

początkowo umieszczonego w glebie, została odnaleziona pod postacią 

cząstek. W rozdziale 5, plastikowe przedmioty zostały narażone na warunki 

bliskie środowiskowym w symulowanej wodzie słonej i słodkiej. 

Nanoplastik zbudowany z poliolefin, z polistyrenu i z politereftalanu etylenu 

został zaobserwowany na całej wysokości słupa wody w obu układach.  W 

przyszłych badaniach zalecana jest analiza całego spektrum rozmiarów 

cząstek plastiku. Po utworzeniu się, małe cząstki plastiku mogą ulegać 

transportowi i ostatecznie przeniknąć do sieci pokarmowej różnymi drogami. 

Obecność mikro- i nanoplastiku w żywności była przedmiotem badań w 

rozdziale 6. Wywnioskowano, że mikroplastik obecny jest we wszystkich 

rodzajach żywności. Oszacowano, że najwyższe dzienne spożycie ma źródło 

w najszerzej spożywanych produktach, takich jak produkty ziarniste i  

warzywa, mimo że te rodzaje żywności są, w ogólności, bardzo rzadko 

poddawane badaniom. W zwiazku z tym, zaleca się większe skupienie na 

tych rodzajach żywności, zamiast na powszechnie analizowanych rybach i 

owocach morza. Wreszcie, zachowanie nanoplastiku po spożyciu zostało 

poddane badaniom w rozdziale 7, poprzez symulację in vitro ludzkiego 

układu żołądkowo-jelitowego. Zaobserwowano agregację nanoplastiku 

podczas trawienia, co zmniejsza prawdopodobieństwo jego wchłaniania. 

Pokazano kluczową rolę enzymów trawiennych w tworzeniu się agregatów. 

W rozdziale 8 przedyskutowano aspekty techniczne niniejszej pracy i 

przedstawiono perspektywy dla przyszłych badań.  
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