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SAZETAK
Znacajke pocetnog obrastaja na odabranim vrstama plastiénog materijala u moru

U ovom radu istrazivan je pocetni obrastaj na Cetiri vrste plasticnih vreéica: polivinil klorid
(PVC), polietilen visoke gustoce (HDPE), polietilen niske gustoc¢e (LDPE) i dvije vrste
biorazgradivih vreica, jedna koja sadrzi EPI aditiv (Earth Rated®) dok je druga na bazi
Skroba (Profissimo kompostabilna). Eksperiment je proveden tijekom ljetne i zimske sezone.
Vrijeme potrebno da plastika pocne tonuti je 11 dana u ljetnoj sezoni 1 13 dana u zimskoj
sezoni. Na pet razli¢itih vrsta plastike je utvrdena prisutnost 38 svojti prazivotinja (od kojih
36 svojti dijatomeja, jedna vrsta cilijata i jedna vrsta dinoflagelata). Razlika u broju svojta i
biovoluemenu izmedu sezona je zanemariva, medutim razlika u prosjecnoj gustoci stanica po
sezoni je 15 puta veéa ljeti (20509 stanica/cm?) nego zimi (1342 stanica/cm?). Najbrojnije
svojte su male dijatomeje reda Pennales. Utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika izmedu

materijala PELD 1 ostalih vrsta plasti¢énih materijala po morfologiji i biovolumenu svojti.

Kljucne rijeci: obrastaj/dijatomeje/plastika/ Jadransko more
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ABSTRACT
Characteristics of initial biofilm formation on selected types of plastic material in thesea

The initial biofilm formation on four types of plastic was investigated. The plastic bags used
in this experimentwere made from: polyvinyl chloride (PVC), high-density polyethylene
(HDPE), low-density polyethylene (LDPE) and two biodegradable types, one containing an
EPI additive (Earth Rated®) and the other was starch based (Profissimo compostable). The
experiment was carried outduring two seasons (summer and winter). The plastic started
sinking after 11 days in the summer season and 13 days in the winter.On five different types
of plastic 38 taxa of protozoa were identified (36 diatom taxa, one taxa of ciliate and one of
dinoflagellate). The difference in the number of taxa and biovolumen per season is negligible.
However, the difference in total abundance per season was significant, in the summer (20509
cells/cm?) was 15 times higher than in winter (1342 cells/cm?). The most abundant species
were small diatoms from Pennales order. A statistically significant difference was found
between PELD and other plastic materials regarding the morphology and biovolume of the

taxa.

Key words: biofilm/diatoms/plastic/ Adriatic sea
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1. UVOD

1.1 KorisStenje plastike u akvakulturi

Akvakultura je jedna od najbrze rastu¢ih grana gospodarstva u proizvodnji hrane u
posljednjih nekoliko godina. GodiSnja stopa rasta proizvodnje na globalnoj razini iznosi 6-8
% Sto je navedeno u hrvatskom Nacionalnom strateSkom planu razvoja akvakulture za
razdoblje 2014.-2020. godine (Ministarstvo poljoprivrede 2015). Takav brz rast i razvoj ove
industrije bio je mogu¢ zahvaljujuéi mnogobrojnim tehnoloSkim unapredenjima i
znanstvenim otkri¢ima. Jedna od najvaznijih tehnoloskih promjena jest uvodenje plastike kao
materijala za izradu velikog dijela opreme za akvakulturu. Plastika je, mozda, najsvestraniji
od svih poznatih materijala. PoSto je sinteticka, moze se prilagoditi kako bi zadovoljila
specificne zahtjeve koriStenja. Zahvaljujuci njezinoj svestranostii prilagodljivosti, plastika je
brzo zamijenila konvencionalne materijale kao Sto su drvo, staklo, metal, papir u razli¢itim
segmentima poput poljoprivrede, navodnjavanja, ambalaze pa tako i akvakulture. Plastika u
akvakulturi je zamijenila drvene splavi, zeljezne cjevovode, betonske i kamene bazene,
drvene grane koje se koriste za sakupljanje mladi Skoljkasa i mnoge druge alate. Najcesce
vrste plastike koje se koriste u akvakulturi su: polivinil klorid (PVC) za izradu cijevi, kaveza,
strukturnih dijelova kaveza, filtera u recirkulacijskim sustavima i tankova, zatim polietilen
visoke gusto¢e (HDPE) koji se koristi za plutace, konope, mreze, cijevi, posude, kante 1
tankove dok se polietilen niske gusto¢e (LDPE) upotrebljava u izradi plasticnih plahti za

prekrivanje dna ribnjaka ili na staklenicima i vre€ama za hranu (Mahapatra 2011).



1.2 Obrastaj na plasticnom materijalu u moru

Cvrste povriine uronjene u vodu nakon kratkog vremena oblaze sloj proteina i
polisaharida, koji se naziva kondicioniraju¢i film (Bakker i sur. 2003; Bhosle i sur. 2005;
Loeb i Neihof 1975), 1 regulira naseljavanje organizama. U morskom okolisu, pocetnim
obrasatajem Cesto dominiraju razli¢ite vrste dijatomeja (Cooksey, 1984), koje dalje mogu
regulirati naseljavanje li¢inki vi§ih organizama kao S§to su npr. raci viticari, Skoljkasi i
mahovnjaci §to dovodi do razvoja makroobrastaja (Townsin 2003).

Obrastajne zajednice su razliCite. Ovisno o materijalu na kojemu se razvijaju znacajno
se razlikuju zajednice na prirodnim i1 umjetnim podlogama (Hamilton i Duthie 1984; Sabater i
sur. 1998; Nenadovi¢ i sur. 2015). Sastav obrastajnih zajednica varira sezonski i po dubini
(Munda 2005; Totti i sur 2007) pri ¢emu u zoni plime i oseke sastav zajednica varira puno
viSe nego u dubljim predjelima u kojima su uvjeti stabilniji (MaclIntyre i sur. 1996).

Abundancija dijatomeja postepeno raste s vremenom, medutim postoje sezonske
varijacije. Najveca raznolikost dijatomeja je u periodu najvece insolacije i temperature
(Round 1972). U Jadranskom moru najve¢a abundancija i biomasa uocena je u periodu
izmedu veljace 1 listopada, dok je u periodu izmedu sijecnja i veljace abundancija i biomasa
mnogo niza (Totti 1 sur. 2007). Isti sezonski odnos abundancije i biomase moZe se naci u
istrazivanim planktonskim zajednicama (Aubry i sur. 2004; Totti 1 sur. 2000). Porast broja
dijatomeja pripisuje se duljini dana te naglom porastu koli¢ine dostupnih nutrijenata nakon
zimskog mijeSanja slojeva morske vode (Marini i sur. 2002).

Kolonizacija umjetnih podloga moze se podijeliti u nekoliko faza, kroz koje se
mijenja sastav zajednice odnosno povecava njezina kompleksnost (Korte 1 Blinn 1983; Totti 1
sur. 2007; Tuji 2000a, 2000b). NajceS¢e vrste dijatomeja u biofilmu su one iz roda
Licmophora, Cocconeis 1 Achnanthes (Mejdandzi¢ 1 sur. 2015; Mihali¢ 1 sur. 2008; Munda
2005; Totti i sur. 2007).

Plastika je sve koriSteniji materijal pa stoga i sve vise prisutan u prirodi, ili kao objekt
koji se koristi (npr. plutaca) ili kao otpad. Plastika postaje novi supstrat za bentos organizme,
odnosno novo pelagicko staniSte (Reisser i sur. 2014). Ovisno o organizmima koji
koloniziraju otpad u moru, moze do¢i do porasta potrosnje kisika kad naseljeni organizmi,kao
Sto su beskraljesnjaci i1 bakterije,troSe kisik za disanje. Medutim proizvodnja kisika se moze i

povecati kad supstrat nastanjuju mikroskopske alge koje obavljaju fotosintezu.



Znanstvenici su istrazivali biofilmove na plasticnom otpadu u moru, makro i
mikroplastici. In situ ekperimentima doslo se do zakljucka da biofilm i obrastaj imaju klju¢nu
ulogu u tonjenju plastike, pogotovo kod manjih komadiéa gdje je omjer povrSine i volumena
veéi (Fazey 1 Ryan 2016; Kaiser i sur. 2017; Ryan 2015). Takoder su istrazivane razliCite
vrste plastike kao Sto su stakloplastika (FRP —Fiberglass Reinforced Plastic), pleksiglas
(polimetil metakrilat), polietilen tetrafalat (PET), polistiren (PS), polietilen (PE) 1
biorazgradiva plastika (Eich i sur. 2015; Fazey i Ryan 2016; Kaiser i sur. 2017; Lopez-Fuerte
i sur. 2017; Mejdandzi¢ i sur. 2015; Pauli i sur. 2017; Totti i sur. 2007). Brojnost dijatomeja
nakon dva tjedna na uzorcima plastike u zoni pelagijala je deset puta veca nego u bentoskoj
zoni (Fich 1 sur.2015). Medutim, razlika u strukturi zajednica izmedu polietilena i
biorazgradive plastike je statisticki znacajna samo u pelagi¢noj zoni, doku bentoskoj zoni
razlika ne postoji (Eich i sur. 2015).

Europski parlament izglasao je da se upotreba plasti¢nih vrecica limitira kako bi se
smanjilo oneciS¢enje okoliSa plastikom. Italija je 2011. godine zabranila upotrebu obi¢nih
plasti¢nih vrecica i zamijenila ih biorazgradivim (Accinelli i sur. 2012). T druge zemlje
planiraju napraviti isti korak te ¢e se proizvodnja biorazgradivih vreéica drasticno povecati.
Na taj nacin ¢e se povecati i unos biorazgradive plastike u prirodu, odnosno u more pa ovaj
tip plastike postaje novi supstrat i staniSte za organizme. Medutim, jo$ uvijek nema dovoljno
podataka o inicijalnoj kompoziciji zajednice biofilma na biorazgradivim i konvencionalnim
vrstama plastike u morskom okoliSu (Eich 1 sur. 2015). Istrazivana je razgradnja
biorazgradive plastike i rezultati ukazuju da se nakon nekoliko tjedana vide male rupice 1
promjene na povrsSini, medutim ni nakon 33 dana nema promjena u ¢vrsto¢i materijala (Eich 1
sur. 2015). Nakon 9,5 mjeseci na biorazgradivoj plastici vidljive su pukotine i ona postaje
krhka, a nakon 12,5 mjeseci jako je fragmentirana. Istovremeno, kod polietilena nisu uoceni
znakovi fragmentacije (Pauli i sur. 2017).

Proizvodnja biorazgradive plastike je u povecanju te se pretpostavlja da ¢e njena
upotreba u akvakulturi biti sve ¢eS¢a u nadolaze¢em razdoblju. Pretpostavlja se da ¢e se
biorazgradiva plastika koristiti za pakiranje hrane za ribu, pakiranje ribe i proizvoda te mozda
1 u izradi uredaja za prihvat mladi Skoljkasa.

Naseljavanje organizama na podloge uronjene u morski okoli§ danas predstavlja
svjetski problem, od obrastanja pucinskih naftnih platformi, preko trgovackih, putnickih,

ratnih brodova, do akvakulturnih postrojenja gdje se zacepljuju cjevovodi, mreze na
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kavezima s ribom ili mijenja plovnost plutaca kao i kaveza zbog obrastaja. ObrasStaj na
brodovima moze povecati potro$nju goriva i do 30% (de Rincon 1 sur. 2001), te se time
povecava i cijena prijevoza, a dolazi i do otpustanja vece koli¢ine staklenickih plinova. Kod
brodova se koriste razni premazi protiv obrastaja, a jedan koji jo$ i danas stvara probleme jest
tri-butil-kositar (TBT) koji je toksiCan za organizme u obraStaju i vrlo ucinkovit kao
antiobrastajno sredstvo, ali nije selektivan toksin. TBT se talozi u sedimentu, a zabiljezeno je
da uzrokuje imposeks kod nekih vrsta morskih puzeva c¢ime sprjeCava njihovo
razmnozavanje. Njegova upotreba je danas zabranjena i smatra se da je to najotrovniji Spoj
koji je Covjek namjerno ispustio u morski okolis.

U ribarstvu 1 marikulturi su prisutni veliki problemi s obraStajem. Zbog obraStaja na
uzgojnim instalacijama za ribe i1 Skoljkase javljaju se ekoloski problemi poput anoksije,
eutrofikacije 1 povecanog turbiditeta, a takvi problemi mogu dovesti do pomora organizama i
velikih ekonomskih gubitaka (Lewis i sur. 1997). Tako su troskovi koje izaziva obrastaj na
jednom uzgajaliStu lososa srednje veli¢ine u Ujedinjenom Kraljevstvu procijenjeni na + 120
000 € godisnje (Willemsen 2005).

Obrastaj u marikulturi ne zahvaéa samo postrojenja, kaveze i plutace nego i organizme,
odnosno Skoljkase koji se uzgajaju. Obrastaj na SkoljkaSima vecinom Ccine sedentarne
zivotinje koje se hrane filtracijom kao i1 Skoljka$i 1 na taj nacin dolazi do kompeticije za
hranom uz kompeticiju za prostor. Uzgajivaci koriste metodu isuSivanja obrastaja kako bi ga
se povremeno rijesili. Pri tome vade pergolare s kamenicama 1 puste da se obrastaj osusi.
Novije metode su roboti koji ¢etkama Ciste pergolare kamenica i dagnji te mreZe uzgojnih
kaveza. No takva praksa moze dovesti do povecane koli¢ine organskog otpada na morskom
dnu te dovesti do hipoksic¢nih 1 anoksi¢nih uvjeta. Druga metoda za sprjecavanje obraStaja na
mreZama kaveza jest njihovo mocenje u formalinu ili u sliéne kemikalije ili protuobrastajne
premaze, no ni ova metoda nije dugotrajno uc¢inkovita (usmeno priopcenje).

Obrastaj je tako uglavnom nepozeljan u akvakulturi, ali postoje i istrazivanja u sklopu
uzgoja cipla u ribnjacima. Medutim, iako je utvrdeno da su cipli koristili obrastaj za hranu,
nije utvrdena razlika u rastu 1 masi takvih cipala i onih koji se nisu hranili obrastajem, dok je

povecana ukupna produkcija ribnjaka (Richard i sur. 2010).

1.3 Razvoj biofilma i obrastaj
Biofilm je kompleksna zajednica mikroorganizma pricvrS¢enih za neku povrSinu i

njihovih metabolita (Stoodley i sur. 2002; Toole i sur. 2000). U vecini slucaja naseljavanje
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bakterija prethodi naseljavanju ostalih organizama (Little 1984) medutim moze biti 1

izuzetaka (Maki 1 sur. 1988; Roberts 1 sur. 1991).

U literaturi postoji puno razli¢itih termina s kojima mozemo definirati obrastaj
odnosno obrastajne organizme. Obrastajni organizmi dijele se po veli¢ini na mikroorganizme
(koji se nazivaju biofilm i/ili mikroobrastaj) i makroobrastaj (Lehaitre 2007). Bentos je
zajednica organizama u vodenom okolisu, koji zive vezani uz dno. Mikrofitobentos je opisni
naziv za razli¢ite skupove fotosintetskih dijatomeja, cijanobakterija, flagelata i zelenih algi
koje nastanjuju povrsinski sloj sedimenata u morskim ekosustavima (Underwood 2001).
Termin perifiton uveden je 1928. godine, ali je druk¢ije definiran i opisan sa strane razlicith
autora. U literaturi termini kao Nereiden, Aufwuchs, Bewuchs, Lasion, Be-lag, 1 Besatz
odnose se perifitonu i njemu sli¢nim organizmima (Sladeckova 1962). Nakon 2000. godine
termin biofilm zamijenio je njemacki termin Aufwuchs (Kalff 2002).

Perifiton i biofilm su sinonimi te definirani su kao mikroekosustav sastavljen od
kompleksnog mukopolisaharidnog matriksa u kojemu su smjeSteni autotrofni 1 heterotrofni
mikroorganizmi (Sabater i sur 2007; Wu 2016)

Perifiton se dijeli na euperifiton (pri¢vrSéeni organizmi) i pseudoperifiton (drugi
organizmi koji su ostali ulovljenti ili se slobodno kre¢u po povrSini).

Razvijanje biofilma mozZe se podijeliti u pet faza: (1) adsorpcija, (2) imobilizacija, (3)

konsolidacija, (4) naseljavanje (5) makroobrastaj (Slika 1) (Lehaitre i sur. 2008).

Proizvodnja EPS

Dusikove Bakterijska stanica Biofilm
karboskilatne soli

Adsorpcija Imobilizacija Konsolidacija Naseljavanje Visestanitni
obrastaj

Sekunde - minute Dani - mjeseci Viijeme

Slika 1. Razvojne faze biofilma

(Prema: Lehaitre i sur. 2008).

Prva faza je adsorpcija i javlja se u roku par minuta od uranjanja objekta, kada
zapocCinje vezivanje organskih makromolekula (npr. egzopolimera, proteina) i/ili anorganskih

molekula (npr. soli i Cestice silta) koje su ve¢ prisutne u okoliSu ili ih proizvode
6



mikroorganizmi (Baier 1972; Compere i sur. 2001). Primarni biofilm ili kondicionirajuc¢i
biofilm je isprekidani sloj (Pradier i sur. 2000; Walls i sur. 1998) koji inducira promjene u
karakteristikama povrSine (Fletcher i Pringle 1985; Zisman 1964) koje pospjesuju adheziju.
Adhezija bakterija provodi se u dva koraka u trajanju od par minuta do nekoliko sati nakon
uranjanja (Marshall 1 sur.1971; Powell 1 Slater 1983; Robb 1984; Rubio 2002). Vezivanje
bakterija za supstrat je na poCetku reverzibilan proces, ali postaje ireverzibilan zbog sekrecije
ekstracelularnih polimera i stvaranja polimerskih mostova izmedu stanica i supstrata (Fera
1985).

Reverzibilna bakterijska adhezija naziva se imobilizacija, to je druga faza razvijanja
biofilma. Stanice mikroorganizama su udaljene 3 nm od supstrata i mogu se lako ukloniti
ispiranjem. Postoje dvije teorije koje opisuju i predvidaju vezivanje bakterija za povrSinu,
prva je DVLO (nazvana po autorima: Derjaguin, Verwey, Landau, Oberbeck) teorija bazirana
na elektrostaticnim interakcijama (Derjaguin 1941; Verwey i Overbeek 1948) i Van Der
Waals-ovim vezama, a druga je bazirana na termodinamici odnosno na slobodnoj energiji
adhezije (Bos i sur. 1999; Pethica 1980).

Ireverzibilna bakterijska adhezija je tre¢a faza i naziva se konsolidacija. U ovu fazu
ukljucene su visoko energetske interakcije, kao Sto su dipol-dipol, ion-dipol, vodikove veze,
Debyeve interakcije 1 polimerski mostovi. Bakterijske stanice izluCuju izvanstanine
polimerne tvari (EPS) koji se sastoje od polisaharida ili proteina. Pomoc¢u EPS stvara se
ireverzibilna adhezija stanice, to jest stanice su trajno priljubljene za supstrat. PovrSina EPS
sluZi za zadrZavanje nutrijenata, organskih 1 anorganskih supstanca u neposrednom okruzenju
(Lehaitre 1 sur. 2007). U biofilmu sadrzaj EPS moze tvoriti 95% suhe mase (Flemming i sur.

1994).

Naseljavanje je Cetvrta faza razvoja biofilma i1 odlikuje se po tome Sto se drugi
mikroorganizmi, kao npr. jednostanicne alge, naseljavaju na primarni biofilm. Razvija se

kompleksna zajednica 1 biofilm poprima trodimenzionalnu strukturu.

Zadnja faza je faza makroobrasStaja gdje se nastanjuju viSestani¢ni organizmi kao $to

su makroalge 1 beskraljeSnjaci poput dagnji i rakova vitiCara.

Biofilm nije uniformno razvijen na povrsini, neki dijelovi povrSine mogu ostati
nenaseljeni. Debljina biofilma nije homogena i moze varirati od nekoliko mikrometra do par
centimetara ovisno o sastavu medija, karakteristikama supstrata, zajednici u okoliSu 1
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vremenu. Ovisno o debljini biofilma i zajednici u biofilmu ekoloSki uvjeti kao Sto su
koncentracija otopljenog kisika, metalnih kationa i otopljenih iona te pH unutar biofilma

mogu znatno varirati od onih u okolnom mediju (Lehaitre i sur. 2008).

1.3.1 Bacillariophyceae — alge kremenjaSice

Alge kremenjasSice ili dijatomeje su fotosintetski jednostani¢ni eukariotski
mikroorganizmi, pripadaju odjelu Chrysophyta, u carstvu Protista (Vili¢i¢, 2002).
Kozmopolitski su rasprostranjene i nastanjuju kopnene, slatkovodne i morske ekosustave.
Zive pojedinacno ili u kolonijama. Postoje planktonski oblici koji lebde u vodi te ovise o
gibanju vodenih masa, te bentoski oblici koji zive na supstratu ili su za njega pricvrséeni. S
obzirom na simetriju stanice razlikuju se dijatomeje s radijalnom simetrijom — centrice
(Centrales) koje prevladavaju u planktonu i1 one s bilateralnom simetrijom — penate
(Pennales) koje prevladavaju u bentosu (Slika 2.) (Vili¢i¢ 2002).

Dijatomeje su odgovorne za oko 25% svjetske primarne proizvodnje (Smetacek
1999). Stanice dijatomeja nemaju stani¢nu stjenku, ve¢ su obavijene silikatnim ljusturicama
koje su karakteristicne za ove organizme. Ta posebna stijenka gradena od organskog matriksa
i silicija naziva se frustula, a sastoji se od dvije polovice, ve¢e gornje polovice koja se naziva
epiteka 1 pokriva kao poklopac manju donju polovicu koja se naziva hipoteka. Svaka teka
sastoji se od ljusturice (epivalvae, hypovalvae) koje su bo¢no su spojene pojasom (Slika 3. 1
4.). Gornji i donji dijelovi ljusturice imaju pleure koje stvaraju pojas 1 pricvrS¢uju se za njih, a
nazivaju se "girdle" (Von Stosch 1975) te spajaju ljusturice pektinoznim filmom. Stanice
dijatomeja imaju valvalni 1 pleuralni polozaj koji su vazni u taksonomskoj identifikaciji jer se
sve morfoloSke karakteristike ne mogu vidjeti samo iz jedne perspektive (Slika 3. 1 4.)
(Vili¢i¢ 2002).

Neke penatne dijatomeje imaju prorez u teki koji prati apikalnu os, takozvanu
pukotinu ili raf. S obzirom na rafu dijele se na vrste s rafom na samo jednoj ljuSturici
(monorafidale), na obje ljusturice (birafidale) ili vrste bez rafe (arafidale). Rafa je otvor iz
kojeg izlaze ljepljive niti sluzi koja povezuje stani¢nu citoplazmu i supstrat kroz silikatnu
ljusturicu.

Kod naseljavanja povrsine, rafa prva sjeda na supstrat te se stanica reorijentira i
pokrece jedinstvenim kretnjama zvanim klizanje (Edgar 1 Pickett-Heaps 1984; Wetherbee 1

sur. 1998). Klizanjem dijatomeja po povrsini, sluzave niti koje se pricvrSéuju za supstrat se



odlijepe sa stanice i ostaju za dijatomejama kao tragovi koji se akumuliraju i tvore
komponentu biofilma (Edgar i Pickett-Heaps 1984; Higgins i sur. 2000)

Na silikatnoj ljusturici dijatomeja postoje dva tipa perforacija: jednostavne rupe ili
pore i kompleksnije lokule ili areole (Hendey 1964; Ross i Sims 1972). Pore ili areole mogu
biti u jednom, dva ili viSe redova (stria, pl. striae). Ljusturica je s unutarnje strane Cesto
pojacana rebrima (costae). MorfoloSka analiza ornamentacije ljuSturica sluzi kao

taksonomski kriterij u identifikaciji dijatomeja (Not i sur. 2012) (Slika 3.1 4.).

[

<

A

Slika 2. Ravnine u dijatomeja s radijalnom simetrijom (a) centri¢na dijatomeja: AA-radijalna
ravnina, BB-valvalna ravnina; i bilateralnom simetrijom (b) pennatna dijatomeja: AA-
apikalna ravnina; BB-valvalna ravnina; CC-transapikalna ravnina
(Izvor:http://wgbis.ces.iisc.ernet.in/biodiversity/sahyadri_enews/newsletter/issue26/articlel/c

hap3.htm)
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Slika 3. Glavne morfoloske karakteristike ljusturice penatnih dijatomeja: 1-stanica u
pleuralnom poloZaju, 2-stanica u valvalnom polozaju, AA-apikalna os, PA-pervalvalna os,
TA-transapikalna os, nt-nodus terminalis, nc-nodus ceralis, r-rapha, pc-porus centralis, hg-

helictoglossum, c-costa, s-stria s areolama

(Izvor: Vili€i¢ 2002)
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Slika 4. Glavne morfoloske karakteristike ljusturice centri¢nih dijatomeja: 1-transapikalni
presjek kroz stanicu, 2-stanica u valvalnom poloZaju, PA-pervalvalna os, TA-transapikalna
os, VC-valvocopula, C-copula, EP-epipleura, HP-hypopleura, s-septum, ps-pseudoseptum,

vsl-epivalva, vs2-hypovalva
(Izvor: Vili¢i¢ 2002)

Dijatomeje se mogu podijeliti u deset dogovorenih grupa prema morfoloSkim i
karakteristikama grade: centri¢ne, araphidne, monoraphidne, eunotioidne, naviculoidne,
cymbelloidne, epithemioidne, amphoroidne, nitzschioidne i surirelloidne dijatomeje

(Spaulding i sur. 2018) (Slika 5.).
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10.02 Microns

Slika 5. Morfoloske grupe dijatomeja: a) centri¢ne, b) araphidne, ¢) monoraphidne, d)
eunotioidne, €) naviculoidne, f) cymbelloidne, g) epithemioidne, h) amphoroidne, 1)
nitzschioidne, j) surirelloidne

(preuzeto shttp://huey.colorado.edu/diatoms/morphology/index.php).

Bentoske dijatomeje se mogu podijeliti u razli¢ite forme obzirom na njihov rast
(Round 1981): uspravne (erect, prvenstveno arafidne vrste pri¢vrSéene za supstrat pomocu
sluzavih jastuci¢a ili stapka), dobro pri¢vrs¢ene (adnate, prvenstveno monorafidne vrste
pricvrséene za supstrat pomocu rafe, te neke birafidne vrste kao npr. Amphora spp.), pokretne
(motile, birafidne vrste koje se slobodno kre¢u po supstratu), dijatomeje koje formiraju
sluzavi omota (tube-dwelling, navikuloidni 1 nitzchioidni oblici koji zive u sluzavim
omota¢ima koje su same proizvele), plokon (plocon, mikroorganizmi koji su slabo
pricvrS€eni za supstrat kao S§to su centrice i cijanobakterije) i planktonske vrste (prave
planktonske vrste koje su smjestile na supstrat iz vodenog stupca te nastavljaju sa procesima

fotosinteze).
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Pokretne vrste dijatomeja nastanjuju podloge uronjene u more tijekom cijele godine, a
broj uspravnih vrsta dijatomeja povecava se tijekom proljeca i kasnog proljeca te opada ljeti.
Dobro pri¢vr§éene dijatomeje povecavaju svoju brojnost ljeti, dok vrste koje stvaraju sluzavi
omota¢ svoj maksimum dosezu u prolje¢e (Totti i sur. 2007). Prisutnost pokrova i
planktonskih vrsta je zanemariv, osim zimi zbog klasi¢nog zimskog cvjetanja fitoplanktona u
sjevernom Jadranu (Aubry i sur. 2004). Dominacija pokretnih vrsta moze se pripisati njihovoj
sposobnosti da se slobodnije kre¢u u zrelom obraStaju, Sto ih Cini superiornijim
kompetitorima za nutrijente i svjetlost od ostalih dijatomeja (DeNicola i McIntyre 1990).

Razmnozavanje dijatomeja moze biti spolno i nespolno. Kod diobe stanice svaka nova
stanica zadrzava jednu polovicu ljusturice stanice majke, koja postane epiteka u novoj stanici
kéeri, a de novo izgraduje hipoteku. Nespolno razmnozavanje traje od 10 do 20 minuta, a
tijekom dana mogu se podijeliti 1 do 8 puta. Stanice kéeri nisu jednake po veli€ini, jedna je
veliCine epiteke, a druga hipoteke stanice majke. Posljediéno ovom nacinu razmnoZzavanja

dolazi do postepenog smanjenja veli¢ine stanica (Slika 6).

Nespolno /\
razmnozavanje e
> Smanjenje
/ ” (&) ] - - ljuSturice ™\
— |
\/

O

Auksospora Spolno
' razmnozavanje

Oplodn]a

Slika 6. Zivotni ciklus penatne dijatomeje
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(Prema: http://www.bio.vu.nl/thb/deb/)

Kada se veli¢ina stanica smanji na polovinu ili tre¢inu stanice majke aktivira se gen
koji zaustavi daljnju diobu stanice te slijedi spolno razmnozavanje. Razvija se auksospora
koja pocne klijati te viSestruko naraste i nastaje nova frustula stanice majke. U nepovoljnim
uvjetima ili nakon nespolnog razmnozavanja dijatomeje prelaze u statospore, koje ce
proklijati u povoljnim uvjetima. Nespolno razmnozavanje je ograni¢eno koli¢inom
otopljenog silicija ( Richter 1906; Lewin 1962).

Dijatomeje su odli¢ni ekoloski indikatori jer su prisutne u svim vodenim stanistima i
reagiraju velikim promjenama u biomasi na male ekoloske promjene. Koriste se kao ekoloski
indikator vode za pH, salinitet i hranjive soli (Anderson 1990; Battarbee i1 sur. 1990;
Battarbee 1 sur. 1999; Bennion i sur. 2000; Charles i Smol 1990; Cumming 1993; Engstrom i
sur. 1985; Fritz 1990; Juggins 1992; Smol i sur. 1983; Smol i Cumming 2000; Whitmore
1989).

1.4 Ciljevi

Ciljevi ovog istraZivanja su:
(1) ustanoviti vrijeme potrebno da se naseli obrastaj i1 plastika potone,

(ii) karakterizirati poCetni obraStaj na pet odabranih vrsta plasti¢nih podloga (odrediti
postoji li razlika u morfologiji zajednica prema vrsti plastike,odrediti brojnost i

kvalitativni sastav dijatomeja na plastiécnom materijalu.),

(iii) ustanoviti na kojoj vrsti plastike se stvara najvise obrastaja.
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2. MATERIJALI I METODE

2.1 Terenski dio istrazivanja

2.1.1 Eksperimentalni dizajn

Eksperiment je postavljen tako da su plasti¢ni listovi iste veli¢ine (15 x 15 cm)
izrezani iz vrecica. Svaki plasti¢ni list pricvrséen je jednim krajem za tanki konop pomocu
plasti¢nih vezica. Konop je pri¢vrS¢en na bambusovu trsku kako bi se odrzali svi listovi na
povrSini 1 u istoj razini. Nastajanjem biofilma listovi mogu slobodno tonuti. Trska s

plasti¢nim listovima zavezana je tankim konopom za gat (Slika 7). Eksperiment se obavljao u

triplikatu i ponovljen je tijekom dvije sezone.

Slika 7. Eksperiment in situ, (a) plastika pluta, (b) plastika je potonula

2.1.2 Podruéje istraZivanja

Istrazivanje i uzorkovanje provedeno je u uvali Pilica u Puli u ljetnom i zimskom
periodu (rujan 2017. i prosinac 2017.- sijecanj 2018.) (Slika 8.). Uvala Pilica je relativno

plitka, 4 do 5 m dubine. Sediment je pretezno muljeviti pijesak.
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Slika 8. Lokacija uzorkovanja

Tijekom uzorkovanja ljeti 1 zimi, vremenski su uvjeti bili nestabilni, a velika koli¢ina oborina
sigurno je imala utjecaj na eksperiment i na strukturu i formiranje biofilma na plasti¢nim

listovima.

2.1.3 Istrazivani materijali

U ovom eksperimentu koriSteno je pet vrsta plastiCnih vreéica: polivinil klorid,
polietilen niske gustoce, polietilen visoke gustoce i dvije vrste biorazgradivih vrecica, jedna

sadrzi EPI aditive (EarthRated®) dok je druga na bazi Skroba (Profissimo kompostabilna).

Znacajke plastike odredene su njezinim kemijskim sastavom i vrstom molekularne

strukture (molekularna formacija: kristalna ili amorfna struktura).

Polivinil klorid (PVC) ima amorfnu strukturu s polarnim atomima klora u
molekularnoj strukturi. Takve karakteristike su nerazdvojno povezane. Kemijska kompozicija
monomera je (CH,=CHCI). U ¢istoj formi to je lagana 1 ¢vrsta plastika, ali moZze se proizvesti
1 u fleksibilnoj "plastificiranoj" formi (Encyclopedia britannica 2016). Karakteristike
polivinil-klorida su izvrsna prozirnost, tvrdoca 1 krutoca, ali fleksibilnost kad je plastificiran,
dobra otpornost na kemikalije i vremenske neprilike,dugotrajna stabilnost, odnosno stabilna
elektricna svojstva 1 niska propusnost plina. Upotrebljava se za izradu kreditnih kartica,
okvira za prozore 1 vrata, cijevi za vodovod, folija za pakiranje, vre¢ica za krv 1 infuziju te za

proizvodnju sinteticke koze (SPI 1988).
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Polietilen (PE) ima parcijalno kristalnu strukturu i kemijska kompozicija monomera je
CH,=CH,. Takav monomer mozZe se proizvesti u linearnim i razgranatim oblicima, razgranate
inacice su polietilen niske gustoée LDPE/PELD i linearni polietilen niske gusto¢e (LLDPE),
linearni oblici su polietilen visoke gusto¢e (HDPE/PEHD) i polietilen ultrazvucne mase

(UHMWPE) (Encyclopedia britannica 2016).

LDPE ima kratke i duge grane na lancima i takva razgranatost sprjeCava pakiranje
polietilenskih molekula u Cvrstu kristalnu strukturu, te je zato jako fleksibilan materijal
(Encyclopedia britannica 2016). Njegove karakteristike su da je ¢vrst 1 fleksibilan, ima
vostanu povrsinu, mekan je i lako se ogrebe, proziran je, ima nisku toc¢ku topljenja, stabilna
elektri¢na svojstva i dobra svojstva barijere protiv vlage. Najc¢eSce se upotrebljava kao folija
za pakiranje, vre€ice za smece 1 kupovinu, izolaciju zica i kablova, kao i za izradu Strcaljka

(squeezebottles), igracaka i kuénih potrepstina(SPI, 1988).

HDPE nema razgranatu strukturu i zato se lanci mogu guscée pakirati, $to rezultira
gustim, visoko kristalnim materijalom visoke ¢vrstoée i umjerene krutosti. Ima visu tocku
topivosti, zbog toga se moze sterilizirati. Svojstva ukljuéuju dobru barijeru za vlagu i
otpornost na kemikalije, tvrd je do polufleksibilan i ¢vrst, ima mekanu i voStanu povrsinu,
propusta plinove 1 SuSkav je. Koristi se za izradu boca za deterdZzente, izbjeljivace i
omekSivace za tkanine; kutija za hranu, boca za mlijeko 1 negazirana pica, igracaka, kanta,

¢vrstih cijevi, umjetnog drva, kutija za kompostiranje, vrecica za kupovinu i ¢epova.

EarthRated® zelene vre€ice su na bazi plastike 1 sadrze EPI aditiv koji pomaze u
njihovom raspadanju (Epi global, 2018; Earthrated, 2018). To¢ni sastav nije poznat jer je
zaSticen od proizvodaca. Deklarirane su da se raspadaju tijekom godinu dana u
odlagalistu/smetliStu. Tvrtka EPI koristi potpuno razgradive aditive plastici TDPA® (Totally
Degradable Plastic Additives®), koji se dodaju plastici (polietilenu, polipropilenu i
poliestirenu) u koli¢ini od 2 do 3% tijekom izgradnje gotovih proizvoda. Takvi aditivi utje¢u

na raspadanje kad su izloZeni fotickom termalnom i/ili mehanickom stresu.

Profissimo kompostabilne vreice za smece su na bazi Skroba. Toc¢ni sastav nije

poznat jer ga je proizvodac je zastitio

Navedeni istrazivani materijali podijeljeni su prema njihovim specificnim
karakteristikama u Tablici 1.
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U daljnjem tekstu i grafovima koristene su kratice za ime uzorka, prema opisu u Tablici 2.

Tablica 1.Podjela istrazivanih materijala prema tipu povrsine i razgradivosti

Istrazivani materijal Tip povrsine Ragradivost

PVC glatka ne biorazgradiva

PEHD glatka ne biorazgradiva

PELD hrapava/Suskava ne biorazgradiva
EarthRated® hrapava/Suskava biorazgradiva
Profissimo kompostabilne hrapava/Suskava biorazgradiva

Tablica 2. Skracenice za uzorke: P-plastika, S-ljeto, W-zima 1 brojevi za vrstu plastike

Skracéenica Vrsta plastike Sezona
PS1 PVC ljeto
PS2 PEHD ljeto
PS3 PELD ljeto
PS4 EarthRated® ljeto
PS5 Profissimo kompostabilne ljeto
PW1 PVC zima
PW2 PEHD zima
PW3 PELD zima
PW4 EarthRated® zima

PW5 Profissimo kompostabilne | zima
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2.2 Uzorkovanje i analiza

Na pocetku eksperimenta plasticni listovi su plutali, a kako se biofilm (obrastaj)
formirao na njihovoj povrsini, specificna tezina se poveéavala te su plasti¢ni listovi poceli
tonuti. Kako bi se potvrdilo da list tone zbog biofilma, na svakom uzorku je biofilm uklonjen
te je testirana plovnost u morskoj vodi. Nakon S§to su plasti¢ni listovi potpuno potonuli,
prikupljeni su i fiksirani u 4% formalinu. Iz svakog lista odrezan je jedan komad, biofilm je
sastrugan pomocu cCetkice s obje strane (Slika 9.) te ispran s prethodno profiltriranom
morskom vodom kroz filter promjera oka 0.22 pm (Millipore Membrane Filter). Uzorci su
isprani s razli¢itim volumenom profiltrirane morske vode, ovisno o koli¢ini potrebnoj za
skidanje kompletnog obrastaja, te je volumen utvrden naknadno. PovrSina svakog komadica

plasti¢nog lista izmjerena je preko slike pomocu programa Imagel.

Slika 9. Skidanje obrastaja s plastike

Za kvalitativnu 1 kvantitativhu analiza obraStaja koriStena je Sedgewick-Rafter
komorica (Slika 10.). Komorica je bila velic¢ine 50 x 20 x 1 mm (= 1 cm® = 1 ml) te oznacena
mrezom (grid) od 1mm?, na taj nadin 1ml se dijeli na 1000 pl. Nakon laganog mijeSanja
preokretanjem tubice, izliveno je 1 ml uzorka u Sedgewick-Rafter komorici, zatvoreno

pokrovnicom te se postavljeno na sedimentaciju. Utvrden je broj svojti
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Stanice su brojane po 1 ul u analiziranom volumenu te se pomocu formule izracunavala

gustoc¢a populacije (stanica po jedinici volumena).
d=N x1,000 /4

d-gustoca
N-broj izbrojenih stanica

A- broj izbrojenih pl

Zatim se poznati volumen uzorka dijelio s poznatom povrSinom komadica plasti¢ne vrecice i
izracunala gustoca stanica po jedinici povrsine. Izraunata je relativna abundancija (%) to jest

gustoca stanica u postotku kako bi se bolje graficki prikazalo.

211 Sk fve

oc of. e

S5z 32 mUipL |
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Slika 10. Sedgewick-Rafter komorica s pokrovnicom

Pronadeni organizmi determinirani su do najnize mogucée taksonomske razine po
Vili¢i¢ (2002) i Riedl (1991). Svojte su podijeljene u morfoloske grupe prema Sun i Liu
(2003). Pomoc¢u programa Axiovision izmjerene su duZina, Sirina 1 visina stanica, i izracunate
su prosjecne vrijednosti. Navedene vrijednosti uvrStene su u formule za biovolumen
specificne za svaku morfolosku grupu. Za analizu je koristen invertni mikroskop AxioVert
200, Zeiss GmbH (Oberkocher, Germany), a za slikanje AxioCamMRS5, Zeiss GmbH
(Oberkocher, Germany).
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2.3 Statisticka analiza
Za obradu i graficki prikaz podataka koriSteni su programi Microsoft Excel (Microsoft
2007) i R statistics. Za graficki prikaz karata podrucja istrazivanja koristen je Ocean Data

View.
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3. REZULTATI

Tijekom eksperimenta utvrdeno je da je za potonuce plasti¢nih listova u ljetnoj sezoni
potrebno 11 dana, a u zimskoj 13 dana. ZabiljeZenoje 38 svojti mikroorganizama na 5
razlicitih vrsta plastike tijekom dvije sezone. Od toga je 36 svojti pripadalo dijatomejama, a
prisutna je bila i jedna vrsta cilijata te jedna vrsta dinoflagelata. Svojte su determinirane do

najnize prepoznatljive taksonomske razine (Tablica 3. i Slika 11.).
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Tablica 3. Popis determiniranih svojti (broj ukazuje na sliku svojte, Slika 11.)

Broj | Ime Svojte Broj Ime Svojte
1 Achnanthes sp. 20 Nitzschia sp. 2
2 Achnanthes sp.1 21 Nitzschia sp. 3
3 Auricula sp. 22 Nitzschia sp. 4
4 Auricula/Amphora 23 Nitzschia sp. 5
5 Baccilaria paxilifera 24 Pennate 1
6 Ciliophora 25 Pennate 2
7 Coconeis sp. 26 Pennate 3
8 "Cylindrotheca  closterium/Nitzschia 27 Pennate 4
longissima"
28 Pennate 5
9 Pennate 14
29 Pennate 6
10 Diatom indet 1
30 Pennate 7
11 Diatom indet 2
31 Pennate 8
12 Diploneis bombus
32 Pennate 9
13 Diploneis sp.
33 Pennate 10
14 Entomoneis sp.
34 Pennate 11
15 Gymnodinium sp.
35 Pennate 12
16 Licmophora sp. 1
36 Pennate 13
17 Licmophora sp. 2
37 Pleurosigma sp.
18 Licmophora sp. 3
38 Tabellaria sp.

19 Nitzschia sp. 1
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Slika 11. Tipican oblik determinirane svojte (brojevi oznacuju svojtu-Tablica 3.)
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3.1 Broj svojti na odabranim vrstama plasticnog materijala

U ljetnom uzorku bile su prisutne 34 svojte, a u zimskom 32 svojte (Slika 13.).
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Slika 43. Ukupni broj svojti po sezoni

U Jjetnom eksperimentu na uzorku PS1 pronadeno je 25 svojti, na PS2 14 svojti, na
PS3 17 svojti, na PS4 26 svojti i na PS5 23 svojte. U zimskom eksperimentu na uzorku PW1
pronadene su 23 svojte, na PW2 22 svojte, na PW3 15 svojti, PW4 11 svojti i na PWS5 21
svojta (Slika 14.).
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Slika 14. Broj svojti po uzorku
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3.2 Gustoca populacije na odabranim vrstama plasticnog materijala

Gustoéa populacije u ljetnoj sezoni je 20509 stanica/cm?, a u zimskoj sezoni je 1342

stanica/cm’ (Slika 15.).
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Slika 15. Prosjecna gustoca stanica po sezoni

U ljetnom eksperimentu gustoéa populacije na uzorku PS1 bila je 41361 stanica/cm?,
na PS2 7230 stanica/cm’, na PS3 16829 stanica/cm’, na PS4 26411 stanica/cm’ i na PS5
10719 stanica/em®. U zimskom eksperimentu na uzorku PW1 bilo je 2319 stanica/cm’, na
PW2 3509 stanica/cm’, na PW3 16 stanica/cm®, PW4 322 stanica/em® i na PW5 546
stanica/cm” (Slika 16.).
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26



3.3 Biovolumen stanica na odabranim vrstama plasticnog materijala

Prosje¢ni biovolumen u ljetnoj sezoni bio je 235872 um’, a u zimskoj sezoni 241855

um’(Slika 17.).
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Slika 17. Prosjecni biovolumen po sezoni
U ljetnom eksperimentu biovolumen na uzorku PS1 bio je 452784 pum’, na PS2
136994 pum’, na PS3 188340 um’, na PS4 240552 um’ i na PS5 160691 ym’. U zimskom
eksperimentu na uzorku PW1 bilo je 359438 um3, na PW2 284559 um3, na PW3 30272 um3,
PW4 316423 um’ i na PW5 218581 um’ (Slika 18.).
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Slika 18. Biovolumen po uzorku
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3.4 Analiza slicnosti promatrane zajednice obrastaja
Grafovima je prikazana razlika procijenjene standardizirane filogenetske raznolikosti
(SES-MPD) zajednica prema razgradivosti materijala, glatko¢i povrSine materijala, sezoni,

morfotipu i biovolumenu.

Izmedu razgradivih 1 ne biorazgradivih materijala nije nadena statisticki znacajna

razlika procijenjene standardizirane filogenetske raznolikosti (p< 0,05) (Slika 19.).
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Materijal po razgradivosti

Slika 19. Usporedba procijenjene standardizirane filogenetske raznolikosti zajednica

naseljenih na biorazgradive (B) i ne biorazgradive (NB) tipove plastike (MPD P<0.05)

Naseljavanje za vrijeme razli¢itih sezona, takoder nije rezultiralo znacajnim razlikama u

procijenjenoj standardiziranoj filogenetskoj raznolikosti zajednice (p< 0,05) (Slika 20.).
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Slika 20. Usporedba procijenjene standardizirane filogenetske raznolikosti naseljenih

zajednica izmedu ljetne (S) 1 zimske (W) sezone (MPD P<0.05)

Izmedu glatkih (PEHD i PVC) i hrapavih povrsSina (PELD, Profissimo kompostabilna
1 EarthRated®) nije bilo znaajnih razlikama u procijenjenoj standardiziranoj filogenetskoj

raznolikosti zajednice (p< 0,05) (Slika 21.).
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Slika 21. Usporedba procijenjene standardizirane filogenetske raznolikosti naseljenih

zajednica izmedu glatkih (G) i hrapavih/Suskavih (NG) tipova plastike (MPD P<0.05)
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Medutim statistickim testom (standard effect size analysis of mean pairwise
distances) utvrdeno je da postoji mala, ali statisticki znacajna razlika u procijenjenoj
standardiziranoj filogenetskoj raznolikosti zajednice izmedu PELD 1 ostalih plasti¢nih

materijala (Slika 22.), ljeti P-vrijednost je 0.049, a zimi 0.041.
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Slika 22. Usporedba procijenjene standardizirane filogenetske raznolikosti naseljenih
zajednica izmedu razli€itih tipova plastike: Profissimo kompostabilna (COMP), EarthRated®
biorazgradiva (EPI), polietilen visoke gusto¢e (PEHD), polietilen niske gustoce (PELD) i
polivinilklorid (PVC) (MPD P<0.05)

3.5 Relativna abundancija i biovolumen svojta na odabranim vrstama

plasti¢nog materijala

U uzorku PS1 najbrojnije su bile Pennate 10 s 32% ukupne abundacije, zatim slijede
Pennate 9 s 22% 1 Pennate 6 s 20% ukupne abundacije (Slika 23. a). Najve¢i biovolumen
analizirane zajednice,77% od ukupnog biovolumena, zabiljezen je u uzorku PS1 i pripada
svojti Ciliophora, slijede Achnanthes sp. 1 s 8% 1 Licmophora sp. 3 sa 6% od ukupnog
biovolumena (Slika 23. b).
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PS1

Ciliophora (ciliat)
Pennate 10 1%
32%

Pennate 9 Licmophora sp. 3
22% 6%
Nitzschia sp. 3
3%
Ostalo Ostalo
4% 7%
Cylindrotheca
closterium
4% Achnanthes sp. 1
8%
Pennate 6

Pennate 7 20%

18%

Slika 23. Relativna abundancija i biovolumen dominantnih svojti u uzorku PS1(a)

najbrojnije svojte 1 (b) svojte s najve¢im biovolumenom

U uzorku PS2 najbrojnije su bile Pennate 4 s 28% ukupne abundacije, zatim slijede
Pennate 9 s 22% 1 Pennate 7 s 20% ukupne abundacije (Slika 24. a). Najveci biovolumen
analizirane zajednice zabiljezen u uzorku PS2 pripada svojti Ciliophora s 91% od ukupnog
biovolumena, a slijede Achnanthes sp. 1 s 4% te Achnanthes sp. i Cylindrotheca closterium

oba s po 1%o0d ukupnog biovolumena (Slika 24. b).
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PS 2

Pennate 9
2%

Cylindrotheca

closterium

1%

Pennate 10
13%
Pennate 7
20% Ostalo Ostalo
4% 3%
Achnanthes sp.
1%
Achnanthes sp. 1
Cylindrotheca 4%
closterium
13%
Pennate 4 Ciliophora (ciliat)
28% 91%

Slika 24. Relativna abundancija i biovolumen dominantnih svojti u uzorku PS2 (a)

najbrojnije svojte i (b) svojte s najve¢im biovolumenom .

U uzorku PS3 najbrojnije su bile Pennate 9 s 28% od ukupne abundacije, zatim slijede
Pennate 7 s 23% 1 vrsta Cylindrotheca closterium s 15% od ukupne abundacije (Slika 25. a).
Najveci biovolumen analizirane zajednice zabiljezen u uzorku PS3 pripada svojti Ciliophora
s 50% od ukupnog biovolumena, te slijede Achnanthes sp. 1 s 32% i Nitzschia sp. 2 sa 7% od
ukupnog biovolumena (Slika 25. b).
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PS3

A B
Pennate 9
28%
Ciliophora (ciliat) Pennate 14
o, 6%
50%
Pennate 10
13%
Nitzschia sp. 2
7%
Ostalo
8% Ostalo
4%
Pennate 7
23% Cylindrotheca
closterium
15% Achnanthes sp. 1
32%
Pen:)/ate 4 Pennate 3
° 8%

Slika 25. Relativna abundancija i biovolumen dominantnih svojti u uzorku PS3 (a)

najbrojnije svojte 1 (b) svojte s najve¢im biovolumenom

U uzorku PS4 najbrojnije su bile Pennate 9 s 38% od ukupne abundacije, zatim slijedi
vrsta Cylindrotheca closterium s 20% 1 Pennate 7 sa 16% od ukupne abundacije (Slika 26. a).
Najveci biovolumen analizirane zajednice zabiljezen u uzorku PS4 pripada svojti Ciliophora
s 58% od ukupnog biovolumena, a slijede Achnanthes sp. 1 s 12% te Nitzschia sp. 2 i

Auricula/Amphora obje s po 6% od ukupnog biovolumena (Slika 26. b).
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PS 4

A 2% Entomoneis sp.
4%
Licmophora sp. 2
1%

Licmophora sp. 1

Pennate 9 Coconeis sp.
38% 1%

Nitzschia sp. 2

Pennate 10 6%
9% Nitzschia
sp. 4
4%
Ostalo
6% Ostalo

6%

Pennate 7
16%

Achnanthes sp. 1

Cylindrotheca 12%

closterium
Pennate 3 200 Ciliophora (ciliat) Auricula/Amphora

6%  Nitzschia sp. 1 58% 6%
5%

4

Slika 26. Relativna abundancija i biovolumen dominantnih svojti u uzorku PS4 (a)

najbrojnije svojte 1 (b) svojte s najve¢im biovolumenom

U uzorku PS5 najbrojnije su bile Pennate 9 s 69% od ukupne abundacije, zatim slijede
Pennate 7 s 10% i Pennate 10 sa 7% od ukupne abundacije (Slika 27. a). Najveci biovolumen
analizirane zajednice zabiljeZen u uzorku PS5 pripada svojti Ciliophora s 56% od ukupnog
biovolumena, a slijede Pennate 14 s 9% 1 Nitzschia sp. 2 s 8% od ukupnog biovolumena
(Slika 27. b).
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PS5

A Entomoneis B
Pennate 14 sp.  Licmophora sp. 2

9% 4% 3%

Nitzschia sp. 2

8%

Coconeis sp.
2%

Pennate 10
7% Nitzschia sp. 4
Pennate 9 6%
69% Tabellaria sp.
1%
Ostalo Ostalo
8% 4%

Achnanthes sp.

Nitzschia sp. 1 2%

5%

Baccilaria paxilifera
1%

Pennate 7

10% Achnanthes sp. 1

Ciliophora (ciliat) 4%
56%

Slika 27. Relativna abundancija i biovolumen dominantnih svojti u uzorku PS5 (a)

najbrojnije svojte i (b) svojte s najve¢im biovolumenom

U uzorku PW1 najbrojnije su bile Pennate 10 s 35% od ukupne abundacije, zatim
slijede Pennate 2 s 22% 1 Achnanthes sp. 1 Nitzschia sp.1 s po 10% od ukupne abundacije
(Slika 28. a). Najveéi biovolumen analizirane zajednice zabiljezen u uzorku PW1 pripada
svojti Ciliophora sa 61% od ukupnog biovolumena, te slijede Nitzschia sp. 3 s 11% 1

Nitzschia sp. 4 sa 6% od ukupnog biovolumena (Slika 28. b).
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PW1

A
Pennate 10
35%
Pennate 7
6%
Ostalo
12%

Pennate 2 Achnanthes sp.

22% 10%
Achnanthes
Nitzschia sp. 1 sp. 1

10% 4%

Entomoneis sp.
2% B
Diatom indet 1
Coconeis sp. 5%
3%

Diploneis sp.
1%

Nitzschia sp. 3
11%

Nitzschia sp. 4
6%
Pleurosigma sp.
Ostalo 1%
3%

Achnanthes sp. 1

3%
Auricula/Amphora
3%

Ciliophora (ciliat)

61%

Slika 28. Relativna abundancija i biovolumen dominantnih svojti u uzorku PW1 (a)

najbrojnije svojte 1 (b) svojte s najve¢im biovolumenom

U uzorku PW2 najbrojnije su bile Pennate 2 s 42% od ukupne abundacije, zatim

slijede Pennate 7 s 37% 1 Pennate 10 s 12% od ukupne abundacije (Slika 29. a). Najveci

biovolumen analizirane zajednice zabiljezen u uzorku PW2 pripada svojti Ciliophora sa 79%

od ukupnog biovolumena, te slijede Nitzschia sp. 4 sa 6% 1 Licmophora sp. 2 s 3% od

ukupnog biovolumena (Slika 29. b).
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Slika 69. Relativna abundancija i biovolumen dominantnih svojti u uzorku PW2 (a)

najbrojnije svojte i (b) svojte s najveéim biovolumenom

U uzorku PW3 najbrojnije su bile Achnanthes sp. 1 s 32% od ukupne abundacije,
zatim slijede Achnanthes sp. s 29% i Pennate 10 s 8% od ukupne abundacije (Slika 30. a).
Najve¢i biovolumen analizirane zajednice zabiljeZen u uzorku PW3 pripada svojti
Gymnodinium sp.s 29% od ukupnog biovolumena, te slijede Achnanthes sp. 1 s 18%, Diatom
indet 2 sa 17%, Coconeis sp. s 15% 1 Achnanthes sp. sa 7% od ukupnog biovolumena (Slika
30. b).
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Diatom indet 2 Pennate 9 Nitzschia sp. 1

5% 4% Gymnodinium sp. 2% Pennate 3

29% 39,

Pennate 4
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Pennate 10
8%

Achnanthes sp. 1
2%

Ostalo
21%
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15% 18%

Achnanthes sp.
29%

Slika 30. Relativna abundancija i biovolumen dominantnih svojti u uzorku PW3 (a)

najbrojnije svojte i (b) svojte s najve¢im biovolumenom

U uzorku PW4 najbrojnije su bile Pennate 2 s 58% od ukupne abundacije, zatim
slijede Pennate 10 s 24% i Pennate 7 s 14% od ukupne abundacije (Slika 31. a). U uzorku
PW4 dominira svojta Ciliphora s 97% od ukupnog biovolumena, te sve ostale vrste zajedno

sudjeluju sa samo 3% od ukupnog biovolumena (Slika 31. b).
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PW 4

Pennate 7
14% Pennate 10

24%

Ostalo
3%

Ostalo
5%

Pennate 2 Ciliophora (ciliat)
58% 97%

Slika 31. Relativna abundancija i biovolumen dominantnih svojti u uzorku PW4 (a)

najbrojnije svojte 1 (b) svojte s najve¢im biovolumenom

U uzorku PW5 najbrojnije su bile Pennate 10 s 49% od ukupne abundacije, zatim
slijede Pennate 7 s 18% 1 Achnanthes sp. s 8% od ukupne abundacije (Slika 32. a). Najveci
biovolumen analizirane zajednice zabiljezen u uzorku PW5 pripada svojti Ciliophora sa 66%
od ukupnog biovolumena, te slijede Nitzschia sp. 3s 13% i Achnanthes sp. 1 s 8% od
ukupnog biovoluemena (Slika 32. b).
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Slika 32. Relativna abundancija i biovolumen dominantnih svojti u uzorku PW5 (a)

najbrojnije svojte i (b) svojte s najveéim biovolumenom

Usporedbom istih materijala u razliitim sezonama izdvojile su se tri svojte
dijatomeja: Pennate 7, Pennate 9 i Pennate 10. Ove tri vrste su najbrojnije i zajednicke svim

uzorcima (Tablica 4.) Svojta Pennate 10 je najbrojnija svojta koja je zajedni¢ka svim

uzorcima.
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Tablica 4. Usporedba sezona kod analiziranih plasticnih materijala

Najbrojnije Postotak u ljetnoj | Postotak u zimskoj
Materijal
zajednicke svojte sezoni % sezoni %
Pennate 10 32 35
P1
Pennate 7 18 6
Pennate 7 20 37
P2
Pennate 10 13 12
Pennate 9 28 4
P3
Pennate 10 13 8
Pennate 10 9 24
P4
Pennate 7 16 14
Pennate 10 7 49
P5
Pennate 7 10 18

3.6 Analiza zajednice prema sezoni i vrsti plasticnog materijala

U svim sezonama zabiljezeno je 27 zajednickih svojti. ZabiljeZeno je 6 svojti koje se

pojavljuju samo ljeti (Slika 33.), to su: Diploneis bombus, Nitzschia sp. 2, Pennate 5, Pennate

11, Pennatel2 i Pennatel3. ZabiljeZeno je 5 svojta koje se pojavljuju samo zimi, to su (Slika

33.): Auricula sp., Diatom indet. 2, Diploneis sp., Gymnodinium sp. i Pennate 2.
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Slika 33. Svojte po sezoni

U ljetnom eksperimentu karakteristi¢ne svojte imali su uzorci PS1, PS2 1 PS4 (Slika 34.).
Uzorak PS1 sadrzavao je 4 specificne svojte pronadene samo u tom uzorku: Nitzschia sp. 3,
Pennate 5, Pennate 6, Pennate 11. U uzorku PS2 zabiljezena je jedna specificna svojta,
Pennate 12 dok je u uzorku PS4 to bila vrsta Diploneis bombus. Uzorci PS3 i PS5 nisu imali
specifine svojte. Svi ljetni uzorci imali su 10 zajednickih svojti, 1 to: Achnanthes sp.,
Achnanthes sp. 1, Baccilaria paxilifera, Ciliophora (ciliat), Cylindrotheca closterium,
Nitzschia sp. 1, Pennate 7, Pennate 8, Pennate 9, Pennate 10. Najve¢i broj zajednickih svojti
zabiljezen je izmedu PS1, PS4 1 PS5 i to su bile: Entomoneis sp., Licmophora sp. 2, Nitzschia

sp. 4, Nitzschia sp. 5.
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Slika 34. Svojte po plasticnom materijalu u ljetnoj sezoni

U zimskom eksperimentu karakteristicne svojte imali su uzorci PW2, PW1, PW3 i
PWS5 (Slika 35.). Uzorak PW3 imao je 5 specifi¢nih svojti: Diatom indet 2, Gymnodinium sp.,
Pennate 3, Pennate 4, Pennate 9. Uzorak PW2 imao je 2 specifi¢ne svojte: Licmophora sp. 3,
Tabellaria sp.. Samo jedna specificna svojta zabiljezena je u uzorku PWI, bila je to
Pleurosigma sp., kao 1 u uzorku PWS5, i to Auricula sp.. Uzorak PW4 nije imao specifi¢ne
vrste. Svi zimski uzorci imali su 6 zajednickih svojti i to su bile: Achnanthes sp., Coconeis
sp., Cylindrotheca closterium, Nitzschia sp. 1, Pennate 7, Pennate 10. Najve¢i broj
zajednickih svojti bio je izmedu PW1, PW2, PW4, PWS5 i to slijedec¢ih pet svojti: Baccilaria

paxilifera, Ciliophora (ciliat), Diatom indet 1, Pennate 1, Pennate 2.
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Slika 35. Svojte po plasticnom materijalu u zimskoj sezoni

Svojte koje su bile prisutne u svim uzorcima i u svim sezonama su: Achnanthes sp.,

Cylindrotheca closterium, Nitzschia sp. 1, Pennate 7, Pennate 10.
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4. RASPRAVA

Sve prirodne 1 umjetne povrSine koje su uronjene u more, podlozne su obrastaju.
Odmah nakon uranjanja stvara se kondicionirajuéi film (Bakker i sur. 2003; Bhosle i sur.
2005; Loeb i Neihof 1975) koji regulira naseljavanje drugih organizama, odnosno obrastaja.
U pocetku su se istrazivanja o obrastaju fokusirala na sprjeCavanje formiranja obrastaja na
brodovima kako bi se smanjila potroSnja goriva. Danas je u vodene ekosustave unesen novi
supstrat (materijal) — plastika. Plastika u more dospijeva u obliku smeca (litter/debris) ili
predmeta koji sluze Covjeku (plutace, konopi, pontoni, alati za marikulturu), a na njoj se
takoder formira biofilm i nastanjuju organizmi. Istrazivan je obraStaj na raznim materijalima
kao §to su drvo, metal, staklo 1 plastika te su usporedivani (Nenadovi¢ i sur., 2015). Danas se
istrazivanja fokusiraju pretezito na obrasStaj na plastici odnosno razne vrste plastike, a tu
spada i zadnja prido$lica, biorazgradiva plastika. Spoznaje o obrastaju na biorazgradivoj
plastici su minimalne, Eich i suradnici (2015) te Pauli i suradnici (2017) daju informacije o
obrastaju i razgradnji tih materijala u in situ eksperimentima. Masé i1 suradnici (2016) te
Reisser i suradnici (2014) su prikupljali plasticni otpad mrezama iz morskog stupca, te

analizirali obrastaj na njemu.

U ovom radu utvrdeno je da u trenutku kad plastika pocinje tonuti, to jest nakon 11
dana u ljetnoj sezoni i 13 dana u zimskoj sezoni, na njoj je prisutan pocetni obrastaj kojega
¢ine 95% dijatomeje (i Cestice sedimenta) te nema makroorganizama. Razlika u potrebnom
vremenu da plastika potone nije znacajna, no puno faktora moze utjecati na tonjenje, na
primjer, utjecaj valova 1 suspendirani sediment koji se lijepi za biofilm. U ovom
eksperimentu testirana je plovnost svakog komadica plastike nakon odstranjenja obrastaja, pri
c¢emu je svaki uzorak plutao nakon odstranjenja obraStaja, ¢ime dokazujemo da je razlog
potonuca bio obrastaj, Sto je u skladu s rezultatima istrazivanja Lobelle i Cunliffe (2011) 1 Ye

1 Andrady (1991).

U ovom eksperimentu pronadeno je 38 svojti mikroorganizama na 5 razlic¢itih vrsta
plastike (PVC, PEHD, PELD, i dvije biorazgradive), od kojih 36 svojti pripada dijatomejama,
jedna dinoflagelatima i1 jedna cilijatima. Sve determinirane svojte dijatomeja pripadaju
penatama (Pennales) koje inace prevladavaju u bentosu. U literaturi se kao najcesce vrste u
biofilmu spominju dijatomeje iz roda Licmophora, Cocconeis 1 Achnanthes(Maso 1 sur. 2016;

Mejdandzi¢ 1 sur. 2015; Mihali¢ 1 sur. 2008; Munda, 2005; Reisser 1 sur. 2014; Totti 1 sur.
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2007). Te vrste su prisutne i u uzorcima iz ovog istrazivanja, ali nisu medu najbrojnijima.
Najcesce vrste u ovom eksperimentu su male penatne dijatomeje (Pennate 7, Pennate 9,
Pennate 10). Totti i sur. (2007) su utvrdili da se gustoca vrste Nitzschia longissima povecava
zimi, medutim u ovom eksperimentu gusto¢a Cylindrotheca closterium/Nitzschia longissima
grupe bila je veca ljeti. Razlika se moZe objasniti s tim da su uzorci iz eksperimenta Totti i

suradnika (2007) bili duze uronjeni u more te se zajednica uspijela stabilizirati.

Razlika u broju svojta izmedu ljetne 1 zimske sezone je zanemariva, 34 ljeti 1 32 zimi
Sto je u skladu s rezultatima eksperimenta provedenog u Piranu (Munda 2005). Broj svojti po
uzorku neznacajno varira u obje sezone, u ljetnoj sezoni najvise svojti pronadeno je na PS4
odnosno EarthRated® (26 svojti) i na PS1 odnosno PVC (25), a najmanje na PS2 odnosno
PEHD (14 svojti). U zimskoj sezoni najviSe svojti je pronadeno na PW1 odnosno PVC (23),
dok je najmanje pronadeno na PW4 odnosno EarthRated® (11). Moze se zakljuciti da je na
PVC u obje sezone bio visok broj svojti, ali kod EarthRated® broj svojti vidljivo varira
izmedu sezona. Takva razlika moZe se objasniti razlikom temperature i povecanom
koli¢inama UV zrafenja koji imaju utjecaj na EarthRated®, odnosno na EPI aditive koji

razgraduju plastiku.

Kod relativne abundacije po sezoni razlika je bila izraZzena, abundancija je naime 15
puta veéa u ljetnoj sezoni, odnosno 20509 stanica/cm” prema 1342 stanica/cm’® u zimskoj
sezoni. Totti (2007) je utvrdila jednako smanjenje abundancije u zimskoj sezoni. U ljetnoj
sezoni uzorci s najveéom gustoéom populacije su PS1 odnosno PVC (41361 stanica/cm?) i
zatim PS4 odnosno EarthRated® (26411 stanica/cm?). NajniZa gusto¢om populacije u ljetnoj
sezoni utvrdena je na PS2 odnosno PEHD (7230 stanica/cm®). Medutim u zimskoj sezoni
najveéa gustoéom populacije pronadena je na PW2 odnosno PEHD (3509 stanica/cm?®) i na
PW1 odnosno PVC (2319 stanica/cm?). Moze se zakljugiti da je gustoéa populacije na PVC-u
medu viSima u obje sezone a kod PEHD vidljivo varira sezonski. Sezonska varijacija moze se
objasniti kao utjecaj temperature i UV zraenja na materijal (PEHD), odnosno fizicke

promjene.

Prosje¢ni biovolumen po sezoni je neznatajno veéi zimi (241855 pm’), nego ljeti
(235872 pm’). ZakljuGuje se da iako ima razlike u gusto¢i populacije medu sezonama, nema
znacajnih razlika u biovolumenu. Najvec¢i biovolumen u ljetnoj sezoni izmjeren je na uzorku
PS1 odnosno PVC-u (452784 pm®), a najmanji biovolumen izmjeren je na uzorku PS2
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odnosno PEHD (136994 um?), §to se podudara s rezultatima relativne abundacije. U zimskoj
sezoni je najve¢i biovolumen izmjeren na uzorku PW1 odnosno PVC (359438 pum3), a
najmanji na uzorku PW3 odnosno PELD (30272 pum®). MoZe se zaklju¢iti da je u obje sezone
najveci biovolumen izmjeren na PVC-u a najmanji na PE materijalima, PEHD ljeti, a PELD

zimi.

Razlika zajednica prema gustoCi populacije zabiljezena je izmedu sezona, ali ne i po
biovolumenu 1 svojtama. ZakljuCuje se da iste svojte nastanjuju sve vrste plastike sli¢nim
biovolumenom u ljetnoj i zimskoj sezoni, ali njihova gusto¢a varira. To se moze objasniti
time da su zimi stanice veée, odnosno sporije se dijele te je prisutan manji broj krupnijih
stanica, a ljeti se stanice brze dijele te je prisutno vise malih stanica. Ako pretvorimo
biovolumen u biomasu mozemo zakljucit da u obje sezone je bila potrebna sli¢na biomasa da

bi plastika potonula.

Plasti¢ni materijali PVC i EarthRated® su imali najviSe svojta, najveéu gustocu stanica
i najveci biovolumen u ljetnoj sezoni, no te razlike nisu statisticki znacajne. U obje sezone na
materijalu PVC je prisutan najveéi broj svojti, najviSa gustoca stanica i najvisi biovolumen,

ali razlike nisu statisti¢ki znacajne.

Usporedbom svih plasti¢nih materijala po morfologiji i biovolumenu utvrdeno je da
postoji mala, ali statisticki zna€ajna razlika izmedu materijala PELD 1 ostalih vrsta plasticnih
materijala. Eich 1 suradnici (2015) nisu utvrdili statisticki znafajnu razliku izmedu

biorazgradivog i PE plasti¢nog materijala, ali vidljivo je da na PE ima manje stanica.

Izmedu sezona je prisutno 27 zajednickih svojti, 6 svojti se pojavljuje samo u ljetnoj sezoni,
to su: Diploneis bombus, Nitzschia sp. 2, Pennate 5, Pennate 11, Pennatel2 i Pennatel3.
Svojta Nitzschia sp. 2 je zastupljenamedu najvis§im biovolumenima u uzorcima PS3 (PELD),
PS4 (EarthRated®) i PS5 (Profissimo kompostabilna). U ljetnoj sezoni ni jedna od
specificnih svojta nije bila medu najbrojnijima.U zimskoj sezoni pojavljuje se 5
karakteristi¢nih svojti, a to su: Auricula sp., Diatom indet. 2, Diploneis sp., Gymnodinium sp.
i Pennate 2. U uzorku PW1 (PVC) svojta Diploneis sp. je medu najvec¢im biovolumenima, u
uzorku PW3 (PELD) najveci biovolumen imaju Diatom indet. 2 i Gymnodinium sp. U uzorku
PWS5 (Profissimo kompostabilna)svojta Auricula sp. je medu najviSim biovlumenima. U

uzorcima PW1 (PVC), PW2 (PEHD) 1 PW4 (EarthRated®) svojta Pennate 2 je medu
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najbrojniji svojtama, a u PW3 (PELD) je Diatom indet. 2. Svojte koje su bile prisutne u svim
uzorcima i u svim sezonama su: Achnanthes sp., Cylindrotheca closterium, Nitzschia sp. 1,

Pennate 7, Pennate 10, te mozemo ih definirati opurtonistickim vrstama.

Vrste koje su bile najbrojnije nemaju veliki biovolumen i one koje imaju najveéi
biovolumen nisu najbrojnije. Najveéi biovolumen pripada svojtama Ciliophora i
Gymnodinium sp.. Zanimljivo je da u jedinom uzorku (PW3) u kojem nije bila prisutna svojta
Cliliphora, je bila prisutna svojta Gymnodinium sp.. Odnos ukazuje na kompeticiju za hranu

ili prostor, no potrebna su daljnja istrazivanja za njegovo razumijevanje.

Najbrojnije svojte su male dijatomeje: Pennate 9 i Pennate 10. Svojta Pennate 10 je
bila prisutna u svih 10 uzoraka i medu najbrojnijima u svakom uzorku. Pretpostavlja se da se
takav fenomen moze pripisati tome da kako se plasticni film savija, djelovanjem valova i
morskih struja (plima i oseka), oteZzava prihvacanje velikih svojti dijatomeja, odnosno
savijanjem filma velike dijatomeje budu "odlijepljene" s povrSine. Ovu pretpostavku treba
dalje istraziti jer moze pomo¢i u ciljanom uzgoju dijatomejskog biofilma koji se koristi za

pri¢vrséivanje mladi raznih beskraljesnjaka u marikulturi.
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5.

1)

2)

3)

ZAKLJUCAK

Plastic¢ni listovi 5 razlicitih vrsta plastike (PVC, PEHD, PELD, Earth Rated® i Profissimo
kompostabilna) pocinju tonuti nakon 11 dana u ljetnoj sezoni, a nakon 13 dana u zimskoj

sezoni.

Pocetni obrastaj na 5 razliCitih vrsta plastike (PVC, PEHD, PELD, Earth Rated® i
Profissimo kompostabilna) sastavljen je od 38 svojti mikroorganizama, od kojih 36 svojti
pripada dijatomejama, jedna dinoflagelatima i jedna cilijatima. Sve determinirane svojte
dijatomeja pripadaju penatama (Pennales). Najbrojnije svojte su male dijatomeje: Pennate
9 1 Pennate 10. Razlika izmedu sezona postoji samo u pogledu gustoce populacije, po
biovolumenu i svojtama nema znacajne razlike. Abundancija stanica je 15 puta veca u
lietnoj sezoni (20509 stanica/cm®) nego u zimskoj sezoni (1342 stanica/cm?).
Usporedbom svih uzoraka po morfologiji i biovolumenu utvrdeno je da postoji mala, ali

statisticki znacajna razlika izmedu materijala PELD 1 ostalih vrsta plasti¢nih materijala.

Na plasticnom materijalu PVC u obje sezone je prisutan najve¢i broj svojti, najvisa
gustoca stanica 1 najvisi biovolumen, ali razlike nisu statisticki znacajne. Zaklju€uje se da

nema plasticnog materijala sa znacajno vise obrastaja.
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