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摘要    微塑料广泛存在于海洋中，是全球十大新兴环境问题之一。微塑料可以被鱼类、贝类和底

栖动物等海洋生物摄入，危害海洋生命。为了更好地从海洋生物中分离和检测微塑料，本研究优化

了一种新方案。以斑马鱼(Danio rerio)为原料，对其中的微塑料进行分离提取。首先，通过消化率、

回收率、拉曼光谱分析和扫描电镜等方法对 KOH、H2O2、HNO3 和胰蛋白酶 4 种消化液进行选择，

选定 KOH 溶液为最适消化液。然后通过单因素实验和 Box-Behnken 响应面实验设计优化 KOH 溶

液为消化液的最佳消解条件。研究表明，消解最适条件为浓度 4%、温度 47℃、时间 20 h，在此条

件下的消化率为 97.38%。KOH 消化液显著提高了消解效率，为微塑料的进一步检测分析提供了技

术支持。 
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随着社会的发展和科技的进步，塑料在世界范围

内大量生产与应用，目前年均产量超过 3.11 亿 t (Gil- 

Delgado et al, 2017)。塑料通过机械作用、生物降解

和太阳辐射等被分解成小颗粒，当其直径小于 5 mm

时即可定义为微塑料(文天, 2016)。环境中的塑料残

体可以通过风力、河流、洋流等外力进行远距离迁移

(Cole et al, 2011)，从而对全球海洋造成污染。塑料制

品的普及和广泛应用，海洋中的塑料逐年增加，海水

中微塑料会逐渐转移到海洋生物体内，包括浮游动物

(Mao et al, 2018)、双壳类(Abidli et al, 2019)、底栖类

(Sussarellu et al, 2016)和鱼类(Espinosa et al, 2018)等。

调查研究发现，墨尔本地区 19.4%的鱼体内都含有微

塑料，且体内的微塑料含量平均高于头部(Su et al, 

2019)；突尼斯北部湖中软体动物表现出相对较高的

微塑料污染水平，总浓度在 703.95~109.80 个/kg 至

1482.82~19.20 个/kg (Abidli et al, 2019)；Zhu 等(2019)

首次在濒危物种白海豚(Sousa chinensis)的肠道中检

测到了微塑料。在海洋环境中，微塑料对海洋生物的

危害主要有 2 个方面：一是海洋生物摄入微塑料，会

对生命健康产生直接影响。据已有的研究发现，微塑

料可能会导致鱼类(Lu et al, 2016)、甲壳类(Watts et al, 

2014)和双壳类(van Cauwenberghe et al, 2014)等消化

道阻塞，进食能力受损，甚至导致生殖能力障碍等不

良影响。如果微塑料长时间在生物体内，会影响正常

的食物摄取，最终导致生物体的饥饿和死亡。二是微

塑料易与有毒化学物质结合，从而危害海洋生物。因

为微塑料比一般塑料更容易吸附有毒有害物质，已经

发现由于微塑料自身的疏水特性，它可以浓缩多氯联
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苯、多溴联苯和多环芳烃等多种有机污染物、重金属，

以及添加剂衍生的化学品(Castillo et al, 2016)。微塑

料污染对海洋动物和沿海生态系统造成了影响，并对

人类健康产生了威胁。目前，Wu 等(2019)研究了不

同粒径聚苯乙烯对人结肠腺癌细胞的细胞毒性，发现

2 种微塑料均对细胞活力、氧化应激、膜完整性和流

动性有低毒作用。Schirinzi 等(2017)体外研究发现，

微塑料可以引起大脑和人类上皮细胞高活性氧产生。

Hwang等(2019)研究了聚丙烯微塑料在人源性细胞中

的毒性，研究表明，微塑料直接与细胞接触可能通过

诱导免疫细胞产生细胞因子而产生健康问题。然而，

由于缺乏可靠的数据来量化微塑料在人体的真实情

况，因此，很难合理地评估微塑料对人体健康的实际

影响。关于微塑料在人体的存在情况以及对人体健康

的影响，仍有许多工作要做。 

从海洋生物样品中提取微塑料的主要方法是消

化法，即使用酸、碱、氧化剂或酶等消化液来进行组

织消解。酸性消化液通常使用的是 69% HNO3(Dekiff 

et al, 2014)，其他酸性消化液还有 65% HNO3 和 65% 

HClO4 等(Santana et al, 2016)。碱性消化液通常使用

的是 10% KOH(Dehaut et al, 2016)。氧化剂消化液通

常选择 30% H2O2(Karami et al, 2016)。酶使用较多的

是脂肪酶(Waite et al, 2018)、胰蛋白酶(Courtene-Jones 

et al, 2017)。然而，在早期的实验研究中存在一些问

题。首先，消化液对微塑料的影响不是通过在生物组

织中加入微塑料来测试的，而是直接与消化液接触。

其次，不适当的消化液或温度等消化条件可能会低估

海洋生物中的微塑料含量，或者腐蚀性消化液也可能

导致颗粒破碎，从而高估微塑料的含量。因此，本研

究旨在通过消化率、回收率、拉曼光谱分析和扫描电

镜等多方面的分析，选取最适的消化液，并对其消化

工艺进行优化，建立一种高效的消化方法，在保护微

塑料聚合物完整性的同时，有效地消化鱼类组织，为

海洋生物中微塑料的分离提取提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

斑马鱼(Danio rerio)是一种常见的热带淡水鱼，

头小稍尖，略呈纺锤形，具有个体小、易于饲养、繁

殖力旺盛、生长周期短和发育快等特点(Talwar et al, 

1994)。本实验斑马鱼于 2019 年 4 月购自青岛当地水

产市场，体长为(2.0±0.6) cm，实验前驯养 7 d (驯养

期间无斑马鱼死亡)，饲养用水为自来水不断曝气 24 h，

水温为(26.00.5)℃，每日投食 1 次。 

KOH、H2O2 和 HNO3 购自国药集团化学试剂有

限公司，均为分析纯；胰蛋白酶购自北京索莱宝生物

科技有限公司；500 m 聚苯乙烯塑料购自天津市倍

思乐色谱技术开发中心；滤纸 (No.540)购自美国

Whatman 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  消化率    选取常用的 4 种消化液：10% KOH 

(Ali et al, 2017)、30% H2O2 (Avio et al, 2015)、69% 

HNO3 (Vandermeersch et al, 2015)和 0.3125%胰蛋白

酶(Courtene-Jones et al, 2017)。在相同温度、相同时

间下进行组织消化。 

在磨碎的 0.6 g 斑马鱼鱼肉组织(不加聚苯乙烯颗

粒)里分别加入 6 ml 10% KOH、30% H2O2、69% HNO3

和 0.3125%胰蛋白酶(Dehaut et al, 2016)，一式 3 份，

安瓿瓶密封，放入 55℃烘箱中保持 48 h。用 Whatman 

No.540 滤纸对消化液进行真空过滤。过滤前后，滤

膜保持 50℃下 5 h，称重精度为 0.1 mg。计算消化率 

(Catarino et al, 2016)： 

( )
% i a b

i

W W W

W

 
消化率  

式中，Wi 为斑马鱼组织初始重量，Wa 为过滤后

的滤膜重量，Wb 为过滤前的滤膜重量。 

1.2.2  回收率    收集 0.6 g 磨碎的斑马鱼鱼肉，将

0.06 g 聚苯乙烯微塑料加入到磨碎的鱼肉中，搅拌均

匀，将混合物转移到装有 6 ml 10% KOH、30% H2O2、

69% HNO3 和 0.3125%胰蛋白酶的安瓿瓶中，并在

55℃下保持 48 h (n=3)。然后，用 Whatman No.540

滤纸进行过滤，在 50℃下干燥 5 h，在体视显微镜下

将聚苯乙烯颗粒挑出、称量，计算回收率(Catarino 

et al, 2016)： 

% a

i

W

W
回收率  

式中，Wa 为消化后聚苯乙烯的重量，Wi 为聚苯

乙烯的初始重量。 

1.2.3  体视显微镜和扫描电镜观察及拉曼光谱分析   

将未经消化处理的聚苯乙烯颗粒和经过 4 种消

化液消化的聚苯乙烯颗粒在体视显微镜(3)下观察，

检查其形态及其颜色的变化。扫描电镜通过聚焦电子

束扫描表面产生微塑料图像，用于表征微塑料的表面

形貌。将 5 种聚苯乙烯颗粒进行扫描电镜观察。用涂

布机对样品涂上一层金，以防止电子束对样品充电。

观察未经处理(对照)的聚苯乙烯颗粒和消化后的聚苯

乙烯颗粒的形貌(Ali et al, 2017; Sun et al, 2019)。 

此外，为了评估聚合物的分子完整性，消化后的
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聚苯乙烯颗粒使用拉曼光谱进行检测，且与自建的数

据库进行比较。检测条件：激光波长为 785 nm，激光

功率为 350 mW，扫描范围为 200~3000 cm–1 (Araujo 

et al, 2018; Alexandre et al, 2019)。 

1.2.4  单因素实验    选择消化温度(25℃、35℃、

45℃、55℃和 65℃)、消化时间(6、12、24、48 和 72 h)、

消化浓度(3%、5%、10%、20%和 30%)进行单因素实

验，分别考察这 3 个因素对斑马鱼消化率的影响。 

1.2.5  响应面优化实验    根据 Box-Behnken 实验

设计原理进行 3 因素 3 水平实验设计，利用 Design- 

Expert 8.0 软件进行数据拟合，优化斑马鱼消化率工

艺。在单因素的基础上，自变量的实验水平分别以–1、

0、1 进行编码，共设计 15 个实验点(3 个中心点)。实

验因素和水平见表 1。 
 

表 1  响应面实验水平因素 
Tab.1  Factors and their coded levels used in experimental 

design for response surface methodology 

因素 Factors 
水平  
Level A 浓度 

Concentration(%) 
B 时间 
Time(h) 

C 温度 

Temperature(℃)

–1 2 18 40 

0 5 24 45 

1 8 30 50 
 

2  结果与讨论 

2.1  消化率 

在消化液种类选择中，消化率是非常重要的指

标。将斑马鱼肉组织与 4 种消化液进行反应后得到消

化率数据见图 1。从图 1 可以看出，消化率最高的是 
 

 
 

图 1  不同消化液下斑马鱼的消化率 
Fig.1   Digestibility of zebrafish in  

different digestive compound 

a、b、c 和 d 表示各处理间差异显著(P<0.05) 
a, b, c, and d indicate significant difference  

among treatments at 0.05 level 

HNO3，达到了 100%。Ali 等(2017)发现，浓缩 HCl

和 HNO3 可以完全消化鱼的组织。KOH 和胰蛋白酶

的消化率分别达到 90.97%和 85.89%。消化能力较弱

的是 H2O2，消化率仅有 58.82%。因此，从消化率上

来看，H2O2 不适合作为斑马鱼的消化液。 

2.2  回收率 

在 55℃温度下，斑马鱼肉与聚苯乙烯颗粒混合

后分别与 4 种消化液一起消化，测定其回收率。不同

消化液下，聚苯乙烯颗粒的回收率见图 2。从图 2 可

知，不同消化液之间的差异不显著。HNO3 的回收率

最高，超过了 100%，达到了 104.13%。其原因可能

是 HNO3 可以有效地消解有机质，但油脂和组织残渣

仍然存在，附着在微塑料上导致重量改变，影响微塑

料的最终定量(李陵云等, 2019)。KOH 和 H2O2 的回收

率分别为 93.50%和 94.63%。回收率最低的是胰蛋白

酶，仅有 90.13%。与本研究不同的是，Catarino 等(2016)

对 NaOH、HNO3 和 Corolase 7089 对贻贝中的微塑料

进行回收，蛋白酶的提取回收率均达到了 93%以上。

可能的原因是，不同消化液对微塑料的种类和消化对

象有差异性。因此，从回收率来看，HNO3 不适合作

为消化液。综合消化率与回收率的结果可以得出，

KOH 比较适合作为从斑马鱼肉中分离提取聚苯乙烯

颗粒的消化液。 
 

 
 

图 2  不同消化液下聚苯乙烯颗粒的回收率 
Fig.2  Recovery rates of polystyrene in  

different digestive compound 
 
 

2.3  体式显微镜观察 

通过体式显微镜观察 4 种消化液消化的聚苯乙

烯颗粒，其颜色和状态变化如图 3 所示。HNO3 作为

消化液导致聚苯乙烯颗粒严重变色且颗粒间发生粘

连。有研究表明，消化液会导致微塑料变色，从而干

扰其进行光学检测(Catarino et al, 2016)。变色的原因

可能是由于 HNO3 可以有效地消解有机质，但油脂仍
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然存在，附着在微塑料上，导致颜色和状态发生改变

(Santana et al, 2016)，从而影响微塑料的最终定量，

回收率的实验结果也证明了这一点。而 KOH、H2O2

和胰蛋白酶这 3 种消化液不会导致微塑料变色，但聚

苯乙烯颗粒的表面附着少量消化后的生物组织。其

中，KOH 消化液消化过的聚苯乙烯颗粒表面附着残

留斑马鱼肉组织最少，胰蛋白酶消化液由于消化不彻

底，残留组织最多。 

 

 
 

图 3  正常与不同消化液消化后聚苯乙烯颗粒的形貌(放大倍数 3)  

Fig.3  Morphology of polystyrene particles in digestion with normal and different digestive compound (magnification 3)  

a: 对照；b: 硝酸；c: 氢氧化钾；d: 过氧化氢；e: 胰蛋白酶 
a: Control; b: HNO3; c: KOH; d: H2O2; e: Trypsin 

 
2.4  电镜 

为了进一步了解 4 种消化液种类对聚苯乙烯颗

粒完整性的影响，进行了扫描电镜观察，结果如图 4

所示。由图 4 可以看出，经过 HNO3 消化后的聚苯乙

烯颗粒表面出现褶皱且球体融化粘连在一起，表明

HNO3 在消化生物组织的同时，也对聚苯乙烯颗粒产

生了严重的破坏，对实验结果有较大的影响。而经过

KOH、H2O2 和胰蛋白酶消化后的聚苯乙烯颗粒并未

发生明显的变化，但球体表面有生物组织残留，其中，

胰蛋白酶消化后的聚苯乙烯颗粒上残留的生物组织

较多，直接证明了其对斑马鱼肉组织消化不彻底。 

2.5  拉曼光谱 

为了有效地分析不同消化液消化后聚苯乙烯颗

粒的结构特征，本研究采用拉曼光谱进行分析研究，

结果如图 5 所示。从图 5 可以看出，HNO3、KOH

和胰蛋白酶与对照拉曼光谱相比，并无其他明显特

征峰值出现，由此可知，HNO3、KOH 和胰蛋白酶 

在消化斑马鱼的同时，不会破坏聚苯乙烯的化学结

构。而 H2O2 的拉曼光谱与对照相比，在波长 1130、

1375 和 1630 cm–1 左右的峰值的相对强度减弱。波

长为 1130 cm–1 左右处的变化是由苯环与碳原子间

非对称伸缩振动引起的，而 1375 cm–1 左右的变化是

由碳氢原子间非对称弯曲振动引起的，1630 cm–1 处

是由苯环内碳原子间非对称伸缩振动引起的。因此，

H2O2 不适合作为从斑马鱼肉组织中提取微塑料颗粒

的消化液。 

2.6  单因素实验 

2.6.1  不同浓度 KOH 对斑马鱼消化率的影响    消

化液的浓度是影响消化率的重要因素，在 45℃、24 h

的条件下，不同浓度的 KOH 消化液对斑马鱼消化率

的影响见图 6。从图 6 可以看出，随着 KOH 浓度的

增加，斑马鱼消化率呈现上升趋势；当 KOH 浓度达

到 5%时，消化率达到峰值，为 97.32%。KOH 浓度

继续增加，消化率开始下降，且下降趋势明显。 
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图 4  正常与不同消化液下的聚苯乙烯扫描电镜照片 
Fig.4  Scanning electron microscopy of polystyrene in normal and different digestive compound 

a: 对照；b: 硝酸；c: 氢氧化钾；d: 过氧化氢；e: 胰蛋白酶 
a: Control; b: HNO3; c: KOH; d: H2O2; e: Trypsin 

 

 
 

图 5  正常和不同消化液下的聚苯乙烯颗粒拉曼光谱 
Fig.5  Raman spectra of polystyrene particles in  

normal and different digestive compound 
 

 
 

图 6  不同浓度 KOH 对斑马鱼消化率的影响 
Fig.6  Effects of different concentration of  

KOH on digestibility of zebrafish 
 

2.6.2  不同消化时间对斑马鱼消化率的影响    在

5% KOH、45℃的条件下，不同消化时间对斑马鱼消

化率的影响见图 7。如图 7 所示，随着消化时间的增加，

斑马鱼消化率也增加。当消化时间增加到 24 h 时，

消化率的变化最明显，达到了 97.32%。当消化时间增

加到 48 和 72 h 时，斑马鱼的消化率趋于稳定。 
 

 
 

图 7  不同消化时间对斑马鱼消化率的影响 
Fig.7  Effect of different digestion time on  

digestibility of zebrafish 

 
2.6.3  不同温度对斑马鱼消化率的影响    使用 5% 

KOH 溶液消化 24 h，研究斑马鱼消化率的最佳温度，

见图 8。如图 8 所示，随着温度的不断升高，斑马鱼

的消化率呈现大幅度的上升。当温度达到 45℃时，

斑马鱼的消化率达到最高。高于 45℃，斑马鱼的消

化率趋于稳定，基本不变。 

2.7  响应面实验 

2.7.1  响应面实验方案及结果    利用Design-Expert 

8.0 软件进行数据拟合，实验设计与结果见表 2。 
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图 8  不同温度对斑马鱼消化率的影响 
Fig.8  Effects of different temperature on  

digestibility of zebrafish 
 

2.7.2  模型的建立与显著性检验    利用Design-Expert 

8.0 软件对表 2 中的数据进行多元回归拟合，获得斑

马鱼消化率(Y)对自变量浓度(A)、时间(B)、温度(C)

的二元多项回归方程：Y=97.32–0.21A–0.16B+0.32C 

+0.37AB+0.077AC–0.42BC–0.67A2–0.32B2–0.87C2。方

程中各项系数绝对值的大小直接反映各因素对响应

值的影响程度，系数的正、负反映影响方向(冯艳霞

等, 2016) (黄梦诗等, 2019)。由于该方程的二次项系

数均为负值，可以推断方程代表的抛物面开口向下，

因而具有极大值点，可以进行优化分析。由方程的一

次项系数可以得出影响斑马鱼消化率的因素的主次 
 
 

顺序为温度>浓度>时间。对该模型进行方差分析，结

果见表 3。 
 

表 2  Box-Behnken 实验设计及结果 
Tab.2  Design and results for Box-Behnken responses 

surface methodology 

实验号
No. 

A 浓度 
Concentration

B 时间 
Time 

C 温度 
Temperature 

消化率 
Digestibility(%)

1 0 0 0 97.08 

2 0 –1 1 97.21 

3 –1 0 –1 95.78 

4 0 0 0 97.81 

5 –1 1 0 96.17 

6 0 –1 –1 95.72 

7 1 0 –1 95.15 

8 0 1 –1 95.90 

9 0 0 0 97.06 

10 –1 –1 0 96.86 

11 1 0 1 95.94 

12 0 1 1 95.70 

13 1 1 0 96.53 

14 –1 0 1 96.26 

15 1 –1 0 95.76 

表 3  回归模型方差分析 
Tab.3  Analysis of variance of the regression model 

来源 Source 平方和 Sum of squares 自由度 df 均方 Mean square F 值 F value P 值 P value

模型 Model 6.920 9 0.770 6.21 0.0292 

    A 浓度 Concentration 0.360 1 0.360 2.88 0.1503 

B 时间 Time 0.200 1 0.200 1.58 0.2647 

C 温度 Temperature 0.820 1 0.820 6.61 0.0499 

AB 0.530 1 0.530 4.30 0.0927 

AC 0.024 1 0.024 0.19 0.6780 

BC 0.710 1 0.710 5.76 0.0616 

A2 1.650 1 1.650 13.31 0.0148 

B2 0.370 1 0.370 3.02 0.1427 

C2 2.770 1 2.770 22.35 0.0052 

残差 Residual 0.620 5 0.120   

失拟 Lack of Fit 0.250 3 0.085 0.46 0.7372 

纯误差 Pure error 0.370 2 0.180   

总变异 Cor total 7.540 14    

: P<0.05，为差异显著 

*: P<0.05, significant difference  
 

由表 3 可以看出，模型的 P=0.0292 (显著)，失拟

项 P=0.7372 (不显著)，表明模型充分拟合实验数据，

该方程是斑马鱼消化率与消化工艺参数的合适数学

模型。 

2.7.3  响应面优化分析    等高线图可以直观地反

映两变量交互作用的显著程度，圆形表示两因素交互

作用不显著，而椭圆形与之相反(吕小京等, 2018)。

根据回归方程绘制响应面(图 9)。 
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图 9  各因素交互作用对消化率的等高线和响应面图 
Fig.9  Contour and response surface plots for the effects of different factors on the digestibility 

 
图 9 中响应面的变化及等高线的形状可以直观地

反映温度、时间和浓度 3 个因素对斑马鱼消化率的影

响。由图 9a 可知，当时间一定时，消化率随着温度的

增加而逐渐增大，当温度达到一定值后，消化率基本

趋于稳定。由等高线的形状可以看出，温度与时间的

交互作用对响应值的作用显著。由图 9b 可知，在相

同的温度下，消化率随着浓度的增加呈现先增大后减

小的趋势。由等高线的形状可以看出，温度和浓度的

交互作用对响应值的影响显著。由图 9c 可知，当浓

度一定时，消化率随着时间的增加而增加，当时间增

加到一定值时，继续增大时间，消化率的增加却不明显，

稍有下降。时间与浓度的交互作用对响应值影响显著。 

2.7.4  最佳条件的确定及验证    通过软件分析，得

到以消化率为指标的最佳消化条件为浓度 4.06%、时

间 20.15 h、温度 46.64℃，此时的消化率预测值为

97.45%。结合实际操作，将工艺条件调整为浓度 4%、

时间 20 h、温度 47℃，在此条件下进行 3 次实验，

测定消化率为(97.38±0.04)%，相对误差为 0.07%，处

于误差范围内，所以，实验值与预测值可认为基本一

致，说明此消化条件下的回归模型方程可靠。 
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3  结论 

化学消解法提取微塑料操作简单，材料费用较

低。但是，化学消解中的消解液种类多，不同生物需

要的消解液的种类、温度和时间不同。除此之外，使

用化学消解法处理样品，花费时间长，并且在消解的

过程中可能会有其他物质产生，影响消解效果。因此，

从海洋生物中分离提取微塑料消化液的选择和消化

条件的设置是至关重要的。本研究首先采用 KOH、

H2O2、HNO3 和胰蛋白酶这 4 种消化液对斑马鱼进行

消化，研究表明，KOH 溶液比 H2O2、HNO3 和胰蛋

白酶更适合作为消化液从斑马鱼中提取微塑料。KOH

溶液中可以有效的去除生物组织，同时保持被测塑料

聚合物结构的完整性。在单因素的基础上，通过响应

面优化实验分析表明，KOH 溶液作为消化液消化斑马

鱼的最佳条件为浓度 4%、温度 47℃、时间 20 h。各

因素对斑马鱼消化率的影响依次为温度>浓度>时间。

此消化条件下，实际测得的斑马鱼消化率为 97.38%。

回归分析和验证实验表明该响应面法合理、可行。 
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Process Optimization of Microplastics Extraction and Isolation in  
Zebrafish Using Response Surface Methodology 

LÜ Shiwei1,2, ZHOU Deqing2①
, LIU Nan2, YU Ying1,2, SU Xiaojie2 

(1. College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao  266003; 2. Yellow Sea Fisheries Research 
Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Laboratory for Marine Drugs and Biological Products, Pilot National Laboratory 

Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071) 

Abstract    Recently, with the increase of global plastic production, microplastic accumulation in aquatic 

environments is increasing. This seriously endangers the living environment and aquatic organism health. 

Furthermore, it endangers human health through the food chain. Microplastic detection in aquatic products 

is fundamental to understanding microplastics. Using digestive compounds to extract and separate 

microplastic from aquatic organisms is an effective means. It is particularly important to choose the correct 

digestive compounds and conditions. In the present experiment, zebrafish was used as an aquatic model, 

and polystyrene was used as the raw material. Zebrafish and microplastics were mixed in proportion. The 

microplastics were separated and extracted using different digestive compounds. Initially, 10% KOH, 30% 

H2O2, 69% HNO3, and trypsin were selected based on digestibility, recovery rate, Raman spectroscopic 

analysis, and scanning electron microscopy. The results showed that 30% H2O2 has the lowest digestibility 

and can change its chemical structure. Trypsin has the lowest recovery rate. Scanning electron microscopy 

and stereoscopic microscopy showed that 69% HNO3 changed the microplastics color and corroded the 

surface. Therefore, 10% KOH solution was selected as the optimal digestive compound. Then, the optimal 

digestion conditions of KOH solution were determined using single factor and Box-Behnken design tests. 

The results showed that the optimum digestion conditions were: concentration – 4%, temperature – 47℃, 

time – 20 h, with 97.38% digestibility. The digestive compounds and conditions screened in this study 

could significantly improve zebrafish digestion efficiency. The results provided a new method for the 

digestion of aquatic products and further detection and analysis of microplastics in aquatic products. 
Key words    Zebrafish; Microplastic; Digestive compounds; Response surface analysis; Process 
optimization 
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