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POVZETEK

V raziskavi smo z akutnimi testi preucevali vpliv mikroplastike (MP) iz pokajenih in
nepokajenih cigaretnih filtrov navadnih in elektronskih cigaret na vodne bolhe (Daphnia
magna) in kota¢nike (Brachionus calyciflorus). Organizme smo izpostavili razli¢énim
koncentracijam MP (1, 10 in 100 mg/L) in po 24, 48, 72 ter 96 urah testa preverili njihovo
prezivetje. Rezultati so pokazali, da se prezivetje poskusnih organizmov zmanjSuje z
izpostavitvijo nara$¢ajo¢i koncentraciji MP. V primeru izpostavitve MP iz pokajenih cigaretnih
filtrov je prezivelo izrazito manj vodnih bolh in kota¢nikov kot v primeru MP iz nepokajenih
cigaretnih filtrov. Domnevamo, da k temu prispevajo tudi kemikalije, ki se izluzujejo iz MP
pokajenih cigaretnih filtrov. To smo potrdili s testom, v katerem smo v medij za vodne bolhe
dodali izluzke, ki smo jih pridobili iz MP nepokajenih in pokajenih filtrov navadnih cigaret ter
iz MP pokajenih filtrov elektronskih cigaret. Rezultati so pokazali manjsi odstotek prezivetja
vodnih bolh, izpostavljenih izluZkom iz MP pokajenih cigaretnih filtrov. Poleg mladih vodnih
bolh smo mikroplastiki izpostavili tudi odrasle vodne bolhe. Z analizo aktivnosti encima
acetilholinesteraze smo posredno pokazali vpliv nikotina na odrasle vodne bolhe, ki smo jih
izpostavili MP iz pokajenih cigaretnih filtrov. Encim acetilholinesteraza je odgovoren za
razgradnjo nevrotransmitorja acetilholina, ki se veze na nikotinske receptorje, na te pa se lahko
prav tako veze nikotin, ki je prisoten v cigaretah. Predpostavljamo, da je povecana
koncentracija nikotina v mediju za vodne bolhe izzvala povecano sintezo in aktivnost encima
acetilholinesteraze. Generalno lahko na podlagi pridobljenih rezultatov zaklju¢imo, da so za
zmanj$ano prezivetje poskusnih organizmov v primeru izpostavitve mikroplastiki iz cigaretnih
filtrov odgovorne predvsem toksi¢ne kemikalije, ki se ob kajenju cigaret kopicijo v filtrih iz
celuloznega acetata. Poleg tega pa k zmanjSanemu preZivetju prispeva tudi fizicna interakcija
med MP in organizmi. Opazili smo namre¢, da vodne bolhe zauzijejo MP, ki se kopici v
njihovem Crevesju, hkrati pa se MP lahko adsorbira na povrsini telesa poskusnega organizma
in s tem otezuje premikanje le-tega.
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ABSTRACT

We researched the effect of microplastic (MP) on water fleas (Daphnia magna) and rotifers
(Brachionus calyciflorus) through acute tests. The MP utilised came from used and unused
cigarette filters, which were either traditional or electronic. We placed the organisms into
mediums with different concentrations of MP (1, 10, and 100 mg/L). We checked the effects
of MP after 24, 48, 72, and 96 hours. The number of affected organisms increased with higher
levels of concentration of MP. An additional factor was the presence of used and unused
cigarette filters. The number of decayed organisms that had been in the medium with used
cigarette filters was significantly higher. We suspected the chemicals in the used cigarette
filters had harmed the water fleas and rotifers. We corroborated our suspicion by putting the
water fleas into the medium, which contained fragments of used MP from traditional and
electronic cigarettes or unused MP from traditional cigarettes. The number of water fleas which
had survived was once again higher in the medium with unused cigarette filters. We were
interested in the effect of acetylcholinesterase on the animals. Acetylcholinesterase is
responsible for decomposing the neurotransmitter acetylcholine, which binds to nicotinic
receptors, the same type of receptors nicotine that is found in used cigarette filters binds to. By
analysing the activity levels of acetylcholinesterase, we conveyed the effect of nicotine on adult
water fleas, which we had exposed to used cigarette filters. Along with comparing the results
of acetylcholinesterase and its effect, we looked into the ages of the organisms and how they
affected the outcome. We concluded that the concentration of nicotine accelerated the
production of acetylcholinesterase, suggesting that aquatic animals absorbed nicotine from the
medium. We reckon the cause of the increased death rate is the toxicity cellulose acetate, which
cigarette filters are made from, absorbs along with the MP that remains inside the animals’
digestive tract and on their bodies. A contributing factor was the physical contact between the
organisms and MP. We noticed that the water fleas had consumed the MP, which accumulated
inside their intestine. At the same time, their bodies absorb the MP resulting in the animals
having difficulty moving.
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Cilj raziskovalne naloge je preuciti vpliv mikroplastike (MP), pripravljene iz filtrov
nepokajenih oziroma nerabljenih (NMP) in pokajenih oziroma rabljenih (RMP) cigaret, na
prezivetje poskusnih organizmov, tj. vodnih bolh (Crustacea: Daphnia magna) in kota¢nikov
(Rotifera: Brachionus calyciflorus). V nalogi smo preucili tudi vpliv izluzkov mikroplastike
(tj. kemikalij, ki se spirajo z mikroplastike iz cigaretnih filtrov) na poskusne organizme, poleg
tega pa tudi odziv poskusnih organizmov po izpostavitvi mikroplastiki iz filtrov pokajenih
elektronskih cigaret (RMP-E). Z ugotovitvami raziskave zelimo aktualizirati in izpostaviti
problem prisotnosti MP v okolju in dokazati potencialne Skodljive vplive, ki jih predstavlja za
organizme in celoten ekosistemom. Z nalogo zelimo dvigniti zavedanje o resnosti posledic
onesnazenosti okolja z MP, za kar smo krivi prav vsi.

1. Mikroplastika iz cigaretnih filtrov vpliva na prezivetje poskusnih organizmov, tj. vodnih
bolh in kota¢nikov.

2. Prezivetje poskusnih organizmov v primeru izpostavitve mikroplastiki iz filtrov rabljenih
cigaret je nizje kot v primeru izpostavitve mikroplastiki iz filtrov nerabljenih cigaret in
kontrolo.

3. Mikroplastika iz filtrov rabljenih elektronskih cigaret ima podoben vpliv na poskusne
organizme kot mikroplastika iz filtrov rabljenih navadnih cigaret, a vecji vpliv kot pa
mikroplastika iz filtrov nerabljenih navadnih cigaret.

4. Kemikalije, ki se izluZzujejo i1z mikroplastike iz cigaretnih filtrov, vplivajo na prezivetje
poskusnih organizmov.

5. lzpostavitev mikroplastiki iz filtrov pokajenih cigaret vpliva na aktivnost encima
acetilholinesteraze v vodnih bolhah.

6. Populacija preiskovanih organizmov v gojis¢u samo z medijem, brez dodane MP iz
cigaretnih filtrov, se bo dobro razvila in spolno dozorela.
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V splosnem je mikroplastika skupek majhnih plasti¢nih delcev, ki so veliki do 5 mm. Ti delci
se nahajajo na meji vidnega in nevidnega, torej jih ¢lovesko oko delno Se lahko zazna.
Mikroplastika je na Zalost v na§em okolju $iroko razsirjena. Uporabljamo jo v Stevilne namene:
v kozmetiki, farmaciji (uporablja se jo za dostavo ucinkovin do tar¢nih celic), v tekstilni
industriji (najdemo jo v sinteti¢nih vlaknih oblacil in v vrveh).

Glede na nastanek mikroplastiko delimo na primarno in sekundarno mikroplastiko.

Primarna mikroplastika so delci, ki so Ze v osnovi proizvedeni kot zelo majhni delci. V to
skupino uvr§¢amo granule v kozmeti¢nih izdelkih (piling kreme, zobne kreme, Samponi, tekoca
mila, kreme za obraz, kreme za nego rok in nog, izdelki za li¢enje (maskare, rdecila za ustnice),
ter celo dolocene tekocCine za CiS¢enje kontaktnih lec), plasti¢ne delce, ki se uporabljajo v
industrijskih abrazivih, hkrati pa primarno mikroplastiko predstavlja tudi surovina za izdelavo

plasti¢nih materialov.

Sekundarna mikroplastika so delci, ki nastanejo pri razgradnji vecjih kosov plastike na manjSe
kose, npr. zaradi mehanske obrabe (drgnjenje pnevmatik avta ali pri pranje oblacil). Procesi, ki
ob tem potekajo, so kemijske, fizikalne ali bioloske narave. V morju se recimo vecji delci
plastike razgradijo v mikroplastiko s preperevanjem, ki ga pospesujejo UV zarki, morski tokovi
in delovanje razli¢nih organizmov. Sekundarna mikroplastika, ki nastane s pranjem oblacil,
predstavlja velik problem, saj se voda iz pralnih strojev, v katerih peremo oblacila, steka v
Cistilne naprave, od koder nato potuje v reke in morja. Dijaki gimnazije Vi¢ so v okviru
raziskovalne naloge izracunali, da naj bi v Sloveniji tako v obtok vsako leto spustili do 140 kg
mikroplastike.

Sestava mikroplastike je enaka plastiki, iz katere nastane. V njej najdemo polivinil Kklorid,
polietilen, celulozo, polipropilen, tereftalat, polistiren in poliamid (najlon). Na plastiko so
lahko vezane Stevilne toksi¢ne snovi in tezke kovine (kot bo kasneje pojasnjeno, so primer tega
pokajeni cigaretni filtri). Mikroplastika je lahko tudi razli¢nih oblik. Lahko jo najdemo v obliki
peletov, vlaken, tankih plasti in celo v obliki pene (Hartmann in sod., 2019; Duis in Coors,
2016).
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2.2. Koncentracija mikroplastike v okolju

Mikroplastika je vseprisotna v naSem okolju. Najdemo jo tudi na najodro¢nejsih krajih sveta:
na Antarktiki, v jamah, na dnu Marjanskega jarka (najglobja tocka svetovnih morij) in v zraku,
ki ga dihamo. Slovenski znanstveniki so kot prvi na svetu odkrili prisotnost delcev
mikroplastike celo v to¢i (Neubauer, S., 2022).

Koncentracija mikroplastike v Jadranskem morju znaSa priblizno od 250.000 do 1.000.000
delcev na kvadratni kilometer. Znotraj teh vrednosti se giblje tudi koncentracija mikroplastike
v Sredozemskem morju. V Ljubljanici koncentracija znaSa priblizno 10 delcev na kubicni
meter, v Blejskem jezeru pa okoli 1,6 delca na kubi¢ni meter (Centa, M., 2016).
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Cigaretni filtri (Slika 1) so prvi€ prisli v uporabo med letoma 1860 in 1920. Njihova naloga je
bila, da so delcem tobaka preprecevali vstop v usta. Cigaretna industrija je spodbudila uporabo
filtrov, ko so znanstvene Studije pricele dokazovati negativne vplive tobaka na zdravje
kadilcev. Filtri so vrsto let sluzili kot (lazna) zasc¢ita pred nevarnostmi kajenja. Veljalo je, da
so cigarete s filtri manj Skodljive kot tiste brez njih. S hitrim napredkom clovestva,
mehanizacijo, pojavom kroni¢nega stresa in napetosti v druzbi se je povecala tudi potreba po
kajenju. Posledica tega je dejstvo, da so cigaretni ogorki postali eden najpogostej$ih in
druzbeno sprejemljivih odpadkov na planetu. (George in Khadtar, 2022).

Slika 1: Cigaretni filtri (Vir: https:// www.safran.si)

Zal pa mnogi kadilci ne vedo, da je 95 % cigaretnih filtrov narejenih iz celuloznega acetata, ki
potrebuje do trideset let, da se, pod dolo¢enimi pogoji, razgradi. Pri nepravilnem odlaganju
pokajenih cigaretnih filtrov lahko pride do sprostitve vlaken celuloznega acetata in posledi¢no
do nastanka sekundarne mikroplastike (Belzagui in sod., 2021).

Filter za tobacne cigarete je sestavljen iz vec kot 15.000 belo obarvanih, vlaknastih pramenov
celuloznega actetata, tanjSih od sukanca za Sivanje. Ker so vlakna stisnjena tesno skupaj,
spominjajo na bombaz. Njihova primarna naloga je absorpcija hlapov in kopicenje delcev
dima, ki nastanejo pri kajenju.

Celulozni acetat je sinteti¢ni polimer. S postopkom acetilacije ga izdelujejo iz celuloze,
naravnega polimera rastlinskega izvora. V nasprotju s celulozo ima celulozni acetat manj
kristalno strukturo in je v organskih topilih bolj topen. Organizmi, ki vsebujejo encim celulazo,
lahko celulozo biolosko razgradijo. Celulozni acetat je razgradljiv na svetlobi, vendar je
njegova sposobnost biorazgradnje zaradi modifikacij polimera s kemi¢nimi postopki, Stevilnih
dodatkov in zbitosti vlaken moc¢no otezena.
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Tobacne cigarete vsebujejo vec kot 4800 kemicnih spojin, od katerih je ve¢ kot 70 rakotvornih
in ve¢ kot 200 strupenih (Hoffmann in sod., 2001). Priblizno 75 % se jih nahaja v plinski fazi,
preostanek pa v katranski (Belzagui in sod., 2021). Cigaretni dim je kompleksna meSanica
plinov in submikronskih delcev. Cigaretni katran je izraz, ki ozna¢uje material, ki se odlozi na
filter. V to kategorijo Stejemo vse delce cigaretnega dima, razen alkaloidnih spojin, Kot je
nikotin. Sestavljen je iz organskih in anorganskih spojin, od katerih so mnoge rakotvorne
(Novotny in T.E., Slaughter, E., 2014). Filtri te spojine pri kajenju absorbirajo. Nekatere
spojine se lahko hitro izpirajo v okolje, druge pa ostanejo vezane na celulozni acetat za
nedolo¢en ¢as (Moerman in Potts, 2011; Kurmus in Mohajerani, 2020; Torkashvand in sod.,
2020).

O kemikalijah, prisotnih v cigaretnih filtrih so bile izvedene mnoge raziskave, ki potrjujejo, da
naj bi ti vsebovali Stevilne toksicne spojine, kot so tezke kovine, razli¢ni rakotvorni
nitrozamini, policikli¢ni aromatski ogljikovodiki (PAH) karbonili, insekticidi, fenoli in druge
snovi, ki se lahko izlo¢ajo v okolico.

Koli¢ina tezkih kovin, kot so kadmij, arzen, nikelj, baker, svinec in cink, v cigaretnih filtrih
znasa od nekaj mikrogramov do ve¢ sto gramov (Chevalier in sod., 2018). Raziskave so
pokazale, da se tudi te kovine izpirajo v okolje (Aeslina in Mohajerani, 2012). Raziskave
ocenjujejo, da se jih iz 150 cigaretnih ogorkov v enem mesecu v zemljo izpere od 0,02 pa vse
do 1,7 mg (Torkashvand in sod., 2020). V isti Studiji (Moriwaki in sod., 2009) so porocali tudi
o spros¢anju policikli¢nih aromatskih ogljikovodikov (PAH) iz cigaretnih filtrov.

Ugotovljeno je bilo, da se pri namakanju cigarete v stojeci vodi hitro za¢ne izpirati nikotin,
strupeni alkaloid, ki se nahaja v listih tobaka in se uporablja tudi v rastlinskih pesticidih.
Povprecna cigareta vsebuje od 1 pa do priblizno 2,3 mg nikotina.
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2.3.2. Elektronske cigarete

Elektronske cigarete (Slika 2) so nova vrsta cigaret, ki se je na trgu pojavila pred kratkim.
Njihova uporaba je zelo razsirjenja in veliko bolj druzbeno sprejemljiva, kot kajenje cigaret,
saj ob kajenju ne nastaja smrdec¢i dim. Nesmrdece kajenje omogoc¢a majhna baterija, ki upari
nikotin iz polnila. V klasi¢nih cigaretah nikotin uparimo iz tobaka ob vzigu (NIJZ) .

Poleg nikotina v elektronski cigareti najdemo tudi Stevilne arome, ki dajo izdihanemu dimu
prijeten vonj. Kljub prijetnemu vonju dima pa elektronske cigarete niso ni¢ manj zdravju
Skodljive kot navadne. Med snovmi, ki jih vdihne kadilec elektronskih cigaret, najdemo
Stevilne rakotvorne in drazilne snovi, kot so formaldehid, acetaldehid, akrolein in razlicne
aromatizirajo¢e kemicne snovi, za katere ni znano, kakSne ucinke na zdravje imajo ob
vdihavanju. Elektronske cigarete so tudi vir zelo visokih ravni majhnih delcev, ki vstopajo v
dihalni sistem uporabnika.

Snovi, ki jih lahko najdemo v elektronskih cigaretah: nikotin, indij, kadmij, klor, kositer,
kobalt, krom, magnezij, aluminij, mangan, nikelj, silicij, svinec, talij, vanadij, Zelezo, Zivo
srebro, zveplo, etanol, fenol, glicerol, naftalen, toluen, arzen, barij, baker, bor, verilij, cink,
butanal, benzen, aceton, acetaldehid, akrolein, kresol, propanal, stiren (N1JZ).

SENZOR
zarna vsak vdih kadilca UPARJALNIK
LED LUCKA (indikator) MIKROPROCESOR NIKOTINSKO
BATERIJA!  kontrolira uparjalnik POLNILO

in lutko

Slika 2: Zgradba elektronske cigarete (Vir: http://zadihaj.net).
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Spodnja slika (slika 3) prikazuje nekatere snovi, ki so prisotne v elektronskih cigaretah, in
opisuje njihov ucinek na ¢loveka. Vplive spodaj navedenih toksi¢nih spojin lahko prepoznamo

tudi na drugih organizmih.

Za tobak specifi¢ni
nitrozamini

So zelo moc¢ne rakotvorne snovi in so v aerosolu EC prisotne v
nizkih ravneh.

Hlapne organske
spojine in fenoli
(benzen, toluen, ksileni)

Benzen je rakotvoren za ¢loveka, toluen in ksileni pa sodijo med
snovi, ki jih $e ni mozno razvrstiti glede rakotvornosti.

Prosti radikali in
reaktivne kisikove
spojine

Povzrocajo oksidativni stres, ki okvarja celice, in je lahko
vpleten v razvoj razlicnih bolezni srca in Zilja, respiratornih in
nevrodegenerativnih bolezni, pa tudi diabetesa, revmatoidnega
artritisa in nekaterih vrst raka.

Majhni delci

Stevilo delcev je v aerosolu EC podobno kot v tobaénem dimu,
znacilnosti delcev pa se mo¢no razlikujejo, zato ni mozno sklepati,
ali so ucinki na zdravje pri vdihavanju obeh vrst delcev podobni.

Kovine

V aerosolu EC so prisotne tudi Stevilne kovine: nikelj, krom,
svinec, kositer, aluminij, kadmij, baker in mangan ter relativno
nizke ravni arzena, Zeleza in cinka. Ravni nekaterih kovin so
lahko visje kot v tobaénem dimu. Stevilne od omenjenih kovin
(nikelj, krom, kadmij, svinec, aluminij, kositer, baker in mangan)
imajo pomembne $kodljive u¢inke na zdravje, predvsem pljug,
jeter, ledvic in mozganov.

Druge kemic¢ne snovi

Posamezne raziskave so v aerosolu EC prikazale furane
(furfural, ki drazi dihala), ftalate (dietilftalat in dietilheksilftalat-
antiandrogene, estrogenu podobne spojine, dietilftalat sodi tudi
med potencialno rakotvorne snovi), kofein (o ucinkih vdihavanja
kofeina je na voljo premalo podatkov, da bi lahko ocenili u¢inke
na zdravje), redko tudi nekatera zdravila.

Slika 3: Opis snovi, prisotnih v elektronskih cigaretah (vir: N1JZ).

14



Vpliv mikroplastike iz pokajenih in nepokajenih filtrov navadnih in elektronskih cigaret na vodne nevretencarje

Vpliv mikroplastike na organizme je zaskrbljujo¢, saj najhuje ogroza vodne organizme.
Razli¢ni plasti¢ni polimeri so prisotni tako v abiotskih (voda in sedimenti) kot v biotskih
(zooplankton, $koljke in ribe) matricah (Cole in sod., 2013). Zivali pridejo v stik z
mikroplastiko s prehranjevanjem (Cole in sod., 2013), dermalnim vnosom (Wagner in
Lambert, 2017) ali vdihavanjem (Watts in sod., 2014). Pogosto se zgodi, da zamenjajo
mikroplastiko za hrano (George in Khadtar, 2022). Ce pridejo v stik z mikroplastiko organizmi,
ki se nahajajo na zaCetku prehranjevalne verige, so ogrozene tudi zivali, ki so vi$je na tej verigi.
Posledi¢no smo v nevarnosti tudi ljudje. Ob vecjih koli¢inah zauzite mikroplastike lahko Zivali
dobijo obcutek sitosti (prenehajo se prehranjevati in poginejo zaradi izstradanja). Drasti¢nost
vpliva mikroplastike na organizme je odvisna od vrste mikroplastike, gostote, koli¢ine in
velikosti delcev, kar so dokazale Stevilne Studije (Rosenkranz in sod., 2009; Jemec in sod.,
2016; Frydkjaer in sod., 2017). Manjsi delci lahko prodirajo globje v telo in so bolj trdovratni.
Preko prebavil lahko prehajajo v krovna tkiva zivali in se vgradijo v tkiva. Vecji delci pogosto
poskodujejo prebavila manjSih organizmov. Poleg tega se lahko na mikroplastiko vezejo Se
druga organska onesnazevala, ki se spros¢ajo v okolje in telesa zivali.

Zaradi prisotnosti mikroplastike v prehranjevalnem spletu se mikroplastika posledi¢no znajde
na naSih kroznikih, denimo v ribah, ki jih uzivamo. V okviru raziskav o mikroplastiki so na
Nacionalnem institutu za vode raziskovali koli¢ino mikroplastike v ribah. Izkazalo se je, da
najve¢ mikroplastike najdemo v cipljih, najmanj pa v morskih listih (Virsek, M. K., objavljeno
v Delu, 2019 ). Na tem mestu je potrebno omeniti tudi to, da narava vedno najde svojo pot in
tako lahko na delcih mikroplastike najdemo kolonije mikroorganizmov, ki tvorijo tanek sloj
okoli delca, t.i. biofilm. Samo v Piranskem zalivu, sodec po raziskavah, na delcih mikroplastike
najdemo vec kot 30 vrst bakterij.

Vpliv mikroplastike na ¢loveka Se ni povsem razumljen, a dejstvo je, da nas mora skrbeti, saj
so raziskave ze potrdile, da je prisotna tudi v nasem telesu. Najdemo jo Ze v materinem mleku
in blatu novorojenckov (Junjie Zhang in sod. 2021).

V nasi raziskovalni nalogi smo se osredotocili na vpliv mikroplastike na vodne bolhe (Daphnia
magna) in kota¢nike (Brachionus calyciflorus). Organizmi, ki neselektivno “is¢ejo” delce
hrane po postopku filtracije, lahko mikroplastiko zamenjajo za hrano. O izpostavljenosti
vodnih bolh razli¢nim tipom, koncentracijam in velikostim mikroplastike je bilo v preteklosti
ze mnogo raziskav (Jemec in sod., 2016).

V eni od $tudij (Eltemsah in Behn, 2019) so raziskovalci spremljali akutne in kroni¢ne u¢inke
poliestrskih kroglic na mlade in odrasle osebke vodnih bolh. Studija je pokazala, da ima
mikroplastika po 120 urah negativen vpliv na preZivetje organizmov in da naj bi bili mladici
na njo za priblizno 50 % bolj obcutljivi od odraslih. Preucevali so tudi u¢inek mikroplastike
na razmnozevanje. Organizmi, ki so bili mikroplastiki izpostavljeni kot mladi osebki, so v
prihodnosti pokazali zmanjSano rast in stimulacijo zgodnjega razmnozevanja na racun
kasnejSega razmnozevanja. V raziskavi so sklepali, da lahko te u¢inke mikroplastike pripisejo
mehanskemu motenju Zivali na ravni hranjenja, na primer zamasitvi filtrirnih funkcij, oziroma
na ravni prebave, saj so dokazali, da se mikroplastika kopici v ¢revesju vodne bolhe. Opazili
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so, da se je mikroplastika nahajala na antenah in torakalnih okonc¢inah vodnih bolh, ki
vkljucujejo strukture za gibanje in filtriranje delcev hrane (Eltemsah in Behn, 2019).

Rehse in sod. (2016) so preucevali Skodljive ucinke mikroplastike v dveh razli¢nih velikosti (1
mm in 100 mm) na vodne bolhe. Dokazali so, da so manjsi delci izraziteje povecali
imobilizacijo vodnih bolh, saj pri izpostavljenosti ve¢jim delcem ni bilo opaziti nobenih
ucinkov. Do podobnih zakljuc¢kov so prisli Rist in sod. (2017), ki so ugotovili tudi, da prisotnost
hrane zmanjSa obremenitev telesa vodnih bolh z mikroplastiko.

Gambardella in sod. (2017) so z akutnimi testi preucevali vplive 0,1 mm kroglic mikroplastike
na stadije li¢ink Amphibalanus amphitrite in morskih kozic Artemia franciscana ter ugotovili,
da kopicenje mikroplastike v telesih organizmov ni povzrocalo smrtnosti, temve¢ spremembo
plavalne aktivnosti pri izpostavljenosti 1 mg/L po 48 urah. V obeh organizmih so se pojavljale
tudi spremembe v aktivnosti encimov.

Zauzitje mikroplastike je odvisno od Stevilnih dejavnikov, kot so vrsta, teza, koncentracija in
pogostost delcev mikroplastike v mediju.

V raziskavi, ki so jo izvedli Frydkjer in sod. (2017), so pokazali, da je morfologija
mikroplastike pomemben dejavnik pri izvajanju poskusov z mikroplastiko na organizme, Ki se
hranijo s filtrom. Vodne bolhe so zauZile delce pravilnih in nepravilnih oblik, vendar so imele
vecje tezave z izloCanjem mikroplastike nepravilnih oblik.
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RAZSIRJENOST IN HABITAT

Vodne bolhe najdemo v sladkovodnih habitatih (na primer: jezera, reke, potoki) in pogojno
tudi v rahlo slanih vodah (na primer: obmorska mocvirja in obmogja izlivov rek v morje).
Ceprav jim najbolj prija temperatura vode od 18 do 22 °C, so sposobne prenaSati $irsi
temperaturni razpon. Najgosteje poseljujejo vodna telesa na severni polobli, predvsem v ZDA
in Evropi (Slika 4).

3 -
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Slika 4: Razsirjenost vodnih bolh (levo; Vir: www.gbif.org) in vodna bolha Daphnia magna
(desno) (Avtor: Andraz Dolar).

ZGRADBA

Posamezen organizem v dolzino obi¢ajno meri od 2 do 5 mm. Samice so nekoliko vecje od
samcev (Sliki 4 in 5). Vodne bolhe vrste Daphnia magna spadajo med najve¢je vrste rodu
Daphnia. Telo vodne bolhe je znacilne jajcaste in simetri¢ne oblike in zas¢iteno s plastjo hitina,
prozornega polisharida, imenovano karapaks. Lahko ga razdelimo na tri glavne dele: glavo,
prsni koS in trebusni koS. Na glavi se nahajajo antene, ki jih uporabljajo za zaznavanje hrane.
Pod glavo se nahaja sestavljeno oko, ki sluzi zbiranju svetlobe in orientaciji. Na sprednji strani
glave je ustna odprtina, ki vodi v prebavni trakt. Prsni koS je sestavljen iz petih parov torakalnih
okoncin, s katerimi si vodna bolha pomaga pri plavanju in prehranjevanju. Vsak par nog se
konca s kremplji, ki so prilagojeni za postopek filtriranja (lovljenje in zadrZevanje drobnih
delcev hrane). Trebusni ko§ vsebuje prebavni trakt, srce, glavne zivéne vozle in reproduktivne
organe. Prebavni trakt se za¢ne pri ustni odprtini in kon&a pri anusni odprtini. Crevo je kavljaste
oblike in sestavljeno iz treh delov: poZiralnika, srednjega in zadnjega ¢revesa. Hrano skozi
¢revo prenasa peristalti¢no gibanje miSic Crevesne stene. Epitelne celice ne fagocitirajo delcev,
temveC zgolj absorbirajo molekule. Za izloCanje je poleg peristaltiénega gibanja zadnjega
¢revesa potreben Se pritisk nedavno pridobljenih delcev hrane. Zaradi prosojnega karapaksa je
obarvanost vodne bolhe odvisna od hrane, ki jo je pravkar zauzila. Dobro hranjeni organizmi
so mocneje obarvani kot sestradani organizmi. VVodne bolhe imajo odprt krvni obtok. Srce je
sestavljeno iz ene ¢rpalke. Pri temperaturi 20 °C utripne priblizno 200-krat na minuto. Njegova
naloga je, da po telesu precrpa hemolimfo (krvi podobno tekocino). Za uravnavanje telesne
temperature uporabljajo toploto, ki jo pridobijo v okolju.
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Za ziveni sistem je znacilen mozganski ganglij, ki se nahaja blizu ¢revesja in oCesa. Prenasanje
zivénih drazljajev je v primerjavi s telesi bolje razvitih organizmov poenostavljeno, vendar je
princip delovanja podoben.

RAZMNOZEVANJE, RAZVOJ IN ZIVLJENJSKA DOBA

Vodne bolhe se veCinsk0 razmnoZzujejo nespolno s partenogenezo, procesom, pri katerem
samice proizvedejo diploidna jajceca, ki se razvijejo brez oploditve (Slika 5). Ta postopek, pri
katerem se vecinoma izvalijo zgolj samice, jim pride prav, kadar se nahajajo v ugodnih
razmerah. Pogosto poteka poleti. Konec poletja (ob ustreznih pogojih, kot so kratek dan,
pomanjkanje hrane ali velika gostota populacije) se iz nekaterih jajcec razvijejo manjsi samei,
ki so sposobni oploditi jajéeca samic. Ta jajCeca imenujemo ‘zimska jajéeca.” Zanje je
znacilno, da so manj Stevil¢na (le eno ali dve na posamezno samico) in obdana z neprepustnim
ovojem (epifijo), ki jim omogoca preziveti zimo ali suso. Njihov pojav so opazili tudi v stresnih
okolis¢inah, kot so ekstremne temperature, pomanjkanje hrane ali onesnazenje voda. Pri
nespolnem, partenogenetskem razmnozevanju samice lahko izvalijo veliko ve¢ jajéec (tudi do
100 jajcec) kot pri spolnem razmnoZevanju. Iz njih se v priblizno tednu dni razvijejo in izvalijo
licinke. Preden se osamosvojijo, jih samice nekaj dni oskrbujejo s hranili. Vodne bolhe so
spolno zrele ze po Sestih do desetih dneh. Njihova zivljenjska doba je mocno odvisna od
zunanjih dejavnikov, kot so temperatura, raven kisika in razpolozljiva hrana. V naravi prezivijo
od 1 do 56 dni, v ujetnistvu pa od 40 do 56 dni.
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Slika 5: Zgradba vodne bolhe (levo) (Vir: https://dijaski.net) in razmnozevalni cikel vodne
bolhe (desno) (Vir: http://www.aquareja.si/).
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VEDENJE IN ZAZNAVANJE

Vodne bolhe v naravi zivijo v §tevil¢nih skupinah. Ime so verjetno dobile po gibih, podobnim
skokom, s katerimi se ponoci premaknejo blizje vodni gladini, da se nahranijo, podnevi pa se
spustijo globje, da se izognejo plenilcem. S sestavljenim ofesom se odzivajo na svetlobne
drazljaje in zaznavajo svetlobo razli¢ne valovne dolzine. Omogoca jim tudi slednje gibom. S
posebnimi vonjalnimi in kemi¢nimi signali lahko ocenijo potencialne vire hrane in ogrozenost
pred plenilci.

PREHRANJEVANJE

Vodne bolhe so filtratorji. Filtriranje je nacin prehranjevanja, pri katerem se drobni delci hrane
z razli¢nimi mehanizmi filtrirajo iz okoliSke vode. Hitrost filtracije je odvisna od temperature,
velikosti delca (hrane), gostote in kakovosti hrane, koncentracije Kisika v vodi in pH vode. V
vodi neselektivno i$¢ejo delce v velikosti od 1 um do priblizno 70 um. Z ritmi¢nim udarjanjem
nozic na $Cetine zbirajo hrano, kot so alge, bakterije, zooplankton in fitoplankton, ki si jo
podajajo proti ustom.

VLOGA V EKOSISTEMU

V vodnih ekosistemih vodne bolhe zavzemajo kriticno pomemben poloZaj, saj prenaSajo
energijo in organske snovi od primarnih proizvajalcev (na primer alg) do visjih porabnikov.
Igrajo pomembno vlogo v vodnih prehranjevalnih spletih, saj so pleni rib in razli¢nih
nevretencarskih plenilcev (Slika 6).

Fitoplankton
Krap
~«&
. o
Vodna bolha . /
Caplja
Rdeceoka $zuka

Slika 6: Vloga vodne bolhe v prehranjevalni verigi (Vir: https://w7.pngwing.com).
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2.5.2. Kotacniki

Kotacéniki so majhni, do 1 mm veliki, valjasti ¢rvi. V naravi jih najdemo predvsem v vodnih
telesih, kot so jezera, reke in potoki, nekatere izjeme pa zivijo tudi v morjih ali na kopnem
(Slika 7). V vodi se premikajo s Sopom lovk, hranijo pa se z odmrlimi organskimi snovmi in
algami. Predstavljajo hrano licinkam rib. Tako kot za vodne bolhe je tudi za kota¢nike znacilno
nespolno razmnozevanje oziroma partenogeneza (pri njej se lahko zarodek razvije iz
neoplojene jajcne celice).

100 pm
Slika 7: Kota¢nik pod svetlobnim mikroskopom (Avtor: Andraz Dolar).

Zgradba kota¢nikov se deli na glavo, trup in nogo (Slika 8). Telo je valjaste oblike. Na
sprednjem delu telesa se nahaja kotacni organ, skupek migetalk, s pomocjo katerih se kota¢nik
premika in prehranjuje. V glavi se nahajajo tudi majhni moZgani, iz katerih izhajajo Zivci po
celem telesu. Delno imajo razvite tudi o¢i. Zadnji del telesa, imenovan noga, ima dva izrastka,
ki sluzita pritrditvi kota¢nika na podlago. Na koncu noge se nahaja anus, ki je izvodilo prebavil.
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Slika 8: Zgradba kota¢nika (Vir: https://upload.wikimedia.org).
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2.6. Encim acetilholinesteraza

Acetilholinesteraza (AChE) je encim, ki spada v skupino hidrolaz. V telesih organizmov igra
kljucno vlogo, saj sodeluje pri prenasanju zivénih impulzov, do katerih pride, ko se
nevrotransmitor acetilholin (ACh) (Slika 9) sprosti v sinapti¢no Spranjo in veze na nikotinski
acetilholinski receptor (nAChRs). AChE hidrolizira ACh s pospeSeno hidrolizo do acetata in
holina. Prosti holin se prenese nazaj v zivec, kjer se ob pomoci acetil-koencima in acetilholin-
transferaze zopet sintetizira acetilholin (Slika 10). Ce je aktivnost encima onemogodena, je
vezava ACh podaljSana (lahko tudi trajna), kar povzro¢i neprekinjeno vzburjenost zivene
celice.

CH 0
HSC\N& 3 )J\
/N0 CH,

HaC

Slika 9: Levo molekula acetilholina (ACh) (Vir: https://upload.wikimedia.org ) in desno
molekula nikotina (Vir: https://upload.wikimedia.org).

Poznamo razli¢ne zaviralce AChE. Najpogosteje gre za organofosfatne in karbamatne
insketicide, ki ireverzibilno (nepovrnljivo) zavirajo njegovo aktivnost. U¢inki nevrotoksi¢nih
pesticidov se lahko pojavljajo Ze pri nizkih koncentracijah . Ena od snovi, ki je bila v preteklosti
pogosto uporabljena kot insekticid, je nikotin (Slika 9). Neonikotinoid, ki je po zgradbi
podoben nikotinu, je Se danes pogosto uporabljen insketicid. Najdemo ga v Stevilnih rastlinah,
med njimi tudi v tobaku. V naravi za rastline predstavlja zas¢ito pred rastlinojedci. Pri sesalcih
nikotin v nizkih koncentracijah povzroca stimulativni ucinek in je eden glavnih krivcev za
zasvojenost s toba¢nimi izdelki (Millar in Denholm, 2007).

Nikotin je receptorski agonist na ve€ini nikotinskih acetilholinskih receptorjev. To pomeni, da
se lahko veZe na isti receptor kakor ACh in ga aktivira tako, da ta sprozi bioloski odziv.
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Slika 10: Mehanizem delovanja AChE (Vir: https://upload.wikimedia.org).

21


https://upload.wikimedia.org/

Vpliv mikroplastike iz pokajenih in nepokajenih filtrov navadnih in elektronskih cigaret na vodne nevretencarje

3.PRAKTICNI DEL

3.1. Priprava mikroplastike

Za izdelavo mikroplastike smo uporabili nepokajene in pokajene filtre navadnih cigaret
znamke Marlboro Gold 100s (Slika 11), ter pokajene filtre (Heets, Amber selection)
elektronskih cigaret 1QOS (Slika 11).

Kajenje povzroca
mozgansko kap in

invalidnost R, =
Opusts kapnje. pokiits 080 2777 s e

AMBER SELECTION

Ta tobaéni izdelek $koduje zdraviu
in povzroca zasvojenost.

Slika 11: Levo navadne cigarete Marlboro Gold 100s (Avtor: Andraz Dolar) in desno filtri
elektronskih cigaret (Avtor: Andraz Dolar).

Mikroplastiko smo pridobili s hladnim mletjem cigaretnih filtrov (12), ki smo jih s $karjami
najprej razpolovili in dali v jekleni komori s kovinsko kroglico (Slika 13). Komori smo za $tiri
minute potopili v teko€i dusik, da se je plastika (tj. cigaretni filtri) ohladila na temperaturo
primerno za mletje. Nato smo komori vpeli v mlin MillMix 20 (Domel) in plastiko mleli dve
minuti in pol pri 28 Hz (Slika 14), da smo pridobili fin prah, tj. mikroplastiko (Slika 14).

Slika 12: Rabljeni (levo) in nerabljeni (desno) filtri navadnih cigaret Marlboro Gold 100s
(Avtor: Tristan Vid Bas).
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Slika 13: Jeklene komore s kroglico (levo) in mlin MillMix 20 (desno) za mletje plastike
(Avtor: Tristan V. Bas).

Slika 14: Mikroplastika iz pokajenih filtrov navadnih cigaret (levo) in vzorci nerabljene in
rabljene mikroplastike (desno) iz filtrov navadnih cigaret (Avtor: Tristan V. Bas).
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3.2. Karakterizacija izdelane mikroplastike

Obliko mikroplastik smo opisali pod svetlobnim mikroskopom Motic Panthera, z uporabo
programa za obdelavo slik Motic Images Plus 3.0 ML. Mikroplastike iz vseh treh cigaretnih
filtrov so nepravilne oblike, pri ¢emer prevladujejo paliasto oblikovani delci. Za dolocitev
velikosti treh razliénih mikroplastik (NMP, RMP, RMP-E) smo v programu Motic Images Plus
3.0 ML premerili med 30 in 50 delcev mikroplastik in iz podatkov izracunali povpre¢no
velikost delcev plastike. Kot velikost mikroplastike smo uporabili najdaljSo dimenzijo delcev.
Povprecna velikost delcev iz nerabljenih filtrov cigaret je 335,73 um (Slika 15), rabljenih
filtrov 493,55 um (Slika 16) in rabljenih filtrov elektronskih cigaret 221,47 um (Slika 17).

Slika 15: Mikroplastika iz nerabljenih filtrov navadnih cigaret Marlboro Gold 100s (Avtor:
Neza Novak).

Slika 16: Mikroplastika iz rabljenih filtrov navadnih cigaret Marlboro Gold 100s (Avtor: Neza
Novak).
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Slika 17: Mikroplastika iz rabljenih filtrov Heets (Amber selection) elektronskih cigaret IQOS
(Avtor: Neza Novak).
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3.3. Gojenje poskusnih organizmov

3.3.1. Vodne bolhe

Za valjenje vodnih bolh (Daphnia magna) smo uporabili razred¢evalno vodo (RV) (Slika 18).

Za 10 litrov medija RV smo v litrsko stekleno bucko odpipetirali naslednje anorganske soli
(Slika 18):

) 40 ml raztopine 1.1. (73,52 g/l CaCl2 - 2H20)
° 10 ml raztopine 1.2. (123,3 g/l MgSO4 -7TH20)
° 10 ml raztopine 1.3. (5,8 g/l KCI)

° 10 ml raztopine 1.4. (64,8 g/l NaHCO3)

in dodali vodo do oznacbe. Bu¢ko smo zamasili in dobro pretresli. Medij smo do uporabe
hranili v hladilniku pri 4 °C.

Slika 18: Anorganske soli za pripravo razred¢evalne vode (levo) in razred¢evalna voda (desno),
tj. medij za vodne bolhe (Avtor: Andraz Dolar).

GOJENJE VODNIH BOLH

Vodne bolhe smo vzgojili iz zimskih jajc, ki smo jih kupili pri proizvajalcu Microbiotests
(www.microbiotests.com) (Slika 19). V stekleno petrijevko smo do polovice nalili medij RV,
ki smo ga predhodno nasicili s kisikom z uporabo zra¢ne ¢rpalke, nato pa smo dodali zimska
jajca vodnih bolh, ki smo jih pred tem dobro sprali na situ z vodovodno vodo (Sliki 19 in 20).
Po 4-5 dneh so se izvalile vodne bolhe. Za namen izvedbe poskusov kot tudi valjenja vodnih
bolh smo vzpostavili komoro, v kateri smo vzpostavljali stabilne pogoje, tj. temperaturo (21 +
1 °C) in dnevno nocni rezim (16 ur svetlobe in 8 ur teme) (Sliki 20 in 21). Temperaturo smo
preverjali z rednim merjenje z roénim termometrom, medtem ko smo ¢as osvetlitve regulirali
z regulatorjem (Slika 21).
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Slika 19: Ampula z zimskimi jajci vodnih bolh Daphnia magna (levo) in sito za spiranje
zimskih jajc pod vodovodno vodo (desno) (Avtor: Neza Novak).

Slika 20: Valjenje vodnih bolh v mediju RV v stekleni petrijevki (levo) in komora za gojenje
poskusnih organizmov (desno) z reguliranim ¢asom osvetlitve in stalno temperaturo (Avtor:
Neza Novak).

Slika 21: Levo ¢asovni regulator osvetlitve komore (16:8 h = dan/no¢) in desno komora za
gojenje poskusnih organizmov (Avtor: Neza Novak).
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Priprava zaloZne raztopine

Pripravili smo tudi trajno kulturo vodnih bolh v steklenem akvariju (Slika 36). Kot medij smo
uporabili raztopino M4, ki smo jo pripravili po naslednjem protokolu:

ZaloZne raztopine:

1.1.  raztopina CaCl:
73,52 g/l CaCl, - 2H20
1.2.  raztopina MgSO4 - 7H20
123,3 g/l MgSO4 - 7TH20
1.3. raztopina KCI
5,8 g/l KCI
1.4.  raztopina NaHCOs3
64,8 g/l NaHCO3

2.1.  raztopina kationov
7210 mg MnCI2 - 4H20
6120 mg LiCl
1420 mg RbClI
3040 mg SrCl> - 6H.0
335 mg CuCl; - 2H>0
260 mg ZnCl;
200 mg CoClz - 6H20
skupaj v 2 I H20

2.2.  raztopina anionov
548 mg NaNO3
5719 mg H3BO3
32 mg NaBr
126 mg Na2MoO, - 2H.0
6,5 mg KJ
4,38 mg Na2SeOs
1,15 mg NHsVOs3
skupaj v 1 1 H.O

2.3. silikatne raztopine
21,475 mg/l Na2SiO3

2.4. raztopina Fe/EDTA
500 mg Na2EDTA - 2H20
199,1 mg FeSO4 - TH20

Obe raztopini smo pripravili lo¢eno v 500 ml, ju zdruzili in takoj avtoklavirali.
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2.5.  raztopina sulfata
286 mg KH2PO4
368 mg K2HPO4
skupaj v 1 1 H20 (bidest.)

2.6.  raztopina vitaminov
750 mg tiamin hidroklorida 10 mg cianobalamina (B12) 7,5 mg biotina
skupaj v 1 | H20 (globoko zamrznemo razdeljeno po 1 ml).

Zalozne raztopine smo pridobili na Oddelku za biologijo, BiotehniSke fakultete, UL.

Za pripravo 10 litrov medija M4 smo dodali:

40 ml raztopine 1.1. (CaCly)

10 ml raztopine 1.2. (MgSQs)

10 ml raztopine 1.3. (KCI)

10 ml raztopine 1.4. (NaHCO:s)

1 ml raztopine 2.1. (raztopina kationov)

5 ml raztopine 2.2. (raztopina anionov)

2 ml raztopine 2.3. (raztopina siliaktov)
50 ml raztopine 2.4. (raztopina Fe/EDTA)
5 ml raztopine 2.5. (raztopina fosfata)

1 ml raztopine 2.6. (raztopina vitaminov/globoko zamrznjena) — vedno dodamo
direktno pred uporabo

° 9866 ml destilirane H.O

V trajni kulturi vodnih bolh (Slika 22) smo iz zimskih jajc vzgojili odrasle, 7 dni ali vec stare
vodne bolhe, ki smo jih hranili s suspenzijo zelenih alg Spirulina (Slika 22).

Slika 22: Trajna kultura vodnih bolh v mediju M4 (levo) in hrana za vodne bolhe - zelene alge
spirulina (desno) (Avtor: Andraz Dolar).
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3.3.2. Kotaéniki

Kotac¢nike smo vzgojili iz jajec, ki smo jih pridobili v kompletu kita Rotoxkit F
(Microbiotests) (Slika 23). Gojili smo jih v standardni raztopini, ki smo jo pripravili v litrski
stekleni bucki. V bucki smo zmesali kitu priloZene solne raztopine (NaHCOs, CaSO4-2H20,
CaS047H20 in KCl) in dodali destilirano vodo do oznake. V gojitveno luknjico na priloZeni
poskusni plosci (Slika 24) smo dodali 2 mL standardne raztopine, ki smo jo predhodno
dobro nasicili s kisikom z uporabo zra¢ne ¢rpalke, in dodali eno vialo jajcec kota¢nikov. Plos¢o
smo inkubirali 16-18 ur v komori, v kateri smo vzdrzevali temperaturo 25 = 1 °C in dnevno
nocni rezim (16 ur svetlobe in 8 ur teme).

ROTOXKIT F

FRESHNATER
TOXICITY SCREENING

Trmat cortavm af Lhw visberahs 01 perfrary
€ axute (4% ooy mals st 19 1o
Qracheaney oodeiNiary

— 8 3 —_— —

"* T 1Ty

Slika 23: Plosca z luknjicami za izvedbo poskusov s kota¢niki (Vir: www.microbiotests.com).

Slika 24: Rotoxkit F za izvedbo poskusov s kota¢niki (Vir: www.microbiotests.com).
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3.4. Priprava medija z mikroplastiko

3.4.1. Nacrt izpostavitve

Vodne bolhe in kota¢nike smo izpostavili mikroplastiki iz filtrov nepokajenih in pokajenih
cigaret znamke Marlboro Gold 100s, medtem ko smo vodne bolhe izpostavili tudi mikroplastiki
iz filtrov pokajenih elektronskih cigaret (Slika 25). V poskusih z vodnimi bolhami smo
uporabili mlade (tj. 24 ur stare) vodne bolhe in odrasle, tj. 7 dni stare vodne bolhe. Slednje smo
izpostavili zgolj najvi§ji koncentraciji mikroplastike v mediju (100 mg/L), medtem ko smo
mlade bolhe izpostavili trem koncentracijam mikroplastike (1, 10 in 100 mg/L). Poleg
mikroplastike smo mlade vodne bolhe testirali tudi z izluzki mikroplastike. Dodatno smo v

ey

filtrov pokajenih cigaret, analizirali aktivnost encima acetilholinesteraze.

SHEMA POSKUSQV vadna bolha

Navadni cigareti
Marlboro Gold 100s

Kajenje povzroda X
moigansko kap In MP iz filtrov

R * nepokajenih cigaret 5  vodne bolhe + kotaéniki
—- (NMPE
izluzki — vodne bolhe
MP iz filtrov
— pokajenih cigaret — vodne bolhe + kotaéniki

(RMP1
izluzki —» vodne bolhe

oia kotacnik
Vlozki Heets za
elektronske cigarete IQ0S —
HEESTS MP iz filtrov e T
wsnes Ll —— pokajenih el. cigaret —  vodne bolhe
(RMP-E)

Ta tobatni izdelek Skoduje séraviu

n povzroda zasvojenost. izluzki —— vodne bolhe

Slika 25: Nacrt poskusov izpostavitve poskusnih organizmov mikroplastiki iz cigaretnih
filtrov.

31



Vpliv mikroplastike iz pokajenih in nepokajenih filtrov navadnih in elektronskih cigaret na vodne nevretencarje

Za vse tri tipe mikroplastik (NMP, RMP in RMP-E) smo pripravili zalozne raztopine (100
mg/L), tako da smo zatehtali 5 mg mikroplastike in jo resuspendirali v 50 mL medija RV z
dodanim detergentom Tween 40 (2,4 uL na 100 mL RV). Detergent je izboljsal porazdelitev
delcev plastike v mediju, zato smo ostale testne koncentracije mikroplastike lahko pripravili z
zaporednimi red¢itvami. Medij RV+T smo pred uporabo dobro prezracili z uporabo zra¢ne
¢rpalke in ga s tem nasiCili s kisikom. Testne koncentracije mikroplastik smo pripravili v
plasti¢nih centrifugirkah z red¢itvijo zaloZne raztopine mikroplastik s koncentracijo 100 mg/L
z medijem RV+T, kot prikazuje spodnja tabela 1.

Tabela 1: Nacért priprave raztopin testnih koncentracij mikroplastik v RV mediju.

Koncentracija Volumen zaloZna raztopina | Volumen medija | Skupnivolumen
(mg/L) mikroplastike (mL) RV+T (mL) (mL)
100 50 / 50
10 2,5 22,5 25
1 0,25 24,75 25
Kontrola / 25 25

Referen¢ne kemikalije sluzijo dokazovanju vpliva nevarnih snovi na organizem in S tem
potrdijo maksimalen odziv na dokazane strupene snovi. Testne koncentracije kalijevega
dikromata (K2Cr,07) smo pripravili v 100 mL steklenih buc¢kah, v katere smo odpipetirali
ustrezen volumen zalozne raztopine K>Cr.07 (100 mg/L), tako kot prikazuje spodnja tabela 2,

in bucko napolnili z destilirano vodo do oznake ter dobro premesali.

Tabela 2: Priprava raztopin testnih koncentracij referen¢ne kemikalije K2Cr207..

Koncentracija Volumen zaloZne Volumen medija | Skupnivolumen

(mg/L) raztopine KoCr,O7 (mL) RV+T 40 (mL) (mL)

18 1.8 98,2 100

1,3 1,3 98,7 100

1 1,0 99,0 100

0,7 0,7 99,3 100

0,5 05 99,5 100
kontrola 0 100 100

32



Vpliv mikroplastike iz pokajenih in nepokajenih filtrov navadnih in elektronskih cigaret na vodne nevretencarje

3.5.3. Priprava izluzkov kemikalij iz mikroplastik

IzluZzke smo pripravili z namakanjem mikroplastik RMP, NMP in RMP-E, in sicer najvisje
koncentracije (100 mg/L) v mediju RV+T za 48 ur na magnetnem mesalu (Slika 26). Nato je
sledila filtracija skozi celulozni filter, s ¢imer smo odstranili vse delce mikroplastike, ostale pa
so zgolj spojine, ki so se sprostile z mikroplastik.

Slika 26:Priprava izluzkov iz mikroplastik — 48-urno namakanje MP v mediju RV+T in
mesSanje na magnetnem mesalu (Avtor: Andraz Dolar).
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3.5.4. Nastavitev poskusa z vodnimi bolhami

Pripravljanje testne medije smo s plasticno kapalko ali pipeto prenesli v luknjice plasti¢ne
plosce (angl. 6-well plates) (Slika 27). V vsako od Sestih luknjic smo prenesli 5 mL medija in
5 vodnih bolh, ki smo jih 1 uro pred izvedbo poskusa vedno nahranili z raztopino zelenih alg
(spirulina). V primeru izpostavitve odraslih vodnih bolh smo v vsako luknjico na plosci
prenesli zgolj tri vodne bolhe. Prenos vodnih bolh na plos¢e smo izvajali nad svetlobno plosco,
ki nam je olajSala prenos (Slika 28). Plos¢o z vodnimi bolhami smo hranili v komori z dnevno-
no¢nim ritmom (16 ur svetlobe in 8 ur teme) in stalno temperaturo 21 = 1 °C.

Poskus z mladimi (24 ur stare) in odraslimi vodnimi bolhami (7 dni stare) smo izvajali 24, 48,
72 in 96 ur. Prezivetje vodnih bolh smo preverjali vsak dan, tako da smo spremljali mobilnost
vodnih bolh po 15 sekundnem tresenju plos¢e. V kolikor vodne bolhe niso splavale, smo jih
tretirali kot nemobilne oziroma poginule, kar smo dodatno preverili tako, da smo pod lupo
preverili odsotnost bitja srca. Med poskusom, tj. po dveh dneh, smo vodne bolhe nahranili tako,
da smo v medij z vodnimi bolhami dodali 50 uL raztopine zelene alge (spirulina, 11 mg/10 mL
RV+T).

Slika 27: Plasti¢na plos¢a z luknjicami za izvedbo testa z vodnimi bolhami (Avtor: Andraz
Dolar).

Slika 28: Svetlobna plos¢a za pomo¢ pri prenosu vodnih bolh (Avtor: Neza Novak).
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3.6. Meritev aktivnosti encima acetilholinesteraze

Aktivnost encima acetilholinesteraze (AChE) smo merili v telesih odraslih vodnih bolh, ki so
bile 4 dni izpostavljene v mediju z dodano MP iz filtrov pokajenih navadnih cigaret (100 mg/L)
in v kontroli. V stekleno epruveto smo prenesli 4 vodne bolhe, kar predstavlja en vzorec, in
dodali 760 pL 100 mM kalij-fosfatnega pufra (KP, pH=7), ki smo ga pripravili z raztapljanjem
baze (K2HPO4; m= 9,343 g) in kisline (KH2PO4; m= 6,309 g) v 1 litru destilirane vode. V
epruveto smo dodali Se 40 ulL 10 % raztopine detergenta Triton X-100. Tako smo za vsako
skupino (kontrola in MP) pripravili 4 vzorce. Vodne bolhe v epruvetah smo homogenizirali 1
minuto z uporabo homogenizerja IKA T10 Ultra Turax (29), nato pa smo homogenat prenesli
v 1,5 mL mikrocentrifugirko in ga 10 minut centrifugirali pri 14 000 x g in 4 °C (Slika 30).

)

Slika 29: Laboratorijska oprema za homogenizacijo, tj. homogenizer IKA T10 Ultra Turrax)
(Avtor.: Andraz Dolar).

S
0 1500

Slika 30: Centrifuga Sigma 3-30 KS (Avtor: Andraz Dolar).
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Po centrifugiranju vzorcev smo pridobili bistro rumeno tekocino, t.i. supernatant, v katerem
smo merili aktivnost encima po Ellmanovi metodi (Ellman in sod., 1961). Gre za posredno
metodo, Kjer se meri absorbanca rumenega produkta, kot posledica reakcije med tioholinom
(produkt razpada AChCI) in Ellmanovim reagentom (ditiobisnitrobenzoat; DTNB). Ellmanov
reagent in AChECI smo pridobili na Oddelku za biologijo, BF. Na mikrotitersko plos¢o smo v
vsako luknjo prenesli 50 uL supernatanta, 30 uL 100 mM KP pufra in 100 pL Ellmanovega
reagenta z dodanim 1 M AChCI. Spremembo absorbance v vzorcih smo merili 20 minut pri
405 nm (Slika 31), z uporabo mikrocitalca Tecan Infinite 200 Pro (Sliki 32). V supernatantu
vzorcev smo za namen normiranja encimske aktivnosti pomerili tudi koli¢ino proteinov z
uporabo kita BCA Protein Assay. Na mikrotitersko plos¢o smo v luknjo prenesli 20 uL
supernatanta in dodali 180 pL meSanice reagentov A in B (v razmerju 50:1). Nato smo plos¢o
30 minut inkubirali pri 37°C in pomerili absobranco pri 562 nm (Slika 31). Za standard smo
uporabili raztopine govejega serumskega albumina (koncentracije 0 - 2000 ug/mL), na podlagi
pomerjenih absorbanc za standard pri razli¢énih koncentracijah pa smo zrisali umeritveno
krivuljo in iz enacbe izracunali koncentracijo proteinov v vzorcih vodnih bolh. Encimsko
aktivnost AChE smo izrazili kot specifi¢no encimsko aktivnost, izrazeno v nmol min-1 mg-1
proteinov, upostevajo¢ ekstinkcijski koeficient za produkt tioholin (405 = 13,600 Mt cm™)
(Jemec in sod., 2007).

Slika 31: Mikrotiterska plosc¢a z reakcijsko mesanico za spektrofotometri¢no analizo aktivnosti
AChE v homogenatu vodnih bolh (levo) in proteinov (desno) (Avtor: Andraz Dolar).

Slika 32:Mikro¢italec Tecan Infinite 200 Pro in programska oprema za mikrocitalec (Avtor:
Andraz Dolar).
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3.7. Izvedba poskusov s kotacniki

3.7.1. Priprava testnih koncentracij mikroplastik

Podobno kot pri vodnih bolhah smo tudi za izpostavitev kotacnikov pripravili enake testne
koncentracije mikroplastik iz cigaretnih filtrov, pri ¢emer pa smo s kotac¢niki testirali zgolj dve
mikroplastiki, in sicer mikroplastiko iz nepokajenih in pokajenih filtrov cigaret Marlboro Gold
100s. Zalozne raztopine mikroplastik in ostale testne koncentracije smo pripravili v standardni
raztopini za kotacnike (glej poglavje Kotacniki), brez dodanega detergenta Tween 40. Za
kontrolo smo uporabili zgolj standardno raztopino za kota¢nike.

3.7.2. Nastavitev poskusa s kotacniki

Poskus s kota¢niki smo izvedli na plasti¢ni plos¢i z luknjami (Slika 33), v katere smo prenesli
0,3 mL standardne raztopine za kontrolo in 0,3 ml ustrezne testne koncentracije mikroplastike.
Z uporabo stereolupe (Leica) (Slika 33) smo v vsako luknjo s kapalko prenesli 5 kota¢nikov,
Ki so bili stari 24 ur. Za vsako testno koncentracijo mikroplastike kot tudi kontrole smo izvedli
6 ponovitev (tj. 6 x 5 Zivali). Plos¢o s kotac¢niki smo prekrili s pokrovom in gojili v komori v
temi, pri stalni temperaturi 25 + 1 °C. Po 24 urah smo pod lupo preverili Stevilo zivih
kotacnikov.

Al LRt s

Slika 33: Stereolupa Leica za preverjanje prezivetja kotacnikov (levo) in plos¢a z lunjicami za
izvedbo poskusov s kotacniki (desno) (Avtor: Andraz Dolar).
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3.8. Statisticna obdelava podatkov

Podatke smo zbirali in obdelovali v programu Microsoft Excel. Za risanje grafov smo uporabili
program OriginPro 2023v (Origin Lab). Za pridobljene podatke iz poskusov smo izracunali
povprecje in standardne napake.

Testirali smo statisticno znacilne razlike med rezultati posameznih skupin (tj. primerjava
prezivetja kontrole s prezivetjem organizmov pri razlicnih koncentracijah mikroplastike,
izluzkih). Aplicirali smo neparametri¢ni test, Mann-Whitney test, ki se uporablja, kadar podatki
niso simetri¢no (normalno) porazdeljeni ali imamo malo podatkov. Statisti¢no znacilne razlike
v primerjavi s kontrolo smo oznacili z zvezdicami (*) nad stolpci, pri Cemer je p < 0.05.
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4. REZULTATI

4.1. PreZivetije mladih vodnih bolh po 24 urah izpostavitve

mikroplastiki

V kontrolnem mediju, kjer je koncentracija mikroplastike 0 mg/L, po 24 urah izpostavitve
nismo opazili sprememb v prezivetju.

ey oo

z rabljeno mikroplastiko iz elektronskih cigaret (RMP-E) se je prezivetje vodnih bolh rahlo
zmanjSalo v primerjavi s kontrolo.

Pri testni koncentraciji 10 mg/LL smo zaznali manjSe spremembe le v mediju z rabljeno
mikroplastiko (RMP), tam se je prezivetje vodnih bolh rahlo zmanjsalo, a vendar neznacilno v
primerjavi s kontrolo.

V mediju z najvecjo koncentracijo mikroplastike, ki je znaSala 100 mg/L, se je preZivetje
vodnih bolh v mediju z RMP znacilno zmanjsalo za ve¢ kot 10 %, v primerjavi s kontrolo (Graf
1).
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Graf 1: Prezivetje mladih vodnih bolh po 24 urah izpostavitve razlicnim koncentracijam
mikroplastik in kontrolnemu mediju.
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4.2. Prefivetije mladih vodnih bolh po 48 urah izpostavitve

mikroplastiki

V kontrolah (0 mg/L) ni bilo mo¢ zaznati sprememb v prezivetju.

Prezivetje vodnih bolh se je v mediju z mikroplastiko koncentracije 1 mg/L rahlo zmanjsalo v
primerjavi s kontrolo (Graf 2).

Pri koncentraciji 10 mg/L je bilo najveéje spremembe v prezivetju mo¢ opaziti v mediju, Kjer
je bila prisotna nerabljena mikroplastika (NMP), prezivetje se je tam znacilno zmanjSalo za
priblizno 10 %, v primerjavi s kontrolo.

V mediju z najvecjo koncentracijo mikroplastike (100 mg/L) so bile opazne znacilne razlike v
primerjavi s kontrolo (Graf 2). Najvecja razlika, v primerjavi z rezultati izpostavitve po 24 urah
je vidna v mediju z RMP-E, kjer je po 48 urah prezivelo zgolj 80 % organizmov. Odstotek
prezivelih vodnih bolh v mediju z RMP je variiral znotraj mej 24-urne izpostavitve. Vecjo
spremembo je bilo mo¢ zaznati tudi v mediju z NMP, Kjer se je odstotek prezivetja v primerjavi
z rezultati po 24-urni izpostavitvi znizal za dobrih 10 %.
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Graf 2: Prezivetje mladih vodnih bolh po 48 urah izpostavitve razliénim koncentracijam
mikroplastik in kontrolnemu mediju.
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4.3. Prefivetije mladih vodnih bolh po 72 urah izpostavitve

mikroplastiki

V kontrolah (0 mg/L) ni bilo opaznih vec¢jih sprememb v prezivetju vodnih bolh, ¢eprav se je
odstotek prezivetja organizmov rahlo zmanjsal, vendar pa je slednja sprememba Se vedno
znotraj dovoljenih mej veljavnega poskusa (Graf 3).

V mediju s koncentracijo 1 mg/L so bile najvecje spremembe pri prezivetju organizmov
opazene v primeru RMP (odstotek preZivetja upade za dodatnih 10 %, v primerjavi z 48-urno
izpostavitvijo) in NMP (odstotek prezivetja upade za 20 %, v primerjavi z 48-urno
izpostavitvijo). Rahel upad v prezivetju vodnih bolh smo zaznali tudi v mediju z RMP-E (Graf
3).

Pri koncentraciji 10 mg/L se v mediju z RMP prezivetje vodnih bolh ni zmanjSalo v primerjavi
s kontrolo. Pri enaki koncentraciji se je v mediju z NMP odstotek prezivetja rahlo zmanjsal,
najvecja sprememba pa je bila vidna v mediju z RMP-E, kjer se je Stevilo prezivelih vodnih
bolh zmanjSalo za priblizno 20 %, kar predstavlja statistino znacilen upad v primerjavi s
kontrolo.

V mediju, kjer je koncentracija mikroplastike znasala 100 mg/L, je bilo mozno opaziti vecje,
statisticno znacilne spremembe v primeru RMP (odstotek prezivetja znasa 65-70 %) in RMP-
E (odstotek preZivetja znasa priblizno 70 %), medtem ko ni bilo opaznih sprememb v primeru
NMP.
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Graf 3: Prezivetje mladih vodnih bolh po 72 urah izpostavitve razliénim koncentracijam
mikroplastik in kontrolnemu mediju.
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4.4. Prefivetije mladih vodnih bolh po 96 urah izpostavitve

mikroplastiki

V kontroli (0 mg/L) se je prezivetje vodnih bolh zmanjsalo za priblizno 10 %, kar pa je Se
znotraj dovoljenih mej, da je poskus veljaven.

V mediju s koncentracijo 1 mg/L so bile opazne Stevilne spremembe (Graf 4). V primeru
izpostavitve NMP in RMP je prezivela priblizno polovica vodnih bolh (50-60 %) v primerjavi
s kontrolo, pri cemer je 1 mg/L NMP povzrocila statisti¢no znacilen upad v prezivetju vodnih
bolh. V primerjavi z rezultati 72-urne izpostavitve se prezivetje vodnih bolh v mediju z RMP-
E zmanjsalo za 10-15 %.

V mediju, kjer je koncentracija znaSala 10 mg/L, se je obCutno zmanjsalo Stevilo prezivelih
vodnih bolh v primeru NMP in RMP-E, v obeh primerih jih je prezivelo le $e priblizno 60 %.
V primerjavi z rezultati 72-urne izpostavite RMP se je po 96-urah preZivetje vodnih bolh
zmanj$alo za dodatnih 20 %.

Najbolj znacilne spremembe so bile opazne v mediju s koncentracijo mikroplastike 100 mg/L.
V mediju z RMP je bilo prezivelih manj kot 10 % vodnih bolh. Podoben padec v Stevilu
prezivelih organizmov je viden tudi v mediju z RMP-E, kjer je prezivelo manj kot 15 % vodnih
bolh. V mediju z NMP se je Stevilo prezivelih vodnih bolh ob¢utno zmanjsalo, saj je ostalo
zivih le dobrih 55 % organizmov, a vseeno ve¢ kot v primeru rabljene MP.
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Graf 4: Prezivetje mladih vodnih bolh po 96 urah izpostavitve razliénim koncentracijam
mikroplastik in kontrolnemu mediju.
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4.5. PreZivetje odraslih vodnih bolh po razlicnih trajanjih
izpostavitve 100 mg/L mikroplastike

Graf 5 predstavlja rezultate izpostavitve odraslih (7 dni starih) vodnih bolh mikroplastiki pri
koncentraciji 100 mg/L, v odvisnosti od trajanja izpostavitve.

Po 24 urah in 48 urah opazovanja ni bilo vidnih sprememb v prezivetju v primerjavi s kontrolo.

Po 72 urah se stevilo prezivelih vodnih bolh v kontrolnem mediju ni spremenilo. Za ve¢ kot 30
% se je zmanjSalo prezivetje vodnih bolh v mediju z NMP. 40 % upad v Stevilu prezivelih
vodnih bolh smo opazili v mediju z RMP, v primerjavi s kontrolo.

Po 96 urah smo v kontrolni skupini zaznali 5 % upad Stevila preZivelih vodnih bolh. V mediju
z NMP je ostalo zivih dobrih 40 % vodnih bolh, kar je znacilno manj v primerjavi s kontrolo.
Znacilen upad v prezivetju je bilo moc¢ zaznati tudi v mediju z RMP, kjer je ostalo zivih le 15
% vodnih bolh.
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Graf 5: Prezivetje odraslih vodnih bolh po razliénih trajanjih izpostavitve 100 mg/L
mikroplastike.
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4.6. PreZivetje mladih vodnih bolh po 24 in 48 urah izpostavitve
referencni kemikaliji

Raziskave so pokazale, da referen¢na kemikalija kalijev dikromat (K2Cr.0y) letalno vpliva na
prezivetje vodnih bolh. Smrtnost vodnih bolh se z vecanjem koncentracije referencne
kemikalije povecuje (Graf 6). Koncentracija 1,8 mg/L povzro¢i smrt celotne testirane
populacije vodnih bolh Ze po 24 urah izpostavitve.

Prezivetje (%)

100-
90—-
80—-
70—-
60—-
50 -
40
30-:
201

10—-

—&— 24 ur
® 48ur

—i

0

05 07 1 13 18
Koncentracija kalijevega dikromata (mg/L)

Graf 6: Prezivetje mladih vodnih bolh po 48-urni izpostavitvi referen¢ni kemikaliji kalijevega

dikromata.
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Graf 7 predstavlja odstotek prezivelih vodnih bolh v primeru izpostavitve izluzkom,
pridobljenih iz NMP, RMP in RMP-E pri koncentraciji 100 mg/L, v odvisnosti od ¢asa.

Po 24 urah so se edine opazne spremembe zgodile v mediju z RMP-E, kjer se je odstotek
prezivetja organizmov znacilno zmanjsal za 15 %, v primerjavi s kontrolo.

Po 48 urah je, glede na rezultate po 24-urni izpostavitvi, stanje ostalo dokaj nespremenjeno.
Znacilno zmanj$ano prezivetje je v primeru RMP-E, v primerjavi s kontrolo.

Po 72 urah sta se zmanjsala odstotka prezivetja v mediju z NMP in RMP. V obeh sta znaSala
80 %, v primerjavi s kontrolo.

Po 96 urah je odstotek prezivetja v mediju z NMP znasal med 90 % in 95 %. Znacilno manjse
prezivetje vodnih bolh je bilo v mediju z RMP (le 40 %). Stevilo Zivih organizmov v mediju z
RMP-E je ostalo enako kot po 72-urni izpostavitvi.

Odstotek prezivelih vodnih bolh v kontrolah se je po 72 in 96 urah rahlo zmanjsal, kar pa je se
znotraj dovoljenih mej veljavnega poskusa.
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Graf 7: Prezivetje mladih vodnih bolh po razlicnih trajanjih izpostavitve izluzkom
mikroplastike, pripravljenih iz 100 mg/L NMP, RMP in RMP-E.

45



Vpliv mikroplastike iz pokajenih in nepokajenih filtrov navadnih in elektronskih cigaret na vodne nevretencarje

4.8. Aktivnost encima acetilholinesteraza v odraslih vodnih bolhah
po 96 urah izpostavitve rabljeni mikroplastiki

Aktivnosti encima acetilholinesteraze je bila v odraslih vodnih bolhah, ki so bile 96 ur
izpostavljene 100 mg/L RMP, rahlo povecana v primerjavi s kontrolo (Graf 8).
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Graf 8: Aktivnost ecnima acetilholinesteraza v odraslih vodnih bolhah po 96 urah izpostavitve
100 mg/L RMP.
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4.9. PreZivetje kotacnikov po 24 urah izpostavitve mikroplastiki

Prezivetje kota¢nikov upade po 24 urah izpostavitve v primeru vseh testiranih koncentracij
mikroplastik, tj. NMP in RMP. Rahel upad v prezivetju smo zaznali tudi pri kontrolah (0 mg/L)
(Graf 9), vendar pa je slednje Se znotraj mej dopustnega. Najmanj prezivelih organizmov je
bilo pri koncentraciji 10 mg/L (60-70 %). 1z Grafa 9 je razvidno, da je na prezivetje kota¢nikov
najbolj vplivala RMP, ki je pri koncentraciji 100 mg/L izzvala znacilen upad prezivetja
kotac¢nikov v primerjavi s kontrolo.
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Graf 9: Prezivetje kotacnikov po 24 urah izpostavitve mikroplastiki.
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4.10. Detekcija mikroplastike v Crevesju in na povrsini vodnih bolh
po 48 urah izpostavitve RMP

Vodne bolhe zauzijejo delce mikroplastike ze po 48-urni izpostavitvi (Sliki 34 in 35), hkrati pa

se delci plastike adsorbirajo na povrsino vodnih bolh ter tako otezujejo gibanje organizma
(Slika 35).

Slika 34: Vodna bolha po 48 urni izpostavitvi rabljeni mikroplastiki (Avtor: Neza Novak in
Tristan V. Bas).

Slika 35: Mikroplastika v prebavnem sistemu, ¢revesju, vodne bolhe (levo, rdeca pus€ica) in
na povrsini, tj. antenah (desna slika, rdec¢a puscica) (Avtor: Neza Novak in Tristan V. Bas).
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5.ANALIZA REZULTATOV

5.1. Primerjava vpliva izpostavitve vodnih bolh mikroplastiki po
razlicnih trajanjih izpostavitve
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Graf 10: ZdruZzeni rezultati prezivetja mladih vodnih bolh po razli¢nih trajanjih izpostavitve
pokajeni in nepokajeni mikroplastiki iz cigaretnih filtrov.

Z izpostavitvijo vodnih bolh mikroplastiki iz nerabljenih in rabljenih filtrov navadnih cigaret
in rabljenih filtrov elektronskih cigaret smo ugotovili, da so se minimalne spremembe v
odstotku prezivetja organizmov izpostavljenih pokajenim filtrom zacele izrazati ze po 24-urni
48, 72 in 96-urni izpostavitvi mikroplastiki smo opazili, da odstotek prezivetja vodnih bolh
upade sorazmerno S povecevanjem koncentracije mikroplastike. Hkrati se ucinek
mikroplastike, tj. zmanjSano preZivetje vodnih bolh pri daljsih trajanjih izpostavitve, izrazi Ze
tudi pri nizjih testiranih koncentracijah. Vec¢jo smrtnost smo opazili pri mikroplastiki iz
rabljenih navadnih in elektronskih cigaret, kar nakazuje na mocan vpliv sestavin cigaretnih
filtrov, zlasti pokajenih, na delovanje organizma. Rabljeni cigaretni filtri nase vezejo toksi¢ne
spojine, kot so strupeni alkaloid nikotin, tezke kovine (kadmij, cink, arzen, nikelj, baker,
svinec), nitrozamini, policikli¢ni aromatski ogljikovodiki, insekticidi in fenoli. Te spojine v
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celicah povzro¢ajo oksidativne procese, ki poskodujejo celice. Manjsi kot je organizem, vec;ji
je ucinek in posledi¢no hitrejsi propad organizma.

Znano je, da vodne bolhe zauzijejo mikroplastiko, ki se kopi¢i v njihovem c¢revesju (Jemec
Kokalj in sod., 2016), podobno pa smo dokazali tudi v nasi raziskavi. In sicer so vodne bolhe,
ki so bile izpostavljene mikroplastiki, zauzile delce mikroplastike, ki se kopicijo v prebavnem
traktu, na njihovih antenah in torakalnih okonc¢inah (Sliki 34 in 35). Mikroplastika pri
organizmih povzroc¢i obcutek sitosti oziroma blokado ¢revesja in mehanske poskodbe, Cesar
mi nismo preucili. Domnevamo pa, da plasti¢ni delci kot tudi kemikalije poskodujejo ¢revesne
celice, kar je lahko razlog za opazeno povecano smrtnost pri vodnih bolhah.
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5.2. Primerjava rezultatov izpostavitve mladih vodnih bolh
mikroplastiki 7 vezanimi toksi¢nimi snovmi in izluZki
mikroplastike po 96 urah in pri koncentraciji 100 mg/L
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Graf 11: Primerjava prezivetja vodnih bolh po izpostavitvi mikroplastiki (levo) in izluzkom

ov e

Pri opazovanju obeh grafov smo se osredotoCili na rezultate pridobljene po 96 urah pri
koncentraciji 100 mg/L, saj smo predvidevali, da bodo u¢inki na organizem stvarnejsi pri visjih
koncentracijah mikroplastike in izluzkov (Graf 11). Vpliv mikroplastike na prezivetje vodnih
bolh je ve¢ji kot vpliv zgolj izluzkov mikroplastike. To smo dokazali s primerjavo odstotka
prezivetja v medijih z izluzki NMP in delci NMP, kjer opazimo ocitno razliko. Ve¢ prezivelih
vodnih bolh je bilo v mediju z izluzki NMP, kar lahko pripiSemo zmanjSani vsebnosti toksi¢nih
snovi v NMP, saj le-te nastajajo pri kajenju. Pri vodnih bolhah, ki so bile izpostavljene v mediju
z delci NMP, je bil odstotek preZivetja ob¢utno manjsi. To razliko lahko pojasnimo z Ze prej
opisanimi Skodljivimi ucinki delcev mikroplastike na organizme. Za najskodljivejSo
kombinacijo se je izkazala hkratna izpostavljenost delcem RMP skupaj in njihovim izluzkom.
Filtri elektronskih cigaret so se izkazali za manj $kodljive, kar lahko pripiSemo prisotnosti
katrana in nekaterih toksi¢nih snovi, ki nastajajo zgolj pri kajenju navadnih cigaret.
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5.3. Primerjava preZivetia mladih in odraslih vodnih bolh po 48
urah izpostavitve 100 mg/L mikroplastike
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Graf 12: Primerjava prezivetja mladih in odraslih vodnih bolh po 48 urah izpostavitve 100
mg/L mikroplastike.

Odrasle vodne bolhe in mlade vodne bolhe smo prenesli v dva razli¢na medija s koncentracijo
100 mg/L mikroplastike in v kontrolni medij, kjer mikroplastika ni bila prisotna. Po 48-urni
izpostavitvi se je pokazalo, da je vi§ja smrtnost nastopila pri mladih, 24-ur starih vodnih bolhah,
izpostavljenim RMP in NMP (Graf 12). V populaciji starih vodnih bolh nismo zabeleZili
nobene smrti tako pri NMP kot RMP, kar nakazuje mnogo vecjo odpornost na delce
mikroplastike in toksi¢ne snovi, ki so vezane nanje. Oc¢itno so mlajsi in manj$i organizmi
dovzetnejsi za negativne ucinke mikroplastike.
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5.4. Vpliv 96-urne izpostavitve rabljeni mikroplastiki na aktivnost
encima acetilholinesteraza pri odraslih vodnih bolhah
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Graf 13: Aktivnost encima acetilholinesteraze (AChE) v odraslih vodnih bolhah po 4-dnevni
izpostavitvi RMP.

Encim AChE je zadolZen za razgradnjo nevrotransmitorja acetilholina, po tem ko se ta veze na
beljakovinske receptorje v sinapsah zivénega sistema organizmov. Isti princip delovanja je
znan tudi pri vodnih bolhah. Nastajanje encima je odvisno od potrebe po razgradnji koli¢ine
vezanih nevrotransmitorjev. Ce pa se na beljakovinske receptorje vezejo acetilholinu podobne
snovi, kot je na primer nikotin, se bo telo odzvalo tako, da bo povecalo proizvodnjo encima za
razgradnjo acetilholina, oziroma v konkretnem primeru nikotina, vendar reakcija razgradnje ne
potece (Graf 13). Vezani nikotin tako povzroci stalno vzdraZenost zivéne celice. Navedeni
pojav smo na vodnih bolhah opazili kot trzajoce nenadzorovano gibanje. Kasneje so presle v
fazo mirovanja, po kateri je pogosto nastopila smrt, domnevamo, da zaradi paralize in
pomanjkanja energije. Na ta nacin lahko razlozimo vse nase dobljene rezultate, predvsem
negibljivost v primeru RMP in RMP-E in poveéan odstotek smrtnosti v medijih z izluzki RMP
in RMP-E, v katerih je bil prisoten nikotin.
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5.5. Primerjava preZivetja mladih vodnih bolh in kotacnikov po 24
urah izpostavitve mikroplastiki

po 24 urah CInwe [ INmP
[__|RWP [ IRMP
100 - T eELIEE e SSIRMPE 100
b Ml »
90 90 [T T
80 - 80 I
—~ 704 —~ 704
X X e T
0 801 o 60 +
9 50 g 50
N N
g 40 4 3 40
30+ 30 4
20 20 4
104 10
0 T T T T 0
0 1 10 100 0 1 10 100
Koncentracija mikroplastike (mg/L) Koncentracija mikroplastike (mg/L)

Graf 14: Primerjava prezivetja mladih vodnih bolh (levo) in kota¢nikov (desno) po 24 urah
izpostavitve mikroplastiki.

Ko primerjamo zgornja grafa (Graf 14) ugotovimo, da je odstotek prezivetja kotacnikov po 24
urah najbolj padel v mediju z RMP. Najbolj oéitna razlika med grafoma je vidna pri
kot pri vodnih bolhah. Razliko med odstotkoma smrtnosti lahko pripiSemo manjsi velikosti
kotacnikov (manj kot 0,2 mm) v primerjavi z vodnimi bolhami (> 0.5 mm). Manjsi, kot je
organizem, bolj ga delci mikroplastike in nanje vezane toksi¢ne snovi prizadenejo. Na grafu to
opazimo v nizjem prezivetju v mediju z RMP v primerjavi s tistimi z NMP. Razliko med
prezivetjema lahko pripiSemo nikotinu in ostalim strupenim snovem, ki so prisotne v medijih
z RMP. Te snovi, kot je opisano v poglavju 5.1, negativno vplivajo na prezivetje organizmov.
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. Mikroplastika iz cigaretnih filtrov vpliva na preZivetje poskusnih organizmov, tj.
vodnih bolh in kota¢nikov. POTRJENO!

Rezultati so pokazali, da so organizmi, ki so bili izpostavljeni mikroplastiki iz cigaretnih
filtrov, v primerjavi s kontrolami pogosteje pokazali znake zmanj$ane aktivnosti in
prezivetja.

Prezivetje poskusnih organizmov v primeru izpostavitve mikroplastiki iz filtrov
rabljenih cigaret je niZje kot v primeru izpostavitve mikroplastiki iz filtrov
nerabljenih cigaret in kontrolo. POTRJENO!

Odstotek smrtnosti pri vodnih bolhah je, slede¢ rezultatom naloge, vi§ji pri organizmih, ki
so bili izpostavljeni rabljeni mikroplastiki v primerjavi z organizmi, izpostavljenimi
nerabljeni mikroplastiki in kontroli.

Mikroplastika iz filtrov rabljenih elektronskih cigaret ima podoben vpliv na poskusne
organizme kot mikroplastika iz filtrov rabljenih navadnih cigaret, a veéji vpliv kot pa
mikroplastika iz filtrov nerabljenih navadnih cigaret. POTRJENO!

Z eksperimenti smo dokazali, da je odstotek smrtnosti v mediju z rabljeno mikroplastiko
navadnih in rabljeno mikroplastiko iz elektronskih cigaret priblizno enak in nekoliko vecji
Vv primerjavi z organizmi, ki so bili izpostavljeni nerabljeni mikroplastiki.

. Kemikalije, ki se izluZujejo iz mikroplastike iz cigaretnih filtrov vplivajo na preZivetje
poskusnih organizmov. POTRJENO!

Raziskave so pokazale, da izluzki mikroplastike negativno vplivajo na prezivetje vodnih
bolh (zmanjsal se je odstotek prezivetja).

Izpostavitev mikroplastiki iz filtrov pokajenih cigaret vpliva na aktivnost encima
acetilholinesteraze v vodnih bolhah. POTRJENO!

Po 96 urah je bila, v primerjavi z vodnimi bolhami iz kontrolne skupine, aktivnost encima
acetilholinesteraze rahlo povecana pri organizmih, ki so bili izpostavljeni mikroplastiki iz
rabljenih cigaretnih filtrov.

. Populacija preiskovanih organizmov v gojiS¢u samo z medijem, brez vsebnosti
mikroplastike iz cigaretnih filtrov, se bo dobro razvila in spolno dozorela.
POTRJENO!

Organizmi, ki so bili izpostavljeni v mediju brez vsebnosti mikroplastike, so se normalno
razvili in spolno dozoreli.
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Raziskava je pokazala presenetljive, a vendar pri¢akovane rezultate. Vecja smrtnost se je
pojavila pri organizmih, ki so bili izpostavljeni v mediju z mikroplastiko ali izluzki
mikroplastike iz cigaretnih filtrov. Opazen upad v odstotku prezivetja je bil viden zlasti v
mediju z mikroplastiko iz pokajenih cigaretnih filtrov. Pojav lahko pripiSemo toksi¢nim
spojinam, ki se med kajenjem vezejo na filter iz celuloze acetata in se v stiku z vodo sproscajo
v vodno okolje (v naSem primeru v medij). Negativne ucinke strupenih snovi, ki se spros¢ajo
v vodo, smo dokazali v eksperimentu, v katerem so bili organizmi izpostavljeni v mediju z
izluzki mikroplastike. Rezultati so pokazali, da se je odstotek prezivetja po 72 urah v mediju z
izluzki RMP zmanjsal za 20 % in v naslednjih 24 urah e za dodatnih 40 %. Ce primerjamo te
rezultate z rezultati iz medija z delci mikroplastike (NMP, RMP) pri koncentraciji 100 mg/L
(pri isti koncentraciji so bili izvedeni testi z izluzki), opazimo podoben, oziroma Se bolj
drasti¢en upad v odstotku prezivetja, ki je po 72 urah znaSal 70 % in po 96 urah le Se 15 %.
Izrazit upad odstotka prezivetja v mediju z delci RMP po 96 urah je posledica socasne
prisotnosti toksi¢nih snovi in mikroplastike.

Delci mikroplastike so, kot kazejo fotografije (sliki 34 in 35), vstopili v prebavni trakt vodnih
bolh. Raziskava je dokazala, da prisotnost delcev mikroplastike Skoduje organizmom in
posledi¢no zmanjSa njihovo prezivetje. Zelo nazorno je to prikazano na primeru izluzkov NMP,
Kjer je bila smrtnost zanemarljiva v primerjavi z medijem z delci NMP.

Med primerjavo delovanja encima acetilholinesteraze (AChE) pri vodnih bolhah izpostavljenih
v mediju brez vsebnosti mikroplastike in tistih, ki so bile v stiku z RMP, smo pri slednjih opazili
poviSano aktivnost encima. Ta pojav smo pripisali nikotinu, nevrotransmitorju acetilholinu
podobni snhovi, Ki se je sposoben vezati na nikotinske acetilholinske beljakovinske receptorje.
Ti se nahajajo v Zivénih sinapsah in so prvotno namenjeni vezavi acetilholina. Povi§ano
delovanje encima je povezano z njegovimi domnevno neuspeSnimi poskusi razgradnje
nikotina, katerega stalna vezava na receptorje sprozi dolgotrajno vzdraZenost zivéne celice. To
se je s¢asoma odrazalo v neobicajnem premikanju in na koncu mirovanju vodnih bolh.

V eksperiment smo vkljucili tudi kotacnike. Ker gre za organizme, ki so veliko manjsi od
vodnih bolh, je bilo delo z njimi zahtevnejSe, vidni rezultati zmanjSanja preZivetja pa so se
pokazali ze po 24 urah tudi ze pri nizjih koncentracijah.

Velikost organizma je bila kljuCen dejavnik za visji odstotek prezivetja tudi v poskusu, v
katerem smo razli¢nim koncentracijam mikroplastike izpostavili odrasle (7 dni stare) vodne
bolhe. Po 48 urah v populaciji ni prislo do smrti niti ene od njih.

Sklepamo lahko, da so vrsta mikroplastike s pridruzenimi kemikalijami, koncentracija te
mikroplastike in velikost, oziroma starost organizma poglavitni dejavniki pri vplivu na
preZivetje vodnih bolh in kota¢nikov. NaSe ugotovitve lahko postavimo v Sir§i kontekst in si
skuSsamo zamisliti prisotnost mikroplastike v celotnem ekosistemu. Modelni organizmi, na
katerih smo izvajali eksperimente, so porabniki na zacetku prehranjevalne verige. Predvsem
vodne bolhe predstavljajo hrano $tevilnim drugim Zivalim. V primeru, da je potencialna hrana
vi§jih porabnikov nasic¢ena s katerokoli toksi¢no snovjo, na primer z mikroplastiko in z nanjo
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vezanimi kemikalijami, se lahko te strupene snovi in njihovi negativni ucinki prenasajo po
prehranjevalni verigi. Tako lahko drobni delci mikroplastike doseZejo organizme na visjih
troficnih nivojih. V vodnem ekosistemu so med najbolj izpostavljenimi bitji ribe, te pa se
pogosto znajdejo tudi na nasih kroznikih. Vpliv mikroplastike na ¢loveka Se vedno velja za
pretezno neraziskano podrocje, vemo pa, da so bili mikroplasti¢ni delci ze najdeni v ¢loveski
krvi, v pljucih in v blatu novorojenckocv (Junjie Zhang in sod., 2021). Tam se je lahko znasla
zaradi vdihavanja delcev prisotnih v zraku ali zauzitja mikroplastike preko vode, ki jo pijemo,
oziroma hrane, ki jo uzivamo. Najbolj zaskrbljujoce posledice predstavljajo kemikalije, ki so
vezane na delce mikroplastike, kar smo dokazali tudi z naSim eksperimentom.

Ker mikroplastika postaja vse bolj pere¢ problem, si Stevilne institucije in raziskave
prizadevajo k vecji ozavescenosti splosnega prebivalstva. V nasi raziskovalni nalogi smo pod
drobnogled vzeli mikroplastiko iz cigaretnih filtrov. Ti veljajo za enega najpogostejSih
odpadkov na svetu in so v naravi in urbanem okolju pogosto spregledani, celo sprejemljivi. Z
rezultati, ki so nam jih dali eksperimenti, Zelimo opozoriti na nevarnost nepravilno odvrzenih
cigaretnih ogorkov in filtrov navadnih ter elektronskih cigaret, saj so se spremembe v odstotku
prezivetja modelnih organizmov pojavljale pri obeh vrstah cigaret. Zaradi prepovedi kajenja v
notranjih prostorih in dostopnosti toba¢nih izdelkov, je kadilcev vedno vec, s tem pa se je
povecala tudi koli¢ina cigaretnega odpada. Potrebno je najti nacin, da le ta ne bo pristal v naravi
in postal del ekosistema in prehranjevalne verige, na koncu katere smo ljudje. Vloziti bi morali
veliko truda v izobrazevanje druzbe ne le o negativnih posledicah uporabe tobac¢nih izdelkov,
temvec tudi o njihovem pravilnem odlaganju v za to namenjene zabojnike. Ponekod po svetu
na javnih mestih namescajo pozarnovarne posode za odlaganje ogorkov in k ceni zavojcka
cigaret pristejejo Se odstotek za stroske ¢iS¢enja. Znanstveniki in inZenirji iz razli¢nih podrocij
iS¢ejo resitve za ustrezno reciklazo cigaretnih ogorkov. Za predelavo cigaretnega ogorka je
potrebno cigareto razpoloviti na dva dela. Organski material, kot so pepel, tobak in papir, se
kompostira. 1z njega ponekod izdelujejo gnojila. Iz mletih cigaretnih filtrov je mogoce ustvariti
nov plasti¢ni material in ga zdruziti z drugimi vrstami plastike (na primer polietilenom in
polipropilenom). Novonastala snov se lahko uporabi v Stevilnih plasti¢nih izdelkih. V Franciji
so nasli nadin, da iz vlaken cigaretnih ogorkov izdelajo jopice in klopi. Se posebej inovativne
so zamisli o uporabi cigaretnih ogorkov v gradbeni$tvu. Zganje ogorkov v opeke je zanimiv
nacin reSevanja tega okoljskega problema, ki naj bi hkrati zniZal proizvodne stroSke za izdelavo
opeke.

Nasa raziskovalna naloga sluzi kot dokaz, da so cigaretni filtri vir mikroplastike, ki se sprosc¢a
v okolje, problematicen odpadek in da je nujno ukrepanje proti smetenju s katerokoli
mikroplastiko. Pri tem igra kljuéno vlogo ozaves€enost kadilcev in izvajanje reciklaze.
Potrebno je poudariti tudi to, da organizmi, kot so vodne bolhe in kotacniki, predstavljajo
pomemben ¢len v ekosistemih po vsem svetu in da nam njihov odziv na mikroplastiko iz
cigaretnih filtrov sporoca, da lahko propad teh preprostih organizmov sproZijo tudi druga
okoljska onesnaZevala, katerih u¢inkov se morda danes sploh §e ne zavedamo.
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