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DDT — diklordifeniltrikloretan
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E3 — medij za embrije

ECso — efektivna konectracija koja je izazvala u¢inak na 50 % populacije
EDso — efektivna doza koja je izazvala ucinak na 50 % populacije
FTIR — infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom
G — generacija zebrica Danio rerio

HA — hranjivi agar

HCH — heksaklorcikloheksana

HDPE — polietilen visoke gustoce

HRN — hrvatske norme

IC — internal plate controls

ISO — International Organization for standardization

KPS — kalijev persulfat

LCso — letalna koncentracija koja je izazvala smrt kod 50% populacije
LDso — letalna doza koja je izazvala smrt kod 50% populacije
LDPE — polietilen niske gustoce

LOEC — najniza koncentracija tvari s vidljivim Stetnim u¢inkom
MAP — makroplastika

MEP — mezoplastika

MDPE — polietilen srednje gustoce

MM — mineralni medij

MP — mikroplastika

NP — nanoplastika

NOEC — najviSa koncentracija tvari bez vidljivog Stetnog ucinka

OECD - Organization for Economic Cooperation and Development



OG - opticka gustoca

USEPA — U.S. Environmental Protection Agency
PAH — policikli¢ki aromatski ugljikovodici

PBC — polikloriranih bifenila

PBDE — polibromirani difenil eteri

PE — polietilen

PET — poli(etilen-tereftalat)

PP — polipropilen

PS — polistiren

PVC — poli(vinil-klorid)

RS — Ramanova spektroskopija

SEM - skeniranje elektronskim mikroskopom
SDS — natrijev dodecilsulfat

T — temperatura, °C

t — vrijeme (sat;h/dan;d)

UV — ultraljubicCasto zracenje

ymp — masena koncentracija mikroplastike, mg/L

v(02) — masena koncentracija kisika, mg/L
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Uvod

1. Uvod

Plastika je dio ljudskog zivota od davnina, ali konstantan porast ljudske populacije,
povecanje zZivotnog standarda, te sve brza industrijalizacija dovodi do sve vece potrebe za
njezinom proizvodnjom. Zahvaljujué¢i maloj tezini, visokoj izdrZljivosti, otpornosti na razlicite
kemikalije, visokoj ekonomic¢nosti i mnogim drugim prednostima, ona igra klju¢nu ulogu u
mnogim sektorima kao $to su pakiranje, graditeljstvo, transport, proizvodnja elektri¢ne energije

i elektroni¢kih uredaja, poljoprivreda, medicinske ustanove i sl.?

Zbog sve vece potraznje,
svjetska proizvodnja plastike iz godine u godinu raste. Godine 1950. iznosila je 1,7 x 10° tona,
2015. godine porasla je 189 puta te je iznosila 3,2 x 108 tona 3. Plastika je stabilan materijal, ali
pod utjecajem razliCitih prirodnih procesa razlaze se na manje dijelove 1 dolazi do nastajanja
mikroplastike (MP) i nanoplastike (NP), koje su sveprisutne onecis¢ujuce tvari u Svim
dijelovima okoliga. Cesto se naglasava i njihova 3tetnost na Zive organizme, iako je vrlo mali
broj istrazivanja koji to potvrduje.! Razli¢iti aditivi (poput ftalata, bisfenola A (BPA),
pigmenata, biocida) sadrzani u plastici imaju dokazana Stetna svojstva po okolis, koja doprinose
toksi¢nosti plastike.* Postoji zakonska regulativa koja zabranjuje nepropisno odlaganje
makroplastike u okolis, ali jo§ uvijek ne postoje konkretni zakoni koji propisuju dopustene
koli¢ine mikroplastike i nanoplastike u okolisu. S obzirom na navedeno, namece se pitanje
njezine Stetnosti na ljude i ostale sastavnice ekosustava. Ispitivanje stetnog ucinka nekog spoja
ili tvari moze se provesti primjenom razli¢itih testova toksiCnosti, genotoksicnosti,
reproduktivne toksic¢nosti i dr. Testovi toksi¢nosti se mogu provesti in vivo ili in vitro, ovisno
o svrsi istrazivanja.” NajéeS¢e se primjenjuju in Vitro testovi toksi¢nosti poput testa s Vibrio
fischeri®, slatkovodnim i morskim algama’, vodenbuhama?®, zebrafish®, te primjenom razli¢itih
crval® ukoliko se istrazuje toksi¢nost tla. Ispitivanje toksi¢nosti provodi se kako bi se
okarakterizirali potencijalno $tetni ucinci kemikalija i drugih $tetnih tvari po zdravlje ljudi,
Zivotinja, odnosno okolisa.!! Testovi toksi¢nosti provode se u skladu sa standardnim metodama
(ISO — International Organization for standardization’?, DIN — Deutches Institut fiir
Normung?, HRN — hrvatske norme!2, OECD — Organization for Economic Cooperation and
Development’, USEPA — U.S. Environmental Protection Agency’ i dr.).

U ovom radu ispitala se akutna ekotoksicnost 5 razli¢itih vrsta mikroplastike, polietilena
(PE), polipropilena (PP), polistirena (PS), poli(vinil-klorid) (PVC) i poli(etilen-tereftalat)
(PET) na bakteriju Pseudomonas putida (ISO 10712:1995)%, slatkovodnu algu Chlorella sp.
(OECD 201:1984)'* i embrije zebrice Danio rerio (OECD 179:2012)%.



Opéi dio [N

2. Opéi dio

2.1. Mikroplastika

Izraz ,,mikroplastika" prvi put se pojavio 1968. u publikaciji Americkih zra¢nih snaga,
Laboratorij za materijale (eng. US Air Force Materials Laboratory), kao pojam za opisivanje
manjih deformacija plasticnog materijala. U istoj publikaciji prvi put je upotrijebljen i pojam
,makroplastika‘“ i koriSten je za opisivanje vecih deformacija plasticnog materijala kao rezultat
nekog optereéenja. Godine 1970. znanstvenici su otkrili male komade plastike u vodenim
ekosustavima i dali im novo znaéenje, u kojem se ti termini uglavnom odnose na fizicku
veli¢inu komada plastike.'® Mikroplastikom se smatraju svi polimerni materijali &ija se veli¢ina
kre¢e izmedu 1 um i 5 mm?, Plasti¢ne estice manje od 1 pm Klasificiraju se kao nanoplastika,
a one veée od 5 mm kao mezoplastika'®. Sve ¢estice ve¢e od 25 mm spadaju pod makroplastiku®

(Tablica 1). Ova podjela je uvedena i opée prihvaéena tek 2004. godine.®

Tablica 1. Podjela plastike prema veli¢ini Gestica.®

KATEGORIJA KRATICA VELICINA CESTICA
Makroplastika MAP >25 mm
Mezoplastika MEP <25mm-5mm
Mikroplastika MP <5mm-1pum
Nanoplastika NP <1 um

Osim prema veli¢ini Cestica, mikroplastika se klasificira 1 prema podrijetlu na primarnu 1

sekundarnu mikroplastiku.®
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2.1.1. Primarna mikroplastika

Primarna mikroplastika proizvodi se namjerno za potrebe razlicitih industrija §to ukljucuje
pelete od smole, mikro-perlice za abrazive u kozmetici, proizvode za osobnu higijenu poput
zubnih pasta, razli¢itih krema, sapuna i Sampona, mikroCestice proizvedene za tekstil poput
sinteti¢kih vlakna i pragka za pranje tekstila te sredstva za lijekove (Slika 1 (a)).>*® Primarna
mikroplastika sve ¢esce se koristi i u tehnologiji pjeskarenja, umjesto pijeska, za propuhivanje
masina, motora, brodova i sli¢no kako bi se sa njih otklonila hrda i boja.!® Prednost njene
uporabe je vec¢a postojanost i ekonomska isplativost. Medutim nakon uporabe ona se ispiranjem
i noSenjem vjetra otpusta u razli¢ite sastavnice okolisa i time ga oneis¢uje.'® Slijedeéi bitan
izvor primarne mikroplastike su male obojene kuglice od plastike koje se proizvode na
globalnoj razini za industrijske potrebe topljenja i lijevanja, odnosno izradu veéih plasti¢nih
materijala. Industrijske plasti¢ne sirovine smatraju se glavnim izvorom plasticnog onecis¢enja
vodenog okoliSa. U nekim slu€ajevima oneciS¢enje moze nastati zbog izravnog oslobadanja
primarne mikroplastike iz industrijskih otpadnih voda, dok u ostalim slu¢ajevima njihov ulazak
u vodeni okoli§ moze biti rezultat industrijskog prosipanja.® Tekstilna industrija takoder stvara
oblika mikroplastike.’® Jedan predmet sintetike odjeée moze otpustiti ¢ak vise od 1900
plasti¢nih vlakana u samo jednom ciklusu pranja. Uz veliki kapacitet bubnja modernih perilica
rublja, oko 19 000 vlakana se oslobodi jednim pranjem samo 10 odjevnih predmeta®®.
Procijenjeno je da otpadna voda sadrzi do 100 vlakana/L'®. Veéina industrija upotrebljava u
nekom proizvodnom procesu mikroplastiku, i sve se smatraju prijetnjom okolisu. Kao najveci
1 najopasniji izvor oneciS¢enja okoliSa mikroplastikom smatraju se postrojenja za obradu
komunalnih otpadnih voda jer velike koli¢ine mikroplastike mogu proci kroz filtere za
sakupljanje oneciS¢ujucih tvari, odnosno mogu zaostati u aktivnom mulju, te zavrSavaju u
okoligu.18!" Ispiranjem tla mikroplastika moze dospjeti u podzemne vode i tako onegistiti izvore
pitke vode. Shodno navedenom, potrebno je u pravilnike uvesti pracenje koncentracije
mikroplastike i zakonski odrediti maksimalno dozvoljenu koncentraciju mikroplastike u pitkim

i otpadnim vodama.*’

2.1.2. Sekundarna mikroplastika
Sekundarna mikroplastika podrazumijeva nenamjernu razgradnju organskih sinteti¢kih

polimernih proizvoda poput plastiénih vreéica, sanduka, boca, uzadi i mreza u manje Gestice.'®
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lako je plastika stabilan polimerni materijal, tijekom vremena kao rezultat izlaganja UV
zrakama Sunca i djelovanjem mehanickih sila poput vjetra, morskih struja i valova dolazi do
njezine degradacije i stvaraju se sve manji i manji komadi plastike.'® Sekundarna mikroplastika
ukljucuje ¢vrste plasti¢ne fragmente, mikrofibre od tkanine i konopa, prevlake koje su se ogulile
i nedistoée od trodenja guma. Cestice koje nastaju abrazijom automobilskih guma u najveéem
postotku (85 %) ¢ine Gestice velicine 50 - 350 um*®. Veliki izvor ¢ine odbadeni tepisi i mreze
protiv grabezljivaca koji zbog svoje vlaknaste prirode mogu otpustiti velike koli¢ine vlakana u
okolnu vodu. Oko 18 % svih vrsta mikroplastika potjede iz razgradnje plasti¢ne uzadi i mreza'®.
Kada govorimo o oneciS¢enju okoliSa, puno ve¢i udio ¢ini sekundarna mikroplastika. Ona
onecis¢uje oceane, mora, obalne sredine, sediment, pa ¢ak i arti¢ko podrucje.'®2° Procijenjeno
je da Europa doprinosi ukupnom onecisc¢enju okolisa sekundarnom mikroplastikom izmedu 68
5001275 000 tona godisnje®. Cinjenica koja zabrinjava je ta, da ¢ak i kada bi se ovoga trenutka
obustavila kompletna proizvodnja i odlaganje plastike u okolis, sekundarna mikroplastika bi
nastajala jo§ tisuéama godina razgradnjom makroplastike koja je trenutno prisutna u svim
sastavnicama okolisa.?* Nekoliko primjera sekundarne mikroplastike prikupljene iz razli¢itih

vodenih ekosustava prikazani su na slici 1 (b).

Slika 1. Mikroplastika veli¢ine 0 - 5 mm prikupljena iz vodenih ekosustava: (a) primarna

mikroplastika, (b) sekundarna mikroplastika.®
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Samo se oko 20 % svjetske otpadne vode obraduje prije nego $to ju se ispusta u prirodne
vode, tako da se otpadne vode i otpadni mulj opcenito smatraju najve¢im izvorima primarne i
sekundarne mikroplastike u okolisu®®. U dotoku otpadne vode u postrojenja za obradu istih,
istrazivanja pokazuju koncentraciju ¢estica izmedu 15 i 320 &estica/L*°. U nekoliko studija o
mikroplastici u postrojenjima za obradu otpadnih voda dokazana je koncentracija mikroplastike
u efluentima izmedu < 1 i gotovo 100 &estica/L'°. Daljnje analize pokazuju da otpadni tok
zadrzava 95 - 99 % cestica'®. Osim ove vrste izvora, problem stvaraju i okoli$ni uvjeti. Vjetar
uzrokuje raznosenje mikroplastike sa izvornog mjesta poput odlagalista otpada ili gradilista, u
druge sastavnice okolisa, dok kisa ispire mikroplastiku sa istih izvora i uzrokuje njezino

otjecanje u okolis.®

2.2. Svojstva mikroplastike

Izraz mikroplastika koristi se kao skupni naziv za opisivanje heterogene mjesavine Cestica
u rasponu veli¢ina od nekoliko mikrometara do nekoliko milimetara promjera, a ukljucuje
Cestice raznih oblika, od potpuno sferi¢nih do izduZenih vlakana. Opc¢enito, MP-e sadrzi skup
Cestica koji se razlikuju po veli¢ini, obliku, boji, gusto¢i, kemijskom sastavu i drugim
karakteristikama.?> MP-e se moze fizikalno i kemijski okarakterizirati. Fizicka karakterizacija
odnosi se na odredivanje veliCine, oblika i boje MP-a, dok se kemijska karakterizacija svodi na
istrazivanje sastava MP-a, §to je vrlo bitan ¢imbenik jer razli¢ite vrste plastike imaju razlicita
svojstva.l’ Za kemijsku analizu MP-a koriste se razli¢ite metode i uredaji. Samo neke od metoda
su infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR), Ramanova
spektroskopija (RS), skeniranje elektronskim mikroskopom (SEM), te tekucinska i plinska
kromatografijal’. Kada MAP i MP-e zavrie u okoli$u, podvrgnuti su razli¢itim vremenskim
uvjetima kao $to su sunceva svjetlost, toplinsko zracenje, rast biofilma i oksidacija, koji osim
Sto dovode do njezine razgradnje, dovode i do promjene njihovih fizikalnih i kemijskih svojstva

kao §to su boja, morfoloska povrsina, kristalna struktura, veli¢ina ¢estica i gustoéa.”?°

2.2.1. Velic¢ina i oblik

Primarna MP-e obi¢no ima pravilan oblik kao Sto je prikazano na slici 1 (a), dok je
sekundarna MP-e najc¢e$ce nepravilnog oblika i razli¢itih veli¢ina kao §to je prikazano na slici
1 (b). Veli¢ina, oblik i gusto¢a najvazniji su parametri koji odreduju sudbinu i rasprostranjenost
MP-a u okolisu, a nakon toga i njihovu dostupnost bioti.?® Prilikom morfoloske karakterizacije

Cestica plastike potrebno je odrediti pokazatelje navedene u tablici 2.
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Tablica 2. Kategorije koje se koriste za opisivanje izgleda &estica plastike.?

KATEGORIJA OPIS

Podrijetlo Primarna ili sekundarna
Tip Fragmenti, peleti, vlakna, folija, pjena, granule te forma stiropora
Veli¢ina MAP, MEP, MP ili NP

) Zaobljeni ili kruzni, pravilni ili nepravilni kutovi, nepravilan oblik,
Oblik slomljeni rubovi
) Prozirna, kristalna, bijela, bistra bijela, bez, crvena, narancasta, plava,
Boja neprozirna, crna, siva, smeda, zelena, ruzicasta, zuta, itd.

Vrlo je teSko morfoloski okarakterizirati ¢estice pronadene u okoliSu jer jo§ ne postoji
univerzalna metoda koja moze sa sigurno$c¢u potvrditi sve pokazatelje. Znanstvenici najcesce
koriste kombinaciju opticke mikroskopije s vizualnom identifikacijom zbog jednostavnosti,
ekonomicnosti i moguénosti provedbe ove tehnike in situ odnosno na mjestu uzorkovanja.?
Medutim, bez komplementarnih spektroskopskih metoda koje su ve¢ navedene, izuzetno je
teSko potvrditi u nekim sluc¢ajevima da su identificirane Cestice zaista MP-e, posebno za Cestice
veli¢ine manje od 1 mm.?® Vizualnom identifikacijom tesko je razlikovati plasti¢ne Gestice od
prirodnih Cestica tla ili komponenata sedimenta, tako da Cesto dolazi do pogreSne klasifikacije
Cestica iste morfologije i/ili slicne boje. S druge strane, kemijske metode Cesto mijenjaju

svojstva Gestica te se zbog toga izbjegava njihovo koristenje.?3

2.2.2. Gustoéa

Specifi¢na gustoca plasticnih Cestica ima Sirok raspon vrijednosti i znatno se razlikuje
ovisno o vrsti polimera i postupku proizvodnje. Obi¢no imaju mnogo niZu specifi¢nu gustocu
od sedimenata ¢ija gustoéa iznosi oko 2,65 g/cm? te veéu ili sliénu gusto¢u kao voda &ija
gustoéa iznosi 0,997 g/cm®. % Gustoéa MP-a odreduje njezinu bioraspoloZivost za razlicite

skupine organizama, odnosno njezinu raspodjelu u vodenom stupcu.
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Iako svaka plastika ima odredenu specificnu gustocu, kada zavrs$i u okoliSu vanjski i
bioloski ¢imbenici mijenjaju njezina morfoloska svojstva te moduliraju njezino ponasanje,
posebice u vodenim sustavima. MP-e je sklona procesima poput adsorpcije tvari, agregacije s
fitoplanktonima, kolonizaciji s mikroorganizama i stvaranju biofilma koji dovode do povecanja
njezine gustoce, te zbog tezine ona tone na dno vode. Upravo zbog stvaranja biofilma, MP-a se
desto moze naci u sedimentu.?®?® Prema istrazivanju, MP-a manje veli¢ine vise podlijeze
takvim procesima te dospijeva do dubljih slojeva vodenih ekosustava. Na raspodjelu MP-a
manje gustoée utje¢u morska struja, vjetar, odnosno cirkulacija zraka i vode. Na dalje, UV
razgradnja, fizi¢ka abrazija i/ili bioloSki procesi mogu promijeniti gusto¢u mnogih Cestica
MP-a. Neka istrazivanja pokazala su da osim veli¢ine i mase Cestica, ulogu u raspodjeli ima i

oblik estica.?®

2.2.3. Aditivi u (mikro)plastici

Aditivi poput plastifikatora, antioksidansa, UV stabilizatora i mnogih drugih, cesto se
dodaju plastici prilikom proizvodnje radi poboljSavanja njezinih fizikalnih i kemijskih
svojstava, a dokazano je da Stetno utjecu na zdravlje ljudi i okolis.?* U vodenom okruZenju
spojevi, kao $to su bisfenol A (BPA), polibromirani difenil eteri (PBDE), ftalati i nonilfenoli,
koji su ve¢inom sastavni dio svih plasti¢nih aditiva, migriraju od plastike i stvaraju prijetnju
vodenim organizmima.* Studija provedena 2016. godine pokazala je da se Stetni spojevi iz
aditiva lako ispiru iz uobicajene plastike koja se moZe reciklirati, kao Sto su vinilni polimeri
(PE, PP, PVC), poliesteri (PET) i aromatski polimeri (PS), a znacajno su utjecali na
prezivljavanje ispitivanog organizma Amphibalanus (Balanus) amphitrite u toj studiji.? Aditivi
koji se otpustaju s Cestica plastike u okolisu samo su dio njezinog Stetnog utjecaja. Veci problem

stvaraju toksi¢ne tvari koje se u prirodnom okruZenju adsorbiraju na njezinu povrsinu.?®

2.2.4. Adsorpcija oneciS¢ujucéih tvari na mikroplastiku

Cestice MP-a imaju izrazitu sposobnost adsorbiranja $tetnih tvari, §to ih &ini jo opasnijima
za zive organizme. Adsorpcija je opcenito proces vezanja tvari na povrSinu nekog
materijala.?*?* Tako imaju mali promjer, imaju veliku aktivnu povr§inu i na sebe vezu brojne
oneciS¢ujuce tvari poput teskih metala, farmaceutika, polikloriranih bifenila (PBC),
policiklickih  aromatskih  ugljikovodika  (PAH), heksaklorcikloheksana  (HCH),
diklordifeniltrikloretan (DDT) te pesticida (Slika 2).1182627.28 Karakteristi¢na fizikalno-
kemijska svojstva poput specificne povrSine, polarnosti, stupanja kristalnosti i raspodjele

veli¢ine pora razlikuju se za svaku vrstu MP-a i utje¢u na adsorpcijski kapacitet.?8
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Antibiotici
Tegki metali

Slika 2. Adsorpcija Stetnih tvari na mikroplastiku.

Dosadasnja istrazivanja ukazala su da se fenantren (vrsta PAH-a) najbolje adsorbira na PE,
zatim na PP, a najmanje na PVC.% Nadalje, utvrdeno je i da PS adsorbira vise PAH-ova od
ostalih ispitivanih plastika, §to se pripisalo aromatskoj skupini na PS-u.?® Na adsorpciju
onecis¢ujuéih tvari na MP-u utjece i polarnost MP-a. Tako ¢e PE, PP i PS, koji su nepolarne
makromolekule, adsorbirati nepolarne one¢is¢ujuce tvari, dok ¢e polarne makromolekule PVC
i PET adsorbirati polarne one¢iséujuce tvari.?®?° Istrazivanja ukazuju da MP-g niske kristalnosti
moze adsorbirati vise hidrofobnih organskih onec¢is¢ujucih tvari od onih koje imaju visoku
kristalnost. Najve¢i stupanj kristalnosti ima PE, pa PP, PS i najmanji PVC.?® Osim navedenog,
veliki utjecaj na adsorpcijski kapacitet MP-a imaju i okolisni uvjeti. Koncentracije
oneci$¢ujucih tvari mogu varirati ovisno o mjestu na kojem se MP-e nalazi i vremenu koje je
provela u okoliSu. MP-e koja se nalazi bliZze izvoru oneciS¢ujucih tvari sadrZzavat ¢e vece
koncentracije istih od one koja je udaljena od izvora, bez obzira na njezina svojstva.'3* Starost
MP-a takoder igra ulogu jer se s vremenom plastika razgraduje i propada, te se njezina povrsina
mijenja i povecava (nastaju pukotine na povrsini) §to omogucuje bolju adsorpciju onecis¢ujuéih
tvari.'®1830 MP-e, PS i PE, su sklonije promjenama uslijed vremenskih neprilika od ostalih.®
Kao i kod svake druge reakcije, bitni su i uvjeti u kojima se zbiva adsorpcija, poput saliniteta i
pH-vrijednosti ako govorimo o adsorpciji one€iS¢uju¢ih tvari na MP-u u vodenim
ekosustavima.'®? Istrazivanja su pokazala da poveé¢anjem pH-vrijednosti vode dolazi do veée
adsorpcije teskih metala, a povecanjem saliniteta dolazi do vece adsorpcije organskih
onegiséujuéih tvari na PE.*® Dokazano je i da je adsorpcija antibiotika na MP-u u morskoj vodi
manja od adsorpcije u slatkoj vodi, te da se povecanjem saliniteta povecava adsoprcija PAH-a

na MP-u.2%31
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Nedavna istrazivanja ukazuju da uz adsorpciju moze do¢i i do difuzije onecis¢ujucih tvari
u unutrasnjost pojedine vrste MP-a ovisno o njenoj geometrijskoj strukturi.’® Na primjer, PE i
PS imaju vise razmaknute polimerne lance u svojoj strukturi, dok su kod PP-a polimerni lanci
u strukturi blize postavljeni i onecis¢ujuce tvari ne mogu prodirati u njegovu unutrasnjost. U
jednom istrazivanju zamije¢ena je difuzija fenatrena u PE, ali ne i u PP.%8 Sli¢no tome, u drugom
istrazivanju koncentracija PAH-ova bila je razli¢ita u PS-u, PE-u, PET-u, PP-u i PVC-u. PS i
PE su pokazali najveée koncentraciju PAH-ova, a zatim PP. Daljnjim istrazivanjima otkriveno
je da je PS pokazao visoku sposobnost adsorpcije PAH-ova koja je bila usporediva s PE-om, te
znatno visa od PP-a, PET-a i PVC-a.!® Medutim, plastika je u globalu &vrst i nepropustan
materijal, te onecis¢ujuce tvari rijetko mogu prodrijeti u nju i zato se difuzija ve¢inom

zanemaruje.

2.3.  Vrste mikroplastike

Polimeri se prema postanku mogu podijeliti na prirodne ili sintetski dobivene, a po
kemijskom sastavu na organske i anorganske.?? lzraz "plastika" Kkoristi se za sintetske ili
polusintetske organske polimere koji su uglavnhom napravljeni od monomera estrahiranih iz
fosilnih goriva poput nafte, prirodnog plina i ugljena, a dizajnirani su tako da zadovolje vrlo
razli¢ite potrebe krajnjih proizvoda.??® Svojstva polimera odredena su monomernim sastavom
i duljinom lanca polimera koja utjeCe na njihovo fizicko stanje. Dulji molekularni lanci
omogucuju jace intermolekularne van der Waalsove sile izmedu lanaca, §to rezultira ve¢om
¢vrstoéom i zilavoséu polimera.?® Duljina lanca plasti¢nih polimera utjee i na taliste istih.?
Neki plasticni polimeri imaju djelomi¢no kristalnu morfologiju, dok se ostali sastoje od
nasumic¢no orijentiranih amorfnih lanaca. Amorfni polimeri poznati su i kao "staklasti"
polimeri, a polukristalni polimeri poznati su pod nazivom "gumeni" polimeri.?® Prema podjeli
koja se temelji na njihovom ponasanju pri poviSenim temperaturama, polimerni materijali se
dijele na plastomere, elastomere i duromere.®? U ukupnoj proizvodniji plastike najveéi udio ¢ine
polietilen (PP) sa 36 %, polipropilen (PE) sa 21 % i polivinilklorid (PVC) sa 12 %, a slijede ih
poliester (PES), poliuretan (PU) i polistiren (PS) s < 10 %28 svaki, te polietilen tereftalat (PET).

S obzirom da gotovo 80 %2* ukupne svjetske proizvodnje plastike ¢ine plastomeri: PE, PP,
PVC, PS i PET, upravo njihov Stetan utjecaj se ispitivao u ovome radu. U tablici 3 prikazani su

osnovni podaci za PE, PP, PVC, PS i PET.
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Tablica 3. Fizikalna, kemijska i toplinska svojstva PE, PP, PVC, PS i PET-a.3%3

GUSTOCA Temperatura Temperatura Temperatura
POLIMER MONOMER

[g/cm?] staklista [°C] talista [°C] raspada [°C]
Polietilen -CH2-CH,- 0,90 -0,98 -75 110 - 138 335
Polipropilen = -CH(CH3;)-CH,- 0,84-0,91 -20 120 -176 328
Polivinil
) -CH,-CH(CI)- 1,37 -1,53 +80 103 — 230 200
klorid
Polistiren -CsHsCH=CH.- 1,04 -1,06 +1,6 239 - 275 285
. -0-C(=0)-
Polietilen
C¢Hs-C(=0)-0O- 1,33-1,46 +0,2 245 — 265 285 — 329
terftalat
CH,-CH3
2.3.1. Polietilen

Polietilen (PE) predstavlja najzastupljeniju plastiku u razli¢itim industrijskim djelatnostima
ali i u okoli$u, poglavito morskom, gdje godi$nja stopa rasta iznosi 8,7 %?2. Zbog jednostavnosti
i jeftinog proizvodnog procesa te dobre kvalitete, svakodnevno se poveceva njegova potraznja
na trzistu. PE je termoplasti¢ni polimer koji se dobiva polimerizacijom etilena.®® To je elasti¢an
1 proziran polimer, nepolarne strukture koji je otporan na vodu i ve¢inu kemikalija, a na sobnoj
temperaturi je netopljiv i u otapalima.® Na slici 3 (a) prikazana je kemijska struktura etilena, a
na slici 3 (b) prikazana je kemijska struktura monomera odnosno ponavljajuce skupine
polietilena.®® PE se kategorizira prema gusto¢i na polietilen niske (LDPE), srednje (MDPE) i
visoke gusto¢e (HDPE), a svaki od njih ima razli¢ita termic¢ka, mehanicka, kemijska, elektri¢na
i opti¢ka svojstva.®®3® Gustocéa PE varira s obzirom na njegovu molekulsku masu i razgranatost.
Kada se lanci poletilena sastoje od nekoliko stotina monomera (niska gusto¢a) ima oblik
viskozne tekuc¢ine ili mekanog voska, a kada broj monomera iznosi oko stotinu tisuca
monomera (visoka gustoéa) tada ima oblik &vrste plastike.®*® Najées¢e se upotrebljava za
proizvodnju razli¢itih vrsta ambalaze, plasti¢nih vrecica, izolaciju elektri¢nih kabela i izradu

drugog elektromehanickog pribora, te u kozmetici.

10
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Iako je rije¢ o stabilnom materijalu, pod djelovanjem ultraljubiCastog zrac¢enja, kemijske ili
toplinske oksidacije, podlozan je procesima razgradnje. To je ujedno i razlog njegove

37

zastupljenosti u okoliSu u obliku mikroplastike.®” Drugi nedostatak je prilicno niska

temperatura vreliSta, npr. PE niske gustoce stabilan je samo pri temperaturama nizim od

50 °C.%6

(a) (b)
H H
i &
C=0C = C=—=C =+
/ \

H H \L ﬁ}

..

n

Slika 3. Prikaz (a) kemijske strukture etilena, (b) kemijske strukture monomera PE-a.%

2.3.2. Polipropilen

Polipropilen (PP) je svestran termoplasti¢ni materijal, pogodan za razli¢ite nacine obrade i
koristi se u mnogim industrijama. To je polukristalni polimer koji se dobiva polimerizacijom
propilena uz prisutnost katalizatora i u uvjetima kontrolirane temperature i tlaka.*® Na slici 4
prikazana je ponavljajuca skupina PP-a. Prihvatljiv troSak proizvodnje i dobra svojstva ¢ine ga
jednom od najpozeljnijih vrsta termoplastike na trZistu te je uz PE 1 PVC jedna od najbrze
rastuéih klasa plastike.®® Najlaksi je od svih vrsta termoplastike tako da ga je potrebno manje
za dobivanje novog proizvoda. Osobine mu ovise o uvjetima obrade ili kristalizacije, stupnju

kristalnosti, vrsti Kristalne strukture i prisutnosti aditiva, odnosno stupnju ¢istoée.®

H, |

C
|
—+ CH,—C
|
H

- - n

Slika 4. Prikaz kemijske strukture monomera PP-a.%

11
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Opcenito, ima visoku ¢vrsto¢u i kemijski je otporniji od amorfnih polimera. Neproziran je
materijal i moZe se koristiti na vi§im temperaturama (160 — 170 °C)® , odnosno ima najvisu
temperaturu taljenja od svih termoplastika. Najve¢a mana mu je lomljivost pri niskim
temperaturama. Zbog svojih svojstava Koristi se u razli¢itim proizvodnim procesima za
dobivanje vlakana, folije, niti i dijelova za automobile, krutu ambalazu, dijelova namjestaja,
razli¢itih uredaja, medicinsku opremu, izradu cijevi za prijenos tekuéina i sli¢no.*® PP uz PE

spada medu najéesce vrste mikroplastike koja one¢iséuju morski okolis.?

2.3.3. Poli(vinil-klorid)
Poli(vinil-klorid) (PVC) je termoplasti¢ni materijal sastavljen od ponavljaju¢ih vinilnih
skupina (etenila), s jednim vodikovim atomom zamijenjenim klorom kao $to je prikazano na

slici 5.3% Sadrzi 57 % mase klora®®.

~[CHz — CH] -
Cl

n

Slika 5. Prikaz kemijske strukture monomera PVC-a.%

Jedan je od vaznijih plasti¢nih materijala u gradevinskoj industriji koji se koristi u razli¢itim
fazama gradnje (oko 50 %), kao $to su cijevi, okviri prozora i vrata, stropne plocice, razni
namijestaj i presvlake, prevlake za elektri¢ne kablove, itd..>® Veliki udio zauzima u proizvodnji
medicinskih i klini¢kih plasti¢nih proizvoda, oko 25 %°°, ali otvara se pitanje njegove sigurnosti
pri uporabi u ovome podru¢ju. Osim toga, vrlo ¢esto ga susreCemo u svakodnevnom Zzivotu,
kao sastavni dio odjece, sinteticke koze, razli¢itih ambalaza za prehrambene i druge proizvode.
Glavni razlog je niska cijena, trajnost, vodootpornost, jednostavnost obrade i mogucnost
prilagodbe njegovih svojstava §irokom rasponu primjena.>**° Godisnja proizvodnja PVC-a
iznosi oko 40 milijuna tona i o¢ekuje se da ¢e globalno trziste PVC-a nastaviti rasti oko 3 — 5
% godisnje*®. PVC pruza izvrsna kemijska i mehanicka svojstva. PVC je bijeli, amorfni prah
bez mirisa, otporan na razli¢ite kemikalije (kiseline, baze, alkohole, mineralna ulja) i stabilan
je pri sobnoj temperaturi i tlaku. Kada temperatura prede 70 — 80 °C* dolazi do njegove

razgradnje te se razvija plin klorovodi¢ne kiseline (HCl) i1 dolazi do promjene boje.

12
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Buduci da je termoplasti¢an, PVC omeksSava ako se zagrijava, te otvrdne dok se hladi. Ima
prilicno malu gusto¢u, pa nudi relativno niske troSkove materijala s obzirom na koli¢inu, §to ga
¢ini ekonomski isplativim. Moze se lako mijesati s razli¢itim tvarima, stoga ima karakteristike
,jednostavnosti formulacije* zbog postoje¢ih polarnih skupina (klor). Uglavnhom se pri PVC
formulacijama koriste razliCiti plastifikatori, aditivi i modifikatori za oblikovanje potrebnih
fizi¢kih svojstava krajnjih proizvoda, kao $to su pobolj$ana fleksibilnost, elasti¢nost, otpornost
na udarce, sprecavanje rasta mikroba, itd. Isti polaritet klora takoder pridonosi lako¢i bojanja,

tiskanja i lijepljenja pa se PVC koristi i u raznim dekorativnim primjenama. %4

2.3.4. Polistiren

Polistiren (PS) je aromati¢ni polimer proizveden od monomera, stirena.®* Stiren je bezbojna
tekucina ugodnog mirisa kada je Cista. Otapalo je za PS 1 mnoge sinteticke gume, ali ima
ograni¢enu topivost u vodi. Stiren sudjeluje u velikom broju kemijskih reakcija, ima posebnu
sklonost polimerizaciji zagrijavanjem ili izlaganjem ultraljubicastoj svjetlosti.®** Ovisno o
nacinu na koji je PS polimeriziran, moze biti tvrd, ograni¢ene fleksibilnosti i bezbojan poput
stakla ili moze biti poput pjene i proSiriti se u mekani, bijeli izolacijski materijal. Relativno je
jeftin i ima nisku temperaturu omeksavanja.*! Jos je jedan u nizu najéesée koristenih plasti¢nih
masa na svijetu. Kemijska struktura stirena prikazana je na slici 6 (a) dok je na slici 6 (b)

prikazan monomer polistirena.

(a) (b) r .
CH,CH;

\
O
I—O—I

— =

Slika 6. Prikaz (a) kemijske strukture stirena i (b) kemijske strukture monomera PS-a.>*

PS je termoplasticni materijal, koji ima jednostavnu linearnu strukturu koja se ponavlja.
Kao i1 kod PP-a i PVC-a postoji mogucnost razliCitih stereoregularnih oblika. Amorfne je
prirode 1 otapa se u velikom broju ugljikovodika sa slicnim parametrima topljivosti, poput
benzena i toluena. Cista ugljikovodiéna priroda PS daje mu izvrsne karakteristike elektriéne

izolacije. Izolacijske karakteristike zadrzavaju se ¢ak i u vlaznim uvjetima.®*

13
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Zbog visokog aromatskog sadrzaja vrlo je stabilan i otporan na gama zracenje i snop
elektrona.** Problem stvara niska temperatura vrelista, jer i pri relativno niskim temperaturama
dolazi do njegove deformacije i pucanja (90 °C**). Uglavnom se Koristi za izradu ambalaza,
zaStitnog pakiranja (za CD-e i DVD-e), poklopca, boca, ladica, jednokratnog pribora za jelo,
igracka, ku¢ista proizvoda, medicinskih aplikacija, britvica za jednokratnu upotrebu, itd..>**!
Uzevsi u obzir njegove karakteristike, te usporedivsi ih s drugim konkurentnim plastikama
poput PP-a i PET-a, trziste PS-a na nekim industrijaliziranim trzi§tima karakterizira smanjenje

potraznje. Cesto ga se zamjenjuje plastikama koje se mogu ué¢inkovito reciklirati.>*4*

2.3.5. Poli(etilen-tereftalat)

Poli(etilen-tereftalat), skraceno PET, jedan je od najée$¢ih dostupnih polukristalnih
termoplasti¢nih materijala (Slika 7). PET se moze proizvesti reakcijom etilen glikola s
proc¢iséenom tereftalnom kiselinom ili s dimetil tereftalatom u prisutnosti metalnog iona
odnosno katalizatora.*? Njegova upotreba pocela je pedesetih godina prosloga stoljeéa, kada se
koristio za izradu kvalitetnih umjetnih vlakana u tekstilnoj industriji. Od 1970-e godine pocela
je njegova primjena za izradu spremnika za tekucine, razna pica i hranu, odnosno poceo je
zamjenjivati staklo i metal.*> Od tada trziste PET-a raste oko 10 % godisnje*?. Ovaj
komercijalno popularni polimer koristi se za proizvodnju razli¢itih proizvoda, ukljucujuci
vlakna za odjecu, ambalaZu za hranu i pice, razlicite tehnicke tvorevine i drugo. PET ima dobra
mehanicka, elektri¢na i termicka svojstva.*? Proziran je i lagan polimer, kemijski i na §irokom
rasponu temperature stabilan, nepropustan za plinove, vlagu i1 otapala, nelomljiv 1 zilav
materijal, otporan je na mehanicka opterecenja, bez mirisa, te u usporedbi s drugim polimerima

ima bolji estetski izgled.*?

PET

Slika 7. Prikaz kemijske strukture PET-a.*3
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PET je ekonomski prihvatljiv materijal, jednostavan za dobivanje te ga je moguce
reciklirati. Ovisno o naéinu proizvodnje odnosno kristalizacije, PET moze biti polukristalne ili
amorfne prirode. PET s visokim stupnjem kristalizacije ima viSu temperaturnu izdrzljivost u
odnosu na amorfne, te bolja mehanicka svojstva kao Sto su zilavost, krutost, tvrdoca, veca

otpornost na otapala i mehani¢ka opterecenja.*?

2.4. Mikroplastika u okoliSu

Zahvaljujuéi ubrzanom tempu industrijalizacije, porastu stanovniStva 1 potrebi za
poboljsanjem nacina zivota dolazi do sve vece potrebe za plastikom. Procjenjuje se da je u
posljednjem desetljeéu proizvedeno i koristeno vise plastike nego u cijelom proslom stoljeéu.**
Na globalnoj razini, Azija je najveci proizvodac plastike sa 50,1 %, od ¢ega Kina ¢ini 29,4 %,
dok Europa predstavlja 18,5 % ukupne globalne proizvodnje?®. Velika koli¢ina proizvedene
plastike zavrsi u okoli$u, te pod djelovanjem razli¢itih okolisnih procesa dolazi do njene
razgradnje i prijenosa u ostale dijelove ekosustava (Slika 8). MP-e je prvi puta otkrivena u
uzorcima mora i oceana 1970-e godine i od tada se naglasava njezina potencijalna opasanost za

7ivi svijet. Usprkos tome, i dalje se velike koli¢ine plastike i MP-¢ odbacuju u okolis.?

nos u -
Sedimentacija
= u jezerima Abrlzua guma
TaloZenje u Fragmentacija i
koritu rijekal

z,i;'l-’f—‘ Unos i

N
b } rijenos 2 .
Unos u = ¥ - « P ® Mikroplastika
) - § blom v

Prijenos ‘ j ikroorg ke

kroz biotu biofilma i
sedimentacija [
na dnu oceana L

Procesi
prijenosa MP

Slika 8. Prikaz prijenosa i mjesta nakupljanja mikroplastike u okoligu.®
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Brojna istrazivanja dokazala su njezinu prisutnost u svim prirodnim vodama, rijekama,

jezerima, morima, oceanima, ali i u tlu, obalnim sredinama, sedimentu te u novije vrijeme ¢ak

i u arktitkom podru¢ju odnosno ledenjacima.’®*® MP-e u okoli§ dospijeva iz razli¢itih

industrija, postrojenja za obradu vode i dr. Izvorima MP-a smatraju se mjesta, proizvodi ili

radnje koje dovode do ispustanja mikroplastike u okoliS. Prilikom odredivanja izvora, prije

svega se odreduje da li je rije¢ o primarnoj ili sekundarnoj MP.1® U tablici 4 dani su neki od

izvora, vrsta i nac¢ina unosa MP-a u okolis.

Tablica 4. Prikaz izvora, vrsta i na¢ina unosa MP-a u okolis.*®

VRSTA MP-e
prema podrijetlu

1ZVOR

Industrijska proizvodnja

plastike primarna
Proizvodi za osobnu .
- primarna
higijenu
Sinteti¢ka vlakna sekundarna
Odlagalista otpada sekundarna
Graditeljstvo sekundarna
Nepropisno odlaganje sekundarna
otpada
Abrazija guma sekundarna
Luke, ribolov, prijevoz sekundarna

brodovima

*gubitak se smatra nenamjerno ispustanje cestica u okolis

NACIN DOSPIJEVANJA MP-a U

OKOLIS

prijenos vjetrom / povrsinsko
otjecanje / gubitak

otpadne vode / otpadni mulj

otpadne vode / otpadni mulj
prijenos vjetrom / povrsinsko
otjecanje

prijenos vjetrom / povrsinsko
otjecanje

prijenos vjetrom / povrsinsko
otjecanje

povrsinsko otjecanje

prijenos vjetrom

Do sada postoji mali broj istrazivanja vezan za koncentraciju MP-a u okolisu. Osim toga

teSko ih je usporedivati s obzirom da su koriSteni razli¢iti na¢ini uzorkovanja, analize i

odredivanja koncentracije MP-a. Uzorkovanje vodenih sustava vrsi se naj¢esc¢e pomocu mreza

¢ije pore iznose 300 um i uzorkuje se s povrsina vode, tocnije 25 cm, a brojna istraZivanja

pokazuju da €ak oko 50 % Cestica ima promjer manji od 300 um, te da se brojne Cestice plastike

raspodjeljuju u vodenom stupcu te se nalaze ispod povrsinskih 25 cm?®®.
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Osim nacina uzorkovanja, veliki utjecaj na koncentraciju MP-a ima 1 godiSnje doba
prilikom kojeg se provodi uzorkovanje te okoli$ni uvjeti poput vjetra i valova.** Jos ne postoji
univerzalna i dokazano relevantna metoda za odredivanje koncentracije MP-a u nekom
vodenom sustavu.® U tablici 5 prikazana su podrugja s maksimalnom koncentracijom MP-a u

vodi.

Tablica 5. Prikaz maksimalnih koncentracija MP-a u odredenim vodenim ekosustavima.'®

Vodeni ekosustav Naziv Koncentracija MP-a u vodi
rijeka Los Angeles (SAD) 12 932 gestica/m®
Rijeka
Rajna (Europa) 892 777 Cestica/km?
Three - Gorges — Dam (Kina) 12 611 gestica/m?
Jezero
Jezero Taihu (Kina) 6 800 000 Cestica/km?
Estuarij Yangtze estuarij (Kina) 4 137 Eestica/m®
Duboko more Marijanska brazda (Tihi ocean) 13 510 gestica/m?
Sjeveroistocni Pacificki ocean 9 200 cestica/m?
Ocean
Izraelska obala na Sredozemnom moru 64 812 600 Cestica/km?
Polarni led Arkticka povrsinska voda 1,31 Cestica/m?

Analizom podataka prikupljenih izmedu 2007. 1 2013. godine sa 1571 mjesta na razli¢itim
dijelovima svijeta zaklju¢eno je da vise od 5,25 biliona komada plastike pliva na povrsini
svjetskih oceana s masom od najmanje 268 940 tona, od ¢ega je 35 450 tona u obliku MP-a'®.
Do sada postoji oko 77 istrazivanja koja ukljuc¢uju odredivanje koncentracije MP-a u rijekama,
te oko 20 istrazivanja koja su se bavila odredivanjem koncentracije MP-a u sedimentu rijeka.
Na temelju numerickih simulacija, znanstvenici pretpostavljaju da se godiSnje od 1,15 do 2,41
milijuna tona plasti¢nog otpada prenosi iz rijeka u oceane!®. Od 20 najoneéiscéenijih rijeka,

sedam rijeka nalazi se u Kini, &etiri rijeke u Indoneziji i tri rijeke u Nigeriji.*®
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Velike koli¢ine MP-a pronadene su i na obalama i plazama (50 000 Cestica/kg na Frizijskim
otocima i 285 673 &estica/m? na plazi u Juznoj Koreji*®), Antartiku (0,34 (£ 0,31) estice/m? na
povrsini arkticke vode 0dnosno 2,68 (+ 2,95) &estica/m® na dubini od 6 m)!® kao i u polarnom
ledu (12 milijuna ¢estica po m?® leda u transpolarnom sloju)*®. Prema literaturi, u morskoj vodi,
na plazama i u sedimentu najcesc¢e prevladavaju PE te PP 1 PS, §to je u skladu s podacima o
potraznji plastike na trzistu.®> Ove vrste polimera plutaju na njezinoj povrsini, a PVC, PET i
druge vrste polimera koji su veée gustoée od vode, ¢esée se nalaze u dubljim slojevima.® Veliki
broj vodenih ekosustava jos nije istrazen, i pitanje je kolike su to¢ne koncentracije na odredenim
podru¢jima. Prema dosadas$njim istraZivanjima moze se zakljuciti da je mikroplastika prisutna

svuda oko nas i njezina koncentracija u okolisu svakim danom je sve veca.

2.5. Utjecaj mikroplastike na okoliSne organizme

Osim estetskih problema, MP-e izaziva i ekoloske probleme zbog Stetnih svojstava te
sposobnosti adsorbiranja razli¢itih Stetnih tvari na svoju povrSinu. MP-e pronadena u
organizmima negativno utjee na plodnost, smrtnost, te izaziva promjene u ponasanju,
imunoloske reakcije, probavne probleme, razne upale i oSteéenja crijeva te mnoge druge.®
BioraspoloZzivost je klju¢ni faktor koji odreduje potencijalni utjecaj MP-a na razli¢ite vrste
organizama, a ovisi o svojstvima MP-a i sklonostima organizama. Fizi¢ka svojstva MP-a su ta
koja utjeu na morfologiju i njezinu pokretljivost unutar vodenog okolisa, a samim time i na
bioraspoloZivost, mijenjajuéi njezinu raspodjelu unutar vodenog stupca.®#” Ostali ¢imbenici
koji utjecu na rasprostranjenost MP-a jesu: kemijska struktura, gustoc¢a vode, aditivi ukljuceni
u njihovu formulaciju, priroda polimera, ekoloski utjecaji i sposobnost fragmentacije.*® U
prirodnim vodenim ekosustavima MP-a moze plutati na vodi, rasprsiti se u vodenom stupcu
razli¢itih dubina i akumulirati u sedimentu $to ju ¢ini dostupnom za Siroki niz vodenih
organizama koji zauzimaju razli¢ita stanista.’ Jedan od glavnih problema je §to organizmi
vodenih ekosustava (licinke zooplanktona, ribe, beski¢menjaci) ¢esto ne mogu razlikovati
Cestice MP-a od planktona te ih koriste kao izvor hrane. MP-e koju organizam unosi moze
uzrokovati mehanicka oSte¢enja probavnog sustava, poput zacepljenja crijeva ili ¢ak probiti
crijevnu stjenku ukoliko ima ostre rubove.*® Opasnost se povecava kada male Zivotinje koje
sadrze odredenu koncentraciju MP-a u svome organizmu, postanu plijen ve¢im zivotinjama
poput ptica, morskih sisavaca, kornjaca, vecih riba te biomagnifikacijom dospijeva u covjekov

organizam u punoj veéoj koncentraciji.?*°
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U tablici 6 dani su rezultati istrazivanja MP-a u pojedinim organizmima u morskoj i slatkoj

vodi.

Tablica 6. MP-a u morskim i slatkovodnim organizmima.?

1ZVOR MP-a

Pacificki ocean

Obala Sjevernog mora

Sjeverno more i
Atlantski ocean

Zapadno Sredozemno
more

Jugozapadni Indijski
ocean

Nizozemska

Rijeka Irwell, Engleska

Jezero Taihu, Kina

Jedanaest francuskih
rijeka

Zenevsko jezero,
Svicarska

*NT —vlazna tvar

ROD
ORGANIZMA

VRSTA
ORGANIZMA

Morski organizmi

Neocalanus cristatus

Rakovi
Euphausia pacifia
Mnogocetinasi Arenicola marina
Mytilus edulis
Mekusci
Crassostrea gigas
Ribe Galeus melastomus
Kornjace Caretta caretta
Sisavci Phoca vitulina

Slatkovodni organizmi

Malocetinasi Tubifex tubifex
Sisavci Corbicula flumine
Ribe Gobio gobio
Ardea cinerea,
Ptice Cygnus olor, Anas

platyrhynchos

OPTERECENJE MP-om

1 Cestica na 34 jedinki

1 Cestica na 17 jedinki

1,2 + 2,8 estica/g (VT*)

0,27 £ 0,3 gestica/g (VT)

0,47 £ 0,16 Cestica/g (VT)

0,34 + 0,07 Cestica po
pojedincu

96,2 % progutanih krhotina
Cinila je plastika

0,26 Cestica po jedinki

129 £ 65,4 Cestica/g (VT)

0,2 — 12,5 Cestica/g (VT)

12% prikupljene ribe
sadrzavalo je MP

4,3 £ 2,6 Cestica po ptici
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Nekoliko studija je pratilo prijenos mikro i nanoplastike kroz hranidbeni lanac te je
otkriveno da veliki broj ve¢ih grabezljivaca sadrzi MP-e u svome organizmu. MP-¢ je otkrivena
u tkivima antarkticke foke krznaSice ( Arctocephalus gazella i Arctocephalus tropicalis ) za
koje se pretpostavlja da su konzumirale pelagi¢ne ribe Electrona subaspera koje su u svome
organizmu sadrzavale MP-e.? Laboratorijska istraZivanja pokazala su da kopepoda Eurytemora
affinis i licinke polihitisa Marenzelleria spp. imaju sposobnost gutanja fluorescentnih Cestica
PS-a veli¢ine 10 pm.? Progutane ¢estice PS-a pronadene su u $kampima Mysis mixta koje se
hrane prethodno navedenim organizmima.? IstraZivanjem je utvrdeno i da se nanocestice PS-a
mogu prenijeti iz algi (Scenedesmus sp.), preko zooplanktona (Daphnia magna) do riba
(Carassius carassius).? Zapazeno je i da je doslo do trofi¢nog prijenosa MP-a izmedu dagnje
(Mytilus edulis) i rakova (Carcinus maenas).? Zabiljezeno je da ¢ak vise od 690 vrsta vodene
faune guta MP-g, ali i MAP?. MP-g ima isti raspon veli¢ina kao zrno pijeska, mikroalge i
planktoni, koji su dostupni Sirokom spektru vodenih organizama. Koli¢ina ¢estica koje pojedini
organizam guta ovisi o njezinoj veli¢ini. IstraZivanja su pokazala da MP-e koju Daphnia
magna*® sadrzi u crijevima opada s porastom prosjeéne veli¢ine ¢estica. Najéescéa veli¢ina MP-
a koju guta je 1100 um*, §to je u skladu s preferiranom veli¢inom njezine hrane. Ribe,
Decapterus muroadsi, najéesc¢e progutaju MP-e sli¢ne veli¢ine kao njihov plijen, otprilike 1300
+ 100 pm™. Istrazivanja provedena na kopepodima Centropages typicus i rakovima Nephrops
norvegicus i Carcinus maenas ukazuju da neprekidan unos MP-a u organizam dovodi do
smanjenja apetita.” Neprekidno smanjivanje unosa hrane moze dovesti do raznih posljedica
poput smanjenja tjelesne teZine, inhibicije rasta, umanjenja reproduktivnog sustava, oslabljene
pokretljivosti pa ¢ak i smrti.? Istrazivanja provedena na morskim kornja¢ama ukazuju da
gutanje krhotina MP-a moze uzrokovati njihovu smrt uslijed zacepljenja gastrointestinalnog
trakta.*® MP-e malih dimenzija moze dospjeti u razli¢ite organe poput jetre, gusterace, jajnika
1 Skrga gdje moZe uzrokovati fizicku Stetu. Uz to, zapazano je da NP-a moze prelaziti kroz
membrane i tkiva u organizmu.?® Nakon gutanja, veli¢ina Gestica je presudni faktor koji
odreduje translokacijsku sposobnost MP-a u tijelu organizma.*? Istrazivanje na $koljkama
pokazala su da se MP-e¢ lako moze translocirat iz crijeva u cirkulacijski sustav.*
Translokacijska sposobnost MP-a u razli¢itim organizmima uvjetovana je temperaturom i pH-
vrijednosti. Stopa desorpcije moze se povecéati pri nizim pH-vrijednostima i viSim
temperaturama.*® Nadalje, istrazivanja su potvrdila da izloZenost riba PVC-u ili PE-u moze
uni$titi njihov imunoloski sustav zbog oksidativnog stresa koji MP-e izaziva u ribljim
leukocitima.*® Neki od moguc¢ih utjecaja MP-a na mikroalge i zebrice (Danio rerio) prikazani

su na slici 9.4°
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Slika 9. Utjecaj mikroplastike na zebrice i mikroalge.*°

Osim §to su Cestice same po sebi Stetne, dodatni problem nastaje kada su na njih vezane
druge toksi¢ne tvari prisutne u okoliSu, poput organskih onec¢iS¢ujucih tvari, teSkih metala,
farmaceutika i drugih koje mogu izazvati jo§ veci negativan utjecaj na organizam od njih
samih.#"*® Stoga su uginci koje MP-e izaziva kod organizama kategorizirani kao fizicki
(povezani sa oblikom, bojom i dimenzijama Cestica) i kemijski (povezani s prisutnost aditiva
i/ili sorbiranih kemijskih one¢iséenja).*® Daljnji problem stvaraju patogeni mikroorganizmi koji
koloniziraju MP-g, te tako lako mogu zavrsiti u organizmu razli¢itih zivih bi¢a.? Jedna od prvih
studija koja je proucavala sastav mikrobne zajednice na komadima plastike prikupljenim u
sjevernom Atlanskom oceanu ustanovila je da ¢ak 24 % ukupne mikrobne zajednice Cini
bakterija Vibrio sp., $to je impliciralo na to da plastika ima moguéi potencijal transporta
patogena iz morskih sredina®. Naknadne studije koje su istrazivale mikrobnu zajednicu MP-e
prikupljene u Sjevernom i Baltickom moru potvrdile su prethodne studije, odnosno izolirano je
nekoliko vrsta bakterije Vibrio medu kojima je detektirana potencijalno za ljude patogena vrsta
Vibrio parahaemolyticus, koja je odgovorna za gastrointestinalne bolesti kod ljudi.*® lako je
MP-e prisutna u svim sastavnicama okoliSa najvise se istrazuju u vodenim ekosustavima. Kao
Sto je ve¢ reCeno, na rasprostranjenost MP-a u vodenom okoliSu utjeCu vrsta i njezina svojstva
te okoliSni uvjeti. Nisu svi organizmi izloZeni svim vrstama MP-a. Pelagi¢ne vrste (npr.
zooplanktoni) izlozenije su plastikama niske gustoce, kao $to su PE 1 PP, dok su bentonske vrste

(npr. mekusci) izloZenije onima veée gustoée, kao to su PVC i PET.?
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2.6. Utjecaj mikroplastike na ljude
Covijek putem hranidbenog lanca (vode, slatkovodnih i morskih riba i drugih Zivotinja)

unosi MP-a u organizam (Slika 10).

Nastajanje MP-a
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ﬁ onediséujucih tvan

Moguéi utjecaj na tovjeka:
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- Respiratorni poblemi

- Kardiovaskulame bolesti
- Probavni problemi

- Utjeca) na reprodukciju

- Karcinom

b \' Prijenos kroz

trofi¢ke razine

Slika 10. Izlozenost ¢ovjeka mikroplastici i moguéi utjecaji na ¢ovjeka.>

Dokazano je da veliki broj jestivih vrsta sadrzi brojne plasti¢ne Cestice koje ukljuc¢uju mikro
1 nanoplastiku. S druge strane, vecina Cestica nalazi se u probavnom traktu organizama koji se
obi¢no uklanjaju prije konzumacije. Problem predstavljaju brojne vrste koje se ne Ciste prije
konzumacije, poput rakova i Skoljki, za koje je takoder dokazano da sadrze velike koli¢ine
MP-a u svome organizmu.? Pored toga, manje veli¢ine MP-a mogu prodrijeti u tkiva ili
krvozilni sustav vodenih organizama, povecavajuéi na taj nacin teskoc¢e u uklanjanju istih. Na
temelju potro$nje namirnica, procijenjeno je da unos mikroplasti¢nih Cestica godiSnje iznosi
izmedu 39 000 i 52 000 po osobi®?, te da bi ljudi u europskim zemljama mogli progutati ¢ak 11
000 ¢estica? plastike godisnje samo zbog konzumiranja $koljkasa. Prisutnost MP-a zabiljeZena
je 1 u kuhinjskoj soli i Seceru, a procjenjuje se da bi koli¢ina MP-a koju osoba unese godis$nje
kroz konzumiranje kuhinjske soli mogla iznositi izmedu 37 i 100 &estica u Europi i Kini®2.
Studije provedene na miSevima, koji imaju sli¢énu anatomiju ljudskoj, utvrdile su da MP-e koja
se nakuplja u jetri, bubrezima i crijevima moze uzrokovati nekoliko Stetnih u¢inaka, poput
poremecaja energetskog 1 lipidnog metabolizma, oksidativnog stresa i neurotoksi¢nih

reakcija.*%>2

22



Opéi dio [N

Nadalje, Stetne tvari adsorbirane na MP-u lako se desorbiraju u specifiénim uvjetima u
zivotinjskim crijevima, te se nakon toga mogu prenijeti duz hranidbenog lanca. Otkriveno je da
se stopa desorpcije Stetnih tvari adsorbiranih na MP-u povecava do 30 puta u crijevima
toplokrvnih zivotinja u usporedbi sa stopom desorpcije u morskoj vodi, a ljudi se mogu
promatrati kao toplokrvne Zivotinje.* Osim ingestijom, ljudi plastiéne Gestice unose i
inhalacijom. MP-e se u zrak ispusta iz brojnih izvora poput sinteti¢kih tekstila i abrazije
materijala (npr. automobilskih guma, zgrada). Procjenjuje se da ¢ovjek u danu inhalacijskim
putem unese izmedu 26 i 130 &estica MP-a®. Osobe koje se bave laganim vanjskim
aktivnostima unose i veée koli¢ine. Muska osoba tijekom vanjske aktivnosti udahne ¢ak 272
estice MP-a dnevno®2. Koli¢ina udahnutih &estica u zatvorenim prostorijama ovisi 0 na¢inu
&is¢enja, godisnjem dobu, materijalima od kojih je izraden namjestaj i druga oprema. Cestice
manje gustoce 1 veli¢ine doprijet ¢e dublje u pluca i izazvat vece probleme. Nakon $to se Cestice
MP-a u plu¢ima istaloze, postoji opasnost od migriranja u cirkulacijski ili limfni sustav te moze
do¢i do kroni¢ne upale. Istrazivanja provedena na Stakorima ukazuju da nanocestice PS-a
veli¢ine 64 nm dovode do nakupljanja neutrofila i upale pluca, dok mikroc¢estice PVC-a velicine
2 um izazivaju znacajnu citotoksi¢nost i hemolizu u pluénim stanicama.®® Na dalje, dokazano
je da izlaganje Cesticama PS-a i PE-a koncentracije 0,05 - 10 mg/L mozZe izazvati visoku
proizvodnju reaktivnih oksidacijskih vrsta u mozdanim i epitelnim ljudskim stanicama.®?
Najugrozenijom skupinom smatraju se radnici u tvornicama tekstilne industrije i postrojenjima
za polimerizaciju razlicitih plastika. Kod radnika su uoceni respiratorni simptomi povezani s
razvojem disnih putova koji se pripisuju izlozenosti MP-a iz zraka na radnome mjestu.>? lako
ovo podru¢je ima jo$ puno prostora za istrazivanje, te je sve navedeno samo pretpostavka,
potencijale opasnosti za ljude postoje. Brojne studije dokazuju potencijalni Stetni u¢inak MP-a
na zdravlje dovjeka.?

Zbog svega do sada navedenoga, jasno je da su potrebna jo§ mnoga istrazivanja kako bi se
utvrdili svi procesi kojima plasti¢ne ¢estice u okoliSu podlijezu, njihov prijenos kroz okolisne

medije i hranidbeni lanac, te stvarna izlozenost i utjecaj MP-a i NP-a na zive organizme.

2.7. Ekotoksikologija

Toksikologija je znanost koja proucava Stetne ucinke kemijskih tvari na zive organizme.
Drustvo za toksikologiju Siroko je definiralo toksikologiju kao ,,proufavanje Stetnih ucinaka
kemijskih, fizikalnih ili bioloskih uzro¢nika na Zzive organizme 1 ekosustav, ukljucujuci

spre¢avanje i meliorizaciju takvih $tetnih u¢inaka®.>
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Kljuéno za svaku toksikolosku definiciju je rije¢ "$tetna". Stetni u¢inak moze se definirati
kao odgovor na tvar ¢iji u¢inak se promatra. lako neke tvari mogu izazvati vidljivo §tetne ucinke
pod odredenim uvjetima, te iste tvari mogu izazvati neku ili nikakvu promjenu, koju je tesko
definirati kao $tetnu, u drugim uvjetima.®® Siroki je spektar tvari koje izazivaju toksiéne
reakcije, a mogu se klasificirati ili kao otrovne tvari (prirodno prisutni ili sinteti¢ki ksenobiotici)
ili kao toksini (tvari koje proizvode drugi Zivi organizmi koji izazivaju toksi¢ne reakcije).”
Postoji vise vrsta toksikologije. Na primjer, molekularna toksikologija odnosi se na interakciju
izmedu $tetnih tvari i biomolekula poput nukleinskih kiselina, proteina i lipida, dok se stani¢na
toksikologija usredotoCuje na nacin na koji stanice, kao osnovna jedinica zivih organizama,
utjecu i ponasaju Se U prisutnosti stetnih tvari. Toksikologija organskih sustava proucava utjecaj
funkcija razli¢itih organa unutar sloZenijih vrsta, a toksikologija organizma razmatra ukupne
reakcije netaknutih organizama. Ekotoksikologija proucava direktni ili indirektni ucinak
ksenobiotika na ekosustav u cijelini.> Cilj je odrediti toksikoloski utjecaj oneéiséujucih tvari
na divljinu (prirodnu faunu i floru), s primarnim ciljem zastite domorodne flore i faune na razini
stanovnistva, zajednice i ekosustava. Kako bi se postigao ovaj cilj, istrazivanje se provodi

pomodu razli¢itih vrsta, ukljucujuéi kraljeznjake i beskraljeznjake, biljke i mikroorganizme.®

2.7.1. Testovi ekotoksi¢nosti

Za sve potencijalno Stetne tvari provode se testovi toksi¢nosti na razli¢itim organizmima
kako bi se odredili potencijalno Stetni u¢inci tih tvari na zdravlje ljudi i Zivotinja ili potencijalni
Stetni utjecaj na okoli§ u cjelini. Cilj je osigurati najsigurniju mogucu upotrebu kemikalija 1
proizvoda koji sadrze kemikalije. Svi testovi toksi¢nosti moraju se provoditi u skladu s
zakonskom regulativom.® Op¢enito testove ekotoksiénosti mozemo podijeliti na in vivo i na in
vitro testove.®> Ukoliko Zelimo odrediti op¢eniti utjecaj na organizam u cjelini provodi se in vivo
test, a ukoliko Zelimo odrediti utjecaj na pojedini dio organizma tada primjenjujemo in vitro
testove. I invitro i in vivo testovi koriste se za procjenu toksi¢nosti kemikalija i ocjenu osnovnih
Stetnih utjecaja istih (npr. oksidativni stres, imunotoksi¢nost, genotoksi¢nost i dr.).> U pocetku
su se provodili in vivo testovi toksi¢nosti na glodavcima, zecevima, majmunima, psima, pticama
i drugim primatima koji nisu ljudi, zbog pretpostavke da su vidljivi Stetni ucinci na
»Zlvotinjskim modelima® relevantni za odredivanje Stetnog utjecaja na ljude. Nakon §to su
zakonom zabranjena ispitivanja toksi¢nosti na veéini kraljeznjaka u znanstvene svrhe,

istraZzivanja su se pocela provoditi in vitro.
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Najpoznatiji primjeri provodenja in vitro testova su na bakterijama (npr. Vibrio fischeri;
ISO 11348:2007°>%), kvascima (npr. Saccharomyces cerevisiae; ISO 19040-1:2018%),
slatkovodnim i morskim algama (OECD 201:1984)%*, biljkama (OECD 208:2003)% i drugim
beskraljeznjacima i manjim ribama odnosno njihovim embrijima (ISO 21115:RTgill-W1)>’.1
Organizacije ISO i OECD propisuju metode provodenja testova toksi¢nosti, te dopusteno
vrijeme izlaganja organizama tvarima koje se ispituju. Tako se testovi inhibicije rasta na
bakterijama mogu provoditi 48 h, na algama 72 h te na ribama i njihovim embrijima 96 h,3.14.15
In vitro testovi se provode na dijelovima tkiva, izoliranim organima ili stanicama, pa ¢ak i na
subcelularnim frakcijama poput mitohondrija, mikrosoma i membranama.>® Znacaj i
popularnost in vitro testova je porasla u posljednje vrijeme i ¢esto zamjenjuju in vivo testove
jer Stede vrijeme i1 novac, a biotehnoloski napredak omoguéuje brze, ponovljive i pouzdane
analize. Postavljanje eksperimenata je relativno jednostavno i moze se kontrolirati vrijeme i
broj uzoraka. Takoder, brojne organizacije i drustva poti¢u ove testove zbog dobrobiti
zivotinja.®® Medutim, na temelju ovih testova ne moZe se procijeniti potencijalna opasnost za
ljude, Sto predstavlja problem. Zato je i dalje dopusteno provoditi testove toksi¢nosti na nekim
glodavcima zbog njihove anatomije koja je sliéna ljudskoj.!! Akutna toksi¢nost, kroni¢na
toksi¢nost, genotoksi¢nost, mutagenost, reproduktivna toksicnost, teratogenost i drugo, samo
su neke od $tetnih svojstava tvari koje se ispituju.?

Modeliranje krivulje doza-odgovor jedan je od najvaznijih koraka procjene ekoloSkog
rizika. To zahtijeva odredivanje odnosa koncentracije na ucinak za ispitivanu vrstu.>®
Uobicajeni testovi toksi¢nosti provode se tako da se ispitivani organizam izlozi potencijalno
Stetnoj tvari, te se mjeri odredeni parametar u vremenskim razmacima ( npr. broj zivih stanica
bakterija). Zatim se usporeduju dobiveni podaci kod izloZenih vrsta u odnosu na neeksponirane
vrste.5% Na temelju eksperimentalno dobivenih podataka stvara se krivulja doza-odgovor kako
bi se identificirala najniza doza ili koncentracija tvari koja se ispituje i koja izaziva prvi ucinak,
kao 1 najveca doza ili koncentracija bez ucinka. Najniza doza koja izaziva ucinak naziva se
LOEC, a najvi$a doza koja ne izaziva u¢inak NOEC.'®! U ve¢ini slu¢ajeva cilj ispitivanja je
odrediti LDso i EDso®* LDso oznacava dozu tvari koja je uzrokovala smrt kod 50 % jedinki
izlozenih toj tvari, a EDsp je efektivna doza koja uzrokuje negativan u€inak kod 50% ispitivanih

jedinki.®! Na slici 11 prikazana je opéenita krivulja doza-odgovor s naznacenim parametrima.
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Slika 11. Opé¢i izgled krivulje toksi¢nosti.®?

2.7.1.1. Ispitivanje ekotoksi¢nosti mikroplastike primjenom bakterije Pseudomonas

putida

Pseudomonas je jedan od najkompleksnijih i najraznolikijih bakterijskin rodova koji
obuhvaca preko 250 vrsta. Vecina vrsta iz ovog roda sveprisutna je u okoliSu 1 izolirana je s
raznih karakteristi¢nih stanista u vodi, tlu i eukariotskim domaéinima.®® Pseudomonas putida
druga je po broju opisanih vrsta, a izolirana je 1889. godine®. Pseudomonas putida ima bitnu
ulogu u okolisu, ¢esto se primjenjuje u bioremedijacija tla i vode, a posjeduje i biotehnoloski
potencijal.®3%* Pseudomonas putida je gram-negativna, $tapicasta bakterija, prosje¢ne veligine
2 — 4 um koja se kre¢e pomocu bica (Slika 12).54%° Njezina optimalna temperatura rasta je
izmedu 25 i 30 °C.%* Kao $to je ve¢ spomenuto, sudjeluje u bioremedijaciji voda i tla
oneciS¢enih ugljikovodicima i ostalim organskim tvarima, te ucinkovito bioakumulira teske
metale (npr. Cu, Zn).%% Pseudomonas putida se ¢esto primjenjuje za odredivanje toksi¢nosti
ksenobiotika primjenom metode inhibicije rasta (ISO 10712:1995)*2 %! |spitivanje je prikladno
za utvrdivanje inhibicijskih u¢inaka uzoraka povrSinskih voda, otpadnih voda ili tvari koje se
otapaju u vodi, a prisutne su u ili na tlu. Prikladna je i za procjenu ekotoksikoloskih u¢inaka tla,
osobito u nepoznatim mjestima, kompostu i otpadu.®® U tim slu¢ajevima prireduju se eluati,
odnosno provode se leaching testovi.?® Nedostatak testa je ograni¢enost za tamno obojene ili

mutne uzorke jer se rast bakterija analizira fotometrijski.
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Slika 12. Fotografski snimak Pseudomonas putide elektronskim mikroskopom, veli¢ine

1 um.%’

2.7.1.2. Ispitivanje ekotoksi¢nosti mikroplastike na mikroalgama

Unato¢ cinjenici da su na dnu hranidbenog lanca i da je fotosinteza algi glavni izvor
zemaljskog kisika, znanje o ekotoksikoloSkim uéincima na primarne proizvodace vrlo je
ograni¢eno.®® Mikroalge mogu biti prokariotski i eukariotski fotosintetski jednostaniéni i
viSestani¢ni mikroorganizmi jednostavne stani¢ne grade koje ¢ine oko 75 % svih algi, a
proizvode oko 40 % kKisika koji se nalazi u atmosferi.®®"® Karakterizira ih jednostavna stani¢na
struktura koja im osigurava brz i uspjesan rast ¢ak i u nepovoljnim uvjetima okoline. Prisutne
staniSta u kojima vladaju nepovoljni uvjeti okoline poput pustinja, toplinskih izvora, a
pronadene su i ispod leda Antartika.®® Smatra se da postoji preko 50 000 razligitih vrsta
mikroalgi. Njihove razli¢ite morfoloske 1 fizioloske karakteristike omogucavanju njihovu
primjenu u razli¢itim biotehnoloskim procesima.®® Morske alge koje se nalaze na dnu
hranidbenog lanca sluze kao vrlo dobri indikatori oneéis¢enosti morskih ekosustava.%®

Testovi na algama koje propisuje OECD 201:1984'* (engl. Organisation for Economic
Cooperation and Development) opcenito se koriste za ekotoksikolosko ocjenjivanje kemikalija
na temelju inhibicije rasta algi. Osim inhibicije rasta mogu se pratiti i morfoloske promjene,
oksidativni stres, deformacije tihakoida, oSte¢enje DNA, smanjenje klorofila i inhibicija
fotosinteze.**®8™ |pak, veéina istrazivanja usredotoéena je na dinamiku rasta fitoplaktona
nakon izlaganja mikro i nanoplastici. Dobiveni rezultati ukazuju da MP-e uzrokuje smanjenje
rasta mikroalgi, odnosno da s povecanjem koncentracije Cestica MP-a i vremena izlozenosti

dolazi do inhibicije rasta.?
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Nadalje, studija koja je proucavala toksi¢nost PVC-a na mikroalgu Skeletonema costatum
pokazala je da Cestice veli¢ine 1 mm nisu utjecale na rast, dok su ¢estice manje veli¢ine (1 pum)
imale utjecaj.%® Ispitivanja slatkovodnih mikroalgi pokazala su da izlozenost MP-U moze
uzrokovati velik broj fizi¢kih oStecenja i oksidativni stres stanica algi, te ekspresiju gena
uklju¢enih u odredene metabolicke putove.? MP-e uzrokuje smanjenje sadrzaja klorofila,
odnosno u¢inkovitost procesa fotosinteze.? Toéni mehanizam toksi¢nosti nije u potpunosti
jasan, ali pretpostavlja se da dolazi do adsorpcije plasti¢nih Cestica na povrSinu algi koje
ometaju izmjenu svjetlosti i plina te na taj na¢in sprjeavaju proces fotosinteze.%® U nekoliko
studija doslo je i do stvaranja heteroagregata izmedu Cestica plastike i mikroalgi. Zakljuéeno je
da toksi¢nost MP-a na fitoplankton varira s obzirom na brojne ¢imbenike kao $to su veli¢ina
Zestica, vrsta polimera, koncentracija mikroplastike, vrijeme izlozenosti i ciljane vrste.?

U tablici 7 prikazane su vrste algi koje se najcesce koriste u testovima toksi¢nosti MP-a te

osnovne karakteristike ispitivanih MP-a i rezultati istrazivanja.

Tablica 7. Ekotoksikologka istrazivanja MP-a primjenom mikroalgi.>"

Vrsta alge Vrsta Veli¢ina Koncentracija Vrijeme Rezultati istrazivania
g MP-e MP-e [um]  MP-e [mg/L] izloZenosti [h] L
Dunaliella Uocena inhibicija rasta
; PS 0,05-6 25 250 72 algi, ali bez utjecaja na
tertiolecta .
fotosintezu.
Chlorella vulgaris PS 0,05-6 25 250 72 Nema utjecaja na
fotosintezu.
Tetraselmis chuii PE 1-5 0,046 — 1,5 96 Nema ucinka na rast

nakon izlaganja.

Inhibirani rast,

Skeletonema PVC 1 0-50 96 smanjen klorofil i

costatum reducirana fotosinteza.
Sce_nedesmus PS 0,07 44— 1100 7 Inhlb!ram rast i
obliquus smanjen Kklorofil.
Pseudo_klrchnerlella PS 0,055i 0.1 01-1 7 Uo_cena inhibicija rasta
subcapitata algi.
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Chlorella sp. je jednostavna, jednostani¢na i uobicajena vrsta zelenih algi, a prikazana
je na slici 13. Kuglastog je oblika i promjera izmedu 2 do 10 um. Razmnozava se nespolno
proizvodnjom autospora. Na primjer, Chlorella vulgaris ima aseksualnu reprodukciju u kojoj,
majka stanica reproducira 4 kéeri stanice.”® Vrste ovog roda rasprostranjene su u slatkoj vodi i
moru, te zraku i tlu.”” Moze se upotrijebiti kao idealni testni organizam za provedbu testova
toksi¢nosti, istrazivanje fotosinteze, nitrata, fiziologije redukcije fosfata i biokemije. Poznato
je da se ova vrsta mikroalgi koristi u obradi otpadnih voda, proizvodnji biodizela i elektri¢ne
energije, dodacima hrani i sadrze vrijedne ekstrakte za kemijske proizvode.”® Zbog
sveprisutnosti u okoliSu, brzog razmnozavanja i jednostavnosti rada, Chlorella sp. se ¢esto

koristi kao testni organizam u testovima toksi¢nosti.

Slika 13. Mikroskopska slika Chlorelle sp..”

2.7.1.3. Ispitivanje ekotoksi¢nosti mikroplastike na embrijima zebricama - Danio rerio

Cilj testova toksicnosti koji se provode na ribama je procjena opasnosti za okoli§ od
pojedinacnih tvari, klasifikacija opasnosti tvari ili u nekim slucajevima, procjena opasnosti
otpadnih voda. Kako bi se ti ciljevi postigli, potrebno je procijeniti akutnu i kroni¢nu toksi¢nost
za ribu, te odrediti tvari koje se potencijalno mogu akumulirati u tkivima ribe. Ribe kao
taksonomska skupina su prvenstveno vodeni kraljeznjaci, pa Sse smatraju nezamjenjivom
komponentom ispitivanja toksi¢nosti vodenih uzoraka. Osim toga, one su prve izlozene
vodenom oneci$éenju, pa se Gesto koriste i za monitoring kakvoée voda.” Na razini OECD-a
(Organization for Economic Cooperation and Development’) postoji ¢itav niz smjernica za

upotrebu riba kao ispitnih organizama.
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Testovi se mogu provoditi za ispitivanje akutne toksicnosti, toksi¢nosti u ranom zivotnom
stadiju, kratkoro¢ni testovi toksi¢nosti na ribljim embrijima i toksi¢nost prilikom odrastanja
odnosno u stadiju larve.” Najéesce se provodi ispitivanje akutne toksi¢nosti. Akutna toksi¢nost
odreduje se na temelju krivulje doza-odgovor odnosno odredivanja LCso. Neke europske zemlje
sve manje koriste ribe za odredivanje akutne toksi¢nosti, te usvajaju alternativne metode
ispitivanja, kao §to su testiranja na ribljim embrijima.”® Ispitivanje toksi¢nosti na ribama
opcenito se moze provoditi in vitro ili in vivo. In vitro pokusi provode se na ribljim stanicama.
Koriste se najée$¢e u ekotoksikoloSkim ispitivanjima za rangiranje toksi¢nosti kemikalija,
kemijskih smjesa, uzoraka iz okoli$a i u identifikaciji procjene toksi¢nosti.” Razvijen je niz
testova in vitro citotoksi¢nosti pomocu ribljih stanica, a vecina njih koristi stanice koje potjecu
od salmonidnih i ciprinidnih vrsta. Pronadena je dobra povezanost izmedu in vivo i in vitro
testova na ribama u kojima se odredivala akutna toksicnost velikog broja kemikalija iz razli¢itih
klasa, te se na temelju toga predlozila alternativa za ispitivanje akutne toksi¢nosti na ribama.
Prednosti in vitro testova su brzina i ekonomic¢nost, ali su ograniceni osjetljivoséu.” Zebrice
spadaju pod jednu od najéescih vrsta riba koje se koriste kao modelni organizmi u testovima
toksi¢nosti. Ova vrsta je dostupna, jeftina, lako odrziva i u odgovaraju¢im uvjetima daje velik
broj prozirnih jaja, te se zato Cesto odabire za testove embriotoksi¢nosti. Zebrice su postale
glavni modelni organizmi u neurobiologiji i toksikologiji, kao i opcenitoj molekularnoj i
razvojnoj biologiji.” Potjecu iz rijeke Ganges na sjeveru Indije. Na slici 14 prikazana je muska
i zenska odrasla jedinka zebrice, Danio rerio. Spol odraslih zebrica moze se lako razlikovati po
tome $to Zenke imaju veci trbuh i nemaju crvenkaste nijanse duz srebrnih linija za razliku od

muzjaka.”>7®

Slika 14. Odrasle zebrice (Danio rerio). Gornja jedinka je Zenka, a donja muzjak.”
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Zebrice su male bentopelagicke ciprinidne ribe sa srednjom duzinom odraslih jedinki
izmedu 3 i 5 cm™. Cuvaju se u cirkulacijskom akvarijskom sustavu koji kontinuirano filtrira i
prozracuje vodu kako bi se odrzavala potrebna kvaliteta vode u sustavu. Cirkulacijski sustav
pomaze i u filtriranju viSka hrane i izmeta. Za brzi rast i razvoj zebrica, potrebno je odrzavati
temperaturu u sustavu izmedu 26 — 28,5 °C, pH vode u sustavu treba svakodnevno provjeravati
1 odrzavati izmedu 6,8 i 7,5 te omoguditi interval svjetlosti 14:10 sati (svijetlo:mrak) jer se
njihov mrijest aktivira svjetloséu.’®’” Embriji zebrica tijekom 72h prelaze u stadij larve. U
stadiju larve se nalaze oko 3 mjeseca, a zatim prelaze u odrasle jedinke koje Zive oko 3 godine.”

Brojna toksikoloska istrazivanja provedena na zebricama ukazala su da mikroplastika
(~ 70 um) uzrokuje osteéenje crijeva, ukljucujuéi probijanje stjenke crijeva, a izlozenost zebrica
PP-u (10 mg/L) uzrokovalo je prosje¢no smanjenje prezivljavanja za 27,1 %.% Uoceno je
nakupljanje mikroplasti¢nih Cestica PS-a u tkivima, skrgama, jetri i crijevima zebrica, Sto je
rezultiralo upalom, nakupljanjem lipida u jetri i pove¢anjem oksidativnog stresa.’?

Prilikom provodenja testova na embrijima treba izbjegavati koristenje divljih zebrica jer su
njihove karakteristike Cesto upitne, te postoji mogucnost i da su krizanci. Takvi modelni
organizmi mogu dovesti do krivih zaklju¢aka. Razlog velikog, odnosno natecenog trbuha kod
7enki je taj §to jedna zenka rada izmedu 50 i 200 jaja na dan”®. Zenske zebrice koje se koriste
za mrijest trebaju biti izmedu 4 i 15 mjeseci starosti.” Embriji su prozirni i razvijaju se izvana,
te je omoguceno jednostavno promatranje kao Sto je prikazano na slici 15. Veéina organa
razvija se unutar jednog dana.”’ Veli¢ina embrija je mala i mogu se smjestiti u Petrijeve zdjelice.
S obzirom da se embrionalni razvoj moze pratiti u svim stadijima, osim smrtnosti, moguce je
odrediti i subletalni u¢inak na razvoj repa, veli¢inu tijela i oka, razvoj uha, cirkulaciju, otkucaje
srca, pigmentaciju, razvoj misica, pokretljivost i mnoge druge parametre karakteristicne za
odredeni stadij.” "’ Karakteristike za pojedini stadij razvoja embrija navedeni su u tablici 8. Ta
svojstva ¢ine ovu vrstu izvrsnim modelom za embriotoksi¢ne testove. Mnogi stru¢njaci
smatraju kako bi testovi koji se provode na embrijima riba mogli zamijeniti testove koji se

provode na glodavcima.””
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Slika 15. Prikaz embrionalnih stadija razvoja zebrice.”
Tablica 8. Embrionalni stadiji razvoja zebrice.”™
Vrijeme [h]  Stadij Karakteristike
0 Oplodnja Zigota
0 Period zigote Citoplazma se akumulira na Zivotinjskom polu, jednocelijski stadij
0,75 Dioba 1. (vertikalna srednja) podjela: dvostani¢ni
1 2. (vertikalna) podjela: etverostanicni stadij
1,25 3. (okomita i paralelna s prvom ravninom) podjela: 8-stani¢ni stadij
15 4. (okomita i paralelna s drugom ravninom) podjela: 16-stani¢ni stadij
2 Blastula Pocetak stadija blastule
3 Kasno cijepanje; sadrzi otprilike 256 blastomera
4 Ravno sucelje izmedu blastoderme i zumanjka
5,25 Grastula 50 % epibolickih pokreta; blastoderma se smanjuje i sucelje izmedu
periblasta i blastoderme postaju zakrivljeni
8 75 % epibolickog pokreta
10 Epibolicki pokret zavr§ava, blastopore su gotovo zatvorene
10,5 Segmentacija Najprije razvoj somita
12 Somiti su razvijeni, rano tijelo, rep segmentiran
20 Misiéno trzanje; rep dobro ispruzen
22 Razvoj unutarnjeg uha (otolita)
24 Faringula Spontani pokreti, rep se odvaja od jajeta; rana pigmentacija
Smanjeno spontano kretanje; mreznica pigmentirana, stanicna
30 degeneracija kraja repa; cirkulacija u aortnom luku vidljiva
36 Pigmentacija repa; formiranja krvozilnog sustava i aortalnih lukova;
otkucaji srca
Otkucaji srca redoviti; nastavak zumanjka koji se pocinje suzavati; ledne
72-96 Period izleganja i ventralne pigmentirane trake susrecu se na repu; razvoj ¢eljusti, skrga,

arterija i vena
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Materijali

3.1.1. Mikroplastika

Za odredivanje ekotoksi¢nosti mikroplastike (MP) primjenom bakterije Pseudomonas
putida i mikroalge Chlorella sp. koristilo se pet vrsta MP-a koje su dobivene usitnjavanjem
makroplastike (MAP). Za dobivanje PE-a koristile su se plasticne vrecice, za PS i PP
jednokratni plasti¢ni pribor za jelo, za PVC jednokratna plasticna ambalaza i za PET plasti¢ne
boce (Slika 16). Svaka MAP imala je oznaku koja je odgovarala trazenoj vrsti plastike kao $to

je prikazano naslici 16.

.- /_ '

Slika 16. MAP koja se koristila za dobivanje MP-a: a) vrecice od LDPE-a, b) zlice od PS-a,
c) boce od PET-a, d) nozevi od PP-a i ¢) ambalaza od PVC-a.

33



Eksperimentalni dio _

Za ispitivanje ekotoksi¢nosti mikroplastike na embrijima zebrica — Danio rerio, koristila se
sintetski dobivena mikroplastika PS-a (Slika 17).

Slika 17. Sintetski dobiven PS.

3.1.2.  Testni organizmi

Za provedbu ekotoksikoloskih istraZivanja koriSteni su sljedeci testni organizmi: bakterijska
kultura Pseudomonas putida, slatkovodna alga Chlorella sp. i embriji zebrica Danio rerio.
Mikrofotografije testnih organizama snimljene u nultome danu prikazane su na slici 18.
Navedene kulture pohranjene su u zbirci Zavoda za industrijsku ekologiju Fakulteta kemijskog
inZenjerstva 1 tehnologije, SveuciliSta u Zagrebu, a embriji zebrica u Zavodu za istraZivanje

mora i okoliSa na Institutu Ruder Boskovi¢, Zagreb.

a) O
< ‘.',1:-‘}.3?
A e

po Gramu snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x, b) alge Chlorella sp. snimljena u

nultome danu u polaznoj svjetlosti, P = 400x i ¢) embrija zebrica Danio rerio nakon mrijesta

snimljeni pod povecanjem, P = 3x.
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3.1.3.  Mediji i kemikalije

» Hranjiva podloga
Tekuca hranjiva podloga za uzgoj bakterija je hranjivi bujon koji se dobiva ekstrakcijom
govedeg mesa, uz dodatak peptona, NaCl-a i KzHPO4. U svrhu priprave ¢vrste podloge koja se
koristila za uzgoj bakterijske kulture Pseudomonas putida bilo je potrebno dodati 1 — 2 % agara
(15 — 20 g agara/L hranjive podloge)®.

» Mineralni medij
Mineralni se medij (MM) koristio za pripremu suspenzije bakterijske kulture Pseudomonas
putida i kao medij za postavljanje pokusa. Pripremao se prema uputama 1SO 1072:1995%2 uz
modifikaciju, tj. bez dodatka glukoze. Spojevi, prikazani u tablici 9, pripremali suse u 1 L
deionizirane vode. pH — vrijednost MM-a se podesila na 7,0 pomoc¢u 0,1 M natrijeve luzine

(NaOH), te je MM prije upotrebe steriliziran.

Tablica 9. Prikaz spojeva i njihovih koncentracija potrebnih za pripravu MM-a.3

Naziv spoja Kemijska formula Koncentracija [mg/L]
Natrijev nitrat NaNOs 500
Kalijev hidrogenfosfat K2HPO4 120
Kalijev dihidrogen fosfat KH2PO4 60
Magnezijev sulfat MgSO4 - 7H20 200
heptahidrat
Zeljezo (I1I) citrat CeHsFeO; 0,5

» Bazalni medij
Bazalni medij (BM), Bold Modified Basal Freshwater Nutrient Solution, Sigma, Ujedinjeno
Kraljevstvo, koristio se za uzgoj mikroalge Chlorella sp. te kao medij za postavljanje pokusa.
Pripremao se prema uputama proizvodaca, tako da se 20 mL BM-a dodavalo na 1 L deionizirane
vode. Tako pripremljen BM se sterilizirao prije upotrebe.
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» Medij za embrije
Medij za embrije (E3) koristio se u pokusima odredivanja ekotoksi¢nosti mikroplastike na
embrijima zebrica, a sastojao se od spojeva prikazanih u tablici 10, na 1 L deionizirane vode.
Tako se dobio E3 medij za embrije 50%, od kojeg se 20 mL dodalo u 980 mL deionizirane vode
u svrhu dobivanja E3 medij 1x koji se Kkoristio za provedbu pokusa.”® Podesavanje pH —
vrijednost E3 medija 1x (na 7,8) postiglo se dodatkom 0,18 g natrijevog hidrogenkarbonata
(NaHCO3) na 1 L E3 medija.

Tablica 10. Prikaz spojeva i njihovih koncentracija potrebnih za pripravu E3 medija 50x."

Naziv spoja Kemijska formula  Koncentracija [mM] Masa [g]
Natrijev klorid NaCl 250 14,610
Kalijev klorid KCI 8,5 0,634
Kalcijev klorid CaCl; 16,5 1,832
Magnezijev sulfat MgSO4 16,5 1,986
» Etanol

Etanol (70 %) koristio se za sterilizaciju mikroplastike prije postavljanja pokusa s

Pseudomonas putida i Chlorella sp..

3.2.  Mjerni instrumenti i oprema

» U radu je koriStena rotacijska termostatirana tresilica Heidolph unimax 1010, Heidolph
inkubator 1000, Njemacka, za provedbu pokusa u Sarznim uvjetima.

» Za usitnjavanje plasticnih materijala koriSten je blender Philips, a za prosijavanje
mikroplastike upotrjebljen je uredaj za tresenje sita W. S. Tyler RX-86-1 Sieve shaker,
USA, i sita istog proizvodaca te veli¢ine pora 300 um, 500 um i 1000 um.

» Za precizno vaganje uporabljena je vaga Sartorius AG, Njemacka.

» Zafiltraciju sterilizirane mikroplastike koristen je membranski lijevak uz vakuum pumpu,
i sterilni celulozno nitratni (C/N) membranski filteri Ahlstrom ReliaDisc™, promjera pora
0,45 pm.
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» U svrhu odredivanja broja Zivih stanica algi (CFU) upotrjebljena je Thomina komorica.

» Za sterilizaciju bazalnog i mineralnog medija, hranjive podloge, Cistog staklenog posuda,
kao 1 onecis¢enog posuda, koristen je autoklav Sutjeska, Jugoslavija.

» Zahomogeniziranje priredenih decimalnih razrjedenja koriSten je homogenizator EV-100,
Tehnica, Slovenija.

» U svrhu aeriranja alge Chlorella sp. koristena je aeracijska pumpa Tetratec, a za
osvjetljenje alge koristila se lampa.

» Bakterijska kultura Pseudomonas putida uzgajana je u termostatu Termomedicinski
aparati, Hrvatska, a embriji zebrica u termostatu Liebherr, FKU 1800-20C/774, Njemacka.

» U pokusima provedenim s Chlorella sp. i Pseudomonas putida, vrijednost pH odredivana
je pH-elektrodom SenTix® 940, a koncentracija otopljenoga kisika kisikovom elektrodom
FDO® 925 pomocu prijenosnog mjeraca WTW Multi 340i. Instrument je prije svake
upotrebe kalibriran.

» U pokusima provedenim s embrijima zebrica, vrijednost pH E3 medija odredivana je
pomoc¢u pH metra Sartorius Basic Meter PB-11, Njemacka.

» Opticka gustoca odredivana je na spektrofotometru Hach, Model DR/2400, SAD.

» Alga Chlorella sp., kao i bakterijska kultura Pseudomonas putida mikroskopirane su
pomocu svjetlosnog mikroskopa (Olympus BX50, Olympus Optical Co. Ltd., Japan)
opremljenog kamerom za snimanje mikrofotografija (Olympus DP 10 kamera).

» Embriji zebrica mikroskopirani su pomoc¢u lupe (Motic SMZ-171, Hong Kong)

opremljene kamerom za snimanje mikrofotografija (Moticam 5.0MP, Hong Kong).

3.3. Metode rada

3.3.1.  Priprema mikroplastike

Makroplastika, PE-a, PP-a, PS-a, PVC-a i PET-a, prikazana na slici 16, prvo je usitnjena
Skarama na manje komade te se zatim usitnjavala u blenderu uz dodatak mokrog leda odnosno
suhog leda za PE. Usitnjene ¢estice MP-e susile su se na zraku 24 - 48 h pri sobnoj temperaturi,
te su se zatim prosijavale mehanicki koriste¢i sita odredenih veli¢ina pora u svrhu dobivanja

Cestica veli¢ine: 300 — 500 pm; 500 — 1000 pm 1 >1000 pm.
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U svrhu sterilizacije mikroplastike, odredene mase MP-e izvagale su se u odmjerne tikvice
od 100 mL u koje se dodao 70 % etanol te su tikvice stavljene na rotacijsku tresilicu tijekom 15
min pri 160 o/min i sobnoj temperaturi. Nakon toga Cestice MP-e su izdvojene iz etanola i
isprane sterilnom deioniziranom vodom primjenom vakuum filtracije uz sterilnu tehniku rada.
MP-a zaostala na sterilnom membranskom filtru (0,45 pm) se zatim pomocu sterilne zlice i
pincete prebacila u tikvice volumena 100 mL za postavljanje pokusa s Pseudomonas putidom
te u tikvice volumena 250 mL za postavljanje pokusa s Chlorella sp.. Cijeli postupak prikazan

je naslici 19.

VAKUUMSKA
FILTRACDA

Slika 19. Postupak pripreme MP-a i postavljanje pokusa odredivanja ekotoksi¢nosti MP-e

primjenom bakterijske kulture Pseudomonas putida i mikrooalge Chlorella sp..

U cilju odredivanja ekotoksi¢nosti mikroplastike sa embrijima zebrica, sintetizirana je
20 % otopina PS-a bijele boje za velicine ¢estica 0,43; 0,251 0,12 um. U te svrhe koriSten je 6
mM Kkalijev persulfat (KPS) i 12 mM natrijev dodecilsulfat (SDS). Mikroplastika je

sintentizirana u Centru za istrazivanje mora (CIM) Instituta Ruder Boskovi¢ u Rovinju.

3.3.2. Odredivanje ekotoksi¢nosti mikroplastike primjenom bakterije Pseudomonas
putida

Odredivanje ekotoksi¢nosti mikroplastike primjenom bakterije Pseudomonas putida
provodio se na termostatiranoj rotacijskoj tresilici pri 25+2 °C, 160 o/min i 48 h u tikvicama
volumena 100 mL, odnosno radnog volumena Vg = 25 mL (pokus P1). Prije postavljanja pokusa
bilo je potrebno uzgojiti bakterijsku kulturu. Pseudomonas putida uzgojena je na ¢vrstoj
hranjivoj podlozi (hranjivi agar; HA) ¢ija je priprema opisana u poglavlju 3.1.3. u Petrijevim
zdjelicama pri 37 °C i 24 — 48 h (Slika 20). Od uzgojene kulture priredena je suspenzija &ija je

pocetna opticka gustoéa u mineralnom mediju iznosila 0,2 pri 4 = 436 nm®,
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Slika 20. Fotografski snimak izrasle bakterijske kulture Pseudomonas putida dobivene
tehnikom iscrpljivanja na HA-u.

Bakterijska kultura koja je precijepljena 24 h prije postavljanja pokusa koristila se za
preduzgoj kulture P. putida. Preduzgoj se provodio u MM-u tijekom 5+1 h prije postavljanja
pokusa, prema metodi 1SO 10712:19953, Tikvice, prikazane na slici 21, sadrzavale su u svim
pokusima suspenziju P. putide, MM i MP-u tako da je pocetna opticka gustoca (OG) iznosila
0,2. OG se odredivala spektrofotometrijski pri valnoj duljini A = 436 nm®. Za svaki pokus bila
je postavljena i slijepa proba koja nije sadrzavala MP-u. U tablici 11 dani su pocetni uvjeti za

pokus P1.

Slika 21. Odredivanje ekotoksi¢nosti MP-a primjenom bakterije Pseudomonas putida
(pokus P1).
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Tablica 11. Pocetni uvjeti za odredivanje ekotoksi¢nosti MP-a primjenom bakterije
Pseudomonas putida (pokus P1).

POKUS P1
vrsta MP-e PE; PP; PS; PVC; PET
ymp / mg/L 50; 100; 250; 500; 1000
veli¢ina MP-e / pm 500-1000; 300-500
pH-vrijednost / - 6,94
y(02) / mg/L 8,00
T/°C 25,60
log CFUo / - 6,72
OGo/- 0,22

Tijekom provedbe pokusa P1, prac¢ena je pH-vrijednost, koncentracija otopljenoga kisika,
opticka gustoca te broj Zivih stanica bakterijske kulture (CFU). Broj Zivih stanica u uzorcima,
odredivao se pripravom decimalnih razrjedenja uz sterilnu tehniku rada. 1z pripremljenih
razrjedenja izuzimao se 1 mL koji je prenesen u sterilnu Petrijevu zdjelicu, zaliven HA-om te
homogeniziran. CFU (st/mL) bakterije P. putida odredivao se nakon inkubacije od 24 sata pri

temperaturi 37 °C prema formuli:

broj izraslih kolonija 1
CFU = 2~ 2.

1)

1mL razrjedenje

3.3.3. Odredivanje ekotoksi¢nosti mikroplastike primjenom alge Chlorella sp.
Odredivanje ekotoksi¢nosti mikroplastike primjenom slatkovodne alge Chlorella sp.
provodio se na termostatiranoj rotacijskoj tresilici pri 25+2 °C, 160 o/min i 72 h u tikvicama
volumena 250 mL, odnosno radnog volumena Vr = 100 mL (pokus P2). Prije postavljanja
pokusa uzgojila se mikroalga Chlorella sp. u bazalnom mediju (BM) uz kontinuiranu aeraciju
i interval svjetlosti 16:8 (svjetlo:mrak)® tijekom 14 dana. Na slici 22 prikazana je mikroalga uz

aeracijsku pumpu i lampu.
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Broj zivih stanica algi (CFU) iznosio je nakon 14 dana 9,3 x 10° st/mL. Od uzgojene
suspenzije alge priredivala se suspenzija za pokus P2 ¢&iji je po¢etni CFU iznosio 10° st/mL,
odnosno ¢ija je pocetna opticka gustoéa u BM-u iznosila 0,03, a odredivala se

spektrofotometrijski pri 4 = 670 nm8,

-

ot

| My /v.,
<

Mikroalga
Chlorella sp.

Slika 22. Fotografski snimak uzgojene mikroalge Chlorella sp. uz aeracijsku pumpu i lampu.

Pokus P2 se provodio isto kao i pokus P1 koji je prikazan na slici 21. Tikvice u pokusu P2
su sadrzavale suspenziju Chlorella sp., BM i MP-u. Pokus se provodio prema OECD
201:1984 te je za svaki pokus bila postavljena i slijepa proba koja nije sadrzavala MP-u. U

tablici 12 dani su pocetni uvjeti za pokus P2.

Tijekom provedbe pokusa P2, praé¢ena je pH-vrijednost, koncentracija otopljenoga kisika,
opti¢ka gustoc¢a (OG) te broj Zivih stanica alge (CFU). CFU (st/mL) za algu Chlorella sp.
odredivao se izravnim brojanjem u Thominoj komorici, tako da su se brojale alge unutar 3

kvadrata, a ukupan broj Zivih stanica odredivao se prema formuli:

_m-n-16 -10*

R @

gdje N predstavlja ukupan broj stanica u 1 mL, m ukupan broj pobrojanih stanica, n
reciproénu vrijednost razrjedenja, 10* korekciju volumena i K broj kvadrata u kojima je

izvrSeno brojanje.
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Tablica 12. Pocetni uvjeti za odredivanje ekotoksi¢nosti MP-a primjenom alge Chlorella sp.
(pokus P2).

POKUS P2
vrsta MP-e PE; PP; PS; PVC; PET
ymp / mg/L 10; 25; 50; 100; 500; 1000
veli¢ina MP-e / pm >1000; 500-1000; 300-500
pH-vrijednost / - 5,39
y(02) / mg/L 8,44
log CFUo / - 571
OGo /- 0,03

U pokusima P1 i P2, izracunate su vrijednosti logaritamskog broja zivih stanica, log CFU,
za pocetne uvjete 1 nakon 48 h za P1, odnosno 72 h za P2. Za svaku vrstu MP-e racunala se
inhibicija rasta bakterijske kulture/alge upotrebljavajuci log CFU kontrole 1 uzorka. Inhibicija,

izraZena u postotku, a ra¢unala se prema formuli:

log CFU (kontrola)—log CFU (uzorak)
log CFU (kontrola)

INH = x 100% (3)

gdje log CFU (kontrola) predstavlja logaritamski broj Zivih stanica bakterijske kulture/alge
u kontrolnoj tikvici, a log CFU (uzorak) logaritamski broj zivih stanica bakterijske kulture/alge

u tikvici s uzorkom, tj. s MP-om.

3.3.4. Odredivanje toksi¢nosti mikroplastike primjenom embrija zebrica Danio rerio

v

zebrica Danio rerio, podrijetlom iz Njemacke, poznate generacije (G) i brida (B). Embriji su se
dobivali na nacin da su se odrasle zebrice premjestile iz akvarija u mrijestilicu. Mrijestilica se
sastojala od mrezice ,,S* oblika, kako bi se na jednom dijelu mrijestilice dobio plitki dio jer se

zebrice najcesce razmnozavaju u plicaku, i pregrade pomocu koje su se odvojili muzjaci i zenke.
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Poslije razdvajanja zebrice su ostavljene 24 h na intervalu svjetla 14:10 (svjetlo:mrak)®2.
Nakon toga pregrada se maknula kako bi im se omoguéio mrijest. Tijekom mrijesta embriji su
prolazili kroz mrezicu na dno mrijestilice, a nakon 1 h zebrice su se vratile u akvarij.?
Mrijestilica s odvojenim muzjacima i zenkama prikazana je na slici 23. Embriji su se skupljali
u Petrijevu zdjelicu s E3 medijem kao $to je prikazano na slici 24. Za provedbu pokusa odabrala

su se oplodena jajasca odnosno zivi embriji.

Slika 23. Mrijestilica s mrezicom ,,S* oblika i pregradom pomocu koje su se odvajali muZzjaci

1 Zzenke zebrica 24 h prije mrijesta.

Slika 24. Fotografski snimak embrija zebrica Danio rerio u Petrijevoj zdjelici nakon mrijesta.

Radi veéeg postotka prezivljavanja, embriji prikupljeni nakon mrijesta ostavljeni su 24 h u
termostatu pri temperaturi 26+2 °C.% Pokusi su se postavljali u plo¢ice od 48 jaZica (volumen
jazica 1 mL). U svakome pokusu su se uz odredene koncentracije i veli¢ine mikroplastike
postavljale sljedece kontrole: 3,4-dikloroanilin (3,4-DCA) koncentracije 20 mg/L i 4 mg/L kao
pozitiva kontrola, dimetil sulfoksid (DMSO) 0,1 % i 0,02 % kao (solvent kontrola) kontrola
otapala, KPS kao (solvent kontrola) kontrola otapala zbog pripreme Cestica plastike u istom
(istih koncentracija kao i ispitivane koncentracije mikroplastike) te E3 medij kao negativna
kontrola.
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Svaka od navedenih kontrola postavljala se u 20 jaZzica uz 4 jaZice koje su se koristile za
kontrolu plocice (internal plate controls, IC). Navedene 4 jazice sadrzavale su E3 medij i
embrije. Ispitivanja su provedena prema metodi OECD 179:2012%. Na slici 25 a) prikazan je
primjer postavljanja 3,4-DCA i DMSO kontrola u plo¢ice od 48 jazica te su vidljive IC kontrole.
Proveli su se preliminarni pokusi u svrhu odredivanja najnize koncentracije mikroplastike koja
ima utjecaj na embrije (pokus P3). Ispitivane su razlicite veli¢ine PS-a, navedene u poglavlju
3.3.2., s obzirom na veli¢inu i promjer pora koriona embrija koji iznosi izmedu 0,5 i 0,7 pm®,
Preliminarni pokusi povodili su se na nacin da su se kontrole 3,4-DCA (20 mg/L), DMSO
(0,1 %), E3 i KPS postavljale u 12 jazica kao i ispitivane otopine MP-a. Primjer postavljanja
preliminarnog pokusa prikazan je na slici 25 b).

=Y 4 x 0

Slika 25. Prikaz 48-plocice: a) s pripremljenom pozitivnom kontrolom 3,4-DCA (desno) i
solvent kontrolom DMSO (lijevo) i b) preliminarni pokus izlaganja embrija zebrica PS-u,
veli¢ine Cestica 0,25 um i koncentracijama 0,1; 0,01; 0,001 i 0,0001 g/L.

Izlaganje embrija zebrica trajalo je 96 h pri 262 °C.%° Praéene su morfoloske deformacije,
zaostanak zebrica u korionu, razvoj srca, oi, uha, miSic¢a te pigmentacija, duljina tijela i
smrtnost embrija. Slika 26 prikazuje kako bi trebao izgledati embrija zebrica nakon 96 h u E3

mediju. U tablici 13 prikazani su pocetni uvjeti za pokus P3.
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Slika 26. Mikrofotografija embrija zebrice Danio rerio nakon 96 h u E3 mediju sa ozna¢enim

dijelovima tijela.

Tablica 13. Pocetni uvjeti za odredivanje ekotoksi¢nosti MP-a primjenom embrija zebrica

Danio rerio (pokus P3).

POKUS P3
vrsta MP-e PS
ymp [ g/L 0,0001; 0,001; 0,01;0,1;1; 2; 3;5;6; 7;9; 10
veli¢ina MP-e / pm 0,43; 0,25; 0,12

U pokusima P3, embriji su mikroskopirani nakon 96 h izlaganja PS-u i kontrolama te su svi
uoceni utjecaji zabiljeZeni i prikazani tabli¢no i graficki u poglavlju 4.3. S obzirom na tri
ispitivane veli¢ine Cestica PS-a u pokusu P3, on ¢e biti podijeljen u daljnjem tekstu na pokuse:

P3-1 (0,43 um), P3-2 (0,25 um) i P3-3 (0,12 um).
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3.3.5. Mikroskopska analiza
Mikroskopskom su analizom pracene morfoloske karakteristike alge Chlorella sp. i

bakterijske kulture P. putide te Stetni u¢inci mikroplastike na embrije zebrica Danio rerio.

» Pseudomonas putida
Od uzorka suspenzije bakterijske kulture P. putide i MM-a prireden je trajni preparat koji
je obojan po Gramu za nulti i drugi dan provedbe pokusa P1l. Tako prireden preparat

mikroskopiran je pod ukupnim poveéanjem od 1000x.

» Chlorella sp.
Pomocu Pasteur pipete izuzeta je kapljica uzorka suspenzije alge i BM-a te je pripremljen
nativni preparat alge nultog i treeg dana tijekom provedbe pokusa P2. Tako pripremljen

preparat je mikroskopiran pod ukupnim poveéanjem od 400x.

» Zebrice Danio rerio
Embriji zebrica su se izvadili pomoc¢u Paster pipete iz jazica u Petrijeve zdjelice s E3
medijem u svrhu ispiranja istih od mikroplastike, a zatim su mikroskopirani pod povec¢anjem
od 3x,

Na slici 27 a) je prikazan svjetlosni mikroskop s ugradenom kamerom pomocu kojeg su
mikroskopirani P. putida i Chlorella sp., a na slici 27 b) prikazana je lupa s ugradenom

kamerom pomocu koje su se mikroskopirali embriji zebrica.

Slika 27. a) Svjetlosni mikroskop s ugradenom kamerom, b) lupa s ugradenom kamerom.
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4. Rezultati

4.1. Odredivanje ekotoksi¢nosti mikroplastike primjenom bakterije Pseudomonas
putida (P1)

Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.2. uzgojena je bakterijska kultura Pseudomonas putida
koja se koristila u pokusima za pripravu suspenzije bakterijske kulture. Tijekom pokusa pratila
se promjena opti¢ke gustoce, promjena broja zivih stanica CFU, temperatura te promjena pH —
vrijednosti i koncentracije otopljenoga kisika. CFU se odredivao prema bazdarnom dijagramu

prikazanom na slici 28. Dobiveni rezultati prikazani su grafi¢ki na slikama 29 — 39.

12,0

y = 5.0991x +5,6069
R*=0,9497

10,0 1

8.0 1

6,0 1

log CFU

4.0 1

2,0 1

0,0

0 0.2 0,4 0,6 0,8 1
OG}\ =436 nm

Slika 28. Bazdarni dijagram ovisnosti logaritamskog broja zZivih stanica bakterijske kulture

(log CFU) i opticke gustoce (OG) za bakteriju Pseudomonas putida.
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Slika 29. Srednja vrijednost promjene: a) pH — vrijednosti i b) koncentracije otopljenoga
kisika, za kontrolu i sve uzorke MP-a u pokusu P1 tijekom 48 h.
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Slika 30. Promjena logaritamskog broja zivih stanica bakterije Pseudomonas putida za uzorak
PE velicine Cestica 500 — 1000 pm, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 100 mg/L, c) 250 mg/L,
d) 500 mg/L i €) 1000 mg/L i za kontrolu tijekom 48 h u P1.
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Slika 31. Promjena logaritamskog broja zivih stanica bakterije Pseudomonas putida za uzorak
PE veli¢ine Cestica 300 — 500 um, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 100 mg/L, c) 250 mg/L,
d) 500 mg/L i €) 1000 mg/L i za kontrolu tijekom 48 h u P1.
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Slika 32. Promjena logaritamskog broja zivih stanica bakterije Pseudomonas putida za uzorak
PP veli¢ine Cestica 500 — 1000 um, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 100 mg/L, c) 250 mg/L,
d) 500 mg/L i e) 1000 mg/L i za kontrolu tijekom 48 h u P1.
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Rezultati [
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Slika 33. Promjena logaritamskog broja zivih stanica bakterije Pseudomonas putida za uzorak
PP velicine Cestica 300 — 500 um, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 100 mg/L, c) 250 mg/L,
d) 500 mg/L i e) 1000 mg/L i za kontrolu tijekom 48 h u P1.
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Rezultati [
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Slika 34. Promjena logaritamskog broja zivih stanica bakterije Pseudomonas putida za uzorak
PS veli¢ine Cestica 500 — 1000 um, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 100 mg/L, c) 250 mg/L,
d) 500 mg/L i €) 1000 mg/L i za kontrolu tijekom 48 h u P1.
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Slika 35. Promjena logaritamskog broja zivih stanica bakterije Pseudomonas putida za uzorak
PS veli¢ine Cestica 300 — 500 pm, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 100 mg/L, c) 250 mg/L,
d) 500 mg/L i e) 1000 mg/L i za kontrolu tijekom 48 h u P1.
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500-1000 pm, 50 mg/L
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Slika 36. Promjena logaritamskog broja zivih stanica bakterije Pseudomonas putida za uzorak
PVC veli¢ine Cestica 500 — 1000 um, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 100 mg/L, c) 250 mg/L,
d) 500 mg/L i e) 1000 mg/L i za kontrolu tijekom 48 h u P1.
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Slika 37. Promjena logaritamskog broja zivih stanica bakterije Pseudomonas putida za uzorak
PVC velicine ¢estica 300 — 500 pm, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 100 mg/L, c) 250 mg/L,
d) 500 mg/L i e) 1000 mg/L i za kontrolu tijekom 48 h u P1.
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Rezultati [
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Slika 38. Promjena logaritamskog broja zivih stanica bakterije Pseudomonas putida za uzorak
PET velicine ¢estica 500 — 1000 pm, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 100 mg/L, c) 250 mg/L,
d) 500 mg/L i e) 1000 mg/L i za kontrolu tijekom 48 h u P1.
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Slika 39. Promjena logaritamskog broja zivih stanica bakterije Pseudomonas putida za uzorak
PET veli¢ine Cestica 300 — 500 um, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 100 mg/L, ¢) 250 mg/L,
d) 500 mg/L i e) 1000 mg/L i za kontrolu tijekom 48 h u P1.
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Rezultati [

4.2. Odredivanje ekotoksi¢nosti mikroplastike primjenom mikroalge Chlorella sp.
(P2)

Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.3. uzgojena je alga Chlorella sp. koja se koristila u
pokusu P2. Tijekom pokusa pratila se promjena opticke gustoce, promjena broja zivih stanica
CFU, promjena pH — vrijednosti i koncentracije otopljenoga kisika. CFU se odredivao prema

bazdarnom dijagramu prikazanom na slici 40. Dobiveni rezultati su prikazani graficki na
slikama 41 — 56.
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Slika 40. Bazdarni dijagram ovisnosti broja zivih stanica algi (CFU) i opticke gustoce (OG)
za algu Chlorella sp.
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Slika 41. Srednja vrijednost promjene: a) pH — vrijednosti i b) koncentracije otopljenoga

kisika, za kontrolu i sve uzorke MP-a u pokusu P2 tijekom 72 h.
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Slika 42. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. za uzorak PE veli¢ine
Cestica >1000 um, koncentracije: a) 10 mg/L, b) 25 mg/L, c) 50 mg/L i d) 100 mg/L i za
kontrolu tijekom 72 h u P2,
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Slika 43. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. za uzorak PE veli¢ine

Cestica 500 — 1000 um, koncentracije: a) 10 mg/L, b) 25 mg/L, ¢) 50 mg/L i d) 100 mg/L i za

300-500 pm, 10 mg/L

kontrolu tijekom 72 h u P2.
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Slika 44. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. za uzorak PE veli¢ine
cestica 300 — 500 um, koncentracije: a) 10 mg/L, b) 500 mg/L i ¢) 1000 mg/L i za kontrolu

tijekom 72 h u P2.
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Slika 45. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. za uzorak PP veli¢ine

log CFU

Cestica >1000 um, koncentracije: a) 10 mg/L, b) 25 mg/L, c) 50 mg/L i d) 100 mg/L i za

kontrolu tijekom 72 h u P2,
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Rezultati [
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Slika 46. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. za uzorak PP veli¢ine
Cestica 500 — 1000 um, koncentracije: a) 10 mg/L, b) 25 mg/L, ¢) 50 mg/L i d) 100 mg/L i za
kontrolu tijekom 72 h u P2.
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Slika 47. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. za uzorak PP veli¢ine
Cestica 300 — 500 um, koncentracije: a) 10 mg/L, b) 500 mg/L i ¢) 1000 mg/L i za kontrolu
tijekom 72 h u P2.

62



log CFU

log CFU

>1000 pm, 10 mg/L

7.0

6.5

6,0

5,0

4,5

4.0

5.5 1

a) + log CFU uzorak log CFU kontrola

7.0

i/d

>1000 pm, 50 mg/L

6,5 1

5.5 1

5.0 1

4.5 1

4.0

) + log CFU uzorak log CFU kontrola

t/d

log CFU

log CFU

7,0

6.5

6.0

5.5

5.0

4.5

4,0

7.0

6.5

6.0 1

55 1

5,0 1

4,5 A

4,0

Rezultati [

>1000 pm, 25 mg/L

b) +log CFU uzorak log CFU kontrola

i/d

>1000 pm, 100 mg/L

) + log CFU uzorak log CFU kontrola

t/d

Slika 48. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. za uzorak PS veli¢ine

log CFU

Cestica >1000 um, koncentracije: a) 10 mg/L, b) 25 mg/L, c) 50 mg/L i d) 100 mg/L i za
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Slika 49. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. za uzorak PS veli¢ine
Cestica 500 — 1000 um, koncentracije: a) 10 mg/L, b) 25 mg/L, ¢) 50 mg/L i d) 100 mg/L i za
kontrolu tijekom 72 h u P2.
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Slika 50. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. za uzorak PS veli¢ine
Cestica 300 — 500 um, koncentracije: a) 10 mg/L, b) 500 mg/L i ¢) 1000 mg/L i za kontrolu
tijekom 72 h u P2.
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Slika 51. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. za uzorak PVC
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Slika 52. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. za uzorak PVVC

veli¢ine Cestica 500 — 1000 um, koncentracije: a) 10 mg/L, b) 25 mg/L, c) 50 mg/L i
d) 100 mg/L i za kontrolu tijekom 72 h u P2,

300-500 pm, 10 mg/L

300-500 pum, 500 mg/L
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Slika 53. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. za uzorak PVVC

veli¢ine Cestica 300 — 500 pm, koncentracije: a) 10 mg/L, b) 500 mg/L i c) 1000 mg/L i za

kontrolu tijekom 72 h u P2,
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Slika 54. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. za uzorak PET
veli¢ine Cestica >1000 um, koncentracije: a) 10 mg/L, b) 25 mg/L, ¢) 50 mg/L i
d) 100 mg/L i za kontrolu tijekom 72 h u P2.
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Slika 55. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. za uzorak PET
veli¢ine Cestica 500 — 1000 um, koncentracije: a) 10 mg/L, b) 25 mg/L, c) 50 mg/L i
d) 100 mg/L i za kontrolu tijekom 72 h u P2,
300-500 pm, 10 mg/L 300-500 pm, 500 mg/L
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Slika 56. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. za uzorak PET
veli¢ine Cestica 300 — 500 pm, koncentracije: a) 10 mg/L, b) 500 mg/L i c) 1000 mg/L i za
kontrolu tijekom 72 h u P2,
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4.3. Odredivanje ekotoksi¢nosti mikroplastike primjenom embrija zebrica Danio
rerio (P3)

Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.4. dobili su se embriji zebrica koji su se koristili u
pokusu P3. Na slici 57 prikazan je razvoj embrija zebrica tijekom 96 h. U pokusu P3 pratio se
zaostanak embrija u korionu, pigmentacija i razvoj organa vidljivih pod lupom (Slika 26 u
poglavlju 3.3.4.).

Provodili su se preliminarni pokusi odnosno sve kontrole kao i otopina PS-a postavljali su
seu 12 jazica. S obzirom da su se postavljali preliminarni pokusi nisu se postavljale sve kontrole
prema protokolu ve¢ pozitivna kontrola 3,4-DCA (20 mg/L), kontrola otapala DMSO (0,1 %),
najveca koncentracija u pokusu za kontrolu za otapalo KPS i negativna kontrola E3. Rezultati
kontrola prikazani su u tablici 14 te su na slikama 58 i 59 prikazani embriji nakon izlaganja
kontrolama. Rezultati pokusa P3 prikazani su graficki na slikama 60, 61 i 62, a ukupni rezultati
prikazani su posebno za svaku veli¢inu PS-a u tablici 15, 16 i 17.

Slika 57. Prikaz razvoja embrija zebrice u E3 mediju: a) nakon mrijesta (0 h), b) nakon 24 h,
c) nakon 48 h i d) nakon 72 h.

69



Rezultati [

Tablica 14. Rezultati kontrola u P3 pokusu.

KONTROLA DATUM  KONCENTRACIJA REZULTAT
3.2.2020. Svi mrtvi
10.2.2020. Svi mrtvi
3,4-DCA 20 mg/L
24.2.2020. Svi mrtvi
2.3.2020. Svi mrtvi
3.2.2020. 1 mrtav
DMSO 0,1%
10.2.2020. Svi zivi
10 g/L 2 u korionu

3.2.2020.

KPS 1lg/L 1 mrtav
10.2.2020. 0,1g/L 1 u korionu
3.2.2020. Svi zivi
10.2.2020. Svi zivi
24.2.2020. Svi zivi

E3 /

Svi zivi; 4 u korionu i veéina sumnjiva:
jedan ima crvenilo ispod srca, izgleda kao nakupina
krvi ; jedan napuhnut i uo¢ene morfoloske

2.3.2020. deformacije ; jedan u potpunosti siv ; nekoliko ih ima
deformiranu Zumanjéanu vrecicu ; samo 4 od 12
izgledaju normalno
— UPITNA VALJANOST POKUSA (Slika 59)

*ukupno izlozeno 12 embrija u svakom pokusu
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Slika 58. Mikrofotografije ebrija zebrica Danio rerio nakon 96 h u: a) i b) E3 mediju,
c) negativnoj kontroli DMSO, d) kontroli za otapalo KPS i €) pozitivnoj kontroli 3,4-DCA.

it

Slika 59. Mikrofotografije embrija zebrica Danio rerio nakon 96 h u E3 mediju u pokusu P3:
a) zaostanak embrija u korionu, b) izostanak pigmetacije, ¢) deformirana zumanjcana vreéica i

d) izostanak pigmentacije i deformirana Zumanj¢ana vrecica.
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Tablica 15. Prikaz ukupnih rezultata pokusa P3-1.

UZORAK DATUM e [g/L] REZULTATI
10.2.2020. 0,0001 Svi zivi i pokretni
10.2.2020. 0,001 Svi zivi i pokretni
10.2.2020. 0,01 Svi zivi 1 pokretni
10.2.2020. 0,1 Svi zivi 1 pokretni
24.2.2020. 1 9 zivih i pokretnih ; 3 u korionu, ali Zivi

6 zivih i pokretnih ; 2 u korionu ; 5 ih je imalo glavu u
2.3.2020. 2 korionu; svi zivi, ali s odredenim morfoloSkim
deformacijama
2 T : 8 zivih i pokretnih ; 4 u korionu, ali zivi ; uocen
razdvojen zumanjak kod nekih
7 izvan koriona ; 5 u korionu ; ukupno ih je zivih 5
PS_0,43um 2.3.2020. 5 fzvan koriona i 2 unutra koriona ; ve¢ina ima crvenilo
ispod srca
Naizgled svi mrtvi i samo 3 izvan koriona ; nakon
24.2.2020. 6 otvaranja koriona 4 ziva, ali s o¢iglednim
posljedicama
2 izvan koriona i ziva, ali srce malo sa slabim
otkucajima ; kod jednog je zamije¢eno nakupljanje
MP-¢e na oc¢ima i glavi te je bio napuhnut i imao puno
tekuc¢ine oko srca dok je drugi bio u potpunosti siv ;
2.3.2020. 7 10 unutra koriona od kojih je 6 zivih s o¢iglednim
posljedicama: slabi i spori otkucaji srca, nakupina
krvi ispod srca, sitno tijelo i uocen je manjak
pigmentacije ; samo jedan je bio ziv i normalno

izgledao

24.2.2020. 9 Svi mrtvi i samo 2 izvan koriona

3.2.2020. 10 Svi mrtvi i u korionu

*ukupno izlozeno 12 embrija u svakom pokusu
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.

Slika 60. Mikrofotografije embrija zebrica Danio rerio nakon 96 h u pokusu izlaganja

embrija PS-u veli¢ine Cestica 0,43 um. Na slikama su prikazani $tetni utjecaji PS-a navedeni u
tablici 15. Pod a), k) i h) vidljiv je zaostanak embrija u korionu, pod b) i j) prikazan je
izostanak pigmentacije, pod d), g) i 1) prikazana je deformacija Zumanj¢ane vrecice, pod c) 1
e) vide se deformacije i zaostanak u razvoju (slabo razvijeno tijelo s obzirom na veli¢inu), pod
f) se vidi nakupina krvi oko srca (crvenilo) i pod I) je prikazan mrtav embrij osloboden iz
koriona nakon 96 h.

73



Rezultati [

Tablica 16. Prikaz ukupnih rezultata pokusa P3-2.

UZORAK DATUM e [g/L] REZULTATI
10.2.2020. 0,0001 Svi zivi i pokretni
10.2.2020. 0,001 Svi Zivi i pokretni
10.2.2020. 0,01 Svi zivi i pokretni
10.2.2020. 0,1 Svi zivi 1 pokretni
24.2.2020. 1 9 zivih i pokretnih ; 3 u korionu, ali zivi
9 zivih i pokretnih ; 3 u korionu ; samo 1 mrtav ;
2.3.2020. 2 o
PS_0,25um ostali pomalo napuhnuti i imaju sivi Zzumanjak
24.2.2020. 3 7 zivih i pokretnih ; 5 u korionu, ali zivi
2.3.2020. 5 Svi u korionu ; 2 ziva, ali ne izgledaju dobro
Naizgled svi mrtvi i samo 4 izvan koriona ; nakon
24.2.2020. 6 otvaranja koriona 2 Ziva (1 iz koriona i 1 koji je bio
izvan koriona), ali s o¢iglednim posljedicama
2.3.2020. 7 Svi u korionu ; 1 ziv, ali jedva
Svi mrtvi i samo 2 izvan koriona ; nema zivih nakon
24.2.2020. 9

otvaranja koriona

*ukupno izlozeno 12 embrija u svakom pokusu
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Slika 61. Mikrofotografije embrija zebrica Danio rerio nakon 96 h u pokusu izlaganja

embrija PS-u veli¢ine ¢estica 0,25 pm. Na slikama su prikazani Stetni utjecaji PS-a navedeni u
tablici 16. Pod a), d), f), g) 1 h) prikazana je deformacija Zumanj¢ane vrecice, pod b) i ¢)
prikazan je zaostanak embrija u korionu, pod €) i lj) prikazani su mrtvi embriji nakon
otvaranja koriona , pod i), j), k) i I) prikazani su embriji nakon otvaranja koriona s vidljivim
deformacijama i zaostankom u razvoju (slabo razvijeno tijelo s obzirom na veli¢inu), pod j),

k) i I) mogu se uociti ¢estice PS-a oko embrija.
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Tablica 17. Prikaz ukupnih rezultata pokusa P3-3.

UZORAK DATUM

10.2.2020.

10.2.2020.

10.2.2020.

10.2.2020.

24.2.2020.

2.3.2020.

PS_0,12um

24.2.2020.

2.3.2020.

24.2.2020.

2.3.2020.

24.2.2020.

*ukupno izlozeno 12 embrija u svakom pokusu

e [g/L]

0,0001

0,001

0,01

0,1

REZULTATI

Svi zivi 1 pokretni

Svi zivi i pokretni

Svi zivi i pokretni

Vecina ziva i pokretna ; 1 u korionu

Vecina ziva i pokretna ; 1 u korionu ; 1 ima glavu u
korionu

5 zivih 1 pokretnih; 7 u korionu, od kojih su 4 mrtva ;
druga 3 iz koriona Zivi, ali smezurani i jako slabo
kuca srce

7 zivih i pokretnih ; 5 u korionu (4 od 5 ih je mrtvo) ;
zamijec¢eno nakupljanje MP-e na embrijima u
korionu, ali i na izlegnutim ; razdvojen Zumanjak
Svi u korionu ; 5 zivih, ali svi napuhani i sivkasti, ne
izgledaju zdravo te svi imaju poveéanu tekuéinu oko

srca (sr¢ani edem)
Vecina u korionu i svi mrtvi

1 izvan koriona ; 11 unutar ; ovaj izvan koriona Ziv i
jedan nakon oslobadanja — ukupno 2, ali ne izgledaju
dobro

Svi mrtvi, sivi, smeZurani i ve¢ina u korionu
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Slika 62. Mikrofotografije embrija zebrica Danio rerio nakon 96 h u pokusu izlaganja

embrija PS-u veli¢ine ¢estica 0,12 um. Na slikama su prikazani $tetni utjecaji PS-a navedeni u
tablici 17. Pod a), b), c) i d) prikazan je zaostanak embrija u korionu, pod e), ), h), m) i n)
prikazana je deformacija Zumanj¢ane vrecice, pod g), 1), j) 1 k) prikazani su mrtvi embriji

nakon otvaranja koriona, pod I) prikazan je embrij na kojem su vidljive nakupine Cestica PS-a,

pod lj), nj), o) i p) prikazani su embriji nakon otvaranja koriona s vidljivim deformacijama i

zaostankom u razvoju (slabo razvijeno tijelo s obzirom na veli¢inu).
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5. Rasprava

Uzevsi u obzir sve ekonomske prednosti plastike te potrebe stanovniStva koje je u
konstantnom porastu, nije neobi¢no da je i proizvodnja plastike isto tako u konstantnome
porastu. Problem onecisc¢enja okolisa plastikom postoji od davnina, ali u novije vrijeme brzina
ulaska plastike i mikroplastike u okoli§ nadmasuje brzinu njezinog uklanjanja. Samim time
dolazi i do sve veceg oneéiséenja okolisa.®* Postavlja se pitanje koliko je ona zapravo §tetna za
ziva bica i okolis. U ovome radu ispitao se utjecaj mikroplastike koja nastaje razgradnjom
makroplastike na razliite organizme. Proveli su se pokusi ispitivanja ekotoksi¢nosti
mikroplastike (PE-a, PP-a, PS-a, PVC-a i PET-a) na bakteriju Pseudomonas putida,
slatkovodnu algu Chlorella sp. te embrije zebrica Danio rerio. Nacin provedbe ovih pokusa

kao i praceni parametri opisani su u poglavlju 3 — eksperimentalni dio.

5.1. Analiza pokusa P1

U pokusu P1 odredivala se ekotoksi¢nost mikroplastike primjenom bakterije Pseudomonas
putida. P. putida izlagala se PE-u, PP-e, PS-u, PVC-u i PET-u tijekom 48 h, a pocetni uvjeti
prikazani su u tablici 11.

Na slici 28 prikazan je bazdarni dijagram ovisnosti logaritamskog broja zivih stanica
bakterijske kulture (log CFU) o optickoj gusto¢i (OG). S obzirom na R? koji iznosi 0,9497 moze
se zakljuciti dobro slaganje ova dva pokazatelja te se tijekom pokusa P1, log CFU odredivao
prema dobivenom bazdarnom dijagramu. Osim CFU-a i OG-e, tijekom 48 h pratila se promjena
pH — vrijednosti te promjena koncentracije otopljenog kisika. Na slici 29 a) prikazana je srednja
vrijednost promjene pH — vrijednosti, a na slici 29 b) srednja vrijednost promjene koncentracije
otopljenog kisika, za kontrolu i sve uzorke MP-a u pokusu P1 tijekom 48 h. Iz grafova je
vidljivo da tijekom pokusa nije doslo do znacajne promjene niti jednog od ova dva pokazatelja.

Slike 30 — 39 prikazuju promjenu broja stanica P. putide za sve uzorke MP-a veliCine Cestica
300 — 500 pm i 500 — 1000 um te za koncentracije 50; 100; 250; 500 i 1000 mg/L tijekom
48 h. 1z grafova je vidljivo da je u svim pokusima doslo do smanjenja broja stanica bakterija
nakon 24 h u usporedbi s kontrolom dok se nakon 48 h taj broj ponovo povecao. Ovakav trend
pripisuje se tome Sto su bakterije vrlo oportunisti¢ke 1 lako se prilagodavaju novom okruzenju
zbog bogatog enzimatskog sustava.®* Dokazano je da Pseudomonas sp. ima sposobnost
razgradnje PE®, Pseudomonas aeruginosa moze razgraditi PET i PS®, a Pseudomonas putida
PVC¥.

78



Rasprava [N

Osim toga, mikroorganizmima je opcenito potreban dulji vremenski period kako bi se
prilagodili na novonastale uvjete, te se i zbog toga test ekotoksi¢nosti provodi prema normi
48 h. lako je u svim pokusima slian trend promjene broja stanica bakterije, ipak postoje
odredene razlike kada govorimo o utjecaju veli¢ine 1 koncentracije MP-a.

Na slici 30 moze se vidjeti da je do najveceg smanjenja stanica bakterije doslo pri izlaganju
P. putide PE-u veli¢ine ¢estica 500 — 1000 pm pri najvecoj koncentraciji PE-a, tj. 1000 mg/L.
Broj stanica bakterije smanjio se nakon 24 h sa pocetnih 6x108 st/mL na 1,2x108 st/mL (Slika
30 e)). S druge strane, prilikom izlaganja P. putide PE-u veli¢ine ¢estica 300 — 500 um (Slika
31), najvece smanjenje stanica bakterije prouzrocila je koncentracija PE-a od 100 mg/L §to je
prikazano na slici 31 b). Pocetni broj stanica bakterije smanjio se nakon 24 h na 1x10° st/mL.
U gotovo svim pokusima izlaganja P. putide PE-u, broj stanica bakterije je porastao nakon
48 h, osim pri izlaganju PE-u veli¢ine ¢estica 500 — 1000 um pri koncentraciji od 100 mg/L. U
tom pokusu se podetni broj stanica smanjio na 2,1x108 st/mL nakon 24 h te je nakon 48 h
iznosio 1,2x10° st/mL (Slika 29 b)).

Pri izlaganju P. putide PP-u veli¢ine ¢estica 500 — 1000 um (Slika 32), najveéu promjenu
stanica bakterije izazvala je koncentracija Cestica 250 mg/L gdje se broj stanica bakterije
smanjio sa pocetnih 4,1x10° st/mL na 9,8x10° st/mL nakon 24 h (Slika 32 c)). Na slici 33
vidljivo je da veli¢ina Cestica 300 — 500 um PP-a nije imala isti utjecaj te da je najvece
smanjenje stanica bakterije izazvala koncentracija ¢estica od 100 mg/L. Pocetni broj stanica se
tada smanjio sa pocetnih 4,1x10° st/mL na 6,8x10° st/mL nakon 24 h (Slika 33 b)). U svim
pokusima izlaganja P. putide PP-u, broj stanica bakterije je porastao nakon 48 h.

Slika 34 prikazuje promjenu broja stanica P. putide nakon izlaganja PS-u veli¢ine Cestica
500 — 1000 pm. Pri usporedbi svih grafova moze se vidjeti da je do najvece promjene doslo pri
izlaganju bakterije koncentraciji od 1000 mg/L gdje se broj stanica bakterije smanjio sa
pocetnih 8,6x10° st/mL na 1,2x10° st/mL nakon 24 h (Slika 34 e)). Prilikom izlaganja P. putide
manjoj veli¢ini ¢estica 300 — 500 um (Slika 35) do najvece promjene doslo je nakon 24 h kod
izlaganja koncentraciji od 100 mg/L $to je prikazano na slici 35 b). S obzirom na dosadasnja
istrazivanja prema kojima je dokazano da P. putida moze rasti uz prisutnost PS-a%, zanimljivo
je da je u cak cetiri slucaja doslo do kontinuiranog pada broja stanica u pokusu odnosno broj
stanica bakterije je nastavio padati i nakon 24 h izlaganja. Takav trend je zapaZen prilikom
izlaganja P. putide PS-u veli¢ine ¢estica 500 — 1000 um i koncentraciji od 50 mg/L i 250 mg/L
te PS-u veli¢ine Cestica 300 — 500 um i koncentraciji od takoder 50 mg/L i 250 mg/L.
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Medutim, dokaz da P. putida moze koristiti PS kao izvor ugljika potvrduje ¢injenica da je
u tri pokusa broj stanica bakterije nakon 48 h iznosio vise nego broj stanica bakterije u
kontrolnim tikvicama koje nisu sadrzavale PS. Takva situacija zabiljezena je prilikom izlaganja
P. putide PS-u veli¢ine ¢estica 500 — 1000 um i koncentraciji 50 mg/L te veli¢ini ¢estica 300 —
500 um 1 koncentraciji 100 mg/L 1 500 mg/L.

Izlaganje P. putide PVC-u veli¢ine ¢estica 500 — 1000 um prikazano je na slici 36. U ovome
pokusu uocen je najveci pad broja stanica bakterije pri izlaganju koncentraciji ¢estica od 250
mg/L gdje je broj stanica bakterije pao sa podetnih 4,2x108 st/mL na 1x10° st/mL nakon 24 h
(Slika 36 c)). Izlaganje P. putide PVC-u veli¢ine ¢estica 300 — 500 um rezultiralo je najveéim
smanjenjem broja stanica bakterije u odnosu na nulti dan pri izlaganju bakterije 24 h
koncentraciji ¢estica od 100 mg/L $to je prikazano na slici 37. Pocetni broj stanica bakterije pao
sa pocetnih 4,2x10° st/mL na 6,9x10° st/mL (Slika 37 b)). Nekoliko istrazivanja je dokazalo
kako P. putida moze koristiti PVC kao izvor ugljika za rast i razmnozavanje.®"8%%°! Qvaj
pokus je to i potvrdio jer je pri svim izlaganjima doslo do porasta krajnjeg broja stanica bakterije
te je u Cak Sest pokusa broj stanica bakterije u uzorcima nakon 48 h iznosio vise nego broj
stanica u kontrolnim tikvicama bez PVVC-a (grafovim na slikama 35 i 36).

Pri izlaganju P. putide PET-u veli¢ine ¢estica 500 — 1000 um (Slika 38), najvecu promjenu
broja stanica bakterije prouzrodila je koncentracija Cestica od 1000 mg/L gdje se broj stanica
bakterije smanjio sa pocetnih 4,2x10° st/mL na 1,2x10° st/mL nakon 24 h (Slika 38 a)). Naslici
39 prikazana je promjena broja stanica P. putide pri izlaganju PET-u veli¢ini ¢estica 300 — 500
um. Najvece smanjenje broja stanica prouzrocila je koncentracija ¢estica od 100 mg/L gdje se
pocetni broj stanica bakterije smanjio na 6,3x10° st/mL nakon 24 h (Slika 39 b)). U svim
pokusima izlaganja P. putide PET-u, broj stanica bakterije je porastao nakon 48 h.

Slika 63 prikazuje inhibiciju rasta P. putide u postotku naspram koncentracije MP-e
usporedno za sve vrste, veli¢ine i koncentracije MP-a. Inhibicija se racunala prema formuli 3
navedenoj u poglavlju 3.3.4. Najvecu inhibiciju rasta izazvao je PS (stupi¢i oznaceni zelenom
bojom). PS veli¢ine ¢estica 500 — 1000 pm i koncentracije 1000 mg/L izazvao je maksimalnu
inhibiciju rasta P. putide, ¢ak 13,77 % dok je PS veli¢ine Cestica 300 — 500 pm iste
koncentracije izazvao inhibiciju rasta od 11,60 %. U svim drugim pokusima izracunata
inhibicija rasta P. putide nije prelazila 10 %. Najmanja inhibicija rasta zabiljezena je prilikom
izlaganja P. putide PE-u velicine ¢estica 300 — 500 um. U tom slu¢aju inhibicija rasta je pri
skoro svim koncentracija iznosila oko 1 %. Jedinu vecu inhibiciju izazvala je koncentracija od

1000 mg/L, 5,37 %.

80



Rasprava [N

100 ®m PE, 500-1000 pm 20
90 |[mPP, 500-1000 pm
B PS, 500-1000 pm 15

80 | mPVC, 500-1000 pm

70 PET, 500-1000 pm

B PE, 300-500 pm

60 [EPP, 300-500 pm

50 EPS, 300-500 pm H £ 4 E H
8PVC, 300-500 pm 50 100 250 500 1000

40 PET, 300-500 pm

INH /%
S

INH / %

e/ mg/L
30
20
10

Slika 63. Inhibicija rasta Pseudomonas putide za sve za sve ispitivane vrste, veli¢ine i

koncentracije MP-a.

U gotovo svim P1 pokusima, najveéa inhibicija rasta zabiljezena je prilikom izlaganja P.
putide najvecoj koncentraciji MP-a od 1000 mg/L, a najmanja inhibicija je zabiljezena pri
izlaganju najmanjoj koncentraciji odnosno 50 mg/L. Zapazeno je i da su u prosjeku manje
veli¢ine Cestica uzrokovale vecu inhibiciju rasta P. putide. Prosje¢na vrijednost inhibicije rasta
svih vrsta MP-a za veli¢ine Cestica 500 — 1000 um i koncentracije 1000 mg/L iznosi oko 7,5 %,
a prosjecna vrijednosti inhibicije svih vrsta MP-a za veli¢ine Cestica 300 — 500 pum i
koncentracije 1000 mg/L iznosi oko 8 %.

Promatranjem umanjenog grafa na slici 63 moze se bolje uoditi razlika u inhibiciji rasta
koju je izazvala MP-a vece veliCine Cestica i nize koncentracije naspram inhibicije rasta koju je
izazvala MP-a manje veli¢ine Cestica i vece koncentracije. Moze se zakljuciti da se smanjenjem
veli¢ine Cestica i povecanjem koncentracije bilo koje vrste MP-a, inhibicija rasta P. putide

povecava.

5.2.  Analiza pokusa P2
U pokusu P2 odredivala se ekotoksi¢nost mikroplastike primjenom slatkovodne alge
Chlorella sp.. U ovome pokusu, Chlorella sp. izlagala se PE-u, PP-e, PS-u, PVC-u i PET-u

tijekom 72 h, a po€etni uvjeti prikazani su u tablici 12.
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Slika 40 prikazuje bazdarni dijagram ovisnosti broja zivih stanica mikroalge (CFU) o
optickoj gustoéi (OG). Prema R? koji iznosi 0,9718 moze se zakljuditi dobro slaganje ova dva
pokazatelja te se tijekom pokusa P2, CFU odredivao prema dobivenom bazdarnom dijagramu.

Tijekom 72 h pratila se i morfoloska promjena stanica alge, promjena pH — vrijednosti te
promjena koncentracije otopljenoga kisika. S obzirom da prosje¢ni promjer pora stani¢ne
stjenke alge roda Chlorella iznosi manje od 20 nm® (za Chlorella vulgaris) bilo je o¢ekivano
da do transporta MP-¢e kroz stani¢nu stjenku nec¢e do¢i. Tijekom pokusa nisu zabiljezene niti
promjene boje niti oblika stanica alge. Na slici 41 a) prikazana je srednja vrijednost promjene
pH — vrijednosti, a na slici 41 b) srednja vrijednost promjene koncentracije otopljenoga kisika,
za kontrolu i sve uzorke MP-a u pokusu P2 tijekom 72 h. Iz prikazanih grafova moze se
zakljuciti da tijekom pokusa nije doslo do znaajne promjene niti jednog od ova dva
pokazatelja.

Slike 42 — 56 prikazuju promjenu broja stanica Chlorella sp. za sve uzorke MP-a veli¢ine
Cestica 300 — 500 pum i koncentracije 10; 500 i 1000 mg/L te veli¢ine ¢estica 500 — 1000 um i
>1000 um i koncentracije 10; 25; 50 i 100 mg/L u usporedbi sa kontrolom tijekom 72 h. Nakon
provedbe pokusa s ve¢om veli¢inom Cestica i manjim koncentracijama nije zabiljeZena niti
jedna veca inhibicija rasta stanica alge te se zbog toga u nastavku provodio pokus s manjom
veli¢inom Cestica 1 ve¢om koncentracijom MP-a.

Usporedbom svih grafova moze se primijetiti razliciti trend promjene broja stanica
mikroalge Chlorella sp. tijekom pokusa. Rast broja stanica alge u uzorcima s MP-om pripisuje
se tome $to se mikroalge kao i bakterije mogu prilagoditi razli¢itim uvjetima u okruZenju.
Mogucnost njihove prilagodbe omogucuje im njihova ekspresiji gena koja je specifi¢na za
svaku vrstu mikroalgi, a omoguéuje im odrzavanje normalnih Zivotnih funkcija.*® Razmatra se
i sposobnost mikroalgi da kao i bakterije mogu koristiti MP-u kao izvor ugljika i energije za
rast i razvoj, ali za rod Chlorella ne postoji jos dovoljan broj istrazivanja te je ovo za sada samo
pretpostavka.?% 1z dobivenih rezultata vidljivo je da razli¢ite vrste, koncentracije i veli¢ine
MP-e imaju razli¢it utjecaj na algu. To se poklapa sa nekoliko istrazivanja u kojima je dokazano
da toksi¢ni u¢inak MP-e na mikroalge postoji, ali on ovisi o vrsti, koncentraciji i veli¢ini ¢estica
MP-e te vrsti mikroalge na kojoj se istraZivanje provodi.®®®’ Do sada provedena ispitivanja
toksi¢nosti MP-a na mikroalgama roda Chlorella ukazuju na to da se toksi¢nost povecava sa

smanjenjem veli¢ine estica i poveéavanjem koncentracije MP-a.%2:93:96.97
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Na slikama 42, 43 i 44 prikazana je promjena broja stanica alge Chlorella sp. za uzorak PE-
a veli¢ine Cestica >1000; 500 — 1000 i 300 — 500 pm. Usporedbom grafova moze se zakljuditi
da je pri izlaganju alge svim koncentracijama i veli¢inama PE-a doslo do sli¢nog trenda
promjene broja stanica alge odnosno nakon 24 h doslo je do blagog porasta, nakon 48 h u svim
pokusima je doslo do smanjenja broja stanica alge te se nakon 72 h taj broj ponovno povecao.
Pri izlaganju Chlorella sp. PE-u veli¢ine Cestica >1000 um, najveé¢e smanjenje broja stanica
alge nakon 48 h izazvala je koncentracija od 50 mg/L gdje se pocetni broj stanica smanjio sa
5,1x10° st/mL na 4,1x10° st/mL $to je prikazano na slici 42 c). U pokusu izlaganja Chlorella
sp. PE-u veli¢ine Cestica 500 — 1000 pum, niti jedna koncentracija nije izazvala ve¢e smanjenje
broja stanica alge tijekom pokusa $to je vidljivo na slici 43. Pri izlaganju Chlorella sp. PE-u
veli¢ine Cestica 300 — 500 um (Slika 44) trend promjene broja stanica alge je malo drugaciji. U
ovome pokusu alga se izlagala ve¢im koncentracijama PE-e odnosno koncentracijama od 500
i 1000 mg/L. U oba pokusa se broj stanica alge smanjio ve¢ nakon 24 h sa pocetnih
5,1x10° st/mL na 3,1x10° st/mL te je ostao nizi od pocetnog broja stanica alge do kraja pokusa
Sto je prikazano na slici 44 b) i ¢). To se poklapa sa ¢injenicom da ¢e manja veli¢ina Cestica
MP-¢ i veéa koncentracija imati ve¢i u¢inak na rast mikroalge.%%93%

Prilikom izlaganja mikroalge PP-u veli¢ine ¢&estica >1000 i 500 — 1000 pm i
koncentracijama 10; 25; 50 1 100 mg/L do najveéeg Smanjenja broja stanica alge doslo je nakon
24 h, dok je nakon 48 h broj stanica porastao, a nakon 72 h se ponovno smanjio (Slike 45 i 46).
Najvece smanjenje broja stanica alge nakon 24 h izazvala je veli¢ina Cestica PP-a 500 — 1000
um i koncentracija od 100 mg/L. Tada se broj stanica Chlorella sp. smanjio sa po¢etnih 5,1x10°
st/mL na 3,1x10° st/mL $to je prikazano na slici 46 d). Slika 47 prikazuje promjenu broja stanica
alge pri izlaganju PP-u veli¢ine ¢estica 300 — 500 pm i koncentracijama 10; 500 i 1000 mg/L.
U ovome pokusu je broj stanica alge porastao nakon 24 h, a do najveéeg smanjenja doslo je
nakon 48 h odnosno 72 h. Najveée zabiljezeno smanjenje broja stanica alge prouzrocila je
koncentracija PP-u od 500 mg/L gdje se nakon 72 h poéetni broj stanica sSmanjio na 4,1x10°
st/mL $to je prikazano na slici 47 b). Slican trend zabiljezen je u istrazivanju kojeg su proveli
Song i suradnici 2016. godine®. Oni su izlagali Chlorella sp. razli¢itim vrstama MP-e veli¢ine
Cestica od 74 um i koncentraciji od 200 mg/L tijekom 96 h. Pratili su promjenu OG pri A =680
nm, a pri izlaganju Chlorella sp. PP-u najveéi pad OG su zabiljezili nakon 72 h.%

U pokusu izlaganja Chlorella sp. PS-u veli¢ine cestica >1000 pum, broj stanica alge se
tijekom 72 h smanjivao u svim pokusima (Slika 48). Najve¢e smanjenje izazvala je
koncentracija od 100 mg/L gdje se pocetni broj stanica alge nakon 72 h smanjio sa
5,1x10° st/mL na 2,8x10° st/mL $to je prikazano na slici 48 d).
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U pokusu izlaganja alge PS-u veli¢ine ¢estica 500 — 1000 um niti jedna koncentracija nije
prouzrocila vecu promjenu broja stanica alge sto je vidljivo na slici 49. Najvece zabiljezeno
smanjenje broja stanica izazvala je koncentracija od 50 mg/L nakon 48 h. Broj stanica alge se
u tom pokusu smanjio sa poéetnih 5,1x10° st/mL na 4,1x10° st/mL (Slika 49 c)). Na slici 49
prikazana je promjena broja stanica alge prilikom izlaganja Chlorella sp. PS-u veli¢ini ¢estica
300 — 500 um i koncentracijama 10; 500 i 1000 mg/L. Najveée smanjenja broja stanica alge
zabiljezeno je nakon 24 h u pokusima izlaganja alge ve¢im koncentracijama PS-a odnosno 500
i 1000 mg/L. U oba slu¢aja pocetni broj stanica se smanjio sa 5,1x10° st/mL na 3,1x10° st/mL
nakon 24 h (Slika 50 b) i ¢)). Li i suradnici proveli su istrazivanje u kojem su izlagali Chlorella
pyrenoidosa PS-u veli¢ine Cestica 0,1; 0,55 1 5 um te koncentracijama 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64
mg/L tijekom 96 h®8, Inhibiciju rasta odredivali su prema optickoj gustoéi koju su mijerili
takoder na valnoj duljini 680 nm. Istrazivanjem je utvrdeno da su vecéu inhibiciju rasta Chlorella
pyrenoidosa izazvale samo manje veli¢ine ¢estica 0,1 i 0,55 um dok veli¢ina Cestica PS-a od
5 um nije izazvala gotovo nikakvu inhibiciju rasta alge izlaganjem navedenim
koncentracijama.®® To je u skladu sa dobivenim podacima u pokusu izlaganja Chlorella sp.
vecim Cesticama PS-a odnosno >1000 i 500-1000 um gdje nije zabiljezena veca promjena broja
stanica alge.

Pri izlaganju Chlorella sp. PVC-u velicine Cestica >1000 um nije zabiljeZzeno niti jedno
veée smanjenje broja stanica alge kao sto je vidljivo na slici 51. Jedino veée smanjenje broja
stanica u usporedbi s kontrolom vidljivo je na slici 51 d) gdje je broj stanica alge u uzorku s
PVC-om koncentracije od 100 mg/L iznosio 4,8x10° st/mL dok je broj stanica alge u kontrolnoj
tikvici iznosio 5,8x10° st/mL. Na slici 52 prikazana je promjena broja stanica alge u pokusu
izlaganja mikroalge PVC-u velic¢ine ¢estica 500 — 1000 pm. U sva Cetiri pokusa broj stanica se
smanjio veé¢ nakon 24 h sa podetnih 5,1x10° st/mL na oko 3,1x10° st/mL nakon ¢ega je ponovno
porastao u svim pokusima. U pokusu gdje se mikroalga izlagala koncentraciji PVC-a od 25 i
50 mg/L, broj stanica alge se nakon porasta, ponovno smanjio nakon 72 h na 3,8x10° st/mL
odnosno 3,5x10° st/mL. Pri izlaganju Chlorella sp. PVC-u veli¢ine &estica 300 — 500 um i
koncentracijama 10; 500 i 1000 mg/L najvece smanjenje pocetnog broja stanica alge izazvale
su veée koncentracije $to je vidljivo na slici 53. Koncentracija od 500 mg/L izazvala je
smanjenje po&etnog broja satnica na 3,5x10° st/mL nakon 72 h dok je koncentracija od 1000
mg/L izazvala smanjenje na 4,5x10° st/mL (Slika 53 b) i c)). Ovi rezultati su u skladu s
istrazivanjem kojeg su proveli Fu i suradnici u kojem se Chlorella vulgaris izlagala
mikroplastici PVC-a koncentracijama 10; 100 i 1000 mg/L tijekom 10 dana.*® OG pratila se

mjerenjem na A = 680 nm, a u¢inak PVC-a se poveéavao s poveéanjem koncentracije.*
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Slike 54, 55 i 56 prikazuju promjenu broja stanica Chlorella sp. pri izlaganju PET-u veli¢ine
Cestica >1000 i 500 — 1000 um, koncentracijama 10; 25; 50 i 100 mg/L te veli¢ini ¢estica 300
— 500 pum i koncentracijama 10; 500 i 1000 mg/L. U vecini ovih pokusa broj stanica alge u
uzorcima i kontroli se nisu previse razlikovali odnosno nisu zabiljeZena veca sSmanjenja broja
stanica alge u odnosu na pocetni broj. U nekoliko slu¢ajeva je tikvica sa uzorcima PET-a
sadrzavala veci broj stanica alge nego kontrolne tikvice. Na slici 56 ¢) moze se vidjeti da je ¢ak
i u pokusu izlaganja mikroalge PET-u veli¢ine Cestica 300-500 um i najvecoj koncentraciji
odnosno 1000 mg/L, broj stanica alge uzorka iznosio vise nego broj stanica alge u kontroli
nakon 72 h. Ova pojava se moze objasniti ¢injenicom da Chlorella sp. moze koristiti PET kao
izvor ugljika za rast i razvoj. Muslihuddin i suradnici potvrdili su to istrazivanjem u kojem su
izlagali Chlorella Pyrenoidosa PET-u veli¢ine ¢estica 0,25-1 mm? tijekom 14 dana. U uzorke
s mikroalgom su dodali 500 mg PET-a i pratili OG tijekom 14 dana pri A =680 nm. U uzorcima
sa PET-om, OG se povecala sa pocetnih 0,103 na 0,551 dok je OG kontrole iznosila oko 0,400
nakon 14 dana.!® U istrazivanju koje su proveli Song i suradnici gdje se ispitivao utjecaj
razli¢itih vrsta MP-a na mikroalgu Chlorella sp., pri usporedbi dobivenih rezultata takoder je
zabiljezeno da je PET potaknuo rast Chlorella sp. odnosno OG u tom pokusu najvise je porasla
tijekom 96 h.%

Slika 64 prikazuje postotak inhibicije rasta mikroalge Chlorella sp. s obzirom na
koncentraciju MP-e u pokusima u kojima se ispitivala ekotoksi¢nosti MP-a veli¢ine Cestica
>1000 i 500 — 1000 um. Inhibicija rasta racunala se prema formuli 3 navedenoj u poglavlju
3.3.4. Usporedbom inhibicije rasta pojedinih vrsta MP-a i razli¢itih veli¢ina Cestica moze se
uociti kako se u svim pokusima inhibicija povecala s porastom koncentracije §to je u skladu s
literaturom.%293%97 Najvedéa inhibicija rasta zabiljezena je pri izlaganju Chlorella sp. PS-u
veli¢ine ¢estica >1000 pm 1 koncentracije 100 mg/L (stupi¢i oznaceni zelenom bojom na slici
64). Inhibicija rasta u tom pokusu dosegla je 5,01 %, zatim slijede PVC i PP veli¢ine Cestica
>1000 pum i koncentracije 100 mg/L s inhibicijom rasta od 4,38 % i 4,36 %. Pretpostavlja se da
vece Cestice MP-e i visoke koncentracije zaklanjaju svjetlost mikroalgama i izazivaju tako zvani
efekt sjene (eng. Shading effect), te na taj na¢in dolazi do negativnog utjecaja na fotosintezu i
rast algi jer su one fototrofni organizmi.'®! Potrebno je uzeti u obzir i moguéi utjecaj MP-e na
smanjenje sadrzaja klorofila pri ¢emu dolazi do negativnog utjecaja na fotosintezu i samim time
1 do smanjenja rasta. U viSe istrazivanja ova €injenica je potvrdena, na primjer, istrazivanje koje
su proveli Wu i suradnici u kojem su izlagali Chlorella pyrenoidosa PVC-u i PP-u, PVC je

izazvao smanjenje klorofila za ¢ak 55,23 %.1%
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Slika 61. Inhibicija rasta Chlorella sp. s obzirom na razli¢ite vrste i koncentracije MP-a pri

veli€ini €estica >1000 1 500 — 1000 pm.

Na slici 65 prikazana je inhibicija rasta Chlorella sp. s obzirom na veli¢inu Cestica za

koncentraciju 10 mg/L.
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Slika 65. Inhibicija rasta Chlorella sp. s obzirom na razli¢ite vrste i veli¢ine Cestica MP-a pri

koncentraciji od 10 mg/L.
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Pri izlaganju Chlorella sp. razli¢itim koncentracije MP-a (10; 25; 50 i 100 mg/L) vidljiv je
drugaciji ucinak veli¢ine Cestica MP-a na inhibiciju rasta mikroalge (Slika 64) u odnosu na
pokuse u kojima se mikroalga izlagala najmanjoj koncentraciji Cestica od 10 mg/L (Slika 65).
Usporedbom grafova na slikama 64 1 65 moze se vidjeti da pri izlaganju alge vecim
koncentracijama cCestica (100 mg/L), ve¢i uCinak na inhibiciju rasta imale su cCestice vece
veli¢ine (>1000 pm), ali usporedbom pokusa u kojima se alga izlagala najnizoj koncentraciji
Cestica (10 mg/L) i razli¢itim veli¢inama Cestica vidljivo je da je najmanja veli¢ina Cestica 300
— 500 um izazvala najvecu inhibiciju rasta mikroalge (Slika 65). Najvecu inhibiciju izazvao PE
veli¢ina Cestica 300 — 500 um (stupiéi oznaceni plavom bojom na slici 65). U tom pokusu
inhibicija rasta iznosila je 2,46 %.

Moze se zakljuciti da razliCite vrste, veli¢ine Cestica i koncentracije MP-a imaju razlicit
utjecaj na inhibiciju rasta mikroalge Chlorella sp., ali ovo podrucje je jo$ uvijek nedovoljno
istrazeno te je potrebno provesti dodatna istrazivanja kako bi se mogao odrediti to¢an utjecaj

MP-a na rast mikroalge.

5.3.  Usporedba pokusa P1i P2

U pokusima P1 i P2 odredivala se ekotoksi¢nost MP-e primjenom bakterije Pseudomonas
putida (pokus P1) i slatkovodne alge Chlorella sp. (pokus P2). U oba pokusa ispitivao se utjecaj
istih vrsta MP-a, a usporediti se mogu pokusi u kojima se ispitivala veli¢ina ¢estica 500 — 1000
um i koncentracije 50 i 100 mg/L te veli¢ina ¢estica 300 — 500 pum i koncentracije 500 i 1000
mg/L. U tablici 18 prikazani su rezultati tih pokusa, a u daljnjem tekstu su u zagradama
oznacéene boje kojima su pojedini podatci oznaceni u tablici.
organizam jer je u vecini prikazanih pokusa, MP-a izazvala vec¢u inhibiciju rasta prilikom
izlaganja bakterije, nego kod alge Chlorella sp.. lako organizmi nisu jednako osjetljivi na iste
vrste, veli¢ine 1 koncentracije MP-a, usporedbom pokusa moze se primijetiti da je manja
veli¢ina Cestica i visa koncentracija MP-e izazvala vecu inhibiciju rasta kod P. putide u svim
pokusima (brojevi oznaceni crvenom bojom), ali kod Chlorella sp. takav trend pratili su samo
PE 1 PS (brojevi oznaceni zelenom bojom). Usporedujuci iste veli¢ine Cestica, ali nizu 1 viSu
koncentraciju takoder je uocljivo da se s povec¢anjem koncentracije MP-e, povecala inhibicija

rasta u vecini pokusa.
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Tablica 18. Usporedba inhibicije rasta testnih organizama u pokusima P1 i P2 u kojima se
ispitivala ista veli¢ina i koncentracija mikroplastika.

Veli¢ina ¢estica /

500-1000 300-500
pum
e [ mg/L 50 100 500 1000
Testni P. Chlorella P. Chlorella P. Chlorella P. Chlorella
organizam putida sp. putida sp. putida sp. putida sp.
PE 1,54 1,75 3,23 2,02 1,35 3,17 537 4,68

PP 1,03 @ 3,76 @ 5,31 2,05 717 0,00
INH/% PS 0,93 1,29 3,17 3,17

PVC 2,42 2,46 3,77 3,17 2,37 1,86 7,37 2,38

PET 2,62 0,73 2,98 0,73 2,75 1,32 7,42 0,99

U svim pokusima izlaganja P. putide MP-i, PS je izazvao zna¢ajnu inhibiciju njezinog rasta
(brojevi zaokruZzeni plavom bojom). Medutim, u pokusima izlaganja Chlorella sp. veli¢ini
Cestica 500 — 1000 um, najvecu inhibiciju izazvao je PP (broj zaokruzen crnom bojom), dok je
pri izlaganju manjoj veli¢ini ¢estica 300 — 500 um i vis$im koncentracijama, najvecu inhibiciju
izazvao PE (brojevi zaokruZeni naran¢astom bojom).

Ovi rezultati dokazuje da nisu sve vrste MP-a jednako $tetne za oba testna organizma, te da
veli¢ina i koncentracija Cestica MP-e imaju znatnu ulogu na inhibiciju rasta pojedinog
organizma. Potrebno je provesti dodatna istrazivanja kako bi se mogao odrediti to¢an utjecaj

veli¢ine, koncentracije i vrste MP-a na ispitivane organizme.

5.4. Analiza pokusa P3

U pokusu P3 odredivala se ekotoksi¢nost mikroplastike primjenom embrija zebrica Danio
rerio. Embriji su se izlagali PS-u tijekom 96 h, a pocetni uvjeti prikazani su u tablici 13.

Na slici 57 prikazan je razvoj embrija zebrica tijekom 72 h, a u tablici 8 (poglavlje 2.7.1.3.)

opisani su embrionalni stadiji razvoja zebrice ukoliko se ona razvija u pogodnom okruzenju.
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S obzirom da su se provodili preliminarni pokusi, u svim pokusima su se postavljale iste
kontrole koje su navedene u tablici 14, a na slikama 58 i 59 prikazane su mikrofotografije
embrija nakon 96 h izlaganja pojedinoj kontroli. Na slici 58 a) i b) prikazani su embriji zebrica
nakon 96 h izlaganja E3 mediju, odnosno kako bi one trebale izgledati nakon 96 h u pogodnom
okruzenju. Na tim se slikama mogu uociti razvijeno tijelo, peraje, o€i, usi 1 miSici zebrica.
Izlaganjem embrija zebrica negativnoj kontroli DMSO 0,1 % (Slika 58 c)) i kontroli otapala
KPS (Slika 58 d)) ve¢ina embrija je pratila normalan razvoj tijekom 96 h te nisu zamije¢ene
nikakve negativne promjene. Izlaganjem embrija negativnoj kontroli 3,4-DCA u koncentraciji
20 mg/L smrtnost embrija iznosila je 100 % nakon 96 h izlaganja u svim pokusima (Slika 58
e)).

Na slici 59 prikazani su embriji zebrica nakon izlaganja E3 mediju u pokusu P3 u kojem se
ispitivala ekotoksi¢nost PS-a koncentracije 2; 51 7 g/L 1 veli€ini Cestica 0,43; 0,251 0,12 pm.
Usporedbom tih slika sa slikom 58 a) 1 b) mogu se uociti mnoge nepravilnosti u razvoju embrija,
odnosno uocen je zaostanak embrija u korionu (Slika 59 a)), izostanak pigmentacije (Slika 58
b) i d)), sréani edem (Slika 58 c)) i edem odnosno napuhnutost u podru¢ju Zumanjcane vreéice
(Slika 58 ¢) i d)). Zbog navedenog, valjanost ovoga pokusa je upitna. U ostalim pokusima,
prezivljavanje i pokretljivost embrija izlaganih E3 mediju bilo je zadovoljavajuce, kako je i
navedeno u tablici 14.

U tablici 15 prikazani su rezultati pokusa P3-1 u kojem su se embrij zebrica izlagali PS-u
veli¢ine Cestica 0,43 um. Koncentracija Cestica u rasponu od 0,0001 do 0,1 g/L nije imala
nikakvog utjecaja na embrije zebrica tijekom 96 h. Prvi zabiljeZeni utjecaj PS-a na embrije
uocen je pri koncentraciji 1 g/L gdje je 25 % embrija zaostalo u korionu nakon izlaganja (Slika
60 K)), ali prezivljavanje embrija je bilo 100 %-tno. Nakon rastvaranja koriona nisu uo¢ene
druge promjene u usporedbi s kontrolom. Izlaganjem 12 embrija koncentraciji od 2 g/L uocen
je zaostanak 50 % embrija u korionu (2 u potpunosti u korionu i 4 su imala glavu u korionu,
kako je prikazano na slici 60 h)). Koncentracija od 3 g/L izazvala je kod nekih embrija
razdvajanje Zumanjcane vrecice, kao $to je prikazano na slici 60 i). U ovome pokusu
prezivljavanje embrija bilo je takoder 100 %-tno, ali 33 % ih je zaostalo u korionu. Prilikom
izlaganja 12 embrija koncentraciji od 5 g/L primijeceno je crvenilo oko srca kod vecine embrija
(Slika 60 f)) i manjak pigmentacije kod nekih (Slika 60 j)). Izvan koriona ih je bilo 7, od kojih
su 2 bila mrtva, te 5 embrija unutar koriona od kojih su nakon rastvaranja koriona, 3 bila mrtva
(Slika 60 €) i I)). Ukupno prezivljavanje u ovom pokusu iznosilo je 58 %. Pri izlaganju embrija
koncentraciji PS-a od 6 g/L, uoCene su znacajni negativni utjecaji na zebrice u odnosu na

prethodno navedene koncentracije PS-a.

89



Rasprava [N

75 % embrija bilo je u korionu, a nakon rastvaranja koriona, ukupno prezivljavanje iznosilo
je 33 %. Nakon rastvaranja koriona, kod zivih embrija su uocene mnoge nepravilnosti poput
deformacije i napuhnutosti zumanj¢ane vreéice te sréanog edema (Slika 60 Q) i d)). Izlaganje
embrija koncentraciji PS-a 7 g/L izazvalo je zaostanak 83 % embrija u korionu. Prezivjelo ih je
67 %, ali je vec¢ina bila nedovoljno razvijena, uo¢en je manjak pigmentacije, napuhnuto tijelo,
nakupine Kkrvi ispod srca, sréani edem te opcenito malo srce sa slabim otkucajima. Samo je
jedan embrij prezivio uvjete izlaganja u ovome pokusu te za njega nisu primijec¢ene morfoloske
promjene. Na slici 60 a), b), c), e) i I) prikazane su posljedice izlaganja embrija koncentraciji
PS-a od 7 g/L. Smrtnost embrija tijekom izlaganja koncentracijama PS-a od 9 i 10 g/L bila je
100 %-tna.

Zaostanak embrija u korionu pri izlaganju embrija zebrica PS-u veli¢ine ¢estica 0,43 um u
skladu je s istrazivanjem kojeg su proveli Lee i suradnici u kojem je takoder uoceno zadrzavanje
Cestica fluorescentnog PS-a velicine ¢estica 0,50 um na korionu zebrica i zakljuéeno je da im
je PS na taj nadin onemogu¢io normalno daljnje razvijanje.%2 Nekoliko istrazivanja koja su
sumirali Bhagat i suradnici dokazuju da se MP-a i NP-a mozZe kod embrija zebrica izazvati
morfoloske promjene, smanjenje broja otkucaja srca, te se moZe nakupljati u tijelu embrija.1%

U tablici 16 prikazani su rezultati pokusa P3-2 u kojem su se embrija zebrica izlagali PS-u
veli¢ine Cestica 0,25 um. Kao i u pokusu P3-1, nisu primijeéeni znacajni utjecaji prilikom
izlaganja embrija koncentracijama PS-a u rasponu 0,0001 — 0,1 g/L tijekom 96 h. Pri
koncentraciji od 1 g/L uocena je zaostanak 25 % embrija u korionu, $to je prikazano na slici 61
C), uz 100 %-tno prezivljavanje embrija (Slika 61 a)). Izlaganje embrija koncentraciji PS-a od
2 g/L rezultiralo je zaostankom 25 % embrija u korionu uz smrtnost jednog embrija. Kod nekih
je uocena napuhnuta, deformirana i siva zumanjcana vreéica (Slika 61 g) i h)) §to moze biti

posljedica nakupljanja PS-a u ili na njoj jer je inace Zuckaste boje'®

. U nekoliko istrazivanja je
dokazano da se Cestice PS-a (i drugih ksenobiotika) najces¢e skupljaju u jetri, Zumanjcanoj
vreéici i opéenito gastrointestinalnom traktu zebrica. 9519197 [strazivanje koje su proveli Pitt i
suradnici zabiljezili su i adsorbiranje Cestica PS-a veé¢ih od 0,05 pum na epidermu i
gastrointestinalni trakt $to takoder obja$njava promjenu boje Zumanjéane vreéice.?71%8
Zaostanak 42 % embrija u korionu uz 100%-tno prezivljavanje, primijeceno je tijekom
izlozenosti embrija PS-u od 3 g/L, te je ponovno kod nekih embrija uocena siva, napuhnuta i
razdvojena zumanjéana vrecica (Slika 61 d)). Nisko prezivljavanje (17 %) embrija nakon
otvaranja koriona, kao i zaostanak gotovo svih embrija u korionu uocen je za koncentraciju od

5g/L.
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Nadalje, uocen je i zaostanak embrija u razvoju, to jest, kraca duljina tijela u odnosu na
kontrolu te crvenilo oko srca i edem u podru¢ju Zumanjcane vrecice (Slika 61 k) i 1)). Sli¢ne
posljedice izazvala je i koncentracija od 6 g/L za koju se odokativno mogla procijeniti visoka
smrtnost embrija, (Slika 61 Ij)), uz zaostanak 67 % embrija u korionu (Slika 61 b)). Nakon
promatranja embrija pod lupom ustanovljeno je 17 %-tno prezivljavanje, s time da je jedan bio
izvan koriona, dok je za drugog trebalo otvoriti korion. Zivi embriji su imali ogigledne
posljedice utjecaja PS-a. Uoceno je razdvojena i siva zumanjcana vrecica (Slika 61 f)) te
napuhnutoast tijela, zaostanak u razvoju s obzirom na duzinu tijela i manjak pigmentacije (Slika
61 1)). Izlaganje embrija 7 g/L PS-a, uzrokovalo je 100%-tni zaostanak embrija u korionu, uz
jednog prezivjelog embrija za kojeg su se mogle odokativno primijetiti brojne znacajne
morfoloske promjene (Slika 61 j)). Pri najvisoj ispitivanoj koncentraciji PS-a, 9 g/L, zabiljeZena
je 100 %-tna smrtnost izloZenih embrija. Svi su zaostali u korionu, a nakon otvaranja koriona
nisu pronadeni nikakvi znaci Zivota (Slika 61 e)).

Lee i suradnici ispitali su i utjecaj fluorescentnog PS-a veli¢ine ¢estica 0,20 um te utvrdili
da i ova veli¢ina Cestica ima tendenciju zadrzavanja na korionu embrija zebrica $to je u skladu
i s rezultatima dobivenim u pokusu P3-2.1%2

U tablici 17 dani su rezultati pokusa P3-3 u kojem su se embriji zebrica izlagali PS-u
veli¢ine &estica 0,12 um. Zivi i pokretni embriji primijeéeni su pri najnizim ispitivanim
koncentracijama PS-a od 0,0001 do 0,1 g/L. 1zlaganjem embrija koncentraciji PS-a od 0,1 g/L,
8 % embrija je zaostalo u korionu nakon 96 h izlaganja, a nakon rastvaranja koriona embrij je
bio ziv i pokretan. Izlaganje embrija koncentraciji od 1 g/L rezultiralo je zaostankom jednog
cijelog embrija u korionu (Slika 62 b)) te zaostankom glave jednog embrija u korionu (Slika 62
pokusu izlaganja embrija koncentraciji PS-a 2 g/L, 42 % embrija je bilo Zivo i pokretno, a
58 % ih je zaostalo u korionu (Slika 62 c)). Nakon rastvaranja koriona prezivjelih je bilo 43 %
(3 od 7). Promatranjem jednog embrija (prikazanog na slici 62 n)) primijecena je tamna i malo
napuhnuta Zumanjcana vrecica, dok su druga dva, vidljiva na slici 62 1j) i p), imali napuhnuto i
nerazvijeno tijelo te slabe otkucaje srca. Kod embrija koji su bili izvan koriona primijecena je
razdvojena i napuhnuta zumanjéana vrecica te srcani edem (Slika 62 f) i m)). Od 12 embrija
izloZenih koncentraciji od 3 g/L, 7 ih je bilo zivih i pokretnih, uz 42 %-tnu smrtnost (Slika 62
J)). Pri ovoj koncentraciji PS-a, primijec¢eno je nakupljanje PS-a na embrijima u korionu, ali i
na onim izlegnutima (Slika 62 1)), kao i razdvojena zumanj¢ana vrec¢ica kod nekih embrija

(Slika 62 h)). 100%-tni zaostanak u korionu, uocen je za koncentraciju PS-a od 5 g/L.
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Nakon otvaranja koriona, prezivljavanje je iznosilo 42 %, a embriji su imali napuhnuto i
sivkasto tijelo uz nakupinu tekucine (sréani edem) i crvenilo oko srca, kao §to je prikazano na
slici 62 k). Prilikom izlaganja embrija koncentraciji PS-a od 6 g/L, takoder je zabiljezen 100%-
tni zaostanak u korionu, a nakon otvaranja koriona i 100 %-tna smrtnost embrija (Slika 62 g) i
1)). 92 % embrija je zaostalo u korionu prilikom izlaganja PS-u 7 g/L (Slika 62 d)). Na slici 62
e) prikazan je embrij koji je bio izvan koriona. Vidljiva je razdvojena, sivkasta i deformirana
zumanjc¢ana vrecica te edem u podrucju srca i Zumanj¢ane vrecice. Nakon rastvaranja koriona
kod ostalih 11 embrija, samo je jedan prezivio uz sli¢ne posljedice kao i ovaj izvan koriona. Na
slici 62 nj) prikazan je jedan od mrtvih embrija nakon rastvaranja koriona. Koncentracija od 9
g/L izazvala je 100%-tnu smrtnost embrija. Svi su bili u korionu, a nakon oslobadanja svi su
bili sitnog izgleda, smezurani i gotovo bez pigmentacije te je uocena nakupina ¢estica PS-a na
njima (Slika 62 0)).

Usporedbom podataka u tablicama 15, 16 i 17 moze se zakljuéiti da su u provedenom
istrazivanju koncentracije od 2; 5 i 7 g/L prouzrocile najveée posljedice za embrije zebrica,
medutim, te koncentracije se ne¢e komentirati u daljnjem tekstu s obzirom na ve¢ spomenutu
upitnost valjanosti tih pokusa zbog uocenih sli¢nih abnormalnosti i kod kontrolne skupine.

Izlaganjem embrija koncentracijama 0,0001; 0,001 1 0,01 g/L bez obzira na veli€inu Cestica
nisu zabiljeZeni nikakvi Stetni utjecaji. Prvi zabiljezeni utjecaj dogodio se u pokusu izlaganja
embrija PS-u velic¢ine Cestica 0,12 um i koncentraciji 0,1 g/L gdje je jedan embrij zaostao u
korionu. U pokusima izlaganja embrija istoj koncentraciji Cestica, ali ve¢im veli¢inama nije
zabiljezen niti jedan Stetni utjecaj na embrije. Prva smrt embrija zabiljezena je prilikom
izlaganja koncentraciji od 3 g/L i veli¢ini Cestica 0,12 um. U tom pokusu zabiljezena su ¢ak 4
mrtva embrija dok vece veli¢ine Cestica u istoj koncentraciji nisu izazvale smrt niti jednog
embrija. [zlaganjem embrija veli¢ini Cestica 0,43 um, prvu smrt prouzrocila je koncentracija od
6 g/L. U tom pokusu 8 embrija je umrlo dok su ostalih 4 izgledali poprili¢no lose §to upucuje
nato da bi prvu smrt ova veli¢ina Cestica prouzrocila pri koncentraciji izmedu 3 i 6 g/L. Veli¢ina
Cestica 0,25 um imala je sli¢ni utjecaj. Prva zabiljezena smrt bila je u pokusu izlaganja embrija
koncentraciji od 6 g/L gdje je 10 od 12 embrija bilo mrtvo nakon izlaganja. Najmanja veli€ina
Cestica (0,12 pum) uzrokovala je smrt svih 12 embrija prilikom izlaganja koncentraciji od 6 g/L.
Koncentracija 9 g/L uzrokovala je smrt svih embrija u svim pokusima.

Usporedbom dobivenih rezultata moze se zakljuciti da se smanjenjem veli¢ine Cestica i
povecanjem koncentracije Cestica PS-a, povecava Stetan utjecaj na embrije zebrica Danio rerio,

$to je i u skladu s literaturom odnosno dosadasnjim istrazivanjima,83102103.105.108.109
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6. Zakljucak

Problem onecisc¢enja okolisa plastikom postoji od davnina, ali u posljednje vrijeme sve vise
paznje pridaje se mikroplastici. Mikroplastika naizgled ne stvara probleme u okoliSu jer nije
uocljiva te se zato do sada i provlacila kroz sve sastavnice okoliSa neopazeno. Iako ne stvara
estetski problem, njezina $tetna svojstva stvaraju veliku prijetnju zivim bi¢ima, posebice onima
u vodenim ekosustavima. Brojna istrazivanja su to ve¢ dokazala, a ovo istrazivanje je to i
potvrdilo.

Cilj istrazivanja bio je odrediti ekotoksi¢nost mikroplastike primjenom bakterije
Pseudomonas putida (pokus P1), slatkovodne alge Chlorella sp. (pokus P2) i embrija zebrica
Danio rerio (pokus P3). Provedbom svih pokusa i usporedbom dobivenih rezultata moze se
zakljuciti da toksic¢an utjecaj mikroplastike na ispitivane organizme postoji, ali ovisi o vrsti,
veli€ini i koncentraciji ¢estica kao i o vrsti testnog organizma.

U pokus P1 najvecu inhibiciju rasta P. putide (13,77 %) prouzrocio je PS veli¢ine Cestica
500 — 1000 um i koncentracije 1000 mg/L. U pokusu P2 najvecéa inhibicija rasta (5,01 %)
zabiljezena je pri izlaganju mikroalge PS-u veli¢ine ¢estica >1000 pum i koncentracije 100
mg/L. Usporedbom utjecaja najmanjih koncentracija ¢estica (50 mg/L u P1 i 10 mg/L u P2) i
razli¢itih veli¢ina Cestica, najvecu inhibiciju rasta izazvala je najmanja veli¢ina Cestica od 300
—500 um. U tom slucaju PET je izazvao inhibiciju rasta P. putide od 4,88 %, a pratio ga je PP
sa 4,66 %, dok je najvecu inhibiciju rasta Chlorella sp. prouzrocio PE sa 2,46 %. U pokusu P3
pracena je smrtnost 1 druge promjene na embrijima zebrica tijekom izlaganja PS-u. Najveci
Stetni utjecaj zabiljezen je prilikom izlaganja embrija najmanjoj veli¢ini Cestica (0,12 um), a
utjecaj se povecavao s povecanjem koncentracije. Ova veli¢ina Cestica prouzroCila je prvi
vidljivi utjecaj na embrije pri izlaganju koncentraciji 0,1 g/L kao i prvu 100 %-tnu smrtnost
embrija pri izlaganju koncentraciji 6 g/L.

Moze se zakljuciti da se povecanjem koncentracije i smanjenjem veli¢ine Cestica povecava
ekotoksi¢nost MP-a te da nisu svi organizmi jednako osjetljivi na sve vrste MP-a. U ovome
istrazivanju ispostavilo se da je PS najvece veliCine Cestica i najvece koncentracije imao
najStetniji ucinak i na P. putidu i na Chlorella sp. dok su pri manjim koncentracijama veci
utjecaj imali PET i PP na bakteriju, a PE na mikroalgu. U pokusu P3 ispitivao se samo utjecaj
PS-a pa se utjecaj vrste MP-a ne moze komentirati.

Medutim, ovo podrucje je jo$ uvijek nedovoljno istrazeno i potrebno je provesti dodatna
istrazivanja kako bi se utvrdio precizniji utjecaj mikroplastike na Zive organizme pa tako i

covjeka.
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7. Zahvala

Prije svega, zahvaljujem se svojoj mentorici doc. dr. sc. Dajani Kuci¢ Grgic¢ Sto me primila
pod svoje mentorstvo i omogucila mi izradu rada za Rektorovu nagradu pod njezinim strucnim
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Sazetak

Autor: Kristina Bule
Ekotoksikoloski u¢inci mikroplastike na okolisne organizme

Globalno povecanje proizvodnje i odlaganje plastike u okolis rezultiralo je ogromnim
koli¢inama plastike 1 mikroplastike u svim sastavnicama okoliSa Sto predstavlja opasnost za
sadasnje 1 buduce generacije.

U ovome radu provela su se ekotoksikoloska ispitivanja utjecaja mikroplastike (MP) na
tri okoliSna organizma s ciljem utvrdivanja Stetnosti MP-a na iste. Bakterija Pseudomonas
putida (P. putida) i slatkovodna alga Chlorella sp. izlagali su se razli¢itim koncentracijama i
veli¢inama mikroplasti¢nih Cestica polietilena (PE), polipropilena (PP), polistirena (PS),
poli(vinil-klorida) (PVC) i poli(etilen-tereftalata) (PET), a embriji zebrica Danio rerio izlagali
su se trima razli¢itim veli¢inama mikrocestica PS-a.

P. putida izlagala se veli¢inama cestica 300 — 500 i 500 — 1000 um i koncentracijama
50; 100; 250; 500 i 1000 mg/L, a Chlorella sp. veli¢inama ¢estica 300 — 500 pm i
koncentracijama 10; 500 i 1000 mg/L te veli¢inama ¢estica 500 — 1000 i >1000 pm i
koncentracijama 10; 25; 50 i 100 mg/L. Najvecu inhibiciju rasta P. putide (13,77 %) i Chlorella
sp. (5,01 %) izazvao je PS velicine ¢estica 500 — 1000 um i koncentracije 1000 mg/L odnosno
veli¢ine Cestica >1000 um 1 koncentracije 100 mg/L. Usporeduju¢i rezultate najmanje
ispitivane koncentracije Cestica (najbliZze stvarnim koncentracijama MP-a u okoliSu) 1 razli¢itih
veli€ina Cestica, najvecu inhibiciju rasta kod oba organizma prouzrocila je najmanja velicina
Cestica 300 — 500 wm. Embriji zebrica izlagali su se veli¢inama PS-a 0,43; 0,251 0,12 um i
koncentracijama izmedu 0,0001 1 10 g/L. Prvi u€inak na embrije izazvala je veli¢ina Cestica
0,12 um i koncentracija od 0,1 g/L. Ova veli¢ina Cestica uzrokovala je i prvu 100 %-tnu
smrtnost embrija pri koncentraciji 6 g/L.

Prema dobivenim rezultatima zakljuceno je da toksi¢an utjecaj na ispitivane organizme

ovisi o veli¢ini, koncentraciji i vrsti MP-a.

Kljucne rijedi: Mikroplastika; Ekotoksi¢nost; Pseudomonas putida; Chlorella sp.; Danio rerio

104



Abstract [

Abstract

Author: Kristina Bule
Ecotoxicological effects of microplastics on environmental organisms

The global increase in plastic production and disposal in the environment has resulted
in vast amounts of plastics and microplastics in all components of the environment, which
possess a danger to present and future generations.

In this paper, the ecotoxicological research of the impact of microplastics (MP) on three
environmental organisms was conducted in order to determine the harmful effect of MP on
them. The bacterium Pseudomonas putida (P. putida) and the freshwater algae Chlorella sp.
were exposed to different concentrations and sizes of microplastic particles of polyethylene
(PE), polypropylene (PP), polystyrene (PS), poly(vinyl-chloride) (PVC) and poly(ethylene-
terephthalate) (PET). Zebrafish (Danio rerio) embryos were exposed to three different PS
microparticle sizes.

P. putida was exposed to particle sizes of 300 — 500 and 500 — 1000 um and
concentrations of 50; 100; 250; 500 and 1000 mg/L. Chlorella sp. was exposed to particle sizes
300 — 500 um, 500 — 1000 wm and >1000 pwm at concentrations of 10; 500 and 1000 mg/L, and
10, 25; 50 and 100 mg/L, respectively. The greatest inhibition of growth of P. putida (13.77 %)
and Chlorella sp. (5.01 %) was obtained at PS particle sizes of 500 — 1000 um and >1000 um
at concentrations of 1000 mg/L and 100 mg/L, respectively. Comparing the results of the lowest
tested particle concentration (closest to the actual concentrations of MP in the environment)
and different particle sizes, the greatest growth inhibition in both organisms was caused by the
smallest particle size of 300 — 500 um. Zebrafish embryos were exposed to PS sizes of 0.43,
0.25 and 0.12 um and concentrations between 0.0001 and 10 g/L. The first effect on embryos
was caused by particle size of 0.12 pm and a concentration of 0.1 g/L. This particle size also
caused the first 100 % mortality of the embryos at a concentration of 6 g/L.

According to the obtained results, it was concluded that the toxic effect on the tested

organisms depends on the size, concentration and type of MP.

Key words: Microplastic; Ecotoxicity; Pseudomonas putida; Chlorella sp.; Danio rerio
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