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1. Uvod

1.1. Bisfenol A

Bisfenol A (BPA) ili 2,2-bis(4-hidroksifenil)propan, derivat je difenilmetana s dvije
hidroksifenilne skupine (slika 1). To je bijela krutina kemijske formule CisHi6O2

(www.pubchem). Pripada skupini bisfenola, fenolnih organskih spojeva. BPA se koristi u

proizvodnji plastike za razne potrosacke proizvode, ukljucujuéi polikarbonate i epoksidne

smole (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6623).

H3C CH3

HO OH

Slika 1. Strukturna formula BPA.

lako je BPA prvi put sintetiziran 1891. godine, istraZivanje komercijalnih moguénosti
ostvarilo se tek kasnije. Njegova proizvodnja zapocela je pocetkom 1950-ih, a epoksidne smole
brzo su nasle Siroku primjenu u industrijskoj proizvodnji kao zastitni premazi na metalnoj
opremi, cijevima, ¢eliénim bacvama i unutrasnjosti limenki za hranu (Vogel, 2008). 1957.
godine otkrivena je nova moguc¢nost upotrebe BPA - polimeriziran tvori tvrdu plastiku nazvanu
polikarbonat. Ova plastika dovoljno je snazna da zamijeni ¢elik i dovoljno prozirna da zamijeni
staklo. PronaSla je Siroku primjenu u elektronici, sigurnosnoj opremi, automobilima i
spremnicima za hranu (Greiner i sur., 2004). Do kraja 1970-ih proizvodnja BPA u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama dostigla je pola milijarde funti (Vogel, 2008). Danas BPA ima veliku
primjenu o ¢emu govori podatak da je 2021. godine proizvodnja BPA u svijetu premasila 8

milijuna tona (mcgroup.co.uk). Kao posljedica masovne proizvodnje i potro$nje, BPA danas

nalazimo u cijelom ekosustavu te se moze rec¢i da je gotovo sveprisutan u okolisu (Wazir i
Mokbel, 2019; Coralles i sur., 2015; Tsai, 2006). Istrazivanje Calafat i suradnika (2008)


http://www.pubchem/
https://mcgroup.co.uk/news/20230711/a-closer-look-at-the-global-bisphenol-a-market-demand-regulations-sustainability.html

pokazalo je da 93% Amerikanaca starijih od Sest godina ima u svojemu urinu razinu BPA koju

je moguce detektirati, Sto potvrduje sveprisutnost BPA.

1.2. Utjecaj BPA na okolis

Okolisni izvori BPA-a mogu se klasificirati kao ,,izvori prije upotrebe* i ,,izvori nakon
upotrebe®. Izvori prije upotrebe ukljucuju one pripisane proizvodnji BPA i proizvodima koji
sadrze BPA, gdje je prvi izvor BPA ispustanje otpadnih voda iz proizvodnih postrojenja.
Transport i obrada BPA i proizvoda koji sadrze BPA dodatni su izvori otpustanja u okolis§
(Coralles 1 sur., 2015). Najvece kolicine BPA pronadene su u filtratu deponija i otpadnim
vodama industrije papira (do 17 mg/L), dok su neSto nize koncentracije (u pg/L) nadene u
povrsinskim vodama. Prisustvo BPA utvrdeno je u rijekama (od 43 do 191 pg/kg suhog ostatka
tla) i morskom sedimentu (u koncentraciji od otprilike 100 pg/kg suhog ostatka tla). 1zvori BPA
u tlu mogu biti mulj i otpadne vode, kao i bioloski muljevi koji se koriste kao poboljsivaci tla
(Kim i sur., 2018).

BPA se zadrzava u tlu neko vrijeme, a iz tla ga onda mogu apsorbirati biljke (Vujci¢
Bok i sur., 2023; Xiao i sur., 2020). Korijen biljke gotovo u potpunosti opskrbljuje listove
vodom i mineralima. Nedostatak hranjivih tvari i vode remeti rast i metabolizam izdanaka, a
posebno fotosintezu u listovima. Izlaganje biljaka BPA moze dovesti do ostecenja korijenja §to
rezultira smanjenjem fotosinteze u listovima. BPA, kojega su apsorbirale biljke, moze se
prenijeti na izdanke i nakupljati u lisnoj plojci, §to posljediéno moze ometati fotosintezu u
listovima (Li i sur., 2018). Nie i suradnici (2014) proveli su istrazivanje u kojem su ispitali
utjecaj BPA na mlade biljke soje. Pokazali su da BPA smanjuje apsorpciju minerala u korijenju
mladih biljaka soje te inhibira enzime povezane s respiratornim metabolizmom. Sli¢no drugim
fenolnim spojevima, BPA se u biljkama podvrgava glikozilaciji, $to je vazan put detoksifikacije
koji utjee 1 na njegovu koncentraciju u biljnim organima 1 na posljedi¢nu fitotoksicnost

(Ferrara i sur., 2006).

Istrazivanja su takoder pokazala da razlicite biljne vrste mogu razli¢ito reagirati na
izlozenost BPA. Na primjer, Ferrara i suradnici (2006) pokazali su da otopine BPA u
koncentracijama od 10 mg/L i 50 mg/L u hidroponskim kulturama znac¢ajno inhibiraju rast
korijena i izdanka te smanjuju svjezu i suhu biomasu raj¢ice, durum psSenice i salate, ali te iste

koncentracije BPA nisu imale utjecaj na navedene parametre kod boba. BPA utje¢e na



biokemijske cimbenike rasta i1 razvoja biljaka uglavnom putem oksidativnog stresa.
Prekomjerna proizvodnja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) poput superoksidnog radikala (O2")
i vodikovog peroksida (H202) dovodi do oksidativnog stresa u Kloroplastima, stani¢noj
membrani, mitohondrijima i peroksisomima. Ovo prekomjerno nakupljanje ROS-a ostecuje
stani¢ne membrane i organele te uzrokuje promjene u vitalnim fiziolo§kim procesima i na kraju
zaustavlja rast biljaka (Ali i sur., 2018). Nakupljanje ROS-a pokrece sloZzeni mehanizam obrane
od ROS-a ukljucujuéi neenzimatske sustave, poput sinteze polifenola i enzimske sustave kako

bi se sprijecila nekontrolirana oksidacija.

U Zivotinja, prvenstveno vodozemaca, pokazano je da BPA uzrokuje razvojne i
reproduktivne poremecaje, ukljucujuéi smanjenje razine muskih hormona, smrt stanica testisa,
smanjenje gustoce i pokretljivosti spermija, inhibiciju spermatogeneze i 00geneze, zajedno s
odgodenom ili odsutnom ovulacijom. Osim toga, BPA utjece i na druge sustave, na primjer,

remeti funkciju imunoloskog sustava i metabolizma (Canesi i Fabbri, 2015).

1.3. Mehanizmi toksi¢nosti BPA u ¢ovjeka

Istrazivanja su pokazala da se BPA u ljudi nakuplja u tkivima te potencijalno Steti
ljudskom zdravlju putem razli¢itih molekularnih mehanizama (Molina-Lopez i sur., 2023;

Cimmino i sur., 2020).

BPA ulazi u ljudski organizam preko probavnog sustava, udisanjem ili u kontaktu s
kozom i o¢ima, ali je mogu¢ i vertikalan prijenos s majke na dijete (Cimmino i sur., 2020). BPA
karakterizira brza peroralna apsorbcija te se primjerice moze otpustiti kroz termalni papir
racuna 1 do¢i u kontakt s epidermisom (Cimmino i sur.,, 2020; Valentino i1 sur., 2015).
Djelomi¢no se inaktivira u jetri 1 crijevima konjugacijom s uridin 5'-difosfo-glukuronozil-
transferazom (UDP-UGT) (Valentino i sur., 2015). Fetalna jetra nema potpuno razvijen sustav
detoksifikacije ksenobiotika, posebice aktivnosti UDP-UGT. Embrijska/fetalna izlozenost BPA
moze oStetiti tkivo 1 funkciju embrija, a posebno utjece na funkciju masnog tkiva, osjetljivost

na inzulin 1 povecanje masti (Valentino i sur., 2015).

BPA se svrstava u endokrine disruptore, odnosno pripada klasi spojeva koji remete
endokrini sustav 1 pokazuju svojstva slicna hormonima (Nohynek i sur., 2013). Zbog svoje
sposobnosti oponasanja estrogenske aktivnosti, BPA moze pojacati ili inhibirati aktivnost

endogenih estrogena, djelujuci uglavnom putem nuklearnih estrogenskih receptora (ER) i to



estrogenskog receptora alfa (ERa) 1 estrogenskog receptora beta (ERp), ali takoder se veze i na
G-protein spregnuti estrogenski receptor (GPR30). Nadalje, BPA se moze natjecati s Sa-
dihidrotestosteronom (DHT) za vezanje na androgeni receptor (AR), uzrokujuéi antiandrogene

ucinke, Sto moze dovesti do muske neplodnosti (Valentino i sur., 2015).

Vezanje BPA na ER moze igrati vaznu ulogu u tumorigenezi (Cimmino i sur., 2020).
Pokusima na nekoliko linija stanica raka jajnika pokazano je da vezanje BPA na ER povecava
njihovu proliferaciju i migraciju putem Stat3 1 ERK1/2 signalizacije (Ptak 1 sur. 2012). Veliki
broj studija dokazao je da nanomolarne doze BPA znacajno povecavaju proliferaciju ER-
pozitivnih i ER-negativnih stanica raka dojke (Song i sur., 2015). Takoder, pokazano je da se
BPA vezZe za receptor za tireodine hormone (TR), izazivajuci i agonisticke i antagonisticke
ucinke, te izravno utjeCe na funkciju Stitnjace povecavajuci ekspresiju nekoliko gena ukljuc¢enih

u proliferaciju i aktivnost stanica Stitnjace.

Brojni transkripcijski faktori, ukljucuju¢i PPARy, C/EBP, Nrf2, HOX i HAND?2,
sudjeluju u djelovanju BPA na homeostazu masnog tkiva i jetre, kardiovaskularni sustav i
nastajanje raka. Naposljetku, epigenetske promjene, poput metilacije DNA, modifikacije
histona 1 promjene u ekspresiji mikroRNA, doprinose patoloskim ucincima BPA (Cimmino 1
sur., 2020). Danas se sa sigurnoS¢u moze tvrditi da BPA predstavlja rizi¢ni ¢imbenik u
nastajanju endokrinih, imunosnih i onkoloskih bolesti stoga smanjenje izloZenosti BPA moze
biti cilj u prevenciji ozbiljnih bolesti koje predstavljaju globalan, socio-ekonomski problem
poput pretilosti, metabolickog sindroma 1 Se¢erne bolesti (Cimmino 1 sur., 2020; Valentino 1

sur., 2015).

1.4. Polifenoli

Polifenoli su najveca 1 najistrazenija skupina biljnih metabolita koja ukljucuje vise od
8000 molekula (Gonzalez-Sarrias i sur., 2020). Mogu se klasificirati u razlicite skupine ovisno
o broju fenolnih prstenova koje sadrZe i1 na temelju strukturnih elemenata koji povezuju ove
prstenove medusobno. Glavne skupine ukljucuju fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i lignane
(Samec i sur., 2021; Pandey i Rizvi, 2009). Razli¢ite grupe polifenola i njihove kemijske
strukture prikazane su na slici 2. Polifenoli predstavljaju Sirok spektar spojeva prisutnih u
biljkama 1 algama, a njihova je prirodna uloga obrana organizma od UV zracenja, infekcija i

biljojeda.
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Slika 2. Strukturne formule glavnih skupina polifenola.

Fenolni spojevi mogu biti prisutni u biljkama u slobodnoj formi, ali ¢eS¢e se nalaze u
konjugiranim oblicima s jednim 1ili viSe Secernih ostataka povezanih B-glikozidnim vezama s
hidroksilnom skupinom (O-glikozidi) ili ugljikovim atomom aromatskog prstena (C-glikozidi).
Biosinteta se odvija putem $ikiminske kiseline (Samec i sur., 2021). Polifenoli imaju sposobnost
mijenjati enzimsku aktivnost i, posljedi¢no, mehanizme prijenosa signala u mnogim procesima
koji se odvijaju u biljnim stanicama. To se moZe pripisati njihovim fizikalno-kemijskim,
antioksidacijskim svojstvima, koja im omogucuju sudjelovanje u brojnim metabolickim
stani¢nim redoks procesima. Polifenoli predstavljaju najzastupljenije antioksidanse u ljudskoj
prehrani, prisutne do 20 puta viSe nego vitamin E i karotenoidi te 10 puta viSe nego vitamin C
(Igbal i sur., 2023). Pokazano je da konzumacija polifenola u ljudi ima znacajan utjecaj na

prevenciju razvoja raka, kardiovaskularnih  bolesti, dijabetesa, osteoporoze

neurodegenerativnih bolesti (Pandey 1 Rizvi, 2009).



1.5. Flavonoidi

Flavonoidi su sekundarni metaboliti biljaka, koji se sastoje od benzopiranskog prstena
s fenolnim ili polifenolnim skupinama na razli¢itim pozicijama (Ullah i sur., 2020). Flavonoidi
su ukljuceni u fotosenzitizaciju, tranfer energije, djelovanje na hormone i regulatore rasta kod
biljaka, kontrolu respiracije i1 fotosinteze, morfologiju 1 spol biljaka. Sastavni su dio ljudske i
zivotinjske prehrane, ali ih ni ljudi, ni Zivotinje ne mogu sintetizirati (Kurtagi¢, 2017).
Pokazano je da djeluju antikancerogeno, antimikrobno i antivirusno, antiangiogeno,
antimalarijski, antioksidativno te neuroprotektivno. Svrstani su u razli¢ite skupine ovisno o
njihovoj kemijskoj strukturi, stupnju nezasi¢enosti 1 oksidaciji ugljikovog prstena (Ullah i sur.,
2020). Na temelju varijacija heterociklickog prstena mogu se podijeliti u Sest podskupina:
flavonoli, flavoni, flavanoni, flavanoli, antocijanidini i izoflavoni, a svaki od ovih flavonoida
Siroko je rasprostranjen u prirodi (Ullah i sur., 2020; Kurtagi¢, 2017; Pandey i Rizvi, 2009).

Razli¢ite podskupine flavonoida i njihove kemijske strukture prikazane su na slici 3.

Flavoni

(@]
SO 0
OH

O

Izoflavoni

3“‘\
e
OH
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Flavan-3-oli

Antocijanidini

0
0 Flavanoni

Slika 3. Strukturne formule i podjela flavonoida.

Flavonoidi se pojavljuju u razli¢itim dijelovima biljaka, kao i unutar stani¢nih organela,

uglavnom u vakuoli i kloroplastima mezofilnih stanica. Op¢i mehanizmi kojima flavonoidi



djeluju protiv stresa su: hvatanje slobodnih radikala, keliranje metala, ometanje enzima
povezanih s nastajanjem slobodnih radikala i aktiviranje prirodnih antioksidacijskih enzima
biljaka. Flavonoidi su izravno ukljuceni u hvatanje ROS-ova. Sudjeluju u keliranju slobodnih
radikala doniranjem vodikovog atoma ili prijenosom pojedina¢nog elektrona. Dodatno,
flavonoidi djeluju kao unutarnji antioksidacijski enzimi inhibiranjem enzima koji pokrecu
slobodne radikale, poput ksantin oksidaze, lipooksigenaze, protein kinaze C, ciklooksigenaze,
mikrosomske monooksigenaze, mitohondrijske sukcinooksidaze i NADPH oksidaze (Shomali

isur., 2022).

Flavanoli su podskupina flavonoida koje karakterizira odsutnost dvostruke veze izmedu
C-2 1 C-3 te odsutnost karbonilne skupine na C prstenu (C-4), dok sadrze hidroksilnu skupinu(e)
na C-3 ili C-4. S obzirom na navedene strukturne karakteristike, u prirodi su pronadene Cetiri
glavne vrste flavanola: flavan-3-oli, flavan-4-oli, izoflavan-4-oli, i flavan-3,4-oli (Luo i sur.,
2022). Kvercetin i kempferol najzastupljeniji su flavonoli u povréu. Kvercetin se ¢esto istrazuje
u in vitro uvjetima i dokazano je njegovo antikancerogeno djelovanje. Poznat je kao snazan
hvata¢ slobodnih radikala i antioksidans, a pruza i zastitu od kardiovaskularnih bolesti.
Kempferol isto pokazuje snaznu antioksidacijsku aktivnost, a utvrdeno je da zajedno s
kvercetinom sinergisticki djeluje na inhibiciju proliferacije stanica raka debelog crijeva

(Rochfort 1 sur., 2006).

1.6. Fenolne Kiseline

Ovisno o njihovoj strukturi, fenolne kiseline mogu se razvrstati u dvije podskupine:
derivati benzojeve kiseline (hidroksibenzojeve kiseline, C6—C1) i derivati cimetne kiseline
(hidroksicimetne kiseline, C6—C3). Hidroksicimetne kiseline (HCA) ukljucuju p-kumarinsku,
kavenu, feruli¢nu i sinapinsku kiselinu, te njihove esterificirane/eterificirane konjugate (npr.
klorogensku kiselinu) (Samec i sur, 2021). Djeluju antioksidativno, antiinflamatorno,
antikancerogeno te antimikrobno, a pokazale su i pozitivan ucinak u lije¢enju mnogih
kardiovaskulranih bolesti 1 sprjecavanju ateroskleroze. Za bioloSku aktivnost je zasluzan
isklju¢ivo aglikonski dio molekula (Kurtagi¢, 2017). Fenolne kiseline u biljkama moc¢ni su
antioksidansi koji mogu posredovati u odgovoru na $tetne ROS-ove pod razli¢itim abiotickim
stresorima, ukljucujuéi i nanocestice. HCA su se pokazale kao uc€inkovitiji antioksidansi od

hidroksibenzojevih kiselina (Samec i sur., 2021).



1.7. Stilbeni i lignani

Stilbeni se sastoje od dva aromatska prstena povezana metilenskim mostom (Samec i
sur., 2021). Vecina stilbena u biljkama djeluje kao antifungalni fitoaleksini, spojevi koji se

sintetiziraju samo kao odgovor na infekciju ili ozljedu.

Lignani su difenolni spojevi koji imaju strukturu 2,3-dibenzilbutana, formiranu
dimerizacijom dva ostatka cimetne kiseline (Pandey i Rizvi, 2009). Imaju kemijsku strukturu

slicnu estrogenima stoga djeluju kao fitoestrogeni u ljudskom tijelu (Baldi i sur., 2023).

1.8. Obican luk (Allium cepa L.)

Obican luk (Allium cepa L.) viSegodiSnja je biljka sa stabljikom i podzemnom
lukovicom. Pripada obitelji Liliaceae, iako ga neki autori spominju kao Alliaceae (Chakraborty
1 sur., 2022). Korijenski sustav je povrSan, a stabljika u svojoj bazi vrlo kratka 1 spljostena, a
povecava se u promjeru kako raste. Listovi luka su dugi, linearni, Suplji i cilindri¢ni. Kada biljka

dosegne odredenu fazu rasta, baze listova odebljaju 1 formiraju lukovicu (Kianian 1 sur., 2020).

Luk je izvor brojnih fitokemikalija, poput polifenola, fenolnih kiselina, flavonoida
(fisetin, kvercetin), askorbinske kiseline i sumpornih spojeva, koji su odgovorni za njegovu
boju, okus i aromu (Dorrigiv i sur., 2021). Luk je takoder bogat izvor hidrofilnih vitamina
(vitamin C, B, A) i lipofilnih vitamina (vitamin D i E) te minerala poput Zeljeza, selena, joda,
kalija, kalcija, sumpora i mnogih drugih (Kavalcova i sur., 2015). Djeluje antioksidativno
sprecavajuci peroksidaciju lipida, $to se uglavnom pripisuje fenolnim spojevima, ukljucujuci
flavonoide (Kim 1 sur., 2024). Sadrzaj flavonoida varira u razli¢itim slojevima (vanjski tanji
sloj, prvi sloj tkiva, drugi sloj tkiva i unutarnji sloj) luka, a istrazivanja su pokazala da je
znacajno veci sadrzaj flavonoida opaZen u prvom sloju u usporedbi s drugim slojevima (Metrani
1 sur.,, 2020). U ljudskoj prehrani luk je jedan od najbogatijih izvora flavonoida, a u

najzastupljenije pripadaju kvercetin, kvercitrin 1 rutin (Kim 1 sur., 2024; Lachman 1 sur., 2003).

Razli¢ita istrazivanja pokazala su da luk posjeduje brojna farmakoloska svojstva,
ukljucujuéi antikancerogena, antidijabeticka i1 antitrombocitna svojstva, kao 1 pozitivan u¢inak
na kosti, kardiovaskularni, gastrointestinalni, ziv€ani, respiratorni i urogenitalni sustav (Kianian

isur., 2020).



2. ObrazloZenje teme

BPA se koristi u proizvodnji brojnih proizvoda za opc¢u upotrebu te je njegovo prisustvo
u okoliSu neminovno (Wazir i Mokbel, 2019). Istrazivanja pokazuju da se BPA nakuplja u
okolisu (voda, tlo) te da se u tlu moze zadrzati duze vrijeme. 1z tla ga onda lako mogu apsorbirati
biljke (Xiao 1 sur., 2020; Nie i sur, 2014). Dosadasnja istrazivanja pokazala su da u biljkama
BPA ometa proizvodnju hormona, utjece na proces fotosinteze inhibiraju¢i asimilaciju ugljika,
potice oksidativni stres induciraju¢i povecanu proizvodnju ROS-ova i1 oStecuje stanicni

citoskelet ometanjem organizacije mikrotubula (Vuj¢i¢ Bok 1 sur., 2023; Nie 1 sur., 2014).

U stanici oksidacijski stres posljedica je povecane razine prooksidansa kao §to su ROS-
ovi. ROS-ovi mogu oksidirati nukleinske kiseline, proteine, lipide i tako dovesti do oSte¢enja
tih makromolekula i posljedi¢no razvoja bolesti. Biljna stanica ima razvijen antioksidacijski
sustav u borbi protiv prooksidansa te antioksidansi mogu =zastiti stanicu od oStecenja
uzrokovanih prooksidansima (Igbal i sur., 2023; Samec i sur., 2021). Prvu liniju obrane protiv
prooksidansa predstavljaju antioksidativni spojevi poput fenolnih kiselina i1 flavonoida koji su
,hvataci® prooksidansa poput peroksida, hidroperoksida ili lipidnih peroksida. Poznato je da se
fenolni biosintetski putovi obi¢no aktiviraju u nepovoljnim okoliSnim uvjetima, poput suse,
ekstremnih temperatura, oneciS¢enja metalima i izloZenosti ultraljubicastom zracenju (Malea 1

sur., 2022; Samec i sur., 2021).

Cilj ovog diplomskog rada bio je utvrditi utjecaj BPA na razinu polifenola i to ukupnih
flavonoida, flavonola i hidroksicimetnih kiselina kao biomarkera antioksidacijske obrane
biljaka te ispitati akumulaciju BPA u biljaka. Kao modelni organizam koristio se obi¢ni luk.
Lukovice luka preko korjencic¢a bile su izloZene tri dana otopinama BPA u koncentracijskom
rasponu 1-50 mg/L. Nakon izlaganja BPA sakupljene su lukovice luka. Prvo je u lukovicama
pomocu Fourierove transformacijske infracrvene spektroskopije (FTIR-a) provjereno prisustvo
BPA. Potom je u lukovicama luka, spektrofotometrijski, odredena razina ukupnih flavonoida,

flavonola 1 hidroksicimetnih kiselina.



3. Materijali i metode

3.1. Materijali
3.1.1. Kemikalije

Za istrazivanje su koristene sljedece kemikalije:

- 96 % etanol (Lach-Ner, Ceska),
- aluminijev triklorid, AICl3 (Kemika, Zagreb, Hrvatska),

- bisfenol A, BPA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD),

- di-natrij hidrogenfosfat, NaxHPO4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska),
- kalij dihidrogenfosfat, KHoPO4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska),

- kalijev klorid, KCI (Kemika, Zagreb, Hrvatska),

- kavena kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD),

- klorovodi¢na kiselina, HCI (Kemika, Zagreb, Hrvatska),

- kvercetin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD),

- natrijev hidroksid, NaOH (Kemika, Zagreb, Hrvatska),

- natrijev klorid, NaCl (Kemika, Zagreb, Hrvatska),

- natrijev nitrat, NaNO; (Kemika, Zagreb, Hrvatska).

Sve kemikalije koriStene u ovom istrazivanju bile su pro analysi Cistoce. Za

pripremu otopina koriStena je destilirana voda.

3.1.2. Oprema
Za istrazivanje je koriStena sljedec¢a oprema:
- cita¢ mikroplocica SpectraMax 13x (Molecular Devices, San Jose, CA, SAD),
- FTIR spektrometar Spectrum Two (PerkinElmer, Waltham SAD),
- analiticka vaga, PB303 Delta Range (Mettler Toledo, Columbus, SAD),

- magnetska mijeSalica s grijanjem MSH-A (Witeg, Njemacka),



- centrifuga, Frontier 5706 (Ohaus, Greifensee, gvicarska),
- mijesalica, Vortex-Heidolph model REAX top (Heidolph Instruments, Schwabach),

- mikropipete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka).

3.2. Metode

3.2.1. Bioloski pokus
3.2.1.1. Biljni model

Kao biljni model u ovome istrazivanju koristen je obican luk (4. cepa). Upravo zbog
jednostavnog nacina ¢uvanja i rukovanja te niske cijene, obican luk predstavlja pogodan

modelni organizam za ekotoksikoloSka istrazivanja (Fiskesjo, 1985).

Lukovice obi¢nog luka koriStene u ovom istraZzivanju nabavljene su u lokalnoj

sjemenari.

3.2.1.2. Priprema otopina BPA

Za izvodenje pokusa bilo je potrebno pripremiti ,,Stok* otopinu BPA. To je postignuto
vaganjem 2 g BPA na analitickoj vagi, a zatim je prebacen u odmjernu tikvicu volumena 10
mL. Budu¢i da BPA nije topljiv u vodi, otapao se u etanolu. Otapanje je ubrzano grijanjem
smjese na grijacoj plo¢i. Nakon toga, odmjerna tikvica je nadopunjena do oznake, pri ¢emu je

koncentracija pripremljene otopine BPA iznosila 200 g/L ili 2x10° mg/L.

Iz ,,8tok* otopine BPA koncentracije 2x10° mg/L pripremljene su radne otopine BPA
zeljenih koncentracija (1, 5, 10, 25 1 50 mg/L) u destiliranoj vodi. Za izracun koriStena je

formula:
cl xV1=c2xV2

Na primjer, za pripremu 250 mL (V2) otopine BPA koncentracije 1 mg/L (c2), uzet je
volumen (V1) od 0,00125 mL (ili 1,25 pL) ,,3tok* otopine BPA koncentracije 2x10° mg/L (c1).
Volumeni ,,Stok* otopine BPA potrebni za izradu 250 mL (V2) radnih otopina BPA ostalih

koncentracija prikazani su u Tablici 1.
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Tablica 1. Priprema radnih otopina BPA iz ,,§tok* otopine koncentracije 2x10° mg/L

Koncentracija otopine BPA
(mg/L) 1 5 10 25 50
V ,,stok* otopine BPA
koncentracije 1,25 6,25 12,5 31,25 62,5
2x10° mg/L

3.2.1.3. Postupak provodenja bioloSkog pokusa

Za bioloski pokus odabrane su lukovice luka jednake veli¢ine, bez znakova truljenja,
plijesni, zelenih listova ili suSenja. Lukovice su pripremljene tako da su im uklonjeni osuseni
korijenci¢i s baze i vanjske ljuske koje su se pocele ljustiti, nakon ¢ega su stavljene u epruvete
napunjene destiliranom vodom. Postavljene su na vrh epruveta s bazom uronjenom u destiliranu
vodu. Pripremljene epruvete ostavljene su dva dana na mjestu bez izravnog suncevog zracenja,
na temperaturi od oko 20 °C. Nakon dvodnevnog naklijavanja, lukovice su pripremljene za
trodnevni tretman. Odabrane su samo one lukovice koje su proklijale i imale pravilno razvijeno
korijenje, dok su lukovice s izrazito kratkim ili dugim korijenjem isklju¢ene iz pokusa.
Lukovice su nasumi¢no podijeljene u 6 skupina, a svaka skupina sadrzavala je 10 lukovica
(n=10). Potom su lukovice prebacene u epruvete s pripremljenim otopinama BPA u rasponu
koncentracija od 1 do 50 mg/L, ili u epruvetu s negativnom kontrolnom otopinom (destiliranom
vodom). Epruvete su smjestene na mjesto bez izravnog suncevog zracenja, pri temperaturi od

oko 20 °C tijekom iduca 3 dana (72 sata).

3.2.1.4. Priprema fosfatnog pufera

Za izradu fosfatnog pufera koristeni su NaCl, KCl, NaHPO4 i KH2PO4. Prvo je na
analitickoj vagi odvagano 8 g NaCl, potom 1,44 g Na,HPO4 pa 0,2 g KCl i zadnje 0,24 g
KH>POs. Sve odvagane soli prebacene su u odmjernu tikvicu od 1 L koja je nadopunjena s
destiliranom vodom do oznake. Potom je pripremljenoj otopini pomoc¢u pH metra podeSen pH

na 7,4.
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3.2.1.5. Priprema homogenata biljnog tkiva

Nakon izlaganja BPA prikupljene su lukovice luka i osusene u suSioniku na 60 °C (slika
4). Osuseni biljni materijal pospremljen je do analize na suhome i tamnome mjestu. Prije same
analize pripremljen je homogenat homogeniziranjem usitnjenog biljnog materijala u fosfatnom
puferu koncentracije 50 mg/mL. Za homogeniziranje koristen je tarionik s tuckom. Homogenati

su potom centrifugirani (10000 g tijekom 10 minuta).

Slika 4. Osusena lukovica obi¢nog luka.

3.2.2. Odredivanje razine BPA u lukovicama pomo¢u FTIR-a

Prisustvo BPA u lukovicama odredeno je pomoc¢u FTIR-a. Mali dio usitnjenog biljnog
materijala (usitnjene lukovice luka) stavljen je u drza¢ uzorka FTIR-a. Potom je svakom od
uzoraka izmjeren spektar u rasponu 4000-400 cm™. Prije svake analize napravljen je snimak
pozadine s praznim drZaem uzorka. Svaki je uzorak snimljen u triplikatu. IR spektar obraden

je usporedivanjem vibracija atoma u uzorku.

3.2.3. Odredivanje ukupnih flavonoida
3.2.3.1. Princip metode

Sadrzaj ukupnih flavonoida (TF) u ekstraktima odreden je spektrofotometrijskim

mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri valnoj duljini 510 nm (Zhishen i sur., 1999). Metoda
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za odredivanje flavonoida temelji se na njihovoj sposobnosti da tvore komplekse s aluminijevim
kloridom (AICI3), pri ¢emu je intenzitet boje proporcionalan koli¢ini prisutnih flavonoida.
Koncentracija TF u uzorcima izraCunava se pomocu bazdarne krivulje koja se dobiva
mjerenjem apsorbancije otopina kvercetina poznatih koncentracija te se izrazava u miligramima

ekvivalenta kvercetina po gramu suhe mase uzorka (mg QE/g sm).

3.2.3.2. Postupak izvodenja mjerenja

Sadrzaj TF ekstrakta lukovica pripremljenih u fosfatnom puferu odreden je pomocu
AICIs. Prvo je volumen od 10 pL ekstrakta lukovica razrijeden u 40 pL destilirane vode, nakon
¢ega je dodan volumen od 3 pL. NaNO; (5%). Nakon inkubacije od 5 minuta, dodan je volumen
od 3 uL AICI3 (10%) i smjesa je inkubirana na sobnoj temperaturi jo§ 6 minuta. Nakon toga,
dodano je 20 uL. NaOH (1 M) i destilirane vode do kona¢nog volumena od 100 pL. Apsorpcija

reakcijske smjese ocitana je na 510 nm.

Sadrzaj TF u pojedinim uzorcima izraCunat je iz baZzdarne krivulje dobivene
mjerenjem apsorbancije etanolnih otopina kvercetina poznatih koncentracija (0 — 0,5 mg/mL) i

izraZen je u miligramima ekvivalenta kvercetina po gramu suhe mase uzorka (mg QE/g sm).

3.2.4. Odredivanje ukupnih flavonola i hidroksicimetnih kiselina
3.2.4.1. Princip metode

Jednostavan nacin za detekciju flavonola 1 HCA ukljucuje dodavanje klorovodi¢ne

kiseline ekstraktu §to rezultira pojavom crvene boje (Howard 1 sur., 2003).

3.2.4.2. Postupak izvodenja mjerenja

Za odredivanje ukupnog sadrzaja hidroksicimetnih kiselina (THC) i ukupnih flavonola
(TFL) ekstrakata lukovica luka pripremljenih u fosfatnom puferu kao standardi koristili su se
kavena kiselina 1 kvercetin. Volumen od 25 mL ekstrakta lukovica (50 g/L) pomijesan je s 25
mL HCI (1 g/L u etanolu) 1 455 mL HCI (2 g/L). Apsorpcija otopine o€itana je na 320 nm 1 na
360 nm. Sadrzaji THC i TFL izracunati su iz odgovarajucih kalibracijskih krivulja i izraZeni

kao ekvivalenti kavene kiseline 1 kvercetina po gramu suhe mase uzorka.

14



3.3. Statisticka obrada rezultata

Dobiveni rezultati sadrzaja TF, ukupnih TFL i THC prikazani su kao aritmeticka sredina
+ standardna devijacija (SD). Statisticka analiza rezultata napravljena je pomocu racunalnog
programa Statistica 14.0.1.25. (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, SAD). Podaci su obradeni
na nacin da su se pojedina¢no i medusobno usporedili kontrola i tretmani pomocu jednosmjerne
analize varijance (ANOVA test) te primjenom Duncan's New Multiple Range Test-a. Statisticki

znacajnim smatrane su vrijednosti koje se razlikuju na razini p <0,05.
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4. Rezultati i diskusija

4.1. Akumulacija BPA u lukovicama luka

U ovom istrazivanju za odredivanje akumulacije BPA u lukovicama luka nakon
izlaganja BPA koristen je FTIR. Fourierova transformacijska infracrvena, FTIR spektroskopija,
jedna je od najvaznijih nedestruktivnih analitickih tehnika koja se koristi za identifikaciju
funkcionalnih skupina kemijskih spojeva. To je brza, visoko ponovljiva, jeftina i jednostavna

tehnika koja se moze koristi 1 u utvrdivanju biljnih sastavnica (Wongsa i sur., 2022).

Apsorpcijom elektromagnetskog zracenja u infracrvenom podrudju (4000-400 cm™)
dolazi do promjene vibracijske energije molekule. Uzorak koji je izloZen infracrvenom (IR)
zracenju, uz kontinuiranu promjenu valne duljine, apsorbira zracenje koje po energiji odgovara
pojedinim molekulskim vibracijama. Apsorpcijska vrpca IR spektra pojavljuje se kada
inducirana vibracija uzrokuje promjenu dipolnog momenta molekule rastezanjem i savijanjem
veza, a ovisi o ¢vrsto¢i veze, masi atoma, susjednim skupinama i vanjskim ¢imbenicima poput
otapala. Vibracijski spektar kemijske molekule smatra se jedinstvenim fizickim svojstvom, a
spektri snimljeni u IR podruc¢ju pokazuju karakteristicne vrhove. Transmisija infracrvenog
spektra je mjera koliko svjetlosti prolazi kroz uzorak tijekom mjerenja spektra. To je omjer
intenziteta svjetlosti koja prolazi kroz uzorak 1 intenziteta svjetlosti koji se apsorbira. Kada se
IR spektrofotometrija koristi u svrhu identifikacije odredenog spoja, potrebno je snimljeni
spektar usporediti sa snimljenim spektrom poredbene tvari ili njezinim poredbenim spektrom
iz spektralne knjiZice. Snimljeni IR spektar mora imati apsorpcijske maksimume na istim
valnim duljinama te priblizno jednak intenzitet apsorpcijskih vrhova, koji se moraju slagati u
oba spektra pod uvjetom da se uzorak priprema i mjeri u istim uvjetima kao i poredbena tvar.
Usporedba moze biti vizualnim putem ili programskim matemati¢kim izra¢unom (Nigovi¢ i

sur., 2019).

Spektri apsorpcije suSenih biljnih ekstrakata prema istrazivanju Wongsa i suradnika
(2022) u rasponu od 4000 do 1800 cm™! su sli¢ni. Opéenito, podruéje od 3400-3200 cm!
ukazuje na simetricno 1 asimetricno rastezanje polimernih hidroksilnih skupina (O-H),
rastezanje vodikovih veza, Sto je karakteristicno za polifenolne spojeve, a biljke su bogate
polifenolima. Osim toga, rastezanje fenolnog C—O vidljivo je na otprilike 1200 cm™!. Ovo
rastezanje uzrokovano je C—O vezama pirana, $to je tipi¢no za C-prstene flavonoida. Podrucje

u rasponu od 1400 do 900 cm™! ¢esto se naziva "regijom otiska prsta" zbog velikog broja
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karakteristicnih pojedina¢nih vrhova niskog intenziteta koji se pripisuju specificnim
funkcionalnim skupinama. Medu ovim skupinama ukljuc¢ene su C—-H, C-O, C-N i P-O veze

(Wongsa i sur., 2022).

U ovom istrazivanju luk je bio izloZzen otopinama BPA u koncentracijskom rasponu 1-
50 mg/L tijekom tri dana, a lukovice su potom osusene te je prisustvo BPA utvrdeno pomocu
FTIR-a. Rezultati su prikazani na slici 5. Snimljeni spektri uzoraka lukovica luka pokazali su
jedinstven signal izmedu 3500 i 3000 cm ™!, karakteristi¢an za polifenole (slika 5). Navedeni
signal vidljiv je kod svih uzoraka, ukljucujuci i kontrolni uzorak koji nije tretiran s BPA. To nije
iznenadujuée jer je luk bogat polifenolima te se u tom podrucju (3500 i 3000 cm ') i ocekivao

signal polifenola.
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Slika 5. Apsorpcijski spektri lukovica izlozenih destiliranoj vodi (kontrola) i BPA (u
koncentraciji od 10 i 50 mg/L) odredeni pomo¢i FTIR-a.

Stoga, kako bi se lakSe utvrdilo prisustvo BPA u lukovicama luka, snimljen je pomocu
FTIR-a spektar samo BPA (slika 6). Pokazano je da je signal BPA u podrucju u kojem je i signal
karakteristi¢an za polifenole (3500 i 3000 cm ™). To se moZe objasniti ¢injenicom da je i BPA

po kemijskoj strukturi fenol. Stoga rastezanje polimernih hidroksilnih skupina i vodikovih veza
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koje se nalaze u strukturi BPA takoder stvaraju signal u istom karakteristicnom podrucju kao i

polifenoli.
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Slika 6. Apsorpcijski spektar BPA odreden pomocu FTIR-a.

Dobiveni spektar BPA 1 apsopcijske vrpce tretiranih uzoraka usporedene su te je
identificirana i potvrdena prisutnost BPA. Kontrolni uzorak (koji nije bio izloZzen BPA) imao je
najvecu trasmisiju od 93%. S porastom koncentracije BPA dolazi do pada transmisije. Prema
Beer — Lambertovom zakonu, s povecanjem koncentracije tvari povecava se 1 apsorpcija IR
svjetlosti u uzorku. S povecanjem apsorpcije, smanjuje se kolicina svjetlosti koja prolazi kroz
uzorak, a rezultat je smanjenje transmisije. Tretmani prate trend pada transmisije s porastom
koncentracije BPA. Na slici 5 vidljiv je pad transmisije s 93% na 85% kod tretamana BPA od
10 mg/ L te pad transmisije na 75% kod tretmana BPA od 50 mg/L.

Taj pad transmisije ukazuje na akumulaciju BPA u uzorcima lukovica luka s povecanjem
koncentracije BPA u otopini. Najveci pad transmisije u tretmanu od 50 mg/L sugerira najveci
porast u nakupljanju BPA. U usporedbi s kontrolnim uzorkom, u kojem snimljeni spektar
prikazuje karakteristi¢an signal prirodnih polifenola u luku, u tretmanima od 10 1 50 mg/L
vidljiv je pad transmisije. S obzirom da su lukovice tretirane otopinama BPA, koji daje signal
u istom podrucju kao i drugi polifenoli, moze se zakljuciti da je pad transmisije uvjetovan
porastom koncentracija BPA u uzorku, odnosno dokazano je nakupljanje BPA u lukovicama

obi¢nog luka.
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Dobiveni rezultati ovog istrazivanja potvrduju istrazivanje koje su proveli Ferrara i
suradnici (2006). I u tom istrazivanju zabiljeZzeno je nakupljanje BPA u klijancima rajcice. Za
odredivanje BPA u biljnom materijalu, za razliku od ovoga istrazivanja Ferrara i suradnici
(2006) koristili su teku¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti. Vazno je naglasiti da u
ovom istrazivanju lukovice nisu bile direktno izlozene otopinama BPA, ve¢ je do akumulacije
doslo nakon trodnevnog izlaganja putem korjencica. Isti se proces moze odvijati u prirodi kada

je u tlu ili vodi prisutan BPA.

4.2. Utjecaj BPA na sadrzaj polifenola u lukovicama luka

Usvajanjem raznih mehanizama prezivljavanja biljke mogu izbjeci oSte¢enja i osigurati
svoj rast i razvoj u nepovoljnim uvjetima okolisa. Glavni metaboliti biljaka koji joj omogucuju
prezivljavanje u stresnim uvjetima su polifenoli (Samec i sur., 2021; Pandey i Rizvi, 2009). S
obzirom da biljke razliito reagiraju na abiotske i biotske ¢imbenike stresa, tako i razliCiti
polifenoli imaju razli¢it mehanizam djelovanja u obrani 1 zastiti biljke od stresa. Stoga je u
ovom istrazivanju ispitan u¢inak BPA na vise polifenola i to TF, THC i1 TFL u lukovicama

obi¢nog luka.

Prethodna istrazivanja pokazala su da je jedan od mehanizama toksi¢nosti BPA
proizvodnja ROS-ova (Vuj¢i¢ Bok i sur., 2023). [zloZenost luka BPA dovela je do porasta razine
ROS-ova te porasta sadrzaja malondialdehida (MDA), koji se smatra biomarkerom oStecenja
lipida u membranama stanica biljaka. ROS-ovi takoder mogu aktivirati antioksidacijski sustav
1 mogu potaknuti proizvodnju antioksidacijskih neenzimskih tvari poput polifenola (Malea 1

sur., 2022).

U ovom je istrazivanju nakon trodnevnog izlaganja luka BPA u lukovicama izmjeren
sadrzaj TF. Na slici 7 je vidljivo da je ve¢ BPA u koncentraciji od 5 mg/L doveo do statisticki
zna¢ajnog smanjenja sadrzaja TF. Sadrzaj TF u kontroli (koja nije bila izloZena BPA) bio je oko
5,26 mg EQ/g suhe tvari, dok je nakon izloZenosti BPA u koncentraciji 5 mg/L bila oko 4,28
mg EQ/g suhe tvari. Najvi$a koncentracija BPA od 50 mg/L uzrokovala je najveci pad u sadrzaju
TF na oko 2,93 mg EQ/g suhe tvari Sto predstavlja najvecu statisticki znacajnu razliku u

sadrzaju TF u usporedbi s kontrolom.

Flavonoidi sudjeluju u obrambenim procesima kako bi zastitili biljke kada su izloZene

razli¢itim Stetnim ¢imbenicima. Sudjeluju u detoksikaciji, imaju antimikrobni ucinak te sluze
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kao filter za UV zracCenje. Djeluju antioksidativno stoga §to mogu neutralizirati ROS-ove kada
se biljka nade u biotickim i abiotickim uvjetima stresa. Mogu inhibirati aktivnosti enzima koji
sudjeluju u nastanku ROS-ova, ¢ime poti¢u antioksidativni obrambeni sustav (Shomali i sur.,
2022). Kako bi se nosile s oksidativnim oste¢enjem, biljke proizvode antioksidacijske enzime
(npr. katalazu, askorbat peroksidazu, glutation peroksidazu, glutation reduktazu). Medutim, u
ekstremnim uvjetima okoliSnog stresa, proizvodnja antioksidansa u biljkama ne moze pratiti
opseg oksidacije, §to rezultira pove¢anom koncentracijom ROS-ova u stanicama (Gupta i sur.,
2018). U takvim okolnostima, antioksidacijska svojstva flavonoida pomazu biljkama da
uravnoteze pretjeranu proizvodnju ROS-a 1 poprave nastalu Stetu. Iz dobivenih rezultata
vidljivo je da se upravo to dogodilo i u ovom istrazivanju. Izlozenost luka BPA dovela je do
pada sadrzaja TF $to je bilo ovisno o koncentraciji BPA. To znaci da je BPA inducirao stres u

stanicama lukovica luka, koje su, da bi se obranile od stresa ,,troSile* TF.

6 a
ab b
J b

5 b
S c
3
o 3
v
E
w2
j—

1-

0 T T T T T

0 1 5 10 25 50

BPA (mg/L)

Slika 7. Sadrzaj TF u lukovicama luka nakon trodnevne izloZenosti BPA u koncentracijskom
rasponu 0-50 mg/L. Stupiéi oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znac¢ajno

razlikuju.

U slijede¢em koraku u lukovicama luka koje su bile izloZene BPA u koncentracijskom
rasponu 0-50 mg/L izmjeren je sadrzaj TFL. Rezultati su prikazani na slici 8. Sadrzaj TFL nije
se razlikovao izmedu kontrole i tretmana od 1 mg/L 1 10 mg/L. Najvisi sadrzaj TFL izmjeren je
u uzorku od 25 mg/L te je iznosio oko 0,99 mg QE/g suhe tvari, a najnize vrijednosti TFL

izmjerene su u uzorcima od 5 mg/L i 50 mg/L, a iznosile su oko 0,71 te oko 0,68 mg QE/g suhe
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tvari, no nisu se znacajno razlikovale od kontrole koja nije bila izlozena BPA. Ovi rezultati

pokazuju da BPA nema znacajnijeg utjecaja na sadrzaj TFL.
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Slika 8. Sadrzaj TFL u lukovicama luka nakon trodnevne izloZenosti BPA u koncentracijskom

rasponu 0-50 mg/L. Stupiéi oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znac¢ajno

razlikuju.
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Slika 9. Sadrzaj THC u lukovicama luka nakon trodnevne izlozenosti BPA u
koncentracijskom rasponu 0-50 mg/L. Stupi¢i oznaceni razli¢itim slovima medusobno se

statisticki znacajno razlikuju.
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Slika 9 prikazuje sadrzaj THC u lukovicama luka nakon trodnevnog izlaganja BPA u
koncentracijskom rasponu 0-50 mg/L. Do statisti¢ki znac¢ajnog smanjenja THC doslo je nakon
izlozenosti BPA u koncentraciji 5 mg/L kada je izmjeren pad THC s oko 9,48 mg EKK/g suhe
tvari na oko 6,89 EKK/g suhe tvari u usporedbi s kontrolom. Nakon izlozenosti BPA u
koncentracijama 10, 25 1 50 mg/L takoder je zabiljezen pad sadrzaja THC na vrijednost oko
6,44, 6,74 te 6,53 mg EKK/g suhe tvari. U uzorcima izlozenim BPA u koncentraciji 1 mg/L nije
zabiljeZena statisticki znacajna razlika u usporedbi s kontrolom.

Kako bi se obranile od oksidativnog stresa, biljke se razliCito prilagodavaju uvjetima u
kojima se nalaze. Fenolne kiseline biljke lu¢e kao odgovor na abioticki ili bioticki stres
(Khawula i sur., 2023). HCA igraju klju¢nu ulogu u prezivljavanju i rastu biljaka u izazovnim
uvjetima. Mogu aktivirati obrambene gene, ojacati stani¢ne stijenke, regulirati oksidativni stres
1 poticati nakupljanje lignina (Gonzéalez-Rodriguez i sur., 2024). Mehanizam djelovanja
ukljucuje smanjenje oksidativnih oStecenja radi odrzavanja stani¢ne homeostaze i zaStite
vitalnih stani¢nih komponenti od oStec¢enja (Khawula i sur., 2023). Rezultati ovog istrazivanja
pokazuju da je izloZzenost BPA dovela do smanjenja sadrzaja THC, odnosno da je biljka trosila

THC u obrani od vanjskog stresa koji predstavlja BPA.

Malea i suradnici (2022) pokazali su da je izloZenost biljnog modela Cymodocea nodosa
niskim koncentracijama BPA (0,3 pg/L tijekom jednog dana) povecala razinu ukupnih
polifenola, medutim visa koncentracija BPA (3 pg/L tijekom jednog dana) smanjila je njihovu
razinu. Drugo istraZivanje pokazalo je da je izloZenost vis§im koncentracijama BPA (30 1 120
pg/mL) u korijenju modela Vicia faba povecalo razinu TF (Nie 1 Wang, 2022). Buduc¢i da biljke,
kako bi se nosile sa stresom, sintetiziraju polifenole, Malea i1 suradnici (2022) objasnili su

povecanje TF-a ¢injenicom da je BPA aktivirao antioksidativni zastitni mehanizam biljaka.

U ovome istrazivanju korjenci¢i luka bili su izlozeni BPA u koncentracijskom
rasponu 1-50 mg/L kroz tri dana. Potom je u lukovicama luka koje nisu bile direktno izlozene
BPA pomoc¢u FTIR-a utvrdeno prisustvo BPA. Time je potvrdeno da i nakon samo trodnevnog
izlaganja lukovice luka mogu akumulirati BPA. Pored toga u lukovicama luka zabiljeZen je pad
sadrzaja TF 1 THC, a nije zabiljezena znacajnija razlika u sadrzaju TFL. Stoga se moze zakljuciti
da je izloZenost BPA uzrokovala oksidacijski stres i troSenje antioksidansa, to¢nije TF 1 THC u

obrani od stresa kojega za biljku predstavlja BPA.
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5. Zakljucci

Iz dobivenih rezultata ovoga istrazivanja moze se zakljuciti:

1. Biljke mogu akumulirati BPA nakon vrlo kratkog izlaganja (samo tri dana) i u onim
organima koji nisu bili direktno izloZzeni BPA.
2. Izlozenost BPA dovodi do smanjenja sadrzaja polifenola i to TF i THC §to pokazuje

da je BPA uzrokovao oksidacijski stres u lukovicama luka.
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6. Popis kratica

AR — androgeni receptor

BPA - bisfenol A

C/EBP - proteini koji vezu CCAAT (engl. CCAAT-enhancer-binding proteins)
DHT - dihidrotestosteron

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

ER - estrogenski receptor

FTIR - infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier-
transform infrared spectroscopy)

GPR — G protein spregnuti receptor

HCA - hidroksicimetne kiseline

MDA - malondialdehid

NADPH - nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat

Nrf2 - Faktor 2 povezan s nuklearnim faktorom eritroidom 2 (engl. Nuclear factor
erythroid 2-related factor 2)

PPAR - peroksisom proliferator aktivirani receptor

RNA — ribonukleinska kiselina

ROS - reaktivni kisikovi spojevi (engl. Reactive oxygen species)

STAT3 - transduktor signala i aktivator transkripcije 3

THC — ukupne hidroksicimetne kiseline (engl. Total hidroxy cinnamic acids)
TF — ukupni flavonoidi (engl. Total flavonoids)

TFL — ukupni flavonoidi (engl. Total flavonols)

UDP — UGT — uridin 5'-difosfo-glukuronozil transferaza
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8. Sazetak / Summary

Bisfenol A (BPA) ima Siroku primjenu te se stoga nalazi u okoliSu u sve vecoj
koncentraciji. Zbog toga je izloZenost BPA neminovna. Izlozenost BPA povezuje se s nizom
negativnih u¢inaka na zdravlje ljudi. Provode se brojna istrazivanja na biljnom i na animalnom
modelu kako bi se razjasnio mehanizam djelovanja BPA. Cilj ovog istraZivanja bio je ispitati
uc¢inak BPA na razinu polifenola i njegovu akumulaciju u biljkama. Kao biljni model koristen
je obican luk (Allium cepa L.). Luk (Sest skupina po 10 lukovica) izloZen je otopinama BPA u
rasponu koncentracija 1-50 mg/L. U istrazivanje je ukljucena skupina lukovica koja je bila
izlozena samo destiliranoj vodi (10 lukovica, kontrola). Nakon trodnevnog izlaganja u
lukovicama luka odredena je razina BPA pomocu FTIR-a, a sadrzaj ukupnih fenola (TF),

ukupnih flavnola (TFL) i ukupnih hidroksicimetnih kiselina (THC) spektrofotometrijski.

Rezultati istraZivanja pokazali su da se BPA moZe detektirati u lukovicama luka ve¢ 1
nakon tri dana izloZenosti otopinama BPA. Takoder, izloZenost BPA dovela je do smanjenja
sadrzaja TF 1 THC ovisno o koncentraciji BPA. Stoga se moze zakljuciti da biljke akumuliraju
BPA te da BPA u biljkama uzrokuje oksidacijski stres koji se o€ituje smanjenjem sadrzaja

polifenola koji se troSe u obrani od stresa.

Bisphenol A (BPA) has numerous uses and as consequence its concentration in the
environment is increasing. That makes exposure to BPA inevitable. Human exposure to BPA is
associated with a range of adverse effects. Numerous studies are conducting in both, plant and
animal models in order to clarify the mechanisms of BPA action. The aim of this study was to
investigate the effect of BPA on the level of polyphenols and its accumulation in plants. As
study model common onion (4/lium cepa L.) was used. Onions (six groups of 10 bulbs each)
were exposed to BPA solutions in concentrations range 1-50 mg/L. The study also included a
control group (one group of 10 bulbs) that was exposed to distilled water. After three days of
exposure, in the onion bulbs the BPA levels were determined using FTIR, while the total phenol
(TF), total flavanol (TFL), and total hydroxycinnamic acid (THC) contents were determined

spectrophotometrically.

The results of this study showed that BPA could be detected in the onion bulbs even

after three days of exposure to BPA. Additionally, exposure to BPA led to a reduction in TF and
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THC content, that was depended on the BPA concentration. Therefore, it can be concluded that
plants accumulate BPA and that BPA in plants causes oxidative stress, which is manifested by

a reduction in polyphenol content that is consumed for defence against oxidative stress.
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SUMMARY

Bisphenol A (BPA) has numerous uses and as consequence its concentration in the environment is increasing.
That makes exposure to BPA inevitable. Human exposure to BPA is associated with a range of adverse effects.
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The results of this study showed that BPA could be detected in the onion bulbs even after three days of exposure
to BPA. Additionally, exposure to BPA led to a reduction in TF and THC content, that was depended on the
BPA concentration. Therefore, it can be concluded that plants accumulate BPA and that BPA in plants causes
oxidative stress, which is manifested by a reduction in polyphenol content that is consumed for defence against
oxidative stress.
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