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Forord

De fleste medlemmer av offentligheten er klar over eller har sett konsekvensene av
forurensning i det marine miljg. For eksempel har en strand dekket i sgppel blitt et kjent
syn verden over. En slik mengde av marin forsgpling har blitt beskrevet som uakseptabelt,
ogsa langs norske kysten. Mye av denne forsgplingen er i form av plast.

Med et globalt bruk og en gkende produksjon av plast siden masseproduksjonen startet i
1930, er vi na i ferd med a na et tall pa 300 millioner tonn arlig i produksjon. Starre
plastbiter blir over tid brutt ned til sveert sma partikler, sakalt “mikroplastikk™. Disse er

svaert vanskelig a fa gye pa i det marine miljg.

Mikropartiklene forurenser det marine miljg ved at de tar opp miljggifter som PCB
(poliklorerte bifenyler) og DDT (klorerte hydrokarboner) fra havet. Falgene av dette
pavikrer det marine dyreliv. PCB ble forbudt pa 80-tallet, men er fortsatt a finne i en del
gamle materialer og produkter, samt har mange alvorlige effekter pa helse — og milja.
DDT er et type plantevernmiddel som lett oppkonsentreres i naeringskjeden og har stor
global utbredelse, produktet ble forbudt pa starten av 70-tallet.

| vart forsknings har vi sett pa en type zooplankton kalt hoppekreps. En en av verdens
starste biomasser som befinner seg nederst i naeringskjeden. Dette er en mikroorganisme
og kan veere vanskelig a observere med det blotte gye. Hensikten med prosjektet er a
undersgke om arten Acartia tonsa tar til seg mikroplast partikler. Derav dokumentere
retensjonstid og starrelse samt undersgke om kobber frigjares i hoppekrepsen.

Kobber blir ansett som en stor kilde miljggift i havet og vil i dette forsgket veere bundet til
mikroplast partikler. Vi ser pa A. tonsa som en sveert nyttig organisme a bruke i var
forskning. | og med at den er bade alt-spisende, samt en filtrerende organisme. Dette kan

gi gode resultater pa estimert pavirkning av mikroplastikk i det marine miljget.

Mikroplast over 1 um i diameter, seerlig polystyren (PS) kuler, har tidligere veert anvendt i
studier vedrgrende opptak og foéring av hoppekreps (P. K. Lindeque 2013). Med grunnlag
for at polystyrenkuler kan produseres, for & imitere forpartiklene hoppekrepsen finner i sitt

naturlige habitat. Plastpartikler er i dette forsgket er pulverlakk av typen «Jotun Facade



2489 (E009)». Kobber stammer fra standard kobberholdig bunnstoff anskaffet hos en

vanlig kommersiell aktar.

En plastflaske vil i lgpet av flere hundre ar brytes ned til mikropartikler og synke mot
havbunnen, pa vei ned kan partiklene tiltrekke seg toksiner og andre miljggifter, blant
annet kobber, dette brukes ofte som bunnstoff pa skip eller antigromiddel i akvakultur. Nar
disse komplekse fragmentene nar havbunnen vil filterspisere og bunndyr forveksle disse
med alger som de vanligvis livnarer seg pa. Organismer som hoppekreps vil innta
partiklene, og etter en viss tid vil partiklene drive ut av hoppekrepsen. Faren her er at
tungmetall som kobber kan lekke og bli igjen i kroppen.

Dette gir et overblikk pa hvorfor vi mener var oppgave er viktig.

Mikroplastikk som inneholder tungmetaller kan ende opp i vart matfat og med de store
mengdene plastikk som flyter i havet, vil det veere en gkt fare for at vi fisker opp mat fra
havet som inneholder helsefarlige stoffer. Det @ dumpe en plastikkpose eller en vannflaske
i havet har i det store a hele fatale konsekvenser. Det forgar akkuratt na, og konsekvense

vil eskalere med gkt forbruk og produsjon av plastikk.

Vi ser pa var forskning som ett viktig bidrag til a opplyse allmennheten om
mijeproblemene rundt plastikk i havet. Vi haper med dette forskingsarbeidet a gjere en
lite forskjell. Ved & dele vart arbeid og kunnskap som ett bidrag til opplysning for

allmennheten.

Vi gnsker & takk var veileder Lars Gansel ved NTNU i Alesund, og ansatte ved C-Feed i

Trondheim for inspirasjon og kunnskap i vart arbeid med dette prosjekt.



SAMMENDRAG

Forurensning fra mikroplast er en forholdsvis ny miljgutfordring. Det er et stort
forskningsbehov for a kartlegge pavirkninger av mikroplast pa gkosystemer.

| denne oppgaven undersgkes opptak av mikroplast og alger i hoppekreps, av arten Acartia
tonsa. Dette for a belyse problemstillingen: “Forveksler Acartia tonsa mikroplast med
alger?”. Det ble her utarbeidet metoder for klekking og oppbevaring av hoppekreps samt
metoder til analyse av opptak og retensjonstid av mikroplastpartikler. Observasjon ble
giennomfart etter beste utarbeidet metode, i dette inngar farging av partikler og alger med
fargestoffet fluorecein. Videre er kultivering av mikroalger gjennomfgrt, da har blitt brukt

som for til hoppekreps.

Det ble registrert opptak av mikroplast pa sultet og usultet hoppekreps som ble
sammenlignet med opptak av alger pa arten Acartia tonsa, i dette tilfellet en homogen
gruppe kultivert i kontrollerte omgivelser. Underveis i arbeidet ble tilstatende faktorer som
temperatur, oksygen, foring, lysregime, og vannutskiftning fastsatt og malt.

Fullvoksen Acartia tonsa ble eksponert for et stort starrelsesspekter av plastpartikler,
videre malinger viste at den selekterte og konsumerte starrelser var pa rundt 6 um bade i
sultet og ikke- sultet gruppe pa tross av at tilbudet av starre partikler var hgyere.

Sultet og ikke- sultet hoppekreps viste tilneermet lik retensjonstid uavhengig av antall
konsumerte partikler. Dette indikerer at mengden partikler er avgjgrende for at potensielle
toksiner frigis i tarmen, uten at sult eller starrelse virker inn pa eksponeringstiden.

Videre ble seleksjon pa algestarrelse pavist da A. tonsa selekterte celler pa 5,5-6,5 um,

disse var da rundt 30% prosent mindre enn snitt i algekultur.
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1.INNLEDNING

1.1 Plastikk
Produksjonen av plastikk kom for alvor i gang pa 1930-tallet og gkte szrlig pa 1950-tallet

i etterkrigstiden, da overgangen fra kull til olje og gass gjorde sitt inntog (Ore 2009).
Produksjonen av plast globalt har gatt fra 1,5 millioner metriske tonn arlig i 1950 til 299
millioner metriske tonn i 2013. En gjennomsnittlig forbruker i Nord Amerika og Europa
bruker 100 kilo plast arlig (Gourmelon 2015). En arlig gkning pa forbruk av plastikk er
estimert til 4 prosent i 2016. Blant de starste produsentene av plastikk er Kina ledende i
verden. Etterfulgt av Europa, med Tyskland som starste produsent. Over de siste 60 arene
har verdens produksjon av plast gkt dramatisk til rundt 300 millioner tonn i aret. Bare i
Europa ble det 1 2012 produsert 57 millioner tonn plastikk (1. L.Nerland 2014) og det

forventes a stige betraktelig.

Plast er fremstilt som et syntetisk materiale. Satt sammen av hydrokarboner, det vil si
molekylene karbon og hydrogen. Lange kjeder av hydrokarbonmolekyler, ogsa kalt
monomerer, bindes sammen og danner det vi kaller plastikk. Ved a bruke flere typer av
monomerer og ulike kombinasjoner av disse, oppnar man polymerer med forskijellige
egenskaper (M. H. Storm 2011). Eksempler pa kjente monomoer er propylen, butylen og
etylen, som kalles “plast-polymerene”. I tilleg har vi naturlige og syntetiske polymerer av
gummielastisk form. Samt biopolymerer i forskjellige typer som cellulose, proteiner og
stivelse. Man kan for eksempel hente ut biopolymerer fra tomater for a produsere en type
plast kalt bioplast (K. Lewis 2016). Begrepet “plast” kan deles opp i hovedgruppene:

1) termoplaster, som ved oppvarming kan gjares fornybar, og 2) herdeplaster, som under

produksjonen har blitt utsatt for kjemisk herding.

Det finnes igjen fem hovedgrupper av termoplaster: polyetylen (PE), polypropylen (PP),
polyvinylklorid (PVC), polystyren (PS) og polyetylentereftalat (PET). Av
verdensmarkedet utgjer PE, PVC og PP tilsammen hele 60 prosent (M. H. Storm 2011). A
utfere “cracking” av fossile hydrokarboner i en steam-cracker til monomerer, er dagens
viktigste metode for produskjon av plast. Ut ifra hvilken plast man vil produsere, tar man i
bruk den cracker-fraksjonen man gnsker og utvikler den videre i prosessen for a oppna mer

komplekse monomerer og polymiserer (E. Standal 2014).



Til tross for de mange fordeler med plast, kan plastavfall utgjare en alvorlig trussel mot
miljget. Rundt 50% av plast som produseres brukes i lavkost-produkter beregnet for

engangsbruk.

Den naturlige kjemien i plast er inert, noe som gjer den sveert slitesterk. En egenskap som
ofte er gnskelig, men samtidig blir dette en utfordring nar plastprodukter ikke avhendes
eller resirkuleres pa riktig mate og ender opp som sgppel. Det er estimert at mellom 60 og
80 prosent av verdens avfall er i en eller annen form for plastikk materiale. Tidligere
forskning viser at over 88 prosent av overflaten til verdenshavene inneholder plastikkavfall
(I. L.Nerland 2014). Det meste av plastikkmaterialer har lav tetthet og mange av
polymerene vil ende opp i overflatevannet i sjgen (M. Bergmann 2015). Tettheten av det
gitte plast materialet vil bestemme oppdrift og hvor i vannsgylen partikkelen vil legge seg,
og derved pavirke muligheten for interaksjon med forskjellige organismer. For
eksempelvis har PVC en hgyere tetthet enn sjgvann (1. L.Nerland 2014) og vil dermed
synke ned i havdypet.

1.2Mikroplastikk

1.2.1 Primeer og sekundaer mikroplastikk
Begrepet “mikroplastikk” er en samlebetegnelse pa plastfragmenter med en ovre storrelse

pa 5 millimeter, ned til 0,001 mikrometer. Selve mengden med plast i havet har blitt
diskutert siden 70-tallet og er et gkende omdiskutert tema den dag i dag (E. Standal 2014).

Man kan kategoriserte mikroplast inn i hovedgruppene primer eller sekundaer mikroplast
(E. Standal 2014). Skillet mellom gruppene kommer ann pa om plastikken originalt ble
produsert til en viss starrelse, eller om partiklene kommer fra nedbrutte starre
plastobjekter.

Konstruerte plastprodukter i form av mikroplast-stgrrelse gar under primargruppen. Disse
er ofte & finne i pleie, kosmetiske og hygieneprodukter. Sekundzr mikroplast er mindre
deler av store plastprodukter, som resultat av fragmentering eller forvitring av starre
plastobjekter (A. Anderson 2015). Dette kan skje nar man tar i bruk produktet. For

eksempel; tekstiler, maling og dekk, eller nar elementene har blitt sluppet ut i miljget.
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Figur 1 Primaer og sekundeerkilder

Fragmenteringen er sveert avhengig av miljgomgivelser. Temperatur, bglger, vind, fysisk
slitasje og mengden av UV-lys er viktige faktorer som pavirker. Mikroplast er gjenstander
for transport med havstremmer. De har en tendens til & hope seg opp i et begrenset antall
subtropisk konvergens-soner eller gyrer (Smith 2014). En gyre er et system av sirkulere
havstremmer dannet av jordens vindmgnstre og de krefter skapt av rotasjonen av planeten
(Mahlum 2015). Disse gyrene oppsta i Nord- og Sgr-Atlanteren, Nord og Ser-Stillehavet,
og Det indiske hav (Smith 2014). Man har sett konsekvenser av dette i form av
“mikroplast-gyer” i nevnte omrader i verden. Dette er oyer bestdende av flere tonn

mikroplast som flyter i vannmassene (Marcus Eriksen 2013).

1.2.2 Kilder til mikroplast

Kilden til mikroplastikk kommer fra blant annet; fly-aske partikler fra avgasser og
forbrenning, gummi fra bildekk slitasje, glass og metallpartikler, kosmetikk, og fra maling
og vedlikeholde av skip. Samt fritidsbater som alle stadig gar inn i det marine miljg (P.
Sundt 2014). De mest vanlige typene av mikroplast a finne i miljget er kuler, pellets,
uregelmessige fragmenter og fibre. Polyetylen er den mest produserte plastpolymeret, og

dette gjenspeiles i det som vanligvis finnes i miljget (E. Standal 2014). For eksempel, rur
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oppsamlet fra Stillehavet viser seg a inneholde 58% polyetylen, 5% polypropylen og 1%
polystyren (I. L.Nerland 2014). | Norge dannes det arlig 8000 tonn mikroplast og ifglge
rapporten «Sources of microplastic- pollution to the marine environment» ser tallene ut til
a stige (P. Sundt 2014).

Hovedkilder til plast i havet kan deles inn i flere kategorier; maritime aktiviteter og
landbaserte kilder, da dette i tillegg inneholder menneskelige aktiviteter. Maritime
aktiviteter kan blant annet veere ulovlig dumping. Landbaserte kilder er elver, restvann,
sgppel som blir liggende pa strender og vann som stormer drar med seg. Fast materiale fra
menneskelig aktivitet; metall, glass, tekstiler, gummi, trevirke og plast — som havnet i
havet (P. Sundt 2014). Mikroplast som driver i de apne vannmassene vil vare en blanding
av forskjellige kilder, fra forskjellige lokasjoner sluppet ut i havet til forskjellige tider, og
til forskjellige stadier av degradering. Det kan derfor veere vanskelig & kategorisere kildene
helt konkret (P. Sundt 2014). I likhet med andre vedvarende mikro — og kjemisk
forurensning, kan man anta at en stor del av forurensningen vi ser i dag stammer fra
historisk opprinnelse. Enten fra enkelt mennesker eller fra store industrier, som for
eksempel tekstilproduksjon (P. Sundt 2014) (Degre 2015).

| fglge utfart forskningsarbeid har man kommet frem til to hovedkilder fra mikroplastikk i
Norge. Den desidert stragrte kilden er slitasje fra bildekk. Med arlig utslipp pa 4500 tonn,
tilnzermet halvparten av utslippene som havner i havet. Etterfglger stammer fra maling og
vedlikehold av skip, med utslipp pa 650 tonn arlig (P. Sundt 2014). Det siste aret har det
veert en gkende oppmerksomhet rundt mikroplast i produkter for personlig pleie. Derav
blant annet plastfragmenter i tannkrem, kroppsskrubber og i sminke. Selv om dette utgjer
en liten del av utslipp arlig (4 tonn), er det et viktig bidrag til forurensning da dette havner
rett i sluket og ut i havet (P. Sundt 2014) (Smith 2014).

Andre kilder til utslipp er; tap av mikroplast fra plastproduksjon (400 tonn), maling og —
vedlikehold av bygg, konstruksjoner og vei (310 tonn), vask av tekstiler (110 tonn),
avfallshandtering (100 tonn), ulovlig dumping av maling (90 tonn), inne-stev (60 tonn),
og mikroplast tilsatt andre produkter ( 50 tonn). Dette viser seg a veere de mest kjente
kildene til mikroplast i havet (P. Sundt 2014).
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1.2.3 Mikroplast i havet
Mikroplast dannes nar plast elementer fragmenter og gar i opplgsning. Dette oppstar nar

starre plastpartikler driver ut i havet, blir nedbrutt av ulike faktorer som temperatur,
havstrammer og UV-lys. Med arene brytes de ned til mindre partikler. Plastpartikler vil bli
sa sma at det vil veere umulig & se med det blotte gye, likevel vil de aldri forsvinne (Smith
2014). Mikroplast flyter vanligvis pa havoverflaten fordi mange typer plast har mindre
tetthet enn sjgvann. Imidlertid kan oppdriften og spesifikk vekt av plast endres under sin
tid pa sjeen, pa grunn av veer-pavirkning og begroing. Noe som resulterer i deres fordeling
pa tvers av havoverflaten, jo dypere vannsgylen, havbunnen, strender og havis. Fram til na
har bare et begrenset antall av globale undersgkelser blitt gjennomfart pA mengden og
fordelingen av mikroplastikk i havet (V. H. Ruz 2011). De fleste undersgkelser fokuserer
pa bestemte oseaniske regioner og naturtyper. For eksempel kystomrader, regionale hav,
gyrer eller polene. Konsentrasjoner av mikroplast pa sjgen varierer fra tusenvis til
hundretusener av partikler km-2, og de siste rapportene som er skrevet tyder pa at
mikroplast forurensning har spredd seg over alle verdens hav, i hele vannsgylen (M.
Bergmann 2015).

Mikroplast utgjer en sveert heterogen samling av partikler. Som varierer i starrelse, farge,
form, kjemisk sammensetning, tetthet og andre egenskaper. Dette bidrar til at organismer
forveksler plastpartikler med mat i det marine milget (P. K. Lindeque 2013). Plastikk i
havet tiltrekker seg miljagifter som sink og kobber (D. Brennecke 2014), som bidrar til
spredning av toksiner og andre miljagifter pa tvers av verdenshavene. Dette kan fa store
konsekvenser. Marine organismer i de lave trofisk nivaer viderefgrer mikroplast opp i
neeringskjeden (E. Standal 2014). De vil til slutt ende opp i maten til menneskelig konsum.
Opptak av mikroplast kan potensielt forekomme i alle trofiske niva ettersom starrelses
preferansene varierer mellom artene. Mikroplastpartikler er i sa liten starrelse at de inntas
lett av mange marine arter. Fra plankton til bardehvaler og hai, i tillegg til organismer med

pustene gjeller som fisk, krabber, blaskjell og rur (M. Bergmann 2015).
Det forekommer flere konsekvenser fra marin forsgpling. Sulting grunnet falsk

metthetsfalelse, kvelning, manglende evne til & mate sitt avkom og druknig (M. Bergmann
2015). Man ser uhyggelige bilder av sjgfugl fanget i gamle fiskegarn, seler med plast rundt
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halsen, samt er det funnet stort innhold av mikroplast i magen til flere fiskearter og sterre
pattedyr (Smith 2014) (Degre 2015).

Bekymringer rundt plast og mikroplastikk i det marine miljget har gkt betraktelig de siste
arene (C. M. Boerger 2010). Pa grunn av de potensielle negative effekter, som fglge av
deres biotilgjengelighet for marine organismer, skapes det stor bekymring. Spesielt rundt
filtrerende organismer som befinner seg nederst i naeringskjeden (Derraik 2002). Tidligere
studier har fokusert pa a bevise at marine organismer tar til seg og akkumulerer mikroplast
i sitt habitat. Dette har blitt gjennomfart for & undersgke negativ virkning av disse
mikropartiklene i marine organismer (P. K. Lindeque 2013).

For & forsta de miljgmessige konsekvensene av mikroplast, har mange studier kvantifisert
sin overflod i det marine miljg. En av de store vanskelighetene i a gjare store romlige og
tidsmessige sammenligninger mellom eksisterende studier, er det brede spekter av
metoder. Metoder som har blitt brukt for a isolere, identifisere og kvantifisere marin
mikroplastikk. For & utfgre meningsfylte sammenligninger er det viktig a definere felles
metodologiske kriterier. Dette for & estimere overflod, fordeling og sammensetning av
mikroplast.

Norges stgrste avlgpsrenseanlegg far inn over en milliard plastbiter hver time. Av alt avfall
som kommer inn, er det mulig & holde tilbake 87 — 97 %, llikevel blir opptil flere

millioner partikler mikroplast sluppet ut hver eneste time (E. Standal 2014).

Bekymringer rundt mikroplast i ismassene pa Arktis fortsetter a stige. Forskere hevder at
flere trillioner plastbiter kan frigjgres i lgpet av noen tiar om dagens temperaturgkning
fortsetter (R. W. Obbard 2014). Mikroplast som flyter i overflate-vannet blir fanget opp
nar det dannes ismasser, for sa a frigjgres nar isen smelter. Det tyder pa at dette er en
enorm oppsamling av menneskeskapte fragmenter som har akkumulert langt vekk fra
forurensningskilden (Hassol 2014) (R. W. Obbard 2014).

1.3 Miljagifter og toksiner

Plast-pellet funnet pa strender i vest-England har pavist hgyere konsentrasjoner av
metallene Krom, Kobber, Sink, Kadmium og Bly enn sedimentene i miljget de ble funnet i
(L. A. Holmes 2011). Videre forsgk har pavist at plastpartikler fungerer som en

akkumulator for metaller. Kobber (Cu) er et grunnstoff med naturlig forekomst i marine
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miljger med et globalt estimert gjennomsnitt pa 0.25 ug/L. Mengden varierer med lokale
variasjoner. For eksempel i Rgdehavet der fordampningen er hgy, erosjon av bergarter og
tilfgring fra elver, eller havneomrader med verft og skipstrafikk, samt avrenning fra
industri og gruvedrift der den antropogene tilfgrselen gker konsentrasjonen.

Kobber brukes i dag som antigromiddel i bunnsmaring pa skip, fritidshater, installasjoner
0g som impregnering pa oppdrettsngter. Kobber er ngdvendig for opprettholdelse av
ngdvendige kroppsfunksjoner i marine organismer. Nar mengdene overstiger miljgets
naturlige konsentrasjon vil Kobber veere toksisk for artene i resipienten, derfor brukes
Kobber som anti-groemiddel i industrien. | forsgk der nauplii har blitt eksponert for 25ug
I"! Cu ble utviklingen redusert og hyperaktivt svemmemenster fulgt av redusert
svemmeaktivitet observert. Som et resultat av dette ble individene et lettere bytte for
predatorer (B.K. Sullivan 1983).

1.4 Transport inn i den trofiske naringskjeden

Mikroplastens biotilgjengelighet er avhengig av partikkelens tetthet ettersom en partikkel i
vannoverflaten vil vaere tilgjengelig for feerre konsumenter enn en partikkel lenger ned i
vannsgylen. Etter noe tid i overflaten vil biofilm og groe gjare fragmentet «ngytralt» og
det vil kunne flytte seg nedover i vannmassen (S. L. Wright a 2013).

Filterspisere i marine miljger spesialiserer seg pa spesifikke starrelser men er mindre
selektive pa hva de spiser, enten det er en alge eller et fremmedlege. En plastpartikkel vil
kunne tette fordgyelseskanalen, rive opp indre organer og fare til neringsmangel eller dgd
med mindre partikkelen blir fart ut med feces. Om individet blir spist av et starre rovdyr
far plastpartikkelen har forlatt kroppen vil sekundserkonsumenten bli den nye
transportgren av partikkelen og hendelsen repeteres. | tilfeller der partikkelen forlater
farste vert gjennom feces, synker partikkelen sammen med avfgringen til sjgbunnen der

bentisk filtrerende organismer pa ny vil konsumerer partikkelen (S. L. Wright a 2013).
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1.5 Hoppekreps

Hoppekreps er en underklasse av Copepodia og omfatter 8500 arter globalt med rundt 600
arter i Norge. Starrelsen varierer fra 0,5 mm til 5 mm i lengde. Hoppekreps klekkes ofte i
bunnsedimenter og gar igjennom 12 metamorfiske stadier far den karakteriseres som
voksen. De fire mest brukte betegnelsene pa hoppekrepsens livsstadier er egg, nauplii,
kopepoditt, og copepode (M. Anraku 1963). Nauplii og kopepoditt identifiseres i seks
ulike stadier (N1-N6) og (C1-C6).

Hoppekrepsen kjennetegnes ofte ved at den har kropp som et riskorn, to store antenner
peker vertikalt ut fra hodet med et enkelt gye i midten. Frittsvemmende hoppekreps er
filterspisere, hvilket betyr at de spiser den maten de kommer over (alger) sa lenge byttet er
innenfor artens starrelses-spektrum. Ved a bruker fire par armer til a flytte vann med
potensielle forpartikler forbi kroppen kan den gjennomsgke langt stgrre vannmasser enn
om den skulle svamme fremover. Nar den kommer over en forpartikkel stopper armene og
vannstremmen momentant og et sjette par armer fagrer partikkelen mot munnen (M. Koehl
1982)
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Figur 3 Neerbilde av fordgyelseskanal og filterarmer.
=oto: privat

Figur 4 Hoppekreps med strgm av partikler i
fordgyelseskanal. Foto: Privat

Pa figur over til venstre vises partikkelstrammen inn i en hoppekreps av arten Acartia
tonsa.

Figur hagre viser narbilde av filterarmene og forpartikler internt i hoppekrepsen.

I Norskehavet er raudate den viktigste og mest utbredte hoppekrepsen, den regnes for a
vaere den viktigste plantespisende arten i vare farvann da fiskeyngel beiter pa de mindre
individene og pelagisk fisk som sild og makrell beiter pa de voksne individene som maler

rundt maler 3 mm. (Havforskningsinstituttet 2007)

1.6 Bacheloroppgavens mdalsetting

Med bakgrunn pa oppgavens problemstilling
“Forveksler Acartia tonsa mikroplast med alger?”, har arbeidet i dette studiet utspilt seg i
flere delforsgk. For & kunne besvare problemstilling best mulig er det utarbeidet fglgende

malsettinger for studiet:
- Observere opptak av mikroplast i hoppekreps

- Kartlegge partikkelstarelse og retensjonstid

- Farging av mikroalger og mikroplast
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- Utarbeide system for:
1) Klekking av hoppekrepsegg 2) Oppbevaringssystem for klekket hoppekreps
- Metode for kultivering av mikroalger

- Kobberanalyse

Mikroalger og plastpartikler ble eksponert med fargestoffet fluorecein. Dette ble tilfart for
a lettere kunne spore partikler i fordgyelsessystemet til hoppekrepsen.

| slutten av prosjektet ble det satt i gang en kobberanalyse med bakgrunn pa at toksiner og
andre miljggifter potensielt fester seg til mikroplast i marine miljg. Miljagifter som
kobber, kan frigjeres i hoppekrepsen selv om mikroplast skilles ut fra tarmen. Med dette
som utgangspunkt ble det satt i gang en kobberanalyse. Her ble hoppekreps eksponert for

kobber over en tidsperiode. For videre & male kobbernivaet i hoppekrepsen.
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2. MATERIAL OG METODE

Acartia tonsa ble tilegnet som fullvoksne individer og som egg klekket i et egenutviklet
klekkeri. For sa & bli oppbevart i et system for oppbevaring og vekst. A. tonsa ble brukt i
prosjektet fremfor raudate eller andre etablerte arter langs norskekysten. Arten var
tilgjengelig fra oppdretter og derfor representerer en homogen gruppe, kontra en gruppe
egg med ulik artssammensetning hentet fra sedimenter i lokale fjordsystemer.
Egenskapene og morfologien til A. tonsa er lite ulik andre frittsvemmende hoppekreps,
arten representerer derfor gruppen Copepodia godt.

Det ble kultivert tre arter av mikroalger som for til hoppekrepsen. Sjgvann som ble brukt
til kultivering av alger og hoppekreps ble hentet fra Borgundfjorden og videre behandlet pa
laboratoriet. Ved mikroskopering ble det utviklet ulike teknikker for maling av levende
hoppekreps, samt alger. Metode for farging av partikler og alger ble utviklet etter flere
tester av ulike metoder. Ved kobberanalyse ble oppsett iverksatt og plastpartikler ble
inkubert med kobberholdig bunnstoff.

Figur 5. viser tilstatende prosesser som matte gjennomfares for a realisere forsgkene.

-Fullvoksen hoppekreps
-Klekkeri
-Oppbevaring og vekst

-Mikroskopiering
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-Kobberanalyse
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Figur 5 Oversikt over material og metode



2.1 Hoppekreps

2.1.1 Fullvoksen Hoppekreps fra C-Feed

Hoppekreps av arten Acartia tonsa ble kjart fra C-Feeds lokaler ved Pirbadet i Trondheim
11.02.16 til NTNU Alesunds laboratorier. Denne batchen, bestdende av ~1000 individer
med stocking density pa ~1 copepode/mL, fordelt i 4 begerglass (1L) (bilde) ved 20 + °C.
Oksygentilfarsel ble levert av en 200W luftpumpe med henholdsvis en slange i hvert
beger. Det ble montert klemmer pa slangene, for & begrenset boblingen samt & unnga
ungdvendig mye bevegelse i vannet. Dette kan forarsake gkt stress og energiforbruk hos
hoppekrepsen.

Lysstyringen ble i hovedsak styrt av dagslys/natt da hoppekresen stod i gjennomsiktige
begerglass plassert pa benk.

Hoppekrepsene ble foret manuelt 3-4 ganger daglig med grennalger av arten Tetraselmis
subcordiformis. Denne algen er noe stgrre enn Rhodomonas baltica, som blir brukt av
C-Feed, men ettersom hoppekrepsen var utvokst vurderte vi T. Subcordiformis. Et godt
substitutt ved fraveer av R. baltica (se algedyrkning). A. tonsa er opportunistisk og vil
spise nar nzeringstilgangen er god, konstant tilgang pa naring er derfor viktig.

Observert pH, samt salinitet i sjgvannet malte henholdsvis 7,8 og 32 promille

Disse voksne individene ble brukt i for-forsgk. Det ma nevnes at mottatt batch ikke hadde
noen form for dokumentasjon pa klekketidspunkt, foringsrutiner etc. Dette fordi
leverandgren, C-feed, var i en flytteprosess og hadde lagt ned produksjonen. Mottatt batch

var blitt stdende igjen for visning/display

2.1.2 Acartia Tonsa-egg levert av C-Feed

Egg av arten Acartia tonsa produsert av C-Feed i lokalene til Sintef Sealab ble hentet av
forfatterne av denne oppgaven og kjort til Alesund per bil. Eggene ble levert med noe
leire/sediment i lgsningen da dette er en del av eggenes naturlige miljg. Ved lagring pa kjal
ved 2-4°C var oppgitt forventet dgdelighet pa 4% per uke. Eggene (ca. 10 ml) var lagt til

side pa kjgl (2°C) 1 dag i forkant av henting og deretter transportert i en vakuumpose
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plassert i en kjalig container med is. Temperaturen under transport ble liggende pa ca. 2-3
°C.
Ved ankomst ble plastbeholderen lagret i et kjgleskap pa laboratoriet ved NTNU Alesund.

Acartia tonsa har opprinnelse i Nordlige Stillehavet men er na a finne i de fleste hav
og fjordsystemer som et resultat av global handel og transport av ballastvann. Arten trives i
brakkvann der saliniteten er 15-20 promille og vil dermed forekomme i fjordsystemer med
tilgang pa ferskvann, men de kan ikke reprodusere under 10°C. A. tonsa er ifglge
Fiskeridirektoratet pavist i omradene rundt Risgr, det er derfor naturlig a anta at den er &
finne i lignende omrader pa sgrest-landet men pa grunn av temperaturavhengig

reproduksjon er det lite sannsynlig at arten vil spre seg nordover (Fiskeridirektoratet 2015).

2.1.3 Klekkeri

Fremgangsmate for klekking av hoppekrepsegg ble utfart etter veiledning fra Andreas
Hagemann ved Sintef i Trondheim. Det ble fastslatt flere punkter som var viktig for best

mulig resultat av klekking:

- Kraftig bobling, eggene skal holde seg i vannmassene med hgy tilfgrsel av oksygen
- Temperatur
- Lysregime, 24:0 L:D

- Ingen vannutskiftning

Klekkeriet ble laget av en 1,5 |. plastflaske med avskaret bunn og gjennomfaring i korken
til boble-sten. Ved bruk av denne Igsningen ble luftboblene tilfgrt nederst i den kone
bunnen slik at eggene til enhver tid sirkulerte i vannmassene uten a bunnslas. For a sikre
tetthet ble det fuget med epoxy i gjennomfaringen. P& grunn av manglende metode for
oppsett av klekkeri ble egen utarbeidet metode og oppsett for klekkeri testet. Dette i

sammenheng med informasjoner gitt av Andreas Hagemann.

Vanntemperaturen ble holdt til 24°C. Ettersom romtemperaturen i laben holdt ~20°C ble en

lampe med gladepeere plassert 20 cm ifra klekkeriet for & oppna gnsket temperatur ~24°C.
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Et varmeskjold av aluminiumsfolie ble hengt opp rundt 60% av klekkeriet for a forhindre
varmetap og gkt stralevarme fra lampen.
Et lokk ble benyttet for & forhindre uttgrking og pafelgende gkt salinitet, samt hindre

smuss og sporer fra miljget rundt.

Systemet ble fylt med 1L filtrert og
autoklavert sjgvann og en 100W pumpe
tilkoblet. En klemme ble tilfort
luftslangen for & forhindre ukontrollert

over-bobling.

Ca 1,3 ml egg ble pipettert ut av
stamlgsning og tilfert systemet der de
sirkulerte i 48 timer. Lysstyringen satt til
24:0, L:D for a fa klekket flest mulig egg.

Nauplii ble etter endt inkubasjon forsiktig
helt oppi systemet for oppbevaring og
vekst.

Figur 6 Klekkeri under klekking

Figur 7 Naupili
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2.1.4 System for vekst og oppbevaring av Acartia Tonsa

RETURSLAGE

T-KRYSS

<

v

SIp-
VANN

10L
> (Peristaltisk)

KLEMME
(Peristaltisk)
FILTER

1
|

| HOVEDKAR

22°C
‘ 2L
(Romtemperatur?)

OVERL@P
02 STEIN

Figur 8 System for vekst og oppbevaring

En rekke ngdvendige kriterier ble satt opp for 4 ivareta etiske aspekter i form av
dyrevelferd, hoppekrepsens helse, redusert stress og gkt levetid. Disse kriteriene ble gitt av

Andreas Hagemann ved Sintef.

Kriteriene var som falger:

- Plassering pa egen benk, evt. Avtrekksavlukke der lysstyring lett kunne integreres
- Stabil temperatur.

- Konstant tilfgring av for (3dl/dagn)

- Vannutskiftning (ca 100% utskiftning/degn)

- Oksygentilfarsel

Systemet ble satt opp rundt en 2 liters Erlenmeyerkolbe med innfelt overlgp. Denne
utgjorde miljeet hoppekrepsen ble oppbevart i. To peristaltiske pumper tilfgrte til enhver
tid alger (ca. 3 dl/dggn) og sjgvann (ca. 2 liter/dagn). Tilfaring av nevnt mengde sjgvann i
dagnet, vil si 100 % metning. En 200W akvariepumpe med T-kryss innfelt i slange leverte
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lufting og sirkulasjon ved hjelp av boble-sten i Erlenmeyerkolben og bobling i alge-
begeret. Begge slangene hadde pdmonterte klemmer for & begrense boblingen i tillegg til
sirkulasjon og bevegelse i vannet

I Erlenmeyerkolbens gjennomfering ble det tredd en myk slange med en noe starre

diameter enn gjennomfgringen slik at vann ikke kunne trenge igjennom.

Slangen ble festet til en kork, ca. 3 cm. diameter,
med kon topp ment for «klemmeflasker» (se fig.
venstre). Pa korkens underside ble det limt pa et
stykke planktonduk med maskevidde 20 um for
a forhindre hoppekresen i & havne i systemets
avlgp. Overlgpets slange hang fritt ned i en tank
plassert pa gulvet.

Tilfersel til systemet ble dermed styrt aktivt i

motsetning til utfarselen som var passiv.

Figur 9 Overlgp med palimt filter.

Vannutskiftningen ble satt til hele kolbens volum per dagn etter anbefalinger fra Andreas
Hagemann ved Sintef. Jevn utskiftning forhindret toksiske tilstander og transporterte
partikler ut av systemet. Dette inkluderte alger, som malte 7-10 um, men dette ble ikke
vurdert som et problem da tilfarselen av alger var konstant. Opphopning og ukontrollert
vekst av alger i systemet var ikke gnsket da det ville begrenset lyset i kolben og skapt
ugnsket biologisk materiale pa kolbens sider og bunn.

Algetilfarsel av arten Rhodomonas baltica bar ligge pa 500 pg karbon/liter, tilsvarende ca
12 000 algeceller/ml. (Se vedlegg 5 for egne beregninger) R. baltica. skal gi vannet et

tydelig radskjeer nar det brukes som for til A. tonsa.

Det er mulig a fore med R. baltica gjennom
hele livssyklusen til A. tonsa, men pa grunn
av kontaminering av ciliater (se fig. vestre)

dgde kulturen. Det ble besluttet at videre
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foring skulle skje med Tetraselmis subcordiformis som ukontaminert og i god form.
De ulike algene har alle forskjellig starrelses-intervall og passer derfor til de forskjellige

stadiene i hoppekrepsens livssyklus.

Etter 7 dager med drift av systemet ble det besluttet & gke maskevidden pa filteret til 200
pum, fordi maskevidde 20 um til stadighet gikk tett. Dette var forsvarlig ettersom
hoppekrepsen sin stgrrelse var pa 420 um. Ny stgrrelse pa planktonduk fungerte uten

problemer hva angar groing/tetting ut batchens levetid.

Utarbeidelse av oppsett for A. tonsa ble utviklet av forfatterne. Med veiledning fra Andreas

Hagemann ved Sintef kom vi frem til best egnet metode for vart hovedforsgk.

2.2 Utarbeidet metode

2.2.1 Mikroskopi

Mikroskopet brukt i for-undersgkelser og forsgk er av typen Leica DM2000 LED.

Dette mikroskopet er koblet til et kamera og lampe for observasjon av fluoriserende
fargestoff. Mikroskopet ble brukt i forbindelse med observasjon av A.tonsa sine
utviklingsstadier og opptak av plastpartikler. Helt vesentlig i henhold til maling av
retensjonstid i forsgket og bilde-dokumentasjon av organismene. Mikroskopet var utstyrt
med en telleskala (mikrometer) slik at det var mulig & beregne starrelse pa A.tonsa,

mikroalger, samt plastpartikler, da disse forekommer i forskjellige starrelser.

2.2.2 Plastpartikkel

Partiklene vi har valgt & bruke i forsgkene stammer fra pulverlakk. Pulverlakk av typen
Jotun Facade 2489 (E009) ble hentet hos Vik@rsta AS. Partiklene ble overfart fra en starre
sekk i produksjonslokalet til en mindre plastbeholder. Partiklene er polyesterbaserte,

blyfrie og noe uregelmessige i formen. Partiklene Igser seg forholdsvis lett i vann.
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| industrien sprayes elektrisk ladde partikler igjennom en dyse direkte pa f.eks. et
rekkverk. Rekkverket varmes deretter opp i en varmetunnel slik at partiklene smelter
sammen og danner en beskyttende barriere mot korrosjon etc.

Partiklenes oppgitte starrelse var ikke kjent av driftsleder ved Vik@rsta AS eller i
produktets datablad (Jotun 2015). Ved egne malinger fant vi en snittstarrelse pa
18.36*13.61 pum, minste observert var 2.5*2.5 um og stgrste 50*50 um. Med andre ord,

det ble registrer et stort antall partikler mellom nevnt nedre og @vre observerte stgrrelser.

Partikkelstgrrelse pum
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Figur 11 Starrelsesfordeling av pulverlakk

L LW

Figur 12 Pulverlakk

Denne typen partikler ble vurdert som gunstige da de har et stort stgrrelsesspektrum og
usymmetrisk form for & simulere virkeligheten mest mulig. I tillegg til a representerer en
reell ingrediens fra industrien, fremfor sirkuleere glatte partikler med forhandsbestemt
starrelse produsert for laboratorieforsgk ol. som brukt i lignende forsgk (M. Cole 2013)
(O. Setéla 2013).
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2.2.3 Utvikling av metode for farging av partikler

Vi gnsket a bade spore samt observere plastpartiklene internt i hoppekrepsen. I lignende
arbeid med sporing av partikler giennom hoppekreps er det brukt kommersielt produserte
sfeeriske plastkuler, ferdig farget med fluoriserende fargestoff (M. Cole 2013).

Forsgk pa a farge pulverlakk med fluorecein, et fargestoff basert pa salter med
fluoriserende egenskaper, ga delvis darlige resultater da fargestoffet ikke festet seg
tilstrekkelig til pulverlakken, eller den ble vasket av under utblanding med vann. Partikler
med biofilm ga bedre resultater, antageligvis fordi fargestoffet festet seg til biofilmen.

5 gram pulverlakk og 5 ml. sjgvann ble blandet i kolbe ved hjelp av en konstant roterende
magnet pa magnetplate i to dager ved romtemperatur ~20°C far farging. 2 ml ble pipettert

ut av kolben og lagt i en lgsning av sjgvann og fluorecein.

For & komme frem til beste metode og fargekonsentrasjon, ble flere blandingsforhold
pravd ut. Det ble laget fire forskjellige konsentrasjoner for a teste ut hva som farget best,
og samtidig viste minst mulig stey ved mikroskopering. Partiklene ble pipettert ut etter 3
minutter og lagt i 5ml reagensrar. Dette ble sentrifugert, overflagdig fargestoff i vannet ble
pipettert ut, 2 ml sjgvann tilsatt og deretter repetert 4 ganger. Dette for & oppna minst
mulig stey (kun plastpartikler blir farget) i observasjon av partikler ved mikroskopering.
Under fluoriserende lys var partiklene tydelig synlig (se fig under). Fargestoffet avtok i
styrke etter ~20 minutter eksponering under fluoriserende lys.
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Nar fargede partikler ble eksponert for hoppekreps fulgte det med sporstoff av ubundet

fluorecein. Dette farget vannet og i noe grad hoppekresen slik at lysforurensning ble et

problem under mikroskopien.

Lagsningen pa dette ble & eksponere partikler for farge i 3 minutter for sa a skille farge fra
partikler ved hjelp av glassfilter over Erlenmeyerkolbe tilfert vakuum, vannmengden til
skylling av overflgdig farge blir da tilnzermet ubegrenset. Denne metoden kan by pa
problemer om en vasker for mye partikler samtidig. De legger seqg i et tett leire-aktig lag

over filteret og vannet renner ut i kantene.

Pa grunn av manglende instruks og metode a finne pa feltet, var det ngdvendig a utarbeide
en egen metode for farging av partikler og alger. Etter testing av sentrifugering og

filtrering kom de beste resultatene ved sentrifugering med utvanning. Dette ga mindre stgy
ved mikroskopering og de best fargede partiklene observert i hoppekreps. Denne metoden

ble derfor benyttet i hovedforsgk.

2.2.4 Farging av mikroalger
Ved farging av alger ble sentrifugering benyttet. Dette med samme framgangsmate som
ved farging av partikler. Algene ble ikke utsatt for like kraftig sentrifugering eller like

mange utvanninger som plastpartiklene. Dette fordi at mikroalgene er levende organismer
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og mer skjgre for harde belastninger. En gruppe hoppekreps ble flyttet fra hovedkaret og
over til petriskal. De ble her sultet i en time far de ble eksponert for fargede alger i 1

minutt. Bidet under viser opptak av alger.

Figur 14 Fargede alger i hoppekreps

Resultatet av fargingen var noe vagt, da det var mye stgy, samt vanskelig a se fargede
alger da noen alt hadde sprukket. Farge satt seg ogsa fast i kroppen til hoppekrepsen.

Grunnen til utydelige resultater kan komme av lite vasking.

2.2.4 Utvikling av metode for funn av kontrastfarge

Formalet med forsgket er a finne beste kontrastfarge slik at mikroplasten lettest mulig kan

telles og males.

Mikroplast (Jotun Facade, polyester pulverlakk) med biofilm farges med Fluorecein, og
vannes ut og sentrifugeres 5 ganger. 4 stk. hoppekreps (sultet i 12 timer) farges i en
petriskal med fargestoffet Cybr Green, som farger RNA i celler og lyser grent nar det
eksponeres for blatt lys, i blandingsforhold 1/100. Hoppekrepsen ble lagt i lgsningen i 3
minutter fgr overfaring til renseskal (1 min). Deretter ble hoppekreps og mikroplast
overfort til begerglass med 4 ml. Sjgvann og luftbobling for fordeling av partiklene. Etter 5
minutter ble 3 individer plukket ut og lagt i skylleskal i 1 minutt for & vaske av partikler
som matte fglge med pipettevannet samt partikler festet til ben, antenne og haleparti.

Hoppekrepsene ble plassert pa egenprodusert mikroskopiglass med fordypning til
enkeltindivider og tilhgrende drape under dekkglass. Dette ble gjort fordi hoppekrepsen i
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tidligere forsgk ble klemt til bristepunktet ved bruk av dekkglass. | forsgk uten dekkglass
tarket drapen raskt inn eller den ble for stor i forsgk pa a utsette inntgrking. Den
egenproduserte platen bestod av vanlig glassplate og 8-10 lag med tynn plastteip. Sma

nedsenkninger ble skaret ut i teiplaget med skalpell.

Figur 15 Partikkel med kontrastfarge Figur 16 Egenprod.
glassplate

I mikroskop produserte partiklene bare delvis farge og den fluoriserende fargen dominerte
i stor grad fargebildet. Partikler ble dog observert (se fig. Venstre) men fargen (cybr

Green) avtok raskt i styrke under eksponering.

2.2.5 Maling av mikroplast og alger i hoppekreps

Metoden vi utarbeidet for fremgang i hovedforsgket basserer seg pa en en rekke fastsatte
trinn.

Trinnene i prosessen var som fglger:

1. Blanding av mikroplast (Jotun Facade 2489) og filtrert, autoklavert sjgvann
der copepoden eksponeres for partiklene.

2. Renseskal med romtemperert, filtrert og autoklavert sjgvann der copepoden
far vasket av utvendige partikler.

3. Overfaring til observasjonsplate ved hjelp av pipette
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4. Obervasjon i mikroskop, telling av antall partikler, maling av starrelse og

loggfering av retensjonstid.

PLAST M/

BIOFILM

MALING AV
ST@RRELSE/

Figur 17 lllustrasjon av metode

Beskrivelse av forlgpet:

Et sterre antall hoppekreps ble hentet ut av hovedkaret og plassert i en ventestasjon. Dette
for at alle individene skulle ha samme utgangspunkt i forsgket. Enkeltindivider (5 av
gangen) ble pippetert ut av ventestasjonen og eksponert for plastpartikler i en petriskal i 1
minutt.

Deretter ble de overfart til skylleskalen og eksponert for rent vann i 1 minutt. De fem
individene ble sa enkeltvis overfart til glasskive med 12 innfelte reaksjonsbrgnner a 5mm
diameter. Ved utteriking av vanndrape under mikroskopiering ble vann tilfart med liten

pipette. | tilfeller der vannrapen ble for stor ble vann trukket ut med trekkpapir.

Figur 18 Oversikt over hovedforsgk
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Figur 19 mikroplast i hoppekreps

Ved maling av alger i hoppekreps ble samme metode benyttet. Resultatet ble at algene
klumpet seg sammen etter opptak i hoppekreps. Algene blir nedbrutt i lgpet av kort tid i
kroppen til hoppekrepsen. De vil komme ut som pellets. Grunnen til at algene klumpet seg
sammen kan vare opprinnelse til naturlig habitat. Der de klumper seg sammen for &
beskytte seg mot fiendtlige organismer. P& grunn av dette var det vanskelig & observere
enkelt celler, samt male stgrrelse ble en utfordring.

Figur 20Sprukket hoppekreps

Figur 17. viser en hoppekreps der ryggpartiet har sprukket opp. Dette pa grunn av
uttgrking ved mikroskopiering. Ut av kroppen ser man nedbrutte algemasser. | selve
kroppen kan man se en pellet med flere mikroplast partikler.
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2.3 Kultivering

Ved for-forsgket med ferdig klekket hoppekreps fra C-Feed, ble mikroalgen Tetraselmis
subcordiformis brukt som for. Da disse har en starre cellestarrelse og passer til voksen
hoppekreps. Til hovedfarsegk med klekking av hoppekreps ble mikroalgene Rhodomonas
baltica og Isochrysis galbana benyttet.

2.3.1 Vannbehandling

Vann brukt i algekulturer, klekkeri og hoppekrepskultivering ble hentet fra
Borgundfjorden, deretter filtrert og autoklavert pa laboratoriet. Filteret av typen GF/C,
produsert av Whatman, ble plassert over en Erlenmeyerkolbe utsatt for vakuum drevet av
vanntrykk.

Filterets porestarrelse var 1,2 pm, de fleste partikler store nok til & skape problemer for
hoppekrepsen ble da filtrert ut. VVannet ble deretter autoklavert i en autoklav ved 128°C i >
30 minutter. Sporer og bakterier som passerte filteret ble dermed eliminert.

Bade i for-undersgkelser og i hovedforsgk har det veert viktig a ta i bruk filtrert og
autoklavert sjgvann, til bade hoppekreps og alger. Dette for & unnga predatorer i systemet,

samt holde en god kvalitet pa forholdene til klekking og oppbevaring av hoppekreps.

2.3.1.1 Klorering av sjgvann

Mikroalgen Rhodomonas baltica ble kultivert i klorert sjgvann tilsatt naeringslgsningen
Guillard's «F/2 medium». Kloreringen ble utfgrt for & drepe alt liv som kan skade R.
Baltica i kultivering og vekst. Kloreringen ble anbefalt av Andreas Hageman ved C-Feed i
Trondheim, med bakgrunn pa at R. Baltica er mer utsatt for predatorer og andre

organismer. Klorertsjgvann ble lagret pa kjglerom og brukt ved romtemperert temperatur.

Fremgangsmate for klorering av sjgvann:

Filtrere sjgvann
Klorere sjgvann med 10-15% NaOCI (25 ml NaOCI Igsning per 100 L sjgvann)
La sjgvann med NaOCI sta i 24 timer

P wnp e

Ngytralisere klorert sjgvann med Natriumthiosulfat (3 g per 25 ml NaOCI lgsning)

33



5. Kraftigig lufting og ngytralisering i minst 20 min etter tilsetting av

Natriumthiosulfat.

Med andre ord: til 1 liter sjgvann tilsettes det 0,25 ml NaOCI lgsning og 0,03 g

Natriumthiosulfat til ngytralisering.

Det ble ikke tilsatt lufting (luftbobling) under kloreringen i prosessen.

2.3.2 Kultivering av alger

Mikroalgene Tetraselmis subcordiformis, Rhodomonas baltica og Isochrysis galbana ble
kultivert pa laboratoriet. Algene kultivert i Guillard’s «F/2 mediums, en neeringslgsning
bestdende av naringssalter, mineraler og vitaminer. F/2 passer godt som nzringslgsning til
flere algetyper, og er ofte brukt ved kultivering. Derfor ble denne brukt til vart arbeid.

Det er vist gode vekstforhold ved dyrking. Dette tyder til gode vekstforhold og en
kompenserende naringslasning.

Algekulturen ble halvert annenhver dag og tilsatt tilsvarende mengde F/2 medium.
Mikroalger av arten R. baltica. ble tilegnet i sammenheng med henting copepode-egg hos
C-Feed. Denne ble ogsa kultivert med F/2 i klorert sjgvann, ettersom samme metode

tidligere er brukt pa denne arten (Solberg, 1996).
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Figur 21 Fra venstre: Tetraselmis subcortiformis, Rhodomonas baltica og Isochrysis galbana
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Figur 23 T. subcordiformis Figur 22 R. baltica Figur 24 1. galbana

Bildet over viser dyrking av de tre mikroalgene. Det er tilkoblet luftbobling til hver og en
kolbe. Slik at algene for tilstrekkelig med oksygen, som er ngdvendig for vekst. Kolbene er
plassert pa ett type rotasonshord for konstant bevegelse av kulturen. Dette gir gode vekst

vilkar og simulerer naturlig habitat.

Mikroalger er avhengig av fotosyntesen for a vokse, med andre ord er de avhengig av en
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lyskilde. I naturlig habitat vil dette komme fra sollys. For & simulere dett best mulig er det
plassert to lysstoffrar pa hver side av rotasjonsbordet. Det fokuseres her pa en fototrof
dyrking (Chauton 2013). Dette er organismer som lever av lys som energikilde (Aarnes
2009). Aluminiumsfolien er brukt for & hindre at eventuelle bakterier og luft-organismer
skal finne veien ned i kolben. Disse kan gjere skade pa kultiveringen og i verstefall skape

dad algekultur.

Tidlig i arbeidet med kultivering av alger (annen batch mikroalger), ble det med tiden
registrert darlig vekst (tynn algelgsning) og tegn til bakterievekst. Dette kommer mest
sannsynlig fra ciliater og andre skadelige mikroorganismer. Disse vil utkonkurrere
algecellene, samt at de vokser fort og fordobler seg pa kort tid. Predatorene farte til
algekulturen dade.

Pa bakgrunn av dette ble det med nye kulturer (vist pa bildet over) sgrget for en bedre

sterilitet og n@yaktighet for & unnga gjentagelse av fglgende.

2.2.6 Kobberanalyse

Formalet med forsgket var a pavise eller avkrefte at mikroplast fungerer som vektor for
transport av kobber inn i hoppekreps.

Konvensjonelt kobberholdig bunnstoff ble malt pa to reagensrer og lagt i en 0,51 kolbe
med sjgvann, plastpartikler og en magnet som sgrget for sirkulasjon i mediet.

Partiklene ble filtrert ut og eksponert for en batch med klekkede hoppekreps. Peristaltisk
pumpe sgrget for konstant tilfarsel av partikler fra eget beger med samme tetthet,
partikkel/liter, som tilfgrselen av alger/liter.
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Figur 25 Oppsett til inkubering av hoppekreps og mikroplast med kobber.

Det ble besluttet & ikke gjennomfare forsgket, grunnet at svar pa pravene ville komme for

ner innleveringsdato for denne oppgaven.
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4.0 RESULTATER

4.1 Partikkel stgrrelse
| resultatene er bredden (B) vektlagt da det er naturlig a anta at denne utgjer stgrste

begrensning for hva A. Tonsa kan fa inn i svelget, i ikke-sultet gruppe ble denne malt til
6,57

um og 6,86 um i sultet gruppe. Minste og starste malte partikkel ble observert til 2,5, 17,5
pm

0g 2,5, 22,5 pm.
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Normalfordeling og homogenitet kan antas etter Saphiro Wilks og Test of Homogeneity of
Variance (P=0,020, 0,218), (P=0,412). Pa bakgrunn av dette ble One-way Anova- analyse
gjennomfart og antagelse av statistisk signifikans avkreftet (F(1, 62)=0,87, P=0.067)

4.2 Antall partikler

Antall konsumerte partikler ble malt til 2,9 stk i

sultet gruppe og 1,87 stk i ikke- sultet gruppe. Antall konsumerte

partikler
Normalfordeling og homogeniteten i gruppene co
kan ikke antas etter test of normality og Test of 4,0
Homogeneceity. One-Way Anova muligjorde Tg“ 3,0 I
<<
20 2,92 1L9
1,0
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antagelse av statistisk signifikant forskjell mellom gruppene. Saphiro Wilk: P(1,2)=(0,0.
0,0), Homogeneity (P=0,038), Anova (F(1,65)=4,510, P=0,038)

| figur 29 fremkommer sultet gruppe med lang hale i trendlinjen, noe Anova er i stand til &
behandle (Laerd Statistics 2013).

Spredning av antall partikler i A.Tonsa

: ; m— kke sult
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Figur 29 Sultet gruppe viser stgrre spredning enn Ikke- sultet gruppe i antall
konsumerte partikler og et ytterpunkt pa 16 konsumerte partikler i ett
enkelt individ.

4.3 Retensjonstid

Gruppe 1 viste 6,25 minutter og gruppe 2 var 6,7

. ) o Retensjonstid (minutter)
minutter. Normalfordeling og homogenitet i

gruppene kan ikke antas etter Saphiro Wilk og Test Z
of Homogeneceity P=(0,001, 0,217), (P=0,461). One- 7
Way Anova test viste at en statistisk signifikans . E I I
mellom gruppene ikke kan antas. (F(1, 75) = 0,312, P . .
=0,578). 3
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4.4 Storrelse vs antall partikler
I Figur () fremkommer en trend der sterrelsen
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Figur 32 Retensjonstid i stigende skala med.

Tilhgrende starrelse Partikkel B Ikke-sultet A. Tonsa Sultet A. Tonsa
Snitt str. Bum  Antall  snitt str. Bum  Antall
pa konsumerte partiklene gker med 8,51 1 6,9 1
antall konsumerte enheter. =L - 82 -
_ _ . _ 6,82 3 7,7 3
Figur () viser maling av mikroplast 11,4 4 9,7 4
hoppekresen ble eksponert for, det 8,8 6
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Snittstarrelse for 1. galbana malt i hoppekreps viste L 9,4 og B 5,8 pum, hvilket gir en
differanse pa ~20%. Malinger av 1. galbana i kultur viste L 9,7 um og B 8,7 um.

Normalfordeling og homogenitet i gruppene kan antas etter Shapiro Wilk og Test of

Figur 34 Starrelsesfordeling av pulverlakk for for foring av hoppekreps. Homogeneity of Variances
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P=(0,010, 0,218), (P=0,850) Pa bagrunn av dette kunne statistisk signifikant variasjon
mellom alger malt i hoppekreps og partikkel B fra ikke- sultet gruppe antas med One-Way
anova (F(1, 58)=5,240, P=0,026).

Mellom alger malt i hoppekreps og alger malt i kultur kan normalfordeling og homogenitet
antas etter Saphiro Wilk og Test of Homogeneity of Variances (G1,G2)(0,10, 0,64).
=P0,961. Med bakgrunn pa dette ble One-Way anova analyse gjennomfagrt statistisk
signifikant forskjell mellom gruppene kan antas (F(1, 45)=22,121, P=0,00.

Konsumert alge B, alge kultur B,
partikkel konsumertB

=
o

9

8

7

-

5

4

3

2 5,8

1

Alge B Spist av Alge B kultur  Part B Ikke sultet
5D|SKUSJON hoppekreps
Figur 35 Snittstarrelse av alger malt i hoppekreps, alger

5.1 Partikkel stgrrelse malt i kultur og partikkel fra ikke- sultet gruppe

Standardavviket mellom gruppene ga stor

overlapping og resultatet fra One-Way Anova viste at det ikke var en statistisk signifikant
forskjell mellom gruppene. Differansen mellom partikler malt i gruppe 1 og 2 var ~4%,
noe som ikke var en oppsiktsvekkende forskjell. En mulig forklaring kan veere at
individene i sultet gruppe var noe starre i kroppsstarrelse og derfor selekterte stagrre
partikler. Det er derfor mulighet for at resultatet ville endret seg om mengden

prgvetagninger hadde veert starre.

5.2 Antall mikroplastpartikler
Partikler i sultet og ikke- sultet gruppe ga en differanse pa 36%. Anova analysen viste at

det var en statistisk signifikans mellom de to gruppene. Den sultede gruppen spiste flere
partikler enn ikke sultet, noe som kan indikere at de aktivt sgkte forpartikler. Dette kan
tyde pa at sultede hoppekreps i stgrre grad eksponeres for mikroplast i marine miljger og
dermed vil oppleve mer sult og mangel pa nearing.

Det finnes lite forskning pa hvorvidt A. Tonsa aktivt selekterer forpartiklene den kommer

over, men det har blitt antydet at A. tonsa driver passive naringspartikler som alger forbi
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kroppen og frem til svelget ved hjelp av filterarmene, og aktivt angriper stgrre byttedyr
som ciliater (Hornas Kigrboe 1996). Dette fordi de fleste ciliater vil kunne oppdage en
predator og dermed rgmme. Det er ogsa naturlig a anta at A. tonsa vil benytte seg av den
metoden som gir stgrst belgnning i form av naring/energiforbruk, derfor vil det veere
sannsynlig at hoppekrepsen i ikke- sultet gruppe ikke var selektiv pa materialet den

konsumerte men heller stgrrelse.

5.3 Stgrrelse vs antall.
| figur () vises antall konsumerte partikler og snittstarrelsen pa disse. Trenden viser at jo

starre partikkelen er, jo hyppigere blir den selektert og spist av A. Tonsa.

| sultet gruppe er stgrrelsen noe mindre, en sammenligning av 1,2,3 og 4 konsumerte
partikler per individ viser at ikke- sultet gruppe har et snitt pa B 8,97 mot B 8,12 um hos
sultet gruppe.

Partiklene hoppekrepsen hadde stgrst tilgang pa (se fin nr) var av starrelse 12,5 fulgt av 10
og 15 um, disse er betydelig starre enn konsumert snitt (~6,5) hvilket tyder pa at A. tonsa
selekterte lavere starrelse enn den som var mest tilgjengelig.

5.4 Retensjonstid
Retensjonstiden i sultet gruppe var pa 6,25 minutter mot 6,67 minutter hos ikke- sultet

gruppe, hvilket gir en relativt liten differanse. Forskjellen kan antas forklart ved at sultet
gruppe hadde mindre innhold i tarmen og derfor brukte noe lengre tid pa skille ut. |
lignende kartlegging av retensjonstid pa A tonsa (A. G. Durbin 1990) ble det funnet en
retensjonstid pa ~14 minutter ved slutt pa tilgang av forpartikler, hvilket er dobbelt sa lang
tid som obervasjoner i dette forsgket. ettersom parametrene dette forsgket er ulikt de
beskreveti (A. G. Durbin 1990) kan det antas at retensjonstid i dette forsgket er ralistiske.
Differansen mellom gruppe 1 og gruppe 2 viste ~6%, noe som i realiteten ikke er en stor
endring. Det kan derfor antas at sultet hoppekreps som spiser mikroplast i marine miljger
vil ha tilnermet lik retensjonstid som ikke- sultetede individer og dermed eksponeres for

toksiner i samme grad.
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5.6 Retensjonstid og antall partikler.
Det var ikke mulig a finne en kobling mellom retesjonstid og antall partikler da dataene

(figur ) ikke var konsistente med et fast mgnster, noe som underbygger antagelsen om at
individer som eksponeres for mikroplast og medfelgende toksiner, uavhengig av sult eller
metthet, vil fa lik eksponering da retensjonstiden er den samme. Det er da naturlig a anta at

antall partikler er avgjerende for mengden toksiner hoppekrepsen eksponeres for.

5.5 Alger
Anova analysen viste at det var statistisk signifikans mellom alger malt i hoppekreps og

alger fra kultur, samt partikkel B fra ikke- sultet hoppekreps.

Telling av totalt antall alger og maling av retensjonstid var ikke mulig grunnet problemer
med a skille algene fra hverandre i fordgyelseskanalen og ekskresjons-pellet. Cellene
sprakk i fordgyelsessystemet, lekket fargestoff og skapte stey i bildet. Det ville derfor veert

fordelaktig med en bedre metode for sporing av antall samt maling av retensjonstid.

Maling av alger i kultur (B) var ~30% starre enn alger malt i A. tonsa, snitt av partikkel B
viste ingen nevneverdige forskjeller bortsett fra antatt statistisk ulikhet. Ettersom alger
malt i A. tonsa og Partikkel B malt i A. tonsa sammenfaller i starrelse kan det antas at
individene i forsgket aktivt selekterte partikler, bade alger og mikroplast av stgrrelse ~5,5-
6,5 um, fremfor >8 um. Dette underbygges av resultater fra starrelse vs antall der partikler
(maling av pulverlakk) av hgyere starrelse dominerer spekteret. | forsgk med Acartia grani
(Stamatina Isari 2013) ble det funnet at hoppekrepsen kunne selektere og skille ut celler av

hagyere starrelse mens mindre celler i stor grad ble konsumert uten seleksjon.

6.0 VEIEN VIDERE.
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| videre forskning pa opptak av mikroplast i hoppekreps ser vi at det er aktuelt a
sammenligne mengde, starrelse og retensjonstid mellom partikler og alger, og dermed se
om partiklene hemmer naringsopptak vekst etc. Partiklene brukt i denne oppgaven har hatt
en biofilm knyttet til overflaten for a binde fargestoff, det er aktuelt & se pa forskjellen
mellom partikler med og uten biofilm, samt biofilm fra ulike geografiske miljger. Dette for
a se om A. tonsa selekterer en av disse gruppene.

| tillegg er det jobbet lite med problemstillingen rundt transport av kobber inn i hoppekreps
med mikroplast som vektor. Dette er aktuelt fordi problemstillingen rundt kobber og
copepoder (Grasiela Lopes Ledes Pinhoa 2007), samt kobber og mikroplast (Dennis

Brennecke a 2013) er belyst.
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Hovedforsgk. Telling av plastpartikler i hoppekreps. Objektiv 40x65. Stgrrelse i um

03.04.2015 Individ part. Perml str.L B L B L B L B L B L B L B L B Tot. Tid
14125000
Ikke sultet 1 12,5 10,0 12
2 150 100 75 75 6
3 12,5 10,0 3
4 125 50 75 50 10
5 100 50 75 25 50 25 3
6 8
7 100 75 12,5 10,0 5
8 11
9 150 10,0 6
10 100 50 50 50 10
11 175 100 7,5 5,0 9
12
13 12,5 125 75 50 50 5,0 5
14 150 125 7,5 75 7
15
16 125 75 100 75 100 50 75 75 9
17 17,5 150 125 7,5 7
18 100 5,0 9
19 50 25 6
20 100 50 75 75 13
21 10,0 10,0 11
22 14
23 100 7,5 12
24 12,5 12,5 250 17,5 7
25 12,5 12,5 12,5 7,5 10
26 100 75 3
27 10
28 150 7,5 8
29
30 125 75 100 75 50 25 5
31 25 25 5
32 75 50 7
33 9
34 100 100 75 50 25 25 6
35 75 50 50 50 5
36 125 75 75 75 50 25 4
37 125 100 50 5,0 5
38 125 75 75 75 5
39 15,0 10,0 50 25 8
40 100 75 25 25 11
Sum snitt: 11,6 82 86 655 542333 75 7,5 7,6757
Lavest: 2.5x2.5 3min
Hpyest: 25x17.5 14 min

Vedlegg 1
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Forsgk Maling/telling av gulalger i hoppekreps 14.04.2016 Mal i mikrometer

Ant. Hopp.kr str.L B

1
2
6
7
8
9
10
12
13
Sum snitt:
Snitt L: 9,4
Snitt B: 5,8
Vedlegg 3
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Rhodomonas baltica, tellerkammer 0,0025 standart birker telle teknikk

Dato Ant. Alger per rute Ant.alger per rute Ant. Alger per rute Ant.alger per rute Ant.alger per rute
04.mar 1 8 12 6 5 9
2 9 9 10 8 10
3 5 7 7 7 8
4 8 8 8 12 11
5 4 5 4 5 10
6 11 10 9 10 15
7 7 8 5 7 12
8 12 6 3 9 10
9 6 5 11 6 6
10 11 6 6 5 11
11 7 8 11 6
12 7 6 13 5
13 3 9 6 6
14 9 7 9 11
15 8 8 5 10
sum 7,666666667 7,6 7,533333333 7,466666667 10,2

Alger snitt per celle =8
Celler per pl = 8/0.00025/3 = 3200
Celler per ml =3200 x 1000 = 32 000 00

Vedlegg 4
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Verdier fra nordicmicroalgae.org

Gjennomsnittlig volum Rhodomonas (lit) [um 1356)
Gjennomsnittlig karbon (lit) [pg/celle]: 189
Karbon per um”3: 0,1394]
Informasjon fra Andreas:

Karbon per ml gnskelig [pg/I] 500)
Alge no. 1
Radius 5
Lengde kjegle 15
Volum [umA3] 602
Karboni celle [pg] 83,9264
Karboni celle [ug] 8,393E-05
Antall celler [celler/ml] 6000
Karbon [pg/ml] 1
Karbon [ug/I] 504
Faktor feil i antall celler 1
Antall celler som skulle vaere per ml 5958
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