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Due to its economic profitability and wide application, plastic has become an indispensable
material in everyday human life. Plastic is broken down in environment by various physical
and chemical processes into smaller plastic particles, which is then known as microplastics
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Popis kratica

APOD - askorbat peroksidaza

GPOD - gvajakol peroksidaza

SOD - superoksid dismutaza

GST — glutation-S-trasferaza

KAT — katalaza

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina
MDA — malondialdehid

ROS - reaktivni oblici kisika

PE — polietilen

PP — polipropilen

PS — polistiren



1. Uvod

Mikroplastika je najces¢i oblik krutog otpada na Zemlji te ju smatramo jednim od
najizazovnijih onecis¢ivaca danasnjice (Boots i sur., 2023). Nakon $to se veliki plasti¢ni otpad
ispusti u okoli$ 1 izlozi mehani¢kom troSenju, vjetru, vodi i sun¢evom UV zracenju, plasticni
ostaci se razgraduju i lome u manje dijelove koje tada nazivamo mikroplastikom (Li 1 sur.,
2024). No, glavni 1 kontinuirani izvor mikroplastike u okoliSu predstavlja abrazija proizvoda
presvucenih plastikom (Kal¢ikova, 2020). Mikroplastika je vrlo sloZen onecis¢ivac okolisa jer
moze biti izradena od razli¢itih vrsta polimera i postojati u razli¢itim oblicima. Kada Cestice
mikroplastike udu u okoli$ na njih utjecu razliciti bioticki i abioti¢ki ¢imbenici, koji uzrokuju
promjenu njezinih svojstava (Kalc¢ikova i sur., 2020). Slozenost problematike mikroplastike
lezi u njezinim kompleksnim interakcijama s drugim oneci$¢iva¢ima. Kada je u okoliSu,
mikroplastika moZe adsorbirati brojne kemijske onecis¢ivace, ukljucujuéi teske metale i razne

organske spojeve.

Mikroplastika je postala sveprisutna u ekosustavima diljem svijeta (Rochmann i sur., 2019).
Budu¢i da mikroplastika ima veliku mo¢ adsorbiranja razlicitih toksi¢nih tvari, ako zivotinje
progutaju Cestice mikroplastike koje su adsorbirale teSke metale, to moze uzrokovati Stetne
u¢inke na organizme kao Sto su inhibicija njihova rasta 1 razvoja, oksidativni stres,

genotoksi¢nost i reproduktivne smetnje (Gao i sur., 2022).

U kompleksnoj smjesi otpadnih voda, mikroplastika s adsorbiranim teSkim metalima moze
imati visoki ekotoksikoloski potencijal i predstavljati opasnost za okolis i Covjeka (Kal¢ikova i

sur., 2020).

Kada mikroplastika ude u vodeni sustav, vec¢ina Cestica pluta na povrsini vode te najprije ulazi
u interakciju s plutaju¢im vodenim biljem (Kal¢ikova, 2020). Vaskularne biljke su vazni
primarni proizvodaci, a u vodenim ekosustavima predstavljaju hranu i staniste za mnoge ribe i

ptice (Kalc¢ikova i sur., 2017).

Kao biljni model u ovom istrazivanju koristena je barska le¢a (Spirodela polyrhiza L. Schleid)
iz porodice Lemnaceae. Barska leca je kozmopolitska vodena jednosupnica. Buduéi da joj
odgovara mirnija voda, najcesce je susre¢emo u jezerima, barama i mirnijim potocima u prirodi

(Wang, 1990). Zbog svog brzog rasta, lakoce uzgoja, osjetljivosti, ali 1 sposobnosti



akumuliranja toksi¢nih tvari (Ali 1 sur., 2016), idealan je modelni organizam za istrazivanja

ucinka mikroplastike i teskih metala (Kal¢ikova i sur., 2020).

1.1. Modelni organizam Spirodela polyrhiza L.

Makrofiti su biljke koje rastu jednim svojim dijelom ili u potpunosti u vodi. Mogu biti
ukorijenjene u plitkim vodama ili slobodno plutati u vodi ili na povrsini vode. Prema smjestaju

i na¢inu rasta u vodenom okolisu, makrofite mozemo podijeliti u Cetiri skupine:

e submerzni makrofiti (biljke su ukorijenjene u supstrat, te u potpunosti uronjene u vodu)

e ecmerzni makrofiti (biljke su ukorijenjene u supstrat, a listovi izlaze iz vode te se pruzaju
u zrak)

e makrofite plutajucih listova (biljke su ukorijenjene, a listovi plutaju po povrsini vode)

e slobodno plutaju¢i makrofiti (biljke plutaju na povrSini vode ili neposredno ispod

povrsine)
Barska le¢a pripada skupini slobodno plutaju¢ih makrofita.

Spirodela polyrhiza, visekorjenska barska lec¢a ili velika vodena leca, trajna je zeljasta biljka iz
porodice kozlaca (Araceae). U prirodi je Siroko rasprostranjena u slatkovodnim ekosustavima.
Nalazimo je kao slobodnoplivaju¢u vodenu biljku koja u velikim i gustim skupinama prekriva
povrSine voda stajaica i sporih tekudica, na suncanim i polusjenovitim mjestima. Ima
jednostavnu gradu i razmnozava se vegetativno pri ¢emu nastaje veliki broj geneticki identi¢nih
jedinki (klonova). Listovi su tamnozelene boje, ovalni, glatki i plosnati. Karakteristi¢no za nju
je da ima viSe tankih korjenc¢ic¢a u obliku niti koje vise u vodi, te se po tome razlikuje od ostalih
vodenih le¢a (Gligi¢, 1953; Zezulka i sur., 2013). Barska le¢a je dobar modelni organizam zbog
svoje jednostavne grade, brzine razmnoZzavanja, Siroke rasprostranjenosti te jeftinog uzgoja (Ali
1 sur., 2016). Tako je barska leca osjetljiva biljna vrsta, ona je ujedno i veoma tolerantna vrsta
zbog njezine prilagodljivosti stresnim uvjetima i velike sposobnosti akumulacije razlic¢itih
Stetnih tvari (Wang, 1990). Biljke prezivljavaju nepovoljne uvjete zahvaljuju¢i svom brzom
razmnoZzavanju, pohranjivanju toksi¢nih tvari u vakuoli te promjenom fizioloSkih i

biokemijskih parametara (Ali 1 sur., 2016).



1.2. Lemna - test

Medu parametrima koji se najéesc¢e procjenjuju u Lemna - testu su parametri rasta (Mohan i
Hosetti, 1999). Mjerenje biokemijskih parametara tijekom izlaganja vodenih le¢a iz porodice

Lemnaceae razli¢itim onecis¢ivacima, takoder moze posluziti za procjenu ucinaka pojedinih

vvvvv

......

u Lemna - testu za odredivanje kvalitete vode te za pracenje razine teSkih metala, hidrofilnih i
lipofilnih vodenih onecis¢ivaca i ostalih oneciS¢ivaca u vodi (Radi¢ i sur., 2011). Mnoga
fizioloska svojstva, koja posjeduje ova vodena biljka, kao Sto su mala veliCina, brzi rast,
vegetativno razmnozavanje i mogucénost rasta u Sirokom rasponu pH vrijednosti (izmedu 51 9),

¢ine ju idealnim kandidatom za testni organizam.

U ovom radu primijenjen je standardizirani protokol (ISO/CD 20079, 2005) u kojem su biljke
barske lece tijekom sedam dana bile izlozene testiranim oneciS¢ivac¢ima dodanim u hranjivu
podlogu. Nakon toga je procijenjen u¢inak na stopu rasta, kao i na neke fizioloske 1 biokemijske
parametre: sadrzaj fotosintetskih pigmenata, aktivnost antioksidacijskih enzima, sadrzaj
malondialdehida (ukazuje na stupanj oksidacijskog oStecenja lipida) te sadrzaj karbonila

(ukazuje na stupanj oksidacijskog ostecenja proteina) (Radi¢ i sur., 2010, 2011).

1.3. Mikroplastika

Znanost o polimerima jedno je od najrevolucionarnijih podrucja istrazivanja proslog stoljeca,
potaknuto otkricem bakelita, prve sinteticke plastike. Plastika, neko¢ revolucionaran materijal,
danas je globalna prijetnja okoliSu (Mateos-Cardenas 1 sur., 2019). Zbog ekonomske
isplativosti, izvrsnih fizikalno - kemijskih svojstava i Siroke prakticne primjene, opsezna
proizvodnja i potroSnja plastike Sirom svijeta pridonijele su svrstavanju plastike u jedan od
glavnih globalnih oneci$¢ivaca danasnjice (Pan i sur., 2023). Glavni izvori otpuStanja plastike
u vodenim slatkovodnim sustavima su neadekvatno odlaganje ku¢nog otpada, povrSinsko
otjecanje otpadnih voda, ispusti iz postrojenja za proc¢iS¢avanje otpadnih voda te industrijske,
poljoprivredne i stoCarske aktivnosti. Prema statistici, oko 4,8 do 12,7 milijuna tona plastike se

ispusti u vodeni okoli$ svake godine, a ta se plastika kasnije fizickim i kemijskim procesima



razgraduje na manje Cestice plastike (< 5 mm) koje onda nazivamo mikroplastikom (Galloway
isur., 2020). Izraz ,,mikroplastika® prvi put je upotrijebljen 2004. godine za opisivanje manjih
Cestica plastike. No ta definicija ne obuhvaca sve kriterije za sveobuhvatni opis mikroplastike
(Mateos-Céardenas i sur., 2019). Frias 1 Nash (2019) mikroplastiku su definirali kao ,,sinteticke
¢vrste Cestice ili polimerne matrice, pravilnog ili nepravilnog oblika, koje su netopljive u vodi,
veli¢ine od 1 do 5 mm*®. Hartmann i sur. (2019) predlozili su karakterizaciju mikroplastike na
temelju sedam kriterija: (1) kemijski sastav, (2) tvrdo¢a, (3) topljivost, (4) veli¢ina, (5) oblik,
(6) boja 1 (7) porijeklo. Rochman 1 sur. (2019) su uz ve¢ postoje¢e definicije mikroplastike
dodali da ,,mikroplastika nije samo Cestica izradena od inertnog plasticnog materijala, ve¢ ona
predstavlja slozeni kemijski koktel monomera, oligomera i aditiva poput plastifikatora®, koji su
povezani s proizvodnjom mikroplastike. Obzirom na porijeklo, mikroplastiku dijelimo u dvije
klase, primarnu i1 sekundarnu. U primarnu mikroplastiku ubrajamo cCestice plastike veli¢ine do
5 mm, koje se proizvode u obliku mikrozrnaca te koriste kao abrazivna sredstva u tekstilnoj,
farmaceutskoj 1 kozmetic¢koj industriji (Gao i sur., 2022). Sekundarnu mikroplastiku ¢ine mali
komadi¢i plastike koji se ne proizvode namjerno, ve¢ su rezultat lomljenja i fragmentacije ve¢ih
plasticnih predmeta bioloskim, fizickim 1 kemijskim procesima. Fragmentacija plastike je
uvjetovana vrstom polimera od kojeg je napravljena i okoliSnih uvjeta u kojima se nalazi, koji

mogu biti veoma varijabilni (Rochman i sur., 2019).

Najcesce proizvedeni i koriSteni tipovi plasti¢nih polimera su polipropilen (PP), polietilen (PE)
1 polistiren (PS). Ove vrste plastike spadaju u termoplaste, odnosno u plastiku koja se
zagrijavanjem topi, a hladenjem stvrdne, §to ih ¢ini pogodnima za proizvodnju plasti¢nih
proizvoda koji sluze za obradu i pohranu hrane (tave, plasti¢ne kutijice, plasticne vrecice, folija,
ambalaza za hranu...) (Rochman i sur., 2019). Upravo zbog svoje masovne proizvodnje,
spomenute tri vrste polimera najzastupljenije su vrste plastike u vodenim ekosustavima. Zbog
gustoce sli¢ne vodi, njihove mikrocestice lebde na povrsini vode ili su suspendirane u vodi te

ih je stoga tesko odvojiti i ukloniti iz vodenog okolisa (Pan i sur., 2023).

1.4. Otpustanje Stetnih tvari s povrSine plastike (engl. plastic leaching)

Cestice mikroplastike pronalazimo u tlu i sedimentu, zraku i vodi, ali i u ljudskoj hrani te pitkoj
vodi. Jednom kada plastika ude u okolis, izloZena je razli¢itim prirodnim procesima koji bitno

utjecu na njezina svojstva i ponaSanje. Vremenske prilike uzrokuju najprije promjenu fizickog



integriteta plastike na nacin da se zbog utjecaja atmosferilija trosi i lomi na manje komade,
distribuirajuci se tako na velike udaljenosti u okoliSu. Jednom kada je plastika degradirana na
manje komadice lakSe dolazi do njenih kemijskih promjena. Kada dode do kemijske
degradacije Cestice, Sto je vidljivo po promjeni boje 1 pojavama pukotina na povrSini
mikroplastike, takva Cestica je podloznija razgradnji i1 otpustanju toksi¢nih spojeva, koji se
plastici dodaju kao aditivi (metali, bisfenoli, ftalati, bromirani usporiva¢i plamena i dr.), u
okoli§ (Gunaalan i sur., 2020). Takoder, takve usitnjene Cestice mikroplastike lakSe stupaju u
interakciju 1 adsorbiraju organske i anorganske onecis¢ivace. Kasnije ih sa svoje degradirane
povrsine postupno otpustaju u okoli§ (Kalc¢ikova i sur., 2020). Dakle, pod pojmom otpustanje
ili leaching (engl.) podrazumijeva se ispiranje toksi¢nih tvari s povrSine mikroplastike tijekom
odredenog vremena. Na brzinu otpustanja teSkih metala s povrSine mikroplastike utjece veli¢ina
cestica mikroplastike 1 kemijski sastav otopine, ali i pH vrijednost otopine, gdje vrijedi pravilo
Sto je nizi pH otopine to je 1 veca tendencija otpustanja teskih metala ili drugih onecis¢ivaca s

povrsine mikroplastike (Zuo i sur., 2023).

1.5. Teski metali

Antropogene aktivnosti, kao S§to su industrijalizacija i sve veéa urbanizacija, pra¢ene su
ispuStanjem razlicitth oneciS¢uju¢ih tvari u okolis. Danas, zahvaljuju¢i neadekvatnom
skladistenju industrijskog otpada, sve su ces¢a oneciS¢enja teSkim metalima, koja mogu izazvati
toksican ucinak u biljaka, izravno djelujuéi na fiziologiju i razvoj biljke. Stres uzrokovan teskim
metalima predstavlja ozbiljnu prijetnju za normalan rast i razvoj biljke, te ga smatramo jednim
od glavnih ¢imbenika abiotickog stresa (Berni 1 sur., 2018). Ispustanje tesSkih metala iz razlicitih
antropogenih 1 industrijskih izvora u vodeni sustav predstavlja prijetnju za zdravlje biote
(Meitei 1 Majeti, 2013). Teski metali ostaju u okoliSu jer se ne mogu razgraditi, te konacno
dolaze do covjeka kroz hranidbeni lanac. Kao §to je ve¢ receno, mikroplastika ima veliku
tendenciju adsorbiranja razli¢itih toksi¢nih tvari na sebe. Jedan od najce$c¢ih adsorbensa su
upravo teski metali koji se zbog svoje prekomjerne zastupljenosti u otpadnim vodama,
distribuiraju na velike udaljenosti, a imaju i visok ekotoksikoloski potencijal (Kal¢ikova i sur.,

2020).

Olovo (Pb), bakar (Cu) i cink (Zn) Cesto su prisutni u industrijskim otpadnim vodama te su
opasni za zive organizme posebice u vodenom sustavu. Glavni izvori oneciS¢enja olovom u

otpadnim vodama ukljucuju baterije, industrijske boje 1 pigmente, benzin i industriju plastike
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(Meitei 1 Majeti, 2013). Bakar i cink pripadaju skupini esencijalnih mikronutrijenata vaznih za
normalan rast i razvoj biljke. Oba elementa sastavni su dijelovi mnogih enzima i redoks-
sustava. Medutim, u prekomjernoj koli¢ini, ovi teSki metali mogu negativno utjecati na
fizioloSke procese u biljnim stanicama. Bakar je Siroko rasprostranjen metalni onecis¢ivac u
prirodnim i1 otpadnim vodama, a u okoliS§ dolazi uslijed poljoprivrednih i industrijskih aktivnosti
kao $to su proizvodnja boja i pigmenata, rudarstvo i galvanizacija (Upadhyay i Panda, 2010).
Cink ubrajamo u umjereno toksi¢ne metale. Visoke koncentracije kod biljaka uzrokuju
inhibiciju rasta listova 1 korijenja. Kao najveci izvori onec¢is¢enja cinkom u prirodi su upotreba

umjetnih gnojiva, rudarstvo, industrijske i otpadne vode (Stanton i sur., 2022).

Ulazak teskih metala u prehrambeni lanac negativno utjece na zdravlje ljudi. Trovanje teskim
metalima uzrokuje oSte¢enja ziv€anog i reproduktivnog sustava, mozga, bubrega i mnogih
drugih organa u ljudskom organizmu (Meitei 1 Majeti, 2013). Prisutnost mikroplastike i teskih
metala u okoliSu predstavlja veliki ekoloski problem jer se radi o materijalima i spojevima koji
su tesko razgradivi i zbog toga imaju tendenciju nakupljanja u okoliSu. Zbog svega navedenog,

potrebno je sprijeciti njihovo ispustanje u okolis ili ih ukloniti iz okolisa (Michalak i sur., 2013).

1.6. Metode uklanjanja mikroplastike 1 teskih metala iz okoliSa

Konvencionalne kemijske metode (kao $to su membranska filtracija, kemijsko talozenje, ionska
izmjena, kelacija 1 dr.) koje se koriste za uklanjanje Cestica mikroplastike 1 teSkih metala iz
otpadnih voda, pokazale su se ili neuc¢inkovitima ili ekonomski neisplativima, posebno u slucaju
niskih koncentracija onecis¢ivaca. Takve metode uklanjanja iza sebe ostavljaju kao nusprodukt

ogromne koli¢ine mulja kojeg je kasnije teSko ukloniti (Meitei i Majeti 2013).

Kao puno uspjesnije 1 ekonomski isplativije metode uklanjanja spomenutih onecis¢ivaca iz
okolisa, pokazale su se bioloSke metode. Jedna od bioloSkih metoda uklanjanja mikroplastike 1
teskih metala iz vodenih sustava je adsorpcija, odnosno biosorpcija. Biosorpcija oznacava
proces adsorpcije razlicitih oneciS¢ujucih tvari (koje zajednickim imenom zovemo adsorbati)
na razli¢ite materijale (adsorbense) bioloskog podrijetla tako Sto ih veze (adsorbira) iz vodene
otopine na razli¢ite materijale bioloSkog podrijetla (Michalak i sur., 2013). Biosorpcija se
pokazala ucinkovita, ekonomski isplativa 1 ekoloSki prihvatljiva metoda uklanjanja
mikroplastike 1 teSkih metala iz vodenih sustava. Razli¢ite vodene biljke, poput vodene 1 barske

lece, smedih 1 zelenih algi, vodene mahovine, vos¢ike, vodenog zumbula i rese (krocnja)



proucavani su za uklanjanje pojedinih skupina mikroplastike i teskih metala iz otpadnih voda
(Meitei i Majeti, 2013). Druga najces¢a bioloSka metoda koja se koristi prilikom sanacije
vodenih tijela je fitoremedijacija. To je je proces CiS¢enja podrucja ili povrSine od opasnih
kemikalija koristenjem biljaka, s ciljem smanjenja koncentracije 1 toksi¢nog utjecaja
onecis¢ivaca. Opasni spojevi obuhvacaju teske metale, Cestice mikroplastike 1 razlicite

organske spojeve (Chattopadhyay i sur., 2012).

Vodene biljke svrstavamo u potencijalnu skupinu biljaka koje nakupljaju i akumuliraju
odredene koncentracije oneciS¢ivaca prisutnih u okolisu. Biljke iz potporodice Lemnoideae, u
koju pripada i barska le¢a, smatraju se prikladnim kandidatima za fitoremedijaciju vodenih
povrsina. Utvrdeno je da biljke iz te potporodice imaju dobru sposobnost akumulacije tesSkih
metala, mikroplastike i1 ostalih oneciS¢ujucih tvari, u odredenim koncentracijama. Buduc¢i da je
barska le¢a Siroko rasprostranjena vrsta, bioremedijacija moze predstavljati ucinkovitiji i
jeftiniji nadin sanacije u usporedbi s tradicionalnim kemijskim sredstvima za uklanjanje teskih
metala i mikroplastike. Medutim, mana je barske lece i opCenito bioloskih metoda §to nisu

pogodne za uklanjanje viSih koncentracija onecis¢ivaca (Hou 1 sur., 2007).

1.7. Oksidativni stres u biljaka

Aerobnim organizmima za zivot je neophodan kisik. Unatoc¢ tome $to visi eukariotski organizmi
ne mogu opstati bez kisika, kisik je ujedno i inherentno opasan za njihovo postojanje. Svaki
atom kisika ima jedan nespareni elektron u svojoj valentnoj ljusci, dok molekularni kisik ima
dva nesparena elektrona. Radikal se definira kao bilo koja vrsta atoma ili molekule s jednim ili
viSe nesparenih elektrona u vanjskoj valentnoj ljusci. Stoga, atomski kisik predstavlja slobodni
radikal, a molekularni kisik slobodni biradikal, te kao takvi imaju tendenciju stvarati reaktivne
intermedijere tijekom redukcije kisika. U redukcijskom procesu kisika nastaje nekoliko
razli¢itih radikala i neradikalnih Stetnih molekula. Prvi radikal koji nastaje redukcijom kisika,
odnosno dodavanjem jednog slobodnog elektrona je superoksidni radikal (O;7). Daljnjom
redukcijom, odnosno dodavanjem drugog nesparenog elektrona i dva vodikova iona nastaje
vodikov peroksid (H20;). Zatim, sparivanjem treceg nesparenog elektrona i otpustanjem
hidroksilnog iona (OH") nastaje visoko reaktivni hidroksilni radikal (OH). U konacnici, u

slijede¢em koraku nastaje bezopasna molekula vode (Davies, 1995).



Proizvodnja spomenutih reaktivnih kisikovih vrsta (ROS, engl. Reactive Oxygen Species) u
biljkama je dio normalnog metabolizma u brojnim stani¢nim organelima poput kloroplasta,
mitohondrija, peroksisoma, endoplazmatskog retikuluma, stanicne membrane i stanine
stijenke (Smirnoffi Arnaud, 2018). Medutim, izlozenost nepovoljnim okolisnim uvjetima (npr.
visokim koncentracijama teskih metala) moze nadvladati antioksidacijske sustave koji Stite
biljke i rezultirati pojavom oksidativnog stresa. U uvjetima oksidativnog stresa moze do¢i do

oksidacije biomolekula kao §to su DNK, proteini, lipidi i ugljikohidrati (Berni i sur., 2018).

1.8. Antioksidacijski sustav

Biljke su izlozene razli¢itim abiotickim 1 biotickim stresnim Cimbenicima, $to smanjuje i
ogranicava produktivnost poljoprivrednih usjeva. Abioti¢ki stres ukljuuje temperaturu,
ultraljubiCasto zracenje, salinitet, poplave, susu, teSke metale i sl. (Arora i sur., 2002), dok se
bioticki stres odnosi na nepovoljno djelovanje uzrokovano virusima, bakterijama, kukcima,
biljojedima, gljivicama, ili drugim biljnim vrstama (alelopatija) (Bolaji Umar i sur. 2022).
Utvrdeno je da svi oblici abiotickog 1 biotickog stresa u odredenoj mjeri induciraju oksidacijski
stres, a sposobnost biljaka da kontroliraju povisene razine oksidansa u korelaciji je s njthovom
razinom tolerancije na stres (Mati¢ i sur., 2021). Buduc¢i da su biljke sesilni organizmi i ne mogu
se ,,maknuti“ iz okoline koja im uzrokuje stres, razvile su kompleksan antioksidacijski sustav
kako bi $to ucinkovitije svladale promjenjive uvjete okoliSa. Antioksidacijskim obrambenim
sustavom biljke razgraduju slobodne radikale i zaustavljaju lan¢ane reakcije stvaranja novih
radikala, sprjeavaju¢i na taj nain njihovo Stetno djelovanje (Arora i sur., 2002).
Antioksidacijski sustav biljaka mozemo podijeliti na enzimske i neenzimske komponente.
Enzimske komponente za detoksikaciju reaktivnih vrsta kisika ukljucuju superoksid dismutazu
(SOD), katalazu (KAT), peroksidazu (POD) i glutation reduktazu (GR). U neenzimske
komponente obrambenog sustava ubrajamo male molekule poput askorbata, tokoferola,

polifenola, karotenoida i glutationa (Mati¢ i sur., 2021).

1.8.1. Antioksidacijski enzimi

Aerobni organizmi sintetiziraju brojne antioksidacijske enzime i proteine kako bi minimalizirali
oksidacijska oStec¢enja. Jedan od najvaznijih antioksidacijskih enzima je superoksid dismutaza

(SOD, EC 1.15.1.1). SOD pripada skupini enzima koje nazivamo metaloenzimima, nazvanim
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prema metalnom kofaktoru kojeg vezu na svoje aktivno mjesto. Na temelju kofaktora kojeg
enzim koristi, SOD klasificiramo u tri skupine: bakar/cink SOD, mangan SOD i zeljezo SOD
(Alscher 1 sur., 2002). Uloga svakog od metaloenzima SOD je da katalizira proces redukcije
supeoksidnih radikala u molekularni kisik 1 vodikov peroksid (Davies, 2000). Cu/Zn SOD se
nalazi u kloroplastu, citosolu i izvanstani¢nom prostoru. Mn SOD se vec¢inom pronalazi u
mitohondriju i u manjim koli¢inama u peroksisomu, dok Fe-SOD uglavnom koriste bakterije,
(umjesto Cu/Zn SOD), moze se naci i u u kloroplastima biljaka (Davies, 2000; Alscher i sur.,
2002). Budu¢i da je vodikov peroksid, produkt superoksid dismutaze, toksi¢an i opasan za
stanicu mora se brzo ukloniti. U biljnim stanicama postoje dva tipa enzima koji mogu razgraditi
vodikov peroksid, to su katalaza (KAT, EC 1.11.1.6) i peroksidaze, prvenstveno askorbat
peroksidaza (APOD, EC 1.11.1.11). I KAT i APOD detoksificiraju vodikov peroksid i prevode
ga redukcijom u kisik i vodu (Davies, 2000).

Katalaza je enzim koji nalazimo u svim aerobnim organizmima u peroksisomima (Arora i sur.,
2002; Davies, 2000). Katalaza je prvootkriveni antioksidacijski hem-enzim. Prisutan je u svim
aerobnim, ali 1 u nekim anaerobnim organizmima. Taj enzim katalizira dismutaciju reaktivnog
vodikovog peroksida u vodu i kisik (Mhamdi 1 sur., 2010). Iako neke bakterije koriste mangan
kao redoks-aktivni kofaktor, svi poznati eukariotski organizmi koriste hem kofaktor koji sadrzi

zeljezo (Zamocky 1 sur., 2008).

Askorbat peroksidaza katalizira razgradnju vodikovog peroksida u citosolu, te stromi i
tilakoidama u kloroplastima. Citosolni APOD odgovoran je za zastitu kloroplasta i njegove
fotosintetske aktivnosti, posebno tijekom svjetlosnog stresa. U biljkama kod kojih nedostaje
citosolni oblik APOD, primije¢eno je da kloroplastni, mitohondrijski i membranski vezani
proteini lakSe 1 brze oksidiraju. Prilikom redukcije jedne molekule vodikovog peroksida,
askorbat peroksidaza koristi dvije molekule askorbata, pri ¢emu nastaju dvije molekule vode i
dvije molekule monodehidroaskorbata (Arora i sur., 2002). Gvajakol peroksidaze (GPOD)
pripadaju skupini enzima III. faze koji imaju veliki broj izooblika 1 razli¢itu ekspresiju zbog
varijabilnih aminokiselinskih slijedova (Hiraga i sur., 2001). Imaju razli¢ite uloge u brojnim
fizioloskim procesima, a moZemo ih prona¢i u razliitim dijelovima stanice (u citosolu,
stani¢noj stijenci, vakuoli i apoplastu), ali i u izvanstani¢nom prostoru. Pripadaju skupini hem
proteina koji uz utroSak vodikovog peroksida oksidiraju elektron donore kao §to su gvajakol i
pirogalol (Sharma 1 sur., 2012). GPOD u odnosu na KAT ima ve¢i afinitet prema vodikovom
peroksidu te stoga i ti enzimi imaju vaznu ulogu u uklanjanju reaktivnih oblika kisika u stanici

(Gill i Tuteja, 2010).



Glutation-S-transferaza (GST, EC 2.5.1.18) je enzim odgovoran za detoksikaciju razliCitih
ksenobiotika (npr. herbicida) i uz sve ostale enzime sudjeluje u zajedni¢koj obrani od
oksidativnog stresa u stanici. Glutation-S-transferaze pripadaju velikoj skupini viSenamjenskih
enzima II faze koji elektrofilne ksenobiotike i njihove metabolite prevode u oblike koji su
topiviji u vodi, olakSavaju¢i tako njihovo izbacivanje iz stanice te su jedni od najvaznijih
detoksikacijskih enzima u prirodi (Dixon i sur., 2010). U biljaka, GST reducira
hidroksiperoksidne masne kiseline 1 prevodi ih u manje toksi¢ne oblike, kako bi zastitio stanicu
od toksi¢nog djelovanja kisika (Wagner i sur., 2002). Modulacija aktivnosti tih enzima u biljnim
stanicama zamijecena je nakon infekcije, u odgovoru na tretman ozonom i vodikovim
peroksidom, herbicidima, teskim metalima, abiotickim stresnim ¢imbenicima i sl. Jedna od
neizravnih uloga GST je uklanjanje ROS koji se kontinuirano proizvode u stanicama. GST
kataliziraju detoksikaciju ksenobiotika dodavanjem reduciranog oblika glutationa (GSH)
elektrofilnoj skupini, obiljeZavajuci ga na taj nacin kao spoj koji treba biti izbacen iz stanice.
Najpoznatija detoksikacija ksenobiotika je GST katalizirana supstitucija GSH s kloridnom
skupinom ksenobiotika 1-klor-2,4-dinitrobenzenom (CDNB) - koji sluzi kao marker za

detekciju aktivnosti tog enzima (Dixon 1 sur., 2010).

1.9. Karbonili

Karbonilacija proteina nepovratan je oblik posttranslacijske modifikacije koju pokre¢u ROS u
zivotinjskim 1 biljnim stanicama. Stupanj karbonilacije protena smatra se jednim od pokazatelja
oksidacije proteina (Tola i sur., 2021). Kada ROS uspiju izbje¢i mehanizmima oksidacije i
redukcije antioksidacijskih enzima, nakupljaju se u stanici te u konacnici mogu reagirati s
biomolekulama, naj¢es¢e s proteinima. Takva oSte¢enja proteina mogu dovesti do njihove
pretjerane osjetljivosti na proteolizu Sto za posljedicu ima inhibiciju djelovanja razliitih
enzima (Dalle-Donne i sur., 2003). Karbonilacija proteina nastaje izravnom oksidacijom bo¢nih
lanaca lizina, arginina, prolina i treonina hidroksilnim radikalom (HO‘) pomoc¢u metalnog
katalizatora, ili dodavanjem reaktivnih karbonilnih vrsta ukljucujuéi a i B nezasi¢ene aldehide
i ketone na bo¢ne lance cisteina, lizina i histidina (Tola i sur., 2021). Tako oksidirani proteini s
karbonilnim skupinama na krajevima svojih lanaca (aldehidima i ketonima) predstavljaju
stabilne oblike molekula te se kao takvi lakSe izbacuju iz stanice. Kao jedna od najcescih
metoda za utvrdivanje ukupnog oStecenja proteina je mjerenje koli¢ine nastalih karbonila u

stanici (Dalle - Donne i sur., 2003).
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1.10. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je proces u kojem oksidansi poput radikala kisika ili neradikalnih vrsta,
napadaju lipide koji sadrze ugljik-ugljik dvostruku vezu, posebno nezasi¢ene masne kiseline
koje grade membranske lipide stanica. U tom procesu ROS se vezu na nezasi¢ene masne
kiseline membranskih lipida gdje se umjesto vodika veze kisik te nastaju lipidni peroksidni

radikali (LOO) 1 hidroperoksidi (Skorzynska-Polit, 2007).

U biljnim stanicama peroksidacija nezasi¢enih masnih kiselina moze se odvijati na neenzimski
ili enzimski nac¢in (Skorzynska-Polit, 2007). Neenzimska lipidna peroksidacaija inicirana je

pomocu ROS ili prijelaznim metalima, dok je enzimska katalizirana lipooksigenazama.

Visoke razine ROS mogu nanijeti izravno Stetu lipidima, posebice hidroksilni radikal (HO") 1
hidroperoksilni radikal (HO>"). Hidroksilni radikal je mala, vrlo pokretna, topljiva u vodi i
kemijski najreaktivnija vrsta kisika. Hidroperoksilni radikal je protonirani oblik superoksida
koji kao takav moze reagirati s redoks aktivnim metalima, kao $to su Cu i Fe, i dalje stvarati
nove hidroksilne radikale. Budué¢i da je hidroperoksilni radikal puno ja¢i oksidans od
superoksidnog anionskog radikala, lakSe i1 brze pokrece lancanu oksidaciju nezasi¢enih
fosfolipida, Sto dovodi do oStecenja strukture 1 funkcije stani¢ne membrane (Ayala i sur., 2014).
Cjelokupni proces lipidne peroksidacije sastoji se od tri koraka: inicijacije, propagacije i
terminacije. U prvom koraku inicijacije peroksidacije lipida, prooksidans poput hidroksilnog
radikala oduzima alilni vodik tvore¢i lipidni radikal s ugljikom u sredistu (L-). U fazi
propagacije, lipidni radikal brzo reagira s kisikom i formira lipidni peroksil radikal (LOO") (koji
odvaja vodik od druge molekule lipida stvaraju¢i novi lipidni radikal te nastavlja lan¢anu
reakciju) 1 lipidni hidroperoksid (LOOH). U zadnjem koraku terminacije, antioksidansi poput
tokoferola doniraju atom vodika lipidnom peroksil radikalu 1 formiraju odgovaraju¢i radikal
tokoferola koji onda reagira s drugim lipidnim peroksil radikalom stvaraju¢i neradikalne
produkte i tako zaustavljaju¢i proces uzimanja vodika susjednom lipidu. Peroksidacijom lipida
nastaju razli¢iti oksidirani produkti. Glavni primarni produkti lipidne peroksidaicje su lipidni
hidroperoksidi (LOOH) (Ayala i sur. 2014). Lipidni hidroperoksidi nastali neenzimskim
reakcijama su nestabilni i razgraduju se u sloZeni niz produkata razgradnje koji pokazuju Sirok
raspon Stetnih djelovanja. Primjerice, aldehidne molekule nastale tijekom lipidne peroksidacije,
uzroc¢nici su mnogih citotoksi¢nih procesa jer reagiraju izravno s biomolekulama i oste¢uju ih

(Skorzynska-Polit, 2007). Medu brojnim aldehidima koji se mogu formirati kao sekundarni
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produkti tijekom lipidne peroksidacije je i malondialdehid (MDA). Malondialdehid je
mutagena, izrazito reaktivna i toksi¢na molekula, te se zbog toga smatra najpogodnijim

biomarkerom peoksidacije lipida (Ayala i sur. 2014).

2. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi u¢inak mikroplastike onec¢is¢ene teSkim metalima (Pb, Zn, Cu)
na stopu rasta barske le¢e Spirodela polyrhiza te na pojedine fizioloske i biokemijske
pokazatelje oksidacijskog stresa (sadrzaj fotosintetskih pigmenata, aktivnost antioksidacijskih
enzima superoksid-dismutaze, katalaze, askorbat-peroksidaze, gvajakol-peroksidaze, glutation-
S-transferaze, sadrzaj karbonila i sadrzaj malondialdehida). S ciljem utvrdivanja mogucéeg
prijenosa teskih metala s Cestica mikroplastike u podlogu odnosno u biljke, izmjeren je i sadrzaj

Pb, Zn i Cu u podlogama bez biljaka kao 1 sadrza;j tih metala u biljkama.
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3. Materijali 1 metode

3.1. Kultura barske le¢e u uvjetima in vitro

Za dugotrajnu kultivaciju barske le¢e koristila sam modificiranu Pirson-Seidel (PS) hranjivu
podlogu (Pirson 1 Seidel, 1950) ¢iji je sastav iskazan u Tablici 1. Biljke su na Pirson-Seidel
podlozi uzgajane u klima-komori u uvjetima in vitro na temperaturi od 24+1°C u uvjetima
dugog dana (16 sati osvjetljenja i 8 sati tame) uz rasvjetu pod bijelim fluorescencijskim

svjetlima intenziteta od 90 pEm™s™!

Eksperimentalnu analizu ucinka Ciste 1 onec¢iS¢ene mikroplastike te usitnjenog lis¢a (koristeno
kao model prirodnih Cestica sli¢nih ¢esticama mikroplastike odnosno kao pozitivna kontrola)
provela sam na hranjivoj podlozi po Steinbergu (S; 1946). Kako bi se biljke adaptirale na
hranjivu podlogu po Steinbergu, prije izvodenja samog eksperimenta sam biljke koje sam
uzgojila na podlozi PS prethodno predkultivirala tijekom tjedan dana na podlozi S. Sastav

hranjive podloge po Steinbergu prikazan je u Tablici 2.

Sve biljke sam uzgajala u uvjetima kontinuiranog osvjetljenja na temperaturi od 24+1°C uz
rasvjetu bijelih fluorescentnih svjetiliki (90 pEm™s™') u uvjetima dugog dana (16 sati

osvjetljenja i 8 sati tame) u klima-komori.

Tablica 1. Sastav tekuce hranjive podloge po Pirson i Seidel-u (1950).

Makroelementi mg/L
KNO; 400
CaCly x 2 H2O 804
KH2PO4 200
MgSO4 x 7 H20 300
Mikroelementi pg/L
MnClz x 4 H.O 300
H3BO3 500
Na;EDTA x 2 H,0O 1860
Zeljezni citrat 5000
Organski dodaci g/L
Saharoza 10
Asparagin 0,1
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pH hranjive podloge podesila sam na vrijednost 4,55 pomoc¢u 0,1 M KOH.

Tablica 2. Sastav tekuce hranjive podloge po Steinbergu (1946).

Makroelementi mg/L
KNO3 350
KH>PO4 90
K>HPO4 12,6
MgSO4 x 7 H2O 100
Ca(NOs3)2 x 4 H2O 295
Mikroelementi pg/L
H3BOs 120
ZnSO4 x 7 H2O 180
Na;MoO4 x 2 H,0 44
MnCl; x 4 H,O 180
FeCl;x 6 H,O 760
Na;EDTA x 2 H,0 1500

pH hranjive podloge podesila sam na vrijednost 6.

3.2. Priprema tretmana i pribora za izvodenje Lemna - testa

Cestice plastike (polipropilena, polistirena i polietilena), gume i li¥¢a nabavljene su i usitnjene
na Institutu Ruder Boskovi¢. Cestice mikroplastike dobivene su mljevenjem plasti¢nih peleta
promjera 3-5 mm (Europlast, Zagreb, Hrvatska) u vibracijskom mlinu kuéne izrade te se
prosijavanjem dobila frakcija < 500 um. Uz pomo¢ lupe utvrdeno je da je 90% mikrozrnaca
plastike u rasponu veli¢ine 100-500 pm. Reciklirane gumene granule promjera < 2mm
(Gumiimpex - GRP d.o.0., Varazdin, Hrvatska) koriStene su za dobivanje ¢estica gume < 500
um. LiS¢e (sakupljeno u Sumi Grmoscica, Zagreb) koje je koriSteno kao model prirodnih Cestica
sli¢nih Cesticama mikroplastike mehanicki je usitnjeno u tarioniku te prosijano u frakciju < 500

um.

Kako bih pripremila hranjive podloge s dodatkom spomenutih mikrocestica polietilena (PE),

polipropilena (PP), polistirena (PS) i gume (1:1:1:1) u koncentracijama od 20, 100, 1000 i
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10000 cestica po litri, usitnjene Cestice brojala sam pod lupom (Slika 1), zapakirala u paketice

koje sam cuvala do pocetka pokusa na sobnoj temperaturi.

a) rb) X k.
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Slika 1. Mikrocestice slikane pod lupom: a) polipropilen, b) polietilen, ¢) polistiren, d) guma 1
e) lis¢e (Izvor: E. Koki¢).

Za pokus sam koristila Erlenmeyerove tikvice od 300 mL. Prazne tikvice zacCepljene vatom i
aluminijskom folijom sterilizirala sam tijekom 20 minuta u suSioniku pri 160°C. Nakon
provedene suhe sterilizacije, tikvice sam ohladila te zatim u svaku od njih ulila po 200 mL

prethodno autoklavirane hranjive podloge po Steinbergu,
Kontrolna otopina (K) sadrzavala je hranjivu podlogu S bez ikakvih dodataka.

Tretmani s ¢istom mikroplastikom i gumom (P1, P2, P3 i P4) sadrzavali su hranjivu podlogu
S u koju sam neposredno prije pokusa dodala mikrocestice plastike 1 gume u koli€ini potrebnoj

za postizanje kona¢nih koncentracija (20, 100, 1000 i 10000 cestica po litri). Postupak
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prebacivanja mikrocCestica iz pripremljenih paketica s prethodno izbrojanim cesticama u

hranjive podloge provela sam u laminaru kako se hranjive podloge ne bi kontaminirale.

Tretmani s oneciS¢enom mikroplastikom i gumom (M1, M2, M3, M4) sadrzavali su
hranjivu podlogu S u koju sam neposredno prije pokusa dodala mikrocestice plastike i gume
oneciS¢ene smjesom olova, cinka i bakra. Kako bih pripremila onec¢is¢ene mikrocestice plastike
1 gume, prethodno izbrojane Ciste mikrocestice plastike 1 gume inkubirala sam tjedan dana u
otopini olova, cinka 1 bakra u kojoj je svaki metal je bio zastupljen u koncentraciji od 8 g/L.
Prije dodavanja u hranjivu podlogu, mikrocestice plastike i gume s adsorbiranim teskim

metalima su iz otopine teSkih metala izdvojene vakuum filtracijom.

Metoda vakumske filtracije izvedena je pomoc¢u vakuum pumpe s tlakom do 1 bara (Sartorius,
Njemacka, 16309), na koju su spojene staklena tikvica od 1000 mL za skupljanje filtrata, drzaca
filtera od stakla u PTFE prstenu (politetrafluoretilen), metalne stezaljke, staklenog lijevka od
250 mL i staklene baze s prikljuckom na crijevo. Smjesu teSkih metala i1 estica mikroplastike
profiltrirala sam kroz polikarbonatni filter papir (¢ 47mm, pore 0,5 pm). Filter papir na kojem
su nakon filtracije zaostale onecis¢ene mikrocestice pazljivo sam prenijela u Erlenmeyerove

tikvice (Slika 2).

Slika 2. Prebacivanje filter papira sa oneciS¢enim mikrocesticama plastike i gume u tikvicu s

hranjivom podlogom (Izvor: E. Koki¢).
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Kao model prirodnih Cestica (sli¢nih Cesticama mikroplastike) koristila sam usitnjeno lisce.
Tretman s usitnjenim liS¢em (L1, L2, L3 i L4) pripremila sam na identi¢an nacin kao i
tretman s Cistim mikroCesticama plastike i gume, samo Sto su u hranjivu podlogu S dodane

Cestice usitnjenog lis¢a (Slika 3).

Slika 3. Ciste Cestice mikroplastike i gume u hranjivoj podlozi po Steinbergu. (Izvor: E.

Koki¢)

Takoder, prije samog presadivanja biljaka sav potreban metalni pribor (pincete i eze) i filter
papir, autoklavirala sam pri temperaturi od 120 °C i tlaku od 1,5 atm u trajanju od 20 minuta.
Sav koriSteni pribor prilikom presadivanja biljaka u laminaru sam dodatno sterilizirala

uranjanjem u 96% etanol i spaljivanjem nad plamenikom.
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3.3.  Mjerenje teskih metala u biljkama 1 hranjivim podlogama

Kako bih izmjerila koli¢inu teskih metala u biljkama 1 hranjivim podlogama, pripremila po tri
replike za svaki od analiziranih tretmana u pokusu. Za kvantitativno odredivanje sadrzaja Pb,
Zn, Cu, Fe, Ca i Mg u biljkama te hranjivim podlogama koristila sam atomsku emisijsku

spektroskopiju uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES) (Thermo Fischer iCAP6300 Duo).

ICP-AES je metoda za kvalitativno i kvantitativno odredivanje elemenata. Nakon unoSenja
peristaltickom pumpom u rasprSiva¢ te u plazmu argona (ionizirani plin visoke temperature
(5500 - 8000 K) dolazi do desolvatacije, vaporizacije, atomizacije i ionizacije uzorka. Sudaranje
elektrona i iona u plazmi rezultira pobudivanjem atoma uzorka. Pomocu ICP-AES izdvajaju se
valne duljine specificne za pojedini element, pri ¢emu je intenzitet emitiranog zracenja

proporcionalan koncentraciji elementa u uzorku.

Sadrzaj teskih metala mjerila sam u barskoj le¢i uzgojenoj na najviSoj koncentraciji
mikrocCestica liS¢a (tretman L.4) i Ciste plastike 1 gume (tretman P4) te u svim koncentracijama
mikroCestica plastike 1 gume s oneciS¢enih teSkim metalima (M1, M2, M3, M4). Osim u
biljnom materijalu, sadrzaj teskih metala odredila sam i u hranjivim podlogama bez nasadenih
biljaka za sve koncentracije oneciS¢ene mikroplastike te za najviSu koncentraciju Ciste
mikroplastike. Sadrzaj teSkih metala u biljkama i podlogama izmjerila sam u tri replike.

Prije mjerenja teskih metala u biljkama, prvo sam izvagala oko 50 mg liofiliziranog biljnog
tkiva. Nakon toga provela sam razaranje biljnih uzoraka metodom mokre digestije pomocu
zlatotopke u mikrovalnom sustavu za razaranje uzoraka Anton Paar Multiwave 3000 (koriste¢i
rotor XFS-100 i teflonske posude volumena 100 mL). Biljni materijal razoren je pomocu smjese
od 5 mL HNO3 (65 %, p.a., Carlo Erba Reagenti, Italija) i 2 mL H>O> (30 %, p.a., Carlo Erba
Reagenti, Italija). Na identi¢an nacin pripremila sam 1 slijepu probu. Izmedu dva uzastopna
mjerenja, koriStene teflonske kivete isprala sam ultrac¢istom vodom te zatim susSila na sobnoj

temperaturi.

Kalibraciju uredaja za mjerenje optickog emisijskog spektrometra (ICP-OES) provela sam
koriste¢i se serijom standardnih otopina poznatih koncentracija elemenata koje sam mjerila.

Otopine su priredene razrjedivanjem originalnih standardnih otopina:

— Multielement standard solution (koja sadrzi Al, Ag, As, B, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sb, Se, Sr, Ti, Tl, V, Zn; 5 % HNO3) 100 mg/L, CPAChem,
Bugarska
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— Multielement standard solution III for ICP (koja sadrzi Ca, Mg, K, Na; 5 % HNO3),
Fluka/Sigma-Aldrich, Svicarska

Kako bih izmjerila sadrzaj teskih metala koja se s oneciS¢enih mikrocCestica plastike 1 gume
otpusta u hranjivu podlogu (leaching), pripremila sam po tri replike hranjive podloge bez
nasadenih biljaka za sve koncentracije mikrocCestica s adsorbiranim teskim metalima (tretmani
M1-M4), za najvisu koncentraciju ¢istih mikrocestica plastike i gume (tretman 4P) te najvisu

koncentraciju s usitnjenim liS¢em (tretman 4L).

Epruvete od 50 mL pripremila sam za mjerenje tako da sam ih 3 dana sam drzala u 10% (v/v)
otopini HNO3 (1 konc. HNOs : 9 ultracista H>O), isprala ih pet puta u ultracistoj H>O i osusila
u laminaru (24h). Podloge (40 mL) sam profiltrirala i ulila u pripremljene epruvete te zatim

zakiselila s 1% sp konc. HNO3, promuckala i cuvala na +4°C do mjerenja.

3.4. Adsorpcija Cestica mikroplastike, gume 1 liS¢a na biljke

Kako bih procijenila potencijalnu adsorpciju Cestica mikroplastike, usitnjene gume i lis¢a na
biljke, nasumicno sam uzorkovala po jednu koloniju (s dva listi¢a) iz svake replike pojedinih
tretmana. Uz pomo¢ lupe sam za svaku koloniju zabiljezila nekoliko podataka - jeli doslo do
adorpcije Cestica, koja vrsta Cestica mikroplastike se adsorbirala i na koji organ (frond ili

korijen).

3.5. Lemna - test i biokemijski pokazatelji u barskoj leci

Lemna - test ISO 20079 — stopa rasta

Na pripremljene hranjive podloge (K, P, M, L) od kojih je svaka priredena u 4 koncentracije
(20, 100, 1000 1 10000 ¢estica po litri) te u tri bioloske replike, u sterilnim uvjetima u laminaru
nasadila sam 35+2 biljaka barske le¢e. Nasadene biljke sam uzgajala tijekom sedam dana pri
temperaturi od 24+1°C uz rasvjetu bijelih fluorescentnih svjetiljki (90 pEm?s™) u uvjetima
dugog dana (16 sati osvjetljenja 1 8 sati tame) u klima-komori. Tijekom sedmodnevne
inkubacije biljke su svaki dan u dva navrata lagano promijeSane (simulacija gibanja uslijed

vjetra na prirodnom stanistu).

Rast biljaka sam pratila na temelju odredivanja broja listova (tzv. frondova) biljke i mase svjeze

tvari nakon sedam dana izlaganja testnim hranjivim podlogama. Sve biljke sam nakon tjedan
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dana inkubacije izvagala kako bih iz dobivenih podataka mogla izraCunati stopu prirasta mase
svjeze tvari biljaka. Pri brojanju biljaka, uzela sam u obzir i najmanji frond biljke vidljiv golim

okom. Stopu rasta sam izra¢unala prema sljedec¢oj formuli (ISO/CD 20079, 2005):

Inxt, —Inxt;
=t

stopa rasta =

pri cemu su:
X t; — vrijednost promatranog parametra u vremenu t; (dan nasadivanja)
x t, — vrijednost promatranog parametra u vremenu t; (sedmi dan pokusa)

t, — t; — vremenski period izmedu dana posljednjeg dana pokusa i dana nasadivanja (sedam dana)

Zatim sam sve biljne materijale isprala ultracistom destiliranom vodom (engl. Mili-Q Ultrapure
Water) nekoliko puta, kratko posuSila biljke na filter papiru. Biljni materijal sam potom
liofilizirala tijekom 24 sata na temperaturi od -60°C pod tlakom od 0,01 mbar (liofilizator Alpha
1-2, Christ, Germany). U liofiliziranom biljnom materijalu analizirala sam sadrzaj pigmenata i
ukupnih topivih proteina, izmjerila aktivnost enzima (katalaze, askorbat-peroksidaze, gvajakol-
peroksidaze, suproksid-dismutaze 1 glutation-S-transferaze) te sadrzaj karbonila i produkata

lipidne peroksidacije.

Odredivanje sadrzaja fotosintetskih pigmenata

U smede Eppendorf epruvete stavila sam 10 mg prethodno liofiliziranog biljnog materijala 1
metalnu kuglicu kako bi pospjesila homogenizaciju samih uzoraka. Eppendorf epruvete s
biljnim materijalom slozila sam u nosace te ih ohladila u teku¢em dusiku radi ucinkovitije
homogenizacije biljnog tkiva. Uzorke sam homogenizirala u mlinu (IST 400) 1 min na 30000
Hz. Zatim sam u uzorke dodala 1500 pL 80% - tnog hladnog acetona i ponovno ih
homogenizirala jo§ 1 min na 30000 Hz. Ekstrakte uzoraka sam potom centrifugirala u rotoru
12154H visokookretajne centrifuge (Sigma 3K 18) pri 4°C 10 minuta na na 5000 x g. Dobiveni
supernatant sam prelila u nove Ciste smede Eppendorf epruvete. Sadrzaj fotosintetskih
pigmenata mjerila sam na mikrocita¢u (Multiskan Microplate Photometer, Thermo Scientific)
koriste¢i plocice s jazicama s ravnim dnom (Brand). U jazice sam otpipetirala 300 uLL uzorka i

istovremeno izmjerila apsorbancije na tri valne duljine: 663 nm, 646 nm i 470 nm. Sadrzaj
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fotosintetskih pigmenata - sadrzaj klorofila a (chl a), klorofila 4 (chl b) 1 ukupnih karotenoida

(car) odredila sam prema sljede¢im jednadzbama (Wellburn, 1994):

12,21XAge3—2,81%XAgag

a) zaklorofil a: Cq = XV
1x1000xm
20,13XAg46—5,03XA
b) za klorofil b: Cp = 040 B XV
1x1000xm
. 1000XA470—3,27XCq—104XCp)/198
¢) za ukupne karotenoide: : Ck = ( A7 - b)/198 oy

1X1000Xm
pri ¢emu je:

. - mg .
ca — sadrzaj klorofila a 5 suhe tvari

cb» — sadrzaj klorofila b [% suhe tvari]

ca — sadrzaj ukupnih karotenoida [% suhe tvari]

As46,663,470 — apsorbancije uzoraka pri 663 nm, 646 nm i 470 nm
V — volumen uzorka [mL]
| — duljina optickog puta = lcm

m — masa uzorka

Odredivanje sadrzaja topivih proteina

U prozirne Eppendorf epruvete odvagala sam po 10 mg prethodno liofiliziranog biljnog
materijala. U svaki uzorak dodala sam po jednu kuglicu, slozila ih u nosace te ohladila u
tekuc¢em dusiku. Uzorke sam homogenizirala u mlinu (IST 400) 1 min na 30000 Hz. Zatim sam
u Eppendorf epruvete s usitnjenim tkivom dodala po 1000 pL ekstrakcijskog kalij fosfatnog
pufera (50 mM K,HPO4+/KH>PO4 pH vrijednosti 7,0 uz dodatak 500 uLL 10 mM EDTA) i
homogenizirala jo§ 1 min na 30000 Hz. U tako pripremljen homogenat dodala sam netopivi
polivinilpolipirolidon (PVPP) i centrifugirala ekstrakte u rotoru 12154H visokookretajne
centrifuge (Sigma 3K 18) pri temperaturi od 4°C 30 minuta na 29000 x g. Dobiveni supernatant
sam prelila u ¢iste Eppendorf epruvete te sam ga kasnije iskoristila kako bih odredila sadrzaj

topivih proteina, aktivnost antioksidacijskih enzima te sadrzaj malondialdehida i karbonila.

Za odredivanje koncentracije topivih proteina koristila sam metodu po Bradfordu (1976) koja
se temelji na vezanju boje Coomasie Brilliant Blue G-250 na proteine. Reagens po Bradfordu
sadrzi crveni protonirani oblik boje Coomasie Brilliant Blue G-250 koji tijekom 40 minuta

inkubacije s proteinima prelazi u neprotonirani plavi oblik koji ima maksimum apsorpcije pri
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595 nm. Reakcijsku smjesu za mjerenje slijepe probe sam pripremila mijeSaju¢i 200 pL
Bradford reagensa s 10 pL kalij fosfatnog pufera (50 mM KoHPO4/KH2PO4 pH vrijednosti 7,0
uz dodatak 500 pL 10 mM EDTA), a reakcijsku smjesu za mjerenje koliine proteina u
uzorcima mijeSajuci 200 uLL Bradford reagensa s 10 puL pripremljenih uzoraka. Koncentracija
proteina u uzorcima odredena je pomoc¢u bazdarne krivulje koja je izradena na pomocu otopina
albumina govedeg seruma (BSA — bovine serum albumin) poznatih koncentracija (u rasponu

od 0,1 do 0,8 mg/ml).

Odredivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima

Superoksid dismutaza (SOD)

Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) odredila sam na mikrocita¢u (Multiskan Microplate
Photometer, Thermo Scientific) pri 560 nm prema metodi Beauchamp i1 Fridovich (1971).
Metoda se bazira na sustavu ksantin/ksantin oksidaza u kojem se stvaraju superoksidni radikali.
Kako nastaju, superoksidni radikali reduciraju suspstrat nitro plavi tetrazolij diklorid (NBT) u
ljubicasto-plavi spoj diformazan koji ima maksimum apsorpcije upravo pri 560 nm. Ukoliko je
enzim SOD prisutan i aktivan u uzorku, tada SOD smanjuje koncentracije superoksidnih
radikala razgraduju¢i ih u vodikov peroksid i kisik. Posljedi¢no se smanjuje nastajanje
ljubicasto-plavog diformazana kao i apsorbancija pri 560 nm.

Prije mjerenju aktivnosti enzima SOD u biljnim uzorcima, najprije sam mjerila maksimalnu
brzinu redukcije NBT u diformazan. Pripremila sam reakcijsku smjesu koja se sastoji od 165
puL SOD reakcijskog pufera (50 mM kalij-fosfatnog pufera, 75 uM NBT 10,1 mM EDTA; pH=
7,8), 15 pL 10,8 mM ksantina, 10 pL ekstrakcijskog pufera i 10 pL destilirane vode. Otopinu
ksantina (10 mL) koncentracije 10,8 mM priredila sam otapaju¢i 16,4 mg ksantina uz lagano
zagrijavanje 1 dodatak par kapi KOH. Pripremila sam razrijedeni enzim ksantin oksidazu
(XOD) 0,05 U/mL (1 mL) te ga ¢itavo vrijeme drzala na ledu budu¢i da je tako razrijedeni
enzim stabilan samo 1 sat. Reakcijsku smjesu za nuliranje (slijepa proba) pripremila sam
mijesaju¢i 165 pL SOD reakcijskog pufera, 15 pL ksantina koncentracije 10,8 mM, 10 uL
ekstrakcijskog pufera i 10 pLL dH2O. Reakcijsku otopinu za mjerenje maksimalne brzine
redukcije, pripremila sam mijeSaju¢i 165 uL SOD reakcijskog pufera, 15 pL ksantina
koncentracije 10,8 mM, 10 pL ekstrakcijskog pufera te 10 uL 0,05 U/mL ksantin oksidaze
(XOD). Nakon pipetiranja reakcijskih otopina za nuliranje 1 uzorka za mjerenje maksimalne

brzine redukcije NBT u jazice, uzorke sam prvo protresla (5 s u mikrocitacu), nakon ¢ega sam
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mjerila apsorbanciju pri 560 nm tijekom ukupno 210 sekundi (7 mjerenja svakih 30 sekundi).
Kako bi se u sljede¢im mjerenjima s biljnim uzorcima standardizirala koli¢ina superoksidnog
radikala, inicijalna promjena apsorbancije podeSena je na vrijednost 0,025/min + 0,005.
Reakcijsku smjesu za mjerenje aktivnost SOD u biljnim uzorcima pripremila sam mijeSajuci
165 uL SOD reakcijskog pufera, 15 pL ksantina koncentracije 10,8 mM, 9 uL ekstrakcijskog
pufera, 10 uL 0,05 U/mL XOD i 1uL uzorka.

Konacni rezultat aktivnosti SOD izrazila sam u jedinicama aktivnosti po miligramu proteina
(U/mg proteina) koriste¢i se kalibracijskom krivuljom napravljenom s govedim SOD

standardom pripremljenim u koncentracijama 0,005, 0,02, 0,05, 0,08, 0,15, 0,21 0,5 U/uL.

Katalaza (KAT)

Za odredivanje aktivnosti katalaze (KAT) koristila sam metodu prema Aebi (1984) u kojoj se
mjeri pad apsorbancije zbog razgradnje vodikovog peroksida pri valnoj duljini od 240 nm
Reakcijska smjesa za slijepu probu sadrzavala je 250 pL KAT reakcijskog pufera (50 mM Kkalij
fosfatnog pufera pH 7; 10 mM H20>) te 8 pL ekstrakcijskog pufera. Reakcijska smjesa za
mjerenje uzoraka sadrzavala je 250 uL. KAT reakcijskog pufera te 8 uL uzorka. Aktivnost
katalaze mjerila sam na mikrocitacu (Multiskan Microplate Photometer, Thermo Scientific)
nakon 2 sekunde protresanja te pracenjem pada apsorbancije na 240 nm (zbog razgradnje H202)
svakih 10 s tijekom 2 minute. Koristila sam ploCice sa ravnim dnom za mjerenje pri UV
(Eppendorf). Aktivnost KAT sam izrazila kao promjenu apsorbancije u umol razgradenog H>O»
u minuti (jedna jedinica — U) po miligramu proteina (U / mg proteina) prema sljedecoj

jednadzbi:

AAgyX6XVy g XF.R. [
VuzXexl

AA; = umol/ min ml]

aktivnost KAT [umol/ minml]

sadrzaj proteina [mg/ml]
pri ¢emu je:

AAsy — srednja vrijednost promjene apsorbancije u 10 s

6 — faktor s kojim se mnozi AAsy da bi se rezultat izrazio u minuti
V.s. — volumen reakcijske smjese

Vuz — volumen uzorka

e - ekstinkcijski koeficijent = 40 mM'cm’!

1 — duljina optickog puta

F.R. — faktor razrjedenja uzorka
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Gvajakol peroksidaza (GPOD)

Aktivnost gvajakol peroksidaze (GPOD) odredila sam prema metodi Chance i Maehly (1955)
koja se temelji na porastu apsorbancije pri 470 nm uslijed oksidacije gvajakola u
tetrahidrogvajakol. Reakcijska smjesa za slijepu probu sadrzi 250 pL. GPOD reakcijskog pufera
(50 mM kalij-fosfatni pufer pH 7; 18 mM gvajakol; 5 mM H>O») te 5 uL. ekstrakcijskog pufera.
Reakcijska smjesa za uzorak sadrzi 250 uL. GPOD reakcijskog pufera te 5 uL. uzorka. Nakon
pipetiranja svih sastojaka u jaZice na plo¢icama sa ravnim dnom (Brand) za VIS, uslijedilo je 5
s mijeSanja te mjerenje apsorbanciju pri 470 nm tijekom 2,5 min (svakih 15 sekundi) na
mikrocitacu (Multiskan Microplate Photometer, Thermo Scientific). Aktivnost GPOD
izraunala sam kao porast apsorbancije u pmol nastalog tetragvajakola u minuti (jedna jedinica
— U) po miligramu proteina (U / mg proteina), uz odgovarajuci ekstinkcijski koeficijent (€470 =

26,6 mMlem™), prema sljedecoj jednadzbi:

AAgyX4XVy g XF.R. [
VuzXexXl

AA; = UM / min ml]

aktivnost GPOD [umol/ min ml]
sadrzaj proteina [mg/ml]

pri Cemu je:

A=470nm
AAsy — srednja vrijednost promjene apsorbancije u 15 s (tijekom 2,5 min)
4 — faktor s kojim se mnozi AAsy da bi se rezultat izrazio u minuti

Askorbat peroksidaza (APOD)

Za mjerenje aktivnosti askorbat peroksidaze (APOD) koristila sam metodu prema Nakano 1
Asada (1981) koja se temelji na pracenju smanjenja apsorbancije pri valnoj duljini od 290 nm
uslijed potrosnje askorbata. Reakcijska smjesa za slijepu probu sadrzavala je 225 uL. APOD
reakcijskog pufera (50 mM kalij-fosfatni pufer pH 7; 0,1 mM EDTA), 2,5 uL 12 mM H,0», 2,5
uL 50 mM Na-askorbata te 20 pL ekstrakcijskog pufera. Reakcijska smjesa za uzorak
sadrzavala je sve isto kao i reakcijska smjesa za slijepu probu, osim §to je umjesto 20 pL
ekstrakcijskog pufera u reakcijsku smjesu dodano 20 pL uzorka. Vodikov peroksid sam

dodavala u reakcijske smjese neposredno prije svakog mjerenja. Nakon pipetiranja svih
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potrebnih sastojaka u jazice na plo¢icama sa ravnim dnom (Eppendorf) za UV, uslijedilaje 1 s
snaznog mijesanja te mjerenje apsorbancije pri 290 nm u svakoj sekundi tijekom sveukupno 15
sekundi. Aktivnost APOD izrazila sam kao koli¢inu potroSenog askorbata u pmol po minuti
(jedna jedinica — U) po miligramu proteina (U / mg proteina) uz odgovarajuci ekstinkcijski

koeficijent (200 = 2,8 mM'em™), prema sljedecoj jednadzbi:

AAsyX60XVy g XF.R. [
VuzXeX1

AA; = uM / min ml]

aktivnost APOD [umol/ min ml]
sadrzaj proteina [mg/ml]

pri ¢emu je:

A=290nm
AAsy — srednja vrijednost promjene apsorbancije u 1 s
60 — faktor s kojim se mnozi AAsy da bi se rezultat izrazio u minuti

Glutation-S-transferaza (GST)

Za mjerenje aktivnosti glutation-S-transferaze (GST) koristila sam metodu prema Habigu i
Jacoby (1981) koja se temelji na pracenju porasta apsorbancije pri valnoj duljini od 340 nm
uslijed nastanka konjugata izmedu reduciranog glutationa i1 1-kloro-2,4-dinitrobenzena
(CDNB). Reakcijska smjesa za slijepu probu sadrzavala je 250 uL GST reakcijskog pufera (100
mM kalij-fosfatni pufer pH 6,5; 1 mM EDTA), 2,5 ul 0,1 M CDNB, 20 pL. 10 mM reduciranog
glutationa te 2,5 pL ekstrakcijskog pufera. Reakcijska smjesa za uzorak sadrzavala je 250 pL
GST reakcijskog pufera (100 mM kalij-fosfatni pufer pH 6,5; 1 mM EDTA), 2,5 ul 0,1 M
CDNB, 20 uL 10 mM reduciranog glutationa te 2,5 uLL uzorka. Nakon §to sam u jazice u plocici
s ravnim dnom za UV (Eppendorf) pipetirala sve potrebne otopine, plo€icu sam snazno
protresla 5 s, nakon ¢ega sam mjerila apsorbanciju na 340 nm svakih 15 sekundi tijekom 2,5
minute. Aktivnost GST izrazila sam kao promjenu apsorbancije u pmol nastalog CDNB po
minuti (jedna jedinica — U) po miligramu proteina (U / mg proteina) uz odgovarajuci

ekstinkcijski koeficijent (e350 = 9,6 mM 'ecm™!) prema sljedeéoj jednadzbi:

AAgyX4XVy g XF.R. [
VuzXexl

AA; = uM / min ml]

aktivnost GST [umol/ min ml]

sadrzaj proteina [mg/ml]
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pri Cemu je:

A =340nm
AAsy — srednja vrijednost promjene apsorbancije u 10 s
4 — faktor s kojim se mnozi AAsy da bi se rezultat izrazio u minuti

Odredivanje sadrzaja proteinskih karbonila

Mjerenje karbonila provela sam prema metodi Levine 1 sur. (1990). 200 puL supernatanta koji
je sadrzavao najmanje 0,5 mg/ml proteina pomijesala sam s 300 pL 10 mM
dinitrofenilhidrazinom (DNPH) u 2M HCI, kako bi se pocijepali proteini. Kao slijepu probu
koristila sam alikvot istog uzorka (200 pL) te ga pomijesala samo s 300 uL. 2M HCI (bez
DNPH). Tako pripremljene uzorke sam inkubirala 1 sat na sobnoj temperaturi uz mijesanje
svakih 15 minuta na tresilici (Vortex). Nakon inkubacije, u uzorke sam dodala 500 pL. 10%-tne
trikloroctene kiseline kako bi se potaknula precipitacija proteina. Nakon par minuta hladenja
na -20°C, uzorke sam centrifugirala 10 minuta (u rotoru 12154H centrifuge Sigma 3K18) pri
12 000 x g. Nakon centrifugiranja, supernatant sam odlila, a u talog dodala 400 pL. 6M uree
otopljene u 20 mM kalij-fosfatnom puferu (pH 2,4) kako bi se talog otopio. Tako pripremljene
uzorke prebacila sam u jazice plocica s ravnim dnom za UV (Eppendorf). Sadrzaj karbonila
temeljen na reakciji karbonilnih skupina s DNPH odredila sam mjerenjem apsorbancija uzoraka
na 370 nm i 280 nm (,,oporavak* proteina) na mikrocitacu (Multiskan Microplate Photometer,
Thermo Scientific). Sadrzaj dobivenih karbonila izrazila sam kao nmol po miligramu proteina
koristeéi ektinkcijski koeficijent €370 = 22 mMem™. Bazdarnu krivulju sam napravila s BSA u

urei.

Odredivanje sadrzaja malondialdehida

Za odredivanje sadrzaja kona¢nog produkta lipidne peroksidacije — malondialdehida (MDA),
koristila sam metodu prema Heathu i Packeru (1968). Najprije sam pripremila reakcijsku
smjesu (reagens) sastavljenu od 0,25% tiobarbituratne kiseline (TBA) otopljene u 10%-tnoj
trikloroctenoj kiselini (TCA) lagano zagrijavaju¢i smjesu na mijesalici do potpunog otapanja.
Zatim sam otpipetirala 200 pL supernatanta (ekstrakta) i 300 puL pripremljenog reagensa u
Eppendorf epruvetu od 2 ml. Kao slijepu probu koristila sam reakcijsku smjesu (reagens) uz
dodatak 200 pL ekstrakcijskog pufera. Uzorke i slijepu probu sam zagrijavala u suSioniku na

95°C 30 minuta. Nakon toga, uzorke sam brzo ohladila u ledenoj vodenoj kupelji i centrifugirala
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(u rotoru 12154H centrifuge Sigma 3K18) 10 minuta pri 4 °C na 10000 x g. Supernatante sam
prenijela u jazice plocica s ravnim dnom za VIS (Brand) i izmjerila apsorbancije na mikrocitacu
(Multiskan Microplate Photometer, Thermo Scientific) pri valnim duljinama od 532 nm i 600
nm (zbog korekcije na nespecificnu zamucenost). Prilikom zagrijavanja reakcijske smjese
dolazi do raspadanja molekula lipidne peroksidacije i1 kao konacan produkt te reakcije nastaje
malondialdehid. Jedna molekula MDA reagira s dvije molekule TBA stvarajuci crvenkastu boju
1 tom kompleksu kasnije mjerimo apsorbanciju pri 532 nm. Koncentracija lipidnih peroksida

izrazena je preko kolicine MDA prema sljede¢oj jednadzbi u nmol/g suhe tvari:

AA XV,
V,z X € Xm(g)

sadrzaj MDA =

pri Cemu je:

As3; — apsorbancija izmjerena na 532 nm

Asoo — apsorbancija izmjerena na 600 nm (specifino zamucenje)
AA= As3 — Agoo

¢ - ekstinkcijski koeficijent = 155 mM'em’!

V.s. — volumen reakcijske smjese

V., — volumen uzorka

m — masa tkiva (g)

3.6. Statisticka obrada podataka

Dobivene podatke prikazala sam kao srednje vrijednosti tri replike + standardna devijacija. Za
statisticku obradu podataka koristila sam racunalni program STATISTICA 14.0 (TIBCO
Software Inc., SAD), a za graficki prikaz Excel program Microsoft Office paketa. Statisticku
obradu dobivenih podataka provela sam pomocu jednosmjerne analize varijance (ANOVA —
eng. Analysis of variance) 1 primjenjujuci post hoc Duncan test viSestrukih usporedbi (Duncan's
New Multiple Range Test, DNMRT). Statisticki znacajnim podacima smatrala sam rezultate

koji su se razlikovali na razini p < 0,05.
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4. Rezultati

4.1. Otpustanje metala s povrSine Cestica mikroplastike

Kako bih utvrdila stupanj otpuStanja metala s povrSine ¢estica mikroplastike u hranjive podloge,
napravila sam analizu sadrzaja metala u Cistoj hranjivoj podlozi (tretman K), kao i u hranjivim
podlogama s dodatkom najviSe koncentracije Ciste mikroplastike i gume (tretman P4) i najvise
koncentracije oneciS¢ene mikroplastike 1 gume (tretman M4) nakon 7 dana inkubacije.
Dobivene rezultate prikazala sam u Tablici 1. Koli¢ina bakra u hranjivoj podlozi s inkubiranim
Cesticama Ciste MP (tretman P4) i ¢esticama MP onecis¢enim smjesom teskih metala (tretman
M4) je statisticki znacajno veca u odnosu na kontrolnu podlogu. Takoder, koli¢ina olova u
hranjivoj podlozi s inkubiranim ¢esticama MP oneciS¢enim smjesom teskih metala je statisticki
znacajno veca nego u kontrolnim podlogama. Za razliku od Cu i Pb, ¢iji sadrzaj je znacajno
poviSen u hranjivim podlogama s inkubiranim cesticama MP, sadrZaj cinka nije se znacajnije

promijenio u odnosu na kontrolne podloge.

Tablica 1. Rezultati otpustanja metala s povrSine MP u hranjive podloge

ug/L Cu Pb Zn
Tretman K 0,738 £ 0,062 1,02 +0,177 68,12 + 6,192
Tretman P4 7,10 £ 0,429%* 2,01 +£0,549 75,75 £ 6,000
Tretman M4 10,34 + 0,670* 3,77+ 0,601% 71,40 + 2,432

Prikazani brojevi predstavljaju srednju vrijednost tri replike + SD.
*oznacava statistiCku znacajnost (p < 0,05).

4.2. Adsorpcija mikroplastike na barsku lecu

Nakon 7 dana uzgoja barske le¢e na istrazivanim hranjivim podlogama sa i bez dodatka Cestica
Ciste 1 oneciS¢ene mikroplastike i gume, izdvojila sam po jednu koloniju koja se sastojala od
dvije biljke i promatrala pod lupom kako bih utvrdila postoji li adsorpcija cestica MP ili gume
na biljke. Medu analiziranim Cesticama mikroplastike 1 gume, Cestice polipropilena, koje su
ujedno 1 najnepravilnijeg oblika, su se naj¢es¢e adsorbirale na listice 1 korijencice biljaka (Slika
4). S obzirom na biljni organ, ¢es¢a je bila adsorpcija Cestica polipropilena na listi¢ima u
usporedbi s korijenom biljaka. I ostale ¢estice MP su se ¢eS¢e vezale za povrsinu lista (svi

tretmani P 1 M), dok su se Cestice usitnjenog liS¢a vezale samo za listove biljaka barske lece.
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Slika 4. Adsorpcija polipropilena (tretman P4) na listi¢u i korijenu barske lece.

4.3. Sadrzaj metala u biljkama

4.3.1. Bakar

Tretman P4 s najve¢om koncentracijom dodanih usitnjenih Cestica Ciste MP 1 tretman M4 s
najvec¢om koncentracijom dodanih usitnjenih cestica MP oneciS¢ene smjesom teskih metala,
uzrokovali su statisticki znaCajan porast sadrzaja Cu u tretiranim biljkama u odnosu na

kontrolne biljke (Slika 5).

Ostali tretmani nisu uzrokovali statisticki znac¢ajne promjene sadrzaja bakra u biljkama.
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Slika 5. Sadrzaj Cu (mg/kg) u barskoj le¢i nakon 7 dana rasta na hranjivim podlogama po
Steinbergu (K) te hranjivim podlogama s dodatkom usitnjenih cestica liS¢a u najviSoj
koncentraciji (L4), s dodatkom usitnjenih Cestica ¢iste MP 1 gume (P4) te usitnjenih ¢estica MP
1 gume onecis¢enih teSkim metalima (M1-M4). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 3
replike + standardna devijacija. Stupci oznaceni razliCitim slovima statisticki se znacajno

razlikuju (p< 0,05).

4.3.2. Olovo

Neovisno o tretmanu, sadrzaj Pb u biljkama barske le¢e bio je ispod granice detekcije koriStene

metode (ICP-AES).

4.3.3. Cink
Neovisno o tretmanu u biljkama barske le¢e nisu zabiljeZene statisticki znacajne promjene u

sadrzaju Zn niti pri jednoj istraZzenoj koncentraciji u odnosu na kontrolu.

Iako nije bio statisti¢ki znacajno povecan u usporedbi s kontrolom, lagani porast sadrzaja Zn

primijecen je u tretmanu P4 i u gotovo svim tretmanima M (Slika 6).
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Slika 6. Sadrzaj Zn (mg/kg) u barskoj le¢i nakon 7 dana rasta na hranjivim podlogama po
Steinbergu (K) te hranjivim podlogama s dodatkom usitnjenih Cestica liS¢a u najvisoj
koncentraciji (L4), s dodatkom usitnjenih Cestica ¢iste MP i gume (P4) te usitnjenih Cestica MP
1 gume onecis¢enih teskim metalima (M1-M4). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 3
replike = standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima statistiCcki se znacajno

razlikuju (p< 0,05).

4.3.4. Kalcij
U tretmanu M4 s najve¢om koncentracijom cestica MP i gume onecisS¢ene smjesom teskih

metala zabiljezen je statisti¢ki znacajan porast sadrzaja Ca, dok se kod ostalih tretmana sadrzaj

Ca nije znacajno mijenjao u odnosu na kontrolu (Slika 7).
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Slika 7. Sadrzaj Ca (mg/kg) u barskoj le¢i nakon 7 dana rasta na hranjivim podlogama po
Steinbergu (K) te hranjivim podlogama s dodatkom usitnjenih cestica liS¢a u najviSoj
koncentraciji (L4), s dodatkom usitnjenih Cestica Ciste MP i gume (P4) te usitnjenih Cestica MP
i gume oneciS¢enih teskim metalima (M1-M4). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 3
replike + standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima statisticki se znacajno
razlikuju (p< 0,05).

4.3.5. Zeljezo

Neovisno o tretmanu, u biljkama barske lece nisu zabiljeZene statisticki znacajne promjene u

sadrzaju Fe niti pri jednoj istrazenoj koncentraciji u odnosu na kontrolnu skupinu.

Primijeceno je povecanje sadrzaja Fe u biljkama tretiranim Cesticama MP i gume oneciS¢ene

teskim metalima, ali ono nije bilo statisticki znac¢ajno (Slika 8).
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Slika 8. Sadrzaj Fe (mg/kg) u barskoj le¢i nakon 7 dana rasta na hranjivim podlogama po
Steinbergu (K) te hranjivim podlogama s dodatkom usitnjenih cestica liS¢a u najviSoj
koncentraciji (L4), s dodatkom usitnjenih Cestica Ciste MP i gume (P4) te usitnjenih cestica MP
i gume oneciS¢enih teskim metalima (M1-M4). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 3
replike + standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima statisticki se znacajno

razlikuju (p< 0,05).

4.3.6. Magnezij
U odnosu na kontrolu, statisticki znacajan porast sadrzaja Mg u biljkama barske lece zabiljezen
je u biljaka tretiranih najve¢om koncentracijom Cestica MP 1 gume oneciS¢ene teSkim metalima

(M4), dok ostali tretmani nisu uzrokovali statisticki znacajne promjene u sadrzaju magnezija

(Slika 9).
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Slika 9. Sadrzaj Mg (mg/kg) u barskoj le¢i nakon 7 dana rasta na hranjivim podlogama po
Steinbergu (K) te hranjivim podlogama s dodatkom usitnjenih cestica liS¢a u najviSoj
koncentraciji (L4), s dodatkom usitnjenih Cestica Ciste MP i gume (P4) te usitnjenih Cestica MP
i gume oneciS¢enih teskim metalima (M1-M4). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 3
replike + standardna devijacija.Stupci oznaceni razliCitim slovima statisti¢ki se znacajno

razlikuju (p< 0,05).

4.4. Lemna — test ISO 20079 — stopa rasta

Na Slici 10. prikazana je stopa rasta biljaka barske le¢e izrazena putem dva parametra (broja
listica biljke te mase svjeze tvari) nakon sedam dana izlaganja biljaka svim prethodno

spomenutim tretmanima.

Neovisno o parametrima i tretmanima, stopa rasta barske le¢e u odnosu na kontrolnu skupinu

se ne razlikuje statisticki znac¢ajno.
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Slika 10. Stopa rasta izraZzena prema broju listica (GRN) i1 masi svjeze tvari (GRm) u barskoj
le¢i nakon 7 dana rasta na hranjivim podlogama po Steinbergu sa i bez usitnjenih Cestica lis¢a
(L1-L4), Cestica Ciste MP 1 gume (P1-P4) te Cestica MP i gume oneciS¢ene teskim metalima
(M1-M4). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 3 replike + standardna devijacija.
Stupci oznaceni razlicitim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p< 0,05).

4.5. Sadrzaj fotosintetskih pigmenata

Na Slici 11. prikazana je koli¢ina klorofila @ mjerena u uzorcima barske le¢e nakon sedam dana
uzgoja na hranjivim podlogama po Steinbergu, kao i na podlogama koje su sadrzavale dodane
usitnjene Cestice liS¢a, Cestice Ciste MP 1 gume te Cestice MP i gume oneciS¢ene teskim

metalima.

Svi tretmani, osim tretmana M2, pokazuju statisticki znacajan porast koli¢ine klorofila a u

odnosu na kontrolu.
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Slika 11. Sadrzaj klorofila a (mg/g suhe tvari) u barskoj le¢i nakon 7 dana rasta na hranjivim
podlogama po Steinbergu sa i bez usitnjenih Cestica lis¢a (L1-L4), Cestica Ciste MP i gume (P1-
P4) te Cestica MP i gume oneciS¢ene teskim metalima (M1-M4). Rezultati su prikazani kao
srednje vrijednosti 3 replike + standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima
medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p< 0,05).

Na Slici 12. prikazana je koli¢ina klorofila b mjerena u uzorcima barske lec¢e nakon sedam dana
uzgoja barske le¢e na hranjivoj podlozi po Steinbergu, kao i na hranjivim podlogama u koje su

dodane usitnjene Cestice lis¢a, Cestice Ciste MP 1 gume te Cestice MP 1 gume oneciS¢ene teSkim

metalima.

Kao i kod klorofila a, svi tretmani osim tretmana M2, pokazuju statisticki znaCajan porast

koli¢ine klorofila b u odnosu na kontrolu.
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Slika 12. Sadrzaj klorofila & (mg/g suhe tvari) u barskoj le¢i nakon 7 dana rasta na hranjivim
podlogama po Steinbergu sa i bez usitnjenih Cestica lis¢a (L1-L4), Cestica Ciste MP i gume (P1-
P4) te Cestica MP 1 gume oneciS¢ene teskim metalima (M1-M4). Rezultati su prikazani kao
srednje vrijednosti 3 replike + standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima
medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p< 0,05).

Na Slici 13. prikazana je koli¢ina ukupnih karotenoida mjerena u barskoj le¢i nakon sedam
dana izlaganja barske le¢e hranjivim podlogama po Steinbergu sa i bez dodatka usitnjenih

Cestica liS¢a, Cestica Ciste MP i gume te Cestica MP i gume oneciS¢ene teSkim metalima.

Sadrzaj karotenoida u barskoj le¢i izlozenoj tretmanima P1, M2 i M3 ne razlikuje se statisticki

znacajno od kontrole.

Koli¢ina ukupnih karotenoida kod ostalih tretmana je statisticki znacajno povecana u odnosu

na kontrolu.
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Slika 13. Sadrzaj ukupnih karotenoida (mg/g suhe tvari) u barskoj le¢i nakon 7 dana rasta na
hranjivim podlogama po Steinbergu sa i bez usitnjenih Cestica lis¢a (L1-L4), Cestica Ciste MP 1
gume (P1-P4) te Cestica MP i gume oneciS¢ene teskim metalima (M1-M4). Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti 3 replike + standardna devijacija. Stupci oznaceni razlicitim
slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p< 0,05).
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4.6. Sadrzaj topivih proteina
Na Slici 14. je prikazana koli¢ina ukupnih topivih proteina izmjerena u barskoj le¢i nakon
sedam dana uzgoja na hranjivim podlogama po Steinbergu sa i bez dodatka usitnjenih Cestica

lis¢a, Cestica Ciste MP 1 gume te Cestica MP 1 gume oneciS¢ene teskim metalima.

Dodatak analiziranih Cestica nije znacajno utjecao na sadrzaj topivih proteina osim u tretmanu

M1 gdje je uocen znacajan porast sadrzaja proteina (26% u odnosu na kontrolnu skupinu).
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Slika 14. Sadrzaj topivih proteina (mg/g suhe tvari) u barskoj le¢i nakon 7 dana rasta na
hranjivim podlogama po Steinbergu sa 1 bez usitnjenih Cestica lis¢a (L1-L4), Cestica ¢iste MP 1
gume (P1-P4) te Cestica MP 1 gume oneciS¢ene teSkim metalima (M1-M4). Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti 3 replike & standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim
slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p< 0,05).
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4.7. Aktivnost antioksidacijskih enzima

Aktivnost enzima superoksid dismutaze mjerene u barskoj le¢i nakon sedam dana uzgoja na
hranjivim podlogama po Steinbergu sa i bez dodatka usitnjenih Cestica lis¢a, ¢estica Ciste MP i

gume te ¢estica MP i gume oneciS¢ene teSkim metalima, prikazana je na Slici 15.

Pri tretmanima P1, P2 i M4 zabiljezen je statisticki znacajan porast aktivnosti SOD u odnosu

na kontrolu, dok ostali tretmani nisu znacajno utjecali na aktivnost tog enzima.
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Slika 15. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD, U/mg proteina) mjerena u barskoj le¢i nakon
7 dana rasta na hranjivim podlogama po Steinbergu sa i bez usitnjenih Cestica liS¢a (L1-L4),
Cestica Ciste MP 1 gume (P1-P4) te Cestica MP 1 gume onecis¢ene teSkim metalima (M1-M4).
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 3 replike = standardna devijacija. Stupci oznaceni
razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p< 0,05).

Aktivnost katalaze mjerene u barskoj le¢i nakon sedam dana izlaganja barske le¢e hranjivim
podlogama po Steinbergu sa i bez dodatka usitnjenih Cestica liS¢a, Cestica ¢iste MP 1 gume te

cestica MP 1 gume onecis¢ene teskim metalima, prikazana je na Slici 16.

Statisticki znacajno povecanje aktivnosti enzima KAT pokazao je tretman P2 (29% u odnosu

na kontrolu), dok ostali tretmani nisu pokazali znacajan u¢inak na aktivnost tog enzima.
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Slika 16. Aktivnost katalaze (KAT, U/mg proteina) mjerena u barskoj le¢i nakon 7 dana rasta
na hranjivim podlogama po Steinbergu sa 1 bez usitnjenih Cestica lis¢a (L1-L4), Cestica Ciste
MP i gume (P1-P4) te Cestica MP i1 gume oneciS¢ene teskim metalima (M1-M4). Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti 3 replike & standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim
slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p< 0,05).

Na Slici 17. prikazana je aktivnost gvajakol peroksidaze mjerene u barskoj le¢i nakon sedam
dana izlaganja hranjivim podlogama po Steinbergu sa 1 bez dodatka usitnjenih Cestica lis¢a,

Cestica Ciste MP i gume te Cestica MP 1 gume oneciS¢ene teSkim metalima.

Nakon izlaganja barske le¢e spomenutim tretmanima, statisticki znacajan porast GPOD u toj
biljci uzrokovale su viSe koncentracije tretmana L (37-61% u odnosu na kontrolu), najniza
koncentracija tretmana P (56% u odnosu na kontrolu) i najvisa koncentracija tretmana M (39%

u odnosu na kontrolu).

NajviSe koncentracije tretmana P uzrokovale su statisticki znacajnu inhibiciju GPOD

(smanjenje 35-57% u odnosu na kontrolu) u usporedbi s kontrolom i ve¢inom ostalih tretmana.
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Slika 17. Aktivnost gvajakol peroksidaze (GPOD, U/ mg proteina) mjerena u barskoj le¢i nakon
7 dana rasta na hranjivim podlogama po Steinbergu sa i bez usitnjenih Cestica lis¢a (L1-L4),
Cestica Ciste MP i gume (P1-P4) te Cestica MP i gume oneciS¢ene teSkim metalima (M1-
M4).Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 3 replike + standardna devijacija. Stupci
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p< 0,05).

Na Slici 18. prikazana je aktivnost askorbat peroksidaze mjerene u barskoj le¢i nakon sedam
dana uzgoja na hranjivim podlogama po Steinbergu sa i bez dodatka usitnjenih Cestica lis¢a,

Cestica Ciste MP i gume te Cestica MP 1 gume oneciS¢ene teSkim metalima.

Nakon izlaganja barske leCe spomenutim tretmanima, zabiljezene su statisticki znacajne
promjene u aktivnosti APOD pri viS§im koncentracijama tretmana M u odnosu na kontrolu i

ostale tretmane.

Najveci porast tog enzima od 53% u odnosu na kontrolu uzrokovao je tretman M3 u odnosu na

kontrolu.
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Slika 18. Aktivnost askorbat peroksidaze (APOD, U/ mg proteina) mjerena u barskoj le¢i nakon
7 dana rasta na hranjivim podlogama po Steinbergu sa i bez usitnjenih Cestica lis¢a (L1-L4),
Cestica Ciste MP 1 gume (P1-P4) te Cestica MP 1 gume oneciS¢ene teskim metalima (M1-M4).
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 3 replike & standardna devijacija. Stupci oznaceni
razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p< 0,05).

Slika 19. prikazuje aktivnost glutation-S-transferaze (GST) mjerene u barskoj le¢i nakon sedam
dana izlaganja hranjivim podlogama po Steinbergu sa i bez dodatka usitnjenih Cestica lis¢a,

Cestica Ciste MP i gume te Cestica MP 1 gume oneciS¢ene teSkim metalima.

Pri svim tretmanima s ¢istom MP 1 gumom te tretmanu s najve¢om koncentracijom lis¢a (L4),

zabiljezen je statisticki znaCajan porast aktivnosti GST u odnosu na kontrolu.

Gotovo dva i pol puta veca aktivnost tog enzima u odnosu na kontrolu zabiljeZena je pri najvisoj

koncentraciji s ¢istom mikroplastikom i gumom P4.
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Slika 19. Aktivnost glutation-S-transferaze (GST, U/mg proteina) mjerena u barskoj le¢i nakon
7 dana rasta na hranjivim podlogama po Steinbergu sa i bez usitnjenih Cestica lis¢a (L1-L4),
Cestica Ciste MP 1 gume (P1-P4) te Cestica MP 1 gume oneciS¢ene teskim metalima (M1-M4).
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 3 replike + standardna devijacija. Stupci oznaceni
razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p< 0,05).

4.8. Sadrzaj karbonila

Sadrzaj ukupnih karbonila izmjerenih u barskoj le¢i nakon sedam dana izlaganja hranjivim
podlogama po Steinbergu sa i bez dodatka usitnjenih Cestica li¢a, Cestica ¢iste MP 1 gume te

cestica MP 1 gume onecis¢ene teskim metalima prikazan je na Slici 20.

Nakon izlaganja barske le¢e spomenutim tretmanima, nijedan tretman nije uzrokovao statisticki

znacajne promjene sadrzaja karbonila u odnosu na kontrolu.
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Slika 20. Sadrzaj karbonila (nmol/mg proteina) u barskoj le¢i nakon 7 dana rasta na hranjivim
podlogama po Steinbergu sa i bez usitnjenih Cestica lis¢a (L1-L4), Cestica Ciste MP i gume (P1-
P4) te Cestica MP i gume oneciS¢ene teskim metalima (M1-M4). Rezultati su prikazani kao
srednje vrijednosti 3 replike + standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima
medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p< 0,05).

4.9. Sadrzaj malondialdehida

Sadrzaj malondialdehida izmjeren u barskoj le¢i nakon sedam dana izlaganja hranjivim
podlogama po Steinbergu sa i bez dodatka usitnjenih Cestica li§¢a, Cestica Ciste MP i gume te

cestica MP 1 gume onecis¢ene teskim metalima prikazan je na Slici 21.

Tretmani M1 i M3 pokazuju povecan stupanj lipidne peroksidacije (porast MDA 31-36% u

odnosu na kontrolu); sadrzaj MDA pri ostalim tretmanima bio je sliCan kontrolnim

vrijednostima.
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Slika 21. Sadrzaj malondialdehida (MDA, nmol/g suhe tvari) u barskoj le¢i nakon 7 dana rasta
na hranjivim podlogama po Steinbergu sa i bez usitnjenih Cestica lis¢a (L1-L4), Cestica Ciste
MP i gume (P1-P4) te Cestica MP i1 gume oneciS¢ene teskim metalima (M1-M4). Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti 3 replike + standardna devijacija. Stupci oznaceni razlicitim
slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p< 0,05).

46



5. Rasprava

Danas postoji samo nekoliko studija koje su usredotoene na proucavanje utjecaja plasticnih
Cestica na primarne proizvodace. Nedostatak istrazivanja vaskularnih biljaka rezultira velikom
prazninom u znanju o ucincima i posljedicama plasti¢nih Cestica na zdravlje ekosustava. Buduci
da vodene slatkovodne biljke pruzaju utoCiSte mnogim organizmima na viSim trofickim
razinama i sluze kao izvori hrane razli¢itim vrstama vodenih i kopnenih biljojeda, potrebno je
obratiti veliku pozornost na istraZivanje utjecaja Cestica plastike na vodene biljke, njihovu
interakciju s drugim onecis¢iva¢ima i potencijalni prijenos duz hranidbene mreze (Eerkes —
Medrano i sur., 2015). Vodene biljke, posebice plutaju¢i makrofiti, koriste se kao indikatorske
vrste za procjenu ekoloskog rizika razliCitih biotickih i abiotickih stresnih ¢imbenika (Yu i sur.,
2021). Rana i brza detekcija onecis¢enja u okolisu pomocu biljaka spreCava biomagnifikacijske

procese duz prehrambenih lanaca (Ceschin i sur. 2023).

U ovome radu istrazen je utjecaj Ciste MP (smjesa Cestica polietilena, polistirena, polipropilena
i gume) i MP oneciS¢ene smjesom teskih metala (bakar, olovo i cink) na stopu rasta barske lece
(Spirodela polyrhiza L.) te na pojedine fizioloSke 1 biokemijske pokazatelje oksidacijskog
stresa (sadrzaj fotosintetskih pigmenata, karbonila 1 malondialdehida te aktivnost
antioksidacijskih enzima) s ciljem procjenjivanja barske le¢e kao modelnog organizma

pogodnog za fitoremedijaciju.

Opsezna proizvodnja, potroSnja i neadekvatno zbrinjavanje plasti¢nog otpada, pridonijeli su
svrstavanju plastike u jedan od glavnih oneci$¢ivala danaSnjice. Zbog svoje ekonomske
isplativosti i Siroke primjene, plastika je postala neizostavan materijal u svakodnevnom zivotu.
Vec¢i komadi plastike se djelovanjem razli€itih fizickih i kemijskih procesa razgraduju na manje
Cestice plastike koje tada nazivamo mikroplastika (MP). Tako usitnjene 1 degradirane Cestice
MP kasnije stupaju u interakciju s razliCitim organskim i anorganskim onecis¢ivaima
adsorbirajuci ih 1 mijenjajuci tako njezina svojstva i ekotoksikoloski u¢inak. MP najc¢eS¢e na

sebe adsorbira teske metale 1 postupno ih otpusta u okoli$ (leaching) (Kalc¢ikova 1 sur. 2020)

Teski metali kao Sto su bakar, olovo, cink, ziva, nikal te mnogi drugi, pripadaju
bionerazgradivim elementima koji se ne mogu eliminirati iz okoli$a prirodnim procesima. Neki
od metala, poput cinka, bakra, nikla i zeljeza spadaju u skupinu mikronutrijenata. Oni se moraju
apsorbirati u malim koli¢inama jer su neophodni za normalan rast i razvoj biljaka u kojima
sluze kao kofaktori pojedinih enzima (Singh i sur., 2022). No, u suviSku i ti esencijalni metali

mogu djelovati negativno na biljku. Neesencijalni teski metali kao $to su kadmij, olovo i Ziva,
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nemaju korisna svojstva i1 Stetni su kada njihova koncentracija u biljci prijede grani¢ne
vrijednosti. Tada usporavaju rast i uzrokuju promjene u biokemijskim parametrima biljke (kao
Sto su smanjenje sadrzaja fotosintetskih pigmenata i proteina) te aktiviraju obrambene
mehanizme biljke (antioksidacijske enzime) s ciljem ublazavanja oksidacijskog stresa kako bi
se sprijecila stanicna smrt (Singh i sur., 2022). Akumulacija i tolerancija biljaka na teske metale
razlikuje se od vrste do vrste. Akumulacija teSkih metala u biljke i njihov prijenos kroz

hranidbeni lanac moze dovesti do ozbiljnih ekoloskih i zdravstvenih problema.

U testovima toksi¢nosti, kao Sto je Lemna - test, jedan od najCesc¢e koristenih parametara je
stopa rasta biljaka. U ovome radu rast biljaka sam procijenila na temelju promjene broja listova
1 mase svjeze tvari nakon 7 dana izlaganja barske le¢e testnim hranjivim podlogama. Rozman i
sur. (2022) istrazili su utjecaj kratkotrajne (7 dana) i dugotrajne (12 tjedana) izlozenosti vodene
le¢e Lemna minor polietilenskim Cesticama. Rezultati su pokazali da ni kratkotrajna ni
dugotrajna izlozenost polietilenskim Cesticama nisu utjecale na koli¢inu ukupnih fotosintetskih
pigmenata i specifi¢nu stopu rasta vodene le¢e Lemna minor bez obzira na koncentraciju Cestica
polietilena. Njihovi rezultati su u skladu s rezultatima koje sam dobila na barskoj le¢i Spirodela
polyrhiza kod koje nakon 7 dana izloZenosti smjesi Cestica MP nije uo€en ucinak na stopu rasta
biljaka, dok je sadrzaj fotosintetskih pigmenata u barskoj le¢i kod vecine istrazivanih tretmana
bio statisticki znacajno povecan u odnosu na kontrolu. Vrste roda Lemna veoma su prilagodljive
razli¢itim zagadiva¢ima i promjenama u okoliSu, 1 kao takve toleriraju visoke koncentracije
onecis¢ivaca zbog Cega ih se smatra idealnim modelom makrofita za fitoremedijaciju. U svojem
radu Rozman i1 Kalcikova (2022) istrazivali su ucinak i prijanjanje tri vrste mikroplastike
(polietilenskih mikrozrnaca, Cestice usitnjene gume i vlakna polietilen-tetraftalata) i dvije vrste
prirodnih Cestica (Cestice piljevine kore drveta 1 vlakna celuloze) na Lemnu minor. Rezultati su
pokazali da vlakna celuloze 1 prirodne Cestice nisu utjecale na specifi¢nu stopu rasta, sadrzaj
fotosintetskih pigmenata i duljinu korijena vodene le¢e, dok je uoceno znacajno smanjenje
sadrzaja fotosintetskih pigmenata kao i promjena morfologije biljaka izloZzenim mikrozrncima
polietilena i Cesticama istroSene gume. Smanjenje sadrzaja fotosintetskih pigmenata i promjena
u morfologiji listova vodene lefe upucuju na oStecenje fotosintetskog aparata. Analiza
adsorbiranih Cestica pokazala je najveci udio Cestica polietilenskih mikrozrnaca (od svih vrsta
mikroplastike i prirodnih ¢estica ). Budu¢i da je ve¢ina MP u slatkim vodama upravo polietilen,
koristenje vodene lece za biomonitoring moze pruziti vazne informacije o oneciS¢enju slatkih
voda MP. Takoder, Rozman i sur. (2022) naglasili su da oblik ¢estica MP predstavlja veliku

vaznost prilikom njihove adsorpcije i daljnjeg prijenosa niz hranidbeni lanac. Usporedujuci
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cestice MP kuglastog oblika s ¢esticama MP nepravilnih oblika (u obliku fragmenta ili vlakna),
Cestice kuglastog oblika su bile u puno manjoj mjeri adsorbirane na listove i1 korijenje biljaka
te su imale malen ili nikakv utjecaj na organizme, za razliku od ¢estica nepravilnog oblika. Ovi
rezultati se poklapaju i1 s rezultatima mojeg istraZzivanja gdje su cCestice polipropilena
nepravilnog oblika bolje i u ve€oj mjeri adsorbirale na listice ili korijen barske lece za razliku

od Cestica polietilena koje su okruglog oblika.

Mikroplastika niske gustoce kao Sto su Cestice od polistirena, polietilena i polipropilena,
uglavnom je rasporedena u gornjim slojevima sporoteku¢ih voda. Mikroplastika se cesto
susre¢e sa slobodno plutajuéim vodenim biljkama koje imaju korijenje i donju povrSinu
vegetativnog tijela u izravnom kontaktu s vodom. Terenska istrazivanja pokazala su kako neke
vrste vodenih le¢a iz roda Lemna zadrzavaju i fitostabiliziraju veliku koli¢inu plutaju¢ih
zagadivaca. Ceschin 1 sur. (2023) objasnjavaju fenomen adsorpcije plastiénog materijala od
strane makrofita stvaranjem elektrostatskih sila izmedu celuloznih sastojaka biljnih stanica 1
MP. Takoder, povrSinska morfologija moZze igrati vaznu ulogu u interakciji MP 1 biljaka: §to je
slozenija struktura biljke na povrsini, to viSe moze vezati i zarobiti mikroplastiku uz svoje tkivo.
Isto tako, ako je perifitonski sloj (npr. sastavljen od mikroalgi) prisutan na povrSini biljaka,

stvara vecu viskoznost koja povecava zadrzavanje ¢estica MP na povrsSini.

Obzirom na vaznu ulogu vodenih makrofita u ekosustavima kao izvor hrane za niz organizama
koji se nalaze na viSim trofickim razinama hranidbenog lanca, adsorpcija plasti¢nih Cestica na
korijenje vodenih biljaka moze rezultirati prijenosom plastinih Cestica na razliCite vrste
biljojeda unutar ekosustava. U istrazivanju koje su proveli Dovidat i sur. (2019) pokazali su da
izloZzenost barske le¢e nano- 1 mikroplastici ne utjeCe znacajno na rast biljaka i proizvodnju
klorofila, ali su rezultati mikroskopije pokazali adsorpciju Cestica plastike (osobito sitnijih

Cestica — Cestica nanoplastike) na vanjskim rubovima listi¢a biljke, osobito na korijenju.

U svojem istrazivanju Ozfidan-Konakci 1 sur. (2023) istrazili su uc¢inak ¢istih polistirenskih
Cestica kao 1 polistirenskih Cestica tretiranih arsenom u trajanju od 7 dana. Rezultati su pokazali
da u biljkama tretiranim ¢istim polistirenskim ¢esticama dolazi do smanjenja udjela pojedinih
mikro- 1 makroelemenata, medu kojima su kalcij, magnezij, cink, bakar, kalij, fosfor i mangan,
dok je u biljaka tretiranih oneciS¢enim Cesticama polistirena doslo do povecanja sadrzaja kalcija
1 magnezija. U mojem istrazivanju najviSe koncentracije Ciste MP izazvale su statisticki
znaCajan porast sadrzaja bakra u barskoj le¢i, dok je u biljkama tretiranim najviSim
koncentracijama MP oneciS¢ene smjesom teskih metala primjeceno statisticki znacajno
nakupljanje Cu, Ca i Mg. Biljke koje su bile izlozene cCesticama MP onecis¢enih teSkim
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metalima uzrokovali su blagi porast sadrzaja Zeljeza i1 cinka, no taj porast nije bio statisticki
znacajan.

Vodene i mocvarne biljke mogu se koristiti u fitoremedijaciji one¢is¢enih voda. Medu vodenim
biljnim vrstama, biljke iz porodice Lemnaceae isticu se kao biljke s povecanim kapacitetom
remedijacije organskih tvari 1 teskih metala zbog svoje visoke tolerancije na spomenute
zagadivace. Jednostavna grada, mala veliCina i brzi rast ¢ine ovu porodicu biljaka pogodnom
za istrazivanje toksi¢nosti razli¢itih kemikalija 1 otpadnih voda. Dobro je poznato da bioticki i
abioticki stresni ¢imbenici ne uzrokuju samo oste¢enje redoks homeostaze u biljnoj stanici, veé
1 nakupljanje reaktivnih oblika kisika. ROS se proizvode kontinuirano kao produkti razlicitih
metaboli¢kih putova, koji su lokalizirani u razliitim stani¢nim odjeljcima kao §to su
kloroplasti, mitohondriji i peroksisomi, ali u uvjetima stresa ta se proizvodnja povecava. Ti
reaktivni oblici kisika se uklanjaju razli¢itim mehanizmima antioksidativne zastite (Uruc Parlak
1 Demirezen Yilmaz, 2012). Antioksidacijski sustavi su kompleksni i obuhvacaju razlicite
neenzimatske i enzimatske puteve koji su ukljuceni u proizvodnju antioksidansa ili uklanjanje
oksidansa poput ROS-ova (Arora, 2002).

Glavna uloga antioksidacijskih enzima u svim organizmima je uklanjanje ROS-ova i ostalih
Stetnih molekula iz organizama. Prisutnost organskih i anorganskih oneciS¢ivaca moze
uzrokovati smanjenje ili povecanje aktivnosti antioksidacijskih enzima, utjecati na stvaranje
ROS-ova te tako povecati stupanj oksidacijskog stresa. Oksidacijski stres nastaje kada
proizvodnja ROS-ova nije uskladena s njihovom neutralizacijom pomocu antioksidacijskih
molekula. RazliCite vrste biljaka razliito reagiraju na odredene vrste zagadivaca, primjerice
obicni luk A/lium cepa izlozen tretmanima s polistirenskim Cesticama pokazuje visoki stupanj
oksidacijskog oSte¢enja osobito pri visokim koncentracijama (Giorgetti i sur., 2020). Wang i
sur. (2022) izvijestili su o smanjenju sadrzaja fotosintetskih pigmenata u kukuruzu (Zea mays)
izloZzenom polistirenskim ¢esticama onecis¢enim kadmijem, dok je kod rize (Oryza sativa) koja
je podvrgnuta tretmanu kadmijem primjeceno povecanje aktivnosti antioksidacijskih enzima
(Zhou i sur., 2021).

Glavni antioksidacijski enzimi biljaka ukljucuju superoksid dismutazu, katalazu 1 peroksidaze,
od kojih je u biljaka posebice bitna askorbat peroksidaza, te glutation reduktaza. Zajednickim
djelovanjem navedenih enzima biljke ublaZzavaju i neutraliziraju Stetne posljedice djelovanja
ROS-ova (Rajput i sur., 2021). U ovome istrazivanju istrazila sam aktivnost pet razlicitih
antioksidacijskih enzima: SOD, KAT, GPOD, APOD i GST. U provedenom istrazivanju
primijetila sam da 1 Cista MP 1 MP tretirana smjesom teskih metala mijenjaju aktivnost

navedenih antioksidacijskih enzima. Aktivnost SOD bila je povecana u barskoj le¢i izlozenoj
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nizim koncentracijama c¢iste MP 1 gotovo svim koncentracijama MP oneciS¢ene teSkim
metalima. Obzirom da ovaj enzim razgraduje superoksidne ione (na vodikov peroksid i kisik),
dobiveni rezultat navodi na zakljuCak da obje vrste MP uzrokuju povecanu produkciju
superoksidnog iona u biljkama (Arora i sur., 2002).

Porast aktivnosti KAT primijeéen je kod tretmana s Cistom MP, iako statisticki znacajno
povecanje tog enzima je utvrdeno samo pri koncentraciji 100 cestica/L. Budu¢i da je uloga
katalaze razgradnja vodikovog peroksida (Davies, 2000), povecanje aktivnosti katalaze je
ocekivana posljedica povecane aktivnosti SOD-a koja superoksidni ion disproporcionira u
vodikov peroksid.

Budu¢i da GPOD ima ve¢i afinitet prema vodikovom peroksidu od KAT, ima vaznu ulogu pri
uklanjanju reaktivnih oblika kisika u stanici (Gill i Tuteja, 2010). Najniza koncentracija Ciste
MP je uzrokovala znacajno povecanje GPOD, a viSe koncentracije Ciste MP uzrokovale su
statisticki znacajnu inhibiciju aktivnosti tog enzima. S druge strane, aktivnost APOD se nije
znacajno promijenila u odnosu na kontrolne biljke. Uruc Parlak i Demirezen Yilmaz (2012)
istrazili su ucinak razli¢itih koncentracija Zn na rast i nakupljanje Zn u L.gibba, L. minor 1 S.
polyrhiza, kao i ucinke na peroksidaciju lipida i aktivnost antioksidacijskih enzima (SOD, KAT,
APOD 1 GPOD). Aktivnost KAT se povecavala s povecanjem koncentracije Zn u sve tri vrste
biljaka, ali je najviSa koncentracija Zn uzrokovala inhibiciju aktivnosti tog enzima.
Pretpostavka je da prekomjerna proizvodnja ROS uzrokovana teskim metalima moze
inaktivirati KAT inaktivacijom enzimski vezane hem skupine u peroksisomima stanice.
Aktivnosti GPOD 1 APOD su se takoder povecale izlaganjem biljke sve ve¢im koncentracijama
Zn. Peroksidaze su povezane s oksidativnim reakcijama koje odgovaraju povecanju peroksida
i slobodnih radikala u biljnim stanicama zbog metalnog stresa. Hiperaktivnost peroksidaza pod
Zn stresom, ukazala je na njezinu ulogu u stalnoj detoksikaciji vodikovog peroksida.

Yang i1 sur. (2023) pokusali su utvrditi kako kombinacija dvaju zagadivaca, kadmija 1
polietilenskih Cestica, utjeCe na stopu rasta, sadrzaj fotosintetskih pigmenata i aktivnost
antioksidacijskih enzima u vodenoj le¢i Lemna minor. Rezultati su pokazali da razlicite
koncentracije polietilenskih Cestica onecis¢enih kadmijem u razli€itim stupnjevima inhibiraju
brzinu rasta i sadrzaj klorofila u vodenoj le¢i. Aktivnost katalaze, peroksidaze 1 superoksid
dismutaze povecala se proporcionalno s povecanjem koncentracije ova dva zagadivaca.
Koli¢ina MDA rasla je s razli¢itim koncentracijama zagadivaca, a najvece koli¢ine izmjerene
su pri najve¢im dodanim koncentracijama kadmija u mediju.

Karbonilacija proteina smatra se jednim od glavnih pokazatelja oksidacije proteina. Osim

superoksidnog iona, hidroksilni ion, koji moze nastati od superoksidnog iona, i singletni kisik
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mogu izazvati oksidacijske promjene proteina (Dalle-Donne 2003). Rezultati mojeg rada nisu
pokazali znacajnije promjene u sadrZaju i oStecenju topivih proteina. U istrazivanju Uruc Parlak
i1 Demirezen Yilmaz (2012), sadrzaj ukupnih topivih proteina u nekoliko vrsta vodenih le¢a
(Lemna gibba, Lemna minor 1 Spirodela polyrhiza) 1zlozenih razli¢itim koncentracijama cinka,
mijenjao se s povecanjem koncentracije cinka u biljkama. Pri najve¢oj koncentraciji cinka
uoceno je smanjenje udjela proteina $to moze biti posljedica povecane aktivnosti proteaze ili
nekog drugog katabolitickog enzima koji se aktiviraju u prisustvu teskih metala. U svojem radu
izmjerila sam sadrzaj proteinskih karbonila u uzorcima barske le¢e kako bih utvrdila je li doslo
do oStecenja proteina kod pojedinih tretmana. U mojem istrazivanju sadrzaj karbonila u
istraZzenim tretmanima nije se znacajno promijenio u odnosu na kontrolu. Iako statisticki nije
znaajan, primjeen je porast sadrzaja proteinskih karbonila kod najviSih ispitivanih
koncentracija s Cistom MP te cestica MP oneciS€enih teSkim metalima. Prekomjerno
nakupljanje ROS-a u stanicama u konacnici rezultira oste¢enjem pojedinih dijelova stanice 1
njihovom oksidacijom, a jedan od glavnih pokazatelja oksidacijskog stresa je lipidna
peroksidacija. Koliki je stupanj oStecenja nastao lipidnom peroksidacijom odredila sam mjereci
sadrzaj MDA. Znacajan porast sadrzaja MDA u barskoj le¢i izlozenoj Cesticama MP
onecis¢enim teSkim metalima (M1 1 M3) u odnosu na kontrolu, mogao bi biti posljedica
toksicnog djelovanja nakupljenih metala, poglavito bakra. U radu Uruc Parlak i Demirezen
Yilmaz (2012) uoceno je linearno poveéanje sadrzaja MDA s povecanjem koncentracije Zn u
sve tri vrste vodenih le¢a. Budu¢i da je MDA proizvod razgradnje polinezasi¢enih masnih
kiselina biomembrana, njegovo povecanje pokazuje da su biljke izlozene snaznijem
oksidacijskom stresu.

Yu i sur. (2021) proveli su eksperiment kojim su istrazili ekotoksi¢nost polistirenske MP i
glifosata, posebno njihov kombinirani ucinak, na vaskularnu plutaju¢u biljku Salvinia
cucullata. Glifosat je znacajno smanjio stopu rasta, fotosintetski kapacitet 1 aktivnost korijena
biljke. Takoder su primijetili da je MP znacajno smanjila aktivnost korijena S. cucullata zbog
tendencije MP da se adsorbira i akumulira u korijenu §to posljedi¢no dovodi do mehanickog
oStecenja korijenskog sustava. lako ¢ista MP nije utjecala na razine fotosintetskih pigmenata,
izlaganje biljaka kombiniranom djelovanju MP i glifosata izazvalo je prekomjerno nakupljanje
ROS-ova 1 aktiviralo antioksidacijske obrambene sustave povecanjem aktivnosti
antioksidacijskih enzima. Znacajno su se povecale razine SOD, APOD i KAT ispoljavajuci
sinergisticke zastitne u¢inke u odrzavanju stabilnosti stanica i rasta biljaka.

Song i sur. (2023) proveli su pilot istrazivanje o mogucem fitotoksicnom ucinku fluorescentne

polistirenske MP na slobodno plutaju¢im vodenim biljkama Spirodela polyrhiza, Salvinia
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natans 1 Phragmites australis, koristeci pri tome lasersku spektorofotometriju. Istrazivanje je
pokazalo da sve vodene biljke adsorbiraju Cestice fluorescentne polistirenske MP. S. polyrhiza
pokazala je znacajno smanjenu biomasu nakon 3 tjedna izlaganju ¢esticama MP, §to se pripisuje
moguc¢em smanjenju aseksualne reprodukcije biljke, dok S. natans nije pokazala nikakve
razlike u biomasi. Smanjenje nadzemne biomase kod P. australis izazvano adsorpcijom cestica
MP pripisuje se suzenju ili zacepljenju sustava cjevcica korijena biljke, koje su mogle ometati
unos 1 translokaciju hranjivih tvari. Unato¢ inhibiciji rasta biljaka, sadrzaj klorofila nije se
razlikovao medu tretmanima, stoga se fitotoksicnost Cestica MP prvenstveno ocituje kao
inhibicija rasta bez ubijanja biljaka. Ovo istrazivanje je dobar dokaz da je akumulacija Cestica
MP razlicita i specifi¢na kod pojedinih vodenih biljaka i da vjerojatno uzrokuje razlicite

rezultate toksi¢nsoti.
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6. Zakljucak

Temeljem provedenih analiza utvrdeno je da moze do¢i do otpusStanja metala s povrSine Cestica
MP u hranjivu podlogu $to je rezultiralo zna¢ajnim nakupljanjem Cu u barskoj le¢i Spirodela

polyrhiza L..

Od svih cestica MP, Cestice PP su se najcesce adosrbirale na listi¢e barske lece, no adsorpcija

cestica MP utvrdena je samo pri najvisSim primijenjenim koncentracijama MP.

MP u primijenjenim koncentracijama (bilo Cista ili oneciS¢ena teskim metalima) nije izazvala
promjene u rastu barske le¢e Spirodela polyrhiza L., a nije uzrokovala ni smanjenje sadrzaja

fotosintetskih pigmenata.

Analize utjecaja razli¢itih koncentracija Ciste MP 1 MP tretirane smjesom teSkih metala na
pojavu oksidacijskog stresa, pruzaju uvid u kompleksne biokemijske promjene koje se
dogadaju u stanicama barske le¢e Spirodela polyrhiza L.. Varijabilni odgovor antioksidacijskih
enzima sugeriraju da Cista MP kao i MP oneciS¢ena teSkim metalima narusavaju redoks
ravnotezu u stanicama barske le¢e. No, nepromijenjen sadrzaj karbonila te tek blagi porast
lipidne peroksidacije potvrduju ucinkovitost antioksidacijskog sustava, izostanak jaceg

oksidacijskog stresa i posljedi¢nog oste¢enja vaznih biomolekula u istrazenoj vrsti.

Zakljucno, barska lec¢a je pogodna vodena biljka za fitoremedijaciju ¢estica MP.
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