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Samenvatting

Het is algemeen geweten dat het plastic tijdperk zware sporen nalaat in oceanen, zeeén
en kustzones. Aangezien het gebruik van plastic blijft toenemen en plastic amper degra-
deert, is het van belang deze problematiek in het marien milieu in kaart te brengen en om
de effecten ervan te bestuderen. Gevolgen zoals verstikking, verstrikking, verwonding en
uithongering van zeedieren en vogels door plasticafval is een gekend fenomeen, maar de
impact van kleine plastic partikels, zoals microplastics en nanoplastics, op het marien
ecosysteem vormt nog een groot vraagteken. Zoals al aangetoond werd kunnen micro-
plastics opgenomen worden door mariene organismen zoals de mossel, de zeekomkom-
mer, de wadpier en de strandvlo. Naast eventuele effecten op de spijsverteringsorganen,
bestaat de mogelijkheid dat deze partikels translocatie en accumulatie ondergaan in de
weefsels. Daarnaast werd al gedemonstreerd dat microplastics schadelijke stoffen uit het
marien milieu kunnen adsorberen, waardoor deze toxische componenten kunnen opsta-
pelen met gevolgen voor de ganse voedselketen. Maar ook de additieven, toegevoegd
tijdens de productie van plastics, kunnen een gevaar vormen wanneer deze vanuit het
plastic in het water of een het organisme emigreren. Deze studie omvat drie grote delen.
Een eerste luik omvat de blootstelling van mariene organismen aan microplastics. In een
volgend deel wordt sediment onderzocht op de aanwezigheid van microplastics en tot slot
wordt er gezocht naar een methode voor het koppelen van huishoudgenen aan pollutie

gerelateerde genen.

Om de problematiek van deze microplastics in het Belgisch deel van de Noordzee in kaart
te brengen worden microplastics gemonitord in het sediment, de waterkolom en mariene
organismen. Verder moet er ook onderzoek verricht worden naar de opname van micro-
plastics door mariene organismen.

In dit eindwerk worden verschillende locaties in het Belgisch deel van de Noordzee, zoals
de havengeul van Zeebrugge en de zandbanken Kwintebank, Buitenratel en Oostdyck,
gemonitord op microplastics in het sediment. Daarnaast worden ook enkele stalen op het
strand van Oostende onderzocht. Hiervoor wordt gebruik gemaakt van het verschil in
dichtheid tussen de sedimentkorrels en de microplastics. Uit de onderzochte sedimentsta-
len kan besloten worden dat microplastics abundant aanwezig zijn in het Belgisch deel
van de Noordzee. Ook het onderzoek van enkele wijtingmagen op microplastics illustreert

het overvloedig voorkomen van microplastics in de waterkolom in ons marien milieu.
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Aan de hand van blootstellingexperimenten met sferische polyethyleen microplastics van
100 pm, 250 um en 500 um diameter werd nagegaan of microplastics opgenomen kunnen
worden door de Noordzeekrab en de gewone zeester. De experimenten hebben aange-
toond dat de microplastics in eerste instantie opgenomen worden door de Noordzeekrab,
maar vervolgens ook weer uitgescheiden worden. De microplastics blijken duidelijk te
groot voor translocatie naar de weefsels. Bij de zeesterren kon geen inname van deze

microplastics waargenomen worden.

Om de biologische effecten, veroorzaakt door microplastics of hun chemische belasting
van microplastics te kunnen kwantificeren, werd geopteerd om te werken met genetische
biomerkers. Uit voorgaande studies is immers gebleken dat er heel wat genen zijn waar-
van de regulatie gekoppeld is aan de effecten (of de metabolisatie) van chemische con-
taminanten. Voor Asterias rubens zijn tot op heden weinig genetische gegevens beschik-
baar. Binnen dit eindwerk werd van start gegaan met het opstellen van een kwantitatieve
PCR (real-time PCR) protocol met de doelstelling dit later te kunnen gebruiken voor expe-
rimentele doeleinden. Ovaria, maag en darmen van Asterias rubens werden geselecteerd
als doelorganen en hierop werden verschillende commerciéle kits getest voor DNA, RNA
en cDNA bereiding. De resultaten met DNA toonden aan dat het primerkoppel voor de
amplificatie van het mitochondriaal DNA cytochroom b goed werkt en bruikbaar is om po-
pulaties van zeester te identificeren. Op cDNA werden primerkoppels getest voor vier
huishoudgenen. Klassieke PCR amplificatie op deze referentiegenen werd gebruikt voor
het bepalen van de invioed van de annealing temperatuur en voor de sequentie controle
van het bekomen fragment. Real-time PCR op de referentiegenen werd gebruikt om de
praktische bruikbaarheid van deze genen na te gaan in een gPCR protocol. De resultaten
toonden aan dat de 18S rRNA merker goed bruikbaar is voor verder onderzoek en dat
voor de andere drie referentiegenen nog optimalisatie nodig is. Wegens tijdsgebrek kon-

den geen experimenten worden uitgevoerd met pollutie-gerelateerde biomerker genen.

Binnenkort gaat het project MICRO van start, waarbij ILVO projectleider is. Enkele van de
geplande acties zijn het in kaart brengen van plasticvervuiling door microplastics op basis
van monitoring en modellen, identificeren van plastic hot-spots, impact/effect op mariene
biota, blootstelling van oesters en mosselen aan microplastics, nagaan of microbiéle de-
gradatie mogelijk is, ... Er valt in de toekomst zeker nog heel wat te onderzoeken rond de

problematiek.
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Plastics in de grootorde van 10° meter

Het gedeelte van de zeeén en oceanen dat van de kust en
zeebodem verwijderd is

Organisme die zijn prooi actief bejaagd, met als doel doden
Verwijdering

Is een eenheid voor de sedimentatie snelheid van moleculen,

bepaald door de grootte, de massa en de vorm van de molecule
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1 Inleiding, probleemstelling en situatieschets

1.1 Instituut voor Landbouw- en Visserijonderzoek

Het Instituut voor Landbouw- en Visserijonderzoek (ILVO) is een intern verzelfstandigd
agentschap dat deel uitmaakt van het beleidsdomein landbouw en visserij van de Vlaam-
se overheid. Het instituut heeft vestigingen in Melle, Merelbeke en Oostende. ILVO telt
vier eenheden: Dier, Plant, Technologie & Voeding en de eenheid Landbouw & Maat-
schappij. Vervolgens zijn deze eenheden op hun beurt ook onderverdeeld in onderzoeks-
domeinen. Eén van de onderzoeksdomeinen die behoort tot de eenheid Dier is Visserij,
gevestigd in Oostende, zoals te zien op figuur 1.1. Binnen dit onderzoeksdomein wordt
ook een interne onderverdeling gemaakt in de onderzoeksgroepen technisch visserijon-
derzoek, visserijbiologie, biologisch milieuonderzoek, aquacultuur en chemische monito-

ring & producttechnologie.

Figuur 1.1: gebouw ILVO Oostende, Ankerstraat 1

ILVO-Dier-Visserij voert onderzoek uit om de duurzame exploitatie van de aquatische
levende rijkdommen te verzekeren en dit vanuit een sociaal, economisch en ecologisch
standpunt. Enkele voorbeelden van lopende projecten zijn: het MEMO-project, Mnemiop-
sis leidyi Ecology, Modelling and Observation, die observaties doet van een invasieve
kamkwal in de Noordzee, onderzoek naar de impact van offshore windmolenparken of
deze al dan niet als stressor ervaren worden door vissen, een inschatting en evaluatie van
de teruggooi van commerciéle vissoorten in de Belgische boomkorvisserij. Binnenkort
starten enkele projecten omtrent het onderzoek rond de problematiek van marien afval en

microplastics in het marien milieu.

1.2 Geschiedenis van plastic

Door de eeuwen heen zijn mensen steeds op zoek gegaan naar een materie die meer
voordelen kan bieden dan materialen die voorkomen in de natuur. Eén van die uitvindin-
gen is plastic. Met uitvindingen zoals Scotch-tape, nylon en polystyreen (PS) in de jaren

1930 komt het gebruik van plastic in een stroomversnelling. De jaren '40 staan bekend
13
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voor uitvindingen zoals polyvinylchloride (PVC), Super Glue, lage dichtheid polyethyleen

(LDPE) knijpflessen, de eerste Bic® wegwerpbalpen, ... Tijdens de jaren '50 legt Lego®
patent op zijn befaamde plasticblokje en brengt Matel® de gekende Barbiepop op de
markt. Verder staat deze periode bekend voor het gebruik van hoge dichtheid polyethy-
leen (HDPE), polypropeen (PP), polycarbonaten en vooral het plastic zakje! De jaren '60
en 70 worden dan weer getypeerd door de eerste waterbestendige acrylverf, de eerste
silicone borstimplantaten, de plastieken drankfles uit polyethyleentereftalaat (PET) en
Bic’s™ eerste plastic wegwerpscheermesje. Vanaf de jaren 80 gaat men voornamelijk de
al uitgevonden polymeren opwaarderen en specifieker toepassen. Voorbeelden van op-
waardering zijn blauw HDPE en lichtgevend polyethyleen (PE). Een aantal voorbeelden
van specifieke toepassingen uit de laatste twee decennia van de 20 eeuw zijn: het eer-
ste kunsthart in polyurethaan (PU), The slim plastic watch van Swatch®, de Dyson® stof-
zuiger, ... In de 21 eeuw gaat ook de nanotechnologie zich richten op plastics en wor-
den plastics steeds meer geintroduceerd in de luchtvaart. Met deze opsomming aan
voorbeelden van uitvindingen door de laatste decennia heen, kan opgemerkt worden dat
plastic toepassingen niet meer uit ons dagelijkse leven weg te denken zijn. Enkele domei-
nen waarin heel wat plastics gebruikt worden, zijn de medische wereld, elektronica, land-

bouw, transport, bouw, sport en vrije tijd, verpakkingen, ... [1-3]

1.3 Productie van plastic

Zoals uit de geschiedenis van plastic afgeleid kan worden, blijft de productie van plastic
steeds stijgen (figuur 1.2). De lichte daling in de fabricage van plastic in 2008 kan ver-
klaard worden door de economische crisis. De laatste twintig jaar steeg de wereldwijde

productie jaarlijks met gemiddeld vijf procent. [4]
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Figuur 1.2: de groei van de plasticproductie tussen 1950 en 2010, wereldwijd en in Europa [4]
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Plastic wordt onder druk en door verhitting vervaardigd uit ruwe aardolie. Daarnaast wordt
ook gebruik gemaakt van onder andere cellulose, zouten, aardgas en kolen. De hoofd-
component, ruwe olie, kan echter in zijn ontgonnen vorm niet gebruikt worden. Eerst moet
deze olie geraffineerd worden, waardoor ondermeer nafta ontstaat. Deze nafta wordt ver-
volgens in een kraakinstallatie gebracht. Tijdens het thermische kraakproces worden gro-
tere organische moleculen omgezet tot moleculen met een lager moleculair gewicht bij-
voorbeeld: etheen, propeen en buteen. Vervolgens kunnen de in de kraakstap gevormde
moleculen gebruikt worden om polymeren te vormen via polymerisatie en polycondensa-
tie.[5]

Daarnaast worden ook allerlei additieven toegevoegd aan plastics. Additieven zorgen er-
voor dat plastic kan verwerkt worden, er goed uitziet, duurzaam, hygiénisch, ultraviolet
(UV) bestendig is, ... Voorbeelden van deze additieven zijn: weekmakers, pigmenten,

geurstoffen, vlamvertragers, antimicrobiéle middelen, UV-filters, ...[6]

1.4 Types plastic

Plastics kunnen opgedeeld worden in thermoplasten, die zacht worden bij verwarmen, en
thermoharders, die zacht worden bij verwarmen. Onderling kunnen ze nog verder opge-
splitst worden. [5]

Figuur 1.3 geeft een procentuele weergave weer van de Europese vraag naar de verschil-
lende types plastic. De belangrijkste types worden vervolgens in tabel 1.1 verder toege-
licht. [4]

HODPE
12% LOPE
17%

Figuur 1.3: procentuele weergave van de Europese vraag naar de verschillende types plastic (2010) [4]
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Tabel 1.1: meest voorkomende types plastics met hun codering, structuurformule, voorbeelden van toepassingen
en dichtheid vitgedrukt in gram per kubieke centimeter (g/cm3) [7] [8]

Type plastic Codering Structuurformule Toepassingen Dichtheid
° 0 Water- en dressingflessen, wa-
PET ém S O—C@—C—O—CHz-CHz terdicht textiel, auto-onderdelen, 1,37 g/cm3
PET n lampvoeten, ...
Jerrycans, kabelisolatie, speel-
HDPE o2y {CHz*CHr}L goed, melkflessen, huishoud- en 0’94?(;21’3965
PE-HD keukengerei, ... 9
Fa ¥ ¢l Kantoorartikelen, pijpleidingen,
PVC o (‘?*CHz}t tuinslangen, raam- en deurlijsten, 1,38 g/cm3
PVC ol ziekenhuisvloeren, ...
Gas- en waterleidingen, bekle- i
LDPE 2045 {CHz*CHz*]L ding van chemische tanks, huis- 0’91/7cr?1’330
PE-LD houdfolie, druppelpipetjes, ... 9
CHjy . .
05 \ Botervlootjes, tuinmeubelen, 3
PP ép; CH*C“Z}H kratten, dopjes, yoghurtpotten, ... 0,905 g/cm
fora-cn ) Wegwerp servies, piepschuim,
PS doss CD-doosjes, wegwerpscheer- 1,05 g/cm3
PS messen, yogurtpotten, ...
PU %——Q@”—-—Jf Gietvloeren, isolatieschuim, ...
N Alle andere types plastic die niet
Andere && vallen onder bovenstaande ty-
pes.

1.5 Plastic in het marien milieu

Ongeveer 70 % van onze planeet bestaat uit zeeén en oceanen die allemaal met elkaar
verbonden, slechts een kleine 30 % uit land. Overal in de wereld, zowel op het land als in
het water, komt vervuiling voor. Zo ook in onbewoonde en niet geindustrialiseerde gebie-
den. Vervuiling treedt op in alle graden en varianten: chemische vervuiling, olie, radioacti-
viteit en radioactief afval, lawaai, niet of nauwelijks afbreekbare stoffen, ... Een voorbeeld
van die nauwelijks afbreekbare stoffen is plastic. Volgens een rapport van het milieu pro-
gramma van de Verenigde Naties wordt jaarlijks 6,4 miljoen ton afval in de oceanen ge-
stort. Plastic afval maakt gemiddeld 60 tot 80 % uit van het totale afval uit de zee! [9-12]
Door het effect van stroming, luchtdruk en wind concentreert het afval zich in delen van de
Stille Oceaan en Atlantische Oceaan waar het afval zweeft in de zogenaamde ‘Plastic
Soup’. Ook dichterbij in de Noordzee, 200 kilometer ten westen van Denemarken, kunnen

verhoogde concentraties afval worden waargenomen. [13]
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Impact en effect van microplastics op verschillende epibenthos soorten hOWCSt

1.6 Bronnen van plastic vervuiling

Er zijn twee grote bronnen van plastic vervuiling in het marien milieu. Enerzijds de marie-
ne bronnen en anderzijds de bronnen van op het land. Die laatste bron is volgens The
United Nations Joint Group of Experts on the Scientific Aspects of Marine Pollution

(GESAMP) verantwoordelijk voor meer dan 80 % van alle afval in zeeén en oceanen. [14]

Van op het land komt plastic in het marien milieu terecht door wind, waterstromen of lo-
zingen. Bij hevige regenval kan het zijn dat waterzuiveringsinstallaties de massale water-
toevoer niet meer aankunnen en een deel ervan onmiddellijk geloosd wordt in rivieren die
naar de zee vloeien. Ook mogelijk bij hevige buien of natuurrampen is dat door overstro-
ming of overlopen van riolen plastic en ander afval meegesleurd wordt met de watermas-
sa en zo in waterpartijen of rivieren terecht komt. Deze regen is dan ook de grootste oor-
zaak van de vervuiling die afkomstig is van op het land. Op figuur 1.4 is de aanzienlijke
hoeveelheid afval in de oceaan na de tsunami van 11 maart 2011 te zien. Daarnaast is
ook een deel van het afval afkomstig door sluikstorten in rivieren en ook door mensen die
(on)bewust dingen achterlaten op het strand of langs de oevers van beken of rivieren en
Zo in het water terecht kunnen komen. Tot slot is er ook nog de industrie. Hier gebeurt de
verontreiniging vaak door het verloren gaan van lading of lozing. [14] [15]

Figuur 1.4: Deze twee afbeeldingen tonen een stuk kust in het noordoosten van Japan. De beelden werden ge-
nomen op 11 maart 2011 net voor en na de aardbeving die gevolgd werd door een tsunami. Ten gevolge van de
tsunami zou er naar schatting achttien miljoen ton afval voor de kust van Japan liggen. [16]

De belangrijkste bron van mariene vervuiling is deze veroorzaakt door de commerciéle
visvangst. Hierbij verliezen vissers vaak een deel van hun netten, vislijnen en touwen.
Ook recreatieve schippers, passagiersschepen, koopvaardij, offshore platformen, militaire
en onderzoeksschepen kunnen per ongeluk of opzettelijk plastieken voorwerpen van
boord verliezen. Vaak gaat het in deze gevallen over handschoenen, helmen, jerrycans,

verpakkingen van levensmiddelen, ... [14]
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1.7 Effecten van plastic afval in het marien ecosysteem

1.7.1 Fysische effecten

Het meest visueel waarneembare zwerfvuil uit de zeeé&n en oceanen voor de mens is het
afval dat aanspoelt en achterblijft op de stranden. Dit afval geeft niet alleen een onaange-
naam gevoel voor de strandganger maar brengt ook rechtstreekse gezondheidsrisico’s
met zich mee. Daarnaast kunnen plastics door dieren gezien worden als voedsel. Na op-
name breken de plastics niet af in de maag van het dier en kunnen naast maagirritatie ook
een vals gevoel van verzadiging veroorzaken met uithongering, verzwakking en de dood
tot gevolg. Figuur 1.5 toont een zeer gekende afbeelding van een Albatros die slachtoffer
werd van plastic afval. Ook kunnen dieren verwikkeld raken in bijvoorbeeld netten, waar-
door ze verdrinken of gewurgd worden. Eenmaal het plastic op de bodem terecht komt,
door bijvoorbeeld verzwaren met zand of verzwaring door de begroeiing van organismen
(biofouling) kan plastic de gasuitwisseling, de koolstofdioxide (CO,) sequestratie belem-

meren en sedimentaire organismen verstikken. [17]

Figuur 1.5: albatros gestorven ten gevolge van plastic [18]

1.7.2 Chemische effecten

1.7.2.1 Sorptie van chemische stoffen vanuit water naar plastic

Door hun apolair en permeabel oppervlak zijn plastics ook in staat om te fungeren als
reservoir voor bepaalde stoffen. Uit voorgaand onderzoek is al gebleken dat plastic in
staat is ondermeer verschillende persistente organische polluenten (POP) zoals poly-
chloorbifenyl (PCB’s), dichloordifenyltrichloorethaan (DDT) op te nemen vanuit het zeewa-
ter. Maar ook xenoestrogenen en polycyclische aromatische koolwaterstoffen (PAK’s)
werden reeds terug gevonden in plastic. Indien de gecontamineerde plastics opgenomen
worden door een organisme, betekent dit een negatief effect voor de volledige voedselke-
ten. [17][19-21]
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1.7.2.2 Sorptie van chemische stoffen vanuit plastic naar water

Zoals aangehaald in hoofdstuk 1.3 bevatten plastics additieven. Deze additieven kunnen
uitlogen in het milieu met negatieve gevolgen voor het mariene ecosysteem. Voorbeelden
van stoffen die kunnen emigreren naar water zijn bisfenol A en ftalaten. Beide additieven

Zijn gekend als endocriene verstoorder. [20]

1.7.3 Biologische effecten

Na opname (en digestie) van microplastics door organismen kunnen naast fysische en
chemische effecten ook biologische effecten optreden ten gevolge van de chemische be-
lasting van de plastics, de soort plastic, ... Hormonale disruptie, DNA mutaties, voortplan-
tingsproblemen, embryonale afwijkingen en tumor ontwikkeling zijn maar enkele voor-

beelden van wat deze effecten kunnen zijn. [22-26]

1.8 Degradatie

Jaarlijks komt er heel wat plastic bij in de continentale wateren, terwijl het plastic dat al in
de zeeén ronddrijft amper afbreekt. De praktische voordelen van kunststoffen zoals hun
licht gewicht en hun duurzame eigenschappen, worden een nadeel wanneer het plastic
afval in de natuur terecht komt.
Degradatie is een chemisch proces waarbij in dit geval het moleculair gewicht van plastic
daalt. Uiteindelijk valt het plastic uiteen in poeder en dit, vaak voor het oog onzichtbare
poeder polymeer, wordt vervolgens verder omgezet in CO..
Er bestaan vijf vormen van degradatie:

- Biodegradatie: door inwerking van organismen.

- Fotodegradatie: onder invloed van licht, meestal zonlicht.

- Thermo-oxidatieve degradatie: afbraak ten gevolge van oxidatie onder matige tem-

peraturen.

- Hydrolyse: door contact met water.

- Thermische degradatie
Enkel de eerste vier vormen van degradatie komen voor in het marien milieu. De vijfde

vorm van degradatie onder invioed van hoge temperaturen niet. [27]

Voor plastic blootgesteld in marien milieu is het voornamelijk de UV-B straling van de zon
die zorgt voor de foto-oxidatieve degradatie. Deze degradatie is zeer efficiént in combina-

tie met de fysische inwerking van de golven. De zon maakt het plastic broos en de golven
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slaan het plastic stuk en ondermeer zo kunnen macroplastics, microplastics en nanoplas-

tics ontstaan. Maar vaak speelt het feit dat het plastic in het water zit in het nadeel van de
degradatie. Oceanen hebben vaak een lage temperatuur en in watermilieu is er minder
zuurstof ter beschikking, vandaar de vertraging in het afbraakproces. Daarnaast vindt er in
water ook sneller oppervlakte vervuiling plaats op plastics. Er vormt zich snel een biofilm
op het plastic die kan bestaan uit verschillende organismen gaande van bacterién tot in-
vertebraten. Hierdoor verzwaart het plastic en verdwijnt het van het wateropperviak naar
dieper gelegen delen van de zee. Waardoor de degradatie vertraging kan oplopen mits
het plastic dan minder onderhevig is aan onder andere UV-straling en golfslag. In lagere
delen van de waterkolom kan de-fouling plaats vinden ten gevolge van andere organis-
men. Door de de-fouling verlaagt het moleculair gewicht weer en kan het plastic opnieuw
naar het wateropperviak komen. De biofilm kan echter ook bestaan uit microbiéle species
die plastic zouden kunnen afbreken. Onder andere Zaikab (2011) toonden al aan dat
25 % van de bacterién op PE behoren tot de Virbio. [27][28]

1.9 Microplastics

Microplastics komen voor in verschillende soorten, maten, vormen en kleuren. In septem-
ber 2008 definieerde The International Research Workshop on the Occurrence, Effects,
and Fate of Microplastic Marine Debris microplastics als plastic partikels die kleiner zijn
dan vijf millimeter (mm). Deze grootte werd bewust gekozen om de ecologische proble-
matiek aan te kunnen kaarten naast deze van de blokkering van het gastrointestinaal stel-
sel. In 2007 publiceerde Thompson een artikel waaruit vastgesteld kan worden dat het
volume microplastics de laatste 40 jaar enorm gestegen is in het noordoostelijke deel van
de Atlantische Oceaan. Uit dezelfde studie is ook gebleken dat 80 % van het aangespoel-
de plastic ter hoogte van de Tamar monding in het Verenigd Koninkrijk tot de klasse van
de microplastics behoort. In tegenstelling tot de grote stukken plastic die vaak drijven op
het wateroppervlak, komen microplastics voor in de ganse waterkolom, op en in de zee-
bodem. [29-31]

1.9.1 Bronnen van microplastics

Naast het voorkomen als degradatieproduct en pellets voor plasticproductie, kunnen mi-
croplastics in het marien milieu terechtkomen door het wassen van synthetische kledij en
door het gebruik in schoonmaakmiddelen, scrubs en andere cosmetica, ... In schoon-
heidsverzorgingen zijn de teruggevonden microplastics voornamelijk vervaardigd uit PE

20
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en PS met een diameter van kleiner dan 1 mm. De industriéle schoonmaakproducten voor

het reinigen van bijvoorbeeld machines en scheepsrompen bestaan meestal uit acryl,

melamine of polyester partikels van 0,25 tot 1,7 mm. [30-34]

1.9.2 Opname en impact van microplastics
Rond de impact van microplastics op marine biota gebeurden nog maar weinig studies, in
ieder geval is het zeker dat de impact van de microplastics groter is dan eerst gedacht.
Op The International Research Workshop on the Occurrence, Effects, and Fate of Micro-
plastic Marine Debris in Washington in 2008 werd vastgesteld dat de impact van micro-
plastics gebaseerd is op 3 factoren:

- De aanwezigheid van microplastics in marien milieu,

- De hoge resistentie van de microplastics en vandaar ook de ophoping ervan,

- De opname door mariene biota. [29]
Het is reeds bewezen dat microplastics kleiner dan tien micrometer (um) opgenomen
worden door filtervoeders zoals de mossel (Mytilus edulis) en de wadpier (Arenicola mari-
na). Ook in de maag van de slakdolf (Liparis liparis), de bot (Platichthys flesus) en andere
vissen werden plastic partikels teruggevonden. Naast vissen werd ook in vogels, schild-
padden, walvissen, ... plastic aangetroffen. De opname van microplastics door bijvoor-
beeld de mossel heeft gevolgen voor het ganse ecosysteem waardoor dieren zoals vo-
gels, krabben, zeesterren en zelfs de mens de gevolgen zouden kunnen ondervinden.
Maar ook over de overdracht van plastics via de voedselketen is nog weinig geweten. [35-
38][39]
De opname en de translocatie worden beinvloed door enkele factoren zoals beschikbaar-
heid, de grootte, de lading, het type plastic, het opperviak en de vorm bijvoorbeeld bol-
vormig, vezels of een onregelmatige vorm. Eenmaal de opname is gebeurd zijn er drie
opties: opstapeling in het spijsverteringsstelsel, uitscheiding via de feces of translocatie in
het weefsel. Naast de factoren die de opname beinvioeden zijn er ook factoren die een rol
spelen in wat er opgenomen wordt. De aanwezigheid van plastic verschilt in de verschil-
lende lagen van de waterkolom afhankelijk van de grootte, de vorm en de dichtheid van
de microplastics. Bijvoorbeeld plastics met een lage dichtheid drijven en zijn dus beter
toegankelijk voor dieren zoals vogels. Plastics met een hoge dichtheid die kunnen zinken,
maken dan weer meer kans om opgenomen te worden door bijvoorbeeld bodemdieren

zoals pieren. Nog andere plastics zweven in de waterkolom en vormen een gevaar voor
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de pelagische organismen. Door de sorptie van POP’s of biofouling kunnen plastics ver-

zwaard worden en een ander effect op het marien milieu veroorzaken. [30][39][40]

1.10Bestudeerde organismen

1.10.1 Noordzeekrab (Cancer pagurus)

1.10.1.1 Morfologie

De Noordzeekrab of Cancer pagurus (figuur 1.6) behoort tot de orde van de decapoda en
kan een lengte hebben tot twaalf centimeter en in de breedte kan deze tot dertig centime-
ter worden. Het achterlijf varieert volgens het geslacht, bij de vrouwtjes is dit veel breder
dan bij de mannetjes. Noordzeekrabben bezitten vier paar lange behaarde poten en één
paar scharen. De kleur van de poten is net zoals het schild roodbruin. De uiteinden van de
scharen is echter zwart. Meestal is één schaarpoot beduidend groter, terwijl de kleinere
schaar dan weer scherper is. De ademhaling van Noordzeekrabben wordt net zoals bij

vissen geregeld door kieuwen. [41-45]

Figuur 1.6: Noordzeekrab (Cancer pagurus) [46]

1.10.1.2 Biotoop en verspreiding

Cancer pagurus leeft zowel aan rotskusten als op zand en slibbodems. Het dier verkiest
holten in rotsen of wrakken om er zich in schuil te houden. De krabben kunnen gevonden
worden op dieptes van het inter-getijdengebied of zelfs tot driehonderd meter diepte. Op
dieptes tussen zes en veertig meter leven vooral de jonge Noordzeekrabben met een
pantserwijdte die kan gaan tot zeventien centimeter. In diepere gebieden komen de grote-
re dieren voor. De krab leeft wijd verspreid in de Noordzee, de Middellandse Zee en het

noordoostelijke deel van de Atlantische Oceaan. [41][44][45]
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1.10.1.3 Eten en gegeten worden

De Noordzeekrab is een predator en omnivoor. Deze krab voedt zich vooral met schaal-
en schelpdieren die niet snel kunnen wegvluchten. Maar deze krab doet zich ook te goed
aan kannibalisme op de kleinere individuen van de eigen soort. Daarnaast verorbert het
ook andere dode dieren zoals vissen die verstrengeld zitten in vissersnetten en aas. Zee-
honden, kabeljauw en andere vissoorten vormen een gevaar voor de Noordzeekrab. Dit is
dan ook waarschijnlijk de reden waarom de krabben vooral 's nachts actief zijn en zijn
vijanden probeert te ontlopen. [41][43][47][48]

Naast zijn natuurlijke vijanden is de mens de grootste vijand voor de Noordzeekrab. Het
vlees uit de scharen wordt bij ons beschouwd als een delicatesse. Vooral vrouwelijke die-
ren zijn erg geliefd, daar deze beter gevuld zijn en beter smaken als de mannetjes. Het
hele jaar door worden de krabben gevangen met een piek tussen maart-april en oktober-

november. De vangst gebeurt met behulp van een korf met aas. [41][42]
1.10.2 Zeester (Asterias rubens)

1.10.2.1 Morfologie

Zeester of Asterias rubens (figuur 1.7) behoort tot de stekelhuidigen en zoals de naam het
zelf zegt heeft het dier een radiale stervorm met een centraal midden en vijf armen. De
kleur van de rugzijde van Asterias rubens kan variéren van bleekoranje, rood tot zelfs
paars. Zeesterren bestaan voornamelijk uit darmen en gonaden. Aan de rugzijde bevindt
zich centraal de anus. Aan de buikzijde liggen de cardiale- en pylorische maag centraal.
De cardiale maag komt naar buiten om het voedsel op te nemen, terwijl de pylorische

maag het voedsel binnenin het dier verwerkt. [49][50]

Figuur 1.7: Zeester (Asterias rubens) [51]
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1.10.2.2 Biotoop en verspreiding

Asterias rubens verkiest een harde ondergrond van rotsen, stenen en mosselbanken tus-
sen een diepte van het inter-getijdengebied tot wel 650 meter diepte. Geografisch is het
dier verspreid over de Atlantische Oceaan, de Noordzee en de Oostzee. [49][50]

1.10.2.3 Eten en gegeten worden

De maaltijd van Asterias rubens bestaat voornamelijk uit weekdieren, zoals mosselen en
oesters, slakken, maar ook uit aas, kleine krabbetjes, heremietkreeftjes, zee-egels en
dode dieren. Eten doet de zeester door haar cardiale maag naar buiten te halen en stulpt
deze over haar prooi. In een volgende stap scheidt de zeester een spijsverteringsenzym
uit waardoor de prooi vioeibaar wordt en reeds buiten de zeester deels verteert vooraleer
deze opgenomen wordt door de maagwand. Zeesterren kunnen dienen als prooi van gro-
tere kreeftachtigen en duikvogels, maar eigenlijk hebben de zeesterren zelf weinig vijan-
den. Zeesterren worden gezien als concurrenten van de visserij, mits deze mossel- en
oesterbedden verorberen. De dieren kunnen echter wel gevangen worden en vermaalt
worden tot kunstmest of pluimveevoer. Ook worden ze vaak in alternatieve circuits ge-
bruikt zoals bij homeopathie. [49][50]

1.11Probleemstelling

Uit bovenstaande literatuurstudie kan afgeleid worden dat plastic afval een groot pro-
bleem vormt in de Noordzee. Grotere stukken plastic afval kunnen zeedieren verstrikken
of een hongerdood bezorgen. De problemen veroorzaakt door kleinere plastic partikels,
de microplastics, zijn heel wat minder gekend en minder visueel waarneembaar, maar
daarvoor niet minder belangrijk. Deze kleine fragmenten stapelen zich op in het ecosys-
teem en er kan sorptie van chemische stoffen plaatsvinden. Zowel sorptie vanuit het water
naar het plastic als sorptie van bijvoorbeeld additieven uit het plastic naar het zeewater of
na opname in het organisme. Om de problematiek van deze microplastics in het Belgisch
deel van de Noordzee in kaart te brengen worden deze microplastics gemonitord in het
sediment, de waterkolom en mariene organismen. Daarnaast moet er onderzoek verricht
worden naar de opname van microplastics door mariene organismen. In deze studie wor-
den verschillende locaties op het Belgische continentaal plat en de kust gemonitord, de
opname van microplastics door de zeester en Noordzeekrab nagegaan. Vanuit de biologi-
sche effecten is het van belang een methode op punt te stellen die toestaat de mecha-

nismen die aanwezig zijn, om de verwerking van contaminanten mogelijk te maken of ten
24
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gevolge van de toxicologische impact, te gaan bestuderen en deze te kwantificeren. Snel-

le en vroege detectie van contact van organismen met bepaalde contaminanten kan het
mogelijk maken om maatregelen op te leggen die de problemen tegen gaan en oplossen.
Van daaruit wordt er gestart met de ontwikkeling van een methode om biologische effec-
ten van plastiek vervuiling in zeester te gaan kwantificeren met behulp van een geneti-

sche biomerker.
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2 Materiaal en methoden

2.1 Blootstellingexperimenten met microplastics

2.1.1 Blootstellinglokaal

Het blootstellinglokaal (zie figuur 2.1) bestaat uit 24 glazen aquaria van 54 liter (I) en een
waterreservoir van 630 |. Dit reservoir is uitgerust met een waterniveausensor. Voor het
water het reservoir binnenkomt, passeert dit eerst over een filterkaars met actieve kool.
Een tweede sensor regelt de temperatuur op vijftien graden Celsius (°C). Elk aquarium
heeft een eigen watertoevoer en is verbonden met PP buizen aan de pomp die het zee-
water uit het reservoir naar de verschillende aquaria pompt. Daarnaast is elk aquarium
ook voorzien van een overloop. Naast een watercircuit is er ook een luchtcircuit voorzien,
waarbij ieder aquarium via een PVC slangetje en een cilindrische zuurstofsteen van zes
centimeter verbonden is met een pomp die constant omgevingslucht opzuigt en rond-
stuurt. De belichting van het lokaal gebeurt door een dubbele fluorescentielamp van 80
Watt. Deze lampen zijn ook aangestuurd door de computer. Niet alleen de intensiteit kan
geregeld worden met de computer maar ook de optie voor een dag- en nachtcyclus is
beschikbaar. De instellingen staan ingesteld met de nabootsing van een zonsopgang om

zes uur ’'s morgens en een donkere periode vanaf tien uur ’s avonds.

Figuur 2.1: blootstellinglokaal

2.1.2 Testorganismen

Als testorganismen worden zowel zeesterren als Noordzeekrabben gebruikt. Zeesterren
zijn zeer abundant aanwezig in het Belgisch deel van de Noordzee. Ze leven op de zee-
bodem en kunnen gemakkelijk in leven gehouden worden waardoor ze van groot belang

zijn bij monitoring. De Noordzeekrabben hebben een grote economische en ecologische
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waarde en worden al op het ILVO gebruikt bij testen met toxische algen. Beide organis-
men zijn top-predatoren, wat van belang is bij het onderzoek naar de accumulatie van

microplastics.
2.1.3 Voeding

2.1.3.1 Benodigdheden

- 15-tal mosselen en eventueel ook andere schelpdieren

- Agar: VWR® 20768.235

- Microplastics uit polyethyleen: 100 pm, 250 um en 500 pm (Visiblex ™ Color Dyed
Microspheres)

- Portie garnaalfond

2.1.3.2 Werkwijze

Open de mosselschelpen door deze met een mes open te snijden ter hoogte van de sluit-
spieren. Lepel vervolgens de mosselen volledig uit hun schelp en laat deze op een zeef
uitlekken. Leg de lege schelpen klaar om straks daarin de mosselagar te kunnen gieten.
Mix de mosselen met de garnaalfond. Laat 3 g agar samen met 100 milliliter (ml) water
opkoken, roer af en toe, tot de agar volledig opgelost is en een heldere substantie wordt
verkregen. Voeg aan de warme agaroplossing de mosselmix toe en roer deze goed zodat
mosselen en agar goed gemengd zijn. Giet het mengsel zoals op figuur 2.2, in de lege
mosselschelpen (voor krabben) of macomaschelpjes (voor zeesterren). Afhankelijk van de
proefopzet kunnen microplastics in de agar worden gebracht met een micropipet. Laat de
agar stollen. Na stolling kunnen de agarschelpen enkele dagen in de koelkast bewaard
worden. [52]

Figuur 2.2: lege mosselschelpen, agarmengsel, gieten van agar in schelp en schelpen na stollengebruikte micro-
plastics, 500 pm (rood), 250 pm (blauw), 100 pm (groen) vergroting 20x [52]
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2.1.4 Blootstellingproef

2.1.4.1 Noordzeekrabben

De krabben worden afzonderlijk in een beker van 5 | gebracht met ongeveer 3 | zeewater
en individuele beluchting. Het verloop van de blootstelling is te zien in tabel 2.1. Vooraf
worden de dieren in een aquarium geacclimatiseerd en vertrouwd gemaakt met de agar-
voeding. Het zeewater uit de bekers wordt gefilterd om na te gaan of microplastics worden

opgenomen of uitgescheiden.

Tabel 2.1: verloop blootstelling krabben

Dag 1 Krab in beker brengen en voederen met microplastics in agarmossel

Dag 2 Filtreren water

Dag 3 Filteren water en opnieuw blootstellen aan verse portie agarmossel met microplastics
Dag 4 Filtreren water

Dag 5 Destructie krab

De proef wordt in duplo uitgevoerd op drie dieren die blootgesteld werden aan microplas-

tics met een verschillende grootte van 100 um, 250 um en 500 pm.

2.1.4.2 Zeesterren

Per microplastic grootteklasse (100 um, 250 um en 500 pum) worden drie aquaria voorzien
die elk worden opgedeeld in twee delen door een diagonaal tussenstuk. Per opdeling
wordt één zeester blootgesteld om de individuele opname van voeding na te kunnen
gaan. Het aquarium wordt drievierden gevuld met zeewater. In onderstaande tabel 2.2 is

het verloop van de blootstelling te volgen.

Tabel 2.2: verloop blootstelling zeesterren

Dag 1 Zeester in aquarium brengen en voederen met microplastics in agarschelp

Dag 2 Eén zeester per grootte van microplastics destructeren

Opnieuw blootstellen aan verse portie agarschelp met microplastics en destructie van
€én zeester per grootte van microplastic

Dag 4 Eén zeester per grootte van microplastic destructeren
Dag 5 Eén zeester per grootte van microplastic destructeren

Dag 3
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2.1.5 Onderhoud dieren

Er werd een methode opgesteld waarbij aan de hand van onder andere turbidimetrie (pro-
tocol zie bijlage 1) vastgesteld kan worden wanneer het water van de aquaria nodig ver-
verst moet worden. Tijdens de experimenten met de microplastics wordt net voor het wa-
ter geloosd wordt een zeef geplaatst van 63 pm zodat er geen microplastics in de afvoer
terecht kunnen komen.

Het water van de niet blootgestelde zeesterren en krabben in het kweek laboratorium
wordt automatisch met het circuit mee gezuiverd. Enkel de lege schelpen moeten met
behulp van een schepnet verwijderd worden. Het voedingspatroon van de dieren houdt in
dat deze op maandag, woensdag en vrijdag gevoederd worden met een halve mossel per
krab en een halve mossel per zes zeesterren. Om wat variatie in het dieet te brengen
worden deze ook af en toe vervangen door het nonnetje (Macoma balthica) en sprot
(Sprattus sprattus) voor de krabben.

2.2 Destructie

De destructiemethode is afgeleid van deze van Van Cauwenberghe et al. (2011) waarbij
organisch materiaal in anorganisch zuur wordt gedompeld. In tegenstelling tot het biolo-
gisch materiaal lossen de PE microplastics niet op en komen deze vrij in de oplossing. Na
filteren kan de aanwezigheid van microplastics op de filter nagegaan worden met behulp
van een binoculair (vergroting tussen 20x en 160x). [35]

De oorspronkelijke methode werd geoptimaliseerd voor de gebruikte organismen. De
hoeveelheid zuur en de kookduur werden gevarieerd tot de ideale combinatie, weergege-
ven in tabel 2.3. Alle dieren worden op hun geheel gedestrueerd om een verlies aan mi-
croplastics tegen te gaan. Maar ook omdat in eerste instantie de vraag ‘worden microplas-
tics opgenomen door het testorganisme’ moet beantwoord worden. Enkel bij wijting wor-
den de spijsverteringsorganen gedisecteerd, aangezien het niet relevant lijkt om de hele
vis tot destructie te brengen. Bij het uittesten van de methode werd opgemerkt dat een
vetachtige substantie in de oplossing bleef. Na filtreren over een VWR filter (10-20 pm)
leverde deze een belemmering voor de zichtbaarheid van het staal.

Daarom wordt geopteerd om een kleine hoeveelheid sterker zuur toe te voegen. Zwavel-
zuur kan niet gebruikt worden omdat dit plastic aantast en ook waterstofperoxide zou een
negatief effect hebben op plastic. Waterstoffluoride kan eveneens niet gebruikt worden
daar de labuitrusting niet bestand is tegen dit zuur. Bij toevoeging van een hoeveelheid

geconcentreerd perchloorzuur (salpeterzuur:perchloorzuur 10:1 volume:volume (vv)) blijkt
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dat de substantie die het zicht bellemert sterk vermindert. De microplastics werden getest
op hun zuurbestendigheid. Na blootstelling van de microplastics aan het zuur bleken er
geen opmerkelijke veranderingen aan de plastics waarneembaar. Mits na toevoeging van
perchloorzuur nog steeds niet alle substantie verdwenen was, wordt de filter nog op een
petriplaat, met zelfde diameter als de filter in een droogstoof bij = 70 °C gelegd. Door de
warmte smelt de vetachtige substantie en diffundeert doorheen de porién van de filter.

2.2.1.1 Benodigdheden

- Perchloorzuur (technisch): 65 %
- Salpeterzuur (technisch): 68 %

- Mariene biota: gewone zeester / Noordzeekrab / mossel / wijting ingewanden

2.2.1.2 Werkwijze

OPMERKING: In deze werkwijze wordt gebruik gemaakt van oxiderende en corrosieve
stoffen, het is aan te raden volgende veiligheidsinstructies op te volgen. Handel uiterst
voorzichtig, draag zuurbestendige handschoenen en een veiligheidsbril. Werk in een trek-

kast en goed geventileerde ruimte om inademing van dampen te vermijden.

Breng het monster voor destructie in een beker en voeg hierbij een hoeveelheid gecon-
centreerd salpeterzuur en geconcentreerd perchloorzuur in een volumeverhouding 10:1
bij de krab, zeester en mossel stalen, zoals voorgesteld in tabel 2.3. Laat het mengsel
overnacht staan. Verwarm de brei tot ongeveer 83 °C gedurende de aangegeven tiid
weergegeven in tabel 2.3 of tot alles opgelost is. Voeg vervolgens de aangegeven hoe-
veelheid, water van £ 80 °C toe. Filtreer de oplossing. Tot slot wordt er met de binoculair
(vergroting tussen 20x en 160x) gezocht naar microplastics op de filter. Indien er toch nog
aanwezigheid is van vetachtige substantie, die het zicht belemmeren, kan de filter nog
kort in de droogstoof gelegd worden bij 70 °C, waarbij de substantie smelt en door de po-

rién van de filter difftundeert.

Tabel 2.3: hoeveelheid toe te voegen salpeterzuur, water en kookduur per staal

Staal Salpeterzuur (ml) Kookduur Water (ml)
Krab 250 3 uur 2500
Mossel (per vijf) 50 30 minuten 500
Spijsverteringsstelsel wijting 50 30 minuten 500
Zeester 50 30 minuten 500
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2.3 Microplastics uit sediment

2.3.1 Staalname
Sedimentstalen werden genomen van op het onderzoeksschip Belgica RV met de Van
Veen grijper (zie figuur 2.3). De staalnamepunten zijn weergegeven op de kaart op af-

beelding 2.4. De stalen werden in een 6 | PE tonnetje bewaard in diepvries bij — 21 °C.

l

\

e L [LAEN

Figuur 2.3: Belgica RV, onderzoeksschip van de Belgische regering (links) en de Van Veen grijper die zich op het
schip bevindt en gebruikt werd voor de sedimentstalen (rechts)

De locaties voor sedimentstalen genomen op de Belgica zijn: Haven(bagger)geul Zee-
brugge (BAG), Buitenratel Noord (BRN), Buitenratel Zuid referentie (BRZR), Kwintebank
Noord (KBN), Kwintebank Noord referentie (KBNR), Oostdyck (ODC) en Oostdyck refe-
rentie (ODR). De zandbanken behoren tot extractie zone I, de meest intensief gebruikte
ontginningszone voor zand.

Verder werden ook nog zelf zandstalen genomen. Zand werd genomen op het strand in
Oostende ter hoogte van “De Drie Gapers”, Thermae Palace en het Oosterstaketsel. Ook
deze stalen werden getransporteerd en bewaard in een PE tonnetje van 6 |, maar op ka-
mertemperatuur aangezien deze onmiddellijk geanalyseerd konden worden. Bij de

zandstalen werd de bovenste vijf centimeter van het strand genomen.
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Figuur 2.4: kaarten staalnamepunten op zandextractiezone Il en de havengeul Zeebrugge met Belgica RV

2.3.2 Microplastics uit sediment halen

Microplastics zouden in principe gescheiden kunnen worden vanuit het sediment op basis
van hun grootte door te zeven. Dit is praktisch niet haalbaar en kan omzeild worden door
gebruik te maken van het verschil in dichtheid. De methode van Thompson (2004), leek
de geschiktste methode en werkt volgens het principe van sedimentatie. Er wordt gebruik
gemaakt van een verzadigde zoutoplossing (dichtheid: 1200 g/l) met een grotere dichtheid
dan deze van plastics (dichtheid zie tabel 1.1), waardoor de microplastics gaan drijven en
vervolgens uit de oplossing gezeefd kunnen worden. De sedimentkorrels beschikken over

een grotere dichtheid en bezinken. [30]

2.3.2.1 Benodigdheden

- Droogstoof op 60 °C - Sediment (£ 11)
- Grote lepel (geen plastic) - Verzinkte emmer
- Keukenzout - Zeef: 50 um

(Carrefour Discount, Ingrediénten: zeezout,

antiklontermiddel en kaliumferrocyanide.)

2.3.2.2 Werkwijze

- Plaats ongeveer 1 | nat sediment staal in een glazen beker in de droogstoof (60 °C) tot
het volledig droog is (ongeveer een week), tussenin af en toe de massa omroeren om
sneller te drogen.

- Weeg de gebruikte hoeveelheid droog sediment af op de bovenweger.
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- Maak 3| verzadigde zoutoplossing (1000 g/3 1), breng deze vervolgens bij het sediment

en roer de massa gedurende twee minuten.

- Laat gedurende minstens een uur bezinken.

- Giet de zoutoplossing met mogelijke microplastics af over de zeef, zoals op figuur 2.5.
Zorg ervoor dat het bezinksel niet op de zeef komt.

- Verzamel de plastics die op de zeef liggen en bekijk deze onder een binoculair (vergro-
ting tussen 20x en 160x).

- Herhaal voorgaande vier stappen nog tweemaal voor de sedimentstalen.

Figuur 2.5: werkwijze microplastics uit sediment

2.3.2.3 Visuele herkenning onder binoculaire microscoop

De eventuele microplastics, worden bekeken onder een binoculaire microscoop (vergro-
ting tussen 20x en 160x). De verkregen resultaten zijn gebaseerd op visuele herkenning.
De indeling is opgemaakt in plastic vezels, granulaire deeltjes, plastic films, pellets en
andere vormen van plastic. Dit laatste duidt op piepschuim en andere vormen van macro-
plastic. Deze indeling wordt voorgesteld in figuur 2.6. Met een binoculaire microscoop is
het echter moeilijk onderscheid te maken tussen plastic films en granulaire deeltjes, daar-
om gebeurde de herkenning van de granulaire deeltjes en de films in dit eindwerk als één

groep: de granulaire deeltjes.

Figuur 2.6: vezel, granulair deeltje, pellets en andere plastics
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2.3.2.4 Rendement

Aan zes zandstalen, vrij van plastic, worden twintig microplastics (Visiblex™ Color Dyed
Microspheres) van 250 pm en twintig van 500 pm. Vervolgens wordt de werkwijze uit
2.3.2.2 herhaald tot alle microplastics teruggevonden worden.

2.4 Genetisch luik

Voor de doelorganen wordt geopteerd voor ovaria, maag en darmen van de gewone zee-
ster. De keuze van maag en darmen ligt voor de hand. Het eerste contact met de micro-
plastics vindt plaats in de spijsverteringsorganen. De selectie van ovaria werd geopteerd
omdat uit onderzoek is gebleken dat ovaria erg gevoelig bleken voor benzo(a)pyreen.
Benzo(a)pyreen behoort tot een van de meest giftige PAK’s. De stof wordt ondermeer
door PET en LDPE opgenomen, en onderzoek bij ovaria is interessant om een indicatie te
hebben van de impact van chemische lading. [22][53]

De desoxyribonucleinezuur (DNA) extractie en amplificatie van cytochroom b worden uit-
gevoerd om identificatie op species na te gaan.

De extractie van ribonucleinezuur (RNA) heeft als voordelen ten opzichte van een DNA
extract dat enkel de genen (transcripten) die tot expressie komen aanwezig zijn in het
extract. Om genen te kunnen bestuderen op hun eventuele up- of downregulatie is het
van essentieel belang te kunnen werken met RNA. Maar eerst moet het DNA nog omge-
zet worden naar complement DNA (cDNA). Bij dit cDNA worden vervolgens gepaste pri-
mers gevoegd en een Polymerase Chain Reaction (PCR) uitgevoerd. In dit onderzoek
wordt gebruik gemaakt van de klassieke PCR om de gepaste annealingtemperatuur te
kunnen bepalen en om vervolgens de sequentie te kunnen bekomen van het geamplifi-
ceerde genetisch materiaal. Daarnaast wordt ook quantitative real-time PCR (QPCR) ge-
bruikt. Deze techniek, relatieve quantificatie van genexpressie, zal in de toekomst kunnen
gebruikt worden om de expressie van genen onder conditionele controle te gaan bestude-
ren door ze te vergelijken met deze van standaardgenen of house keepinggenes die die-
nen als referentiegenen en waarvan de expressie binnen de geselecteerde organen als

constant kan worden beschouwd.

2.4.1 Standaard genen
De onderzochte genen zijn standaardgenen. Deze genen zijn nodig voor de basiswerking
van elke cel. In normale gevallen is de expressie van deze genen in een cel of weefsel

constant en cel specifiek. De bedoeling hier is om na te gaan of de onderzochte genen,
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glyceraldehyde-3-fosfaatdehydrogenase (GAPDH), 18 Svedberg ribosomaal RNA(18S
rRNA), beta-actine en elongation factor-1 alpha (EF-1 a), in de toekomst gebruikt zouden
kunnen worden als referentiegenen bij de studie van biomerkers voor vervuiling. Opname
van toxische stoffen kan, een invloed hebben op de genexpressie van organismen op
moleculair, cellulair en weefsel niveau. Op langere termijn kan dit zorgen voor biologische
veranderingen. Door de expressie van genetische biomerkers te vergelijken met de con-
stante expressie van de standaardgenen, kan inzage verworven worden in deze verande-
ringen of effecten. In het vervolg onderzoek van deze thesis zal er gescreend worden
naar relevante biomerker genen die een indicatie kunnen geven omtrent de impact van de

microplastics.

2411 GAPDH

GAPDH speelt een belangrijke rol in het koolhydraatmetabolisme. In aanwezigheid van
anorganische fosfaten en nicotinamide adenine dinucleotide kan het een oxidatieve fos-
forylatie  uitvoeren. De omzetting van glyceraldehyde-3-fosfaat naar 1,3-
biphosphoglyceraat, stap in de glycolyse die belangrijke energie vrijmaakt in de cel. [54]

2.4.1.2 18S RNA

De ribosomen van eukaryoten bestaan uit twee subeenheden. Een grote eenheid van 60S
en een kleinere unit van 18S. Dit rRNA heeft een functie in de start van de translatie.

Daarnaast speelt het ook een rol in het correct aflezen van het codon. [55]

2.4.1.3 Beta-actine

B-actine of cytoplasmatisch actine is een proteine binnen het cytoskelet met een functie in

de celstructuur en de beweging. [56]

2414 EF-la

EF-1 a is een gen dat codeert voor guanosine-5'-trifosfaat (GTP), dat een belangrijke rol
speelt in de translatie stap bij eukaryoten. Het katalyseert de binding tussen aminoacyl
transfer RNA (tRNA) en de ribosomen. [57]
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2.4.2 DNA extractie

2.4.2.1 E.ZN.A.™ Mollusc / Arthropod DNA

Het principe van de E.Z.N.A.™ Mollusc / Arthropod DNA is gebaseerd op de kationische
lyserende werking van cetyltrimethylammoniumbromide en de bindingsaffiniteit van DNA
met de HiBind® kristalen van de filter. Na toevoegen van de lyserende buffer en proteina-
se K wordt chloroform toegevoegd om mucopolysacchariden te verwijderen. Wanneer het
genetisch materiaal, na RNase behandeling, op de HiBind® DNA Mini Column wordt ge-
bracht kunnen stoffen zoals zouten, eiwitten en andere contaminanten verwijderd worden.
Tot slot wordt met de elutiebuffer het DNA van HiBind® DNA Mini Column verwijderd.

e Benodigdheden
- 100 % Ethanol
- Chloroform
- Elutiebuffer (70 °C)

ML1 Buffer

Ovaria Asterias rubens

Proteinase K

- Equilibratiebuffer - RNase A
- HiBind® DNA Mini Column - Wasbuffer
- MBL Buffer

o Werkwijze

- Breng £ 30 milligram (mg) weefsel in een epje, voeg hierbij 350 ul ML1 Buffer, 25 ul
proteinase K en vortex.

- Incubeer bij 60 °C totdat het volledige staal opgelost is.

- Voeg vervolgens 350 ul chloroform toe en vortex.

- Centrifugeer gedurende 2 minuten bij kamertemperatuur op een gravitatiekracht (g)
van 10 000.

- Breng de bovenste fase over in een nieuw epje, voeg hierbij een gelijk volume MBL
Buffer, 10 pl RNase A en vortex gedurende 15 seconden.

- Incubeer 10 minuten bij 70 °C en breng daarna de oplossing weer op kamertempera-
tuur.

- Voeg een zelfde hoeveelheid 100 % ethanol toe als het volume van de bovenste fase.

- Breng 100 pl equilibratiebuffer op de HiBind® DNA Mini Column, centrifugeer 1 minuut
op maximale snelheid en verwijder het filtraat.

- Breng 750 pl staal op de Mini Column, centrifugeer 1 minuut op 10 000 g en verwijder

het filtraat. Herhaal deze stap tot alle staal op de Mini Column werd gebracht.
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- Breng de HiBind® DNA Mini Column over in een nieuw epje, voeg 500 pl toe en centri-
fugeer op 10 000 g gedurende 30 seconden. Verwijder vervolgens het filtraat.

- Voer de volgende stap tweemaal uit: voeg 700 pl DNA wasbuffer toe, centrifugeer 1
minuut op 10 000 g en verwijder het filtraat.

- Om de membraan wordt de filter 2 minuten op maximale snelheid afgecentrifugeerd en
vervolgens in een nieuw epje geplaatst.

- Vervolgens wordt 50 — 100 pl elutiebuffer voorverwarmd bij 70 °C op het membraan
gebracht en geincubeerd bij kamertemperatuur gedurende 2 minuten. Tot slot 1 minuut
centrifugeren bij 10 000 g en de elutiestap nog een keer herhalen.

2.4.2.2 Invisorb®Spin Tissue Mini Kit (Invitek)

De lysebuffer en proteinase K zorgen voor het lyseren van het weefstel. Na de centrifuga-
tie die het niet gelyseerde materiaal neerslaat wordt Binding buffer T toegevoegd en wordt
het staal op de spinfilter gebracht. Het DNA is in staat om te binden op de membraan
waardoor contaminanten kunnen weggewassen worden. Tot slot wordt met de elutiebuffer

het zuiver DNA van de filter gehaald.

e Benodigdheden

- Binding buffer T - Proteinase K
- Elutiebuffer D (52 °C) - Spinfilters
- Lysebuffer G - Wasbuffer

- Maag of darm Asterias rubens

o Werkwijze

- Breng 400 pl lysebuffer G en een klein stukje weefsel in een epje van 1,5 ml en vortex.

- Voeg daarbij 40 ul proteinase K en meng door op en neer te pipeteren.

- Incubeer bij 52°C totdat alle cellen volledig gelyseerd zijn en vortex tussenin af en toe.

- Centrifugeer gedurende 2 minuten op maximum snelheid om het niet gelyseerde mate-
riaal te pelleteren.

- Breng het supernatans over in een nieuw epje, voeg hierbij 200 ul Binding buffer T toe
en vortex gedurende 10 seconden.

- Neem een nieuw epje en breng hierin een spinfilter. Breng op de filter de suspensie en
incubeer gedurende 1 minuut bij kamertemperatuur.

- Centrifugeer op 13 000 g gedurende 2 minuten. Verwijder het filtraat en plaats de spin-

filter terug in het epje.
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Voeg 550 ul wasbuffer toe en centrifugeer 1 minuut op 13 000 g. Verwijder het filtraat
en herhaal deze wasstap. Centrifugeer de filter vervolgens 2 minuten op 13 000 g om
zeker te zijn dat alle wasbuffer verwijderd is.

Voeg 200 ul voorverwarmde elutiebuffer D (52°C) toe en incubeer gedurende 3 minu-
ten bij kamertemperatuur.

Centrifugeer nog een laatste keer gedurende 2 minuten op 8 500 g.

2.4.2.3 Wizard® Genomic DNA Purification (Promega)

Een eerste stap in het protocol (zie bijlage 2) houdt in dat de cellen en kernen gelyseerd

worden. De volgende stap is een RNase digestie stap. In de derde stap worden door mid-

del van zoutprecipitatie de cellulaire eiwitten verwijderd. Dit door verschil in moleculair

gewicht. Na centrifugatie blijft het genomisch DNA in oplossing, terwijl de eiwitten neer-

slaan. In de laatste stap wordt isopropanolprecipitatie toegepast waardoor het DNA ont-

zout wordt en geconcentreerd wordt.

2.4.3 RNA extractie
Voor de RNA extractie wordt PureLink™ RNA Mini Kit gebruikt. Een eerste stof TRIZz0I®,
een chaotrope oplossing van fenol en guanidine isothiocyanaat, lyseert weefselcellen en

kan daaruit RNA isoleren. Daarnaast beschermt het ook het RNA van endogene RNases.

Het RNA bindt op de spinfilter, die gemaakt is op basis van silica.

2.4.3.1 Benodigdheden

- 70 % Ethanol - Spinfilters

- Centrifuge op 4 °C - TRIzol®

- Chloroform - Vijzel voor epje
- Weefsel van Asterias rubens - Wasbuffer |

- Ribonuclease (RNase) vrij water - Wasbuffer I

2.4.3.2 Werkwijze

Breng 50 tot 100 mg weefsel in een epje van 1,5 ml en voeg daarbij 1 ml TRIzol®.
Homogeniseer het weefsel met behulp van het vijzeltje.

Voeg na vijf minuten incubatie op kamertemperatuur 200 pl chloroform toe. Zwenk het
epje vervolgens gedurende vijftien seconden en laat twee tot drie minuten staan op
kamertemperatuur.

Centrifugeer bij 4 °C, op 12 000 g gedurende vijftien minuten.
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- Breng £ 400 pul kleurloos RNA bevattend supernatans over in een nieuw epje, breng
daarbij een gelijk volume 70 % ethanol en zwenk het epje.

- Op een spinfilter met microcentrifugeerbuisje wordt 700 ul gebracht en gedurende vijf-
tien seconden bij kamertemperatuur op 12 000 g afgecentrifugeerd. Herhaal deze stap
tot alle staal behandeld werd.

- Breng nu 700 pl wasbuffer | op de filter en centrifugeer vijftien seconden bij kamertem-
peratuur op 12 000 g.

- Plaats de filter in een nieuw microcentrifugeerbuisje. De volgende wasstap, met was-
buffer I, wordt tweemaal uitgevoerd. Voeg 500 pl toe op te spinfilter en centrifugeer bij
kamertemperatuur op 12 000 g gedurende vijftien seconden en verwijder telkens het fil-
traat.

- Droog de filter door twee minuten te centrifugeren bij kamertemperatuur op 12 000 g.
Verwijder het de spinfilter en breng deze over in een epje. Breng op de filter 100 pl
RNase-vrij water en incubeer één minuut bij kamertemperatuur.

- Centrifugeer tot slot nog twee minuten bij kamertemperatuur op 12 000 g. Vervolgens
mag de spinfilter verwijderd worden en kan het RNA bewaard worden bij - 20 °C gedu-

rende een week. Voor langere periode is het aan te raden RNA te plaatsen op - 80 °C.

2.4.4 DNase behandeling van RNA

De DNase behandeling wordt uitgevoerd met RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis
Kit van Fermentas. DNase | is een endonuclease dat DNA afbreekt door fosfodiésterver-
bindingen te hydroliseren in mono- en oligodeoxyribonucleotiden met een 5’-fosfaat- en
een 3’-hydroxidegroep. In de buffer zit magnesiumchloride (MgCl,) die zorgt voor de acti-
vatie van het endonuclease. Om de reactie te inactiveren wordt ethyleendiaminetetra-
azijnzuur (EDTA) toegevoegd. Aan de reactie wordt ook diethyl pyrocarbonaat (DEPC)
water toegevoegd. DEPC is een niet specifieke RNase inhibitor.

2.4.4.1 Benodigdheden

- 10X DNase | reaction buffer - DNase |
- 25 millimolair (mm) EDTA - RNA
- DEPC behandeld water

2.4.4.2 Werkwijze

OPMERKING: Om degradatie tegen te gaan en om te verhinderen dat reacties vroegtijdig

doorgaan wordt aangeraden om volgende werkwijze uit te voeren op ijs.
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Breng 1 pug RNA in een epje van 600 ul en voeg daarbij 1 pl 10 X DNase | reaction buffer.
Leng vervolgens aan tot 9 ul met DEPC behandeld water. Voeg daarbij 1 pl DNase en
incubeer 30 minuten bij 37 °C. Breng hierna 1 pl 25 mM EDTA bij de oplossing en incu-

beer bij 65°C gedurende tien minuten.

2.4.5 cDNA synthese

Dezelfde RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit van Fermentas als bij de DNase
behandeling wordt gebruikt voor het maken van cDNA. Aan DNase behandeld RNA wordt
primermix toegevoegd, de hexamer randomprimers binden niet speciek, oligo-(dT);g bindt
op de poly-A-staart van de RNA streng. Beiden zorgen voor omzetting van RNA in cDNA.
Vervolgens worden 5X reaction buffer, RiboLock™ RNase Inhibitor, deoxyribonucleotide
trifosfaat (ANTP) Mix en RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase toegevoegd.

De Reaction Buffer bestaat uit: Tris-waterstofchloride die de zuurtegraad 8,3 pH constant
houdt, kaliumchloride zorgt ervoor dat de fosfaatuiteinden van het DNA niet binden met
andere stoffen in de oplossing, MgCl. zorgt voor de stabiliteit van beide DNA strengen en
dithiothreitol dat vermoedelijk zorgt voor de inactivatie van RNase. dNTP levert de basen

voor het maken van de cDNA streng.

2.4.5.1 Benodigdheden

- 10 mM dNTP Mix - RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase
- 5X Reaction Buffer - RiboLock™ RNase Inhibitor
- DNase behandeld RNA - Warmtebron bij 65 °C, 25 °C, 42 °C en 70 °C

- Primermix (1 pl oligo-(dT);s + 10 pl random primer)

2.4.5.2 Werkwijze

OPMERKING: Om degradatie tegen te gaan en om te verhinderen dat reacties vroegtijdig

doorgaan wordt aangeraden om volgende werkwijze uit te voeren op ijs.

Aan DNase behandeld RNA wordt 1 pl primermix toegevoegd, voorzichtig gemixt door op
en neer te pipetteren en kort gecentrifugeerd. Incubeer vijf minuten bij 65 °C. Vervolgens
worden 4 ul 5X reaction buffer, 1 pl RiboLock™ RNase Inhibitor, 2 pl 20 mM dNTP Mix en
1 pl RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase toegevoegd. Daarna wordt er gemixt
door op en neer te pipetteren en opnieuw kort centrifugeren. Incubeer nadien gedurende

vijf minuten bij 25 °C, gevolgd door een uur bij 42 °C en tot slot vijf minuten bij 70 °C.
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246 PCR

PCR is een techniek die een aantal aspecten van DNA replicatie imiteert. Aan de hand
van deze techniek is het mogelijk om DNA te amplificeren. Er wordt gebruik gemaakt van
een temperatuurresistent DNA polymerase. Dit polymerase katalyseert de reactie waarbij
met primers, complementair aan het DNA templaat, en dNTP een nieuwe streng wordt
bekomen die complementair is aan de originele DNA streng. Een eerste stap in het pro-
ces is de opwarming tot 94 °C waardoor waterstofbruggen breken en zo dubbelstrengig
DNA gedenatureerd tot enkelstrengig DNA. Vervolgens wordt de temperatuur voor de
annealing verlaagd naar 45 °C - 65 °C, bij deze temperatuur vindt de hybridisatie plaats,
primers binden op de DNA templaat. Een volgende stap die plaatsvindt bij 72 °C is de
elongatie, hier worden de primers verlengd met dNTP’s waardoor opnieuw dubbelstrengig

DNA ontstaat. De drie beschreven stappen worden een 30 a 40-tal keer herhaald. [51]

2.4.7 Real-time PCR

Het bestuderen van genexpressie via qPCR gebeurt aan de hand van een methode die
relatieve kwantificatie noemt. Dit is een variant op de klassieke PCR. Het verschil met de
gewone PCR bestaat eruit dat bij de nieuwere techniek de toename van het geamplifi-
ceerde DNA onmiddellijk waargenomen kan worden. De gebruikte LightCycler® 480 Real-
Time PCR System van Roche detecteert de toename in het genetisch materiaal aan de
hand van SYBR®Green. Dit is een kleurstof die bindt met dubbelstrengig DNA en vervol-
gens fluoresceert, waardoor op verschillende momenten tijdens het proces verschillende
intensiteiten waarneembaar zijn. In het begin van het proces wordt gewerkt met enkel-
strengig cDNA, hierop kan de kleurstof niet binden en zal er bijgevolg ook geen fluores-
centie gemeten worden. Tijdens de annealing-fase kunnen de eerste fluorescente signa-
len gemeten worden wanneer de primers binden op het templaat. De intensiteit van de
fluorescente merker stijgt tijdens de elongatiefase. Hoe meer DNA aanwezig, hoe hoger
het fluorescent signaal. Bij de denaturatie daalt het signaal echter, mits beide strengen uit
elkaar gaan en de merker enkel een signaal geeft bij dubbelstrengig DNA. [55][58]

Bij de onderzochte methode wordt het aantal kopieén van een gen dat onder experimen-
tele controle of waarvan geweten is dat zijn functie bijvoorbeeld een bepaalde reactie ka-
talyseert, doel gen, vergeleken met deze van een huishoudgen. Een huishoudgen is een
gen waarvan geweten is dat de expressie niet afhangt van bepaalde condities maar in alle
weefsels relatief constant tot expressie wordt gebracht. De onderzochte huishoudgenen

uit 2.4.1 zijn voorbeelden van huishoudgenen.
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3 Resultaten

3.1 Monitoring Belgisch deel van de Noordzee

3.1.1 Rendement

Aan zes zandstalen, vrij van plastic, werden twintig PE microplastics (Visiblex™ Color
Dyed Microspheres) toegevoegd van 250 um en twintig van 500 um. Deze gespikete se-
dimentstalen werden verwerkt volgens de werkwijze uit 2.3.2.2. Het experiment werd in
zesvoud uitgevoerd om uiteindelijk het rendement te bepalen. Het rendement bedraagt
88,3 % voor microplastics van 500 um en 81,7 % voor microplastics van 500 pm na drie
spoelbeurten zoals beschreven in de werkwijze. In het algemeen wordt rekeninggehouden
met een rendement van 85,5 %.

3.1.2 Microplastics in sedimentstalen

3.1.2.1 Havengeul Zeebrugge

De havengeul van Zeebrugge wordt met regelmaat uitgebaggerd. Het havenslib wordt
gedumpt op een bagger loswal dieper in zee gelegen. Hierbij is het dus van belang de
aanwezigheid van plastic partikels in het slib te onderzoeken. In de stalen uit de haven-
geul werden voornamelijk vezels aangetroffen. Het aantal aangetroffen vezels in het se-
diment van de havengeul van Zeebrugge schommelt tussen 1 en 55 vezels per kilogram
drooggewicht (dg). Het aantal, dat per kilogram droog staal werd, is te zien in figuur 3.1. In

de stalen werden geen pellets of andere plastics zoals macroplastics terug gevonden.

BagG1l
mBagG2
mBagG3

Havengeul Zeebrugge

50 - mBagG4
mBagG5
MBagG6
mBagG7

BagG8

20 BagG9
10 BagG10
mBagG11
0 . e e = W

WBagG12

Aantal (per kg dg)
w
o

Vezels Granules

Figuur 3.1: resultaten teruggevonden aantal deeltjes per kilogram droog sediment havengeul Zeebrugge

5% Please consider the environment before printing 42



Impact en effect van microplastics op verschillende epibenthos soorten hOWCSt
Resultaten

Zoals op figuur 3.1 te zien is, ligt het aantal vezels bij staal BagG1 beduidend hoger. Ook

bij BagG12 is een uitschieter waarneembaar. De punten BagG1l en BagG12 liggen dicht
bij elkaar. BagG1 bevindt zich net buiten de haven, terwijl BagG12 nog in de haven ligt
(zie figuur 2.4). Opmerkelijk is dat in alle stalen plastic vezels aangetroffen werden. Het
aantal weergevonden granules ligt beduidend lager, enkel in de stalen BagG4, BagG8 en
BagG11 werden slechts enkele granules gevonden. Van de gevonden microplastics beho-
ren 97 % tot de vezels en slechts 3 % tot de granules.

3.1.2.2 Zand van de zandbanken

e Buitenratel

Zandextractie zone Il met deelzones Buitenratel, Kwintebank en Oostdyck is de meest
intensief gebruikte zandextractie zone op het Belgisch Continentaal plat. Sinds 2005
wordt de Buitenratel alsmaar belangrijker binnen zone Il. Sediment van de Buitenratel
heeft een gemiddelde korrelgrootte van 344 + 14 um. [59]

In elk staal van de Buitenratel worden vezels teruggevonden, pellets werden nooit aange-
troffen. Vezels waren beduidend in de meerderheid met 88 % van alle aangetroffen plas-
tics en granules slechts 12 %. In onderstaande grafiek, figuur 3.2, is voor elk staal van de
Buitenratel het aantal teruggevonden microplastics per kilogram dg weergegeven.
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Figuur 3.2: resultaten teruggevonden aantal deeltjes per kilogram droog sediment Buitenratel

Opmerkelijk bij BRN 13 worden bijna evenveel granules als vezels teruggevonden.
BRN 11 valt op door het grote aantal teruggevonden vezels. Het staalnamepunt BRN 04,

die wat verder verwijderd ligt van de rest, vertoont dan weer beduidend minder vezels.
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e Kwintebank

De extractie activiteiten van zone Il concentreerden zich vroeger voornamelijk op de Kwin-
tebank. Het sediment van de Kwintebank bezit een gemiddelde korrelgrootte van
363 £ 9 um. [59]

In elk staal van de Kwintebank worden zowel vezels en als granules aangetroffen. Behal-
ve in het staal KBN 01, waar geen granules aangetroffen werden. Vezels waren opnieuw
beduidend in de meerderheid met 90 % van alle aangetroffen plastics en granules slechts
10 %. Pellets werden niet gevonden in de stalen. In onderstaande grafiek, figuur 3.3, is
voor elk staal van de Kwintebank het aantal teruggevonden microplastics per kilogram dg

weergegeven.
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Figuur 3.3: resultaten teruggevonden aantal deeltjes per kilogram droog sediment Kwintebank

Opvallend zijn de hoge waarden van stalen Kwintebank Noord referentie. 73 % van alle
vezels aangetroffen in de stalen van de Kwintebank is afkomstig uit de KBNR stalen. Het-
zelfde kan opgemerkt worden bij de granules, 81 % is afkomstig uit KBNR en maar 19 %
uit KBN stalen.

e Oostdyck

Het sediment van Oostdyck (extractie zone Il) heeft een gemiddelde korrelgrootte van
384 + 8 um, waarmee deze bank het grofste sediment uit zone Il bezit. [59]

ODR 06 is het meest zuidelijke punt van de vijf stalen genomen op de Oostdyck en bevat
geen vezels. ODR 09 is dan weer het meest noordelijke punt en valt op met 80 vezels per
kilogram droog sediment. Net zoals bij de andere stalen ligt het aantal granules duidelijk
lager en werden geen pellets gevonden. Enkel ODC 03 bevat geen granules (zie figuur
3.4). 93 % van de teruggevonden plastics in deze stalen zijn vezels, slechts 7 % zijn gra-

nules.
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Figuur 3.4: resultaten teruggevonden aantal deeltjes in sediment Oostdyck

3.1.2.3 Zand van het strand

Stalen werden genomen aan het Oosterstaketsel (zacht zand en vloedlijn), de Drie Ga-
pers (vloedlijn) en de golfbreker ter hoogte van Hotel Thermae Palace. De Drie Gapers is
een zeer drukke toeristische locatie, terwijl het Oosterstaketsel veel meer afgelegen ligt.
Wanneer het zacht zand van het Oosterstaketsel bekeken wordt, worden zoals verwacht
zeer weinig microplastics gevonden aangezien het zacht zand niet beinvioed wordt door
de getijden en niet in direct contact komt met de zee. Maar in het zand van de andere drie
stalen worden wel heel wat microplastics teruggevonden, vooral vezels. Uit figuur 3.5 kan
duidelijk afgeleid worden op basis van aangetroffen vezels dat enkel het staal ‘zacht zand’
van het Oosterstaketsel bijna niet in contact komt met de zee. Opmerkelijk zijn de pellets
die aangetroffen werden aan de vloedlijn van het Oosterstaketsel. Deze pellets werden
niet aangetroffen in de baggergeul en de zandbanken, noch op het zacht zand van het
strand. Daarnaast werd ook piepschuim en een groter stuk zwart plastic teruggevonden in
het staal van het Oosterstaketsel (vioedlijn). Ook in het staal van de Drie Gapers werd
een stukje piepschuim gevonden. Aan de vloedlijn was visueel heel wat afval waarneem-
baar. Met het blote oog konden pellets waargenomen worden op het strand, in het onder-
zochte staal werden drie pellets per kilogram droog zand teruggevonden. In het staal van
de vloedlijn zaten ook stukken plasticdraad, waarschijnlijk visdraad. De verhouding van de
teruggevonden deeltjes van de stalen die in contact staan met de zee kan als volgt wor-
den ingedeeld: 91 % vezels, 5% granules, 2 % pellets en 2 % andere plastics. Voor het
zacht zand van het Oosterstaketsel is de verhouding als volgt: 83 % vezels, 10 % granu-
les en 7 % andere plastics. De verhoudingen worden op onderstaande grafiek weergege-
ven naargelang het aantal deeltjes. Er werd geen rekening gehouden met de massa van

de deeltjes.
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Figuur 3.5: resultaten teruggevonden aantal deeltjes in zandstalen van op het strand van Oostende

Op alle stranden waar stalen genomen werden, waren overduidelijk plastiek voorwerpen
waarneembaar. Net zoals beschreven in de literatuurstudie gaat dit van handschoenen,
spuiten, onderdelen van visnetten en plasticflessen tot allerlei ander afval. Deze vondsten
werden niet beschreven in deze thesis. Meer informatie over hoeveelheden afval op de
Belgische stranden is terug te vinden in bijlage 3 over de strandopruimingsactie.

3.1.2.4 Vergelijking verschillende sediment-, zand- en strandstalen

In de slibstalen van havengeul van Zeebrugge wordt het laagste aantal vezels gevonden,
ongeveer dubbel zoveel worden gevonden in de zandbanken en driedubbel zoveel op het
strand. In het zand van de zandbanken piekt dan weer het aantal granules, terwijl deze in
de havengeul en op het strand net iets minder aangetroffen worden. Pellets echter komen
enkel voor op het strand, net zoals andere (macro)plastics. Dit overzicht wordt gegeven in

figuur 3.6.
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Figuur 3.6: vergelijking gevonden microplastics op verschillende staalnameplaatsen

Per staalname zone werden enkele locaties bemonsterd. De resultaten verkregen voor

deze locaties werden nu samen genomen per zone, weergegeven in figuur 3.6. De hoge
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standaarddeviaties uit figuur 3.6 tonen aan dat de verschillende locaties binnen een zone

niet kunnen beschouwd worden als replica’s.

Wanneer de vorm waarin de plastics teruggevonden worden onderling vergeleken wordt,
kan opgemerkt worden dat 91 % van alle aangetroffen plastics voorkomt in de vorm van
vezels. Slecht 7 % granules, 1 % pellets en 1 % andere plastics.

3.1.3 Microplastics uit vismagen

Bij het monitoren van plasticafval in het marien milieu is het van belang de opname door
mariene vissen en epibenthos soorten na te gaan. In dit voorafgaand onderzoek werden
de magen van acht wijtingen gevangen in het Belgisch deel van de Noordzee onderzocht
en gedestrueerd. Figuur 3.7 toont het aantal teruggevonden microplastics in de spijsverte-
ringsorganen van de wijting. Er werden geen grotere, met het blote oog waarneembare,
plastics waargenomen. Het gevonden aantal microplastics vertoonde geen correlatie met

lengte of gewicht van de wijting

Microplastics uit wijting

=

Aantal partikels
ORERNWRBEBUOUNIINNO D

Wijting S

Figuur 3.7: microplastics in wijting

3.1.4 Microplastics uit mosselen

De mosselen die getrokken werden aan het Oosterstaketsel en de Spuikom werden tot
destructie gebracht en bekeken onder de binoculaire microscoop. Partikels groter dan
10 pm worden door de mossel niet opgenomen. Partikels kleiner dan 10 pm konden niet

waargenomen worden met de hier gebruikte methode. [35]
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3.2 Blootstelling aan microplastics

Bij de blootstellingexperimenten werd in eerste instantie gezocht naar de ideale omstan-
digheden om de testorganismen te voederen en te onderouden. Noordzeekrabben blijken
bruikbare testorganismen te zijn. Ze zijn gemakkelijk in leven te houden en makkelijke
eters. Zeesterren daarentegen leverden enkele problemen op. Elk afzonderlijk in een be-
ker van 5 | stierven de dieren. Indien een aquarium onderverdeeld werd in zes delen,
stierven deze dieren ook. Ook wanneer er geopteerd werd voor een opdeling van het
aquarium in vier overleefden de dieren niet. De opstelling waarbij het aquarium in twee
delen werd gescheiden, lukte wel. Daarnaast werd de uitrusting van de aquaria zodanig

aangepast dat de krabben niet meer konden ontsnappen.

3.2.1 Blootstelling van Noordzeekrab

Verschillende krabben werden gedurende vijf dagen tweemaal blootgesteld aan micro-
plastics. Enkele krabben werden gevoederd op dag één en dag drie met een agarmossel
met microplastics van 100 um, andere met 250 um en een laatste groep met 500 um. Op
de laatste dag werden de dieren tot destructie gebracht. Figuur 3.8 geeft schematisch de
resultaten van het verloop van de blootstelling van Noordzeekrabben aan microplastics
weer. Uit de resultaten van de filtratie die dagelijks werd uitgevoerd op het zeewater, kan
afgeleid worden dat alle microplastics met het voer opgenomen worden in het spijsverte-
ringstelsel. Na enkele uren worden de microplastics weer uitgescheiden en worden deze
niet opgeslagen in de krab. Dit geldt voor alle drie de groottes van microplastics: 100 pm,
250 pm en 500 um.
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Figuur 3.8: schematische voorstelling blootstelling Noordzeekrab (MP=microplastics)
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3.2.2 Blootstelling van zeester

Verschillende zeesterren werden gedurende vijf dagen tweemaal blootgesteld aan micro-
plastics. Enkele zeesterren werden gevoederd op dag €én en dag drie met een agarmos-
sel met microplastics van 100 um, andere met 250 um en een laatste groep met 500 pm.
Dagelijks werd per categorie microplastics een zeester tot destructie gebracht, aangezien
in tegenstelling tot de krabben het water niet dagelijks gefilterd kon worden. Figuur 3.9
geeft het schematisch verloop van de resultaten van de blootstelling van Asterias rubens

aan microplastics.
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Figuur 3.9: schematische voorstelling blootstelling zeester (MP=microplastics)

In tegenstelling tot de Noordzeekrabben lijkt het erop dat de zeesterren de microplastics
zelfs niet tijdelijk opnemen. De zeesterren zijn in staat om microplastics van 100 pm, 250
pum en 500 um van de voeding te scheiden. Dit wordt ook bevestigd bij de destructie, in

geen enkele zeester werden microplastics teruggevonden.

3.3 Genetisch luik

3.3.1 Orgaan selectie

Wanneer de zeester zoals op onderstaande figuur 3.10 gedissecteerd wordt, kunnen de
gonaden en de darmen vrij eenvoudig uit het dier gehaald worden. Het nemen van een
staal van de maag vertoonde meer problemen. Het is zo dat wanneer de maag aange-

raakt wordt deze onmiddellijk gegrepen moet worden of dat deze vervloeid.
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Figuur 3.10: dissectie zeester, gonaden (links en rechts), darmen (links) en maag rechts

3.3.2 DNA extractie

Verschillende methoden werden uitgetest per orgaan. Wizard® Genomic DNA Purification
van Promega, Invisorb®Spin Tissue Mini Kit van Invitek en E.Z.N.A.™ Mollusc / Arthropod
DNA.

Voor de testen op ovaria is gebleken dat de methode volgens de E.Z.N.A.™ Mollusc /
Arthropod DNA kit het best werkt. Voor maag en darmen is het aangeraden te werken
volgens de methode van Invitek want deze leverde de beste amplificatie op zoals geana-
lyseerd op de agarosegel die gelopen werd na de PCR. Het resultaat van de maag extrac-
tie met de Invitek op figuur 3.11 vertoont mooie bandjes van intact genomisch DNA op de
gelopen agarosegel. De extractie van DNA getest op ovaria en het darmkanaal volgens
de methode van E.Z.N.A.™ Mollusc / Arthropod DNA vertoont, na elektroforese op agaro-
segel, naast een bandje van intact genomisch DNA in laan 2 en 3 ook een brede smeer
van gedegradeerde DNA moleculen. In de laantjes 1 en 4 is enkel een smeer te zien van
gedegradeerd DNA. Op het rechtse deel van figuur 3.11 is de agarosegel (2 %) te zien die
bekomen werd bij het testen van ovaria volgens de methode van Invitek en Promega. In
beide gevallen is het DNA van de Promega kit volledig gedegradeerd. In het geval van de
Invitek zijn wel bandjes te zien van intact DNA.

Band size SERFEETI
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Figuur 3.11: ladder in basenparen (bp), DNA uit maag met Invitek, DNA met E.Z.N.A.™ Mollusc / Arthropod DNA,
DNA uit ovaria met Invitek en Promega (L=Iladder)
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3.3.3 RNA extractie en cDNA

Wanneer een RNA extractie op gel wordt gezet, is na het lopen van de agarosegel (2 %)

een goed extract te herkenen aan de twee bandjes. Het langste fragment is afkomstig van
de 28S subeenheid, en het kleinste fragment stelt de 18S eenheid voor. Figuur 3.12 geeft
een voorbeeld van een geslaagd extract. De methode met PureLink™ RNA Mini Kit vol-

deed voor het uitvoeren van RNA extracten van zowel ovaria als spijsverteringsorganen.
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Figuur 3.12: ladder in bp, voorbeeld van een goed RNA extract

Nadat het RNA een DNase behandeling ondergaan heeft met de RevertAid™ First Strand
cDNA Synthesis Kit van Fermentas kon overgaan worden naar het omzetten van het RNA
naar cDNA. Na deze omzetting werd het cDNA op agarosegel (2 %) geladen en werd een
elektroforese uitgevoerd. Bij de visualisatie van de gelopen agarosegel zijn waarnemingen
voor zowel ovaria als spijsverteringsorganen gelijk zijn. Er kan een smeer waarneembaar
zZijn van cDNA, dit duidt op een geslaagde uitvoering. Ook kan het zijn dat onderaan een
band met gedegradeerd genetisch materiaal zichtbaar is, wat niet wenselijk is om verder

mee te werken. Beide waarnemingen worden weergegeven op figuur 3.13.
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Figuur 3.13: laan 1, 2 en 4 zijn geslaagde cDNA stalen, laan 3 bevat een deel gedegradeerd materiaal, rechts de
ladder in bp
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3.34 PCR

3.3.4.1 Cytochroom b op DNA

Uit onderstaande figuur 3.13 kan afgeleid worden dat de primers beschikbaar voor cyto-
chroom B werken en kan cytochroom B als merker voor speciesherkenning gebruikt wor-

den.
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Figuur 3.14: ladder in bp,2 % gel PCR op DNA Asterias rubens met primers voor cytochroom b, de rechtse stalen
werden 1/100 verdund (BL=blanco)

Uit deze stalen kon na opzuivering onderstaande goede sequenties bekomen worden

voor cytochroom B.

CCACAGTAATTACTAACTTAGTATCCGCCATTCCCTACATAGGCACTACCATTGTTCAATGAATTTGAGGAGGGTTTTCT
GTGGACAAAGCTACCCTTACCCGATTTTTTGCCTTTCATTTTTTATTCCCTTTTCTAATATCAGCCTTGGCAGTGGTGCAT
CTTCTCTTTCTTCACCAGACAGGATCAAACAACCCAACTGGAATTGAGTCCACTTTTGATAAGACACCATTTCACACTTA
TTTTTCTACTAAGGACCTTACCGGGTTTATAATTTTATTTATTGCCTTATCTTCTATAGTTTTATTATCTCCAGCCCTCTTA
AGGGACCCTGAAAAATTTAATCCAGCCAACCCTCTCGTTACCCCCCTTCACATCCAA

3.3.4.2 Standaardgenen
De huishoudgenen, GADPH, 18S RNA, EF-1a en B-actine werden getest op annealing-

temperatuur van 48 °C en 57 °C. In beide gevallen was de amplificatie goed en waren
duidelijke bandjes zichtbaar op gel (2 %), zie figuur 3.15.

L - BL GADPHGADP Bl 18SRNAT8SRNA = BL EFda EF1a
GADPH  48°C 57°C 18S RNA 48°C 57°C EF1a 48°C 57°C

oaraTong 54

2% agarose

Figuur 3.15: gebruikte ladder in bp, resultaten PCR huishoudgenen Asterias rubens
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Na opzuivering van de stalen werd een sequentie bekomen van B-actine, die na controle
in de genbank gaf deze effectief cytoplasmatische actine aan. Om een nog onduidelijke
reden konden geen sequenties bepaald worden van de andere genen.

De bekomen sequentie voor B-actine wordt hieronder weergegeven:

CCAGAGCTGTCTTCCCATCCCATYGTAGGAAGACCCCGTCACCAGGGTGTGATGGTTGGTATGGGACAGAAGGACAG
CTACGTGGGAGATGAAGCCCAGAGCAAGAGAGGTATCCTGACCCTTAAGTACCCCATCGAGCACGGTATCGTTACTAA
CTGGGACGATATGGAGAAGATCTGGCATCACACCTTCTACAATGAGTTGCGTGTGGCACCAGAGGAACACCCCGTGCT
CCTGACTGAGGCCCCCCTTAACCCCAAAGCCAACAGAGAAAAAGATGACACAGATCATGTTCGAGACCTTCAAACACA
CCCGCCCATGTACGTTGCCATCCCAGGCTGTACTCTCNCCTGTACGCCTCTGGTCGTACCACCGAATCGTCTTCGACT
CYGGTGACGGTGTCTCTCACACTGTACCCAATCTACGAGGGATACGCCCTCCCCCACGCCATCCTCCGTCTGGACTTG
GCCGGTCGTGACTTGACCGACTACCTGATGAAGATCCTCACAGAGCGTGGATACTCCTTCACAACAACTGCCGAGCGT
GAAATCGTTCGTGACATCAAGGAGAAACTCTGCTACGTTGCCCTTGACTTCGAGCAGGAGATGCAGACCGCTGCTTCA
AGCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTACGAGCTCCCCGACGGTCAGGTCATCACCATCGGCAACGAGCGTTTCMGKTGCCC
CSGAGGCCMTSTTCCAGCCRTCCTTCTTGGGAATGGAATSTGCCGGTATCCACGAGACCACATACAACAGCATCATGA
AGTGCGACGTGGACATCCGTAAGGACCTGTACGCCAACACTGTCCTCTCCGGTGGTTCCACCATGTTTCCCCGGCATC
GCCGACAGGATGCAGAAGGAAGTCACAGCCCTTGCCCCACCCACAATGAAGATCAAGATCATCGCTCCCCAGAGAGG
AAGTACTCCGTATGGATCGGTGGCTCCAT

3.3.5 gPCR met standaardgenen

Er werden met het verworven cDNA uit de ovaria, maag en darmen twee PCR testen
gelopen. Telkens werd een PCR reactie uitgevoerd op een verdunningsreeks in vijf stap-
pen van cDNA voor elk van de vier referentiegenen GADPH, 18S RNA, B-actine en EF-
la. De gelopen verdunningsreeks dient om de efficiéntie van de gPCR reactie te testen.
Normaal gezien moet deze efficiéntie twee zijn, dit wil zeggen dat het DNA elke cyclus
verdubbelt. In realiteit ligt dit iets lager. Om deze efficiéntie te berekenen wordt de con-
centratie uit gezet in functie van de cycle threshold crossing. De efficiéntie van de PCR
voor referentie genen en andere genen moet gelijkaardig zijn om een goede relatieve
kwantificatie te bekomen.

Uit de resultaten is gebleken dat de gebruikte primers voor 18S RNA geen dimeren vor-
men. Dimeren kunnen waargenomen worden na het uitvoeren van een smeltcurve analy-
se op het einde van het gPCR protocol. Smeltcurve laat de temperatuur verhogen zodat
de fluorescentie intensiteit daalt, dit is sequentie afhankelijk. Door dan daarna de negatie-
ve afgeleide van de fluorecentie te delen door de afgeleide van de temperatuur wordt een
piek van het amplicon verkregen. Indien er echter een brede piek zichtbaar is vooraan in
het smeltdomein kan dit wijzen op primer dimeren. Enkel 18S RNA geeft voorlopig één
piek na de smeltcurve (figuur 3.16). De efficiéntie van de qPCR berekent met de software
van het toestel gaf een waarde van ongeveer twee (figuur 3.17). Dit wil zeggen dat er per
cyclus een verdubbeling van het DNA plaatsvindt. Alle verdunning van 18S gaven ook
€én piek na smeltcurve analyse. Voor de andere primers moet er nog geoptimaliseerd

worden.
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Figuur 3.17: PCR efficiéntie
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4 Discussie

4.1 Blootstellingexperimenten met microplastics

Bij de blootstellingexperimenten werden bolvormige polyethyleen microplastics van 100
pm, 250 pm en 500 pm gebruikt. Het was de bedoeling om in dit luik de eventuele (tijdelij-
ke) opname van microplastics tussen 100 um en 500 pm na te gaan. Studies hebben al
aangetoond dat microplastics opgenomen worden door mariene zeezoogdieren, zee-
schildpadden, mariene meervallen en zeevogels. [60-62]

Opname van microplastics groter dan 100 pm kon niet waargenomen worden bij de zee-
sterren tijdens de uitgevoerde blootstellingexperimenten. Aangezien zeesterren hun
voedsel vloeibaar maken vooraleer op te nemen, zou kunnen blijken dat de zeester geen
geschikt testorganisme is voor de blootstelling met microplastics. Bij de Noordzeekrabben
werd echter wel een tijdelijke opname, gevolgd door uitscheiding met de feces waarge-
nomen. Het is van belang na te gaan of deze opname invioed heeft op het voedingsge-
drag of het spijsverteringsstelsel zelf bij de Noordzeekrabben. De duur van de uitgevoerde
experimenten was te kort om effecten van de opname waar te kunnen nemen.

Naar de toekomst toe lijkt het aangewezen om een volgend onderzoeksluik met kleinere
microplastics uit te voeren. Er werd al aangetoond door Browne et al. (2008) dat micro-
plastics kleiner dan 10 um geaccumuleerd kunnen worden in de maag en hemolymfe van
mosselen en Thompson et al. (2004) bevestigden met blootstellingproeven de opname
van microplastics door de wadpier, de kwelderspringer en de eendenmossel. Om het vi-
suele aspect mogelijk te maken, zou er bij de blootstellingen gewerkt kunnen worden met
fluorescente microplastics en een fluorescentiemicroscoop. Eenmaal de opname beves-
tigd is, kan verder onderzoek uitgevoerd worden naar de manier van opname, transloca-
tie, accumulatie van deze microplastics. Een daaruit volgend onderzoek zou bestaan uit
de biologische effecten veroorzaakt door de microplastics en hun chemische belading.
[36][63]

4.2 Microplastics in het marien milieu

Het is opvallend dat in alle onderzochte sedimentstalen microplastics teruggevonden zijn.
Dit bevestigt de problematiek van microplastics in het marien milieu, ook in het Belgisch
deel van de Noordzee, wat ook al aangekaart werd door Claessens et al. (2011). Voor-

namelijk plastic vezels, vermoedelijk afkomstig van het wassen van synthetische kledij en
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afbraak van visnetten, blijken zich op te stapelen in ons marien milieu. Daarnaast werden
er ook plastic granules aangetroffen, waarvan de afkomst moeilijker te achterhalen is. De
sferische partikels of pellets werden bij deze staalname enkel aangetroffen aan de vloed-
liin van het strand. [32][33][64]

Het gevonden aantal microplastics in een sedimentstaal zal hoogst waarschijnlijk een on-
derschatting zijn van het werkelijke aantal aangezien sommige zeer kleine partikels niet
konden geidentificeerd worden als plastic en bijgevolg niet meegeteld werden. Daarbij
komt nog dat er werd gekozen om enkel microplastics die groter zijn dan 50 um te obser-
veren, waarbij een zeef met maaswijdte 50 um gebruikt werd. Als laatste bestaat de mo-
gelijkheid dat een deel van de microplastics niet gevonden werd met de huidige methode.
In de huidige methode wordt gebruik gemaakt van de verschillen in dichtheid tussen het
sediment en de microplastics op basis van een verzadigde keukenzoutoplossing met
dichtheid van 1,20 g/cm3. PVC bezit een dichtheid van 1,38 g/cm?® waardoor deze dus
onmogelijk waargenomen kan worden met deze methode. Zoals afgeleid kan worden uit
figuur 1.3 blijkt dat de vraag naar PVC vanuit Europa 12 % van de ganse vraag bedraagt
en dus zeker moet betrokken worden in de problematiek van plastic. [4]

In de toekomst zou gebruik kunnen gemaakt worden van een verzadigde natriumjodide
oplossing met een dichtheid van 1,8 g/cm3 of een natriumpolywolframaat oplossing met
een dichtheid van 1,4 g/cms3, waardoor de PVC partikels wel zullen drijven, maar sediment
korrels met een gemiddelde dichtheid van 2,65 g/cm3 niet. Verder moet er ook extra aan-
dacht worden besteed voor het kunnen waarnemen van kleinere microplastics en hun
afbraakproducten, de nanoplastics. [4][19][65][66]

De behaalde resultaten tonen aan dat de aangetroffen microplastics op de verschillende
staalname locaties binnen een zone erg variéren. In de toekomst is het aangewezen ge-
noeg locaties binnen een zone te bemonsteren en verschillende replica’s (bijvoorbeeld 5)
per locatie te onderzoeken.

De verzamelde microplastics werden opgestuurd naar een projectpartner voor identificatie
met Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR). FT-IR en micro-FT-IR vormen een
geschikte methode voor de detectie en identificatie van microplastics uit sediment. [67]

Er werd ook een eerste controle op microplastics in zeewater uitgevoerd. Telkens werd
zes liter zeewater van het wateroppervlak over een filter gegoten. Zoals verwacht moet
veel meer zeewater bemonsterd worden om een representatief resultaat te verkrijgen. In
de toekomst zal de waterkolom bemonsterd kunnen worden door middel van plankton
netten. [65][68]
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Om een eerste indicatie te hebben van de aanwezigheid van microplastics in marine bio-
ta, werden enkele magen van wijtingen en enkele mosselen van het Oosterstaketsel en
de Spuikom onderzocht. In elke onderzochte wijtingmaag werd plastic gevonden. In de
toekomst zou dit onderzoek kunnen uitgebreid worden op verschillende vissoorten gevan-
gen op verschillende locaties van het Belgisch deel van de Noordzee. In de geplukte
mosselen werden in eerste instantie geen microplastics aangetroffen. Dit wil echter niet
zeggen dat er mogelijks geen plastics aanwezig waren, maar dat deze te klein waren om

te visualiseren met de gebruikte vergroting (159x).

4.3 Genetisch luik

4.3.1 Orgaan selectie

Het dissecteren van ovaria en darmen verliep vrij viot. Van beide weefsel kan met zeker-
heid gezegd worden dat de extracten bestaan uit zuiver ovaria of zuiver darm. Bij de ex-
tracten van de maag daarentegen verliep het niet allemaal zo vlot. Wanneer de maag niet
op een juiste manier uit het dier wordt gehaald vervioeide dezen, waardoor het niet altijd
zeker was of extracten zuiver maagmateriaal bevatten. Er werd ook getracht om het dier
eerst kortstondig te bevriezen bij — 80 °C. Echter bleek dat het dissecteren niet gemakke-
lijk gaat op bevroren zeesterren. In toekomst moet de extractie van de maag zeker nog op

punt gezet worden.

4.3.2 DNA extractie

Elke methode heeft zijn eigen samenstelling van buffers, echter is deze samenstelling niet
altijd gekend. E.Z.N.A.™ Mollusc / Arthropod DNA is bijvoorbeeld specifiek voor weekdie-
ren ontwikkeld. De producten van Promega bevatten waarschijnlijk niet de juiste stabilisa-
toren waardoor deze niet geschikt blijken te zijn voor het in dit eindwerk onderzocht weef-

sel.

4.3.3 RNA extractie en cDNA

Bij zowel de RNA extractie als het maken van cDNA is het belangrijk om de incubatietij-
den nauwkeurig op te volgen en goed door te werken. De beste resultaten werden ver-
kregen wanneer één staal per keer werd omgezet naar cDNA. Een andere mogelijke oor-
zaak van degradatie is wanneer niet voldoende op ijs wordt gewerkt. RNA is extra gevoe-

lig door de omnipresente aanwezigheid van DNasen.
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4.3.4 PCR

Door de korte tijdspanne werden maar twee annealingtemperaturen getest op de huis-
houdgenen, 18S RNA, GADPH, B-actine en EF-1qa, 48 °C en 57 °C. Omdat cDNA maar
met 20 ul per keer kan gemaakt worden en er 1,5 pl verloren gaat aan het uitmeten van
de concentratie en 2,5 pl aan het laden van een elektroforese gel beiden ter controle, blijft
er maar 16 pl over. Voor het uitvoeren van één PCR reactie is 2 ul cDNA nodig en 38 pl
mastermix. In theorie werd één portie cDNA gebruikt per annealingtemperatuur. Hierdoor
waren telkens twee porties nodig wat een tijdrovende bezigheid is. Deze konden echter
wel parallel gemaakt worden omdat er twee warmte-elementen ter beschikking waren om
cDNA aan te maken. Maar toch bleef dit enorm tijdrovend waardoor beslist werd maar
met twee annealingtemperaturen te werken. In de toekomst zal er dus nog onderzoek
moeten gebeuren op andere temperaturen om te kijken of de PCR reactie niet nog beter
kan afgesteld worden.

Na opzuiveren kon een mooie sequentie bekomen worden van B-actine. In de toekomst

zullen ook nog de sequentie van de andere genen bepaald moeten worden.

4.3.5 gPCR met standaardgenen

Aan de hand van een reeks verdunningen van het cDNA werden de huishoudgenen on-
derworpen aan een gPCR. Deze verdunningen werden ingevoerd om de PCR efficiéntie
na te gaan. Als de reactie onder ideale omstandigheden kan doorgaan zou deze twee
moeten zijn, wat betekent dat bij elke cyclus het DNA verdubbeld wordt. Er werden ook
testen gedaan met verschillende blanco’s. Een reeks met enkel Syber®green, een reeks
met Syber®green en primers, een reeks met Syber®green, primers en Tris-EDTA- buffer.
(TE-buffer) en vervolgens ook nog een reeks met Syber®green, primers en steriel water.
Telkens werd door het toestel een signaal opgevangen waarbij DNA vermeerdering werd
gemeten. Enkel bij de reeks met alleen maar Syber®green zonder primers, water of buffer
werd door het toestel echt erkend als blanco. Mogelijks zijn de foutieve waarden te wijten
aan het feit dat er contaminatie is in de buffer en het water. De bron van de contaminatie
is niet gekend en moeilijk te achterhalen, maar het kan ook zijn dat er accidenteel geneti-
sche materiaal in de oplossingen werd gebracht door bijvoorbeeld met gecontamineerde
pipetten of pipettips in de vloeistof te gaan. De primers zijn echter ook verdund met dit-
zelfde water. Hierdoor is het mogelijk dat de primers gecontamineerd werden met veront-

reinigd water.
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Discussie

Voorlopig werd enkel bij 18S ribosoomaal RNA één piek waargenomen na de smeltcurve.

Waardoor voorlopig enkel 18S gebruikt zou kunnen worden als referentiegen. In de toe-
komst zal zeker gewerkt moeten worden aan optimalisatie van deze reacties en zal er ook

moeten nagegaan worden wat er exact fout is gegaan bij de blanco’s.
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5 Besluit

Uit de onderzochte sedimentstalen kan besloten worden dat microplastics abundant aan-
wezig zijn in ons marien milieu. Deze staalname beperkt zich tot enkele gebieden op het
Belgisch continentaal plat, zoals de havengeul van Zeebrugge, de zandextractiezone
Kwintebank-Oostdyck-Buitenratel en het strand van Oostende, en moet in de toekomst
uitgebreid worden om de volledige situatie in kaart te brengen. Ook het onderzoek van
enkele wijtingmagen op microplastics insinueert het overvioedig voorkomen van micro-
plastics in de waterkolom van het Belgisch deel in de Noordzee.

Voor de blootstellingexperimenten werd vanuit de volgende vraag gewerkt: ‘Worden mi-
croplastics van 100 ym, 250 um en 500 um opgenomen of weerhouden door de testorga-
nismen?’ Uit de experimenten is gebleken dat sferische polyethyleen microplastics van
100 pm, 250 pm en 500 um in eerste instantie opgenomen worden door de Noordzee-
krab, en vervolgens weer uitgescheiden worden. De microplastics tussen 100 um en 500
pum blijken duidelijk te groot voor translocatie naar de weefsels. Bij de zeesterren kon

geen inname van diezelfde microplastics waargenomen worden.

Binnen dit eindwerk werd van start gegaan met het opstellen van een gPCR protocol met
de doelstelling dit later te kunnen gebruiken voor experimentele doeleinden. Ovaria, maag
en darmen werden geselecteerd als doelorganen en hierop werden verschillende com-
merciéle kits getest voor DNA, RNA en cDNA bereiding.

Voor de extractie van DNA uit ovaria is gebleken dat de methode van de E.Z.N.A.™ Mol-
lusc / Arthropod DNA het de beste methode is. Voor maag en darmen is besloten in de
toekomst verder te werken met de methode van Invitek. De Wizard® Genomic DNA Puri-
fication van Promega is niet geschikt gebleken voor het soort weefsel die in dit onderzoek
behandeld wordt. De resultaten met DNA toonden ook aan dat het primerkoppel voor de
amplificatie van het mitochondriaal DNA cytochroom b goed werkt en bruikbaar is om po-
pulaties van zeester te verifieren. Op RNA gebaseerd cDNA werden primerkoppels getest
voor de vier huishoudgenen, GADPH, 18S RNA, B-actine en EF-1a. Bij de klassieke PCR
amplificatie op deze referentiegenen bleken zowel de annealingtemperatuur van 48 °C als
57 °C te werken. Uit de klassieke PCR kon ook de sequentie van (3-actine bepaald wor-
den. De resultaten van de gPCR toonden aan dat de 18S rRNA merker goed bruikbaar is

en dat voor de andere drie referentiegenen nog optimalisatie nodig is.
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Besluit

Over de interacties van polluenten, afkomstig van plastic, met mariene biota. Voornamelijk

over de polluenten die invloed hebben op moleculair niveau, is nog te weinig geweten. Er
is dus zeker verdere ontwikkeling en optimalisatie nodig van biomerkers en de in dit eind-

werk onderzochte referentiegenen.

Uit de bevinding kan besloten worden dat wat nu geweten is over de effecten van micro-
plastics nog maar het topje van de ijsberg is, of beter gezegd het topje van de afvalberg.
Het is van belang een globaal beeld te krijgen van deze problematiek, maar vooral om

mensen ervan te overtuigen om iets aan ons plasticconsumptie te veranderen.
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Bijlagen

Bijlagen

Bijlage 1 — Protocol: Werken met HACH 2100N IS Laboratory Turbidimeter

Principe

Turbidimetrie is de meting van de reductie van de doorlaatbaarheid van een vloeistof of
troebelheid. Deze troebelheid wordt veroorzaakt door de aanwezigheid van onopgeloste
deeltjes. Door de in het toestel geplaatste cuvet wordt een lichtbundel gestuurd. Een deel
van de lichtbundel wordt niet geabsorbeerd of verstrooid, dit licht wordt gemeten door de

detector en omgezet in waarden van troebelheid.

Light Trap Area

90° Detector

(Mandatory) Scattered
Light

=] Forward
qf— Scatter
APERTURE T %Detector

A
%l‘ﬂ!#z q

IR Filter

Neutral
Sample Cell Density
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Figuur: principe HACH 2100N IS

Materiaal

- HACH 2100N IS Laboratory Turbidimeter

OPGEPAST: het infrarood licht dat door dit toestel geproduceerd wordt is in staat oog-
schade te veroorzaken. Het deksel, waar het staal kan ingevoegd worden, moet eerst

afgesloten worden alvorens het infrarood licht zal werken.

Figuur: HACH 2100N IS Laboratory Turbidimeter
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Werwijze
Aan de achterzijde van het toestel zit een schakelaar [I/O. Schakel het toestel aan. Laat

het toestel voor gebruik even aanstaan.

OPMERKING: Zorg ervoor dat het mosterbuisje telkens droog is en geen vervuiling toont
aan de buitenkant, ook mogen er geen luchtbellen in het staal zitten. Het staal wordt met
de witte pijl naar het streepje in het toestel geplaatst en sluit vervolgens het deksel.

Druk op om te calibreren. Wanneer het rode ledje naast het opschrift SO knippert
plaats dan een gedemineraliseerd water staal, in het bijgeleverde flesje, in het toestel en
druk op . Het toestel meet gedurende 60 seconden, verwijder daarna het buisje.
Wanneer het rode ledje naast het opschrift S1 knippert plaats dan, het bijgeleverde
GELEX®SECONDARY TURBIDITY STANDARD 0-20 NTU FOR 2100N & 2100AN ONLY
Cat. No. 25891-02 14, in het toestel en druk op ENTER|. Wacht 60 seconden en verwijder
het buisje. Wanneer het rode ledje naast het opschrift S2 knippert plaats dan, het bijgele-
verde GELEX®SECONDARY TURBIDITY STANDARD 0-200 NTU FOR 2100N &
2100AN ONLY Cat. No. 25891-03 45, in het toestel en druk op ENTER]. Wacht 60 secon-
den en verwijder het buisje. En wanneer het rode ledje naast het opschrift S3 knippert,
plaats dan na zwenken het formazine staal, in het bijgeleverde flesje, in het toestel en
druk op [ENTER]. Wacht opnieuw 60 seconden en verwijder het buisje. De calibratie is ten
einde druk nu op [UNITS| Plaats nu het teststaal met de witte pijl naar het streepje in het
toestel. Bijna onmiddellijk komt het resultaat op het toestel. Lees het resultaat af en plaats

een volgend staal.

Uit verschillende metingen met de HACH 2100N IS Laboratory Turbidimeter en in verge-
liking met visuele waarnemingen kan opgemerkt worden dat het water als vuil, troebel,

beschouwd wordt bij een waarde van één Nephelometric Turbidity Unit (NTU).

5% Please consider the environment before printing 69



Impact en effect van microplastics op verschillende epibenthos soorten hOWCSt
Bijlagen

Bijlage 2 — Wizard® Genomic DNA Purification (Promega)

Benodigdheden

EDTA (0,5 M, pH 8)
Ethanol 70%
[Jskoude isopropanol

Proteinase K oplossing (20 mg/ml)

RNase A oplossing (4 mg/ml)
TE-buffer 1x
Warmtebron bij 55 °C, 37 °C, 65 °C

Nuclei Lysis Solution
Protein Precipitation Solution

Werkwijze

Breng ongeveer 100 mg weefsel in een epje en voeg daarbij 120 ul EDTA en 500 pl
Nuclei Lysis Solution, vortex vervolgens goed.

Breng bij het mengsel 17,5 pl proteinase K en vortex opnieuw.

Laat overnacht staan bij 55 °C.

Voeg vervolgens 3 ul RNase A toe, meng door vijf keer te zwenken en incubeer gedu-
rende 30 minuten bij 37 °C.

Laat het staal 5 minuten afkoelen bij kamertemperatuur. Voeg daarna 200 pl Protein
Precipitation Solution toe en vortex 20 seconden.

Centrifugeer 10 minuten op een toerental van 13 000 g.

Breng het supernatans over in een nieuw epje, breng hierbij 600 pl ijskoude isopropa-
nol en zwenk enkele malen. Plaats het staal gedurende een uur bij -20 °C.
Centrifugeer vervolgens opnieuw 10 minuten op 13 000 g. Giet het supernatans af,
voeg 600 pl ethanol 70 % toe en zwenk.

Centrifugeer vervolgens opnieuw 10 minuten op 13 000 g. Giet het supernatans af en
laat de gevormde pellet drogen aan de lucht.

Voeg 100 ul TE-buffer 1x toe, pipetteer enkele malen tot de pellet oplost en incubeer 1
uur bij 65 °C.
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Bijlage 3 — Persoverzicht: Swell Clean Beach Cup Ili
Persbericht ACASTMEDIA, Bron: Kristof Bouckaert

1120 surfers halen 7.6 ton afval van het strand

Op de eerste zondag van de lente hielden 13 surfclubs grote schoonmaak aan de Belgi-
sche kust. Dit onder impuls van surfmagazine Swell dat elke opruimer op een Red Bull en
een OLA ijsje trakteerde. Surfclub Windekind uit Oostduinkerke bracht met 376 deelne-
mers het meest volk op de been en won de Swell Clean Beach Cup trofee. De 13 kust-
clubs mobiliseerden 1120 vrijwilligers die 7645 kilogram afval van het strand haalden en
zo twee derde van de Belgische kustlijin schoonmaakten. De surfers willen vooral de
alarmbel luiden dat de enorme berg plastic die in zee belandt er voor altijd blijft.

De actie maakte deel uit van de wereldwijde strandopruimactie die de uit surfers gegroeide natuur-
beweging Surfrider Foundation Europe voor de zeventiende keer organiseerde. Van 22 tot 25
maart werden op meer dan 1200 locaties over heel de wereld stranden of oevers van rivieren op-
geruimd. Surfrider Foundation wil via deze actie een sterk internationaal signaal uitsturen. Met de
derde editie van de Swell Clean Beach Cup doet Belgié daarbij zijn duit in het zakje. “Het strand
kun je nog opruimen maar we willen vooral de aandacht vestigen op de tien miljard kilo plastic die
elk jaar in de oceanen belandt", vertelt Swell hoofdredacteur Kristof Bouckaert. "De zee is al jaren
de grootste stortplaats van de mens en wij surfers ondervinden dat aan den lijve.”

Surfclub Windekind kreeg het meest volk op de been en won de artistieke Swell Clean Beach Cup
trofee uit afval. Sam Deltour trok begin dit jaar nog over de Zuidpool en was één van de opruimers
in Oostduinkerke. “Ik kitesurf al vele jaren en voel me dus zeker aangesproken”, vertelt hij. “Je
denkt dat het allemaal wel meevalt maar als je beter kijkt, vind je verrassend veel afval tussen het
zand. Mijn vuilniszak was op een paar honderd meter gevuld terwijl er al heel wat anderen over
dezelfde strook strand liepen. Ik vond veel plastic verpakkingen maar ook touwen en vissersnetten
aangespoeld uit zee.” Sam kon met zijn eigen ogen vaststellen dat ook de Zuidpool niet gespaard
blijft. “Zelfs op Antarctica slingert plastic rond de basissen. Dixie Dansercoer en ik namen op onze
expeditie alles nauwgezet terug mee en dat zouden we allemaal altijd en overal moeten doen!”

RESULTATEN PER CLUB

Side Shore Surfers De Panne: 42 deelnemers — 261 kg — 4,5 km
Sycod Oostduinkerke: 89 deelnemers — 250 kg — 2 km
Windekind Oostduinkerke: 367 deelnemers — 1041 kg — 3,5 km VVW Westende 68 deelnemers —
350 kg — 2 km

VVW Outside Oostende: 215 deelnemers — 388 kg — 7 km
Twins Bredene: 39 deelnemers — 380 kg — 2 km

Windhaan De Haan: 31 deelnemers — 383 kg — 5 km

Offshore Blankenberge: 42 deelnemers — 275 kg — 8 km

Icarus Zeebrugge: 80 deelnemers — 450 kg — 4 km

VVW Heist Knokke-Heist: 32 deelnemers — 184 kg — 3 km
RBSC Duinbergen Knokke-Heist: 19 deelnemers — 50 kg — 1 km
RBSC Zoute Knokke-Heist: 37 deelnemers — 90 kg — 2 km
Surfers Paradise Knokke-Heist: 50 deelnemers — 123 kg — 2 km
Totaal: 1120 deelnemers — 7645 kg — 46 km
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