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SAZETAK

Plastika je zbog vrlo dobrih kemijskih i fizikalnih svojstava te isplative cijene doZivjela
eksponencijalni rast u proizvodnji i primjeni posljednjih 100 godina. No, sve §to jednom
nastane, nece nestati, stoga sukladno povecanoj proizvodnji nastaju i ogromne koliine
plasticnog otpada, koji nerijetko zavrSava u okoliSu, pogotovo vodenom i to nepravilno
zbrinut. Raznim procesima u prirodi, nastaju ¢estice <5 mm koje se nazivaju mikroplastikom.
Toksican utjecaj tih Cestica je dijelom dokazan, ali je veliki dio jos uvijek neistrazen.

U ovome radu provela su se toksikoloska ispitivanja utjecaja mikroplasti¢nih Cestica veli¢ina
500-710 pm, 300-500 pum i <300 um pri koncentracijama od 50 mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L,
750 mg/L i 1000 mg/L na inhibiciju rasta mikroalge Scenedesmus sp.. Pratile su se i
morfoloske promjene. Dobiveni rezultati ukazuju na to da je koncentracija Cestica znacajni
parametar prilikom ispitivanja toksi¢nosti jer se povecanjem koncentraCije jasno uocava i
poveéana inhibicija rasta. Najveéa inhibicija rasta mikroalge Scenedesmus sp., 8,22%,
prouzroéena je pri najmanjoj veli¢ini Cestica, <300 um, te pri koncentraciji od 750 mg/L.

Tijekom pokusa nisu zabiljezene znacajne morfoloske promjene mikroalge.

Kljucne rijeci: mikroplastika, polipropilen, ekotoksi¢nost, mikroalga, Scenedesmus sp.



ABSTRACT

Due to its very good chemical and physical properties, plastics have experienced an
exponential growth in cost-effective production and application over the last 100 years.
However, everything that appears once will not disappear, so correspondingly increased
production also generates huge amounts of plastic waste, which often ends up in the
environment, especially water where it is improperly disposed. By various processes in
nature, particles <5 mm are formed which are called microplastics. The toxic effects of these
particles have been partially proven, but a large part is still unexplored.

In this work, toxicological studies of the effects of microplastic particles of size 500-710 pm,
300-500 um and <300 pm at concentrations of 50 mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L, 750 mg/L and
1000 mg/L were performed to inhibit the growth of the microalgae Scenedesmus sp..
Morphological changes were also monitored. The obtained results indicate that the particle
concentration is an important parameter when testing for toxicity because by increasing the
concentration the growth inhibition also increases. The highest inhibition of microalgae
growth of Scenedesmus sp., 8.22%, was produced with the smallest particle size <300 um, at
a concentration of 750 mg/L. No significant morphological changes of the microalgae were

observed during the experiment.

Key words: microplastics, polypropylene, ecotoxicity, microalgae, Scenedesmus sp.
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1. Uvod

Svijet bez plastike danas je nezamisliv, no masovna proizvodnja i koristenje tog materijala
krenula je jo§ 1950-ih.! Nakon Drugog svjetskog rata uslijedio je snazan rast broja
stanovni$tva i razvoj gospodarstva. Posljedi¢no tome, stvarala se sve veca potreba za raznim
resursima. Plastika je materijal odli¢nih svojstava Koji se moze primjenjivati gotovo svugdje,
stoga je potraznja za tim materijalom u stalnom povecanju. Kao rezultat, proizvodnja plastike
se podigla s 1,5 milijuna tona 1950. godine, na 322 milijuna tona 2015. godine, odnosno za
gotovo 215 puta.? Prema istrazivanjima od 2015. do 2017. godine stvoreno je priblizno 6300
Mt plasti¢nog otpada, od ¢ega je oko 9% reciklirano, 12% je spaljeno, a 79% akumulirano na
odlagalistima ili u prirodnom okolisu.}® Takoder se procjenjuje da je od pocetka proizvodnje
plastike do 2017. proizvedeno 8300 milijuna Mt izvorne plastike, tj.one koja nije reciklirana
ili ponovno upotrebljena.! Najvecée skupine u ukupnoj proizvodnji plastike su polietilen, PE
(36%), polipropilen, PP (21%) i polivinilklorid, PVC (12%), zatim polietilen tereftalat, PET,
poliuretan, PUR i polistiren, PS (<10%).!

No, iako je plastika materijal dobrih kemijskih i fizikalnih svojstava ima i svoje
nedostatke. Zadnjih se godina sve vise ovaj materijal spominje s negativnom konotacijom.
Mala je mogucnost biorazgradnje, a kroz razli¢ite procese prelazi u mikroplastiku (MP) i
nanoplastiku (NP), za koje je zabiljezeno da su sveprisutne oneciséujuce tvari u okolisu i da
pokazuju toksi¢na svojstva.* ZabiljeZeno je prisustvo MP-a u hrani namijenjenoj za prehranu
ljudi i u uzorcima zraka. Dakle, ljudi, kao i ostali zZivi svijet izlozeni su MP Cesticama, Ciji se
utjecaj na okolis sve vise ispituje jer je jos uvijek velikim dijelom nepoznat.®

Kako bi se ispitali moguci $tetni uc¢inci nekog spoja ili tvari najéesce se provode testovi
toksiénosti. Oni se mogu provesti in vivo ili in vitro, ovisno o svrsi istrazivanja.® Cedée se
provode in vitro testovi. Mogu se provoditi primjenom bakterija’ (npr. Vibrio fischeri),
mikroalgi ®° i drugih vodenih mikroorganizama. Toksi¢nost se &esto odreduje na
mikroalgama koje ukazuju na promjene cijelog ekosustava u kojemu se nalaze.®® Razvojem
novih tehnologija koje ukljucuju racunala, moguce je olaksati obradu rezultata. Zbog toga, sve
se vise primjenjuju racunala 1 programi U kombinaciji matematicko-statistickim
pristupom. 01t

U ovom radu ispitala se akutna toksi¢nost polipropilena na slatkovodnu mikroalgu

Scenedesmus sp. (OECD 201:1984) pri razlicitim velicinama i koncentracijama PP-a.



2. Opéi dio

2.1. Plastika i mikroplastika

Prvu potpuno sinteticku plastiku napravio je 1907. godine Leo Baekeland.'? Par
desetljeca kasnije, doslo je do spoznaje da se pojavljuje plastika veli¢ine <5mm. Kao novi
pojam ,mikroplastika®“ se uvela jo§ 1968., a tada je predstavljala deformaciju plasti¢nih
materijala!®*!* no znanstvenici su ju 1970. godine definirali kao manje fizicke dijelove
plastike, a to je pojam kojim ju i dan danas poznajemo.*®

Konkretnija podjela plastike, koja je usvojena 2004. godine, prema veli¢ini Cestica je
sljede¢a: svi polimerni materijali ¢ija se veli¢ina kre¢e izmedu 1 pum i 5 mm nazivaju se
mikroplastikom (MP), ve¢e od 5 mm skupini mezoplastike (MEP), a one vece od 1 cm
skupini makroplastike (MAP). Postoje razne podjele mikroplastike, a osim prema veli¢ini,

vrlo je zna¢ajna i podjela prema podrijetlu na primarnu i sekundarnu mikroplastiku.'4

2.1.1. Primarna mikroplastika

Primarnom MP nazivaju se one Cestice koje se ,,namjerno* proizvode i izravno se kao
takve ispustaju u okolis.’®> Ona se moze primjenjivati u raznim proizvodima. Dodaje se u
sredstva za ¢is¢enje, kozmeti¢ke proizvode poput gelova za tusiranje, piling preparata za tijelo
i lice, paste za zube itd.!® PE i PP su prevladavajuée vrste plastike u ovim proizvodima, a
koriste se za stabilizaciju emulzije, regulaciju viskoznosti i kondicioniranje koze. Isto tako,
primarna MP koristi se i za propuhivanje masina i motora kako bi se sa njih uklonila hrda i
boja te i u tehnologiji pjeskarenja.’® Cestice primarne MP najée$ée imaju pravilan izgled,
okruglasti ili vlaknasti i povrsina im je ravnomjerno rasporedena.'®

Na globalnoj razini, godi$nje se ispusti u prosjeku 1,5 (0,8 — 2,5) Mt primarne
mikroplastike, a najveci dio dolazi od aktivnosti na kopnu, to¢nije od ispiranja sintetickog
tekstila i abrazije guma tijekom voznje.!® U prilog tome idu podaci da jedan predmet
sinteti¢kog tekstila moze otpustiti ¢ak vise od 1900 plasti¢nih vlakana u samo jednom ciklusu
pranja,* a ¢ak 30% mikroplasti¢nih Gestica u vodnom okolisu potjece od abrazije guma.l’
Nadalje, godisnja potrosnja vlakana za odjecu u svijetu iznosi 69,7 milijuna tona tj. oko 11 kg
po stanovniku (2010).'° Globalna potrosnja sinteticke gume je porasla za 27,3% izmedu 2002.
i 2010., uglavnom pod vodstvom King, a prosje¢na potrosnja je 0,93 kg po ¢ovjeku, iako se
taj broj znacajno razlikuje po regijama u svijetu.’® Osim ova dva, treéi znacajan izvor

primarne mikroplastike je gradska prasina.'® Istrazivanja su pokazala da i postrojenja za



proc¢is¢avanje otpadnih voda igraju vaznu ulogu u ispustanju mikroplastike u okolis, to¢nije iz
mulja otpadnih voda, ali i kanalizacije. Te ¢estice su dovoljno male da prolaze kroz filtere za
obradu voda i tako zavrie u ve¢ spomenutom aktivnom mulju.!® Taj isti mulj se dalje odlaze
na odredene povrsine, nerijetko i na poljoprivredne, $to dovodi do toga da se ¢estice primarne
mikroplastike tada mogu nalaziti i na takvim zemljiStima. Problemi nastaju i prilikom
ispiranja tla, ukoliko je ispod odredene povrsine u blizini pitka voda. Ispiranjem mikroplastika

lako moze dospijeti u podzemne vode, a dalje i u izvore pitke vode.®

2.1.2. Sekundarna mikroplastika

Sekundarna mikroplastika je ona koja je nastala razgradnjom vecih plasti¢nih
proizvoda u manje ¢estice, odnosno nije izravno kao takva dospjela u okoli§.”® Ona &ini
veéinu mikroplastike u okolisu.*> MAP proizvodi od kojih nastaje sekundarna MP su najéesce
plasti¢ne vrecice, plasti¢ne boce, ribarske mreze.*>'® Procjenjuje se da ¢ak 18% svog MP-a
potje¢e od razgradnje plasti¢ne uzadi tj.mreza.'® Razgradnja moze biti posljedica utjecaja
temperature, UV zradenja, mehani¢kog djelovanja (strujanje valova, vijetar).!® Cestice
sekundarne MP najceS¢e nemaju pravilan oblik kao Sto je to sluc¢aj kod primarne MP.
Vanjskim utjecajima mogu znaéajno promijeniti oblik i boju pa ih je zbog toga puno teze
karakterizirati (slika 1).13 Upravo je boja jedan od pokazatelja stupnja onegiséenosti stoga je
vrlo bitna karakteristika MP-a.!3

Na globalnoj razini postoji problem sa sekundarnom MP. Ona konstantno nastaje
razgradnjom MAP-a i taj proces je u stalnom porastu. Unato¢ novom trendu smanjenja
proizvodnje i koriStenja plasti¢nih proizvoda, toliko plasticnog otpada je nastalo posljednjih
desetljeéa da ée sekundarna MP samo od toga nastajati jos jako dugi period.? Znanstvenici
smatraju da su svi proizvodi od plastike koji su ikada proizvedeni, a nisu termic¢ki obradeni tj.
uklonjeni, jos uvijek prisutni u okolisu.?! Posljedica je sve veée onecis¢enje okolisa MP-om,
posebice vodnog. Takoder, zbog premale veli¢ine kao i u slucaju primarne MP, ove Cestice
mogu proéi kroz filtere za obradu otpadnih voda i zavrsiti u aktivnom mulju i pitkoj vodi te se

tako lako prenijeti u ostatak okolisa.*%?!



Slika 1. Primjer primarne mikroplastike iz proizvoda za osobnu njegu (lijevo) i sekundarne
)14

mikroplastike nastale razgradnjom plasti¢ne ¢ase (desno

2.2.  Vrsteisvojstva plastike i mikroplastike
Plastika je materijal koji nastaje preradbom nafte ili prirodnog plina, odnosno to je
sintetski dobiven polimer sastavljen od monomera dobivenih ekstrakcijom navedenih
sirovina.?>2®> MP kao pojam obuhvacéa skup komada plastike razligitih veli¢ina, oblika, boja,
specifiéne gustoée, kemijskog sastava i drugih karakteristika.?* Podjelom polimera prema
nacinu ponaSanja pri visokim temperaturama poznate vrste su plastomeri, elastomeri i
duromeri.® Najve¢i dio proizvedene plastike u svijetu ¢&ine plastomeri, kojima se
zagrijavanjem do temperature meksanja ili taljenja ne mijenja kemijska struktura.?®
Najpoznatiji i najvise primjenjivani plastomeri su PE, PP, PVC, PET, PUR i PS.! Samim
time, najviSe pronadene MP pronadene u okoliSu pripada upravo navedenim vrstama.
Izgradeni su od linearnih ili granatih makromolekula velikih relativnih molekularnih masa, a
mogu biti potpuno amorfni ili kristalasti.?® Kemijska i fizikalna svojstva plastike su vrlo dobra
pa i nije za ¢uditi da se masovno primjenjuje Sirom svijeta. Ovi polimeri su dobri toplinski i
elektri¢ni izolatori i lako se oblikuju i bojaju tijekom proizvodnje.?” Velik utjecaj na
ponasanje Cestica MP-a u okoliSu imaju njihova fizicka svojstva : gustoca, veli¢ina i oblik. 1z
tog razloga, bitno ih je poznavati kako bi se Sto lakSe predvidjelo gdje ¢e Cestice u konaénici

zavrsiti.?8



2.2.1. Aditivi u mikroplastici

Kako bi se poboljsala kemijska i fizikalna svojstva plastike dodaju joj se razni aditivi.
Aditivi mogu ukljucivati usporivace gorenja kao $to je polibrominiranidifenil eteri (PBDE) ili
organske usporivace gorenja s fosforom i plastifikatore kao $to su bis (2-etilheksil) ftalat
(DEHP) i drugi ftalati. Benzofenoni i benzotriazoli, ultraljubicasti apsorberi i antioksidanti,
kao $to su BHT i Irganox, takoder se ¢esto dodaju proizvodima od plastike.?>* Dokazano je
kako su ovi aditivi $tetni za ljude i okolis, a otpustaju se s MP-a kada dospije u prirodu.* Isto
tako, MP moze otpustati i postojane organske onecis¢ujuce tvari, POP, koje stvaraju velike
probleme i zbog toksi¢nosti i zbog nemogucénosti razgradnje. No, aditivi koji se otpustaju u
okoli$ ¢ine manji dio Stetnog utjecaja MP-a, dok puno veci problem stvaraju Stetne tvari koje
se adsorbiraju na MP i time povecavaju toksi¢nost Cestica MP-a za ¢ak nekoliko stotina

puta.3!

2.2.2. Adsorpcija oneciS¢ujuéih tvari na mikroplastiku

Postojanje MP-a u okolisu, a posebice u vodama posljednjih godina sve vise
zabrinjava znanstvenu zajednicu zbog sposobnosti adsorpcije drugih spojeva, ukljucujuci
teske metale, postojane organske oneciséujuée tvari itd.*> Adsorpcija (lat. adsorptio:
pripijanje), je proces u kojemu cestice plina ili kapljevine (atomi, molekule i ioni) bivaju
privucene na povrsinu krutog tijela. Porozni ili granulirani materijali imaju vecu sposobnost
adsorpcije zbog poveéane povrsine.®* Adsorpcija na MP je moguéa zbog prisutnosti
mikroplastiénih pora, ¢ime se povecava aktivna povrSina, a veze se pomocu Van der
Waalsovih sila.3** Tvari koje se vezu su teski metali, farmaceutici, policiklicki aromatski
ugljikovodici (PAH), poliklorirani bifenili (PBC), razni pesticidi, a medu njima i poznato
toksi¢ni diklordifeniltrikloretan (DDT).34%3 Dostupnost navedenih tvari u odredenom
sustavu odreduje koli¢inu koja ¢e se adsorbirati na MP. Odnosno, §to je vise onecis¢ujucih
tvari u okolisu to ¢e ih se vise i vezati za MP te ée koncentracija istih biti veéa.®® Osim
dostupnosti, znacajan utjecaj na adsorpciju imaju i okoliSni uvjeti. Dokazano je kako
povecanje pH ima velik utjecaj na ubrzanje procesa adsorpcije.® Isto tako, MP koja se nalazi
blize izvoru oneciS¢ujucih tvari sadrzavat ¢e vece koncentracije istih od one koja je udaljena
od izvora, bez obzira na njezina svojstva.>® Dokazano je da ostarjela MP ima ve¢i adsorpcijski
kapacitet zbog povecane povrSine i funkcija nakon duzeg izlaganja UV zraenju i ostalim
okolignim uvjetima.® Ponasanje MP-a mijenja se i dodatkom povrsinski aktivnih tvari, poput
tenzida. Dodavanje tenzida moze promijeniti fizikalna i kemijska svojstva MP-a,

povecéavajuc¢i moguénost adsorpcije.



2.3. Polipropilen

Polipropilen je termoplasticni materijal molekulske formule (CsHe)n, nastao
polimerizacijom monomera propilena (slika 2). Prisutan je u mnogim industrijama.
Polipropilen se razlikuje u molekulskoj strukturi pa moze biti izotakti¢ki, sindiotakticki i
atakticki.®® Industrijski proizvodi temelje se na izotaktickom polipropilenu, koji takoder

ukljucuje kopolimer propilena i malu koli¢inu etilena.*

2.3.1. Kemijska i fizikalna svojstva polipropilena

PP je pogodan je za razne tehnike obrade $to ga &ini vrlo trazenim materijalom.*
Moze se obraditi prakti¢ki svim metodama, ukljucujuéi injekcijsko preSanje, puhanje,
ekstrudiranje, puhani i lijevani film, termoformiranje itd.*! Jedan je od najkoritenijih vrsta
plastomera kao $to je prethodno navedeno, a razlog tomu su takoder i umjereni troskovi izrade
te vrlo dobra svojstva vidljiva u Tablici 1. Gusto¢a od 0,9 g/cm? ¢ini ga jednim od najlaksih
plastomera.* Njegova izvrsna kemijska svojstva ukljuéuju otpornost na vec¢inu organskih
otapala, kiselina i baza, osim na vrlo jaka oksidiraju¢a sredstva. Dobra otpornost na zamor
¢ini ga Siroko koristenim materijalom u dijelovima koji se esto savijaju.*?*® Ispitivanja su
pokazala da tanki dijelovi PP-a mogu izdrzati vise od milijun ponovljenih savijanja.*® Isto
tako, PP ima dobru otpornost na pucanje pod utjecajem okoliga.**** Zadrzava mehanic¢ka i
elektri¢na svojstva pri poviSenim temperaturama, u vlaznim uvjetima i kada je uronjen u vodu

tj. vodootporan je.*

a) b)
Slika 2. a) molekula monomera propilena i b) molekula polimera polipropilena®

Nedostatak PP-a je mala udarna ¢vrstoca, posebice pri nizim temperaturama (ve¢ neznatnO

ispod 0 °C).*



Tablica 1. Karakteristike polipropilena®®4’

Karakteristike
Temperature primjene
Otpornost na ulja
Otpornost na kemikalije

Otpornost na vodu
UV stabilnost

Otpornost na habanje

Opca otpornost na atmosferske
utjecaje
Vlacna ¢vrstoca
Specifi¢na tezina

IzduZenje do prekida

Dielektri¢na ¢évrstoca

2.3.2. Primjena polipropilena

Primjena PP-a je zaista $iroka. Cestice ovog plasti¢nog polimera Koriste se kao vlakna,
filmovi, niti 1 razni dijelovi za automobile. Primjenjuje se za potrebe krute ambalaze i
ambalaze za hranu §to danas ujedno predstavlja i najveci problem s nastalim otpadom. Isto
tako, PP nalazi svoju primjenu i u medicinskim proizvodima.**? Upravo se u aktualnim
kirurskim maskama mogu pronaéi &estice PP-a, koji se nalazi u 2 od 3 sloja istih.*® Cesta je

zamjena staklu i metalu, a koristi se i u velikim uredajima kao $to su peénice, perilice posuda,

Vrijednost
-40 do +160 °C
odli¢no/vrlo dobro
odli¢no/vrlo dobro

odli¢no/vrlo dobro

dobro/zadovoljavajuce

dobro

dobro

33 MPa

0,905 g/cm®

400 %
17,7+33,5 MV/m

hladnjaci i perilice rublja, te opéenito u kuéanskih potrepstinama.*:

2.3.3. Polipropilen u okolisu

Za pocetak je potrebno napomenuti koliko otpada koji sadrzi PP postoji i nastaje i koja

koli¢ina od toga se u stvari ispravno zbrinjava kako bi se mogao dalje istrazivati utjecaj na

okolis, a time 1 na sva Ziva bica.



Moderna plastika napravljena je s ciljem dugog vijeka trajanja, odnosno plasti¢ni
proizvodi su dizajnirani i kemijski stabilizirani kako bi §to duZe trajali.** Globalno trziste PP-a
procijenjeno je na vise od 80 milijardi $ u 2014. godini, a prema istraZivanjima o¢ekuje se da
¢e doseéi 133,3 milijarde $ do 2023. godine.*® Podatak iz 2013. godine govori o potro$nji PP-
a na globalnoj razini u prosjeku od 55 milijuna tona , a procjene statisticara su da ¢e potraznja
za ovom vrstom plastike rasti u prosjeku za 3% godisnje do 2024. godine.>® Ovakve brojke
samo potvrduju koliko ¢e, sukladno tome, plasti¢nog otpada nastati jednom kada ti proizvodi
budu odbaceni tj. izgube svoju prvobitnu funkciju. Mnogi PP proizvodi zavr$avaju u morima i
oceanima tj. vodnom okoli$u, a javljaju se i u sedimentima na plazama.>* Na morska stanista
utjecu plasti¢ni ostaci koji se u geografskom smislu brzo Sire i akumuliraju u oceanskim
zirovima, tj. velikom sustavu kruznih oceanskih struja.! Raspodijela tih ostataka u moru ovisi
o razli¢itim mehanizmima, uklju¢ujuci vjetrove, struje, geografske karakteristike obale i
ljudske ¢imbenike poput urbanizacije i trgovackih ruta.®* Broj plasti¢nih ostataka i PP-a i
ostalih vrsta plastike u Sredozemnom moru i Atlantskom oceanu je vrlo visok sto se pripisuje
i prirodnim i ljudskim ¢imbenicima.>? Od 20 najoneciséenijih rijeka svijeta, ¢ak sedam rijeka
nalazi se u Kini, a Cetiri rijeke u Indoneziji, $to samo potvrduje ¢injenicu o antropogenom
utjecaju s obzirom na to da je u tim podru¢jima gustoéa stanovni$tva ogromna, a isto tako i
industrija vrlo prosirena.*’ Sedimentacija je takoder vrlo bitna pojava kada se govori o
akumulaciji MP-a u okolisu. Podru¢je niske turbulencije koje se podudara sa zonom
konvergencije kretanja sedimenata morskog dna favorizirat ¢e sedimentaciju, stvarajuci zonu
akumulacije.>®*>* Jedno od svojstava PP-a je i ve¢ spomenuta mala gustoéa, odnosno
specifi¢na tezina. lako se to smatra pozitivnim u industriji zbog lagane obrade i KkoriStenja
istog, u okolidu to stvara jo§ veée probleme. Cestice PP-a su vrlo lagane i zato lebde u
vodnom okolisu. S obzirom na to da su izrazito poletne, lako se prenose i dospijevaju u sve
dijelove vodnog okolisa.”* Medutim, plastika male gustoée moZe se naéi i na morskom dnu.
Na povrsini PP-a Cesto koloniziraju (mikro)organizmi pri ¢emu se stvara biofilm $to dovodi
do povecanja gustoée i sedimentacije na dno.> Znanstvenici su otkrili da se biofilm razvija na
povrsini plastike ve¢ nakon jednog tjedna, a ta se mikrobna gustoca znatno povecava nakon tri
tjedna. Kad plastika dosegne odredenu gustocu, dio toga tone na morsko dno, a neki ostaci
zaostaju u vodenom stupcu zbog turbulencije.®®

Osim u vodi, znatno oneci$éenje plastikom primijeceno je i na plazama. Istrazivanjima
iz 2011. sedimenta plaza uz Belgijsku obalu utvrdena je prosjec¢na koncentracija MP-a od 92,8
Cestica/kg suhog taloga, a vlakna su cinila preko 88% (82,1 cestica/kg) od ukupno

prikupljenih plasti¢nih ostataka. Pretpostavlja se da su analizirana vlakna bili najlon, polivinil
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alkohol i PP, koji se uglavnom dobivaju iz ribarskih mreZa, tepiha i uzadi.%” Utvrdeno je da je
nakupljanje MP-a u sedimentu na plazama Juzne Koreje nakon kisne sezone bilo vece od one
prije ki$ne sezone.®® Uz to, smjerovi vjetra i oceanskih struja vazne su odrednice razine
onecis¢enja MP-om na plazama. Isto tako, vise predmeta od plastike uoceno je na vjetrovitim

plazama u usporedbi sa zavjetrinskim plazama.>"%®

2.3.4. Utjecaj polipropilena na Zive organizme

Mnoga znanstvena istrazivanja pokazuju da je gutanje i zapletanje plastike glavna
fizicka opasnost za morsku faunu, ukljucujuci zooplanktone i organizme na visoj trofic¢koj
razini.>®%%61 Plasti¢ni ostaci pronadeni su u vise vrsta §irom svijeta, uklju¢ujuéi morske ptice,
kornjace, rakove i ribe.>

Prije svega, MP, a tako i Cestice PP-a , predstavljaju i fizi¢ku i kemijsku opasnost za
zive organizme. Fizicki ucinci ukljucuju blokadu crijevnog trakta, inhibiciju izluéivanja
zeluCanog enzima, Smanjene podrazaje hranjenja, smanjenu razinu spolnih hormona, neuspjeh
reprodukcije.%2%* Gutanje rijetko dovodi do trenutne smrti u organizmima, medutim, kroni¢ni
plastike. Rezultiraju¢e nakupljanje plastike i MP-a u njihovom gastrointestinalnom traktu na
kraju dovodi do gastrointestinalne blokade ili problema s podrazajima hranjenja.*® Vrste koje
se hrane povrsinski, poput galebova i burnjaka, unose vece koli¢ine PP-a koji se nalazi na
povrsini.®! Zooplanktivorous ribe, na primjer mali auk (Alle alle), takoder su osjetljive na
gutanje plastike, a MP im otezava razlikovanje zooplanktona, amfipoda, veslonosaca i MP
ostataka.®® Uz to, MP takoder moze prianjati na kozu ribe i preci u druge dijelove organizma,
kao $to su skrge, jetra i misi¢i.®® Dokazano je i da se vrlo fine MP-e ¢estice mogu prenijeti
kroz stanice u krvozilni i limfni sustav, §to rezultira rasprSivanjem MP-a po cijelom
organizmu., a tada je osim fizicke opasnosti izrazena i ona kemijska zbog moguceg otpustanja

aditiva i drugih one¢is¢ujucih tvari vezanih na &estice plastike.5®

2.4. Mikroalge

Alge su na dnu prehrambenog lanca i najvazniji SU primarni proizvodaci u vodenim
ekosustavima.®” Mikroalge proizvode oko polovice ukupno proizvedenog kisika godisnje.®®
Kao primarni proizvodaci, sve promjene mikroalgi u slatkovodnom i morskom okruzenju u
konacnici utje¢u na strukturu i funkciju vodenih ekosustava, stoga su njihovi bioloski

pokazatelji vazni za praéenje i procjenu kakvoée vodnog okolisa.®” 6



Alge mogu biti viSestani¢ni ili jednostani¢ni oblik zivih organizama. Ubrajaju se u
prokariotske ili eukariotske mikroorganizme §iroke bioloske raznolikosti.”® Mogu se podijeliti
u makro ili mikroalge na temelju njihove veli¢ine. Mikroalge su upravo jedan od najranijih
oblika Zivota na Zemlji.”® Karakterizira ih jednostavna stani¢na grada koja se sastoji od
staniéne stijenke i membrane, ali nemaju oblikovanu jezgrenu ovojnicu.”* Jednostavna
stani¢na struktura mikroalgi osigurava brz i uspjesan rast u nepovoljnim uvjetima okoline te
su stoga prisutne u najrazli¢itijim i najekstremnijim primjerima ekosustava.’®

Trenutno se zna da postoji preko 50 000 razli¢itih vrsta mikroalgi. Njihove razli¢ite
morfoloske i fizioloSke Kkarakteristike omogucavanju njihovu primjenu u razli¢itim
biotehnoloskim procesima.”” One su obnovljivi, odrzivi i ekonomi¢ni izvori biogoriva,

bioaktivnih medicinskih proizvoda i sastojaka hrane.”

2.4.1. Rod Scenedesmus

Rod Scenedesmus broji oko 70 vrsta zelenih algi (porodica Scenedesmaceae, red
Sphaeropleales, razred Chlorophyceae, koljeno Chlorophyta).”*" Scenedesmus je jedan od
naj¢es¢ih rodova slatkovodnih algi, medutim izuzetno raznolike morfologije koje se nalaze
unutar vrsta otezavaju identifikaciju istih. Vecina vrsta nalazi se Sirom svijeta N0 odredene
vrste postoje samo u lokalnim populacijama poput Scenedesmus intermedius i Scenedesmus
serratus koje se nalaze na Novom Zelandu.” Scenedesmus moze postojati kao jednostaniéni
organizam, a &esto se nalazi i u cenobiji od &etiri ili osam stanica.” Koenocitna stanica ili
otvorena kolonija naziva se coenobium (mnoZina cenobija), a ve¢ina cenobija sastoji se od
razli¢itog broja stanica, Cesto kao viSestruki od dvije (4, 8, itd.) U dobrim uvjetima ¢esce se
pronalaze kao jednostani¢ni, no u slucaju nepovoljnih uvjeta, kada su smanjene mogucnosti
rasta, nalaze se u cenobiji od 8 stanica.”’® Razmnozavanje se odvija putem nepokretnim

spora koje se nazivaju autospore.’* Anatomija Scenedesmusa prikaza je na slici 3.
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Bodlje

Pektinski sloj

Stani¢na
Celulozni sloj stiienka

Jezgra

Kloroplast

Vakuola

| Skrobno zrno

Slika 3. Anatomija Scenedesmusa ’’

Scenedesmus sp. uobicajena je slatkovodna zelena mikroalga.”® Ona je nepokretna, a
veli¢ina varira ovisno o morfologiji.”® Fizicke karakteristike prikazane su u Tablici 2. Koristi
se kao pokazatelj oneciS¢enja I moze se lako prilagoditi i dobro rasti u onec¢isé¢enoj vodi pa
¢ak i u kanalizaciji.”®®° Upravo zbog sposobnosti brze prilagodbe i moguénosti manipulacije
svojim metabolizmom moze se lako prilagoditi prisutnosti potencijalno Stetnih tvari pa se
Siroko Koristi i u ekotoksikoloskim istrazivanjima.®! Nalazi se u svjezim i slatkim vodama
bogatim hranjivim tvarima.”® Poznato je kako se mikroalge koriste i u industrijske svrhe, a
tako i Scenedesmus sp. Pokazalo se kako je ova mikroalga pogodna za proizvodnju
biodizela.8? Mikrofotografija mikroalge Scenedesmus sp. prikazana je na slici 4, a vidljivi su

cenobiji od 2 stanice.

Slika 4. Mikrofotografija mikroalge Scenedesmus sp., P = 400x
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Tablica 2. Fizi¢ke karakteristike mikroalge Scenedesmus sp. 76:83-8

Ovisno o morfologiji: ravna ili blago
zakrivljena cenobija koja se sastoji od 2-32
Veli¢ina i brojnost stanice koje su linearno ili bo¢no poredane u
1 ili 2 reda i obi¢no okruZzene sluzi, npr.
Scenedesmus acutus moze biti duljine (5 - 13

um) i Sirine (2,3 - 6 um).

Bicevi (flagele) Nema
Pokretljivost Nepokretna

Razli¢iti oblici morfologije - linearni,
Oblik kostulatoidni, izmjeni¢ni, nepravilni

daktilokokoidni

Opcenito, mikroalge se nerijetko koriste za testove ekotoksic¢nosti, a to vrijedi i za
Scenedesmus sp. Primije¢eno da vrste roda Scenedesmus podnose veéu toksi¢nost u usporedbi

s ostalim uobi¢ajeno dostupnim slatkovodnim vrstama algi poput Chlorella sp.8®

2.5. Ekotoksikologija
2.5.1. Razvoj ekotoksikologije

Toksikologija je zapocela kao znanstveno podru¢je za razumijevanje trovanja
otrovnim kemikalijama, hranom, biljkama i zivotinjama koje su uzrokovale $tetne ucinke na
zdravlje ljudi.®” Brzo je znanost napredovala pa je doslo do uze podijele na klini¢ku
toksikologiju, forenzi¢ku toksikologiju, industrijsku toksikologiju, toksikologiju okolisa,
farmaceutsku toksikologiju i eksperimentalnu toksikologiju.28 Ovakav razvoj doveo je do
novog multidisciplinarnog podrucja nazvanog ekotoksikologija. Ono integrira bioloske
informacije, ekoloske pojmove i toksikoloske aspekte oneciséenja okolisa u ekosustavu.®®
Ekotoksikologija obuhvac¢a temeljna istrazivanja 0 ucincima otrovnih kemikalija na
populacije, zajednice i kopneni, slatkovodni i morski ekosustav. Razja§njava mehanizme i
procese kojima oneciS¢ujuce tvari djeluju na ekosustave i ispituje izazvani utjecaj.
Ekotoksikoloski podaci doprinose razumijevanju ekoloskog rizika i mogu ukazati na moguce
nove pristupe regulaciji i kontroli otrovnih tvari u razli¢itim ekosustavima.8%091%2 pojam
"ekotoksikologija” skovao je René Truhaut 1969. godine definiraju¢i ga kao "grana
toksikologije koja se bavi proucavanjem toksicnih ucinaka uzrokovanih prirodnim ili
sintetickim onecis¢ujucim tvarima na sastavnice ekosustava, ukljucujuci ljude, zivotinje, biljke

i mikroorganizme«.%
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2.5.2. Testovi ekotoksi¢nosti

Ispitivanja toksi¢nosti koriste se kako bi se procijenio uc¢inak nekog onecisé¢enja na
opstanak, rast, reprodukciju i ponasanje na ispitivanim organizmima. Ovi testovi mogu
pomo¢i utvrditi jesu li koncentracije onecis$¢ujucih tvari u medijima dovoljno visoke da
uzrokuju smrtonosne, subletalne ili opéenito 3tetne ucinke na organizme.®” Svi testovi
toksi¢nosti moraju se provoditi u skladu s zakonskom regulativom.®” Testove ekotoksi¢nosti
mozemo podijeliti na in vivo i na in vitro testove. Ukoliko se odreduje utjecaj na organizam u
cjelini provodi se in vivo test, a ukoliko se odreduje utjecaj na pojedini dio organizma onda se
primjenjuje in vitro test.* In vivo testovi na veéini kraljeznjaka su zabranjeni, stoga se veéina
testova provodi in vitro.

Dvije glavne organizacije zaduzene za propise ovakvih istrazivanja su ISO i OECD.
Propisuju metode provodenja testova toksi¢nosti i dopusteno vrijeme izlaganja organizama
tvarima koje se ispituju.®® Odredeno je da se testovi inhibicije rasta na algama mogu provoditi
72 h, a na ribama i njihovim embrijima 96 h.2% In vivo testovi sve vise su u primjeni. Osim
ve¢ spomenutog problema in vitro testova s ispitivanjima na evolucijskim razvijenijim
kraljeznjacima i problema sa zaStitom zivotinja, oni SU i jeftiniji i brzi te omoguéuju
ponovljive, brze i precizne rezultate.®® Ono $to je Kkljuéno u svakom istrazivanju tj.
eksperimentu je da se postupak moze ponoviti i da je to kontrolirani proces. In vitro testovi
vrlo jednostavno omogucuju navedene uvjete, stoga su odliCan izbor za provodenje testova
ekotoksicnosti.® Nakon obavljenog testa ekotoksi¢nosti, crta se krivulja doza-odgovor.
Pomocu ove krivulje moguce je odrediti najnizu dozu ili koncentraciju tvari koja se ispituje i
koja izaziva prvi uc¢inak, a isto tako i najveéu dozu ili koncentraciju bez uc¢inka.®”*® Cilj
ispitivanja (eko)toksi¢nosti je najéesce odrediti LDso i EDso. LDso 0znac¢ava dozu tvari koja je
uzrokovala smrt kod 50 % jedinki izloZenih toj tvari, a EDso je efektivna doza koja uzrokuje
negativan u¢inak kod 50% ispitivanih jedinki.' Najniza doza koja izaziva u¢inak naziva se
LOEC, a najvisa doza koja ne izaziva u¢inak NOEC.1% |zgled krivulje doza-odgovor prikazan
je naslici 5. s oznacenim parametrima.

100

50 LOEC

Odgon

LDS0 1 EDSO

p

5 1 15 20 25 30 35

Doza [mg'kg)

Slika 5. Krivulja doza-odgovor s klju¢nim paramterima®

13



2.5.3. Testovi ekotoksi¢nosti na mikroalgama

S obzirom na to da su mikroalge nositelji vodenih ekosustava, ispitivanja na njima
mogu pruziti informacije i uvid o cijelom ekosustavu u kojemu se one nalaze.t”®® Osim
inhibicije rasta, na mikroalgama se mogu pratiti i morfoloske promjene, oksidativni stres,
osteéenje DNA, smanjenje klorofila i inhibicija fotosinteze.%

Jedan od testova ekotoksi¢nosti raden je upravo na mikroalgi Scenedesmus sp.
Ispitivala se toksi¢nost dibutil ftalata, organske tvari koja se pronalazi adsorbirana na povrsini
Cestica MP-a. S jedne strane, dokazana je inhibicija rasta mikroalge Scenedesmus obliquus pri
izlozenosti u vremenu od 96h, a EDso: 0,21 pg/L.2%* No, s druge strane kao $to je veé i
spomenuto ranije, neka istrazivanja pokazuju kako mikroalge ipak mogu razgraditi neka
oneCiS¢enja. Pokazalo se da neke slatkovodne alge i cijanobakterije mogu sintetizirati
organska onecis¢enja koja su Cesto adosrbirana na povr$ini MP Cestica i osloboditi ih u
izvanstani¢ni medij pod uvjetima oksidativnog stresa. 1°% lako su ovakvi rezultati djelomi¢no
kontradiktorni, to moze implicirati na razli¢ite obrambene mehanizme i razne bioloske
reakcije i odgovore mikroalgi u razli¢itim rasponima koncentracija oneciséujucih tvari.10t

Istrazivao se i utjecaj PP-a. Toksi¢an utjecaj dokazan je i na slatkovodnim, a i na
morskim mikroalgama, a u tablici 3. su prikazani rezultati nekih istrazivanja. Naime,
izlozenost PP-u pokazala je smanjeni rast mikroalgi i smanjenu moguénost fotosinteze.!%
Smanjena moguénost fotosinteze direktna je posljedica smanjene koncentracije klorofila
prilikom izlaganja mikroalgi MP &esticama PP-a.1%%1% Dokazano je kako su koncentracija,
veli¢ina Cestica i vrijeme izlaganja mikroalgi MP-u glavni faktori koji utjeCu na spomenute
pojave. Istrazivanja su pokazala kako je inhibicija sadrzaja klorofila bila vec¢a pri visim
koncentracijama PP-a, a time i smanjena moguénost fotosinteze.®® Postoje dva mogudéa
razloga za ovakvu pojavu. Prvi je nakupljanje unutarstani¢nih reaktivnih molekula kisika
koje ostecuju stani¢nu strukturu i blokiraju sintezu klorofila. Drugi je taj sto MP-e ima veliku
aktivnu povrsinu i jaku adsorpcijsku sposobnost, stoga bi mikroalge i MP-e mogli tvoriti
heteroagregate te bi se na taj nacin sposobnost mikroalgi za fotosintezom inaktivirala.®
Pokazano je i da pod utjecajem MP-a dolazi do smanjenja brzine prijenosa elektrona u
stanicama mikroalgi sto dovodi do nakupljanja tih istih elektrona, a to dovodi do povecane
razine reaktivnih molekula kisika. Visoka razina tih molekula potice peroksidaciju lipida na
stani¢noj membrani. Dakle, alge su u stanju oksidativnog stresa.!®1%" S druge strane, neka
istrazivanja su pokazala da MP-e moze sluziti kao supstrat za rast algi, Sto moze pospjesiti

rast istih i da nema nuzno negativnog u¢inka MP-a na njih.1%1% Takoder se pokazalo da
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negativni ucinci MP-a na fotosintezu mikroalgi u odredenom trenutku dodu do najvece
vrijednosti, a zatim oslabe.1%

Smatra se da plastika postaje novo staniSte za mikroorganizme, ukljucujuéi i
mikroalge, stoga se testovi ekotoksi¢nosti provode i u tom smjeru, istrazujuci kolonizaciju
mikroalgi na povrsinu plastike i mikroplastike.!!? Istrazivanja pokazuju kako se zajednice
mikroalgi razlikuju prilikom rasta na plasti¢cnim podlogama (PP,PE,PS) od onih na staklenim
podlogama ili pak od nekih drugih materijala.!!*

Tablica 3. Ekotoksikoloska istrazivanja PP-a primjenom mikroalgi.

NEVALY Veli¢ina PP Koncentracija PP Ve
Ucdinci

mikroalge [um] [mg/L]

Smanjen sadrzaj klorofila,

Chlorella . s :

pyrenoidosa 64 - 236 5-500 nema znacajnih promjena
u rastu 1%

Microcystis Smanjen sadrzaj klorofila,

flosaquae 64 - 236 5-500 nema znacajnih promjena
u rastu 1%

Chlorella sp 74 200 Smanjen sadrzaj klorofila,

blaga inhibicija rasta!2

Phaeodactylum
tricornutum

Smanjen sadrzaj klorofila,

“ 200 blaga inhibicija rasta*2
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Materijali

3.1.1. Mikroplastika

Za odredivanje toksi¢nosti MP-a Kkoristila se plastika oznake PP koja je dobivena
usitnjavanjem makroplastike (MAP). Usitnjavao se plasti¢ni pribor za jelo Koji je imao

oznaku trazene vrste plastike (PP) prikazan na slici 6.

o

&

=1

Slika 6. Plasti¢ni pribor od PP-a koji se koristio za dobivanje MP-a.

3.1.2.Testni organizam
Test toksic¢nosti provodio se primjenom mikroalge Scenedesmus sp., ¢ija je mikrofotografija
prikazana na slici 7. Navedena kultura pohranjena je u zbirci Zavoda za industrijsku ekologiju

Fakulteta kemijskog inzenjerstva i tehnologije, Sveucilista u Zagrebu.

%0 S

Slika 7. Mikrofotografija mikroalge Scenedesmus sp. snimljena u nultome danu pomocéu

svjetlosnog mikroskopa, P = 400x.
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3.1.3. Mediji i kemikalije
Bazalni medij

Etanol

Bazalni medij (BM), Bold Modified Basal Freshwater Nutrient Solution, Sigma,
Ujedinjeno Kraljevstvo, koristio se za uzgoj mikroalge Scenedesmus 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. pH-vrijednost BM-a je podesena na 8,0
pomocu 1 M NaOH. Tako pripremljen BM se sterilizirao prije upotrebe.

Etanol (70 %) Kkoristio se za sterilizaciju MP-a prije postavljanja pokusa sa
Scenedesmus sp..

3.2. Mjerni instrumenti i oprema

U radu je koristena rotacijska tresilica LAUDA-GFL Geselleschaft model 3005,
Njemacka, za provedbu pokusa u Sarznim uvjetima.

Za usitnjavanje plasti¢nih 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, veli¢ine pora 300, 500 i 710 pum.

Za precizno vaganje uporabljena je vaga Sartorius AG, Njemacka.

Za filtraciju sterilizirane mikroplastike koristen je membranski lijevak uz vakuum
pumpu, i sterilni celulozno nitratni (C/N) membranski filteri Ahlstrom ReliaDiscTM,
promjera pora 0,45 pm.

U svrhu odredivanja broja zivih stanica algi (CFU) upotrjebljena je Thomina
komorica.

Za sterilizaciju BM, hranjive podloge, Cistog staklenog posuda, kao i onecisé¢enog
posuda, koristen je autoklav Sutjeska, Jugoslavija.

U svrhu aeriranja mikroalge Scenedesmus sp. koriStena je aeracijska pumpa Tetratec, a
za osvjetljenje alge koristila se lampa.

U radu je koristena magnetska tresilica WiseStir MSH — 20A kod podesavanja pH —
vrijednosti BM-a.

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

Opticka gustoca odredivana je na spektrofotometru Hach, Model DR/2400, SAD.
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= Mikroalga Scenedesmus sp. mikroskopirana je pomocu svjetlosnog mikroskopa
(Olympus BX50, Olympus Optical Co. Ltd., Japan) opremljenog kamerom za
snimanje mikrofotografija (Olympus DP 10 kamera).

3.3. Metode rada

3.3.1. Priprema mikroplastike

Makroplastika prvo je usitnjena Skarama na manje komade te se zatim usitnjavala u blenderu
uz dodatak mokrog leda. Usitnjene ¢estice mikroplastike PP-a susile su se na zraku 24 — 48 h
pri sobnoj temperaturi, te su se zatim prosijavale mehanicki koristeé¢i sita odredenih veli¢ina
pora u svrhu dobivanja Cestica veli¢ine: 500-710 pum; 300-500 pm; <300 pm. U svrhu
sterilizacije mikroplastike, odredene mase PP-a izvagale su se u Erlenmeyerove 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. Cestice mikroplastike PP-a su zatim bile izdvojene iz
etanola i isprane sterilnom deioniziranom vodom primjenom vakuum filtracije uz sterilnu
tehniku rada. Mikroplastika zaostala na sterilnom membranskom filtru (veli¢ine pora 0,45
pm) se zatim pomocu sterilne Zlice i pincete prebacila u tikvice volumena 250 mL za

postavljanje pokusa sa Scenedesmus sp..

3.3.2. Odredivanje ekotoksi¢nosti mikroplastike primjenom alge Scenedesmus sp.

Pokus se provodio na termostatiranoj rotacijskoj tresilici pri 22 +2 °C, 160 o/min i 3 dana u
tikvicama volumena 250 mL, odnosno radnog volumena Vr = 100 mL. Prije postavljanja
pokusa uzgojila se mikroalga Scenedesmus sp. u BM uz kontinuiranu aeraciju i interval

svjetlosti 12/12 tijekom 10 dana?, kao $to je prikazano na slici 8.

Slika 8. Uzgoj mikroalge Scenedesmus sp..
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Broj zivih stanica mikroalgi (CFU) iznosio je nakon 10 dana 9,8 x 10° st/mL. CFU (st/mL)
odredivao se izravnim brojanjem u Thominoj komorici, tako da su se brojale mikroalge unutar

3 kvadrata, a ukupan broj zivih stanica odredivao se prema formuli:

_m-n -16-10*
N K

gdje N predstavlja ukupan broj stanica u 1 mL, m ukupan broj pobrojanih stanica, n
recipro¢nu vrijednost razrjedenja, 10* korekciju volumena i K broj kvadrata u kojima je
izvrSeno brojanje.

Od uzgojene suspenzije alge priredivala se suspenzija za pokus ¢iji je pocetni CFU iznosio 6,4
x 10° st/mL, odnosno ¢&ija je pocetna opticka gustoéa u BM-U iznosila 0,03, a odredivala se
spektrofotometrijski pri 4 = 670 nm.}® Tikvice su sadrzavale suspenziju alge, BM i
mikroplastiku PP, kao $to je prikazano na slici 9. Pokus se provodio prema OECD
201:1984.1% Za pokus je bila postavljena i slijepa proba koja nije sadrzavala ¢estice PP-a.
Tijekom provedbe pokusa svaki dan je pracen CFU, a nulti i tre¢i dan odredivala se i pH-

vrijednost, koncentracija otopljenoga kisika i opticka gustoca (OG).

Slika 9. Odredivanje toksi¢nosti polipropilena (PP) primjenom mikroalge Scenedesmus sp..
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Tablica 4. Pocetni uvjeti za pokus odredivanja toksi¢nosti polipropilena (PP) primjenom
mikroalge Scenedesmus sp..

ymp / mg/L 50; 250; 500; 750; 1000
veli¢ina MP-e / um 500-710; 300-500; <300
pH-vrijednost / - 8,33
y (O2) / mg/L 8,61
log CFUo / - 5,80
OGo /- 0,03

Izracunate su vrijednosti logaritamskog broja zivih stanica, log CFU, za pocetne uvjete
(tablica 4.) i nakon 3 dana . Racunala se i inhibicija rasta alge upotrebljavajuc¢i log CFU

kontrole i uzorka. Inhibicija rasta izrazavala se u postotku, a racunala se prema formuli:

_log CFU(kontrola) —log CFU (uzorak)

INH
log CFU (kontrola)

x 100%

gdje log CFU(kontrola) predstavlja logaritamski broj zivih stanica alge u kontrolnoj tikvici, a
log CFU(uzorak) logaritamski broj zivih stanica alge u tikvici s uzorkom, tj. s mikroplastikom
PP.

3.3.3. Mikroskopska analiza

Mikroskopskom analizom su prac¢ene morfoloske karakteristike mikroalge Scenedesmus sp..
Mikroalga se mikroskopirala na na¢in da se pomocu Pasteur pipete izuzela kapljica uzorka
suspenzije alge i BM-a. Pripremao se nativni preparat za 3.dan provedbe pokusa. Pripremljeni

preparat je mikroskopiran pod ukupnim povecanjem od 400x na mikroskopu prikazanom na
slici 10.

Slika 10. Prikaz svjetlosnog mikroskopa pomocu kojeg su se mikroskopirale mikroalge

Scenedesmus sp..
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4. Rezultati
4.1. Rezultati pokusa

Primjenom mikroalge Scenedesmus sp. pratila se toksi¢nost PP-a. Tijekom pokusa
pratila se promjena broja zivih stanica CFU tri dana sto je i prikazano na slikama 11, 12 i 13,
a na 14. slici je prikazana inhibicija rasta s obzirom na koncentraciju PP-a za razlic¢ite veli¢ine
Cestica. Takoder se pratila promjena pH — vrijednosti i koncentracije otopljenoga kisika na
pocetku i na kraju pokusa tj. nulti i tre¢i dan. U tablici 5 prikazani su podaci nultog i treceg

dana za pH — vrijednost i koncentraciju kisika za odredenu veli¢inu i koncentraciju PP-a.

Tablica 5. Prikaz temperature i dobivenih podataka pH - vrijednosti i koncentracije

otopljenog kisika za nulti i tre¢i dan za svaki uzorak PP-a i slijepe probe (SP).

t/d pH-vrijednost /- | »(O2) /mg/L | T/°C

0 8,331 8,61 23,4

3.dan

50 mg/L 7,881 8,86 22,1

250 mg/L 7,919 8,63 22,1

500-710pum 500 mg/L 7,862 8,87 22,3
750 mg/L 8,126 8,6 23,3

1000 mg/L 7,918 8,48 23,6

50 mg/L 8,112 8,66 22,9

250 mg/L 8,116 8,71 23,1

300-500pum 500 mg/L 7,834 8,76 23,2
750 mg/L 7,861 8,54 23,5

1000 mg/L 7,825 8,69 22,0

50 mg/L 7,807 8,81 21,7

250 mg/L 8,052 8,75 21,8

<300um 500 mg/L 7,793 8,72 21,8
750 mg/L 8,081 8,7 22,1

1000 mg/L 8,095 8,74 21,9

Slijepa proba 8,057 8,82 21,9
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Slika 11. Promjena logaritamskog broja zivih stanica mikroalge Scenedesmus sp. za uzorak

PP-a veli¢ine ¢estica 500-710 pm, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 250 mg/L, ¢) 500 mg/L, d)
750 mg/L i e) 1000 mg/L te za kontrolu tijekom 3 dana.
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300-500 pm, 50 mg/L 300-500 pm, 250 mg/L
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300-500 pm, 1000 mg/L
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Slika 12. Promjena logaritamskog broja zivih stanica mikroalge Scenedesmus sp. za uzorak

PP-a veli¢ine ¢estica 300-500 pm, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 250 mg/L, ¢) 500 mg/L, d)
750 mg/L i e) 1000 mg/L te za kontrolu tijekom 3 dana.
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<300pm, 50 mg/L <300pm, 250 mg/L
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Slika 13. Promjena logaritamskog broja zivih stanica mikroalge Scenedesmus sp. za uzorak
PP-a veli¢ine Cestica <300 um, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 250 mg/L, c¢) 500 mg/L, d) 750
mg/L i e) 1000 mg/L te za slijepu probu tijekom 3 dana.
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Slika 14. Promjena inhibicije rasta mikroalge Scenedesmus sp. s povec¢anjem koncentracije za
uzorak PP-a veli¢ine ¢estica a) 500-710 pum, b) 300-500 pum i ¢) <300 pm.
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5. Rasprava

Poznavajuc¢i kemijska i fizikalna svojstva plastike, moze se zakljuciti kako su to
materijali odli¢nih svojstava. Upravo iz tog razloga, godiSnja proizvodnja i potroSnja rastu
posljednjih desetljec¢a. Posljedi¢no nastaju i velike koli¢ine plastiénog otpada koje nerijetko
zavr$e u okolisu gdje mogu negativno utjecati na zive organizme.!’® Zato se istrazuje utjecaj
plastike tj. mikroplastike na zivi svijet u kojem nazalost zavrsi. U ovom istrazivanju proveli
su se pokusi ispitivanja toksi¢nosti mikroplastike, PP-a, na slatkovodnu mikroalgu
Scenedesmus sp.. Nacin provedbe ovih pokusa, kao i praéeni parametri, opisani su u poglavlju

3. Eksperimentalni dio.

5.1. Analiza pokusa

U ovome pokusu, slatkovodna mikroalga Scenedesmus sp. izlagala se mikroplastici
PP-a tijekom 3 dana, a pocetni uvjeti prikazani su u tablici 4. Ispitivao se direktan utjecaj PP-a
veli¢ine Cestica 500-710 pm, 300-500 um, <300 um na inhibiciju rasta mikroalge. Pratile su
se i morfoloske promjene no tijekom pokusa nisu zabiljezene znacajne morfoloske promjene
mikroalge.

Slike 11., 12. i 13 prikazuju promjenu logaritamskog broja zivih stanica mikroalge
(CFU) po danima u usporedbi s kontrolom tijekom 3 dana. 1z dobivenih rezultata vidljivo je
da razli¢ite koncentracije i veli¢ine PP-a imaju razli¢ite utjecaje na mikroalgu. U slucaju
pracenja CFU, kod svih veli¢ina primijecen je isti trend, a to je da se CFU blago smanjio
tijekom 3 dana provodenja pokusa. Ipak, najveée promjene primijeéene su pri najvecoj
koncentraciji od 1000 mg/L (slike 11. e), 12. e) i 13. e)). Kod najvece veli¢ine Cestica, 500-
710 um, najveéi pad log CFU ostvaren je izmedu prvog i drugog dana, sa 5,51 na 5,33.
Takoder i kod velic¢ine 300-500 pm, drugi dan je uo¢ena najveca promjena, log CFU je bio
5,20 u usporedbi s prvim danom kada je bio 5,57. Kod najmanje velicine ¢estica, <300 um, do
najveceg pada log CFU doslo je isto u drugom danu, s 5,57 na 5,33. Postoji viSe provedenih
istrazivanja kojima bi se rezultat blagog smanjenja CFU mogao objasniti. Jedno od njih je
proucavalo utjecaj razlicitih vrsta mikroplastike, polistirena i poli(metil-metakrilata) na
mikroalgu Scenedesmus sp.. Dokazano je kako mikroalge izlucuju egzopolimerne tvari (EPS)
kojima mogu flokulirati ¢estice MP i tako stvarati agregate tj. nakupine ¢estica.''® Dakle, one
imaju potencijal flokulirati MP. Na taj nacin moze se objasniti da nije bilo ve¢eg utjecaja PP-a
na broj zivih stanica mikroalgi jer su ih uspjele flokulirati i tako sprijecile moguéi toksi¢an

utjecaj jer tvari iz MP-a nisu uspjele doprijeti do njihovih stanica s obzirom na to da su bile
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okruzene EPS-om. No, treba uzeti u obzir da istrazivanje nije ispitivalo u¢inak konkretno PP-
a pa se ove ¢injenice trebaju dodatno istraziti. Prema tome, rod Scenedesmus ima potencijala
koristiti ugljik koji je i sastavni dio PP-a kao tvar za rast!'’ . Mikroalge mogu razgraditi
plasti¢ne materijale kroz posebne sustave ili preko enzima koje sintetiziraju same mikroalge.
Plasti¢ne polimere koriste kao izvore ugljika.'*® Istrazivanja pokazuju da je zelena mikroalga
Scenedesmus dimorphus uspjela razgraditi 3,74% polietilena.!®

Slika 14 prikazuje grafove ovisnosti inhibicije rasta mikroalge prema povecanju
koncentracije MP-a. Vidljivo je kako za svaku veli¢inu MP-a vrijedi isti trend, a to je da se
inhibicija poveCava s povecanjem koncentracije MP-a. Inhibicija rasta pri najmanjoj
koncentraciji (50 mg/L) za veli¢inu 500-710 um je 5,18%, a pri najvecoj koncentraciji (1000
mg/L) je 8,22%. Za iste koncentracije kod veli¢ine 300-500 pm inhibicija je 5,18 odnosno
8,22. Povecanje inhibicije je primjetno i kod najmanje veli¢ine, <300 um, gdje je inhibicija s
3,03% porasla na 6,55% (slika 14). Najveca inhibicija rasta (8,22%) primije¢ena je pri
najmanjoj veli¢ini Cestica, <300 pm pri koncentraciji od 750 mg/L (slika 14. c). Istrazivanja
idu u prilog tom rezultatu, jer dokazuju da se toksicnost MP-a povecCava porastom
koncentracije, i smanjenjem veli¢ine MP-a.22%12! Trend porasta inhibicije rasta mogu¢ je iz
vise razloga. MP mozZe poremetiti mehanizme u tim Zzivim organizmima, reducirajuéi
mogucénost apsorpcije hranjivih tvari.!'® Osim toga, dokazano je da ¢estice MP-a imaju i
druge, stetne ucinke na mikroalge. Osim inhibicije rasta, vidljive su i druge promjene:

smanjenje fotosintetske ucinkovitosti i indukcije oksidativnog stresa u mikroalgama’ .
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6. Zakljutak

Zbog izvrsnih svojstava i ekonomske isplativosti, plastika ima Siroku primjenu u
industriji. Sve masovnija proizvodnja i upotreba dovode do toga da sve vise plastike zavrSava
u okolisu, jer sve $to se proizvede, kasnije se mora i zbrinuti. Posebice se u posljednje vrijeme
pocela proucavati MP i njen utjecaj na okolis. Iako je male veli¢ine i neprimjetna je ljudskom
oku, ona ipak predstavlja veliku opasnost za zivi svijet, pogotovo u vodama.

Cilj istrazivanja bio je odrediti toksi¢nost mikroplastike PP-a primjenom slatkovodne alge
Scenedesmus sp. Provedbom pokusa i usporedbom dobivenih rezultata moze se zakljuciti da
toksican utjecaj mikroplastike na ispitivani organizam postoji. Najveca inhibicija rasta
mikroalge Scenedesmus sp., 8,22%, prouzro¢ena je pri najmanjoj veli¢ini ¢estica PP-a, <300
pum, pri koncentraciji od 750 mg/L.

Dobiveni rezultati ukazuju na to da je koncentracija cestica znacajni parametar prilikom
ispitivanja toksi¢nosti jer se povecanjem koncentracije jasno uocava i povecana inhibicija
rasta, a primijecen je i najveci broj zivih stanica (log CFU) pri najveéim koncentracijama.

Prema svemu navedenom moze se zakljuciti da se povecanjem koncentracije i
smanjenjem veliine Cestica povecava toksi¢nost mikroplastike PP-a. Treba ipak uzeti u obzir
i ¢injenicu da ovo podrucje nije jo§ dovoljno istrazeno kako bi se donijeli precizniji zakljucci

0 utjecaju mikroplastike PP-a na zive organizme.
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