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Kivonat

A kornyezetiinkben megjelend 0sztrogénhatast vegyiiletek szdmos
forrasbol szarmazhatnak. Az egyik legnagyobb szennyezdéforrast az
intenziv allattartasi technoldgidk jelentik. Kutatdsunk soran egy Pest
megyei intenziv szarvasmarhatart6 telep Osztrogén labnyomat préobaltuk
végigkdvetni. Az intenziv tejeld telepen 2017 és 2020 kozott
meghataroztuk a keletkezd higtragya Osztrogénhatasat negyedéves
ciklusokban, majd a telepen alkalmazott 5 ivarzasindukald gyogyszer
(Alfaglandin, PGF, Dinolytic, Gonavet, Ovarelin) és ezen belill 3
hatéanyag (D-Phe6-gonadorelin, kloprosztenol és dinoproszt-trometamin)
sorsat kovettikk nyomon a felhaszndlastol egészen a higtragyaban valo

megjelenésiikig.

Az Osztrogénhatds-vizsgalatokhoz a human &sztrogénreceptort
tartalmazo élesztotesztet (Saccharomyces cerevisiae BJ3505) alkalmaztuk
az 1SO 19040-1:2018 szabvany alapjan. A YES (Yeast Estrogen Screen)
teszt bizonyult a doktori munka f6 vizsgalati modszerének, melyhez sok
esetben analitikai mérés (UHPLC-FLD) is csatlakozott. Emellett a mintak
egy részével kiegészitd toxikologiai  vizsgalatokat végeztiink:
transzgénikus zebradanio (Brachydanio rerio Tg(vtg mCherry)
fluoreszcenciateszt vitellogenin kimutatasara, Daphnia magna 48-6ras
akut immobilizacids teszt, alga novekedésgatlasi teszt
(Pseudokirchneriella subcapitata), talajbaktérium-teszt Azotobacter agile,
Pseudomonas fluorescens és vetémag-csiraztatasi teszt (ISO 18763)
fitotoxicitas vizsgalatara 6t ndvényfaj (cirok, tritikalé, fehér mustar, kerti
zsézsa, hajdina) esetében. Kisparcellds kisérletekben vizsgéltuk két
szantofoldi  novény  (olaszperje, silokukorica)  Osztrogénanyag-

akkumulaciojat (E1, 178-E2, 17a-E2, 170-EE2, E3) istallotragyaval,
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illetve higtragyaval kezelt teriileten, a fejlodésiik tobb fenofazisaban.
Mintavétel tortént a talajbol, a novények gyokerébdl, hajtasabol, majd

betakaritaskor €s tobb alkalommal az erjesztés késobbi szakaszaiban is.

Az eredmények statisztikai értékelésével (Pearson-féle korrelacid
¢s fokomponens-elemzés) az ivarzasindukalok felhasznalasa, a telep
szaporodasbioldgidja €s a  higtragya  Osztrogénhatisa  kozotti

Osszefiiggéseket tartunk fel.

Megallapitottuk, hogy mindharom vizsgalt gydgyszer-hatdéanyag
erds korrelaciot mutatott a higtrdgya Osztrogénhatasaval. A szantofoldi
kisérletben igazoltuk, hogy a novények képesek az Osztrogénhatisu
anyagok akkumulécidjara, tobbnyire a szakirodalomban ismert
gyOkér>hajtas(=szar+levél)>generativ termés sorrendben, mely esetben
feltételezziik egy szlirdmechanizmus létezését a gyokér és a hajtds hataran,
mert tobb esetben igen jelentds gyokérbeli felhalmozddas is csak kis
részben volt kimutathaté a hajtasban. Néha azonban, és ebben a N-
fejtragydzas utdni mintdk dominaltak, buja ndvekedés indul be, melynek
soran az Osztrogénanyagok mennyisége mind abszolit, mind relativ
(szérazanyagra vetitett) értelemben jelentésen megnd. A felhalmozddas a

fokomponens-analizis 4ltal is igazoltan a késdbbi fenofazisokban is tart, €s

uteme csak kissé csokken.

A legmagasabb értékeket éppen a betakaritaskor vett mintakbol
kaptuk; 17B8-E2-t és E3-at szinte valamennyi kezelés talaj- és
hajtadsmint4jabol ki tudtunk mutatni (ezek a tendencidk leginkébb az
olaszperje esetében voltak megfigyelhetdk). A frissen betakaritott és a mar
hoénapok ota erjedd silokukorica és olaszperje-fliszendzs EEQ-értéke

kozott nem volt jelentds kiilonbség, tehat a tejsavas erjedés az



Osztrogénanyagok mennyiségére nem volt hatassal. Szalmas istallotragya
¢s higtragya Osszehasonlitdsdban a kezelt ndvények EEQ-értéke nd, a
higtragyaval kezelteké 1ényegesen gyorsabban és nagyobb mértékben.
Ugy tiinik, a magasabb szarazanyagtartalom, és itt kiilonosen a szalmat és
annak széntartalmat kell kiemelni, nagyobb pufferkapacitissal jar a

higtragyahoz képest és noveli a rendszer nitrogénlimitaltsagat.

A toxikoloégiai csiratesztek tobbségében a higtragya még
tobbszords higitads utan is gatlast okozott, kivéve cirok esetében, ahol
jelentds, akar 30%-os (higitatlan, szeparalt higtragya esetén 60%-0S)
serkentést tapasztaltunk. Ez azt mutatja, hogy a frissen, nagy
mennyiségben higtragyazott teriileteken els¢ kultiraként érdemes

szemescirokkal probalkozni.

Vizsgalataink alatamasztjak, hogy a higtragya egy olyan anyag,
melyet a szant6foldre torténd kijuttatds eldtt szamos egyéb ok mellett a
hormon- és gyogyszertartalma miatt is 0j kezelési modszerekkel kell
artalmatlanitani, nemcsak kornyezetvédelmi szempontbol, hanem a
humaénegészségiigyi kockazatok miatt is, valamint, hogy a megfeleld

gyogyszervalasztassal a higtragya hormonhatésa redukalhato.
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Abstract

Compounds with estrogenic effect appearing in our environment
may come from different sources. The intensive technologies of animal
breeding are among the biggest sources of pollution. In our research, we
investigated the ’estrogenic footprint’ of an intensive dairy cow farm near
Budapest in Pest county, Hungary. Between 2017 and 2020, we measured
the estrogenic effect of the resulting slurry on a quarterly basis, then
followed the fate of 5 oestrus-inducing veterinary medicines (Alfaglandin,
PGF, Dinolytic, Gonavet, Ovarelin) and their 3 active substances (D-Phe6-
gonadorelin, chloprostenol and dinoprost-trometamin) from the use phase
until their appearance in the slurry.

For screening estrogenic effects, we worked out and used
extensively a test according to 1SO 19040-1:2018 international standard,
employing genetically modified yeast (Saccharomyces cerevisiae BJ3505)
which contains human estrogen receptors. YES (Yeast Estrogen Screen)
test turned out to be the main testing method of the doctoral research,
supported by instrumental analytical measurements (UHPLC-FLD) in
many cases. Besides, some of the samples were screened with
supplementary toxicological tests, such as: transgenic zebrafish
(Brachydanio rerio Tg(vtg mCherry)) fluorescence test for screening the
production of vitellogenin, Daphnia magna 48-hour acute immobilization
test, algal growth inhibition test (Pseudokirchneriella subcapitata), soil
bacterium test (Azotobacter agile, Pseudomonas fluorescens) and seedling
test (ISO 18763) for testing fitotoxicity employing seeds of 5 plant species
(Sorghum bicolor, Triticum aestivum x Secale cereale, Lepidium sativum,

Sinapis alba, Fagopyrum esculentum).
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In small-scale field experiments, we tested two field-grown plants
(Zea mays, Lolium multiflorum) for the accumulation of estrogenic
materials (E1, 17a-E2, 176-E2, 170-EE2, E3) on sites treated either with
manure (2 doses) or with slurry (4 doses), in several fenophases. We
sampled the soil, the roots, the shoots, the shoots during harvesting, and in

several cases later on during the fermentation.

Statistically analysing the results with Pearson-correlation and
main component analysis, we revealed correlations among the use of
oestrus-inducers, the reproduction biology of the farm and the estrogenic
effect of the slurry. We found that all three active medicine ingredients
studied showed strong correlation with the estrogenic effect of the slurry.
With the field experiment we proved that plants are able to accumulate
materials with estrogenic effect, mainly, in accordance with the literature,
in the root>shoot(=stem+leaves)>generative crop order. In that case we
claim the existence of a filter mechanism at the root/shoot border, because,
in several cases, very high- level accumulation of the estrogenic materials

in the root could not be measured in that rate in the shoot samples.

In some cases, however, dominated by samples taken after the
nitrogen treatment, lush growth started, after which the amount of
estrogenic materials started to grow significantly, both in absolute and in
relative (per dry weight) terms. Also proven by the main component
analysis, the accumulation lasts in later fenophases, too, and its level
decreases only slightly. We got the highest values from samples taken
during the harvest; 3-E2 and E3 could be measured from almost all soil-
and shoot samples of all treatments (tendencies described here are most

valid in cases of Lolium m.).
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There was no significant difference between the EEQ-values of the
just-harvested plants and those of the samples taken after several months
of fermentation. Therefore, fermentation with lactic acid did not affect the
amount of estrogenic materials. In comparison of manure (faeces+straw)
and slurry, EEQ-values of the treated plants grew, with significantly higher
speed and level in cases of slurry. It seems that the higher dry mater
content, with special emphasis on straw and its carbon content, results
higher buffer capacity comparing to slurry and raises the nitrogen
limitation of the system. In most cases of seedling tests, we experienced
reduction in root growth, even for diluted slurry, except in case of
Sorghum, with which we got stimulation of root growth by up to 30%
(stimulation level for Sorghum, in case of undiluted, separated slurry was
60%). These results indicate that on sites just treated with slurry it is worth

sowing Sorghum as first culture.

Our research underlines that slurry is a material which, before
applying on agricultural fields, must be treated with new methods against
its hormon- and medicine content, not only from the point of view of
environmental protection but also from the perspective of human health;
the simplest method to reduce its hormonal effect is to choose the right

medicine.
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1. Bevezetés

Az endokrin rendszert karositd vegyiiletek megjelenése a
kornyezetiinkben komoly aggodalomra ad okot, ugyanis negativ hatdssal
lehetnek az €16 szervezetekre. Ubiqueter szennyezok, tehat mindeniitt
el6fordulhatnak, igy globalis problémat jelentenek. A biomonitoring
tesztek azt mutatjak, hogy az emberek 100%-anal el6fordul valamilyen
hormonhaztartast megzavaro vegyiilet (EDC) terhelés a vérben, vizeletben
vagy a zsirszovetekben. Az ismert EDC-k mellett szamtalan olyan vegyi
anyag van, melyek EDC hatéastiak, de még soha nem voltak tesztelve. A
mikroorganizmusok és a novények képesek felvenni az EDC-ket a talajbol
¢és avizbdl. Az allatok megeszik a novényeket, algakat, igy atkertilnek ezek
az anyagok az allatvilagba. A kisebb allatokbdl aztan a nagyobb allatokba
keriilnek, a taplaléklanc tetején pedig az ember van. Indokoltan
feltételezhetd, hogy a kémiai anyagok ndvekvo termelése és felhasznalasa
befolyassal lehet az egyre gyakrabban el6fordulé endokrin eredetii

betegségek megjelenésében.

Az §sztrogénhatast vegyiiletek egyre inkabb elismert mikroszennyezd
vegyliletek a kornyezetlinkben, melyek veszElyt jelenthetnek a természetes
okoszisztémakra. Ezek a kémiai anyagok negativan befolyasolhatjak a vizi
¢élévilagot és a vadon €16 allatokra is negativ hatassal lehetnek. Mivel
legnagyobb mértékben a nemi funkciok miikodését befolyasoljak az EDC-
k, ezért csokkenthetik a populaciok siiriségét és a fajok biologiai
sokféleségét. A természetbe valo keriilésliknek f6 forrdsa az ember €s az
allatok. A folyamatos ipari fejlodés kovetkeztében rengeteg olyan anyag
kertil a kdrnyezetlinkbe, melyek Osztrogén hatastak. Sajnos nemcsak az
ipar, de az egyre intenzivebb termelési moddszereket hasznald

mezOgazdasag is az egyik fo forrasa lett a kornyezeti 6sztrogéneknek. Az
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intenziv allattartd telepeken keletkezd higtragya, mely vizeletbdl,
bélsarbol, elcsurgd ivo- és technologiai vizbol és egyéb hulladékokat
tartalmaz6 anyagbol allo6 melléktermék, azon kiviil, hogy fontos
tapanyagokat tartalmaz, megtalalhatbak benne még Osztrogénhatast
vegyliiletek, antibiotikumok, gyulladascsokkentok ¢és egyéb kémiai
anyagok is. A higtragya termo6foldre juttatasaval igy a gyorsan hasznosuld

tapanyagok mellett kiilonb6z6 kémiai szennyezoket is kijuttatunk.

Az EDC-k szamos kornyezeti matrixban jelen lehetnek, mint példaul a
talajban, talaj- és felszini vizekben, iszapokban, tragyakban. Eppen ezért a
kutatdsunkban azt vizsgaljuk, hogy az intenziv tejeld szarvasmarha
teleprdl kikeriild higtragya milyen hatdssal van azokra a foldteriiletekre és
novényekre, amelyekre kijuttatjak. A dolgozatban bemutatott vizsgalatok
eredményeit a Yeast Estogen Screen (YES) éleszté teszt hasznalataval
kaptuk. Az EDC-k meghatarozasara egy genetikailag modositott
Saccharomyces cerevisiae BJ 3505 élesztégomba torzset alkalmaztunk.
Vizsgaltuk a kijuttatott higtragya EDC tartalmat, tovabbd azokat a
talajokat, melyek befogadtak az altalunk vizsgalt higtragyat. Idéaranyosan
megvizsgaltuk az ezeken a talajokon termesztett olaszperje €s silokukorica
novények (gyokér, hajtds, Szemtermés) Osztrogénhatdsat kiilonbozo

fenofazisokban.

Doktori munkdm Magyarorszagon 1j tipusi kutatdsnak szamit,
ugyanis nem laboratériumi koriilmények kozott, hanem szant6foldi,
természetes adottsagoknal vizsgaljuk az 0sztrogének eléfordulasat, ahol a
meteorologiai hatdsok (napsugarzas, esO, szél) befolydssal vannak az
osztrogének bomlasara. Ugy gondoljuk, ezzel a vizsgélattal valos képet

kaphatunk az intenziv szarvasmarhatartas 9sztrogénlabnyomarol.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Atalaj, talajszennyezés

A talaj a Fold legkiilsd, szilard burkat képezi, és a novények
termOhelyéiil szolgal. A foldmiiveléssel és allattenyésztéssel foglalkozo
ember rajott, hogy a talaj az egyik legfontosabb tényezdje a sikeres
gazdalkodasnak, ezért nagy figyelmet fordit ra. Meghataroz6 tulajdonsaga
a termOképesség, képes a ndvényeket tdpanyagokkal és vizzel ellatni. A
talaj az egyik legfontosabb természeti erdforrds, amely az anyagok
zavartalan  korforgasaban megujulni  képes. A  mezdgazdasag
termeldeszkoze és a kornyezet része, mely elnyeli, tarolja vagy atalakitja

a foldfelszinre érkez6 energia és anyagaramlasokat (Stefanovits, 1992).

A talaj olyan természetes kozeg, amely pufferként is funkcional (Singh
¢és Singh, 2020). Mivel természetes és antropogén hatasokra maga is
folyamatosan valtozik, ezért a talaj mindségének az értékelésére

folyamatosan sziikség van (Maurya et al., 2020).

Vermes (1995) és Simon (1999) szerint minden olyan folyamatot,
amely soran a talaj fizikai, kémiai és biologiai tulajdonsagai kedvezdtlen
iranyban megvaltoznak ¢és az Okologiai funkciok karosodnak,
talajszennyezésnek  tekintlink.  Leggyakrabban  kémiai  anyagok
okozhatnak talajszennyezOdést, a toxikus elemek és vegyiiletek

felhalmozodasaval (Vermes, 1995; Simon, 1999).

A talajszennyezés globalis probléma a fejlett és fejlodd orszagokban
egyarant. A gyorsan fejlodé gazdasaggal rendelkezé orszagok jelentds
talajszennyezési problémakkal néznek szembe a felgyorsult iparosodas és

urbanizacio kovetkeztében (Sun et al., 2018).
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Legnagyobb mértékben ezek antropogén (emberi) eredetiick, melyek
pontszerli vagy diffiz (nem pontszerii) szennyezést okoznak a talajban.
Pontszerli antropogén talajszennyezddéshez soroljuk a szennyvizek,
szennyviziszapok, higtragyak, istallotragyak, folyékony és szilard
hulladékok kovetkeztében kialakult mindségromlast. Diffiz antropogén
szennyezOdést okoznak a légszennyezésbdl eredd nedves és széaraz
kitilepedések, a mezdgazdasdgban felhasznalt vegyszerek (ndvényvédo
szerek, mutragyak). Az emberi tevékenység hatdsara a talajba kertilnek
még kbolaj és kdolajszarmazékok, szervetlen makroszennyezok, szerves
mikroszennyezOk, nehézfémek ¢s radioaktiv anyagok is (Kadar, 1995;

Vermes, 1995; Simon, 1999,).

Az allati tragyaval kiilonb6zo gyogyszerhatoanyagok is talajba
kertilnek, ami eldsegitheti példaul az antibiotikum-rezisztencia terjedését

a talajbol a taplaléklancon keresztiil az emberre (Lu et al., 2021).

2.2. A higtragya

A higtragya az almozas nélkiili allattartds jellegzetes, folyékony
halmazallapoti mellékterméke, amely allati bélsarbol, vizeletbdl, elcsurgo
ivo- és technologiai vizbdl, valamint kis mennyiségben egyéb hulladék
anyagokbol all. Ennek a tragyaféleségnek a megjelenése hazdnkban az
1970-es évek elejére tehetd a nagylizemi allattartd telepek létesitésével

parhuzamosan (Vermes, 2005).

A higtragyat az alkalmazott technoldgidk képesek kiilonbozo
mértékben a szilard és folyékony alkotorészeire elkiiloniteni. A szilard
fazis kisziirhetd, kitilepithetd, mely szikkadas utan az almos tragyahoz
hasonlé médon kezelhetd. A visszamaradt hig szuszpenzié nem azonos a

tragyalével, mivel kevesebb tapanyagot tartalmaz. Ennek kovetkeztében a
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higtragyat toménysége alapjan is osztalyozhatjuk. Megkiilonbdztetiink
teljes higtragyat (kizardlag vizelet és bélsar keveréke), kovér higtragyat
(az triiléken kiviil tartalmaz még technologiai és csurgalék vizet), tovabb
higitott higtragya (a kovér vagy sovany higtragya ontézovizzel vald
keverése) (Csavas et al., 1975). A higtragyak tapanyag-tartalmukban és
hatasaikban is alapvetden kiilonboznek az istallotragyatol. A sziik C:N
aranyuk (5-14:1) alapvetéen meghatarozza a higtragyak alkalmazasanak
feltételeit. Kedvezotlen koriilmények mellett (meleg iddjaras, a kijuttatott
higtragya talajba munkalasanak megkésése) a higtragya ammonia-
nitrogén tartalmanak akar 100%-a is elillanhat. A folyamat a kdzvetlen

gazdasagi kar mellett egyben kornyezetszennyezé is (Kalocsai et al.,
2007).

2.2.1. Azistallétragya és higtragya hatasai a talajra

Az istallotragya ¢€s higtragya a tapanyag szolgaltaté képességén
keresztiil tud hatast gyakorolni a talajra, azonban jotékony hatasaik
tulnének a kozvetlen tdpanyagellatdson. A gyakorlati tapasztalatok azt
mutatjak, hogy a nagy miitrdgyaadagokat hasznaldé névénytermesztésben
1s nélkiilozhetetlen az istallotragyazas, ugyanis a szerves anyaggal
kijuttatott széntartalom jelentds energiaforrdst biztosit a talajokban
lejatsz6dd mikrobidlis folyamatok szamdara. A rendszeres tragyazassal
javitani tudjuk talajaink szerkezetét, emellett pedig kedvezden hatunk a
talaj harom fazisa (szilard, folyékony és Ilégnemil) rendszerének
miikodésére. A fenntarthatd novénytermesztés alappillérének tekintjiik a

hatékony és joO mindségben elvégzett szervestragyazast (Kalocsai et al.,
2007).
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2.3. Az endokrin rendszer, és azokat karosito vegyiiletek

Az endokrin rendszert a testben taldlhaté mirigyek alkotjak, melyek
egy vagy tobb hormont termelnek. A hormonok természetes vegyi
anyagok, melyek a keringési rendszer segitségével a véraramon keresztiil
jutnak el a célszovetekhez vagy szervekhez, ahol kifejtik hatasukat (Gore
et al.,, 2014). A hormonok az adott receptorokhoz kotédnek és
befolyasoljak a gének expressziojat, a sejtek differencialodasat, a
szabalyozottak olyan bioldgiai funkciok, mint példdul a ndvekedés,

fejlodés, szexualis differencialodas és a szaporodas (Fang et al., 2000).

Az endokrin rendszert karositd vegyiileteket (EDC) az Endokrin
Tarsasag (endocine.org) tudodsai és orvosai exogén (nem természetes)
vegyi anyagnak vagy vegyi anyagok keverékének tartja, melyek
befolyasoljak a hormonrendszer normalis mitkodését (Zoeller et al., 2012).
Az Eurdpai Unidban 150 szintetikus vegyliletet és hét természetes
vegyliletet sorolnak az EDC-k kozé (Burkhardt-Holm, 2010). Tehat az
endokrin rendszert karositd vegyliletek lehetnek természetes vagy
szintetikus anyagok.

Eredetiik alapjan az osztrogénhatasu vegyiileteket kivetkezdképpen
tudjuk osztdalyozni:

1. Természetes hormonok és metabolitjaik (pl. 17B-6sztradiol (17p-

E2), 6sztriol (E3)).
2. Fito- és mikodsztrogének (pl. izoflavonok, lignanok, genisztein).
3. Novényvédo szerek ¢és metabolitjaik (pl. DDT, metoxiklor,

dieldrin, toxafén, endoszulfan).
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Ipari és haztartasi vegyszereck (pl. alkil-fenol-etoxilat,
tisztitoszerek, tlizallo szerek, lagyitd anyagok, mint példaul
biszfenol-A, ftalatok, poliklorozott bisz-fenolok (PCB-k)).
Mesterséges hormonok (pl. dietilstilbosztrol, fogamzasgatld
tablettak, pajzsmirigy gyogyszerek).

Hormon mellékhatassal rendelkezé gyogyszerek (pl. naproxén,
klofibrat)

Ipari és haztartasi folyamatok melléktermékei (pl. policiklusos
aromas szénhidrogének, dioxinok).

Nehézfémek (pl. kadmium, 6lom) (Markey et al., 2002).

Ezen felsorolasbol néhanyat szeretnék csak kiemelni (az els6 négy

csoportba tartozok koziil) és részletezni a késébbiekben. Az EDC-k

hatasa az ¢é16 szervezetekre Osszetett. Altalanossagban az EDC-k négy

kiilonb6z6 moédon befolyasolhatjak a szervezet miikodését:

1.

Kotodhetnek a receptorhoz, és aktivalhatjadk a valaszreakciot a
hormont utdnozva — agonista hatas.

Ko6tddhetnek a receptorhoz, de nem aktivéaljak a valaszreakcidt —
antagonista hatas.

Kozvetleniil vagy kozvetve kdlcsonhatasba Iéphetnek a hormonok
szerkezetével, 1igy befolydsolva a hormonok kotddését a
receptorokhoz.

Zavarhatjdk a hormonszintézist vagy az anyagcserét ¢&s
modosithatjak a hormon-receptor szintjét (Sonnenschein és Soto,
1998; Vos et al., 2000; Baker, 2001).
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2.3.1. Osztrogének

Az Osztrogének (17B-E2, El, E3) talnyomorészt ndi hormonok,
melyek a reproduktiv szovetek, az emld, a bér és az agy egészséges
fenntartasaért felelések. A férfiakban a herék csak kis mennyiségi
Osztrogént termelnek. Az Osztrogének aromas gyurivel és hidroxil
csoporttal rendelkeznek. A szintetikus Osztrogénekben etinil (etinil-
Osztradiol, 17a-EE2) és metilcsoport (mestranol) is taldlhat6, melyek a

fogamzasgatlokban alkalmazott vegyiiletek (Lai et al., 2000).

Az Osztrogének lebontasa a majban torténik, ahol szulfat, glitkoronid
vagy szulfo-gliikkoronid csoporttal konjugalodnak. Ez noveli a
vizoldhatdsagot, igy a vizelettel ezek az anyagok iiriilni tudnak. A szabad,
nem konjugilt osztrogénformak pedig a széklettel tudnak kivalasztodni
(Sandor és Mehdi, 1979). A szabad Osztrogének kozil a 17B-E2 a
legaktivabb, ezt kdveti az Osztron és Osztriol. A konjugalt 0sztrogének
nagyon alacsony Osztrogén aktivitassal rendelkeznek a nem konjugalt
formakhoz képest (Bovee et al., 2004). Ennek ellenére a kivalasztodas utan
a konjugalt 6sztrogének példaul fekal baktériumok jelenlétében képesek
atalakulni az Osztrogének mas formaiba (Combalbert és Hernandez-
Raquet, 2010; Hong, 2012).

A természetes és szintetikus osztrogének

Az 6sztrogének biologiailag aktiv hormonok, amelyek koleszterinbdl
szarmaznak és a mellékvesekéregben, a herékben, a petefészekben és a
placentaban szabadulnak fel. A szteroid Osztrogéneket természetes vagy
szintetikus hormonként lehet osztalyozni; szerkezeti képletiiket az 1. abra

szemlélteti.
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1. Abra: A természetes ¢és szintetikus Osztrogének kémiai struktaraja

Az 06sztrogén nemcsak reproduktiv hormon, hanem a test szinte
minden szdvetére kifejti hatasat. Osszefiiggésbe hozhaté a rak, az
endometridzis, az elhizas, az inzulinrezisztencia, a sziv- és érrendszeri,
autoimmun ¢és neurodegenerativ betegségek kialakulasaval. Az
Osztrogének harom tipusu receptoron képesek hatni a szervezetben, a
klasszikus ERa-n és az ERB-n, valamint a nemrégiben felfedezett, nem-
Klasszikus, G-fehérjéhez kapcsolt membranreceptor 30-on, a GPR30-on
(Arnal et al., 2017).

2.3.2. Fitoosztrogének

A fitoosztrogének novényi eredetli vegyiiletek, melyek képesek
kotédni az  Osztrogén receptorokhoz és  Osztrogénszerdi, vagy
Osztrogénellenes hatast képesek kifejteni. Az emberek folyamatosan
kapcsolatban vannak a fitodsztrogénekkel, ugyanis a ndvényi taplalékok,
mint példaul a hiivelyesek, kiilonféle magvak és a teljes kidrlésii gabonak
fitoosztrogéneket  tartalmaznak. A tradiciondlis  kelet-dzsiai
konyhamiivészet is bdséges forrdsa a fitodsztrogéneknek. Mas
Osztrogénekkel ellentétben a fitodsztrogének nem bioakkumulalédnak
(raktarozddnak) az €16 szervezetekben, viszonylag gyorsan lebomlanak és
kivalasztodnak (Watanabe et al., 1998; Manach és Donovan, 2004). A

fitodsztrogének  lehetnek  kromén  szarmazékok,  flavonoidok,
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izoflavonoidok, izokumarinok, kalkonok, kumesztanok, stilbének,
lignanok, ginzenozidok, tetrahidrofurandiolok, fahéjsav szarmazékok, 2-
arilbenzofurdnok ¢és szdmos egyéb fenolos vegyiilet. Az emberek
legnagyobb mennyiségben az izoflavonoidok (foleg hiivelyesek) és a
lignanok (majdnem minden ndévényben taldlhatd) csoportjaba tartozo
fitodsztrogéneket fogyasztjak (Reinli és Block, 1996; Adlercreutz és
Mazur, 1997). A fitoosztrogének gyenge Osztrogén aktivitast mutatnak a
17B-6sztradiollal szemben. Bovee és munkatarsai (2004) hatasuk szerint a
kovetkezéképpen sorolja be a fitoosztrogéneket: 17p3-E2 >> kumesztrol>
genisztein> zearalenon> 8-prenil-naringenin >> daidzein> naringenin>
genistin >> daidzin. Annak ellenére, hogy a fitodsztrogének hatékonysaga
nagyon gyenge, ezek a testben 100-szor magasabb koncentracioban is
jelen lehetnek, mint az endogén Gsztrogének (Adlercreutz et al., 1986).
Példaul a fitodsztrogének koziil a genistein €s daidzein koncentracidja a
vizeletben kb. 500-szor magasabb lehet a szojatejjel taplalt csecsemoknél,
mint azoknal, akik tehéntejet ittak (Cao et al., 2009). Ezért figyelembe kell

venni a fitoosztrogének endokrin rendszerre gyakorolt esetleges hatasat.

2.3.3. Novényvédoszerek (peszticidek)

A peszticidek novényvédd szerek, melyeknek a hasznalataval
megakadalyozzak vagy csokkentik a korokozok és a kartevok bizonyos
csoportjanak (rovarok, gombdk, gyomok) negativ hatasait az adott
kultirara. Az intenziv mezdgazdasag nagy mennyiségekben hasznalja,
hogy kelldképpen ki tudja elégiteni a névekvd emberi populacid igényeit
(Nsibande és Forbes, 2016). A gyors urbanizacionak koszonhetéen, ami
azt jelenti, hogy kisebb foldteriileteken kell magasabb hozam novényeket
termeszteni, valoszinisithet6vé teszi, hogy a peszticidek felhasznalasa

novekedni fog a jovoben (Tankiewicz et al., 2011).
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A peszticideket két f6 csoportba tudjuk sorolni, vannak a: 1. vegyi
peszticidek és a 2. biopeszticidek. A kémiai (vegyi) peszticidek alapvetoen
szintetikus anyagok, melyek lehetnek — rovarirtok, - herbicidek (gyomirtd
szerek), - fungicidek (gombadlé szerek), - ragcsaloirtok, vagy -
nematicidek (fonalféreg-irtd). A biopeszticidek olyan névényvédo szerek,
amelyek természetes forrdsbol szarmazo anyagokbol késziilnek, mint
példaul allati, ndvényi kivonatokbol, baktériumokbdl vagy asvanyi
anyagokbol. A legismertebb biopeszticidek kdzé tartozik a repceolaj és a

szodabikarbona.

A ndvényvéddszerek 4 {6 csaladba sorolhatok, vannak: organoklor,
organofoszfor, karbamat és piretroid formaja szerek. Az organoklor
peszticidek a leginkdbb perzisztens, magas toxicitasu, lipofilitdsu és
Osztrogén és karcinogén hatasuak is (Taylor et al., 2013). Nagyon hossza
felezési idejiik van, kortilbeliil 10-30 év (Padrén et al., 2006). Eurdpaban,
Eszak-Amerikaban és Dél-Amerika tobb orszagéban is betiltottak ezeknek
az anyagoknak a mezdgazdasagi €s haztartasi hasznélatat. Néhany mas
orszagban azonban a mai napig is alkalmazzak ezeket az anyagokat
korlatozott mértékben, példaul a DDT-t a malaria visszaszoritasara

jelenleg is hasznaljak (Tankiewicz et al., 2011; Samsidar et al., 2018).

Régota ismert a peszticidek endokrin rendszerre gyakorolt hatdsa. A
DDT, heptaklor, endoszulfan, klordén, dikofil és a lindén olyan kdrnyezeti
Osztrogének, melyek pl. aligatoroknal  kiilonb6zé  fejlodési
rendellenességeket idézhetnek el6 (Fry, 1995; Vonier et al., 1996). Tobb
tanulmany is foglalkozik azzal a ténnyel, hogy a DDT him halakban
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indukalja a vitellogenin (VTG) termelést; lasd kés6bb (Jobling és Sumpter,
1993).

A mezdgazdasagban hasznalt peszticidek a felszini és felszin alatti
viztestekbe juthatnak, ahol lipofil jellegiik miatt tartosan fennmaradhatnak

¢s a vizi szervezetekben felhalmozodhatnak (Okoumassoun et al., 2002).

2.3.4. Ftalatok

A Ftalatok (PAE) kémiai vegyiiletek, melyeket széles korben
hasznalnak 1lagyit6 szerként miianyag termékek gyartasahoz ¢és
feldolgozasahoz. A ftalatok eldallitasa az 1920-as években kezdddott, és
az 1950-es években terjedt el, amikor elkezdték hasznalni polivinil-klorid
(PVC) adalékként (Kimber és Dearman, 2010). A ftalatokat széles korben
hasznaljak az iparban. A gyartasi folyamatok soran és a termékek
artalmatlanitdsakor (hulladékégetés) is konnyen felszabadulhatnak a

kornyezetiinkben (Simoneit et al., 2005).

Mindenhonnan ki tudjak ezeket az anyagokat mutatni, a 1égkori
aerosolokbol (Fu et al., 2009), a szennyvizekbdl, szennyviziszapokbol
(Dargnat et al., 2009), folyami- és tengeri vizbol (Net et al., 2014), s6t még
az ivovizbol is (Gao et al., 2014). Egyes PAE-k endokrin rendszert
karositd vegyliletek lehetnek, ezért jelenlétiik a kornyezetiinkben
figyelmet igényel. Az Eurépai Unié (EU) és az Egyesiilt Allamok
Kornyezetvédelmi  Ugyndksége (US EPA) a prioritdst élvezd
szennyezOanyagok listajan tartja szamon a ftalatokat (CEC, 2000).

A PAE-k 6sztrogénpotencialja joval gyengébb, mint a 17p-0sztradiolé
¢és a kovetkez6 sorrendben csokken: Butilbenzil-ftalat > dibutil-ftalat >

diizobutil-ftalat > dietil-ftalat > diiszononil-ftalat (Harrison et al., 1997).
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A ftalatok eredetiik alapjan lehetnek di-n-butil- ftalatok és di(2-etil-
hexil)-ftalatok. Kinyerheték voros algakbol is (Chen, 2004), de a
természetes eredetli ftaladtok mennyisége elhanyagolhatd az emberi
tevékenységek altal termelt PAE-khez képest (Schiedek, 1995). A PAE-k
nagyon sokféle anyagban ¢és termékben megtalalhatok, beleértve a PVC
termékeket, épitdanyagokat (festékek, ragasztok), kozmetikai termékek
(parfiimok, hidratalok, folyékony szappan, hajapolok), orvostechnikai
eszk6zok, moso- €s tisztitdszerek, csomagold anyagok, gyermekjatékok,
nyomdafestékek, gyogyszerek és élelmiszeripari termékek, tisztitoszerek.
Az alacsony molekulasulyt PAE-k, mint példaul a dimetil-ftalat, a dietil-
ftalat és a di-n-butil-ftalat az ipari oldoszerek, parfimdk, ragasztok,
viaszok, tintak, gyogyszeripari termékek, rovarirto anyagok ¢és a
kozmetikumok alkotoeleme. A hosszabb alkil-lanccal rendelkez6 PAE-ket
lagyitoként hasznaljdk a miianyagiparban, mivel megmunkalhatobba,
rugalmasabba teszik az anyagot, a PAE-k 80%-at erre a célra hasznaljak
(Koniecki et al., 2011).

Németorszagi mintak eredményeibdl tudjuk, hogy a di (2-etil-hexil)-
ftalatok fordulnak el6 legnagyobb koncentracidban a kérnyezetiinkben. A
felszini vizekben 0,33-97,8 ug/l, szennyviz tisztitok kifolyoiban 1,74-182
ug/l, szennyviziszapban 27,9-154 mg/kg, és tiledékekben 0,21-8,44 mg/kg

koncentracioban mutattak ki (Fromme et al., 2002).

A ftalatokat nagy lipofilitas jellemzi, igy nehezen oldédnak a vizben,
viszont az tiledékekben, szilard anyagokban képesek felszivodni. A lipofil
jelleg miatt a magas olaj- és zsirtartalmu ¢élelmiszerekben képesek

akkumulalodni, mint példaul a tejszinben, vajban, sajtban (Sharman et al.,
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1994). Ezen kivil felhalmozodhatnak sertések és brojlercsibék

testszoveteiben és szerveiben (Jarosova, 2006).

A ftalatok el6fordulasatol és felhasznalasatol fliggéen az emberek ki
vannak téve a befolydsuknak a mindennapi élet soran. Ezért az Eurdpai
Elelmezési Bizottsag 1991-ben meghatarozta a toleralhaté napi bevitel
szintet az embereknél, amely 25 pg és 50 ug kozott van testtomeg kg/nap

(Hong, 2012).

2.3.5. Biszfenol-A

A Dbiszfenol-A (BPA, 2,2-bisz(4-hidroxifenil) propan) az egyik
legnagyobb mennyiségben termelt vegyi anyag a vilagon (Vandenberg et
al., 2007). A BPA-t polikarbonat miianyagok ¢és epoxigyantak
eléallitasdhoz, valamint kiilonféle fogyasztdsi cikkek, mint példaul
¢lelmiszer taroldo edények, vizcsovek, jatékok, orvosi berendezések,
elektronikai cikkek gyartdsdhoz haszndljak. A BPA mindeniitt jelen van
kornyezetlinkben, jelenlétét kimutattdk az emberi vérbdl, vizeletbdl, a
placenta szévetébdl, koldokzsindr vérbdl és az anyatejbdl is (Rochester,

2013).

A BPA kéros hatdssal lehet a szaporodasra, egyedfejlédésre, az
idegrendszerre, valamint a kardiovaszkularis-, anyagcsere-, ¢s
immunrendszerre (Vom Saal et al.,, 2007). Az emberek széles korii
expozicidja és az azzal jard egészségiigyi kockazatok miatt Eszak-
Amerikdban és az Eurdpai Unidban rendeletet hoztak ezen anyagok
felhasznalasara. 2010-ben Kanadaban megtiltottdak a BPA-t tartalmazé
polikarbondt csecsemdk részére készitett palackok behozatalat és

értékesitését (Government of Canada, 2010).
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Az Eurdpai Unié 2011 ota tiltotta be a BPA hasznalatat csecsemdk
etetd palackjaiban, és szamos helyen elkezdték helyettesiteni a BPA-t mas
vegyi anyagokkal. Osszesen 16 biszfenol-analdgot dokumentalnak ipari
felhasznalasra. A BPF (4,4-metilén-difenol), BPS (4-hidroxi-fenil-
szulfon) és a BPAF (4,4-hexafluorizopropilidén difenol) a BPA-k {6
helyettesit6i a polikarbonat miianyagok és az epoxi gyantak gyartasaban.
A BPF-cket széleskoriien hasznaljak lakkok, ragasztok, vizcsovek,
fogaszati tomésekként, fogpotlasra (Cabaton et al., 2009). A BPS-t
altaldban epoxi ragasztokban haszndljak, illetve szinezékekben ¢és
kiilonbdz6 cserzéanyagokban (Naderi et al., 2014). A BPAF-t fileg
elektronikai cikkekben és az optikai szalakban hasznaljak (Matsushima et
al., 2010).

A BPA kimutathatd a felszini és felszin alatti vizeinkben,
szennyvizekben és szennyviziszapokban is. Osztrogénhatisa a 17pB-
Osztradioltol négy-hat nagysagrenddel gyengébb (Bergeron et al., 1999;
Schafer et al., 1999).

2.3.6. Alkilfenolok

A nemionos feliiletaktiv anyagok egyik f6 csoportja a 4-alkil-
fenoletoxilat (APEO) (Raecker et al., 2011). A leggyakoribb APEO-k az
oktil-fenol-etoxilat, a nonil-fenol-etoxilat és a dodecil-fenol-etoxilat
(White 1994). Ezeket a feliiletaktiv anyagokat széles korben hasznaljak
tisztitoszerekben és kiilonboz0 ipari folyamatok segédanyagaként. Példaul
diszpergaldszerként a papir €és cellulézgyartasban, emulgaldszerként
latexfestékekben és peszticid készitményekben, flotacios szerként, ipari
tisztitoszerként, de autok hidegtisztitoszerei és haztartasi tisztitoszerek is

tartalmazzak (Thiele et al., 1997; Liu et al., 2018).
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A legtobb APEO vizes oldatban hasznaljak, igy bekeriilnek a telepiilési
¢s ipari szennyvizekbe is. Az APEO-k 0Osszetett bioldgiai lebomlasi
folyamaton mennek keresztiil a szennyviztisztitds soran, melynek hatasara
szamos mikroorganizmus metabolizalja az APEO-Kkat. Etoxilancuk révén
tobb bomlastermék keletkezik, ezek a bomlastermékek mérgezbek,
perzisztensek és bioakkumulativak. Az oktilfenol és a nonilfenol
elsObbségi veszélyes anyagként szerepel az Eurdpai Unié Viz
Keretiranyelvében (Acir et al., 2018). Szamos kornyezeti matrixban
megtalalhatoak, példdul szennyviztisztitok befoly6 és kifolyd vizében,
felszini és felszinalatti vizekben, {iledékekben, talajokban ¢és az
¢lelmiszerekben is (Zhong et al., 2017; Hao et al., 2018). A nonilfenolok
példdul Ggy mikodnek, mint a 17B-6sztradiol ndéi hormon, az
Osztrogénreceptorhoz koétddve kompetitiv mdédon szoritjdk ki a 17B-

Osztradiol-t (White, 1994).

2.4.  Osztrogének a kornyezetiinkben

A vilag tobb mint 7 millidrd f6bdl allo lakossaga kortilbeliil 30 000
kg/év természetes szteroid Osztrogént (E1, 17B-E2 és E3) és tovabbi 700
kg/év szintetikus Osztrogént (170-EE2) kizarolag fogamzasgatlok altal
juttat a természetbe. Azonban az allattartasbol szarmazo 6sztrogének joval
nagyobb mennyiséget tesznek ki. Példaul az Egyesiilt Allamok és az
Eurépai Unid, allatdlloméanyanak éves Osztrogén kibocsatasa, 83 000
kg/év, az emberi kibocsatas tobb mint kétszerese (Shrestha et al., 2012). A
vegyiiletek Osztrogén potencialjat legtobbszor a 17B-E2 referencia
vegyiilethez viszonyitott relativ potencialként fejezik ki. Meghatarozo
szerepe van a vegyliletek mindségének, ugyanis az egyes 0sztrogénhatasu
vegyiiletek kiilonboz6 hatassal lehetnek a receptorokra. Coldham és
munkatarsai (1997) kutatasabol tudjuk, hogy a 17B-E2 (100%) 6sztrogén
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potencialjahoz képest, a kovetkezoképpen alakul az EDC vegyiiletek
receptor affinitasa: 17a-EE2 (88,8%), E1 (9,6%), 17a-E2 (5,25%), E3
(0,63%), BPA (0,005%).

Wei és munkatarsai (2011) Eszak-kinai tejel$ és hizé szarvasmarha
telepen vizsgaltak a tragyaban eléforduld 0sztrogéneket. Megallapitottak,
hogy a négy természetes 0sztrogénbdl harom megtalalhato volt 17 tejeld
telep tragyajaban. Egyik telepen sem mutattak ki E3-at, viszont E1 a
legmagasabb koncentracioban volt az §sszes tejeld telepen. 17a-E2 és 17B-
E2 a mintak 70 %-aban kimutathaté volt. A 170-E2, 17B-E2, ¢és El
atlagosan 194,6 pg/kg, 104,4 ng/kg, 262,2 ng/kg mennyiségben fordultak
el6 a mintakban (Wei et al., 2011).

A hizémarhak iirtilékébol is kimutathato volt a 17a-E2, 17B-E2, és E1.
A 17a-E2 esetében a mennyisége 0 pg/kg-tol egészen 260 pg/kg-ig, a 17p-
E2-nél szintén a 0 ug/kg-tol 242,5 pg/kg-ig és az E1 pedig 103,1-507,5
ng/kg-ig terjedt. Atlagértékenként tehat: 104,5 pg/kg, 67,7 pgl/kg és 216,4
pg/kg. Az E3 nem volt kimutathaté a vizsgalt mintakban (Hutchins et al.,
2007; Zheng et al., 2008). A 170-E2, 17B-E2, és E1 atlagos koncentracioja
a tejeld szarvasmarha székletében 86,3%, 54,2% és 21,2%-kal volt
magasabb, mint a hiz6 marha székletében (Zheng et al., 2008).
mutatja, hogy a szarvasmarha életkora, neme, szaporodasi ciklusa,
vemhességi stadiuma jelentds kiilonbséget okozhat a tragyaban talalhato
Osztrogének mennyiségében. Hanselman és munkatarsai (2003) a
tanulmanyukban leirjék, hogy egy 1000 kg tomegili, nem vemhes vagy 80
nap alatti vemhes szarvasmarha 300-600
ug/nap, mig egy 1000 kg-os 80 nap feletti vemhes szarvasmarha 1500-
11400 pg/nap 6sztrogént valaszt ki.
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Johnson és munkatarsai (2006) becslése szerint egy tejelé tehén
atlagosan 384 mg 17B-E2 juttat naponta a kdrnyezetébe csupan a vizelettel
¢s a széklettel, mig egy vemhes koca 700-17 000 mg Osztront (E1) iirithet
a vizelettel napi szinten.

Az 6sztrogének bomlasi ideje elsésorban a degradacids koriilmények
mértékétdl fiigg. Nyilvanvald, hogy minél hosszabb a szennyezdanyag
bomlasi ideje, anndl tartésabb lesz a kornyezetben. Az emberekben és
allatokban kivalasztodo szteroidalis Osztrogének (E1, 178-E2, E3) rovid
felezési idejiiek. Mivel hidrofobok, ezért koncentracidjuk csokken a vizes
fazisokban ¢és felezési idejiik 2-6 nap vizes és iiledékes kdzegben (Ying et
al., 2002). Az 17B-E2 és 170-EE2 aerob koriilmények kozott 2-81 nap alatt
bomlik le, mig anaerob koriilmények kozott egyik sem bomlik. Ez azt
jelenti, hogy az oxidativ allapot jelentdsen befolyasolja a degradacid
sebességét (Ying et al., 2003). Egy masik tanulmany szerint aerob talajban
az 17B-E2 15 napon beliil lebomlik, és a felezési ideje 3-4,5 nap, anaerob
talajban a lebomlas viszont nagyon lassu, felezési ideje 24 nap kortili (Ying
¢s Kookana, 2005). A kornyezetben jelenlévé bizonyos baktériumok
(Rhodococcus zopfii és Rhodococcus equi szennyviziszapban) képesek
teljes mértékben lebontani a természetes Osztrogéneket (E1 és 17B-E2)
akar 24 oran beliil (Khanal et al., 2007; Hamid és Eskicioglu, 2012).

Szamos mas tényez0 is befolyasolhatja az 6sztrogének felezési idejét,
mint példaul a hidrofob részecskék, kovalens kotések, ligandumcsere €s
migraciéo a talajrészecskék mikrorendszerein. A 17B-E2 és 170-EE2
hajlamosak fotokatalizis és fotolizis altal bomlani, vizi kornyezetben
(Writer et al., 2012; Petrie et al., 2013).

A 170-EE2 lebomlasat az USA-ban tanulmanyoztik. Aerob
koriilmények kozott a felezési idot 108 napra becsiiltek. Megfigyelték,
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hogy természetes napfényben a 17a-EE2 felezési ideje joval rovidebb lett
(Zuo et al., 2013), és megallapitottak, hogy a szintetikus Osztrogének
sokkal perzisztensebbek, mint a természetes 0sztrogének.

Vilagszerte csokkennek az ¢éldlények egyedszdmai. Az elmult 100
évben 785 faj, koztiik emldsok, tengeri madarak, halak, rakfélék haltak ki
vagy kertiltek a kihalas szélére (Stork, 2010). Ennek szamos oka van, a
természeti  erOforrasaink  tGlhasznalata,  él0helyek  elvesztése,
éghajlatvaltozas, kiilonbozd betegségek €s szennyezdanyagok jelenléte a
kornyezetlinkben. Tobb kutatds is azt mutatja, hogy az EDC szennyezés

potencidlisan hozzéjarul a vadon €16 allatok szamanak csokkenéséhez
(Mills és Chichester, 2005).

Az EDC-k tobb karos hatassal is birnak, mint példaul megzavarhatjak
a hormonrendszer mukodését, csOkkenthetik az immunrendszer
hatékonysagat, fejlodési rendellenességeket idézhetnek eld, a
legelterjedtebb negativ hatds pedig a reproduktiv rendszer diszfunkcioja,
amely a termékenység csokkenését ¢és a szexudlis viselkedés

megvaltozasat okozhatja (Zhou et al., 2009).

2.4.1. Osztrogének a talajban

Az 6sztrogének leggyakrabban allati tragyaval vagy szennyviziszappal
keriilnek be a talajba (Kakaley et al., 2020). A talajban valé6 mozgasuk
soran eldbb a porusvizbe mosddnak az 6nt6z6 vagy csapadékvizzel, majd
onnan a talajvizbe mosddhatnak le. Kimosodas ttjan a felszini vizekbe
keriilhetnek (Cerna et al.,2022), vagy a talajszemcsékhez kotddhetnek
szorbci6 utjan. Bizonyos 0sztrogének (pl. E1) akar tobb mint két honapig

is a talajban maradhatnak (Caron et al., 2010).
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Szamos tanulmany szerint az E1 a 17B-E2 {6 biodegradacios kozti
terméke.  Xuan és munkatarsai (2008) tanulménya aldtamasztja, hogy
iszapos talajban, abiotikus koriilmények kozott az 17B3-E2 biodegradacid
egyik kozti terméke az El1 volt (Xuan et al., 2008). Masthare és
munkatarsai (2013) vizsgalatai szerint a 170-E2 és a 17B-E2 szintje
exponencidlisan csokkent a talajmintdkban, ezzel parhuzamosan eldbb
ugrasszertien, majd csokkend mennyiségben volt jelen az E1 mint
degradacios metabolit (Masthare et al., 2013).

Ontozés esetén a 17a-E2 koncentracié csdkkenését, az E1 és a 17B-
E2 ekvivalens novekedését figyeltek meg, mely a mikrobidlis enzimek
katalitikus hatasara enged kovetkeztetni (Mansell et al., 2011).

A talajban a 17B-E2-bomlas iiteme folyamatosan novekszik, ahogy a
talajnedvesség megnovekszik, igy szaraz korilmények kozott az
Osztrogének magasabb koncentracioban is fennmaradhatnak (Xuan et al.,

2008; Mansell et al., 2011).

Az sztrogén lebomlisiat befolyasolé tényezak
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jelenlétében (Forras: Adeel et al., 2017)
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Az E1, a 17B-E2 és az E3 képes egymasba atalakulni, melyet a 2.
abraval szemléltetiink. Egyes mikrobak (példaul nitrifikalo baktériumok)
képesek E1-et E3-4 alakitani €s a szintetikus 17a-EE2 atalakithato E1-¢ a
Sphingobacterium sp. jelenlétében (Haiyan et al., 2007). Tovizek
iiledékében, anaerob koriilmények kozott az 17B-E2 metanogén, szulfat-,
vas- és nitrat- redukald koriilmények kozott E1-gyé alakult at, viszont a

170-EE2 nem bomlik le (Czajka és Londry, 2006).
2.4.2. A novények osztrogén felvétele

A szervestrdgya mezdgazdasagi teriiletekre torténd kijuttatdsa
altalanosan elfogadott gyakorlat a vilagban. Ennek eredményeként a
szteroid Osztrogének (SE) konnyen bejutottak azokba a talajokba, melyek
szerves tragyazasban részesiiltek vagy szennyvizzel voltak kezelve.
Ezeknek a talajoknak az SE szintje igy elérheti a tobb szaz, de még a tobb
ezer ng/kg-ot is (Zhang et al., 2015; Gudda et al., 2022). Ez potencialis
kockazatot jelent a mezdgazdasagi termelésre, az ¢lelmiszerlancon
keresztlil pedig hatast fejthet ki az emberek egészségére (Erdal és
Dumlupinar, 2011).

Jol ismert, hogy bizonyos ndévények képesek a kornyezetiikbdl
szennyez0 anyagokat felvenni anélkiil, hogy ez barmilyen negativ hatassal
lenne a fejlédésiikre. Ezt a mechanizmust fitoextrakcidnak nevezziik.
Szamos ndvényfajt ismeriink, melyek alkalmazkodtak a nehézfémekhez,
de sajnos kevés informacionk van olyan novényekrdl, melyek az
Osztrogének felhalmozasara képesek (Adeel et al., 2017). Az elmult
években tobb tanulmany is bebizonyitotta, hogy az SE-k felvehetdok és
felhalmozddhatnak a hidrofitdkban (vizi ndvények) és a mezdgazdasagi

ndvényekben is. Példaul az El-et és a 17a-EE2-t felveheti a bab (Erdal és
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Dumlupinar, 2011), kukorica (Card et al., 2013), a salata (Adeel et
al.,2018) és a retek is (Li et al., 2019).

A szennyvizzel végzett folyamatos aramlasi tesztek azt mutatjak,
hogy az algak ¢és a békalencsék kulcsszerepet jatszanak az Osztrogének
eltavolitasaban (Shi et al., 2010). Kukoricaval végzett kisérletekbdl
kideriilt, hogy a szintetikus és természetes Osztrogének megjelennek a
kukorica gyokerében, de csak a 17B-E2-t tudtdk kimutatni a kukorica
szaraban. A sandbar fiiz (Salix exigua) és a ladfii (Arabidopsis thaliana)
szintén képesek Osztrogén felvételre. (Franks, 2006). Egy japanban végzett
hidroponikus  vizsgalatban szaz kilonb6z6 novényt vizsgaltak
Osztrogénhatast anyagok jelenlétében, de csak a kovér porcsin (Portulaca
oleracea) volt az egyetlen hatékony fitoremediator. Eltavolitotta a
fenolcsoportot tartalmazd EDC-ket, beleértve a 173-E2-t 24 6ran beliil
(Imai et al, 2007). Ezért fontos megérteni a novények
Osztrogénfelvételének abszorpcids és akkumulacidos mechanizmusat. A
szerves vegyi anyagokat a ndvények aktiv és/vagy passziv folyamatok
révén vehetik fel, ami leginkdbb a vegyiiletek és a ndvények
tulajdonsagaitol fiigg (Collins et al., 2006). A szerves vegyi anyagok
tulajdonsagain tal a novények jellemzoi, mint példaul a transzspiracio,
valamint a lipid- és fehérjetartalom kritikus szerepet jatszanak a novények
felvételében (Liu et al., 2019). A névények SE felvételéhez kapcsolodod
mechanizmusok sajnos még mindig nem tisztdzottak. A ndvények
gyokerei felszivjdk a szerves vegyi anyagokat és a xilémen keresztiil
eljuthatnak a novények tobbi részébe is (Chen et al., 2020).

Szdmos tanulmény vizsgalta az exogén szteroid hormonok hatdsat a
csirdzasra és a novények fejlodésére. A burgonya gyokérndvekedését és

gumonagysagat az 6sztrogén (17p-E2) csokkentette, (Brown, 2006) mig a
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kukorica palantak névekedését 10 mg/l koncentracio gatolta, de 0,1 mg/I
stimulalta (Bowlin, 2014). A mungo6babban és csicseriborsoban E1 és 17f3-
E2 alacsony (0,1uM) koncentraciéban fokozott csirazast és vegetativ
novekedést mutatott, de nagy (60uM) koncentracioban gatolta a fejlodést
(Guan és Roddick, 1988). Lencse esetében a 17B-E2 kezelés fokozott
novekedést és jobb csirazasi toleranciat eredményezett a kadmium és a réz
stressz szempontjabol (Chaoui és El Ferjani, 2013). A ladfti (Arabidopsis
thaliana) esetében azonban az E1, 17B-E2 és E3 természetes 6sztrogének
mar 0,1 pM koncentracidban csokkentették a ndvények generativ részét
(Janeczko et al., 2003).

Megemlitendd, hogy a xenodsztrogének képesek interferalni azon
fitodsztrogénekkel is, melyek szabalyozzak a hiivelyes ndvények és azok
gyokérgiimbéiben a novénnyel szimbidzisban ¢él6 nitrogéngyiijtd

Rhizobium baktériumok kozti jelatvitelt (Fox, 2004).

2.5. Az 6sztrogének hatasa a gerinctelenekre
A gerinctelenek endokrin rendszere nagyban kiilonbozik a gerinces
allatokétol. Legnagyobb hatassal a tributil-on (TBT) vegyiiletek vannak,
melyeket elsésorban biocidként (csiradld) és festékekben hasznalnak. Az
elsé nagyszabasa TBT altal okozott katasztr6fat Franciaorszdgban az
Arcachon 0Obolben, 1980-ban észlelték. Az 1947 és 1980 kozotti
idGszakban rengeteg TBT-t tartalmazo hajofestéket hasznaltak fel a
hajoiparban, amely nagyon hatékony algagatlo  (antifouling)
tulajdonsaggal rendelkezett. A probléma az volt, hogy €z az anyag bekeriilt
a vizbe és igy hosszan tart6 (4-7 év) hatasa miatt oriasi karokat okozott az
ottani 6koszisztémakban. Hirtelen lecsokkent az osztrigapopulacio, a fiatal
példanyok visszafejlodtek, és mar 20 ng/l vizben mért koncentracio

kagylohéj elvékonyodast okozott. A francia korméany azonnal szabalyozni
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kezdte a TBT tartalmu algagatld hajofestékek felhasznalasat. A
szabalyozasnak koOszonhetéen idOvel regeneralédasnak indult az
osztrigapopulaci6  (Alzieu, 1986). Hormonalis, wGn. IMPOSEX
(superIMPOsition of SEXual characteristics) hatast fejt ki, amely hatasara
a nostény egyedek elsddleges nemi jellege atalakul. Egész populaciok
pusztulasat okoztak az ilyen szennyezések. Az Egyesiilt Allamok nagyobb
hajozasi forgalmat bonyolitd kikotdiben is megfigyelték az IMPOSEX
jellegli elvaltozasokat, elséként egy elterjedt csiga, a Nucella lapillus
esetében (Bryan et al., 1986). A karos hatasokat nemcsak csigakon, de
szamos kagylon (Mytilus edulis) is észlelték, és meglepben alacsony 1 ng/l
vizben mért koncentracid6 mar karos hatasinak bizonyult. A vizi
okoszisztémak szamara extrém toxikus vegyiiletként tartjak szamon (Ruiz

et al., 1994; Jha et al., 2000).

2.6. Az 6sztrogének hatasa a gerincesekre
2.6.1. Halakra gyakorolt hatas

Az EDC-knek szamos halakra gyakorolt hatdsat megfigyelték mar
laboratoriumi koriilmények kozott, de egyre tdbb olyan tanulmany
sziletik, melyek ¢élovizekben vizsgaljdk az EDC-k hatdsait a vizi
¢lélényekre. Az Egyesiilt Kiralysag, Németorszdg, Franciaorszag,
Norvégia, Kina és az Egyesiilt Allamok szamos folyojanak él6vilaga ki
van téve az EDC hatasoknak, melynek f6 forrdsa a szennyviztisztitd
telepekrdl kikeriild szennyviz. Olyan vizi kornyezetekben, melyek
befogadjak a szennyviztisztitas utan visszamaradt vizet, tobb jelenséget is
megfigyeltek, melyek az 6sztrogének negativ hatdsaira utalhatnak.

Tobb tanulméany is kimutatta, hogy a természetes és mesterséges
Osztrogének emelkedett koncentracidja feminizélja a himivart halakat

(Rose et al., 2002), és indukalja a vitellogenin (VTG) termelését (Kidd et
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al., 2007), mikdzben megvaltoznak a reproduktiv tulajdonsagok (Van
Donk et al., 2015). A vitellogenin a vitellin nevii fehérjének a prekurzora,
mely a halak, kétéltliek ¢és tojasrakod allatok kezdeti egyedfejlodési
szakaszaban jatszik fontos szerepet. A vitellogenin gén miikodését tobb
hormon szabalyozza, legerésebb a petefészek sejtjeiben termelddd 17p-
E2, ezért a vitellogenin nagyon jo biomarker az 6sztrogénhatast anyagok
kimutatasara (Hansen et al., 1999; Tyler et al., 1999).

Jobling és munkatarsai (1998) arrol szamolnak be, hogy a vizekben
talalhatd EDC-k 0Osszefiiggésbe hozhatok a him halak vitellogenin
szintézisének stimuldldsaval és az interszexualitdssal. Kordbban Sumpter
(1995) kimutatta, hogy az EDC-k csokkentik a herék fejlédésének

sebességét a nemi érés alatt all6 pisztrangokban (Sumpter, 2005).

2.6.2. Madarakra gyakorolt hatas

A madarakban hasonléan, mint az emldsdkben az Osztrogének
bioszintetizalodnak, féleg a nemi mirigyekben, de a nemi mirigyektol
eltérd szovetekben is, mint példaul a bérben, szivben, izmokban, majban,
agyban, zsirszovetben, hasnyalmirigyben és a mellékvesékben. Az
Osztrogének kulcsszerepet jatszanak a neuroendokrin  rendszer
szabalyozasaban, az agyi axonok és dendritek differencialodasaban és
novekedésének szabdlyozdsdban ¢€s a  szaporodasi  viselkedés
szabalyozasaban is (Niranjan et al., 2019). A madarak dsztrogénszintjének
a novelése csokkenti a termékenységet, rontja a himek parzasi
magatartasat, lelassitja a néstények ivarérettségét, felhalmozodhat a felndtt
egyedek szoveteiben, valamint a tojasokban, ami negativan
befolyasolhatja az embriok fejlodését és a késdbbi ndvekedést is (Ottinger

et al., 2005).
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A tul magas 0sztrogénszint megvaltoztathatja a madarak viselkedését,
gyakran novelve az agressziv viselkedés kockézatat, és csokkentheti az
immunrendszer normalis miikddését (Heimovics et al., 2015). Az 1970-es
években az Ontarido-tonal az Ezistsiraly (Herring gull) reproduktiv
szerveinek fejlodési rendellenességeit talaltak embridkban és tjonnan
kikelt fidkakban. A himeknek elndiesedtek az ivarmirigyei, és a
ndstényeknél petevezeték fejlodési rendellenességeket figyeltek meg
(Fox.,1992). Fry és Toone (1981) ugyanezt a fejlodési rendellenességet
irta le azokndl a dél-kaliforniai tengeri madaraknal, melyek tojdsaiba

DDT-t injektaltak.

2.6.3. Emlésokre gyakorolt hatas

Az EDC-k kiilonféle hatassal lehetnek az emldsok szervezetére.
Leggyakrabban kolcsonhatasba 1épnek nukleédris receptorokkal ¢és
aktivaljak vagy elnyomjak a célgének hatasat (Aranda és Pascual, 2001).
Az EDC-k kolcsonhatasba 1épnek az altaluk utdnozott hormonokra
specifikus hormonreceptorokkal. Példaul az Osztrogénutanzok, mint a
biszfenol-A (BPA) és a dietil-sztilbosztrol (DES) tigy hatnak, hogy
hatasukat elsdsorban az 0Osztrogén receptor (ER) alfan keresztiil
gyakoroljak, mig a BPA az (ER) béta révén is kifejtheti hatasat (Rouiller-
Fabre et al., 2015).

Az EDC-k kiilonbozd nuklearis receptorokon keresztiil is kifejthetik
hatasukat, példaul a peroxiszoma-proliferator-aktivalt receptor (PPAR)
csalad tagjai kozott, melyek jelen vannak a reproduktiv szdvetekben
(Rouiller-Fabre et al., 2014). Feln6tt egereken tesztelt ftalatok expozicioja
a PPAR-alfa és a PPAR-gamma aktivalodasat mutatta (Latini et al., 2008).
Figyelemre méltdo, hogy az EDC-k nem feltétlenil csak a
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hormonreceptorokhoz kdétddnek, példaul a DDT 6sztrogén agonista
kategoriaba tartozik, mivel az egyik metabolitja egy anti-androgén hatast
vegyiilet (Kelce et al., 1995).

Az Osztrogén hormonok létfontossaguak az emberi biologia és
fizioldgia szempontjabol. Segitenek a reprodukcid, a sziv- és érrendszeri
funkciok, a csontszilardsag, a kognitiv viselkedés, a sikeres terhesség €s a
gasztrointesztinalis rendszerek szabalyozasaban (Plotan et al., 2014). Az
Osztrogének elengedhetetlenek a normal human fiziologiahoz, de komoly
karos hatéassal lehetnek, ha a kdrnyezetben felhalmozodnak és belépnek az
emberi taplaléklancba. Ha a biztonsagos kiiszobérték felett jutnak az
emberi szervezetbe, novelhetik a rak kockazatat, sziv- és érrendszeri
megbetegedéseket indukalhatnak (Woctawek-Potocka et al., 2013).

A humén mellrakbdl szarmazo6 sejtvonalon (pl. MCF-7) végzett
tesztekbol kideriil, hogy az 0Osztrogének szupraoptimalis szintje
Osszefiiggésben lehet a nék emlédaganatanak novekedésével (Moore et
al., 1993) és a férfiaknal a prosztatarak kialakulasaval (Coffey, 2001;
Nelles et al., 2011), bar az ok-okozati hatds erdsen vitatott. Az
Osztrogénaktivitassal rendelkez6 BPA pajzsmirigyhormon antagonista,
kimutattdk, hogy kotddik a prosztata androgén receptorokhoz olyan
férfiaknal, akik prosztata daganatban szenvednek (Zoeller et al., 2012).

Az EDC-k jelenléte csokkent spermiumszamot, daganatos
megbetegedéseket okozhat (Harrison et al., 1997), tobb tanulmany is azt a
tényt boncolgatja, hogy a jelenlegi expozicids szintnél nincs bizonyiték
arra, hogy az EDC-k karos hatassal lennének az emberi egészségre (Sharpe
és Skakkebaek, 1993), és mivel hosszli a betegségek kialakulasanak az
ideje, igy nehéz azt bizonyitani (Cowin et al., 2007). Tovabba eléidézhetik

a korai menopauzat, befolyasolhatjadk a reproduktiv fejlédést és fiatal
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néknél is virilizaciot okozhatnak. Szamos tanulmany Kimutatta, hogy az
Osztrogének szerepet jatszanak a himivarsejtek spermaszamanak
csokkenésében ¢és a férfiak feminizacidjaban (Jobling és Sumpter, 1993;
Bolong et al., 2009). Sajnos még mindig vitatott és nincs teljes egyetértés
azzal kapcsolatban, hogy az EDC-k szerepet jatszhatnak-e a felsorolt
betegségek kialakuldsaban. Az EDC expozicid6 human hatdsainak
tanulmanyozasanal hatranyt jelent a betegségek hosszu latencidja (Cowin
et al. 2007).

Sajnos a torténelem sordn tobb konkrét eset is tortént, mely sordn az
EDC-k hatasa emberi életeket kovetelt. Az egyik legismertebb eset a DES
(dietilstilbosztrol) magzatvéddvel kapcsolatos. A DES-t 1938-ban Charles
Dodds biokémikus szintetizalta (Dodds et al., 1938). Az 1940-¢s évektol
egészen az 1970-es évek elejéig a DES-t amerikai és eurdpai ndk
millidinak irtak fel, kezdetben a menopauza tiineteinek kezelésére, késdbb
pedig a terhes ndk vetélésének megeldzése érdekében. 1971-ben Herbst és
munkatarsai kimutattdk, hogy hiivelyrdkot okoz olyan fiatal néknél,
akiknek az édesanyjuk DES kezelést kapott. Azdta rengeteg DES jelentés
sziiletett a szintetikus Osztrogén negativ hatasair6l (Troisi et al., 2017).

1954-ben a Chemie Grunenthal szintetizalta Nyugat-Németorszaghan
a talidomidot (a-ftalimidoglutarimid). Céljuk az volt, hogy peptidekbdl
allitsanak el6 alacsony koltségli antibiotikumot. Mivel antibiotikumokat
nem sikeriilt eléallitaniuk, ezért megvizsgaltak ennek az 1) molekulanak
az emberre gyakorolt nyugtatdo hatasat (Swam et al., 2005). Az
allatkisérletek nem mutattak negativ hatast, igy 1957-t61 forgalomba keriilt
€s 46 orszagban értékesitették. A gyogyszer gyorsan sikeres lett, 1958-ban
a vallalat minden német orvosnak levelet irt, hogy irjak fel a talidomidot

terhes ndknek reggeli rosszullét €s hanyinger esetén (Silverman 2002).
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1961-ben kezdtek megjelenni olyan jelentések, amelyek a talidomidot
kiilonféle sziiletési rendellenességekkel kapcsoltak dssze. Widukind Lenz
német gyermekorvos megallapitotta, hogy a gyogyszer alkalmazasa a
terhesség 20. és 36. napja kozott magzati rendellenességeket okozhat.
Jelenleg terhes noknél mar nem alkalmazzak a gyogyszert, de kiillonféle
immunrendszeri rendellenességek ¢és rakbetegségeknél oridsi sikerrel
hasznaljak (Tempfer et al., 2017; Aguiar et al., 2017).

Egy hasonld eset tortént 1968-ban Japanban, amikor a Kanemi cég
altal  gyartott  rizsolaj  véletlenil = PCB-kkel,  poliklérozott
dibenzofurdnokkal (PCDF), poliklorozott kvaterfenilekkel szennyezddott
(Onozukaetal., 2009). Tobb mint 500-an haltak meg a szennyezett olajnak
vald kitettség kovetkeztében és tobb mint 1800 embernél jelentkeztek
tiinetek, mint példaul szabalytalan menstruacios ciklus, végtagzsibbadas,
borpigmentacio és borelvaltozasok. Az incidenst Yusho olajbetegségként
ismerik. 36 évvel késébb (2004) megmérték a Yusho betegek vérében az
Osszes dioxin ¢és 2,3,4,7,8-penta-klor-dibenzofuran szintjét és azt talaltak,
hogy az értékek 3,4-4,8 és 11,6-16,8-szor magasabbak voltak, mint a
kontroll alanyoknal. Ez is azt bizonyitja, hogy a PCB-k ¢s a dioxinok
hosszl ideig maradnak az él0 szervezetekben (Furue et al., 2005;
Encarnacao et al., 2019).

1979-ben hasonlé eset tortént Tajvanon, melyet Yu-Cheng
incidensnek neveztek el, melyben 2000 ember fogyasztott PCB-kel és
PCDF-el szennyezett rizsolajat. A tiinetek hasonléak voltak a Yusho
aldozataihoz. A mortalitds itt is magas volt a kialakult majbetegségek
miatt. A fert6zést szenvedett ndk gyermekei ektodermalis
rendellenességekkel, viselkedési problémakkal sziilettek, visszamaradt

fejlodésiik, a kognitiv fejlodés gyenge volt és jellemzd volt a 2-es tipusu
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cukorbetegség is (Chen et al., 1994; Fenichel és Chevalier 2017). Ezek a
torténelmi események felhivjdk a figyelemt arra, hogy a szabalyozatlan
szintetikus ~ vegyszerek  eldallitaésa  és  haszndlata  dramai

kovetkezményekkel lehet az emberi egészségre és a kornyezetiinkre.

2.7. Az osztrogénhatasu vegyiiletek szabalyozasa

Mint sok mas tudomanyteriileten, a kozvélemény EDC-kkel
kapcsolatos szkepticizmusanak egyik oka az ipar altal tamogatott lobbik
befolydsa. A jelenlegi jogszabalyok és szabalyozdsok sajnos nem
hatékonyak az emberi egészség €és a bolygd védelme szempontjabol. A
tendencia az volt, hogy az ipari vegyszerek tobbsége anélkiil keriil a piacra,
hogy alaposan tesztelték volna, és csak akkor szabalyozzak vagy tiltjak be

azokat, ha barmilyen karos hatds dramaian nyilvanvalo.

Ezzel szemben a gyogyszereket intenziv €s nagyon koltséges tesztelési
eljarasoknak vetik ald. Sokszor még ezutan a folyamat utdn is
eléfordulhatnak mésodlagos hatdsok, melyeket meg kell vitatni. Az ipari
vegyszerek piacra dobésat is, hasonloképpen kellene megyvitatni, nemcsak
nemzeti szinten, hanem globalis szinten is. A legtébb EDC ubiqueter
szennyezOnek mindsiil, a POP vegyiiletek példaul elparolognak a
melegebb vidékekrdl és képesek tobb ezer mérfoldet is megtenni, a
hidegebb teriileteken kicsapdodni és ott szennyezést okozni, ahol sosem
hasznaltak hasonld anyagokat (UNEP, 2010). Tobb eurdpai és nemzetkdzi

kornyezetvédelmi szerzddés 1étezik mar az EDC-krol.

1999-ben az FEurdpai Bizottsag Toxicitasi, Okotoxicitasi és
Kornyezetvédelmi Tudoményos Bizottsaga (European Commission’s
Scientific Committee on Toxicity, Ecotoxicity and the Environment -

CSTEE) és az Eurdpai Parlament bemutatta az endokrin rendszer
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megzavarasara vonatkozo kozosségi stratégiat, amelynek célja az emberek
egészségének ¢és a kornyezetiink megdvasa (Commission documents,

1999).

2001. majus 22-én Svédorszagban 152 nemzet irta ald az ENSZ
Kornyezetvédelmi Programja keretén beliil a POP-okrol sz616 nemzetkozi
szerzOdést. A Stockholmi Szerz6dés kimondja, hogy a POP-ok jelentds

veszélyt jelentenek az emberek egészségére €s a kornyezetre egyarant.

Alapvetd céljai, hogy a veszélyes POP vegyiileteket felszamoljak,
biztonsagos alternativakat keressenek a POP vegyiiletek helyett, régi
berendezések megtisztitasa, melyek POP vegyiileteket tartalmazhatnak,
egylittmiikddés a POP mentes jovoért (Stockholmi Egyezmény, 2001). A
szerz6dés eldirja a feleknek, hogy intézkedéseket tegyenek a POP-ok
kornyezetbe valo kibocsatasanak megsziintetésérdl vagy csokkentésérol.
12 anyaggal kezd6dott, melyet ,,piszkos tucatnak” neveziink. Ezek kozott
nyolc klérozott peszticid (aldrin, dieldrin, endrin, mirex, klordan,
heptaklor, DDT ¢és toxafén), két ipari vegyszer (PCB és HCB) és két
melléktermék, a PCDF és poliklorozott dibenzo-p-dioxin) szerepelt. Az
egyezmény 2004 méjus 17-én 1épett hatalyba és nemzetkozi jogga valt. Az
évek soran tovabbi anyagokkal egésziilt ki, 2018-ban pedig mar 182

szerz6do fél irta ald (Stockholmi Szerzddés kibdvités 2018).

Tovéabbi fontos nemzetkdzi megallapodasok kozé tartozik a Bazeli
Nemzetk6zi Egyezmény ¢és a Rotterdami Egyezmény, melyek globalis
szinten szabalyozzdk a vegyi anyagokat, peszticideket és a veszélyes
hulladékokat. Az Europai Bizottsag 2011/8/EU iranyelve az
elévigyazatossag elve alapjdn megtiltotta a cumisiivegek és

¢élelmiszertarolé dobozok gyartasa soran a BPA felhasznalasat (https://eur-
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lex.europa.eu). Az Eurdpai Uni6 2011 ota korlatozza a BPA-t endokrin
karosito tulajdonsagai miatt. A BPA expozici6 a tilalomnak kdszonhetden
jelentdsen csokkent (Huang et al., 2018). AZ EDC-ket a REACH-rendelet
(1907/2006) is szabalyozza, amely az emberi egészség €s a kornyezet
védelmét szolgalja a vegyi anyagok gyartasanak ¢és felhasznalasanak a

szabalyozasaval.

Tovéabbi unids jogszabalyok kozé tartozik a Viz-keretiranyelv
(2000/60/EK), az anyagok és keverékek osztalyozéasarol, cimkézésérdl és
csomagolasarol szold 1272/2008/EK rendelet, a jatékok biztonsagarol
sz016 iranyelv (2009/48/EK) és a kozmetikai termékekrdl sz616 rendelet
(1223/2009). A tudomanyosan megalapozott politikai dontések és az
Osszehangolt nemzetkozi erdfeszitések pozitiv hatdst gyakorolhatnak a
kornyezetre és az emberi egészségre (Encarnacao et al., 2019).

2.7.1. Az 6sztrogénhatasu vegyiiletek kitettségének

minimalizalasa

Az Endokrin Tarsasag, az Egészségiigyi Vilagszervezet és az Egyesiilt
Nemzetek Kornyezetvédelmi Programja a kovetkezd ajanlasokat
tanacsolja az EDC-nek vald kitettség minimalizalasara (Wong et al.,

2017):

e Friss ¢élelmiszerek fogyasztdsa a feldolgozott ¢€s konzerv
¢lelmiszerek helyett (a csomagold anyagok ugyanis komoly
szennyez6dési forrast jelentenek) (Lorber et al., 2015).

e (Célszerli a hozzaadott anyagot nem tartalmazd, vegyszermentes
¢lelmiszereket valasztani (a bioélelmiszerek sokkal kisebb

mértékben vannak kitéve a szennyezddéseknek).
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A miuanyag edényeket ne hasznaljuk mikrohullamu siitben, ha
tudjuk, cseréljiik le azokat iivegre vagy keramiara (a hémérséklet
emelkedésével a BPA kioldodhat az edényekbdl és bekeriilhet az
¢lelmiszerekbe) (Owczarek et al., 2018).

Csokkenteni kell a zsiros tej- és huskészitmények fogyasztasat (a
POP-ok a zsirszovetekben halmozodnak fel, melynek a
koncentracioja a taplaléklanc végén 1€vo csucsragadozoknal, mint
példaul az embernél is elérheti maximalis szintjét) (Valvi et al.,
2015).

A kozmetikai termékek (sminkek, parfiimdk, borapolok) ne
tartalmazzanak ftalatokat, parabéneket, triklozant és mas vegyi
anyagokat sem (Valvi et al., 2015).

Célszeri bio haztartasi tisztitoszereket alkalmazni (a BPA,
ftalatok, triklozan emberi expozicioja az élelmiszerek, a viz és a
fogyasztasi cikkek mellett a haztartasi tisztitoszereken keresztiil
torténik (Valvi et al., 2015).

Keriilni kell az égésgatloval kezelt butorokat (széles korben
hasznaltak a polibromozott-difenil (bifenil)-éter), broémozott
égesgatloként, melyeket 2004-t61 fokozatosan kezdtek kivonni a
forgalombol) (Miller et al., 2009).

Rendszeresen kell szell6ztetni a belsd kornyezetiinket (életlink
90%-at zart térben toltjiik, becslések szerint pedig a beltéri
kornyezet a f6 forrasa az EDC-knek) (Rudel et al., 2010).
Alternativakat kell talalni a miianyag jatékokra (a gyermekjatékok
¢és fogaszati cikkek legtobbszor milanyagbol késziilnek, melyek

ftalat-észtereket tartalmaznak. A gyerekek jaték kozben gyakran
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kozel teszik ezeket a jatékokat a szajukhoz, mely elsddleges forrasa

lehet az EDC szennyezésnek) (Suzuki et al., 2012).

2.8. Az osztrogénhatasu vegyiileteket kimutatéo modszerek

A kornyezeti mintak elemzése soran komoly kihivast jelent az EDC
vegyliletek kémiai sokfélesége a nehézfémionoktdl egészen a komplex
szerves molekulakig (pl. kadmiumtdl a szintetikus dsztrogénekig), tovabba
a kimutatasi hatarérték is rendkiviil alacsony (1 ng/l). Mivel az EDC-k ng/I
vagy ug/l szinten vannak a koOrnyezeti matrixokban, ezért ezeket
koncentralni kell. A legtobb esetben szilard fazisti extrakciot (SPE)
alkalmaznak (de Mes et al., 2005). Ezek a mintak altalaban tobb szerves
vegyliletet és szuszpendalt szilard részecskéket tartalmazhatnak, ezért az
extrahalas elott szlirési 1épéseket kell végrehajtani, hogy elkeriiljiik az

eltomddést, amikor SPE-n keresztiil készitjiik elé a mintainkat.

Az EDC-k elemzése kémiai vagy bioldgiai technikdkon alapul.
Minden technikdanak megvan az elénye és a hatrdnya is. A kémiai
technikak képesek a megcélzott Osztrogén vegyiiletek mennyiségének
meghatarozasara. Az alkalmazashoz fOként a gazkromatografiat (GC)
vagy folyadékkromatografiat (LC) hasznaljak. A GC azonban csak az
illékony és termikusan stabil vegyiiletekre korlatozodik. A
tomegspektrometriat (MS) lehet kombinalni GC és LC technikakkal, hogy

nagyobb érzékenységet tudjanak elérni (Voulvoulis és Scrimshaw., 2003).

A biologiai modszerek koziil alkalmazhaté az EDC-k vizsgalatara a
kompetitiv ligandumkotédési vizsgalat, ami egy olyan Gsztrogénhatason
alapul, mely szerint az EDC-vegyiiletek a sejtmagban egy specifikus, nagy
affinitasa receptorhoz kotddnek. Ez a vizsgalat egyszerre hatdrozza meg

az agonistdk és az antagonistdk receptorhoz vald kotddését, mely a
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vizsgalat hatranyat is jelenti egyben, mivel nem tudja elkiiléniteni az

agonista és az antagonista hatasokat (de Mes et al., 2005).

Mivel a kémiai sokféleség miatt lehetetlenség lenne valamennyi
vegyiilet egyidejii analizise kémiai modszerekkel, ezért dolgoztak ki az
Osszhatast méré (holisztikus eredményt nyujtd) bioldgiai mddszereket
(effect-based methods). Fontos ugyanakkor, hogy az analitikai médszerek
teljesitményjellemzdinek segitségével mindsiteni tudjuk, hogy az adott
modszer milyen koncentraciotartomanyban miikodoképes, milyen a

megbizhatdsaga, pontossaga, precizitasa stb.

A rekombinans receptor vizsgalatokhoz (in vitro génexpresszios
vizsgalat) genetikailag modositott emldsejteket vagy élesztotorzseket
hasznalnak. A humén mellrdkbol szarmazé sejtvonallal (pl. MCF-7,
T47D) végzett tesztek az un. E-screen, a sejtosztddast vizsgaljak. A teszt
lényege, hogy a ndivarii egyedek szaporitdszerveiben Osztrogénhatasu
anyagok hatasara sejtosztodas kezdddik, nagyon alacsony (pg/l)
koncentracid esetében is. A vizsgalati modszer alkalmazhato felszini
vizekre, szennyvizekre, novényvéddszer-maradvanyok kimutatdsara
gylimolcsokbdl és zoldségekbdl. A technika f6 hatranya a sejtvonalak
reprodukalhatésagaval kapcsolatos (Isidori et al., 2010; Schilro et al.,
2011; Voulvoulis és Scrimshaw, 2003; Solo et al., 1995).

Hasonloképpen miikodik az ER-CALUX (Estrogen receptor-
mediated, chemical -activated luciferase reporter gene-expression), ahol a
human emlérak sejtekbdl €és a human 6sztrogén receptort kifejezd sejtek
Osztrogénhatasra luciferaz enzimet termelnek (Legler et al., 2002). A
sejtvonalaknal egyszeriibben kezelhet6 a YES teszt, mellyel
részletesebben is foglalkozunk majd (Routledge et al., 1996).
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Az in vitro vizsgalatok mellett in vivo vizsgalatokat is kidolgoztak és
alkalmaznak is az EDC-k meghatarozasara. Szamos allat (izeltlabtak,
kétéltiiek, halak, patkany, egér) esetében l1éteznek jol miikodo, az EDC-k
kimutatasara alkalmas tesztek. A gerinctelenek kozil (pl.: foldigiliszta
(Eisenia fetida/Eisenia andrei, OECD 207, 1984, OECD 208, 2003),
planaria fajok (Dugesia sp.) (Pagan et al., 2009), planktonikus kisrakokat
(Daphnia magna, Daphnia pulex, Ceriodaphnia dubia (Adema, 1978;
Versteeg et al., 1997), gyiimolcslegyeket (Drosophila melanogaster,
Siddique et al., 2005; Rand, 2010), sziinyogokat (pl. Chironomus sp.,
OECD 218, 2004, OECD 219, 2004), puhatestiicket (pl.: Potamopyrgus
antipodarum, Jobling et al., 2004) hasznalnak hormonhatés vizsgalatara.
A vizsgalat lényege a reprodukcids rendszer valtozésain alapszik, ill. a

példaul a vitellogenin termelésen (deFur 2004, Jobling et al., 2004).

A halakat gyakran hasznaljak ezekben a vizsgalatokban. Az 6sztrogén
aktivitas értékelése a vitellogenin (VTG) szintézisének indukcidjan alapul
a tapkozegben. A VTG a ndstény halak reprodukcids ciklusahoz
kulcsfontossagu. A him halakban nem taldlhatdo VTG, vagy csak nagyon
alacsony koncentracioban. Viszont az §sztrogén expozici6 a him halakban
indukalhatja a VTG termelddést (Sumpter és Jobling, 1995; Tyler et al.,
1996). Korabbi tanulmanyokbol tudjuk, hogy a him halak VTG termelése
JO0 biomarker a szennyvizmintak Osztrogén aktivitdsanak meghatarozasa
soran (Jones et al., 2000; Hennies et al., 2003). A halmodellekbdl a
kozelmultban szdmos biomarker transzgenikus vonalat is létrehoztak,
amelyekben az allatok f6 toxikologiai célszerveiben 6sztrogén indukcid
hatasara fluoreszcens fehérje termelddik. A fluoreszcens jel az allat

elpusztitasa nélkiil in vivo leolvashatd, ami alapjan a vizsgalt anyag altal
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eldidézett morfologiai elvaltozasok, €s az Osztrogénhatas erdssége is

kimutathat6 (Kerdivel et al., 2013).

Az Osztrogénhatds szamszerlsitésére alkalmas modszer még az
immunvizsgalat. Jelenleg a kovetkezd immunvizsgalati modszerek
¢érhetéek el: az enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), a radio immunvizsgalat
(Radioimmunoassay), vagy az enzimhez kapcsolt receptor vizsgalat
(Enzyme Linked Receptor Assay). Ezek a technikdk egy antigénnek egy
szelektiv ellenanyaggal torténd reakciojan alapulnak. Elénye, hogy szinte
barmilyen matrixb6l lehetséges specifikusan, nagy érzékenységgel
kKimutatni az EDC-t. Hatranya, hogy altalaban egyetlen vegyiilet
elemzésére alapulnak és minden 0j anyagnal 1étre kell hozni a megfeleld
ellenanyagot, ami koltséges folyamat (Huang et al., 2001; Seifert et al.,
1999).

A vizsgalati lehet6ségek kozil a YES javasolt alkalmazhatod
modszerként az 6sztrogén aktivitds mérésére, mivel ez a legegyszeriibben
elvégezhetd, robusztus és olcs6 modszer (Coldham et al., 1997;
Rutishauser et al., 2004; Vigano et al., 2008), melynek még a kornyezeti

labnyoma is alacsony.
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2.9. A kutatasunk célja és hipotézisei
Ez a tanulmany Magyarorszdgon, Pest megyében késziilt, mely az
Osztrogénhatasi ~ anyagok  megjelenését  vizsgalja az  intenziv

szarvasmarhatartasban.

o Kutatasunk f0 feladata az EDC-k megfigyelése és meghatarozasa volt
egy intenziv tejeld szarvasmarhatelepen.

e (Célunk volt megvizsgalni, hogy a szarvasmarhatelpen alkalmazott
ivarzasindukal6 készitmények Osztrogénhatasuak-e.

e Ezen célok eléréséhez az EDC-k elemzésére alkalmazhato, validalt in
vitro modszerre volt sziikségiink. Kész, kidolgozott modszer azonban
nem allt rendelkezésre a szakirodalomban.

e A YES (¢élesztoteszt) alkalmazhatd volt a mintaink elemzésére, igy
elvégeztik annak a modszerfejlesztését ¢s validalasat higtragya,
talaj €s novénymintakra.

e Kutatasunkat az in vitro élesztd teszttel (YES) végeztiik, melyet
kiegészitettink in vivo Zebradanio tesztekkel és analitikai
mérésekkel, melyhez UHPLC-FLD modszert alkalmaztunk.

e Megvizsgaltuk, hogy a ndvénymintaink (az olaszperje (Lolium
multiflorum L.), a kukorica (Zea mays L.)), talajok és a higtragya
milyen mennyiségekben tartalmaznak dsztrogénhatast anyagokat.

e Meghataroztuk, hogy mely novényi részek és melyik fenofazisban
halmozzak fel az 6sztrogénhatdsu anyagokat.

e Megfigyeltiik, hogy ugyanazon a teriileten jelentkezik-e tartamhatas a
szervestragyazast kdvetden.

e Hogyan valtozik a talajok EDC tartalma a higtragya kijuttatasok és a
novények betakaritasa kozott.

o Jelentkeznek-e rendellenességek a novényi kulturak fejlédése soran.

e Mindezt szant6foldi koriilmények kozott vett mintdkon végeztiik.
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3. Anyag és modszer
3.1. A vizsgalt telep bemutatasa
Elhelyezkedés: Pest megye

Atlag allatlétszam és fajta: 2300 db, ebbdl 1600 fejostehén; 80%-ban
Holstein-friz, 15%-ban Magyar tarka és 5%-ban egyéb. Egy évben

atlagosan 1500 ellés torténik a telepen.

Technologia: A telepen félig mélyalmos, félig higtragyas kialakitasu
istallok talalhatok. Az istallok etetd elotti részét naponta haromszor
megtisztitjak a tragyatol, mely a higtragya tarolé6 medencébe keriil. Mivel
nincs szeparator, és jelentds a higtragya szarazanyagtartalma, ezért 4 db
nagyteljesitményli keveré van a medencében, mely megakadélyozza a

kitilepedést.

A keverdk a kijuttatds idészakdban folyamatosan miikddnek, ha
pedig nincs kijuttatéds, akkor heti 4 alkalommal 12 6ran keresztiil keverik
a medence tartalmat. Az istallotragyat a telepen talalhato tragyatarolokba

gyljtik, vagy kozvetleniil a foldteriiletekre juttajak ki az istallokbol.

Telepen felhasznalt anyvagok:

e Az dllatok gyogykezelésére  gyulladascsokkentOket — és
antibiotikumokat hasznalnak;

e szaporodasbioldgiai c€lbdl ivarzast indukdldo és szinkronizéald
készitményeket;

e afej6haz mosasahoz savas és lugos vegyszereket;

e csiilokapolas céljabol felvaltva savas ¢és lagos oldatokat

hasznalnak.
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A telepen a kommunalis szennyvizet, gazolajtartaly korili
csapadékvizet, siloterek csurgalékat és az esdvizet kiilon gytjtik. Ezen

kiviil minden egyéb folyadék a higtragya medencébe keriil.

A tomegtakarmanyokat a telep a sajat terliletein megtermeli és

betakaritja, az abrak takarmanyt pedig kiilonb6z6 cégektdl vasarolja.

A telepen alkalmazott szaporitasi protokoll: A szarvasmarha-reprodukciot

kozvetett és kdzvetlen modon sokféle hormon szabalyozza (Sammad et al.,

2019).

A tejhasznl szarvasmarha-dlloményokban egyre gyakoribb a fel
nem ismert ivarzas, ezért céliranyos tenyésztési programokat alkalmaznak.
Ezeknek a programoknak az a 1ényege, hogy a hormonkezelések hatasara
un. ,,vakon” lehessen termékenyiteni, naptari iddponthoz kapcsoloddan. A
kezeléseknél az ivari ciklusba kell hatékonyan beavatkozni, erre a
tiisz6fejlodés idején vagy a sargatestfazisban van lehetéség. A ciklus
szinkronizaldsara  prosztaglandin-,  progeszteron-, 0Osztrogén- €s
gonadotropin- (GnRH-) felszabaditdé hormonkészitmények alkalmasak.
Eurépaban az 0Osztrogénkezelés tiltott, a gesztagénkészitmények
(szintetikus progeszteron, implantatumok) alkalmazasa kissé bonyolult €s
draga, ezért a tiiszonovekedés ¢s fejlddés befolyasolasara elsdsorban

GnRH-készitményeket hasznalnak (Gabor et al. 2004; Ricci et al., 2020).

2017-ben és 2018 els6 félévében OvSynch protokollt alkalmazott
a telep. Ez a program nevezhetd a szaporodasbioldgia alapprogramjanak,
melynek a Iényege, hogy a 0. napon: 150 pg GnRH; 7. napon: 25 mg PGF;
9. napon: 150 ng GnRH injekciot kap a kezelésben részt vevd tehén, ennek

koszonhetden a 10. napon vakon termékenyithetd.
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2018 masodik felétdl a dupla OvSynch protokollt vezettek be, melynek
soran a tehén két OvSynch protokollon halad keresztil hét nap
kiilonbséggel ¢s a masodik protokoll utan torténik a termékenyités. Ez
utobbi esetben minden meghatarozott idében torténik, nincs sziikség
szubjektiv dontésre az inszemindlds soran, viszont precizitast igényel

(Dirandeh et al., 2015; Nowiczki et al., 2017).

A vizsgalt gydeyszerkészitmények leirasa:

A tehenek tejtermelése ellés utan indul meg, a sikeres
tejtermeléshez tehat sziikséges a sikeres vembhesiilés is. Nagyilizemileg ezt
intramuszkularisan adott hormoninjekciok felhasznalasaval segitik eld és

programozzak.

Kutatasunkban 5 Kkiilonb6zé gyoégyszert vizsgaltunk, melyeket
szaporodasbiologiai céllal hasznalnak. Jellemzd felhasznalasi teriiletek az
ivarzas ¢és petelevalas (ovulacid) kivaltdsa és szinkronizéalasa, ellés
meginditasa, belsé gyulladas (pyometra) kezelése stb. A vizsgalat soran 6
kiilonbozo térfogatban (20ul; 10ul; Sul; 1ul; 0,5ul; 0,1ul) hataroztuk

meg a készitmények Osztrogénhatasat (lasd a 6. tablazatban).

Ovarelin: tartalmaz 0,050 mg/ml D-Phe6-gonadorelint (diacetat-
tetrahidrat formdjaban) és 15 mg/ml benzil-alkoholt (E1519). Gyarto:
Ceva Sante Animale, Franciaorszag. Célallatfajok: szarvasmarha (tehén,
iisz6). Adagolasa 2 mL készitmény/allat. Elelmezés-egészségiigyi

véarakozasi ideje (EVI) hus és tej esetében 0 nap.

Gonavet: tartalmaz 0,050 mg/ml D-Phe6-gonadorelint és 1 mg/ml
klorkrezolt. Gyartd: Veyx-Pharma GmbH, Németorszdg. Célallatfa;):
szarvasmarha, sertés, 16. Adagolasa 2 ml készitmény/szarvasmarha, EVI:

0 nap.
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Alfaglandin: tartalmaz 0,250 mg/ml Kkloprosztenolt (kloprosztenol-
natrium formaban), és 1 mg/ml klérkrezolt. Gyartd: Alfasan Nederland
BV, Hollandia. Célallatfaj: szarvasmarha. Adagolasa 2 ml készitmény
allatonként. EVI: hiis és egyéb ehetd szovetek esetén 1 nap, tej esetén 0

nap.

PGF: tartalmaz 0,0875 mg/ml kloprosztenolt, (megfelel 0,092 mg/mi
kloprosztenol-natriumnak) ¢és 1 mg/ml klorkrezolt. Gyarto: Veyx-Pharma
GmbH, Németorszag. Célallatfaj: szarvasmarha, sertés. Adagolasa iisz0,
tehén esetében 5,7 ml készitmény allatonként. EVI: ehet szovetek esetén

2 nap, tej esetén 0 ora.

Dinolytic: tartalmaz 5 mg/ml dinoproszt (dinoproszt-trometamin
formaban) és 16,5 mg/ml benzil-alkoholt. Gyartd: Zoetis Belgium SA,
Belgium. Cé¢lallatfajta: 16, sertés és szarvasmarha. Adagoldsa 5 ml
készitmény allatonként. EVI: hiis és ehetd szovetek esetén 1 nap, tej esetén

0 nap.

3.2. Mintavételi eljarasok és a mintak elokészitése
Higtrdagya:

4 évig negyedéves bontasban vizsgaltuk a higtragya folyékony és
iszap részének az Osztrogéntartalmat.

Minden mintavétel alkalmaval 4 db 50 ml-es centrifugacsdvet
meritéssel megtoltottiink. A centrifugacsdvek DNaz-, RN4az, endotoxin- és
fémmentesek, -80°C-ig fagyaszthatok, vegyszereknek ellenallok. A
mintavétel soran kellden odafigyeltiink, hogy ne hasznaljunk egyéb
milanyag kellékeket. A centrifugacsdveket hiitdszekrénybe helyeztiik, 8-
10 °C-on taroltuk a vizsgalatokig.
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Mintaelokészités:

A mintakat az 1SO 19040 szabvany alapjan készitettiik el6, mely

soran szilard fazisu extrakcidval vontuk ki az 6sztrogénhatast anyagokat.

Els6 1épésként az extrahdld toltetet kondiciondltuk. Alkalmassa
tettiik a minta befogadasara, ezért atfolyattunk 8 ml metanolt és 8
ml viz: metanol 95:5 keveréket. Ez 1ényegében egy megfeleld
anyagi mindségli oldoszerrel torténd Oblitést jelentett. Mivel
altalaban vizes kozegli mintak extrakcidjahoz hasznalatos az SPE,
a kondicionalas tipikusan metanollal hajthat6 végre.

Masodik 1épésként kovetkezett a minta felvitele, azaz 30 ml
higtragyat atfolyattunk a sziiréoszlopon.

Harmadik 1épésként pedig a nemkivanatos szennyezdanyagok
eltavolitasara egy oldoszeres Oblitést iktattunk be, mely 10 ml viz:
metanol 1:1 és 10 ml viz: aceton 2:1 —el tortént. Egy-két percig
levegdzni hagytuk a sziir6 oszlopokat és utolsd 1épésként egy
megfelel6 oldoszerrel (metanol) leoldottuk a szamunkra
visszatartott komponenseket. 5 ml metanolt mértiink a
sziirGoszlopokra, majd 1-2 percig allni hagytuk, s csak ez utan
engedtiik végig a szlirdoszlopokon. A kapott oldat készen dllt az

élesztoteszt elvégzésére.

A centrifugalas utan az iszapot 1égszarazra sziritottuk (30 °C-on 5

napig szaradni hagytuk), majd 2g9/10 ml-es metanolos oldatot készitettiink,

melyet 30 °C-on 30 percen Kkeresztiil ultrahangos extrakcidval

extrahéltunk. Ezt kovetden 10 percig 4 °C-on lecentrifugaltuk és 5 ml-t

pipettaval atmértiink egy tiszta livegkémcsObe, melyet a tovabbi

vizsgélatokig fagyasztoban taroltunk.
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Istallotragya:
Az istallotragyat a vizsgalt teriiletek kezelése elott gytijtottiik be,
majd a laborban homogenizaltuk és a higtragya iszap részéhez hasonléan

dolgoztuk fel és készitettiik eld a tovabbi tesztelésre.

Talaj:
A talajmintakat a higtragya mintakhoz hasonléan egyszer hasznélatos

50 ml-es centrifugacsdvekbe vettiik. Mintavétel soran a:

e ndvénymintik kozvetlen kornyezetébdl,
e 5 pontbol gylijtdttiikk a mintakat,

o talajfelszint6l 30 cm mélységig

Mintael6készités:

Az 5 pontbdl vett talajmintakat Osszekevertiik, majd 1égszarazra
szaritottuk. 5g/10 ml metanolos kivonatot készitettiink, melyet 30 °C-on
ultrahangoztunk 30 percen keresztil. Ezutan 10 percig 2000
fordulatszdmon 4 °C-on centrifugéaltuk. A tiszta feliiliszokat a tovabbi

vizsgalatokig fagyasztoban taroltuk.

Az olaszperje termesztési teriiletérdl szarmazo talajmintakat kiilsé
laboratorium segitségével bevizsgaltattuk és elkészitettiikk az agrokémiai

értékelését, melyet az 1. tdblazatban lathatunk.
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1. Tablazat: A kisérletben részt vett teriiletek talajainak agrokémiai

értékelése az olaszperje esetében

Megnevezés Tabla | Humusz | Kétottség | pH Isnzgsl;savas Foszfor | Kalium
[0)
neve | m/m% (KA) (KCI) m/m% mg/kg | mg/kg

;ae%‘l’;ény 3,34 38 793 |38 118|265

K1
Agrokémiai o vélvo gyengén | Erésen o KbzeDes
értékelés J Y08 tgos meszes J P
'gran?;ény 24 32 769 |34 217|254

K2
Agrokémiai . homokos | gyengén | Erésen iy .
YOIy kozepes . ; 10 kozepes
értékelés valyog Itigos meszes
'grae%?;ény 1534 32 75 |44 273|130

T3
Agrokémiai homokos | gyengén | gyengén . o
értekelés 9YeNGe | alyog  |ligos |meszes  |I° kozepes
';ri%‘l’lrlény 1,09 29 758 |52 135 |84

T8
Agrokémiai . gyengén | kdzepesen | .,
értékelés kozepes | homok ltigos meszes 0 gyenge
'e-raet(’i‘r’rrlény 23 39 76 |325 215|341

V2
Agrokémiai Kozeoes | valvo gyengén | Erdsen o o
értékelés P yog Itigos meszes J J
Ie:_ritc)icl)TZény 2,54 38 758  [3097 223|386

V3
Agrokémiai Kozepes | valvo gyengén | Erésen o o
értékelés P yog ligos | meszes J ]
';ri%%ény 158 28 76 |22 19 |137

V4
Agrokémiai enge homok gyengén | Erésen o o
értékelés gyeng lugos meszes J J
'e‘raet(’icr’;én 2,86 35 757 |11 190|222

Vs ——

Agrokémiai . homokos | gyengén | kdzepesen | ., .
YOy j0 . ; J0 kozepes
értékelés valyog lugos meszes

A teriiletek kijelolése sordn torekedtliink arra, hogy minél
homogénebb parcellakat vonjunk be a kisérletekbe, ugyanis egyes

értékméro tulajdonsdgok befolyasolhatjdk a kisérlet menetét.
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A kukorica termesztési teriileteir6l szintén talajmintakat

gytjtottiink, melyeket kiilsé laboratoriumban vizsgaltattunk be.

2. Tablazat: A kisérletben részt vett teriiletek talajainak agrokémiai

értékelése a kukorica esetében

Megnevezés Tabla | Humusz | Kétottség | pH ISﬂzg;savas Foszfor | Kalium
neve | m/m% (KA) (KCI) m/im% mg/kg | mg/kg

Labor 2,85 37 7.4 23 227|336

eredmény K3

Agrokémiai ., homokos | gyengén | Erésen . .

Y jo . ; jo jo

értékelés valyog lagos meszes

Ie:raetzi(r)r"lény 2,72 37 746|195 312|300
K4

Agrokémiai » homokos | gyengén | kzepesen ioenis i

értékelés J vélyog ligos | meszes genJjo1J

'e-raet(’i‘r’rrlény 1,02 28 752 |39 42 |134
T4

Agrokémiai . gyengén | gyengén . P

értékelés kozepes | homok lugos meszes 1genjo 1o

';ri%?{lény 0,92 28 749 |41 77 45
T5 -

zjkg'roke,mlal gen homok Eyengen | syengen kozepes | igen jo

értékelés gyenge lugos meszes

Labor 14 29 757 |79 200 | 159

eredmény Ve

Agrokémiai enge homok gyengén | kdzepesen o o

értékelés gyeng lugos meszes J J

Labor. 2,35 32 75 231 218|211

eredmény V7

Agrokémiai o homokos | gyengén | Erésen ioen 6 |io

értékelés J valyog lagos meszes genJ J

Ie_raeté?rrle’ny 1,94 29 764 [302 177 182
V8

Agrokémiai kozepes | homok gyengen | ErGsen i6 i6

értékelés lugos meszes

Labor 3.4 36 779|329 185 | 268

eredmény Vo

Agrokémiai o homokos | gyengén | Erésen ioen 6 | kizenes

értékelés J valyog lagos meszes genJ P
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A talajvizsgalati eredmények alapjan elmondhato, hogy az egyes
parcellak hasonl6 agrokémiai adottsagtak voltak.

Névények:
A novénymintdkat mindig a névények fejlettsége alapjan vettiik,
melyet naptéari idépontokhoz igazitottunk. A vizsgalt teriiletek egy id6ben

voltak elvetve, igy szinte azonos fejlettségi allapotban tudtuk mintdzni

azokat.
Az olaszperje esetében:

e 1. mintavétel: a vetést kdvetd 49. nap,

e 2. mintavétel: a vetést kovetd 90. nap (a téli fagyok el6tt),

e 3. mintavétel: a vetést koveté 195. nap (a tavaszi
mitragyaszoras utani 5. napon),

e 4. mintavétel: a vetést kovetd 257. nap (kozvetlenil a

betakaritas el6tt).

Fém asoval kidstuk a névényeket, majd a helyszinen eltavolitottuk

a gyokerekrdl a foldet és papirba csomagolva laborba szallitottuk.
A Kkukorica esetében:

e 1. mintavétel: a vetés utani 14. nap,

e 2. mintavétel: a vetés utani 34. nap,

e 3. mintavétel: a vetés utani 80. nap (kultivatorozas és
miitragyazas utani 5. napon),

e 4. mintavétel: a vetés utan 126. nap (kozvetleniil a

betakaritas el6tt).
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Mintael8készités:

A ndvénymintainkat alapos tisztitds utan gyokér és hajtas (levél és
szar) részre kiilonitettilk el. Mindkét friss novényi részt egy kavédaralo
segitségével homogenizaltuk, és 1égszarazra szaritottuk 30 °C-on 5 napig,
napi haromszori atforgatassal. 5g/10ml-es metanolos oldatot készitettiink,
majd 30 °C-on ultrahangoztuk 30 percen keresztiil a jobb feltaras
érdekében. Ezutdn a metanolos ndvénymintakat egy centrifugacsébe
toltottiik és 10 percig 2000 fordulatszamon 4 °C-on centrifugaltuk.
Centrifugalas utan a feliiliszot egy tiszta centrifugacsdbe tettiik, melyet -

20 °C-on fagyasztdban taroltunk a tovabbi vizsgalatokig.

3.3. In vitro élesztoteszt

Az ISO 19040-1:2018 szabvany szerint végeztiik a vizsgélatainkat,
mely a viz és szennyviz 6sztrogén potencidljanak meghatarozasara szolgal
egy genetikailag modositott Saccharomyces cerevisiae BJ 3505 ¢lesztd
torzzsel. Vizsgalataink kezdetekor, 2017-ben, a szabvany még csak
tervezetként létezett, szovegét késébb (2018) véglegesitették. Ez a
modszer alkalmazhat6 édesvizek, szennyvizek, vizes kivonatok,
csurgalékvizek, iiledékek eludtumai, porusvizek, egyetlen anyag vagy

vegyi keverékek vizes oldatai és ivoviz vizsgalatara.

A kutatasunk f6 modszere az élesztbteszt volt, ugyanakkor fontosnak
tartottuk, hogy mas modszereket is alkalmazzunk a mintdink
Osztrogénhatasanak a meghatarozasara. Ezért az in vitro élesztOteszt

mellett, in vivo teszteket és analitikai méréseket is végeztiink.

Fogalmak és meghatarozasok:

Vizsgalatunk soran a kovetkezd kifejezéseket és meghatarozasokat

hasznaltuk:
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e vak sor: ugyanolyan kezelésben részesiilnek, mint a t6bbi
ismétlési sor, de nem tartalmaz teszt organizmust, azaz élesztot.

e oltéanyag: az 1) kultira  megkezdéséhez  hasznalt
mikroorganizmusok frakcidja vagy exponencidlisan novekvo
elétenyészet, friss tapkdzegben.

e negativ kontroll: desztillalt viz

¢ referenciavegyiilet, pozitiv kontroll: E2, mely altal indukalt valasz
megfelelden reprodukalhatd és lehetdvé teszi a mérési modszer
kalibralasat

e vizsgalati minta: a vizsgédlni kivant minta, mely atesett az

elokészités 1épésein.

3.3.1. Yeast Estrogen Screen (YES), élesztoteszt elve

A YES egy riportergén analizis, amelyet alkalmazhatunk a humén
Osztrogénreceptor-alfa (hERa) aktivalodasanak mérésére Osztrogén
hatasokat kivalté vegyiiletek jelenlétében. A hERa heterolog modon
expresszalodik az élesztdsejtben egy réz fliggd promoter irdnyitdsa alatt.
Ha az Osztrogénreceptor agonistdi belépnek az élesztdsejtbe, akkor
kotddnek az Osztrogénreceptor fehérjéhez, és igy konformécids valtozast
indukalnak. Ennek kovetkeztében két receptorfehérje egy receptor dimert

képez, amely transzlokalodik a maghoz.

Az Osztrogénreceptor aktivalodasat a [-galaktoziddz enzimet
kodolo lacZ riporter gén indukcidjaval mérjiik. A lacZ riporter gén egy
Osztrogén receptor kdtdhelyet (ERE) tartalmazo promoterhez kapcsolodik.
Az ER dimer kotddik a promoterhez, és ezzel aktivalja a B-galaktozidaz
termelését. A termelddott B-galaktozidaz enzim aktivitdsat alternativ,

sarga szinli szubsztrat (chlorophenolred-B-D-galactopyranoside, CPRG)
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segitségével mérjiik, ugyanis ennek terméke piros, amelyet

spektrofotométeren 580 nm-en mérhetiink.

A vizsgalat soran az ISO 19040 szabvanyban leirtak alapjan
végeztilk a vizsgalatainkat. A kutatasban részt vevo késziilékeket az 1.
szamu melléklet tartalmazza. A reagenseket és a taptalajokban felhasznalt
anyagokat a Merck Kft-t6l vasaroltuk, melyek a 2. szamt mellékletben
vannak feltiintetve. A gombatenyésztéshez hasznalt tapoldatok pedig a 3.

szamU mellékletben talalhatok.

3.3.2. Lemez beallitasa

Vizsgalataink soran a 96 lyuku Elisa lemezeket hasznaltuk (3.
abra). A lemez minden esetben tartalmaz két pozitiv, két negativ kontrollt,
egy Un. ,,vak” sort és a mintaink kiilonboz6 higitasait.Mindegyik lyukba
120 pl minta térfogatot toltdttiink. Adott higitasi szinteken 4 ismétlést
allitottunk be.

YES Teszt 1. nap

Steril koriilmények kozott 5 ml novekedési tapoldathoz 350 pl
gomba tenyészetet (Saccharomyces cerevisiae BJ 3505) adtunk. Az 50 ml-
es centrifugacsdben elkészitett tenyészetet alufolidval letakartuk és 22 ora
+ 1 ora hosszat 30 °C = 1 ° C hémérsékleten alland6 keverés kozben

inkubaltuk.

YES Teszt 2. nap

Alapos etanolos takaritas utan (pipettdk és munkafeliiletek), a
vizsgalni kivant mintakbol kimértiink 10 pl-t négy ismétlésben minden
egyes mintabol. A vizsgélni kivant mintakat mindig a 3-6 és 8-11
oszlopokba mértiik. Miutan a 10 pl kimért minta beszaradt a lemezen, 80

ul 0,3%-os etanolt adtunk hozza.
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A 2. és 7. oszlop a negativ kontroll, ezekbe csak MQ vizet (millipore,

legfeljebb 5 uS/cm vezetéképességii viz) tettiink.

crer

torzsoldatbol kiindulva 500 ng/l és 0,66 ng/l kozotti higitdsokat

készitettiink, melyet a 3. dbran szemléltetiink.

5 6 7 8 9 10 11 12 |

I o M m O O W >

3. Abra: Az Elisa-lemez felépitése (1. és 12. oszlop — pozitiv kontroll,
2. és 7. oszlop — negativ kontroll, 3-6 és 8-11 oszlopok — mintak

helye, H sor — vak sor)

Az els6 nap tenyésztésnek inditott gombat 2500 rpm
fordulatszamon 10 percig 30 °C-on centrifugéltuk. Centrifugalas utan
pipettaval leszivtuk a feliilisz6t és a gombahoz korilbeliil 7-8 ml
tapoldatot adtunk, majd megmértiik 620 nm-en az OD-jat, melynek 0,05 —
0,1 kozottinek kell lennie. Ezutdn rendszeres keverés mellett, hogy a
gomba ne iilepedjen le, 40 pl-t mértiink a lemez 6sszes sorara, kivéve a H

sort, ugyanis az utolsoé ,,vak” sorba nem kertil gomba.
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Miutdn hozzdadtuk az ¢lesztogombat, lemértiik 620 nm-en a
sejtstiriséget, hogy egyenletesen tortént-e a kijuttatas. Ezutan aluféliaval
letakarjuk a lemezt és 30 °C-on masnap reggelig inkubaltuk 22 +1 6ran

keresztiil. A 2. szamu melléklet szemlélteti a 96 lyukt lemez felépitését.

YES Teszt 3. nap

Elso 1épésként pipettaval szuszpendaltuk a mintakat €s megmértiik
620 nm-en a sejtstirliséget, hogy lassuk az ¢élesztdé novekedésének
mértékét. Ezutan 30 pl-t atmértiink a tenyészetbdl egy 01j lemezre majd 50
pl LacZ reagenst adtunk minden egyes lyukba. A kész lemezt lemértiik
580 nm hullamhosszisagon majd 1 éran keresztiil inkubaltuk 30 °C-on.

Az 1 ora elteltével ismét leolvastuk 580 nm-en a lemezt (szinreakciod).

3.3.3. Az élesztoteszt kiértékelés

A kapott adatok felhasznalasaval (kezdeti €s kiindulasi élesztégomba
sejtstiriség, illetve szinvaltozas 580 nm-en) az alabbi értékeket szamoltuk
ki és elemeztiik Excel tablazat ¢és MyAssays Desktop szoftver

segitségével.

e A relativ novekedés (620 nm), a minta lehetséges toxikus
hatasainak felmérésére.

e Az 4tlagos korrigalt abszorbancia (580 nm), melyet a késébbi
statisztikai  értékeléshez ¢€és a koncentracio-valasz  gorbe
elkészitéséhez hasznaltuk (Hong 2012).

e A standard gorbe kalibralasat 4PL/SPL 4 vagy 5 paraméter
logisztikus regresszié modellel (Finlay és Dillard 2007) végeztiik.
Az E2-0sztradiol-ekvivalensek (EEQ) meghatirozasdhoz a

crer

Osztradiol-standard gorbe linearis tartomanyaban (Hong 2012). A
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kapott EEQ koncentracidé azt mutatja, hogy a minta
oldat 6sztrogén aktivitasaval.

Indukcids hanyados: adott pozitiv kontroll, illetve minta 580 nm-
en mért kozépértékének és a hozza tartozd negativ kontroll
kozépértékének hanyadosa.

Mennyiségi meghatarozas hatara (LOQ): az E2 legalacsonyabb
mennyisége, amely elfogadhaté pontossaggal meghatarozhato.
Kimutatasi hatar (LOD): a minta legalacsonyabb mennyisége,
amely kimutathat6, de mennyisége nem hatdrozhaté meg pontosan.
Legalacsonyabb hatastalan higitds (LID): a legalacsonyabb
higitdsa a tesztanyagnak, amely nem mutat semmilyen hatast,
vagyis nincs statisztikailag szignifikans novekedés a riportergén

aktivitdsaban a negativ kontrollhoz képest.

A korrigalt abszorbanciat a kdvetkezéképpen szamoltuk:

(Asgo (i) — Bsgo (1))

A-(i) = —
D = ezo® = Bezo®)

Ac (i) = Korrigalt abszorbancia az (i) vizsgalathoz (mintahigitasok,

referenciahigitasok, negativ kontroll, pozitiv kontroll).

Asgo (i) = az abszorbancia 580 nm-en az (i) vizsgalathoz.

Bsso (i) = az atlagos abszorbancia 580 nm-en az (i) vizsgalat vak mintai

As20 (i) = az abszorbancia 620 nm-en az (i) vizsgalathoz.

Be2o (i) = az atlagos abszorbancia 620 nm-en az (i) vizsgalat vak mintéi
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3.3.4. Az élesztoteszt modszerfejlesztése és validalasa higtragya, talaj
és novénymintak vizsgalatahoz

A modszer érvényesitése (validalasa) azt a tevékenységet jeldli, amely
soran rendszerezett vizsgalatokkal bizonyitjak, hogy az alkalmazni kivant
modszer teljesitményjellemz6i  kielégitik az analitikai modszerekkel
szembeni kovetelményeket. A modszerfejlesztés az aldbbi bioanalitikai

paraméterek optimalizalasat foglalja magaba:

e referencia vegyiiletek (reference standards),

e kritikus reagensek (critical reagents),

o kalibracios gorbe (calibration curve),

e mindség ellendrzési mintak (quality control samples),

o szelektivitas és specificitas (selectivity and specificity),

o ¢rzékenység (sensitivity),

e pontossag (accuracy),

e precizitas (precision),

e visszanyerés (recovery),

e az analit stabilitdsa a matrixban (stability of the analyte in the

matrix).

A referencia vegyiiletek tisztasdga befolyasolhatja a vizsgalati
adatokat, ezért ismert azonositdju és tisztasdgu, hitelesitett analitikai
referenciastandardokat kell hasznalni. A  Kritikus reagenseket
megfelelden jellemezni és dokumentélni kell. Ha a kritikus reagensekben

valtozas torténik, akkor ujra optimalizalni kell a vizsgélatokat.

A modszer validalasa utan a kalibracios gorbének folyamatosnak és
reprodukalhatonak kell lennie. A minéség-ellendrzések segitségével lehet

értékelni a vizsgélatok pontossagat, precizitdsat és a mintdk stabilitasat. A
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modszer szelektivitasat rutinszerlien demonstraljak a tobb forrasbol

szarmazo vakmintik elemzései.

Validalas soran meg kell gy6zddni arrdl, hogy a vizsgalat mentes a
potencidlisan zavar6 anyagoktol. A mddszer érzékenységét a mennyiségi
meghatdrozas alsé hatdra, LOQ (limit of quantitation) hatdrozza meg. A
pontossag ¢s precizitas értékelése a kvantifikdcios tartomanyban a
modszer fejlesztése soran elengedhetetlen. A modszer precizitdsa a
kolesonosen filiggetlen megismételt vizsgalatok eredményei kozotti
egyezés mértéke. Meghatarozdsa megfeleld ¢és  megbizhato
referenciaanyag elemzésével torténhet. Ha megfelel referenciaanyag nem
all rendelkezésre, a helyesség becslése ugy is elvégezhetd, hogy a
mintdhoz kémiai standard anyag ismert mennyiségét adjuk és
meghatarozzuk az addicio eldtti és utani analitikai valaszjel értékeket. A
visszanyerésnek nem kell 100 szazalékosnak lennie, de az analit és a
belsdstandard ~ visszanyerési ~ mértékének  kovetkezetesnek  és

reprodukélhaténak kell lennie.

Az ¢lesztéteszt validalasat 5 kiilonbozo kozegben (desztillaltviz,
higtragya, talaj, novényi gyokér és hajtas) végeztik el. A teszt
pontossaganak meghatarozasara 6 kiilonboz6 koncentraciot (2; 6,2; 18,6;
55,6; 166,5; 500 ng/l) hasznaltunk az E2 standardbol. A precizitas minden
esetben meghaladta a 84%-ot, ami azt jelenti, hogy megfelel az Ipari
Utmutato- Bioanalitikus Modszer Validalds (CDER és CVM, 2018)
kovetelményeinek. A pontossag a két legkisebb koncentracional (2; 6,2) a
MQ desztillaltviz és a talajmintank esetében nem érte el a 80%-ot. A tobbi

esetben viszont 80% folotti értéket kaptunk (3. tablazat).
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A MQ viz validalasa soran a két legalacsonyabb higitasnal (2; 6,2 ng/1)
nem értiik el a 80%-0s pontossagot, viszont a higitasi sor toményebb
tagjainak esetében mindig 90% folotti értékeket kaptunk. Mivel nem allt
rendelkezésiinkre olyan higtragyaminta, melynek az EEQ értéke nulla
volt, ezért az 1200 ng/l EEQ értékii mintankat hasznaltuk a validalas soran.
A pontossag és a precizitds is minden esetben 96% feletti érték volt. A
talajmintank esetében a két legkisebb higitas negativ eredményt mutatott,

viszont a tobbi higitasnal 84% feletti értékeket értiink el.

A gyokér- és hajtasmintak esetében sem allt rendelkezéslinkre
olyan minta, amely 0 EEQ értékkel rendelkezne. Ezért itt is azt a modszert
alkalmaztuk, amelyet a higtragya esetében is. A gyokérmintaink EEQ
értéke 1800 ng/l, mig a hajtas EEQ értéke 2000 ng/1 volt. Ezekhez adtuk a
kijelolt koncentracidkat és igy hatdroztuk meg a precizitast és a
pontossagot, mely minden esetben 91% felett volt. Az ¢élesztéteszt
mennyiségi meghatarozasanak legalacsonyabb értéke 1 ng/l 17B-E2, mig

a kimutatasi hatar 27 pg/l volt.

69



nalak VADVILOIH zIA OIN

UDIQAD

UVZS-TIATAT

3. Tablazat: A vizsgalt kozegek validdldsa soran meghatarozott

pontossag és precizitas értéke

E2 koncentracio 5 6.2 18,6 55,6 166,5 500

(ng/1)

SD 065 093 195 333 14,37 32,76
X 41 815 20,38 61,1 170,09 508,75
P% 84,15 88,59 90,43 9455 09155 93,56
A% 48,78 76,07 91,27 91,00 97,89 98,28

E2 koncentracio

(ng/ 1202 1206 1218,6 1255,6 1366,5 1700
SD 39 37 24 21 28 37
X 1240 1246 1235 1265 1391 1720
P% 96,85 97,03 98,06 98,34 97,99 97,85
A% 96,94 96,79 98,67 99,26 98,24 98,84

a higtragya EEQ értéke 1200 ng/l (SD=40) volt, ehhez adtuk a koncentracidkat

E2 koncentraci6  , 5, 196 556 1665 500

(ng/l)

SD 0 0 2,21 45 18 44,24
X 0 0 21,4 66,2 187 570
P% 0,00 0,00 89,67 9320 90,37 92,24
A% 0,00 0,00 86,92 8399 89,04 87,72

E2 koncentracio

(ng/N 1802 1806,2 1818,6 1855,6 1966,5 2300
SD 94 97 137 58 70 114
X 1897 1899 1941 1874 2015 2425
P% 95,04 94,89 9294 96,91 96,53 95,30
A% 94,99 95,11 9369 99,02 97,59 94,85

a gyokér EEQ értéke 1800 ng/l (SD=155) volt, ehhez adtuk a koncentraciokat

E2 koncentracio

(ng/l) 2002 2006,2 2018,6 2055,6 2166,5 2500
SD 145 115 157 78 50 120
X 2180 2195 2214 2140 2210 2635
P% 9335 94,76 9291 096,36 97,74 95,45
A% 91,83 91,40 91,17 096,06 98,03 94,88

a levél-szar EEQ értéke 2000 ng/l (SD=170) volt, ehhez adtuk a koncentracidkat
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A YES teszt mddszerfejlesztésének ¢€s validalasanak tehat az a
jelentésége, hogy egy mind hazai, mind nemzetkdzi szinten egyediilalld
modszert ad a tudomany kezébe, amellyel az egyedi vegyiiletek
vizsgalatara  alkalmas  analitikai  modszerek  (pl. UHPLC)
komplementereként 6ssz-0sztrogénhatast tudunk mérni, mely kdrnyezeti,

biologiai és human oldalrdl nézve relevansabb.
3.4. In vivo Zebradanio teszt

A Zebradanié a Gazdasagi Egyiittmikodési és Fejlesztési
Szervezet éltal javasolt toxikoldgiai modellnek szdmit, mely kis termetd,

rovid generacios iddvel és nagy mennyiségii ivartermékkel rendelkezik.

3.4.1. Mintael6készités mikroinjektalashoz

A minték eredetileg metanolos oldatban voltak, melyekb6l 1 ml-t
automata pipettaval atmértiink 1,5 ml-es centrifugacsévekbe (Eppendorf
AG, Németorszag). A metanolt centrifugéalis beparloval (Eppendorf
Concentrator Plus Complete; Eppendorf AG, Németorszag) tavolitottuk el
a csovekbdl 60 °C-on 60 percig, ugyanis Bart és Kyaw (2003) szerint a
metanol magas mortalitdst okoz a zebraddnidé embridknal (Bart és Kyaw,
2003). A szaraz anyagot 500 ul DMSO-ban (dimetil-szulfoxid), (Sigma-
Aldrich, Magyarorszag) Vortex-szel (VWR International Ltd.,
Magyarorszag) 20 percig reszuszpendaltuk. A mintékat -20 °C-on taroltuk
a mikroinjektalasig.

3.4.2. A Tg (vtgl: mCherry) biomarker zebrahal vonal jellemzése

A kisérletekhez hasznalt zebradanio vonal egy vitellogenin riporter
transzgénikus zebraddni6 vonal volt. A Tg(vtgl:mCherry) kifejlesztéséhez

hasznalt transzgénkonstrukcid egy hosszii (3,4 kbp) természetes
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vitellogenin-1 promoter szekvenciat tartalmazott, nagyszamu ERE
(0sztrogénre reagald elem) hellyel. Az mCherry riporter az endogén
vitellogeninhez hasonldan csak a majban termelddik. A vonal embridinak
érzékenységét és hasznalhatosagat szamos 0sztrogén vegyiileten, valamint

kornyezeti mintakon tesztelték (Bakos et al., 2019).
3.4.3. Zebradanio szaporitas és petegytijtés

A laboratoriumi tenyésztésit Tg(vtgl: mCherry) zebradaniokat
Tecniplast ZebTEC recirkulacidos rendszerben (Tecniplast S.p.s.,
Olaszorszag) 25,5 £ 0,5 °C-on (rendszerviz: pH 7,0 £ 0,2, vezetOképesség
550 £ 50 puS/cm) és 14:10 oras fény:sotét ciklusban tartottuk. A halakat
naponta kétszer etettiik szaraz granulalt tappal (Zebrafeed 400-600 pum,
Sparos Lda., Portugélia), melyet hetente kétszer frissen kikelt €16 sorakkal
(Artemia salina) egészitettiink ki. A halakat a kisérlet el6tti napon késd
délutan tenyésztartalyokba (Tecniplast S.p.a) helyeztiik és masnap reggel
eltavolitottuk az elvalasztdo falakat, igy a halak ivni tudtak. Az
Osszegylijtott petéket Petri-csészékben (atmérd: 10 cm, JET Biofil, Kina),
rendszervizben (25,5 °C £1 °C) inkubaltuk 14:10 ora fény:sotét ciklusban
72 oran keresztiil. 24 ora elteltével a nem megtermékenyitett ikrakat és a

rendellenes fejlddésti embriokat kiszelektaltuk.

3.4.4. Mikroinjektalas

A haromnapos larvdkat 60 -as csoportokban Petri csészékbe
(&tméré: 6 cm, JET Biofil, Kina) helyeztiikk. A felesleges folyadékot
mianyag pipettaval eltavolitottuk, majd a csészéket 0,02%-0s MS-222
(Tricane-methane-sulfonate; Sigma Aldrich; St. Louis, MO, US)
érzéstelenitd oldattal toltottiik meg. A mikroinjektalashoz érzéstelenitot is

tartalmazd agar lemezeket Ontottiink (1,5 g agar (Sigma Aldrich,
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Magyarorszag) 100 ml 0,02%-0s MS-222-ben) amelyekbe egy ontéforma
segitségével specialis  vajatokat készitettink (Eppendorf  AG,
Németorszag). Az érzéstelenitett larvakat az agar lemezre helyeztiik,

amelyet érzéstelenito oldattal toltottiink meg.

A larvakat vagott végli Microloader pipettavéggel (Eppendorf,
Németorszag) bal oldalra orientaltuk. Az injektal6 kapillarist megtoltottiik
a mintdinkkal ¢és a mikroinjektdld ~manipulatorba helyeztik
(microINJEKTOR MINJ 2, TriTech Research Inc. USA). A megfeleld
injektalt dozis meghatarozasahoz a V3 folyadékfazisu (DMSO-ban)
mintankat valasztottuk ki, melybdl 3 dozist (cseppatmérdt (térfogatot)): 50
um (0,074 nl), 125 pm (1,02 nl) és 200 um (4,17 nl) injektaltunk. Az
optimalis kezelési id6 meghatarozasahoz 3000 ng/l-es 17B-E2 oldatot
hasznaltunk, amelyet 0,074 nl dozisban injektaltunk a larvak

szikholyagjaba.

A mikroinjektalas utan a larvékat 20 f6s csoportokban, harom
ismétlésben Petri-csészékbe (atmérd: 6 cm, JET Biofil, Kina) tartottuk. Az
érzéstelenitd oldatot eltavolitottuk, és rendszervizet toltottiink a helyére. A
larvakat 25,5 °C-on (x1 °C) inkubaltuk 14:10 6ra vilagos:sotét ciklusban
96 oran keresztiil. A megfeleld injektalt dozis meghatarozdsdhoz négy

napon keresztiil naponta ellendriztiik a beoltott larvak mortalitasat.

3.4.5. Szemrevételezés, elemzés

Az optimalis kezelési id6 meghatarozasdhoz a fluoreszcens jelek
megjelenését szemrevételezéssel ellendriztiik napi szinten, négy napon
keresztiil az injektalt larvakban. A f6teszt elemzései Csenki és munkatarsai
leirasa alapjan késziiltek (Csenki et al., 2020), az alabbiak szerint: A hét

napos larvakrél milanyag pipettaval eltavolitottuk a rendszervizet, és
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0,02%-0s MS-222-sel (Sigma- Aldrich, USA) boditottuk Oket. Az
érzéstelenitett embridkat metil-cellulézba helyeztiikk, bal oldalra
orientaltuk, és egy levagott végli Microloader pipettavéggel (Eppendorf

AG, Németorszag) a celluloz aljara nyomtuk.

Fluoreszcens sztereomikroszkop alatt (Leica M205 FA
fluoreszcens sztereomikroszkop, Leica DFC 700T kamera 700T kamera)
Bright Field (exponalasi id6: 6 msec, nagyitads: 60x) és fluoreszcens
(mCherry szlird, expozicios id0: 2 s, nagyitas: 60x) képeket készitettiink a
larvakrol Leica Application Suite X, Leica Microsystems GmbH,
Németorszag). Az RGB (Red, Green, Blue) szintartomany vords
tartomanyaba esO jeleket az Image] szoftver (Schneider et al., 2012)
értekelte ki az elkészitett fluoreszcens képek alapjan. Minden képen
kivalasztottunk egy azonos méretli elliptikus teriiletet, amelyet a ma4j
teriiletére mozgattunk, majd meghataroztuk a jelerdsséget és az érintett
tertilet méretét. Az integralt stirliség (ID) értéket a szoftver automatikusan
kiszamolta (Csenki et al., 2020). A f6 tesztnél az ID-t az injektalas utan 96

oraval hataroztuk meg.

3.4.6. Mikroinjektalasi modszer optimalizalasa

A Kkisérlet tervezésekor tobb tényezdt is figyelembe kellett
venniink. Mivel a mintdk zebradanié embridkon torténd tesztelésének
elsddleges célja az Osztrogén aktivitas kimutatdsa volt, olyan kisérleti
beallitast kellett talalni, ahol a beadott mintdk mennyisége nem okoz dontd
szervi karosodast az egyedekben, de elegendd dsztrogén anyagot tartalmaz
a fluoreszcens hatds kivaltdsahoz a méajban, az akut kezelés soran. Az
Osztrogén hatasok kimutatasara alkalmas transzgénikus halvonalak koziil,

mint a Tg(vtgl: mCherry), elsésorban a himek és az embriok alkalmasak
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az 0sztrogén hatasok kimutatasara, de az embridknak tobb elonye is van,
ezért a vizsgalatokat embriokon végeztilk. A zebradaniomaj — ahol a
vitellogenin is termelédik — a megtermékenyités utan 6 oraval (6 hpf-
hours past fertilization) kezd fejlodni, és 50 ora utan (50 hpf) kezd
miikodni (Ober et al., 2003; Tao és Peng, 2009).

Az 0sztrogén anyagok hatasara a maj az embrid 2-3 napos koratol
képes endogén vitellogenint termelni (Chen et al., 2010). Az endogén
vitellogeninhez hasonldan és parhuzamosan/szinkronban az mCherry
riporter csak a majban expresszalodik, ahol az elsd erdsebb fluoreszcens
jelek 72 6rés korban észlelhetdk az embridkban, majd a jelerdsség ¢és a
fluoreszcens méret teriilete a mdj fejlodésével novekszik, megkdnnyitve
ezzel a vizsgalatok értékelését (Bakos et al., 2019). A maj mérete és
érettsége mellett a m4j szerkezeti integritasa is befolyasolja a fluoreszcens
jel intenzitasat és a teriilet méretét. Az embriok sejtjeit, igy azok méajsejtjeit
is karosithatja a mérgez6 anyagok magasabb koncentracidja (Bakos et al.,
2013; 2019). Ebben az esetben a vitellogenin termelés indukcidja erésen
csokkent, ahogy az Osszetett mintdink esetében varhatd volt, igy ezt
figyelembe kellett venni a kisérletek tervezésénél. Emellett az embriok
jelentdés egyéni érzékenységgel is rendelkeznek, amit a kisérleti
egyedszamok meghatarozasakor is figyelembe kell venni (Csenki et al.,
2020).

A mikroinjektalds egy egyszerli moddja a vizsgélati anyagok
halembridokba valdé anyagok bejuttatisanak, kordbban poléris €s nem
polaris anyagok vizsgalatara is hasznaltak, és megfeleld beallitas mellett a
modszer képes fenntartani a beinjektalt dozist. A mikroinjektalas jo

alternativa a magas szervesanyag-tartalmu mintak vizsgdlatara is, mivel
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hasznalatival a klasszikus modszerek soran fellépé  hipoxia
(oxigénhidnyos allapot) okozta masodlagos tlinetek megjelenése is
elkertilhet6 (Csenki et al., 2019; Schubert et al., 2014). Bar a halak mar az
injektalast kovetden is nagyon gyorsan €s jol lathatoan reagalnak az
anyagokra (Schubert et al., 2014), az anyag eloszlasa a szikben nem
mindig egyenletes, igy a bevitt anyag teljes felszivodasadban csak akkor
lehetiink biztosak, ha a szik teljes mennyisége felszivodik az embrridokbol.
Ez zebradani6 esetében 165 + 12 hpf-nél (termékenyitéstol eltelt orak
szama) torténik (Litvak és Jardine, 2003). A mintakoncentracid soran az
eredetileg hasznalt acetont DMSO-ra cseréltiik, mert irodalmi adatok
alapjan a fejlettebb embriok jobban toleraljak ezt az oldoszert (Maes et al.,
2012).

Ezeket a kezeléseket minden vizsgalt mintan elvégeztiikk, majd
tovabbi kisérletekhez hasznaltuk fel 6ket. A vizsgalat soran 3 kiilonb6zo
térfogatt V3  mintdt  fecskendeztink 3 napos  embriok
sargajaba/szikzacskgjaba. A 0,074 nl-es (cseppatmérd: 50 um), az 1,02 nl-
es (125 um) és a 4,17 nl-es (200 um). A V3 jelti mintakat harom injektalt
térfogattal kezeltiilk, majd 4 napon keresztiil vizsgaltuk a mortalitast. Az
els6 két napon nem volt kiilonbség a kezelések halalozasi eredményel
kozott. Az injektalas utdn 72 6raval azonban a mortalitasi adatok (0,074 és
1,02 nl p<0,05; 0,074 és 4,17 nl p<0,01; 1,02 és 4,17 nl p<0,01) mar
szignifikansan elkiilonithetdek voltak. Az injektalas utani negyedik napon
a legkisebb injektalasban részestilt egyedek kozott Iényegében még mindig
nem volt pusztulas. Az 1,02 nl-es kezelés esetén az embriok fele (51,67 (+
7,64%)) maradt életben, mig a legnagyobb injektalt dozisnal az egyedek
28,67%-a (£5,51%) volt életben. Nem fordult el6 mortalitds a kontroll és

a nem injektalt egyedek kozott.
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Az eredmények alapjan a mintakat késobb a legkisebb vizsgalt
térfogattal, 0,074 nl-rel fecskendeztiik be. Az expozicidés id6 hosszat az
élesztotesztben az eredeti, nem koncentralt mintdkbol szamitott
hozzavet6legesen atlagos Osztrogén-egyenérték (3000 ng/l E2)
felhasznalasaval hataroztuk meg, amelyet a legkisebb mennyiségben
(0,074 nl) 3 napos embridkba fecskendeztiink). A fluoreszcens jelet mutato
egyedek szamat a kezelést kovetd 4 napon keresztiil naponta ellendriztiik.
Az eredményekbdl vilagosan lathato, hogy a fluoreszcens jelet tartalmazé
embriok szama folyamatosan nétt az injektalés oOta eltelt id6 alatt. Bar még
mindig nagyon alacsony aranyban, a kezelés utan mar 24 6raval voltak
olyan embriok, amelyekben mar fluoreszcens jelet lehetett megfigyelni a

majban (3,3% (2,89%)).

A fluoreszcens embriok szamanak szignifikans ndvekedése eldszor
72 oraval az injektalas utan kovetkezett be, ekkorra az embridk 38,3%-a
(£5,7%) termelt fluoreszcens fehérjét. A 96 oras vizsgalati idészak utolsod
napjan az el6z6 napi érték megduplazodott 80,4%-ra (+10,2%), igy az
eredmények alapjan a tovabbi kisérletekben ezt az idépontot valasztottuk
az injektalds utani expoziciok végére. (A modszer részletes leirdsa

megtalalhat6 a Csenki et al., (2022) cikkében.)
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3.5. Analitikai tesztek (UHPLC-FLD)

Az ultranagy-hatékonysagu folyadékkromatografia (Ultra-High
Performance Liquid Chromatography) egy elvalasztasi technika, mely a
vizsgalt anyag két egymassal nem elegyedd fazis kozotti megoszlasi
kiilonbozdéségén alapul. A kromatografias korilmények (kolonna
toltetanyaga, eluens mindsége stb.) megfeleld megvalasztdsaval szinte

minden vegyiiletcsalad és minta vizsgalatara alkalmas.

3.5.1. Mintaelokészités

Mintainkbol kortilbelul 6-8 ml allt rendelkezésiinkre, metanolos
oldat formdjdban. Az UHPLC méréseknél nagy jelentdsége van annak,
hogy az oldoszerek és az injektalt mintak is mentesek legyenek
mindenfajta lebegd szennyezOddéstol. Ezt ngy érhetjik el, ha az
oldoszereket és a mintainkat is megfeleléen kis pérusméretii szlirén, un.
membransziirén atszirjik. 10 ml-es fecskendébe felszivtuk a mintainkat,
majd 4-5 mi-t atengedtiink a 0,45 mme-es ivegsziiron (Chromafil®
GF/PET-45/25), ezzel telitettilk a membrant, majd 0,5-1 ml-t Givegcsébe

engedtiink, melyek készen alltak a mérések elveégzésére.

3.5.2. Az analitikai médszer leirasa

crer

fluoreszcens (FLD) és diddasoros detektorral (PDA) kapcsolt UHPLC-vel
mértilk (Shimadzu Nexera X2 LC-30AD). Az elvalasztashoz forditott
fazisu Kinetex C18; 2,6 pum-os oszlopot hasznaltunk (150 mm). A
vizsgéalandd hatdanyagokat 280 nm gerjesztési hulldmhossz és 310 nm
emisszios hullamhosszasagu fluoreszcencia detektor alkalmazaséaval
detektaltuk. A mozgofazis 57-43% -os ultratiszta viz (10 mM HsPOj4 -val

savanyitott) és acetonitril keveréke volt. Az aramlési sebességet 0,8
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ml/perc értékre allitottuk be, 40 © C-on. A mintak injektalasi térfogata 1 ul
volt. A miiszerre vonatkozd kimutatasi hatart (LOD) és meghatarozasi

hatart (LOQ) a 4. tablazat tartalmazza.

3.5.3. Vegyszerek

Az analitikai tisztasagu standard vegyiileteket a Sigma Aldricht6l
vasaroltuk. Az oldatok készitéséhez a laboratériumban eldallitott

ultratiszta vizet hasznaltuk (0,055 uS/cm, LaboStar® PRO TWF).

3.6. Toxikolégiai tesztek

A higtragya kijuttatasa soran eléfordulhat, hogy negativ hatassal
van a kozvetlen kornyezetére. Ezeket a negativ hatdsokat dkotoxikologiai
tesztekkel tudjuk igazolni. Vizsgalatunk sordn 4 tesztszervezetet
(baktériumokat, novényi magvakat, algat és kisrakféléket) valasztottunk

rrrrrr

ezért kiértékelésiik soran kiilon vizsgalati rendszereket alkalmaztunk.

Minden toxikoldgiai tesztet higitatlan, 10x, 50x, 100x, és 500x-0S
higitassal végeztink. A toxikologiai vizsgalatokhoz csak a nyari
1ddszakbdl szarmazo mintdkat gytijtottiink, ugyanis ebben az idészakban

juttatjak ki a higtragya legnagyobb mennyiségét a szant6foldekre.
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Meghataroztuk a vizsgalt mintak Osztrogéntartalmat (EEQ) is,
¢lesztbteszttel, a fent megnevezett szabvany szerint. A higtragya
folyékony és szilard fazisainak elkiilonitésére laboratériumban a
centrifuga, a termelésben a szeparator szolgal. Utobbi eszkéz képes a
szarazanyag-tartalmat, mintegy 95%-kal csokkenteni. Mivel az EDC
vegyiiletek a szilard szemcsékhez jobban kotddnek, igy egy alacsony EEQ
értékili, de nagy térfogatt ,,locsolovizet”, és egy foldnedves allagi, EDC

vegyliletekre és tapanyagokra nézve koncentraltabb szilard fazist kapunk.

Sajnos a higtragyaba azok az anyagok, gyogyszerek is bekeriilnek,
amelyeket a telep napi szinten felhasznal az allategészségiigy teriiletén.
Példaul: gyulladascsokkent6 szerek, mint a marbofloxacin (1700 mg
havonta), ketoprofén (2300 mg havonta), prednizolon (200 mg havonta),
antibiotikumok - tégyinfuziok, ampicillin (2500 mg havonta), kloxacillin
(200 mg havonta) ), cefquinom (100 mg havonta), novobiocin (150 mg
havonta), benzilpenicillin-prokain (100 mg havonta), dihidrosztreptomicin
(100 mg havonta), neomicin (150 mg havonta), ceftiofur (6000 mg
havonta) oxitetraciklin (12 000 mg havonta) és ivarzas indukalo és
szinkronizald6 termékek, mint a kloprosztenol (22 mg havonta),
prosztaglandin F2 alfa (7100 mg havonta), D-Phe6-gonadorelin (180 mg
havonta). Tovabba rendszeresen hasznaltak a vizsgalt gazdasagban
kiilonb6z6 vegyszereket, mint pl. (30-32% sésav, 200 1/ho, 20%
foszforsav, 100 1/ho, 15% natrium-hipoklorit, 500 1/ho).
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3.6.1. Azotobacter agile és Pseudomonas fluoreszcens talaj toxicitasi

tesztek

Vizsgalataink sordan az MSZ21978-30:1988 Veszélyes hulladékok
vizsgalata (Azotobacter agile) és MSZ21470-88:1993 Kornyezetvédelmi
talajvizsgalatok (Pseudomonas fluorescens) talajtoxicitasi teszteket

alkalmaztuk.

Az Azotobacter agile és a Pseudomonas fluoreszcens tesztszervezetek
szennyezbdésre érzékeny talajbaktériumok (Gruiz et al., 2001). Ezek a
baktériumok képesek megkdtni a molekularis nitrogént, ezaltal novelik a
talaj termékenységét és serkentik a ndvények novekedését. Az Azotobacter
fajokat széles korben hasznaljadk a mezOdgazdasdgban, kiilondsen
nitrogéntartalmt  biotragyakban (Neeru 2000). A Pseudomonas
fluoreszcens kommenzalis rizoszféra baktérium, amely segiti a ndvényeket
a kulcsfontossagu tapanyagok elérésében, lebontja a szennyez6 anyagokat
¢s elnyomja a korokozokat az antibiotikum-termelés révén. A ndvények
tdpanyagot biztositanak ezeknek az él6lényeknek, és megdvjak ket a

stresszes kornyezett6l (Paulsen et al., 2005).

A vizsgalatokhoz higitasi sorokat készitettiink (2x, 5x, 10x, 25x, 50x,
100x). A vizsgéalatokat mikrotitrald lemezeken végeztik harom
ismétléssel, amely minden mélyedése 0,2 cm® modositott Fjodor Durov
taptalajt és trifenil-tetrazolium-kloridot tartalmazott. Pozitiv (10 mg/l Cu-
oldat) és negativ (nagy tisztasagl viz, ,,Herco”) kontroll lemezeket is
beallitottunk a teszt soran. A mintakat 48 oran at 28 °C-on inkubaltuk
(Pol_Eko Aparatura 4.81 Incubator). A szaporoddst voOrds szin
megjelenése kiséri, amely a taptalajhoz adott trifenil-tetrazolium-klorid

dehidrogendzenzim jelenlétében redukalodott formdjatol, a trifenil-
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tetrazolium-formazantdl szarmazik. Toxikus anyagok jelenlétében a
taptalaj elszinez6désének mértéke a szaporodas gatlasdval aranyosan
csokken. A piros a ndvekedési gatlas hianyat (+), a halvany piros a kdzepes

novekedési gatlast (+), a szintelen pedig a teljes novekedésgatlast (-) jelzi.
3.6.2. Daphnia akut immobilizaciés teszt

A Daphnia magna Straus 24 6ranal fiatalabb egyedei érzékenyek a
kornyezeti valtozasokra, példaul a vegyszerekre is. A frissen Kikelt
kisrdkokat a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont (Budapest)
tenyészetallomanyabol kiilonitettiik el és hasznaltuk fel a vizsgalatokhoz.
A vizsgalatokat 2 ismétlésben végeztilk. 10-10 fiatal egyedet 50 ml-es
teszttdpkozegbe helyeztiink, és 48 oran at 22 °C-on, légkondicionalt
helyiségben inkubaltunk. Az immobilizaciot 24 o6ranként leolvastuk. A 7
napon keresztlil levegdztetett, ellendrzott csapvizet (ivovizet) negativ
kontrollként és higitasra hasznaltuk. Az oldott oxigént (DO) és a pH-t a
vizsgalat elején ¢és végén mértiik, hogy ellendrizziik a vizsgalati
koriilményeket (pH: 7,2-9,4 és DO: 2 mg/l). A Daphnia akut teszt akkor
tekinthetd érvényesnek, ha a negativ kontrollban a mozgésképtelen
egyedek szdma nem haladja meg a 10%-ot, valamint a tesztelésre
felhasznalt 4llatok érzékenysége kalium-dikromat oldattal szemben

beleesik a 0,6-2,1 mg/l, ECsg (24 6ra) értéktartomanyba (ISO 6341).
3.6.3. Alga novekedésgatlasi teszt

A teszt célja a Pseudokirchneriella subcapitata (Korshikov) F.
Hindak novekedésgatlasanak meghatarozasa volt a higtragya kiilonb6zo
higitasaiban (eredet: Culture Collection of Algae and Protozoa, UK;
CCAP 278/4) novekedésgatlasanak meghatarozasa volt a higtragya

kiilonbozé higitasaiban. 50-50 ml-t mértiink minden mintabol az
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Erlenmeyer-lombikokba, és minden higitast harom-harom ismétlésben
elemeztiink, 1-1 alga nélkiili (Gn. ,,vak”) parhuzamossal. A mintakhoz 800
ul Pseudokirchneriella subcapitata exponencialis novekedés fazisaban
levé sejttenyészetet adtunk (105 sejt/ml). A kiindulasi algasejtek stirtiségét
Burker szamlalokamraval (HirschmannEM Techcolor, Tiefe Depth
Profondeur 0,0025 mm?; 0,100 mm) és optikai mikroszképpal (Leica
Microsystems, Leica DM 2500) hataroztuk meg.

Az algasejtek optikai stiriségét 750 nm-en spektrofotométerrel
(Metertech Inc., SP-830 Plus) hataroztuk meg, a kiindulasi optikai stiriség
0,02 volt, ami 0 o6ras OD-nak felel meg. A mintak mellé negativ
kontrollokat (Zhender-8 tapoldat) és vaklombikokat is beallitottunk,
amelyek nem tartalmaztak tesztorganizmust, de ugyanugy kezeltiik, mint
a mintadkhoz tartoz6 parhuzamosokat. A mintdkat 72 oran keresztiil
folyamatos razatassal (100 fordulat/perc sebességgel) és vilagitassal (8500
lux) 24 °C-on inkubaltuk (WitegLabourtechnik GmbH, Witeg WIS-RL
Shaking Incubator). A sejtsiiriiséget 750 nm-en spektrofotométerrel
(Metertech Inc., SP-830 Plus) mértiik, vakoldatokhoz kalibralva. A teszt
akkor érvényes, ha a kontrollban a sejtszaporodas legalabb 16-szoros, a pH
érteke nem valtozik 1,5 egységnél tobbet, a kontrollok napi novekedési

ratadinak varidcios koefficiense nem lehet nagyobb 25%-nal (ISO8692).

3.6.4. Fitotoxicitasi teszt

A fitotoxicitasi teszteket a Microbiotests Phytotoxkit TK62L
tesztkészletével végeztik, a mezdgazdasagi vetdmagok csirdzasanak és a
gyokérnovekedésének a tesztelésére (ISO 18763). A vizsgalatainkhoz
egyszikli (Cirok-Sorghum bicolor L.; Tritikalé- Triticosecale C.), és

kétszikli (Fehér mustar- Sinapis alba L.; Kerti zsazsa- Lepidium sativum

84



L.; Hajdina- Fagopyrum esculentum M.) novényeket hasznaltunk. A
toxikologidban gyakran alkalmazott tesztndovényeket és
takarmanyndvényeket hasznaltunk a tesztelés soran. A kisérlethez hasznalt
talajunkat a vizsgalt gazdasaghoz tartoz6 szantofoldrél 0-30 cm-es
mélységbdl vettiikk, melynek pH-értéke 7,2; Arany-féle kotottségi szama
31; humusztartalma 1,25 %; vizben oldhatdé Gsszes so tartalma >0,04
m/m%; szénsavas mésztartalma 4,2 m/m%; és nitrogén-nitrit-nitrat
tartalma 25 mg/kg.

A teszttalajt légszdrazra széritottuk és a fent leirtak alapjan
meghataroztuk a viztartd képességet. A vizsgalat soran 90 cm?® teszttalajt
kevertiink 0ssze 30 ml higtragyaval és annak kiilonb6z6 higitasaival.
Talcanként tiz magot helyeztiink el egyenld tavolsagra a tesztlemez
kozépso gerincéhez kozel; a lemezeket ezutan lefedtiik, fliggdlegesen egy
tartddobozba  helyeztik, és 25 ©°C-on 3 napig inkubaltuk
Pol Eko Aparatura 4.81 Inkubéatorban. Miutén letelt az inkubacids id6,
megmértiik a gyokerek hosszat, és a kontroll mintdkhoz képest
kiszamoltuk a novekedésgatlast. Az Osszes ndvényt 5 ismétlésben
vizsgaltuk. A csirandvény novekedési teszt akkor tekinthetd érvényesnek,
ha a csirazasi atlag legalabb 70%, és a kontroll gyokerének atlagos hossza

legalabb 30 mm (MicroBioTest 2018).

3.7. Statisztikai médszerek ismertetése
Kapcsolatot kerestiink a két valaszvaltozo (folyékony higtragya és
iszap O0sztrogénhatdsa negyedévekre atlagolva, pg/L) és a negyedévekre

Osszegzett hattérvaltozok kovetkezd harom csoportja kozott:
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1) bejuttatott hatdbanyagok mennyisége (mg) hatdéanyagonként (D-
Phe6-gonadorelin, Kkloprosztenol, dinoproszt-trometamin) ¢s
0sszesitve;

2) kezelések szama gyogyszerenként (Ovarelin, PGF, Gonavet,
Dinolytic, Alfaglandin) és Gsszesitve;

3) kiegészitd hattérvaltozok (termékenyitések szama, ellések szama,

holtellések szama, vetélések szama).

Az n=16 méretli adatsor elemzése soran eldszor az Osszes valtozo
kozotti korrelacios kapcsolatot Pearson-féle korrelacios egyiitthatoval
szamszerUsitettiik. Ezutan fékomponens-elemzést (Principal Component
Analysis; PCA) végeztink. A PCA sordn a két, Osztrogénhatast leird
valaszvaltozot hasznaltuk az ordinacios tér kifeszitésére, és erre a térre
illesztettik a hatéanyagokat leird hattérvaltozokat permutacios
modszerrel, melyben 1000 ismétlést alkalmaztunk. Az elemzéseket R
statisztikai szoftverrel (R CORE TEAM 2020) és annak "vegan"
csomagjaval (OKSANEN et al., 2020) végeztiik.
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4.  Eredmények, értékelésiik és kovetkeztetések
Az eredmények kiértékelésénél a kovetkezd gondolatmenet alapjan
haladtunk:

Eloszor meghatdroztuk a higtragya ¢és a telepen hasznat
ivarzasindukalé hormonok 06sztradiol ekvivalens (EEQ) értékét,
mellyel azokat a teriileteket kezelték, ahol a kisérleteinket
végeztiik.

Ezutdn meghataroztuk a talaj EEQ értékét, melyeken a leendd
szantofoldi  kulturdkat termesztették, és ahovd a higtragyat
Kijuttattak.

Ezutan a termesztés soran tobb idOpontban, tobb fenofazisban
meghataroztuk a ndvényi részek (gyokér, hajtas, termés) EEQ
értékeét.

Végiil pedig kiillonbozé idépontokban megmértiik a betakaritott

tomegtakarmany EEQ értékét is a tejsavas erjedés utan.

fgy atlathatobb képet kaptunk az Osztrogén korforgasrol, mely a

teleprdl kikeriild higtragyaval jut a szantoterliletekre, majd onnan

tomegtakarmany forméjaban visszakeriil a telepre, ahol az 4allatok

etetésével bekeriil a taplaléklancba.

F6 vizsgalati modszeriink az in vitro élesztoteszt volt, az sztradiol

ekvivalens értékek meghatarozasat a kovetkez6 szubsztratokon végeztiik:

ivarzasindukalo gyogyszerek
higtragya (negyedévente a folyékony és iszap részt)
talaj

novényi részek (gyokér, hajtas, termés)
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Ezt kovették a kiegészitd vizsgalatok: in vivo zebradanié teszt,

miiszeres analitikai mérések és a toxikologiali tesztek.
A vizsgalatok sorrendje a mezdgazdasagi termelés logikajat koveti:
tragya —> talaj > gyokér - hajtas = termés > takarmany.

4.1. In vitro élesztéteszt eredményei
4.1.1. Higtragya osztrogénhatas-vizsgalatanak eredményei

A 2017-2020 kozott végzett, negyedéves gyakorisagu méréseink
szerint, melyet a higtrdgya folyékony é&s iszaprészére egyarant
elvégeztiink, jol lathatjuk, hogy 2017-t61 folyamatosan emelkedtek a
higtragya EEQ értékei (5. tablazat).

A hormonhatast vegyiiletek sokkal (5-6-szor) erésebben kdtddnek
az iszapfazishoz, mint a folyékonyhoz. A telepen 2018 masodik
negyedévében protokoll valtas volt a termékenyitésben, mely kétszeresére
novelte a felhasznalt hormoninjekcié mennyiségét. Ennek kovetkeztében
100 pg/l-esnél alacsonyabb EEQ értéket csak ezen idOpont eldtt talalunk a
folyadékfazisban. Késdbbiekben ennek két-haromszorosa tapasztalhato.
Az iszaptazis mindvégig sokkal (legaldbb egy nagysagrenddel) magasabb
EEQ értékeket adott. 2000 pg/l-es értékeket csak a protokollvaltas
idépontja el6tt talalunk, utdna — egy érték kivételével — ennél joval
magasabb, akar két-haromszoros értékeket mértiink. A harmadik-negyedik
negyedévi adatok jellemzéen magasabbak voltak, mint az elsé-masodik

negyedéviek.
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4.1.2. Gyogyszerhatéoanyagok dsztrogénhatas-vizsgalatanak
eredményei

Kutatadsunk soran 5 db ivarzas indukaldsra hasznalt készitményt
vizsgaltunk meg (Ovarelin, Gonavet, PGF, Alfaglandin, Dinolytic), 6
kiilonbozo térfogat bemérésével (20ul; 10ul; Sul; 1ul; 0,5ul; 0,1ul). Az
Osztrogénhatast a hat bemérésbol kapott értékek atlaga adta. A 0,1 pL
mennyiség volt az a legkisebb mennyiség, mely nem mutatott valaszt az
¢lesztOteszt soran. Az Ot gyogyszerben harom hatéanyag (D-Phe6-
gonadorelin, kloprosztenol és dinoproszt-trometamin) valamelyike
talalhatd meg, ezeket a hatdanyagokat két kisérd vegyiilet egyikével
(benzil-alkohol ill. klorkrezol) forgalmazzak.

A 6. tablazatban lathato, hogy bar egyik hormon sem tartozik az
endodsztrogének csoportjdba, mégis az élesztéteszt soran mutattak
Osztrogénhatast, mely arra utal, hogy kémiai szerkezetiik miatt a human

Osztrogén receptorhoz (hERa) kétddni képesek.
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4.1.2.1. Kloprosztenol hatéanyag 6sztrogénhatasa

A kloprosztenol hatéanyagot vizsgalva, az Alfaglandin gyogyszer
0,250 mg/ml mennyiséget, mig a PGF gyogyszer 0,092 mg/ml
mennyiséget tartalmazott. A vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a
PGF (83,23 pg/l) 0sztrogénhatasa magasabb volt, mint az Alfaglandiné
(73,6 ng/l) (6. tablazat). Bar a 0,5 pl-es higitasban csak az Alfaglandin
mutatott pozitiv eredményt, azaz nagyobb higitdsoknal is megmaradt az

Osztrogénhatasa.

4.1.2.2. D-Phe6-gonadorelin hatoanyag 6sztrogénhatasa

A D-Phe6-gonadorelin hatéanyagot vizsgalva, mely az Ovarelin és
a Gonavet készitményekben talalhaté 0,050 mg/ml mennyiségben, arra a
kovetkeztetésre  jutottunk, hogy a Gonavet Otszor magasabb
Osztrogénhatasa (53,87 ug/l), mint az Ovarelin (9,72 pg/l), melyet a 6.
tablazatban lathatunk. A két gydgyszer kozott csak a kiséréanyag

tipusaban van kiilonbség.

4.1.2.3. Dinoproszt-trometamin hatéanyag észtrogénhatasa

A dinoproszt-trometamin hatéanyag teszteléséhez egy készitmény,
a Dinolytic (12,61 pg/l) gyogyszer allt rendelkezésiinkre (6. tablazat),
mely 5 mg/ml mennyiségben tartalmazta azt. A kiséréanyag benzil-

alkohol volt, és az eredmények értékei az Ovarelin értékeihez hasonloak.

4.1.2.4. A szaporodasbiolégiai elemzés eredményei

A hormonkezelések, termékenyitések €és az ellések szamabol
kovetkezik (lasd 4. abra), hogy 2017-t6] folyamatosan emelkedett a
hormonkezelések szdma a telepen. 2018-ban pedig valtas tortént a

termékenyitési protokollban, melynek kovetkeztében megduplazodott a
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hormonhatasi  készitmények  felhasznalasa. A legfontosabb
szaporodasbioldgiai mutatokat értékeltik a vizsgalati i1dé alatt (7.
tablazat), melyek gazdasadgi szempontbol mutatjdk be a telep
eredményességét. Annak ellenére, hogy 2018 masodik felében
protokollvaltas (OvSynch > Dupla OvSynch) tortént a telepen, nem

minden mutaté mozdult el pozitiv irdnyban.

Az els6 termékenyitési atlag nap 93-naprol 69-re csokkent, viszont
az els6 termékenyitésre vemhes allatok szdma atlagosan 41,22 és 47,29
szazalékrol 32,08-ra csokkent. Az atlagos termékenyitési index a
protokollvaltas utan javul6 tendencidt mutatott, de az utols6 vizsgalt évben

voltak a legrosszabb eredmények (kiilsé okok miatt).
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4. Abra: Szaporodasbiologiai mutatok értékelése

Az atlagos szerviz periddus napok szama és az atlagos laktacios

napok szama csokkent, mely maximalizélja a telep tejhozamat.
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7. Tablazat: Szaporodasbiologiai mutatok értékelése. A tablazat sorai a
vizsgalt paraméterek véltozasait tartalmazzdk a vizsgalati évek (2017-
2020) szerinti bontasban. ! a tehén tejtermelésben eltdltott napjainak a
szama. 2 az elsé termékenyités és az eredményes vemhesiilés kozott eltelt
idS. 2 hanyadik termékenyitésre sikeriilt vemhesiteni az adott allatot. “az
ellés utan torténd elsd termékenyitésig eltelt napok szdma atlagosan. ° az

elso sikeres termékenyités szazalékos atlaga.

Szaporodasbiologiai mutatok 2017 2018 2019 2020
atlagos laktaciés napok szama* 194 193 162 183
atlagos szerviz periédus napok szama® 145 127 116 120
atlagos termékenyitési index® 2,37 2,21 2,07 2,47
elsd termékenyités datlag nap* 93 82 88 69
elsd termékenyitésre vemhes % datlag® 41,22 47,29 37,97 32,08

A szaporodasbioldgiai mutatok eredményét szamos tényezd
befolyasolhatja, példaul a termékenyitésre hasznalt sperma mindsége,
éghajlati viszonyok, takarmanyozas, az inszeminatorok munkéjanak a

mindsége.
4.1.2.5. Statisztikai értékelés

A két vélaszvaltozd, azaz a higtragya folyékony részének és az
iszapnak a negyedévekre atlagolt Osztrogénhatidsa erdsen 0Osszefligg
(r=0,86, n=16, p<0,001). A higtragya folyékony részének osztrogénhatasa
erosebb kapcsolatot mutat a hattérvaltozokkal, azaz a hatdéanyagokkal,

gyogyszerekkel, kiegészitd hattérvaltozokkal, mint az iszapé.

A Pearson-féle korrelacié (5. éabra) alapjan erds pozitiv €s
szignifikans (p<0,001) Osszefliggést mutat a higtragya folyékony

fazisanak Osztrogénhatasaval a dinoproszt (r=0,86), a kloprosztenol
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(r=0,83) ¢és a gonadorelin (r=0,75) hatéanyag 1is. Az iszap
Osztrogénhatasaval val6 0sszefliggésiik némiképp gyengébb és kevésbé is
szignifikans (p<0,01), a korrelacids egyiitthatojuk rendre 0,81, 0,72 és
0,69.

EDC folyadék
Gonadorelin
Kloprosztenol
Dinoproszt
Gsszes hatdanyag
Ovarelin

Gonavet

Dinolytic
Alfaglandin
Bsszes gyogyszer
inszeminalas
haoltellés

vetélés

o
@
]

53

&
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PGF
ellés
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Kloproszienol 83

Dinoproszt | 86

osszes hatdanyag | 87

Quarelin | 61

PGF | 8

Gonavet | 75

Dinolytic | 86

Alfaglandin 79

Gsszes gydgyszer | 89

inszemindlds | 64

eliés 4

noltellés | 43

vetélés | 37 -30 -2 -20 -1 -1 50 16 -3 -1 21 14 -19 19 51 100

5.Abra: A higtragya, a telepen alkalmazott ivarzasindukald gyogyszerek

¢s a szaporodasbioldgiai mutatok kozotti Pearson-féle korrelacio

A gybgyszeres kezelések negyedéves Osszesitett szama erds
pozitiv korrelaciét mutat a folyékony fazis (r=0,89, p<0,001) és az iszap
(r=0,81, p<0,001) Osztrogénhatasaval. Ennél egy fokkal gyengébb, de

tovabbra is erds pozitiv Osszefiiggést latunk a folyékony fazis
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Osztrogénhatasa ¢s a Dinolytic (r=0,86, p<0,001), Alfaglandin (r=0,79,
p<0,001) és Gonavet (r=0,75, p<0,001) kozott, mig a PGF nem
szignifikans és semleges (r=0,08, p=0,76), az Ovarelin pedig negativ (r=-
0,61, p<0,05) korrelaciét mutat. Az iszap Osztrogénhatdsaval valo
korrelaciojuk alapjan a gyogyszeres kezelések hasonldé moddon
rendezhetdk sorba, a korrelacids egyiitthatok rendre 0,81 (p<0,001), 0,68
(p<0,01), 0,67 (p<0,01), 0,10 (p=0,70) és —0,55 (p<0,05).

A kiegészitd hattérvaltozok koziil az inszeminalas gyenge pozitiv
(r=0,64), a holtellés (r=-0,43) és a vetélés (r=-0,37) gyenge negativ, mig
az ellés semleges (r=0,04) korrelaciét mutatott a higtragya
Osztrogénhatasaval, melyek koziil egyediil az inszeminalds korrelacioja
szignifikans a 0,05-os szignifikanciaszinten. A kiegészitd hattérvaltozok
korrelacidja az iszap Osztrogénhatasaval hasonld képet mutat, az egyetlen
marginalis (p=0,07) szignifikancidju Osszefiiggést az inszeminalassal

talaltuk (r=0,47).

A hatéanyagokra készitett fokomponens-elemzés eredménye a 6.
abran lathat6. Az ordinacid a variancia jelentds részét, 93%-at egy
fokomponensbe tudta siiriteni. E fékomponenstdl csak némiképp fordul el
az ordinacios teret kifeszitd, egymassal er0sen korrelald két valaszvaltozo,
vagyis a folyadékfazis és az iszap Osztrogénhatdsa. A hatéanyagok
mindegyike a folyadékfazis Gsztrogénhatdsa iranyaba mutat, koziiliik is a
kloprosztenol kdothetd leginkabb a higtragya folyékony fazisdhoz az
1szaphoz viszonyitva. A legkevésbé specifikusnak a dinoproszt, valamint

a hatdanyagok 0sszes mennyisége bizonyul.
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6.Abra: FSkomponens elemzés (PCA): A két valaszvaltozo altal (higtragya
folyékony és iszap része) létrehozott ordinacios tér és a hattérvaltozok
(hatdanyagok) lathatoak. A + az egyes mérési idOpontokat jeloli, a nyilak
irdnya azt mutatja, hogy melyik fékomponenssel korrellal leginkabb az
adott valtozo, a nyil hossza az Osszefliggés nagysagat lattatja. (Fekete
szinnel jeloltiik a higtragya folyékony és iszap frakcigjat, zolddel a

hatdanyagokat és narancssargéaval az 0sszes hatdanyagot).
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4.1.2.6. Kovetkeztetések a higtragya és gydgyszerhatéanyagok
vizsgalatahoz

Kutatasunkban egy Pest megyei szarvasmarha telepen hasznalt 5
kiilonb6z6é ivarzas indukald gyogyszer sorsat kovettik nyomon a
felhasznalastol egészen a higtragyaban valo megjelenésiikig. A tanulmany
soran attekintettilk a telepen alkalmazott ivarzds indukalé gyogyszerek
felhasznalasat 2017-t61 2020-ig és meghatiroztuk az 5 gydgyszer
Osztrogénhatasat is. A hormonhatdsi  anyagok  toxikologiai
kockazatértékelését bonyolitja egyrészt a tobbféle expozicios ut, masrészt
a nem-monoton dézis-valasz gorbék, ahol a véalaszok a dozistartomanyban
noének és csokkennek is, vagy a keverékeken beliili vegyi anyagok kozotti
kolcsonhatasok is megnehezitik az értékelést (Jobling et al., 2009).

Jobling és munkatarsai (2009) kimutattak, hogy a kémiai analitika
¢s az ¢lesztéteszt eredményei nem Osszehasonlithatoak, és a mintdk
Osztrogén aktivitasa (EEQ) nem korrelal jol az egyes szteroid 0sztrogének
mért analitikai koncentracidival. A korrelacid hianya a mintakban talalhaté
antiosztrogén vegyiileteknek tudhatd be, amelyek csokkentik az
¢lesztdvizsgalatban lathatd valaszt. Az élesztéteszt altal kapott
eredmények kornyezeti szempontbol relevansabbnak tekinthetdk, mivel a
vegyianyagok kozotti kolcsonhatasok észlelhetdk ¢és ezért magasabb
prediktiv értékkel birnak, amikor az emberi egészség szempontjabdl fontos
lehetséges hatasokat mérni kell (Jobling et al., 2009).

Mi is ezért valasztottuk {6 vizsgalati modszernek az élesztdtesztet.
Bar egyes hormonkészitmények ugyanazt a hatdanyagot tartalmazzak,
mégis mas Osztrogénaktivitast mutattak a kiséréanyagtol fiiggden. Minél
magasabb EEQ értéket kaptunk egy gydgyszerre, annal erdsebb

hormonhatésa van az adott szernek. Fontos megemliteni, hogy ezeket az
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értékeket a tényleges hatdoanyag ¢s az elvileg nem hormonhatasu
segédanyag egyiittes jelenléte esetén kaptuk. A két anyag egyilittes
jelenléte lehetévé teszi, hogy kozottik kémiai/biokémiai interakcid
(szinergizmus vagy antagonizmus) valosuljon meg.

A 6. tablazat adataival Gsszevetve azt kapjuk, hogy a Gonavet
klorkrezoltartalma a D-Phe6-gonadorelin  hatéanyag hormonhatasat
szinerg modon ugy felerdsitette, hogy 5,54-szer nagyobb EEQ értéket
kaptunk, mint az Ovarelinre. Tehat egy alacsony hormon és magas szinerg
segédanyag tartalmu injekcido képes kivaltani azt a fiziologiai hatést
(ovulacio, sikeres inszemindlds, varhatéan magasabb tejhozam), mint a
magas hormon-, de nem szinerg segédanyag (benzil-alkohol) — tartalmt
injekcio. Az éllat szervezetébe jutva az oltds a szinergidnak megfeleléen
kifejti magas hormonhatasat, magas hormontartalmat imitdlva (latszélagos
hormonhatés), ugyanakkor az allat szervezetében a f6- és segédanyag
kiilon metabolizalodik, a szinerg hatas megsziinik, és a higtragyaban mar,
mérések soran mindkét segédanyagot vizsgaltuk, de mindkettd kimutatési
hatar alatt volt).

Hipotézisiinket az is igazolja, hogy az eleve magas hormontartalmu
Alfaglandin még nagyobb higitasban (0,5 ul / 120 pl) is megtartotta
Osztrogénhatasat, sét ennél a bemérésnél csak az Alfaglandin mutatott
pozitiv Osztrogénhatast (lasd 4. tdblazat). Bar dinoproszt hatéanyaggal
minddssze egy készitmény allt rendelkezésre (Dinolytic) mégis indirekt
modon, de ez is erdsiti hipotézisiinket, hiszen atlagos EEQ értéke
minddssze 12,61 volt, jelezvén, hogy a benzil-alkohol segédanyag a
viszonylag magas koncentraci6 (16,5 mg/ml) ellenére sem lép szinergiaba

a dinoproszt hatoanyaggal. A fentiek alapjan az a stratégiai javaslat
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fogalmazhat6 meg a gyakorlat szdmara, hogy a rendelkezésre allo
készitmények koziil olyat érdemes valasztani, amely a f6 hatéanyagtol
fiiggetlentil szinerg segédanyagot (klorkrezol) tartalmaz.

A vizsgalt gyogyszerek a xenoOsztrogének hatdsmechanizmusa
szerint mutattak Osztrogénhatast ugyanis, ha megnézzik a vizsgalt
vegyiileteink szerkezeti képletét, hasonlosagot figyelhetiink meg az
Osztrogéncsoport vegyiileteivel. Az alkalmazott vegyiiletek egyes
ligandumai kotddni tudnak a receptorok azon platformjaihoz, amelyek a
valodi Osztrogének adekvat csoportjait kotnék meg. Ha a tradiciondlis
kulcs-zar elmélethez hasonlitjuk az Osztrogének kotédését a
receptorokhoz, akkor egy ,,alkulcs-zar” szituaciéval allunk szemben:
kémiailag més, de a kémiai szerkezetiikben hasonlo vegytiletek valtanak
ki hasonl6 bioldgiai hatdst. Amikor mi ezeknek az anyagoknak az EEQ-
értékeit mérjik, valdjaban ennek a folyamatnak a biokémiai leképezddését
latjuk.

A gyogyszerek hatasara kiilonféle hormonalis valtozasok zajlanak
le a kezelt 4llatokndl, mely a természetes eredetii hormonok kivalasztasat
célozza. A gyogyszer lriilése az allati szervezetbdl tovabbi
Osztrogénterhelést jelent a kornyezetre. A vizsgalt gyogyszereket nagy
mennyiségben hasznaljak fel a telepen, melynek mennyiségeit a 4. abra
szemlélteti. A hormonkezelések szamabodl €és a termelésben résztvevd
tehenek egyedszamabol kiszamoltuk, hogy 2017-ben 0,68 kezelés jutott
egy tehénre, 2018-ban 1,02, 2019-ben 1,73 ¢és 2020-ban mar 2,2.
Megallapitottuk, hogy  2017-t6] folyamatosan emelkedett a
hormonkezelések szama, és ezzel ardnyosan a higtragya sztrogéntartalma

i1s emelkedni kezdett. Az els6 (2017) és utolso (2020) vizsgalt év kozott
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majdnem  négyszeres EEQ-érték-emelkedés figyelhetd meg a
higtragyaban.

Megallapitottuk, hogy a higtragya folyadék fazisanak
Osztrogénhatasa ¢s az iszap 0sztrogénhatasa erdsen Osszefligg. A higtragya
folyékony fazisa mégis szinte minden vizsgalt paraméterrel erdsebb
korrelacidt mutatott, vagyis az kozvetlenebb modon kothetd a kijuttatott
gyogyszerekhez, azok gyorsabban jelennek meg a folyékony, mint az iszap
fazisban (6. abra). Mindhdrom vizsgalt hatdanyag erds Osszefliggést
mutatott a higtragya folyékony és iszap fazisdnak Osztrogénhatasaval.
Szignifikdns Osszefiiggést a kloprosztenol hatéanyag adott, mely az
Alfaglandin és a PGF készitményekben volt. A gyogyszerek tesztelése
soran ez a két készitmény mutatta a legmagasabb Osztrogénhatast is.
Szignifikanciat tekintve ezt kovette a gonadorelin hatéanyag, mely szintén
két készitményben volt, a Gonavet és Ovarelinben, majd a dinoproszt-
trometamin hatdéanyag, mely a harmadik legerdsebb Osztrogénhatasu
anyag, mely a Dinolyticben volt jelen.

Azt tapasztaltuk, hogy a hatdanyagok erdsen korrelaltak a
higtragya folyékony fazisanak Osztrogénhatasaval. A folyadék fazis
Osztrogénhatasaval erds pozitiv korrelaciét mutatott az Alfaglandin, kissé
gyengébb, de szintén pozitiv korrelaciot mutatott a Gonavet és a Dinolytic
is. A PGF semleges, mig az Ovarelin, mely a legkisebb 0sztrogénhatast
mutatta az élesztéteszt soran, negativ korrelacidt mutatott.

A holtellés ¢€s a vetélés negativ korreldciot mutat a higtragya/iszap
Osztrogéntartalmaval, azaz minél kisebb volt a higtragya
Osztrogéntartalma, annal tobb volt a holtellés és vetélés.

Az inszeminalds, bar gyenge, de pozitiv korrelaciot mutatott a

higtragya folyékony fazisanak dsztrogéntartalmaval. Elemzésiink szerint a
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PGF és az Ovarelinnel végzett kezelések szama nem vagy negativan hatott
a higtragya/iszap Osztrogénhatdsdra, mely az eredmények fényében
feltehetd, hogy ezen gydgyszerekkel végzett kezelések kisebb veszélyt
jelentenek a kornyezetre, ha késobb a higtragya felhasznalasra keriil.

Vizsgalataink azt igazoljak, hogy a mesterséges hormonkezelések

Okologiai labnyoma azzal csokkenthetd, ha nem a tényleges, hanem a
latszolagos hormonhatést noveljiik meg.
A hagyomanyos szarvasmarhatartdsi technologiak gazdasagilag kevésbé
kifizetédoek, az intenziv technoldgiak miikodése viszont elképzelhetetlen
az iranyitott hormonprogramok (OvSynch, DuplaOvSynch...) nélkiil. Az
intenziv technologidk éra, hogy a kijuttatott trdgydban magasabb
koncentracioban jelennek meg olyan anyagok (hormonok, antibiotikumok,
kiilonb6zé vegyi anyagok), melyek negativ hatdssal lehetnek a
kornyezetre.

A higtragya EDC szintje fligg a kezelési tényezoktdl és az allatok
altal kivalasztott sztrogének mennyiségétdl, amelyet befolyasol a faj, kor,
nem, vemhességi idészak (Lorenz et al., 2004) és az ivarzasindukalo
kezelések gyakorisaga is (Gubo et al., 2022). Mindezek a tényezok nagy
ingadozast  okozhatnak az  Osztrogének  trdgydban = mérhetd
A higtragya egy olyan anyagnak tekinthetd, melyet a szant6foldre torténd
kijuttatas elott 0j kezelési modszerekkel kellene artalmatlanitani, nemcsak
kornyezetegészségiigylr szempontbol, hanem a humén egészségiigyi
kockazatok miatt is.

A témaban nemzetkzi szinten is kevés anyag all rendelkezésre,
ezért fontosnak tartjuk az ezirdnyu kutatdsokat és a nagy tételben

kivitelezhetd, gazdasagos kinyerési eljarasok kidolgozasat.
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4.1.3. Az olaszperje (Lolium multiflorum L.) termesztése és vizsgalata

Az olaszperje vizsgalatat a szantoteriiletekre kijuttatott
szervestragya EEQ értékének a meghatdrozdsaval kezdtik. Minden
negyedévben megvizsgaltuk a kijuttatott higtragyat és kiszamoltuk az
EEQ ¢értekét. A higtragyat atlagosan 10% szdrazanyagtartalommal
juttattak ki a teriiletekre, igy az EEQ érték szamolasanal ezt is figyelembe
vettlik. Ezt kovette a talaj EEQ értékének, majd a novények gyokér, hajtas
és a betarolt erjesztett tomegtakarmany (fliszendzs) EEQ értékének a

meghatarozasa.

Szerves-

tragya

7. Abra: Folyamatabra az olaszperje fejlédési és vizsgalati fazisairdl

Kutatasunk soran 2 kontroll, 2 istallotragyazott €s 4 higtragyazott
teriiletet vizsgaltunk meg. Osszesen 48 db talajmintat, 32 db névénymintat
(gyokér, hajtas, tomegtakarmany) és 8 db fliszendzs mintat vizsgaltunk

meg.

A higtragyazott teriiletekre 300 ¢és 380 kobméter kozotti
higtragyamennyiséget locsoltak ki hektaronként. Az istallotragyazott
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teriileteken 69 ¢és 82 tonna/ha tragyat juttattak ki. Mig a kontroll
terlileteken nem tortént szervestragya kijuttatas (8. tablazat). A higtragya

¢s istallotragya EEQ értékeit az ¢€lesztdteszttel hataroztuk meg.

8.  Tablazat: A vizsgalt teriiletekre kijuttatott szervestragya mennyisége
a vizsgalt kulttra vetése elott és a teriiletekre kijuttatott szervestragya
EEQ értéke (1 liter higtragya 0,9 liter folyékony és 0,1 1 iszap (szilard

fazisnak felel meg).

Istallotragya
Szervestragya Kontroll (t/ha) Higtrdgya (m°/ha)
kijuttatds K1 K2 T8 T3 V5 V4 V3 V2
0 69 82 300 310 380 350
EEQ érték (g/ha) | O 0 1894 | 2251 |119,3 |1233 |1886 |1737

A rendelkezésiinkre 4116 foldteriileteket probaltuk tigy 6sszevalogatni,
hogy minél jobban hasonlitsanak egymashoz. Agrokémiai szempontbol
homok, homokos valyog ¢€s valyog talajokon végeztiik a vizsgalatainkat.
A talajok humusztartalmat a gyenge és jo mindség kozé lehet besorolni (1.

tablazat). Az Gsszes vizsgalt talajunk kémhatasa gyengén lugos volt.

4.1.3.1 Az olaszperje talajmintiainak eredményei

A vizsgalt teriilet EEQ értékei mind 2000 ng/kg felett kezdddtek
(8. abra), majd az id6 eldrehaladtaval szignifikans csokkenés volt
megfigyelhetd mind a higtragyazott, mind pedig az istallotragyazott
teriileteken. A 4. mintavételig ez a tendencia volt jellemzd, melyet a
tavaszi 34%-os ammonium-nitrat miitragya kijuttatas (200 kg/ha) utan
vettiink. Ett6]l az id6ponttol kezddédden ugrasszerlien megemelkedtek a

szervestragyaval kezelt talajok EEQ értékei.
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EEQ érték ng/kg
N
1l
o
o

K1 K2 T8 T3 V5 V4 V3 V2

W 1.mintavétel 0 0 2700 3091 2478 2001 2269 | 2212

W 2.mintavétel 0 0 2554 2823 1984 | 2145 2221 1936

3.mintavétel 0 0 1997 2644 1469 @ 1872 @ 1937 1779

4.mintavétel 0 0 2140 3096 @ 1715 1924 2224 | 2077

W 5.mintavétel 0 0 2896 4267 1896 1987 2548 | 2457
Kontroll Istdallotragya | Higtragya |

8.Abra: A vizsgalt teriiletek talajainak EEQ értéke (SD<7%; ng/kg

1égszaraz talajra vonatkoztatva)

Feltételezéseink szerint az egyik lehetséges ok, hogy a miitragya
savasitd hatdsa miatt mobilizalodtak az ED anyagok a talajban. A pH
optimalis szint feletti ndvelése vagy csokkentése hatassal lehet a talaj
természetes folyamataira. A mezdgazdasagi mitragydk nem megfeleld
vagy tulzott haszndlata kovetkeztében az ammonium részt vesz a
savasodasi folyamatokban, miutan a talajpban NO;3 -4 nitrifikalodik

(Weldeslassie et al., 2018).

Egy masik lehetséges magyardzat, hogy ha egy nitrogén-limitalt
rendszerbe jelentds mennyiségii nitrogént juttatunk, az beindit tobbféle
biologiai/biokémiai folyamatot, melynek egyik eredménye EDC anyagok
feltarodasa is lehet a talajban. A talaj felett ugyanakkor a kultarnovény

buja novekedéssel reagdl a nitrogéntdbbletre. Azt tapasztaltuk, hogy az
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eroteljes novekedés egyiitt jar az EDC vegyiiletek fokozott jelenlétével a
novények gyokér és hajtds mintdiban. Elképzelhetonek tartjuk, hogy a
talajban talalhato mész valamilyen szinten képes megkdtni az EDC-ket,
mivel a csak gyengén meszes talajban (T3) nagyobb emelkedés figyelhetd

meg a miitragyazas és a talaj EDC mennyiségei kozott.

Az istallotragyabol a T3-as terliletre, mig a higtragyabol a V3-as
teriiletre tortént a legtobb kijuttatas. A talajmintdk EEQ értékei ezeken a
teriileteken a legmagasabbak. A  mitradgyakijuttatdas utdn az
istallotragyazott teriiletek EEQ értékei sokkal nagyobb mértékben
emelkedtek, mint a higtragyazott teriilet esetében. Az istallotragya szilard
anyagnak tekinthetd, az 0sztrogénhatdsu anyagok pedig kotddni képesek
az Uledékekhez, ezzel is magyardzhato a magasabb 0Osztrogénszint
emelkedés. Az istallotragya hosszabb id6 alatt tarodik fel a talajban, mint

példaul a higtragya, melynek kisebb része csupan a szilard fazis.

4.1.3.2 Az olaszperje gyokerének eredményei

A novénymintak gyokerében a kontroll novényeknél 43-t6l 420
ng/kg Osztrogénkoncentraciot mértiink. Az istallotragyazott teriileteken
pedig 600-t61 5290 ng/kg értékeket kaptunk (9. bra). Erdekes, hogy az
istalotragyazott teriileteken minden esetben magasabb Osztrogénhatést
mértiink mint a higtragyazott teriiletek esetében. A higtragyazott teriiletek
EEQ értékei nagyon hasonldan alakultak, az utolsé mintak esetében nincs
olyan mértékii ugras, mint az istallotragyazott teriileteknél. A gydkerekben
mért EEQ értékek tendencidja a talajpan mért EEQ értékekhez

hasonlitanak.
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B |.mintavétel 43 140 650 600 560 725 752 540
m2.mintavétel 98 210 695 658 840 1170 900 676
3.mintavétel 295 400 1860 2505 1540 1720 1634 1657
4.mintavétel 350 420 3870 5290 1990 2170 2245 2519
Kontroll Istallotrdagya Higtragya

9. Abra: Az olaszperje gyokerének EEQ értéke (SD<4%:; ng/kg
szarazanyag)

4.1.3.3 Az olaszperje hajtasanak eredményei

Az olaszperje hajtasanak EEQ értékei a higtragyazott teriiletek esetében

voltak a legmagasabbak (10. dbra). 181 és 1861 ng/kg kozotti értékeket

mértiink. Mig a gyokérmintdk esetében az istallotragyazott teriiletek

értékei kimagasloak voltak, addig a hajtasban alacsonyabb koncentraciot

mutattak, mint a higtragyazott teriiletek esetében mért koncentraciok.
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Kontroll Istdllotrdagya ” Higtragya

10. Abra: Az olaszperje hajtisanak EEQ értéke (SD<4%; ng/kg

szarazanyag)

A kontroll teriileten mért ndvények is pozitivak lettek a vizsgalat
soran, de értékiikk sokkal kisebb volt (19-843 ng/kg), mint a
szervestragyazott teriilet névényei. Mivel a kontroll teriileten nem tortént
Osztrogén kijuttatas, ezért ebben az esetben a kapott értékeket a
fitodsztrogének jelenlétének tulajdonitjuk. Ugy gondoljuk, hogy a kontroll
novények EEQ értékei felelnek meg az olaszperje normalis
Osztrogénhatasanak. A szervestragyaval kezelt teriileteken pedig jol
lathatjuk, hogy az 0Osztrogénterhelés milyen moddon befolydsolja a

ndvények Osztrogéntartalmat.

Ha megnézzilk a vizsgalt terilileteinkrél betakaritott ndovények

mennyiségét (10. tdblazat), ki tudjuk szamolni az EEQ értékek alapjan,
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hogy az adott teriiletr6] mekkora mennyiségii EDC anyagot taroltunk be a
tomegtakarmanyok betakaritdsdval. Egyértelmlien latni, hogy a
higtragyazott teriiletekr6l sokkal nagyobb mennyiségben keriilt le
Osztrogénhatasu anyag, mint az istallotragyazott és kontroll teriiletekrol. A
novénytermesztésben harom év tartamhatassal szamolnak az istallotragya
esetében. Mivel az istallotragya az Osztrogénhatasti anyagokat is sokkal
koncentraltabb és kotottebb formaban tartalmazza, mint a higtragya, ezért
ebben az esetben is ugy gondoljuk, hogy szamithatunk tartamhatéssal. Az
istallotragya tdpanyagtartalmanak a feltarodasaban szimos mikrobioldgiai
tevékenység jatszik szerepet, melyek szintén hatassal lehetnek az

Osztrogénhatast vegyliletek el6fordulasara és mennyiségére.

10. Téblazat: A vizsgalt teriiletekrdl betakaritott olaszperje mennyisége

¢s EEQ értéke
Kijuttatott Novény EEQ értéke Betakaritott EDC
Teriilet | EEQ/ha (g/ha) betakaritaskor (ng/kg) mennyiség (kg/ha) | (mg/ha)

K1 0 775 5800 4,5
K2 0 843 5200 4,4
T3 374,7 1444 5800 8,4
T8 220,8 1120 5400 6,1
V2 2311 1861 6 800 12,7
V3 251 1730 6 500 11,2
V4 153,1 1650 7200 11,9
V5 148,1 1610 5900 9,5

Az olaszperje betakaritasa kaszalassal kezd6dott, majd a rendterités utan
szikkasztottak; a betarolas altalaban 35-40% kozotti
nedvességtartalommal torténik. Ezt kovette a rendsodras, majd a sil6zas.
Silozaskor a lekaszalt olaszperjét egyforma szecskaméretiire apritottak,

majd behordtak a telepre és a kijelolt silofakkba betaroltak. A tarolds soran
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tomoritették, majd I€égmentesen lezartak. Az oxigéntdl elzart fliszenazsban
tejsavas erjedés indult be, mely megvédte az anyagot az aerob rothadastol.
A tejsavas erjedés utan készen allt a tomegtakarmany a tehenek etetésére.
Ezért a silofakkok megmintazasara csak az erjedési folyamat lezarulta utan
keriilt sor, 3 kiilonb6zo helyen, a betakaritastol eltelt 40., 90. és 160. napon
két-két mintaval (lasd 11. tablazat).

11. Téablazat: A fiiszenazs EEQ értékei a vizsgalt években a betarolastol

eltelt napok fiiggvényében

Minta megnevezése Betarolastol eltelt napok szima EEQ érték (ng/kg), SD
Fliszenazs 2019/1 40 1525 +34
Fliszenazs 2019/2 90 1350 =11
Fliszenazs 2019/3 160 1770 £17
Fliszenazs 2020/1 40 1580+9
Fliszenazs 2020/2 90 1795 +£ 26
Fliszenazs 2020/3 160 1610 £42

A betakaritas el6tti hajtasmintdk €s a megvizsgalt fliszenazs EEQ értékei
(11. tablazat) is hasonld eredményeket mutattak, ami azt jelenti, hogy a
tejsavas erjedés 160 nap tarolds utdn sem befolyasolta az Gsztrogének

mennyiségét, nem csokkentette azt egyik vizsgalt évben sem.
4.1.3.4. Statisztikai kiértékelés az olaszperje eredményeihez

A Pearson-féle korrelacid szinte minden vizsgalt valtozopar kozott
szignifikans (p<0,001) pozitiv kapcsolatot tart fel (11. abra), kivéve az
eltelt napok szdma és a talaj, ahol (p=0,054). Az eredmények alapjan a
szervestragya (higtragya és istallotragya) EEQ-értéke erds Osszefiiggést
mutat a talaj (r=0,91), kdzepes Gsszefiiggést a gyokér (r=0,54), és gyenge
Osszefliggést a hajtas (=0,29) EEQ-értékével. A talaj EEQ-értéke erdsebb

szignifikanciat mutat a gyokérrel (r=0,7), mint a hajtas (r=0,41).
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A gyokér ¢és hajtds EEQ-¢értékei erésen Osszefiiggenek (r=0,74).
Vagyis a szervestragya-talaj-gyokér-hajtas sorozatban a korrelacio annal
erdsebb, minél kozelebb esik két komponens egymashoz. Koziiliik

kiemelkedik a szervestrdgya-talaj kapcsolat a szinte tokéletes

kapcsolat tekintetében forditott iranyt tartunk fel: a hajtds EEQ-értéke
erdsen korrelal (r=0,85), ezt koveti a gyokér (r=0,63), majd pedig a talaj
EEQ-értéke (r=0,05).

Elmondhat6 tehat, hogy egyfajta idobeli akkumulacio figyelhetd

meg, melynek mértéke a talaj-gyokér-hajtas sorban gyengiil.

pok_szama

szervestragya

eltelt_na
gyoker
hajtas

T
]
=

eltelt_napok_szama 100
szervestragya 0 100
talaj 5 91
gyoker 63 54
hajtas 85 29 41 74 100

11. Abra: az olaszperje statisztikai értékelése Pearson-féle korrelacidval
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A fokomponens-elemzes soran a szervestragya, talaj és a novényi
részek EEQ-értéke altal kifeszitett ordindcidés tér jol megragadta az
adatokban rejld varianciat: az els6 fokomponens annak 79,78%-at, mig az
elsd két fékomponens egyiittesen annak 95,83%-4t magyardzza (12. 4bra).
Mindezért az adatpontok ¢és valtozok els6 két fokomponens altal
meghatdrozott  ordindciés sikon valé elhelyezkedése tovabbi
tanulmanyozasra ¢s kovetkeztetések levondsara alkalmas. A kontroll
teljesen elkiiloniil a kezelt pontoktol, az EEQ értékek idobeli ndvekedése

a fitoosztrogének termelddésre utal.

A kezelések némi atlapolassal ugyan, de szintén elkiiloniilnek. A
kezelések eképpen allithatéak sorba: kontroll — higtragyéaval kezelt —
istallétragyaval kezelt. E sorral leginkdbb a talajban mért EEQ-érték,
illetve gyengébben bar, de a higtragya EEQ-értéke 4all pozitiv
kapcsolatban.

A gyokér és a hajtas EEQ-értéke ezekre kozel merdleges, vagyis
ezek a valtozok nem kimondottan alkalmasak a kezelések elkiilonitésére.
A kontrollpontok mutatjak a legkisebb varianciat, melyet a higtragyaval,

majd pedig az istallotragyaval kezelt pontok variancidja kovet.

Az azonos kezelésli pontok varianciajat leginkabb a kezelés/elsd
mérés oOta eltelt napok szdma adja, mellyel leginkabb a hajtés, s kisebb
részben a gyokér EEQ-értéke mutat pozitiv kapcsolatot, megerdsitve a

korrelacidelemzéssel feltart megallapitasainkat.
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12. Abra: az olaszperje PCA modellezése
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Az EEQ értékek talajban mért csokkenése annak tulajdonithato, hogy

azt a novények (gyokér, hajtas) felveszik. A csokkenés egészen a tavaszi

nitrogén-fejtragyazasig tart, amely utdn a talajban mért EEQ értékek (3-4.

mintavétel kozott tortént) ugrasszeri novekedést mutatnak. A 9. és 10.

abran lathatjuk az értékeket.
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4.1.4 A kukorica (Zea mays L.) termesztése és vizsgalata

Szerves-

tragya

13. Abra: Folyamatébra a kukorica fejlodési és vizsgalati fazisairol

A kukorica vizsgalatat is a szantoteriiletekre juttatott higtragya EEQ
értékének a meghatdrozasaval kezdtik. Minden negyedévben
megvizsgaltuk a kijuttatott higtragyat és kiszamoltuk az EEQ értékét. A
higtragyat atlagosan 10% szarazanyagtartalommal juttattdk ki a
tertiletekre, igy az EEQ érték szamolasanal ezt is figyelembe vettiik. Ezt
kovette a talaj EEQ értékének, majd a ndvények gyokér, hajtas,
szemtermés ¢és a betarolt erjesztett tomegtakarmany (kukoricaszildzs)

értékének a meghatarozasa.

Kutatasunk soran 2 kontroll, 2 istallotragyazott és 4 higtragyazott
teriiletet vizsgaltunk meg. Osszesen 48 db talajmintat, 32 db
novénymintat, 16 db szemtermés- ¢és 8 db kukoricaszilazs mintat

vizsgaltunk meg.
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A higtragyazott teriiletekre 280 ¢és 360 kobméter kozotti higtragyat
juttattak ki hektaronként. Az istallotragyazott teriileteken 53 és 60
tonna/ha tragyat juttattak ki, mig a kontroll teriileteken nem tortént
szervestragya kijuttatas. A higtragya és istallotragya EEQ értékeit (12.

tablazat) az ¢lesztoteszttel hataroztuk meg.

12. Téblazat: A vizsgalt teriiletekre kijuttatott szervestragya mennyisége a

vizsgalt kultira vetése elott, és a teriiletekre kijuttatott szervestragya EEQ

értéke
Istallotragya
Szervestragya Kontroll (t/ha) Higtrdgya (m*ha)
kijuttatas K3 K4 T4 T5 V6 V7 V8 V9
0 0 53 60 360 280 | 350 320
EEQ érték (g/ha) | O 0 1055 |209,4 |122,5 |953 |184,2 |1684

A rendelkezéstlinkre all6 foldteriileteket a kukorica termesztése soran
IS probaltuk Ggy Osszevalogatni, hogy minél jobban hasonlitsanak
egymashoz. Agrokémiai szempontbol homok ¢és homokos valyog
talajokon végeztiik a vizsgélatainkat. A talajok humusztartalmat a gyenge
¢s j6 mindség kozé lehet besorolni (2. tablazat). Az 6sszes vizsgalt talajunk

kémhatasa gyengén lagos volt.

4.1.4.1. A kukorica talajmintdinak eredményei

A vizsgilt teriiletek EEQ értékei mind 1978 ng/kg felett kezdddtek,
majd az 1d6 eldrehaladtal szignifikdns csokkenés volt megfigyelhetd mind
a higtragyazott, mind pedig az istallotragyazott teriileteken (14. abra). A
harmadik mintavétel eldtt a kukorica sorkdzmiiveld kultivatorral
kultivatorozva lett, mely soran 150 kg/ha 27%-os nitrogénmiitragya is

kijuttatasra keriilt. A kukorica esetében nem figyeltiink meg EEQ érték
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emelkedést a miitragyakijuttatas utan (igaz, itt a hektaronkénti dozis 40,5
kg hatdanyag, mig az olaszperje esetében ez 68 kg/ha volt, tovabbi
tényez0, hogy az alacsonyabb dozis hatidsat a mitragya mészkoliszt-

tartalma tovabb mérsékelte).

s 4000

<, 3500 ~

=

Z 3000 Y4

g 2500

5 2000 -

o 1500

2 1000 -~ =~
500 M =

0

K3 K4 T4 T5 V6 V7 V8 V9
B ].mintavétel 1 3149 3645 3072 1978 2874 2147

2789 3495 2890 1774 2469 1975
1987 2780 2456 1510 1940 1320
1690 1865 1945 1156 1285 1002
1580 1912 1150 870 1205 997

¥ 2. mintavétel

¥ 4 mintavétel

o O O o o

7
0
= 3.mintavétel 0
0
0

¥ 5.mintavétel

14. Abra: A vizsgalt teriiletek talajainak EEQ értékei (SD<8%; ng/kg
légszaraz talajra vonatkoztatva, K3 és K4 — kontroll teriilet, T4 és
TS5 — istallotragyaval kezelt teriilet, V6-V9 — higtragyaval kezelt

teriilet)

Az istallotragyazott teriiletek koziil a TS, mig a higtragyazott
teriiletek koziil a V6 ¢és V8 teriiletekre tortént a legnagyobb
mennyiségli szervestragya kijuttatds. A talajmintdk eredményei is
megerdsitik ezt a tényt, ugyanis ezeken a teriileteken voltak a

legmagasabbak az EEQ értékek. Szervestragya kijuttatas
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szempontjabol a V7-es teriiletre keriilt a legkevesebb mennyiség. A

talajmintak eredményei ezt a tényt szintén megerositik.

4.1.4.2. A kuKkorica gyokerének eredményei

A ndvénymintak gyokerében a kontroll névényeknél 1075-t61 3240
ng/kg-ig terjedd Osztrogénkoncentraciot mértiink. Az istallotragyazott
teriileteken 2974-t61 egészen 8940 ng/kg-ig terjedd értékeket kaptunk (15.
abra). Hasonloan, mint az olaszperje esetében az istallotragyéazott
teriileteken minden alkalommal magasabb Osztrogénhatast mértiink, mint

a higtragyazott teriileteken.

9000
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0

K3 K4 T5 V6 V V8 V9

T4 7
H l.mintavétel 1173 1075 2974 3595 1782 3110 3780 2470

m2mintavétel 1390 1480 3346 4478 1806 3368 3840 2547
3.mintavétel 2946 2754 6790 6790 2224 5578 6846 5760
®4.mintavétel 3240 3190 8465 8940 7880 6554 7945 6794

EEQ érték ng/kg

15. Abra: A kukorica gyokerének EEQ értéke (SD<11%; ng/kg
szarazanyag, K3 ¢és K4 — kontroll teriilet, T4 és TS5 —
istallotragyaval kezelt teriilet, V6-V9 — higtragyaval kezelt teriilet)

A 3. mintavételtdl ugrasszerti emelkedés figyelhetd meg a kukorica

gyokerének EEQ értékeiben, tobb esetben megduplazodott az EEQ szint.
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A 3. mintavétel soran a kukorica mar elérte 1,5 méteres magassagot, ebben

az idészakban rendkiviil gyorsan fejlédik a ndvény.

4.1.4.3. A kukorica hajtas és szemtermés eredményei

A kukorica hajtds EEQ értékei a higtragyazott teriiletek esetében
voltak a legmagasabbak, 680-t6l1 1245 ng/kg értékeket mértiink. Ezt

kovette az istallotragyazott teriilet, de a kontroll teriileteken meért

Osztrogénhatas is magasnak mondhato, bar a tragyédzott teriiletekrdl

gyljtott novénymintaknal joval alacsonyabb (16. abra).

EEQ érték ng/kg
[oe)
o
S

K3
B |.mintavétel 665

= 2. mintavétel 752

3.mintavétel 877
4. mintavétel 575
®szemtermés 512

K4
420

495
680
525
485

T4
780

795
840
670
540

T5
845

880
967
715
620

V6
680

699
843
636
516

V7 V8 V9
847 1120 1080

864 1190 1140
941 1460 1315
1120 1245 1180
590 780 675

16. Abra: A kukorica hajtas és szemtermés EEQ értéke (SD<12%;

ng/kg szarazanyag, K3 és K4 — kontroll teriilet, T4 és TS5 —

istallotragyaval kezelt teriilet, V6-V9 — higtragyaval kezelt tertilet)

A kukorica szemtermés EEQ értékei kozott nem talaltunk szignifikans

Osszefiigést. A kontroll

teriiletek értékei nagyon hasonléak a

szervestragyazott teriiletekrdl vizsgalt kukorica EEQ értékeihez. Viszont
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3 higtragyazott teriiletnél (V7, V8, V9) magasabb értékeket mértiink, mint
a tobbi teriilet esetében. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a
kukorica gydkerében sokkal nagyobb mértékben raktarozodnak az

Osztrogénhatasu anyagok.

Annak ellenére, hogy a kukorica gydkerében akar 6-8000 ng/kg-os
értékeket is mértiink, a hajtas esetében a legmagasabb EEQ értékiink 1460
ng/kg volt. A gyokérrel felvett 6sztrogénmennyiségnek tehat csak egy
része keriil a novényi hajtasba €s a termésbe. Ez megfelel a szakirodalom
(Jobling et al., 2009) megallapitasainak. Feltételezésiink szerint az
emldsok ,,vér-agy gatjahoz” hasonldé mechanizmus miikddhet a gyokér és
a hajtas csatlakozasanal, mely megsziiri a gyokérbdl a hajtasba atjutod

anyagokat.

14. Tablazat: A vizsgalt teriiletekrdl betakaritott kukorica mennyisége

és EEQ értéke
Kijuttatott Novény EEQ értéke Betakaritasi EDC
Teriilet | EEQ/ha (g/ha) betakaritaskor (ng/kg) takarmany (kg/ha) | (mg/ha)

K3 0 575 39200 22,5
K4 0 525 31900 16,8
T4 105,5 670 37 400 251
T5 209,4 715 39500 28,2
V6 122,5 636 38700 24,6
V7 95,3 1120 32500 36,4
V8 184,2 1245 43100 53,7
V9 168,4 1180 43500 51,3

A kukorica esetében is kiszamoltuk a kapott EEQ értékek és a

teriiletekrdl lekertild takarmany mennyisége alapjan a betarolt EDC
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mennyiségét (14. tablazat). A kukorica esetében nincsen akkora kiilonbség

a kontroll és a szervestragyazott teriiletek kozott, mint az olaszperjénél.

Tomeget tekintve, sokkal nagyobb mennyiség keriilt betarolasra
hektaronként, mint az olaszperje esetében, de a novények EEQ értéke
alacsonyabb volt. A szervestragya tartamhatdsar6l ebben az esetben is
beszélhetiink, de sokkal kisebb mértékben, mint az olaszperjénél, ugyanis
egy nagysagrenddel nagyobb biomasszatomeg keriilt le a betakaritas

soran.

A kukorica betakaritdsa nyar végén, kora Gsszel tortént, ez az
1d6jarasi viszonyoktol és a kukorica érettségi allapotatol is fiigg. A ldbon
allo kukoricat silozzak, ahol az egyforma szecskaméret mellett a
kukoricaszemeket megroppantjdk a  jobb  emészthetOsége és

tapanyagfelszivodasa miatt.

A silokukoricat a telepre behordtdk ¢és a kijelolt siléfakkba
tomoritették, majd 1égmentesen lezartak. A tejsavas erjedés utan készen
allt a tomegtakarméany a tehenek etetésére. A fliszendzshoz hasonldan,
miutdn megnyitottdk a siloéfakkot, 6 alkalommal, kiilonb6zd helyekrol
(silofakk eleje, kozepe, vége) megmintaztuk €s meghataroztuk az EEQ

értékét (15. tablazat).

A Detakaritas el6tt vett hajtasmintak EEQ értékei is hasonlo
eredményeket mutattak, ami azt jelzi, hogy a tejsavas erjedés a kukorica
esetében sem befolyasolja az Osztrogének mennyiségét, nem csokkenti
azokat, annak ellenére, hogy 2019-ben a betarolast kovetd 190. napon,

2020-ban pedig 230-on mintaztuk a tarolot.
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15. Téblazat: A kukoricaszilazs EEQ értékei a vizsgalt években a
betarolastdl eltelt napok fiiggvényében

Minta megnevezése Betarolastol eltelt napok szima EEQ érték (ng/kg), SD
Kukoricaszilazs 2019/1 65 585+ 10
Kukoricaszilazs 2019/2 105 685 +24
Kukoricaszilazs 2019/3 190 620+ 18
Kukoricaszilazs 2020/1 100 770 £ 11
Kukoricaszilazs 2020/2 155 740 £ 14
Kukoricaszilazs 2020/3 230 710+ 7

Ying és munkatarsai (2003) megallapitasa szerint is az EDC vegyiiletek
anaerob kornyezetben nem bomlanak, de vizsgalataikat joval rovidebb kisérleti

id6 alapjan (2-81 nap) értékelték ki, mint a miénk.
4.1.4.4. Statisztikai értékelés

A korrelacioelemzés a kiillonb6z6 komponensek EEQ-értékei
kozott pozitiv kapcsolatot tart fel, mely a margindlisan szignifikans
gyokér-talaj osszefiiggés kivételével p<0,05 szinten szignifikéns 17. abra).
A szervestragya EEQ-értéke kozepes erdsségli, erdsen szignifikans
(p<0,001) korrelaciét mutat a vizsgalt komponensek EEQ-értékével a
kovetkezOk szerint: talaj — r=0,74; gyokér — r=0,51; termés — r=0,66; hajtas
—r=0,62. A talaj EEQ-¢értékének kapcsolata a kiillonbozé novényi részek
EEQ-értékével gyenge vagy elhanyagolhatd (gyokér — r=0,15, p=0,066;
hajtas — r=0,23, p<0,01; termés — r=0,31, p<0,05).

A ndvényi részek EEQ-értéke kozotti korrelacio egyediil a hajtas
¢és termeés kozott kozepes (r=0,74, p<0,001), mig a gyokér-hajtas (r=0,37,
p<0,001) és gyokér-termés (r=0,40, p=0,01) kapcsolat gyenge.
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Elmondhat6 tehat, hogy az olaszperjével ellentétben a kukorica
esetén nem rajzolodik ki a higtragya-talaj-gyokér-hajtas-termés sorozata a
korrelacidelemzésbdl: a két legerdsebb kapcsolattol (szervestragya -talaj,
hajtas-termés) eltekintve a korrelacié annal er0sebb, minél tavolabb esik
két komponens egymastol e logikai sorban. A szervestragya kijuttatasa
utan eltelt napok szama a talaj EEQ-érékével negativan korrelal (r=-0,38,
p<0,001), a novényi részek kozil a gyokérrel vald kapcsolat a
legjelentdsebb (gyokér — r=0,71, p<0,001; semleges korrelaciot mutat a
hajtas — r=0,08, p=0,346.

Vagyis a talaj nem mutat akkumulaciora utalo jelet, a novényi
részek viszont igen, még ha jellemzObben gyengébbet is, mint az az

olaszperje esetén megfigyelheto volt.
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17. Abra: A kukorica Pearson-féle korrelacioja

A kukorican végzett méréseink fékomponens-elemzése soran (18.
abra) a szervestragya, talaj, gyokér és hajtas EEQ-értéke altal kifeszitett
ordinéciods tér még az olaszperjés adatsornal megfigyeltnél is jobban képes
volt megragadni az adatokban rejld varianciat. Az els¢ fékomponens a
variancia 84,24%-at, mig az els6 két fékomponens egyiitt a 99,12%-at
magyarazza. Tanulmanyozasra, majd kovetkeztetések levondsara
alkalmas az adatpontok ¢és valtozok elsé két fékomponense altal
meghatéarozott ordinacids sik. Az olaszperjéhez hasonldan a kukoricanal is
teljesen elkiiloniil a kontroll a kezelt pontoktol, tovabba a kezelések is

jorészt elkiiloniilnek egymastol.
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A kezeléseknek mar az olaszperjénél megismert sorozataval (kontroll

— higtragyaval kezelt — istallotragyaval kezelt) leginkabb a talajban mért
EEQ-érték all pozitiv kapcsolatban. A gyokér EEQ-értéke erre merdleges,
igy kevéssé alkalmas a kezelések elkiilonitésére. A szervestragya €s a
hajtas EEQ-értéke az ordinacios sikkal nem parhuzamos, Iényegileg nem
jatszik szerepet az adatpontok elhelyezkedésének meghatdrozasaban. A
kontrollpontok mutatjak a legkisebb varianciat, melynél a higtragyaval és
az istallotragyaval kezelt pontok varianciaja Iényegesen nagyobb (e két

csoport variancidjdnak nagysaga ¢€s iranya kozel azonos).

A pontok variancidjat leginkdbb a kezelés/elsé mérés ota eltelt napok
szama, illetve a talaj EEQ értéke adja. Az eltelt napok szaméaval a gyokér

EEQ-értéke mutat pozitiv kapcsolatot, 6sszhangban a korrelacioelemzés
eredményével.
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18. Abra: A kukorica PCA modellezése
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4.1.5 Kovetkeztetések az élesztoteszt eredményeihez

Az intenziv Aallattarté telepekrdl kikeriild higtragya értékes
tapanyagokat tartalmaz, de a benne talalhato tobb veszélyes anyag miatt
(hormonok, gyogyszerek, tisztitoszerek) felhasznaldsa nagyobb

odafigyelést igényel.

Vizsgalataink sordn meghatdroztuk a higtragya osztrogénhatasat egy
intenziv tejeld szarvasmarhatelepen. A higtragya Utjat nyomonkovetve
figyeltiik a talajra és novényekre gyakorolt hatasat, ill. az EDC vegyiiletek
szintjének alakuldsat. Szeretnénk felhivni a figyelmet a potencialisan karos

Osztrogének taplaléklancon keresztiili felhalmozdodasanak veszélyére.

Kutatasunkbol levont kovetkeztetesek:

Az  intenziv  dllattart6  telepek  szervestragydja  az
Osztrogénszennyezések fo forrdsa. A természetes szteroid Osztrogének
valamennyi tagja kimutathatd6 mennyiségben taldlhaté meg a

szervestragyaban.

A szervestragya kijuttatasa soran a talaj pufferhatasa érvényesiil:
mind a tdpanyagokbol, mind a potencialis szennyez6kbdl bizonyos
mennyiség raktdrozodik, mely a késObbiekben tartamhatasként
érvényesiilhet, bizonyos mennyiséget a novények vesznek fel, és egy része
pedig a mélyebb talajrétegekbe és a talajvizbe tud bemosodni. Mind a talaj,
mind a fejtragyaként kijuttatott N-miitragya mésztartalma noveli a

pufferkapacitast, ellapositva ezzel az 6sztrogénszintet leird gorbét.

A novények szintetizaljak a fitodsztrogéneket, de aktiv és passziv
modon is képesek felvenni exogén eredetli 6sztrogéneket. Az dsztrogének

hidrofob és lipofil tulajdonséagai viszonylag konnyt atjutast biztositanak a
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novényi membranokon. A ndvények képesek elraktirozni az
Osztrogéneket a gyokeriikben, hajtasukban és a termésben is. Feltételezziik
egy mechanizmus létezését, amely a gyokérbdl a karos anyagoknak csak

egy részét engedi at a hajtas felé (a ,,vér-agy gat” -hoz hasonloan).

Abbol a szempontbol is vizsgaltuk a ndvényeket, hogy az EDC
vegyiiletek felvétele okoz-e fejlodési rendellenességet. Semmilyen lathato
tiinetet, fejlodési rendellenességet nem tapasztaltunk a ndvényi

kultarakban.

Ennek ellenére a taplaléklancba is bekeriilhetnek az EDC

vegyiiletek olyan mennyiségben, amely mar aggodalomra adhat okot.

4.2 Invivo Zebradanié teszt eredményei

Most ratérnék az in vivo kiegészit6 dsztrogénhatas vizsgalat soran
kapott  eredményekre, melyet a MATE  Akvakultara ¢és
Kornyezetbiztonsagi Intézet munkacsoportjaval kdzosen végeztiink, Dr.
Csenki-Bakos Zsolt vezetésével. A témaban azt részletesen feldolgozo
doktori disszertacio is késziilt, ezért jelen értekezésben csak kiegészitd
vizsgalatként szerepel. A kutatocsoport mar tobb kozds publikaciot

jelentetett meg (lasd publikacios jegyzEk).

Fontosnak tartottuk, hogy a mintdink Osztrogénhatisat €16

szervezeten is leteszteljik, igy teljes képet kapva azok hatdsarol.

4.2.1. A mikroinjektalason alapul6 halembridtesztek eredményei

A halvizsgélatokhoz 4 kiilonb6z6 helyrdl gyjtott folyékony és
tiledékfazist iszapmintat vizsgaltunk transzgénikus zebradanié embridkon
a kidolgozott mikroinjektalds ¢és értékelési protokoll szerint.

Altalanossagban elmondhat6, hogy az Osszes vizsgalt higtrigyaminta
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esetében a tuléld larvak szama elegendd volt az Osztrogénhatas
meghatdrozasahoz. A transzgénikus halmodell segitségével Osztrogén

pozitiv mintakat talaltunk mind folyékony, mind az iszap fazisban is (19.
abra).
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19. Abra: Az integralt denzitas (ID) értékek a Tg(vtgl:mCherry)
transzgenikus zebradanid larvak majaban 1évé fluoreszcens jelek
intenzitasabol szarmaznak négy tejeld szarvasmarha teleprol vett
higtragya minta mikroinjektalasa utan. A nagy szoras miatt az ID
értékeket egy cut-off képlet segitségével értékeltik ki. A 32
vizsgalt minta eredményei alapjan Osszesen 20 minta mutatott
Osztrogén hatast hallarvdkban. Az 0Osztrogén pozitiv mintak

csillaggal vannak jelolve.
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Az élesztd ¢és halteszt eredményei kozott 62,5%-os egyezés
mutatkozott, ami a mintdk Osztrogénhatasat jelzi. A 32 vizsgalt mintabol
Osszesen 12 minta nem mutatott 6sztrogénhatast a halembri6 vizsgélatok
soran, az integralt denzitas (ID) értékek alapjan. A folyékony fazisbol a K
¢s a V helyli mintak koziil csak egy nem volt 6sztrogén hatasa (K1 és V3
mintak). A K1, K3, S4, V2, V4 ¢s SZ1 iiledékfazisi mintak azonban
Osztrogén hatastak voltak. Az ID értékek nagy eltéréseket mutatnak az
egyes kezeléseken beliil, és a fent emlitett egyéni érzékenységi
kiilonbségek a higtragya esetében sokkal jelentdsebbek voltak az egyes
hatéanyagokhoz képest.

Az altaldnosan hasznalt statisztikai modszerek a nagy szordsok miatt
nem tintek alkalmasnak az Osztrogenitds meghatarozasara. Ezért az
adatokat eldszor a Kruskal-Wallis analizissel értékeltik ki Dunn
tobbszords Osszehasonlitd tesztjével, de annak ellenére, hogy a kezelt
embriok koziil sok vizudlisan megfigyelhetd volt, és egyértelmil
fluoreszcenciat mutatott a majban, a teszt negativ eredményt adott tobb
esetben is. A cut-off képlet (Classen et al., 1987; Lardeux et al., 2016)
sokkal alkalmasabbnak tiint az eredmények értékelésére, mivel ebben az
esetben az Osztrogenitds Osszhangban van a vizudlisan megfigyelt

fluoreszcenciaval.

Az eredményeket tovabb vizsgalva lathat6, hogy egyes mintak
esetében a kapott ID-értékek alacsonyabbak voltak, mint a kontroll
integralt stiriségeredmények (9,274+0,7403). Explicit csokkenés csak az
iiledékmintdk esetében volt megfigyelhetd (S2: 0,02429+0,01991; S3:
0,03094+0,02778; SZ2: 0,06967+0,07831; SZ4: 0,06502+0,085). Az

embriok vitellogenin termelését a maj fejlddési stadiuma €s szerkezeti
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integritasa hatarozta meg (Bakos et al., 2019; Csenki et al., 2020; Faisal et
al., 2020).

Az embriok majarol késziilt reprezentativ képek egyértelmiien azt
mutatjak, hogy azokban az esetekben, ahol az integralt denzitas értékek
lényegesen alacsonyabbak voltak, a maj alakja és mérete eltért a
kontrollétol, ami arra utal, hogy a mdj érzékeny az expoziciora (20. abra).
A méj méretének csokkenése a majgyulladas, degeneracio és nekrdzis
kovetkezménye lehet, amit a méj jellegzetes szinvaltozasa is igazol (He et
al., 2013; Wolf és Wheeler, 2018; Zhang et al., 2016). Ezek a hatasok
csOkkenthetik a fluoreszcenciat, ennek ellenére a minta dsztrogén hatasu
lehet. A modszer viszonylag 10, és a tovabbfejlesztése sordn érdemes
figyelembe venni az embridk vegyszerekkel szemben mutatott rendkiviili

érzékenységet.

Kontroll Sz3 (F) V1 (F) S3 (Sz) Sz4 (Sz)

20. Abra: Reprezentativ Bright Field (BF) és fluoreszcens (mCherry)
képek a kezelt Tg(vtgl:mCherry) zebradanié larvak majabol. A
fehér vonallal jelolt méj méretének, szinének és alakjanak jelentds

valtozasai a kontrollhoz képest azt mutatjak, hogy azokban az
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esetekben, amikor nem volt megfigyelhetd fluoreszcens aktivitas,

az injektalt minta majkarosodast okozott.

Azokban a mintakban, ahol szignifikdns fluoreszcens jelet
¢észleltiink, az embridk mdja nem mutatott szamottevd -eltérést a
kontrollhoz képest, igy feltételezhetd, hogy ezek a mintdk alacsony
toxicitast mutattak az embridkra nézve. T6bb tanulmany is Kimutatta, hogy
a vizi kornyezetekben tortént dsztrogénszennyezes aggodalomra ad okot,
mivel karosan befolyasolhatja a vizi vadon ¢l6 allatok, kdztiik a halak

al., 2011; Mills és Chichester, 2005; Sumpter, 2005).

A kornyezetbe keriild tragya valddi 0sztrogén hatasat tobb tényezd
befolyasolja, pl. az dsztrogén vegyiiletek relativ ardnya és mennyisége, a
vegyszerek  vizben vald6 oldhatosdga és felezési ideje, a
mikroorganizmusok biotranszformacioja ¢és biologiai lebomlasa,
kolcsonhatasok mas EDC vegyiiletekkel, a talaj és a viztestek
tulajdonsagai, a kornyezeti €s éghajlati viszonyok, fény intenzitas, oxigén
szint stb. (Adeel et al., 2017; Biswas et al., 2013; Ma et al., 2016). Emellett
szamos egyéb vegyiiletet is tartalmaz, amelyek nem feltétleniil birnak
hormonalis hatassal, azonban toxikus hatasaik révén a vitellogenin-
termelést is befolydsolhatjak, amit az eredményeink is bizonyitanak.
Osszefoglalva, a  Tg(vtgl: mCherry) embriokra kifejlesztett
mikroinjektalasi modszer alkalmas folyékony és tiledék mintak 6sztrogén
hatasanak vizsgalatara. Az oldoszercsere utan az YES tesztekhez készitett
kivonatok alkalmasak voltak az injektalasi kisérletekhez, igy azonos

feltarasokbol késziiltek a vizsgalatok.
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Az embrid teszt egyértelmiien igen/nem valaszt adott a minta
Osztrogén hatdsara, azonban a teszt iddtartama szignifikansan hosszabb
volt, mint a YES teszté. A két modszer egyiittes alkalmazésa rendkiviil
hatékony szlirési megkozelitést biztosit, ahol a gyors YES teszt
eredményeit az 0j In Vvivo vizsgalati modszer értékes adataival
egészithetjiik ki, lehetévé téve a mintdk Osztrogénhatasanak és

toxicitdsdnak komplexebb kiértékelését.

4.2.2. Kovetkeztetés a zebradanio tesztekhez

Az allattartd telepekrdl szarmazd melléktermékek, beleértve a
szervestragyat is, az egyik legjelentdsebb Osztrogén szennyezd forrds a
kornyezetben. Ezek a melléktermékek dsszetett matrixokkal rendelkeznek,
ezért kiegészitd in vivo és in vitro tesztekre van sziikség valodi 6sztrogén

hatasuk vizsgalatahoz.

A transzgenikus modellek rendkiviil elénydsek lehetnek, ezért
ebben a vizsgalatban egy in vivo és egy in vitro transzgenikus modellt
alkalmaztunk négy, eltérd tulajdonsdgokkal rendelkezd tejeld
szarvasmarha telep tragyamintdinak vizsgalatira. A két vizsgalati
modszerrel meghataroztuk a mintdk dsztrogenitasat, valamint feltartuk a
két modell kombinalhatosagat. Az elsé in vitro teszteket klasszikus YES
teszttel végeztiik, genetikailag modositott Saccharomyces cerevisiae

modell segitségével.

A YES teszt eredményei alapjan 0j vizsgalati modszert dolgoztunk
ki egy Tg(vtgl: mCherry) transzgénikus zebradani6 embridmodellhez,
ahol az expoziciét mikroinjektalassal végeztiik a hipoxia masodlagos
tiineteinek kikiiszobolésére, amelyek normal vizes expozicid soran

jelentkezhetnek szerves anyagot tartalmazo kivonatok jelenlétében. A
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YES teszt soran az 6sszes minta pozitiv lett, fiiggetleniil att6l, hogy a minta

folyékony vagy iiledékes fazisbol szarmazik.

A YES teszttel kimutatott EEQ értékek a szakirodalommal
Osszhangban olyan nagysagrendeket jeleztek, amelyek mar potencialis

kornyezeti kockazatot jelenthetnek.

Az embridk nagy érzékenysége miatt a halteszt a YES teszttel
ellentétben elsdsorban csak igen-nem valaszokat tudott adni az 6sztrogén
hatas kimutatasakor. Komplex szervezetként azonban alkalmas volt a
mintdk  szubletalis  toxicitasdnak, els6sorban a hepatotoxicitas
kimutatésara is, kiegészitve a YES teszt eredményeit. Osszefoglalva, a két
modszer egyiittes hasznalata hozzasegithet a biztonsagos higtragyaalapt

vizhasznositdshoz, annak kezeléséhez €s a kornyezetvédelemhez.

4.3. Analitikai tesztek eredményei
4.3.1. A higtragyamintak analitikai eredményei

Vizsgalataink soran 5 db szteroid dsztrogént (E1, 178-E2, 170-E2, 17a-
EE2, E3), 3 db ivarzasindukalé hormonkészitmény-hatdanyagot (D-Phe6-
gonadorelin, kloprosztenol, dinoproszt-trometamin) és 2 db kisérévegyiiletet

(klorkrezol, benzil-alkohol) vizsgaltunk UHPLC méréssel a higtragyabol.

32 db higtragyamintat vizsgaltunk meg Ultranagy-hatékonysaga
folyadékkromatografia - fluorescens detektor (UHPLC-FLD) modszerrel. Az
Osszes mintankbol kimutathato volt legalabb egy az dsztrogéncsoportba tartozo
vegyiilet, melynek értékeit a 4. szamu melléklet tartalmazza. Az ivarzasindukalo
gyogyszerek koziil (D-Phe6-gonadorelin, kloprosztenol és dinoproszt-
trometamin) €s a vizsgalt kisér6anyagok (klorkrezol, benzil-alkohol) a kimutatasi

hatar alatt volt az 6sszes minta esetében. E3-mat a mintak 100% tartalmazott,
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170-E2-t a mintak 78%-a, mig 17p-E2-t a mintak 66%-bodl tudtunk kimutatni. E1

és 170-EE2 a kimutatasi hatar alatt volt.

Jobling és munkatarsai (2009) kimutattdk, hogy a kémiai analitikai
mérések és az élesztoteszt soran kapott 6sztrogénaktivitas (EEQ) nem korrelal jol
az egyes szteroid Osztrogének mért analitikai koncentracioival (Jobling et al.,
2009). Bar vizsgalataink soran kdzvetlen dsszefiiggést mi sem talaltunk, azonban
bizonyos tendenciak megfigyelhetok: a YES teszt eredményei alapjan névekvo
tendencia bontakozott ki 2017-t61 2020-ig. Ezt a névekv tendenciat az analitikai
mérések soran is megfigyeltilk. Magyarazatként az szolgal, hogy 2018 masodik
felében tortént szaporitasi protokollvaltas a telepen, melynek kovetkeztében

nagyobb mennyiségben alkalmaztak ivarzasindukal6 gydgyszereket.

Az analitikai mérések eredményeibdl szembetiinik (4. sz. melléklet),
hogy a 2018-as év masodik felétdl volt kimutatasi hatar felett a 173-E2 és a 17a-
E2 is ettdl az iddponttol folyamatosan eléfordult a mintakban. Az E3 értékei nagy

szorast mutatnak az évek és negyedévek soran.

A higtragya iszap frakciojahoz minden esetben magasabb értékek
tartoztak: a 17B-E2 jellemz6en hat-hétszer magasabb koncentraciéban van jelen,

mint a folyékony frakcioban.

4.3.2. Az olaszperje analitikai eredményei

A mérésekhez a YES teszthez el6készitett, majd membranszlirén

atszlrt mintakat hasznaltuk fel.

4.3.2.1. Talajmintak eredményei

Az UHPLC mérés eredményei E1 és 170-EE2 mindkét kontroll és
valamennyi minta esetében a kimutatdsi hatar alatt voltak. Az o-E2
jellemzdéen kimutatdsi hatar alatt volt, minddssze néhany véletlenszeru

kivétellel. B-E2-t az istallotragyazott teriiletek valamennyi mintajabol ki
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tudtunk mutatni 0,9 és 1,6 ng/kg értékhatarok kozott, melyeket a 5. szamu
melléklet tartalmaz. A higtragyazott teriileteken vagy kimutatdsi hatar
vagy 1 ng/kg alatt volt a B-E2 értéke. A kontroll teriiletek esetében az E3
kimutatasi hatar alatt volt, de valamennyi kezelt teriilet valamennyi
mintavétel sordn értékelhetd eredményt adott. Legmagasabb értéke a
legnagyobb mértékben istallotragyazott teriilet (T3) volt valamennyi minta
esetében (a magas E2 értékhez a teriilet alacsony mésztartalma is
hozzajarulhatott, lasd 7. tablazat). Jellemzd tendencia, hogy egy kdzepesen
magas ¢értékrél (l.mintavétel) az E3-értékek alacsonyabb értékre

csokkennek, majd a tenyészidszak végére ismét emelkedésnek indulnak.

4.3.2.2. Gyokérmintak eredményei

Az UHPLC mérés eredményei El, 170-E2 és 17a-EE2 mindkét
kontroll és valamennyi minta esetében a kimutatési hatér alatt voltak. A B-
E2 értékei a legtobb esetben szintén kimutatdsi hatar alatt voltak, de a
tenyészidOszak vége felé (istallotragyéazott teriileteken 3-4. mintavétel,
higtragyazott terlileteken 4. mintavétel) alacsony, de értékelhetd
eredményt kaptunk, melyeket az 6. szamt melléklet tartalmaz. Az
istallotragyazott teriiletek eredményei minden esetben alacsonyabbak
voltak. Valdszinii ok, hogy a ndvény csak a tenyészidd végére akkumulalt
olyan mennyiséget, hogy az meghaladja a kimutatasi hatart. E3 esetében a
kezelt teriileteken mindig csak az utols6 vagy utolsé két mintavétel adott
értékelhetd eredményt jelezvén a novényi akkumuldciot, mely csak a

tenyészidOszak végére érte el a kimutatasi hatar feletti értéket.

4.3.2.3. Hajtasmintak eredményei

Az UHPLC mérés eredményei El, a-E2 és 170-EE2 mindkeét

kontroll és valamennyi minta esetében a kimutatasi hatar alatt voltak. A p-
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E2 értékei a kontroll mintakban kimutatasi hatar alatt voltak, a kezelt
teriileteken valamennyi mintavétel értékelhetd eredményt adott. A
tendencidk a kovetkezok: az elsd két mintavétel esetében valamennyi
higtragyazott teriilet 1 pg/kg koriili vagy inkabb alatti B-E2 értéket
mutatott, mig az istallotragyazott két teriilet mintai joval e feletti (1,7
ng/kg) értéket mutattak. A kiilonbség a 3. mintavételre csokkent, a 4.
mintavételre pedig eltiint és a higtragyazott teriilet B-E2 értéke legalabb
utolérte vagy meghaladta az istallotragyazott teriilet B-E2 értékét, melyet
a 7. szamu mellékletben lathatunk. (A YES teszt még ennél is nagyobb
aranyu novekedést mutat). E3 esetében valamennyi mintateriilet elsé vagy
els6 két mintavétele kimutatasi hatar alatt volt, azonban a 3. és 4.
mintavétel minden esetben értékelheté eredményt adott, méghozza

jelentésen ndvekvod tendenciat mutatva minden esetben.

4.3.2.4. Fiiszenazs eredményei

A 2020-as vizsgalatok szerint az erjesztett fliszendzs magas (19
ng/kg) 17B-E2 tartalmt volt. Alacsonyabb értékkel, de a 17a-E2 és E3-at
is Ki tudtuk mutatni (4,2 ill. 4 ug/kg), E1-et is sikeriilt kimutatni. A 2019-
es vizsgalatokra is egyértelmiien a 178-E2 dominalt, mig a tobbi

vegyliletre random eredményt kaptunk (11. sz. melléklet).

4.3.3. A kukorica analitikai eredményei

A mérésekre a YES teszthez el6készitett, majd membransziirén

atszirt mintakat hasznaltuk fel.

4.3.3.1. Talajmintak eredményei

Az UHPLC mérés eredményei E1 és 170-EE2 mindkét kontroll és

valamennyi minta esetében a kimutatasi hatar alatt voltak. A 17a-E2-re
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jellemzdéen az els6 vagy madasodik mintavételnél kaptunk értékelhetd
eredményt, bar nagyon alacsony értékben. A tobbi mérésnél kimutatasi
hatar alatt voltak az eredmények (8. sz. melléklet). Ez azt feltételezi, hogy
vagy a kulturnévény veszi fel, vagy pedig a talaj kémiai €s biologiai
folyamatai atalakitjadk. Ugyanez a tendencia figyelhet6 meg a 17B-E2
esetében: az elsd két mintavételre kapott kdzepes vagy alacsony értékek, a
3-4. mintavételre a kimutatasi hatar kozelébe, vagy akar az ala
csokkennek. Az E3 esetében is egy magas kezdeti értékrol istallotragyazott
terlileteken kozepes, mig higtragyadzott teriileteken alacsony értékre

csOkken.

4.3.3.2. Gyokérmintak eredményei

Az UHPLC mérés eredményei El, 170-E2 és 17a-EE2 mindkét
kontroll és valamennyi minta esetében a kimutatési hatar alatt voltak. A
17B8-E2 esetében az istallotragyazott teriiletek 1. mintavétele, a
higtragyézott teriiletek 1-2 mintavétele 1 pg/kg alatti értékeket adott. A
novényi akkumulaciot jelzi, hogy a 2. és 3. mintavételt kdvetden
ugrasszerien megndének az eredmények (9. sz. melléklet). Erre a
folyamatra a nitrogén fejtradgyazas minden bizonnyal hatassal van, hiszen
az eredmények emelkedése ezt kovetden indult meg. Hasonld tendencia

figyelheté meg az E3 esetében magasabb szamértékekkel.

4.3.3.3. Hajtasmintak eredményei

Az UHPLC mérés eredményei El, 170-E2 és 170-EE2 mindkét
kontroll és valamennyi minta esetében a kimutatdsi hatar alatt voltak. A
17B-E2-re nem minden minta esetében kaptunk értékelheté eredményt,
minden esetben 1 pg/kg alatti, tobb esetben kimutatasi hatar alatti szintet

mértiink, melyekbdl tendenciat nem tudtunk értelmezni. Az E3 esetében
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alacsony értékeket kaptunk, azzal a tendencidval, hogy az értékek az 1. és
2. mintavétel kozott alig valtoztak, alacsonyak voltak (10.5z. melléklet). A
nitrogénfejtragyazas utan azonban ugrasszerien emelkedtek, ezért a 3.
mintavétel értékei mintegy dupldjat mutatjak, mint a 2. mintavételnél.
Késbébb a novekedés iiteme csokken, a szemtermésben jellemzden nagyon

alacsony értékek vannak a kimutatasi hatar kozelében.

4.3.3.4. Termés (szemtermés és kukoricaszilazs)

A kukoricaszem esetében mind 2019-ben és 2020-ban is csak az
E3-t tudtuk kimutatni a vizsgalt vegyiiletek koziil (istallotragyaval kezelt
teriilet estében 0,3 pg/kg értéket, mig higtragyaval kezelt teriileteken 0,1
és 0,3 pg/kg kozotti értékeket mértiink, (10. sz. melléklet)). A tobbi
vegyiiletre kimutatasi hatar alatti értékeket kaptunk. Kukoricaszilazs
esetében mind 2019-ben és 2020-ban a 17B-E2 dominalt, viszonylag
magas (7,6 és 10,8 ng/kg) értékkel. 17a-E2-re kdzepes (1,7 és 2,2 ng/kg)
kaptunk. A tobbi vegylilet kimutatasi hatar alatt volt (11. sz. melléklet).

4.3.4. Kovetkeztetések az analitikai mérésekhez

Az UHPLC-vizsgalatok soran az ivarzasindukald gyogyszereknek
sem a hatéanyagait, sem a segédanyagait nem tudtuk kimutatni,
valamennyi a kimutatasi hatar alatt volt. Ez azt jelzi, hogy a beinjektalt
anyagok mindegyike metabolizalodik, direkt modon egyik sem jelenik
meg a higtragyaban. Erre utal az a tény is, hogy egy tipikus metabolit (E3),

valamennyi mintabol kimutathato volt.

Az ivarzas minél nagyobb mértékii programozasa érdekében a
telepen megduplaztdk a felhasznalt hormoninjekciok mennyiségét. Ez,

mint tendencia, a higtragya mintak vizsgalata soran kimutathat6 volt.
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A ndvénymintdk esetében, biologiai mintdk 1évén, kevésbé az
egzakt szamértékek, sokkal inkabb a tendencidk a relevansak. Jellemzd
tendencia, hogy a kijuttatott tragya EDC-tartalma csokkend tendencidval
atkeriil a novénybe, €s ez egészen a tavaszi N-fejtragyazasig tart. Ekkor
mérheték a legalacsonyabb értékek. A fejtragyazas hatasara jelentOs
novekedés indul meg, melynek soran az EDC vegyiiletek

felhalmozésa/termelése (fitoosztrogének) jelentésen megnd.

4.4, Toxikologiai tesztek eredményei

A toxikoldgiai vizsgélatok sordn 4 tesztszervezet (baktériumok,
kisrakfélék, alga és ndvényi magvak) segitségével hataroztuk meg a
higtragya toxikus hatdsat. Kiilon vizsgaltuk a szeparalt és a nem szeparalt

higtragya hatasat a kivalasztott tesztszervezetekre.

4.4.1. Toxikologiai eredmények kezeletlen higtragyaval (szeparator

hasznalata nélkiil)

A kezeletlen higtragya EEQ értéke 390 + 40 ng/l volt. Az altalunk
vizsgalt higtragya tapanyagtartalmat tekintve atlagosnak mondhato.
Szeparator hasznalata el6tt a higtragya jellemzdi a kovetkezdk voltak:
szarazanyag tartalom: 20 g/l; pH: 7,15; 6sszes nitrogéntartalom: 0,98 g/1;
ammonium-nitrogén: 0,25 g/l; nitrit-nitrat-nitrogén: 0,50 g/1; foszfor: 0,23

g/l; kalium: 0,63 g/1.

Minden toxikoldgiai tesztet higitatlan, 10x, 50x, 100x, és 500x-0S
higitdssal végeztiink. A toxikoldgiai vizsgalatokhoz csak a nyari
1ddszakbdl szarmazo mintdkat gyiijtottiink, ugyanis ebben az iddszakban

locsoljak a higtragya legnagyobb mennyiségét a szantoéfoldekre.
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A két talajbaktérium és a Daphnia akut teszt mindegyike
érvényesnek tekinthetd, mivel a kontroll Daphnia-teszt esetén az
immobilizacid 10% alatti (0%) volt, és a kalium-dikromat 24 6ras ECsg
érteke a 0,6 mg/l és 2,1 mg/l (1,56 mg/l) tartomanyon beliil volt. A
talajtoxicitasi vizsgalatok soran a pozitiv kontroll (10 mg/l rézoldat) teljes
gatlast mutatott, a negativ kontroll pedig szaporodést. Ebben a harom
tesztben nem mutatott a higtrdgya semmilyen negativ hatast a

tesztszervezetekre.

Az alganovekedés-gatlasi teszteket is érvényesnek tekintettiik. A
72 oras tesztidészak utan a kontrollban a biomassza 27%-es novekedést
mutatott, a pH értéke a kiilonbozd higitasokban nem valtozott 1,5-nél
nagyobb mértékben a tesztidoszak alatt. Az algandvekedés-gatlo teszttel
végzett eldzetes tesztelés azt mutatta, hogy a felhasznalt higitasok (10 x,
50 x, 100 x ¢és 500 x) nem alkalmasak tovabbi szamitasokra, mert a
higitatlan, eredeti minta és a kdvetkezd higitas (10 x) kozotti kiilonbségek

kivételesen magasak voltak.

A novekedésgatlas a higitatlan folyékony higtragyaban 93%, mig
a 10-szeres higitasban csak 5% volt (ez nem tekinthetd valodi gatlasnak).
A fenti okok miatt a 2x-es, 4x-es, 6x-0s €s 8§x-0s higitasokat teszteltiik. A
higitatlan szuszpenzidban 93%-o0s gatlas volt tapasztalhato, a 4x-es higitas
67%-o0s gatlast mutatott, a 10x-es higitds pedig hasonlé eredményeket
adott, mint a kontrollminta. A szdmitott ED1o érték 9,3x higitasnal volt, a
95%-o0s also konfidenciahatar 37,7; a 95%-os felsé konfidenciahatar 6,1.
A szamitott EDso érték 4,1x higitasnal volt, 95%-0s als6 konfidenciahatar
6,3; 95%-os felsO konfidenciahatar 2,2.
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A fitotoxicitasi tesztek soran a magok elérték a 70%-os csirdzasi
aranyt és a gyokér novekedése a kontroll lemezeken elérte a 30 mm-€s
novekedést, igy a teszteket érvényesnek tekintettiik. A higitatlan higtragya
felhasznalasaval 14-45%-os gatlast mértliink a fehér mustar, kerti zsazsa,
hajdina és tritikalé esetében. A 10x-es higitdsok majdnem ugyanazt az
eredményt adtdk, mint a higitatlan minta. A fehér mustar, kerti zsazsa és
hajdina 50x-es higitasai, valamint a tritikdlé 100%-os higitasai adtak
negativ eredményt. A cirok nem volt érzékeny, €s a higitatlan higtragya
egyenesen serkentette ennek a ndvénynek a ndvekedését (30%-0s
stimulacid) (14. tablazat). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy azokat a
teriileteket, ahova rendszeresen nagy mennyiségli higtragyat juttatnak ki,

érdemes els6 kultiraként cirokkal hasznositani.

4.4.2. Toxikologiai eredmények Kkezelt higtragyaval (szeparator

hasznalata utan)

A kezelt higtragya EEQ értéke 3 + 0,3 ng/l. Szeparator alkalmazasa
utdn a higtragya beltartalmi értékei a kovetkezOképpen valtoztak:
szérazanyag-tartalom: 0,9 g/l; pH: 7,14; 6sszes nitrogéntartalom: 0,39 g/I;
ammonium-nitrogén: 0,07 g/lI; nitrit-nitrat-nitrogén: 0,30 g/1; foszfor: 0,13
g/l; kdlium: 0,41 g/l. Az eredményekbdl lathatd, hogy a szeparator a
szarazanyag-tartalmat 95,5%-kal, az dsszes nitrogéntartalmat 60,2%-kal,
az ammonium-nitrogéntartalmat 72,0%-kal, a nitrit-nitrat
nitrogéntartalmat 40,0%-kal, a foszfort 43,5%-kal, a kaliumtartalmat
35,0%-kal csokkentette.

A Daphnia akut immobilizacios teszt és a két talaj-mikrobiologiai
teszt hitelesnek tekintheté (lasd fent), melynek soran a higtragya

semmilyen negativ hatast nem gyakorolt a tesztszervezetekre.
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Az alga novekedésgatlasi teszt, melynek sordn higitatlan és higitott
higtragyat is hasznaltunk, negativ eredményt adott. Higitatlan higtragyaval
97,5 %-os értéket kaptunk az alga relativ sejtndvekedésére, amely a 10%-
os gatlasi szint (ED1o) alatt van, mely megfelel a NOEL értékének. A
higitasi sorra 2,5%-os gatlast, illetve 3-16 %-os serkentést tapasztaltunk.

A 16 %-os serkentés pozitiv hatast jelent az algdk ndvekedésére (21. abra).

A Phytotoxkit mikrobiologiai teszt esetében valamennyi
csiraztatasi teszt hitelesnek tekinthetd (lasd fent). A ciroknal valamennyi
higitas esetében serkentést kaptunk, melynek maximumat, 60 %-0S
serkentést, a higitatlan minta adta. A kerti zsazsa esetében 53 %-o0s, mig a
fehér mustar esetében 18 %-os gatlast kaptunk a 10x-es higitas esetében,
de a tobbi higitasi értéknek sem pozitiv, sem negativ hatasa nem volt a
csirdzasra. A tobbi novény (pohanka, tritikalé) ndvekedése a kontroll

kozelében volt, valamennyi higitas esetében (14. tablazat).
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4.4.3. Statisztikai értékelés

Osszefiiggést allapitottunk meg az immobilitisra és novekedési
aranyokra gyakorolt hatas, valamint az alkalmazott koncentraciok kozott.
A tanulmanyhoz az amerikai Kornyezetvédelmi Ugyndkség (US
Environmental Protection Agency) Probit programjat (verzidoszam 1,5)
hasznaltuk az ED (effective dilution, hatasos higitas) értékei és ezek 95%-
os megbizhatdsdgi intervalluméanak kiszamitdsdhoz (EPA1999).
Kiszamitasra keriilt a hatasos higitas kozépértéke (EDso) a Daphnia
immobilizacids teszt esetében, valamint a 10%-os gatlashoz tartozo

hatésos higitas a baktérium- ¢s algatesztek esetében.

Az EDso érték az adott anyagnak arra a higitasi ardnyara utal, amely
altal a kivaltott hatds mértéke éppen féluton van az alap- és a maximalis
értek kozott. Ezzel szemben az ED1o értéke arra a higitasra utal, amely a
vizsgalt hatast a tesztorganizmusok 10%-anal valtja ki az expozicios id6
utan. A Phytotoxkit mikrobioldgiai tesztek esetében a hatastalan higitas
értékeit (még nem-észlelhetd hatashoz tartozod koncentracio, no-effect
level, NOEL) szintén megadtuk. A NOEL értéke a higtragya azon
legmagasabb dozisa vagy koncentracidja, amely még nem okoz észlelhetd
toxikus tiineteket a tesztndvényeken (ISO 8692, ISO 6341, MicroBioTest
2018).

4.4.4. Kovetkeztetések a toxikologiai vizsgalatokhoz

A toxikologiai vizsgalatok jol tiikrozik a higtragya kornyezetre
gyakorolt hatasat. A kiilonboz6 tesztszervezetek pedig egy atlathato képed
adnak a kezelések hatasairol. A cirok kivételével minden ndvény
koriilbeliil  25%-0s csirdzasgatlast mutatott a szeparalds nélkiili

higtragyaban. Egyik higitas sem adott 50%-ndl nagyobb gatlast (10-
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45,2%). Ha szennyvizet néznénk, ez jO eredmény lenne, de a
mezdgazdasagban a gazdalkodok arra térekednek, hogy az 6ntdzovizként
is hasznalt higtragya termésndvekedést okozzon, anélkiil, hogy negativan
hatna a névényekre, sot a higtragya tapanyagtartalma elméletileg serkenti

is a ndvények novekedését.

A cirok kivételével egyik novény sem mutatott serkentd hatast (22-
23 abra). A szeparalt higtragyaval kezelt hajdina, tritikalé, kerti zsazsa és
fehér mustarmagok gyokérhossza nem mutatott szignifikans eltérést a

kontrollemezeken 1évé magvaktol.
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higtragya kiilonboz6 higitasaiban
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22. Abra: Kiilonboz6 magvak relativ csirdzasi aranya (%) higitatlan

szeparalt és nem szeparalt higtragyaban

A higitasi sorokhoz meghataroztuk a NOEL-t, melyet a 23. abran
szemléltetlink. Az érzékenynek tartott fehér mustarhoz képest mind a kerti
zsdzsa, mind a hajdina és mind a tritikalé érzékenyebbnek bizonyult szinte
valamennyi higitas esetében. A cirok csirandvény a higtragya valamennyi

higitasa esetében serkentéssel reagalt.

Az algandvekedés-gatlo teszt €s a fitotoxicitasi tesztek eredményei
kihangsulyozzak a higtragya szeparalasinak a fontossagat ¢és
hatékonysagat. E  technologia segitségével a  mezdgazdasag
termelékenyebb lehet, viszont tdpanyag-gazdilkodds szempontjabol
fontos, hogy a szanto6foldi kijuttatasra szant higtragya mennyiségét
optimalis szinten hatarozzuk meg. A higtragya a tapanyag- ¢és
szervesanyag tartalma miatt elény0s a ndvénytermesztésben, de a tulzott
hasznalata ugyanazon a teriileten veszélyt jelenthet a talajviz nitrat és

foszforszennyezése miatt (Benke et al., 2008). Sterritt és Lester (1980)
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szerint a szennyviziszap mezOdgazdasagi felhasznéaldsa nehézfémtartalma

miatt jelenthet problémat.

Pan és munkatarsai (2016) tanulmanyabol tudjuk, hogy ha a talaj
nitrogéntartalma (ammonium, nitrit, nitrat) tal magas, az gatolhatja a
novények csirazasat. Norouzi et al., (2016) kisérletében a dohany
(Nicotiana tabacum L.), a lucerna (Medicago sativa L.) és a cirok
(Sorghum bicolor L.) jol reagalt a nagyobb dozist nitrogénkezelésre (150-
300 kg/ha). Az altalunk vizsgalt higtragya a fent leirtak szerint nem
tartalmazott mérgezé6 ammoniumot (ammoénium-nitrogén: 0,25 g/1), és a
vizsgalt telep nem érintkezett nehézfémforrasokkal. Ezért toxikologiai
eredményeinket a higtragyaban 1évd egyéb karos anyagok hatdsanak
tulajdonitjuk, mint példaul a gazdasagban hasznalt gyogyszerek,

tisztitoszerek és természetes hormonhatasu anyagok.
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23. Abra: NOEL, a higtragya azon legmagasabb higitsa, amely még nem

fejt ki észrevehetd toxikus hatast a vizsgalt magvakra.
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5. Altalanos kovetkeztetések, javaslatok

e Az intenziv tejtermelés Osztrogén-labnyomdnak kimutatasahoz
tobbféle vizsgdlati modszert alkalmaztunk. Legfobb vizsgalati
modszeriink a YES-teszt volt, mely holisztikus eredményt ad.

e Abbol a ténybdl, hogy a gyogyszerek hatdanyagaibol egyiket sem
tudtuk a higtragyamintakbol kimutatni, az a kdvetkeztetés vonhato
le, hogy az allatban valamennyi metabolizalodik.

e A YES-teszt segitségével mért eredményekbdl arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy érdemes egy valos és egy
latszolagos hormonhatassal kalkulalni. Amig az Alfaglandin
mindvégig, akar nagy higitdsban is megtartja magas, valodi
Osztrogénhatasat, addig pl. a Gonavet hormonhatasa csak
latszolagosan magas, koszonhetéen a szinerg segédanyagnak
(klérkrezol). Az Ovarelin és Dinolytic EEQ értéke, melyek mas
segédanyagot tartalmaznak (benzil-alkohol) ecleve alacsony és
hamar a kimutatasi hatar ala kertil.

e Mivel az EDC vegyiiletek, vizsgalataink szerint Iényegesen jobban
kotddnek a higtragya szilard, mint a folyékony fézisdhoz,
nagyiizemi léptékben szeparitorral viszonylag artalmatlan
,,ontozdvizet” €s egy tapanyagokra és EDC vegyiiletekre nézve
koncentralt komposzt-alapanyagot kapunk.

e Mind istallotragya, mind higtragya kijuttatdsanak hatdsara megnd
a talajok EEQ értéke. Az ott termesztett takarmanyndvény
gyokerében és hajtasaban is az EDC vegyliletek akkumulécioja
figyelheté meg. Ennek iiteme a tavaszi N-fejtragydzas hatdsara
szignifikansan ~ megndé. Az  olaszperje a  kezelésekre

dinamikusabban reagalt, mint a silokukorica.
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A vizsgédlt novények EEQ értéke betakaritaskor volt a
legmagasabb. Ezt a magas EEQ ¢értéket a tejsavas erjesztés
koriilményei (savas kdzeg, anaerob kornyezet, tejsavbaktériumok
jelenléte) még 200 napos tarolas utan sem csokkentették.

A termelési ciklust a takarmany eldallitdsa zarja. A betarolt
tomegtakarmany a magas EDC tartalmaval egyiitt keriil az allat elé
a kovetkez6 termelési ciklusban.

Késobbi vizsgalatok kell, hogy kideritsék, hogy az EDC
vegyliletek a nagylizemileg termelt tejben, esetleg hisban

megjelennek-e.

Kutatasunk alapjan a javaslataink a kovetkezok:

Tisztazni sziikséges az Osztrogének biztonsagos kiiszobértékét a
szarazfoldi, vizi és emberi kdrnyezetben.

Tobb és atfogd vizsgalatot kell késziteni az Osztrogének karos
human- és kdrnyezetegészségiigyi hatasairol.

Olyan szennyviz- €s tragyakezelési mddszereket kell kidolgozni,
melyekkel csokkenteni tudjuk a szervestragyak 0sztrogéntartalmat.
Tovabbi kutatasokat kellene végezni a talajban visszamaradt
gyokerek (kukorica, olaszperje) sorsar6l, hogy mi torténik a
gyokerekben elraktarozott Osztrogénekkel. Vagyis hogyan
érvényesiil a talaj puffer- és tartamhatasa, milyen kezelési eljarasok
tudjak csokkenteni az EDC szintet (pl. a talaj atszelldztetése, a
szantas szlikségessége €s mélysége, adalékanyagok hasznalata, a
talajba dolgozott biomassza mennyisége €s mindsége ¢€s a

nitrogénellatottsdg szerepe.
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Javasoljuk a szepardtor hasznalatit a kovetkezd okokbol: a
szeparalt higtragya (folyékony frakcid), bar tédpanyagtartalma
alacsonyabb, EDC tartalma annyira mérsékelt, hogy nagyobb
mennyiségben kijuttathaté a szantéfoldekre. A szilard frakciod
viszonylag koncentraltan fogja tartalmazni mind a tdpanyagokat,
mind az EDC vegylileteket, azonban mennyisége limitalt, igy
konnyebben kezelhetd, aerob mddon komposztalhatd, majd a
megfeleld kezelések utan biztonsagosan kijuttathatd vagy

komposztként értékesitheto.
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6. Osszefoglalas

A vildgon nagy mennyiségben allitanak elé olyan kémiai
anyagokat, melyek kikeriilve a természetbe befolyasolhatjak az ¢ldlények
hormonalis miikodését. A kornyezetiinkben megjelend Osztrogénhatast
vegyiiletek szdmos forrasbol szadrmazhatnak. Az egyik legnagyobb
szennyezOforrast az intenziv allattartasi technologiak jelentik. Irodalmi
adatok alapjan a higtragyaval torténd ontézés és intenziv allattartasbol
szarmazo tragya termdfoldre juttatasa kovetkeztében a szteroid
Osztrogének, beleértve az Osztron El, osztradiol 17B-E2, 6sztriol E3,
valamint a szintetikus 0sztrogén 170-EE2, mindeniitt jelen vannak a
termdtalajban. A ndvények felhalmozhatjdk az  Osztrogéneket
gyoOkereikben ¢s hajtasaikban, melyek aztan bekeriilve a taplaléklancba

akar negativ hatast fejthetnek ki az emberi egészségre.

Kutatasunkban egy Pest megyei szarvasmarhatelepen hasznalt 5
kiilonb6z6 1varzasindukalo gyodgyszer (Alfaglandin, PGF, Dinolytic,
Gonavet, Ovarelin) és ezen belill 3 hatéoanyag (D-Phe6-gonadorelin,
kloprosztenol ¢és dinoproszt-trometamin) sorsat kovettik nyomon a
felhasznalastol egészen a higtragyaban vald megjelenéséig, 2017-t61 2020-
1g. A nemzetkdzi irodalmat is attekintve azt talaltuk, hogy az intenziv
tejeld szarvasmarhatartasban felhasznalt ivarzasindukalo
hormonkészitmények mennyiségét és a higtragydban valé megjelenését
még nem vizsgaltdk. A  tanulmany soran attekintettik a
gyogyszerfogyasztast, valamint minden évben negyedéves ciklusokban,
évszakonként vizsgiltuk meg a telepen keletkezett higtragya
hormonhatésat. Kiilon  teszteltik a  telepen alkalmazott

hormonkészitmények hormonhatasat is.
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Az Osztrogénhatas vizsgalatokhoz a human Osztrogénreceptort
tartalmazo élesztotesztet alkalmaztuk az ISO 19040 szabvany alapjan. A
YES (Yeast Estrogen Screen) teszt bizonyult a doktori munka 6 vizsgalati
modszerének, melyhez sok esetben analitikai mérés (UHPLC-FLD) is
csatlakozott. Emellett a mintak egy részével kiegészitd toxikoldgiai
vizsgalatokat végeztiink: transzgénikus zebradanio (Brachydanio rerio
Tg(vtg mCherry) fluoreszcenciateszt vitellogenin kimutatasara, Daphnia
magna 48-6ras akut immobilizacids teszt, alga ndvekedésgatlasi teszt
(Pseudokirchneriella subcapitata), talajbaktérium-teszt Azotobacter agile,
Pseudomonas fluorescens és vetémag-csiraztatasi teszt (ISO 18763)
fitotoxicitas vizsgalatara 6t novényfaj (cirok, tritikalé, fehér mustar, kerti

zsézsa, hajdina) esetében.

Kisparcellas kisérletekben vizsgaltuk a két szant6foldi novény
170-E2, 170-EE2, E3) istallotragyaval, illetve higtragyaval kezelt
teriileten, a fejlédésiik tobb fenofazisaban. Mintavétel tortént a talajbol, a
novények gyokerébdl, hajtasabol, majd betakaritaskor és tobb alkalommal

az erjesztés késObbi szakaszaiban is.

Az eredmények statisztikai értékelésével (Pearson-féle korrelaciod
¢s fOkomponens-elemzés) az ivarzasindukalok felhasznaldsa, a telep
szaporodasbiologidja és a  higtrdgya  Osztrogénhatisa  kozotti

Osszefiiggéseket tartunk fel.

Megallapitottuk, hogy mindhédrom vizsgalt gydgyszer-hatdéanyag
erds korrelaciot mutatott a higtragya Osztrogénhatasaval. A szant6foldi
kisérletben igazoltuk, hogy a novények képesek az Osztrogénhatast

crer

anyagok akkumulacidjara, tobbnyire a szakirodalomban ismert
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gyokér>hajtas(=szar+levél)>generativ termés sorrendben, mely esetben
feltételezziik egy szlirdmechanizmus 1étezését a gyokér €s a hajtas hataran,
mert tObb esetben igen jelentds gyokérbeli felhalmozddas is csak kis
részben volt kimutathaté a hajtasban. Néha azonban, és ebben a N-
fejtragyazas utani mintdk dominaltak, buja ndvekedés indul be, melynek
soran az Osztrogénanyagok mennyisége mind abszolit, mind relativ
(szérazanyagra vetitett) értelemben jelentésen megnd. A felhalmozddas a
fokomponens-analizis altal is igazoltan a késébbi fenofazisokban is tart, és

uteme csak kissé csokken.

A legmagasabb értékeket éppen a betakaritdskor vett mintakbol
kaptuk; 17B-E2-t ¢és E3-at szinte valamennyi kezelés talaj- ¢és
hajtasmintajabol ki tudtunk mutatni (ezek a tendencidk leginkabb az
olaszperje esetében voltak megfigyelhetdk). A frissen betakaritott és a mar
hénapok ota erjedd silokukorica és olaszperje-fliszenazs EEQ-értéke
kozott minimalis volt a kiilonbség, tehat a tejsavas erjedés az
Osztrogénanyagok mennyiségére nem volt hatassal. Felezési idérdl tehat
még 230 napos tarolas utan sem beszélhetiink. Szalmas istallotragya és
higtragya 0Osszehasonlitasaban a kezelt novények EEQ-érteke nd, a
higtragyaval kezelteké lényegesen gyorsabban és nagyobb mértékben.
Ugy tiinik, a magasabb szarazanyagtartalom, és itt kiilondsen a szalmét és
annak széntartalmét kell kiemelni, nagyobb pufferkapacitdssal jar a

higtragyahoz képest és noveli a rendszer nitrogénlimitaltsagat.

A toxikolégiai csiratesztek tobbségében a higtragya még
tobbszords higitas utan is gatlast okozott, kivéve cirok esetében, ahol
jelentés, akar 30%-os (higitatlan, szeparalt higtragya esetén 60%-0S)

serkentést tapasztaltunk. Ez azt mutatja, hogy a frissen, nagy
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mennyiségben higtragyazott teriileteken elsé kultaraként érdemes

szemescirokkal probalkozni.

A jelenleg alkalmazott technologidkba a szeparator hasznalata
viszonylag kdnnyen beilleszthetd, mely nagymértékben csokkenteni tudja
a higtragya hormonhatasat. Megel6zésként a hormonhatas akar a

megfeleld gydgyszervalasztassal is csokkenthetd.

Vizsgalataink alatamasztjak, hogy a higtragya egy olyan anyag,
melyet a szant6foldre torténd kijuttatas eldtt szamos egyéb ok mellett a
hormon- ¢és gyodgyszertartalma miatt is ) kezelési modszerekkel kell
artalmatlanitani. Ez nemcsak kornyezetvédelmi szempontbdl, hanem a

humanegészségiigyi kockazatok miatt is fontos.
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7. Uj tudomanyos eredmények

1. Tobbféle, egymastol kiilonbozé vizsgalati moddszerrel
igazoltuk az EDC vegyiiletek atvitelét ¢és megjelenését a
higtragyaban, a kezelt talajban, az azon termesztett
kulturnovény gyokerében, hajtasaban, termésében és az
erjesztett tomegtakarmanyban. A jelen tudomanyos
megkozelités Magyarorszdgon ¢és nemzetkdzi szinten is Uj
kutatdsnak szamit.

2. Nemzetkdzi szabvany (ISO 19040-1:2018) alapjan kidolgoztuk
a YES (Yeast Estrogen Screen)-tesztet génmodositott
élesztégombaval  (Sacharomices  cerevisiae  BJ3505).
Miiszeres analitikai médszerrel (UHPLC-FLD) s
megvizsgaltuk az dsszes minta dsztrogén (E1, 170-E2, 17B-E2,
170-EE2, E3) tartalmat. Transzgénikus zebradanié teszt
Tg(vtgl:mCherry) segitségével szintén igazoltuk az EDC
vegyliletek megjelenését 4 kiilonb6zé szarvasmarhatelep
mindegyikének tragyamintajaban.

3. A tavaszi nitrogén-fejtragyazas jelentésen megnoveli a hajtas
(levél és szér) Osztrogéntartalmat, nemcsak abszolut értékben,
de tomegaranyosan is. Megallapitottuk, hogy az
orvostudomanyban ismert ,vér-agy gat” -hoz hasonlo
mechanizmus lehet a ndvényi gyokér és hajtas hataran, mert a
gyokér kimagasloan magas EDC-értékének is csak toredéke
jelenik meg a hajtasban. Azonban a méréseink alapjan a
hajtasban még igy is olyan mennyiség van jelen, amely human-
¢s kornyezetegészségiligyi szempontbol aggodalomra adhat

okot.

153



4.

Igazoltuk, hogy bizonyos esetekben a novényi hajtasban a
17B-E2 igen erdteljesen fel tud halmozddni, ellentétben a
vonatkoz6  szakirodalom allitasaval. A  felhalmozddas
higtragyas kezelés esetén szignifikdnsabb, mint istallotragya
esetében.

A mésztartalom, akar a talajban, akar a Kkijuttatott
mitragyaban, szintén pufferolja  (ellapositja) a
hormontartalom  novekedését.  Szamszerisitettik a
hektaronként betakaritott EDC vegyiiletek mennyiségét.
Igazoltuk, hogy az erjesztés sem rovid, sem kozéptavon (200
nap) nem csokkenti érdemben a silézott takarmany
hormontartalmat, ,,felezési idorol” tehat nem beszélhetiink.
Igazoltuk, hogy az osztrogénhatasi vegyiiletek jobban
kotédnek a szilard szemcsékhez, mint a folyadékfazishoz.
Annak ellenére, hogy a szepardlatlan higtragya vagy az
iledékfazis csirdzasgatld hatasu, a feliiluszo frakcid tobb
esetben inkdbb serkentést mutatott. A csiratesztekben az 5

novényfaj koziil a szemescirok bizonyult a legellenallobbnak.
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8. Mellékletek

1. szamu melléklet: A vizsgalataink soran hasznalt laboratériumi
eszkozok:

1. Inkubator raz6gép, hdmérséklet, 30 °C+1°Cés37°C=1 ° C. Tipusa:
Pol-Eko Aparatura SP.J.

2. pH-mérd, tipusa: Adwa AD 11

3. Széraz sterilizalo, tipusa: Binder

4. Centrifuga, tipusa: Heraus Megafuge 40R

5. Réazogép, tipusa: Assistent

6. Fagyaszto, legalabb <-18 ° C és <-70 ° C. Tipusa: Zanussi Lehel
7. Steril szlird, celluloz-acetat, 0,2 pm porusméret.

8. Tobbcsatornds pipettak (6t €s nyolc csatornas), tipusa: Biohit

9. Egycsatornés pipettak, 5 pul-50 pl, 50 pl-100 pl, 100 pl-1000 pl, 1ml-5
ml. Tipusa: Biohit

10. Atlatszo steril, polisztirol 96 lyuku lemezek lapos aljjal és fedéllel,
tipusa: Iwaki Elisa Plate

11. ELISA olvas6 Mikroplate fotométer 96-lyuktt lemezekre, az

abszorbancia méréshez 580 nm-en vagy 620 nm-en.
12. Petri-csészék
13. Steril, 15 ml és 50 ml Falcon centrifugacsé

14. FézOpoharak
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2. szamu melléklet: A vizsgalataink soran felhasznalt reagensek és
taptalajok:

1. Elesztd nitrogén bazis aminosavak nélkiil

2. vizmentes a-D-gliik6z, CeH120s, molekulatomeg 180,15 g / mol

3. L-Hisztidin-HCI, CeHoN302 x HCI x H20, molekulatomege 209,6 g /

mol
4. L-Lizin-HCI, Ce¢H14N202 x HCI, molekulatomeg 182,65 g / mol

5. Réz (II) -szulfat-pentahidrat, CuS04x 5SH20, molekulatomege 249,69 g /

mol

6. Ampicillin-natrium s6, C16H1sN3NaO4S, molekulatomege 371,39 g /

mol

7. Streptomicin-szulfat s6, CoiHzoN7O12 1,5H2S04, molekulatomege
728,69 g / mol

8. Mikrobioldgiai agar, (C12H1809) N

9. Sosavoldat, 1 M (HCI), molekulatomeg 36,46 g / mol

10. Natrium-hidroxid, NaOH, molekulatomeg 40,00 g / mol
11. Etanol, >99,8%, CH3CH20H, molekulatomeg 46,07 g / mol

12. glicerin molekularis bioldgiai vizsgalatokhoz, >99%, HOCH2CH (OH)
CH20H, molekulatomeg 92,09 g / mol

13. 17B-6sztradiol (E2), >98%, C18H2402, molekulatomege 272,38 g/ mol

14. Dinatrium-hidrogén-foszfat-dihidrat, Na2HP04x2H20, molekulatomeg
177,99 g / mol

156



15. Natrium-dihidrogén-foszfat-monohidrat, NaH2P04x H-0,

molekulatomeg 137,99 g/ mol
16. Kalium-klorid, KCI, molekulatomeg 74,55 g / mol

17. Magnézium-szulfat-heptahidrat, MgS0s % 7H20, molekulatomege
246,47 g / mol

18. Klorfenolvords-p-D-galaktopiranozid  (CPRG), CasH22C12010S,
molekulatomege 585,41 g/ mol

19. Lyticase Arthrobacter luteus liofilizalt porbol, >2000 egység / mg
fehérje

20. DL-Dithiothreitol, HSCH,CH (OH) CH (OH) CH2SH, molekulatomeg
154,25 g / mol

21. Natrium-dodecil-szulfat, CHs (CH2) 110S03Na, molekulatomege
288,38 g / mol

22. Aceton (puriss p.a.), CH3COCH3s, molekulatomege 58,08 g / mol

23. MQ (millipore) viz, 1. fokozat, az ISO 3696 szabvany szerint;
Legfeljebb 5 uS/cm vezetéképességii viz elfogadhato.

3. szamu melléklet: A gombatenyésztéshez felhasznalt taptalajok:

Novekedési médium (Growth medium) — Mc Donnel

A tapoldatot steril koriilmények kozott készitjiik el. 2 © C és 8 © C kozott
hémérsékleten az oldat legfeljebb egy hétig hasznalhato fel. -18 © C-on
tarolva a tapoldat legfeljebb hat honapig hasznalhato fel, mely tartalmaz:
80 ml steril vizet, 10 ml 10x SD- tapkozeget és 10 ml 10x MCD-DO-
tapkozeget.
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Teszthez haszndlt gomba tipoldat (Exposure medium)

Osszekeveriink: 4,2 ml 10x SD- tapkozeget + 4,2 ml 10x DO-tapkozeget
+1,6 ml gliikozt + 99 ul CuSO4 oldatot + 67 pl Ampicillin térzsoldatot +
67 ul Streptomycin térzsoldatot.

A reakcidelegyet kozvetleniil hasznalat eldtt készitjik el. A 96 lyuka

lemezre 5 ml térfogat sziikséges.

LacZ puffer
950 ml vizben feloldunk 10,67 g Na,HPO4 x 2H,O + 0,75 g KCI + 0,25 ¢
MgSOQO4 x 7 H20.

7,0 = 0,2 értékre bedllitjuk a pH-t, pH bedllitas eldtt zavaros lehet az

oldatunk.

55 g NaH2PO4 xH20 ¢és 1 g NaCi12H25SO4 natrium-dodecil-szulfatot

feloldunk az oldatban.

A végsd térfogatot 1000 ml-re Aallitottuk be vizzel. Az oldat

szobahdmérsékleten legfeljebb 6 honapig hasznalhato.

LacZ reakcidelegy
1 ml lacZ pufferben feloldunk 0,4 mg CPRG (klorfenolred-B-D-
galaktopiranozid) + 0,154 mg DTT (DL-Dithiothreitol) + 0,125 mg

Lyticase.
Hasznalat elott készitjiik, 6 ml sziikséges 1 db lemezre.

10x SD Medium
Feloldunk 67 g aminosavak nélkiili élesztd nitrogénbazist és 200 g gliikozt
1 liter vizben. Sterilizaljuk az oldatot sziiréssel (celluloz-acetat, 0,2 um).

Nem autoklavozzuk az oldatot, mert hére boml6 vitaminokat tartalmaz,
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mint példaul a biotin. Az oldatot 50 ml-es aliquotokban taroljuk -18 °C-
on. Az oldat legfeljebb 12 honapig hasznalhato fel.

10x DO (McDonnell)
175 mg L-lizin-HCI és 120 mg L-hisztidin-HCI feloldunk 500 ml vizben.
Szlréssel sterilizaljuk (celluloz-acetat, 0,2 um) és az oldatot 6 ml-es

aliquotokban < -18 ° C-on taroljuk, legfeljebb hat honapig hasznalhato fel.

CuSOq oldat
250 mg CuSO4x 5 H20-t 100 ml vizben feloldjuk, majd autoklavozzuk.

Az oldat szobahdémérsékleten 12 honapig hasznalhato.

Ampicillin térzsoldat
1 g Ampicillin-natrium s6t 10 ml vizben feloldunk. Sterilizaljuk az oldatot
szliréssel (celluloz-acetat, 0,2 um), és -18 °C-on taroljuk. A készletek

legfeljebb 12 honapig hasznalhatok.

Streptomicin torzsoldat
1 g Streptomicin-szulfat s6t 10 ml vizben oldunk. Sterilizaljuk az oldatot
szliréssel (celluloz-acetat, 0,2 um), és -18 °C-on taroljuk. A készletek

legfeljebb 12 honapig hasznalhatok fel.
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szamu mellékelt: Higtragyamintak analitikai eredményei (a
vizsgalt gyogyszerhatéanyagok: D-Phe6-gonadorelin,
Kloprosztenol, Dinoproszt-trometamin és kiséréanyagok:
klorkrezol, benzil-alkohol mind kimutatasi hatar alatt voltak, F-
folyékony minta, I-iszap minta, a szamok az egyes negyedéveket
jelolik)

Higtragyamintak analitikai eredményei
Minta jele YES (EEQ) El1 (ng/l) | E3 (ng/)) 170-E2 (ng/) 17B-E2 (ng/)
2017 F 111 139,2 <LOD 20,784 <LOD <LOD
2017_F 1/2 61,7 <LOD 12,932 <LOD <LOD
2017 _F 1/3 19,3 <LOD 6,41 <LOD <LOD
2017_F 1/4 19,6 <LOD 10,544 <LOD <LOD
2017 1 1/1 1337 <LOD 11,812 1,876 <LOD
2017 1172 2555,5 <LOD 14,86 2,4 <LOD
2017_1_1/3 1415 <LOD 8,138 2,05 <LOD
2017_1_1/4 142 <LOD 25,696 <LOD <LOD
2018 F 111 124 <LOD 17,28 <LOD <LOD
2018 F 1/2 89 <LOD 12,3 <LOD <LOD
2018 F 1/3 226 <LOD 20,546 1,94 0,65
2018 F 1/4 214 <LOD 7,806 2,006 0,4
2018 1 1/1 1355 <LOD 6,574 2,098 <LOD
2018 1 _1/2 1900 <LOD 3,914 1,45 6,668
2018 1 _1/3 4570 <LOD 8,606 2,274 6,206
2018 1 1/4 3970 <LOD 25,82 2,202 7,25
2019 F 111 137,2 <LOD 27,956 2,45 0,8
2019 F 1/2 156,5 <LOD 11,77 2,012 0,9
2019 _F 1/3 193 <LOD 10,446 2,254 1,2
2019 F 1/4 271 <LOD 30,732 2,024 1,7
2019 |1 11 2745 <LOD 21,19 2,8 6,268
2019 1 1/2 1990 <LOD 12,254 2,04 6,338
2019 1 1/3 3200 <LOD 6,364 1,8 7,08
2019 1 1/4 4990 <LOD 13,1 2,45 10,15
2020 F 111 248 <LOD 8,288 2,022 1,1
2020 F 1/2 196,5 <LOD 10,392 1,924 0,9
2020 F 1/3 288 <LOD 11,276 2,002 1,2
2020 F 1/4 373 <LOD 26,266 1,984 15
2020 1 1/1 2730 <LOD 17,466 3,1 6,91
2020 1 1/2 3490 <LOD 15,028 3,4 7,008
2020 1 1/3 6300 <LOD 28,6 3,9 10,9
2020 1 1/4 5325 <LOD 32,084 2,91 10,8
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4. szamui melléklet: Az olaszperje-talaj mintainak analitikai
eredményei (K1, K2 — kontroll teriilet, T8, T3 — istallotragyaval
kezelt teriilet, V5, V4, V3, V2 — higtragyaval kezelt teriilet)

OLASZPERJE - TALAJ (ng/kg)

El 170-E2 17p-E2 170-EE2 | E3
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

K1 | 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
5.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

K2 | 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
5.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1.mintavétel <LOD 0,3 1,4 <LOD 2,8
2.mintavétel <LOD <LOD 1,2 <LOD 2,1

T8 | 3.mintavétel <LOD <LOD 11 <LOD 0,7
4.mintavétel <LOD <LOD 0,9 <LOD 0,7
5.mintavétel <LOD <LOD 0,9 <LOD 0,7
1.mintavétel <LOD 0,8 1,8 <LOD 4.8
2.mintavétel <LOD 0,6 1,7 <LOD 4,7

T3 | 3.mintavétel <LOD <LOD 1,2 <LOD 4.4
4.mintavétel <LOD <LOD 15 <LOD 4,8
5.mintavétel <LOD 0,9 1,6 <LOD 49
1.mintavétel <LOD 0,4 1,4 <LOD 39
2.mintavétel <LOD <LOD 0,6 <LOD 2,8

V5 | 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 2,4
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 1,9
5.mintavétel <LOD <LOD 0,2 <LOD 1,9
1.mintavétel <LOD <LOD 0,8 <LOD 2,8
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 2,2

V4 | 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 1,4
4.mintavétel <LOD 24 <LOD <LOD 0,8
5.mintavétel <LOD <LOD 0,1 <LOD 1,2
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1.mintavétel <LOD <LOD 11 <LOD 3,1
2.mintavétel <LOD <LOD 0,7 <LOD 2
V3 | 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 1,7
4. mintavétel <LOD <LOD 0,3 <LOD 2,4
5.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 2,8
1.mintavétel <LOD <LOD 0,8 <LOD 2,6
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 2,3
V2 | 3.mintavétel <LOD 1,2 <LOD <LOD 1,4
4. mintavétel <LOD <LOD 0,4 <LOD 1,6
5.mintavétel <LOD <LOD 0,4 <LOD 1,8
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5.  szamu melléklet: Az olaszperje-gyokér mintainak analitikai

eredményei
OLASZPERJE — GYOKER (ug/kg)

El 17a-E2 178-E2 170-EE2 | E3
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

K1 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

K2 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

T8 3.mintavétel <LOD <LOD 0,6 <LOD <LOD
4.mintavétel <LOD <LOD 0,9 <LOD 0,8
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

T 3.mintavétel <LOD <LOD 0,7 <LOD 0,6
4 mintavétel <LOD <LOD 1,1 <LOD 1,3
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Ve 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 0,7
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 1,9
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

va 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 0,7
4.mintavétel <LOD <LOD 0,3 <LOD 0,9
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

va 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 0,5
4. mintavétel <LOD <LOD 0,3 <LOD 1,8
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Ve 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
4.mintavétel <LOD <LOD 04 <LOD 1,4
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6. szamu melléklet: Az olaszperje-hajtds mintainak analitikai

eredménye
OLASZPERJE — HAJTAS (ng/kg)

El 170-E2 17p-E2 170-EE2 | E3
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

K1 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

K2 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1.mintavétel <LOD <LOD 1,7 <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD 1,7 <LOD 04

T8 3.mintavétel <LOD <LOD 2,4 <LOD 0,9
4.mintavétel <LOD <LOD 3,2 <LOD 2,4
1.mintavétel <LOD <LOD 1,7 <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD 1,7 <LOD <LOD

T 3.mintavétel <LOD <LOD 2,5 <LOD 0,9
4.mintavétel <LOD <LOD 3,8 <LOD 2,8
1.mintavétel <LOD <LOD 0,9 <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD 1,1 <LOD 0,2

Ve 3.mintavétel <LOD <LOD 2,2 <LOD 1,8
4.mintavétel <LOD <LOD 3,5 <LOD 2,8
1.mintavétel <LOD <LOD 0,8 <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD 0,9 <LOD 0,4

va 3.mintavétel <LOD <LOD 2,2 <LOD 2,3
4.mintavétel <LOD <LOD 35 <LOD 34
1.mintavétel <LOD <LOD 0,8 <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD 0,8 <LOD <LOD

v 3.mintavétel <LOD <LOD 2,1 <LOD 1,8
4.mintavétel <LOD <LOD 3,6 <LOD 3,9
1.mintavétel <LOD <LOD 1,2 <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD 1,2 <LOD <LOD

Ve 3.mintavétel <LOD <LOD 2,6 <LOD 24
4.mintavétel <LOD <LOD 39 <LOD 4,2
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szamu melléklet:

eredményei (K3,

A kukorica-talaj

K4

kontroll

mintainak analitikai

teriiletek, T4, T5

istallotragyaval kezelt teriiletek, V6, V7, V8, V9 — higtragyaval

kezelt teriiletek)

KUKORICA — TALAJ (ng/kg)

El 17a-E2 17p-E2 170-EE2 | E3
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

K3 | 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
S.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

K4 | 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
5.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1.mintavétel <LOD 0,6 0,9 <LOD 3,6
2.mintavétel <LOD 0,1 0,9 <LOD 2,8

T4 | 3.mintavétel <LOD <LOD 0,5 <LOD 2,2
4.mintavétel <LOD <LOD 0,4 <LOD 24
5.mintavétel <LOD <LOD 0,2 <LOD 1,9
1.mintavétel <LOD 0,9 1,4 <LOD 4,6
2.mintavétel <LOD 0,4 1,2 <LOD 4

T5 | 3.mintavétel <LOD 0,1 0,7 <LOD 4,1
4.mintavétel <LOD <LOD 0,7 <LOD 3,8
5.mintavétel <LOD <LOD 0,6 <LOD 29
1.mintavétel <LOD 0,2 11 <LOD 35
2.mintavétel <LOD <LOD 0,7 <LOD 31

V6 | 3.mintavétel <LOD <LOD 0,4 <LOD 3,2
4.mintavétel <LOD <LOD 0,4 <LOD 2,7
5.mintavétel <LOD <LOD 0,2 <LOD 1,9
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1.mintavétel <LOD <LOD 0,7 <LOD 1,8
2.mintavétel <LOD <LOD 0,4 <LOD 1,2
V7 | 3.mintavétel <LOD <LOD 0,2 <LOD 05
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 0,2
S.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1.mintavétel <LOD 0,3 15 <LOD 3,5
2.mintavétel <LOD <LOD 1,1 <LOD 29
V8 | 3.mintavétel <LOD <LOD 1,1 <LOD 2,1
4.mintavétel <LOD <LOD 0,8 <LOD 1,1
5.mintavétel <LOD <LOD 0,5 <LOD 1,1
1.mintavétel <LOD 0,4 1,2 <LOD 29
2.mintavétel <LOD <LOD 1,2 <LOD 2,7
V9 | 3.mintavétel <LOD <LOD 0,9 <LOD 1,9
4.mintavétel <LOD <LOD 0,8 <LOD 1,7
5.mintavétel <LOD <LOD 0,2 <LOD 0,8
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8. szamu melléklet: A Kkukorica-gyokér mintainak analitikai

eredményei
KUKORICA - GYOKER (ug/kg)

El 170-E2 17p-E2 170-EE2 | E3
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

K3 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

K 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1.mintavétel <LOD <LOD 0,5 <LOD 2,8
2.mintavétel <LOD <LOD 1,7 <LOD 29

T 3.mintavétel <LOD <LOD 2,9 <LOD 2,7
4.mintavétel <LOD <LOD 38 <LOD 32
1.mintavétel <LOD <LOD 1,3 <LOD 29
2.mintavétel <LOD <LOD 1,9 <LOD 3

™ 3.mintavétel <LOD <LOD 3 <LOD 4.7
4. mintavétel <LOD <LOD 4,2 <LOD 5,6
1.mintavétel <LOD <LOD 0,2 <LOD 0,9
2.mintavétel <LOD <LOD 0,4 <LOD 1,7

Ve 3.mintavétel <LOD <LOD 0,8 <LOD 2,1
4. mintavétel <LOD <LOD 3,5 <LOD 4,2
1.mintavétel <LOD <LOD 0,7 <LOD 2,1
2.mintavétel <LOD <LOD 0,7 <LOD 2,5

Vi 3.mintavétel <LOD <LOD 1,9 <LOD 3,7
4.mintavétel <LOD <LOD 29 <LOD 38
1.mintavétel <LOD <LOD 0,8 <LOD 2,7
2.mintavétel <LOD <LOD 0,8 <LOD 2,8

ve 3.mintavétel <LOD <LOD 29 <LOD 3,6
4.mintavétel <LOD <LOD 33 <LOD 4,4
1.mintavétel <LOD <LOD 0,2 <LOD 2,6
2.mintavétel <LOD <LOD 0,3 <LOD 25

Vo 3.mintavétel <LOD <LOD 1,5 <LOD 3,7
4.mintavétel <LOD <LOD 2,2 <LOD 39
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9. szamu melléklet: A Kkukorica hajtis, szemtermés mintak

analitikai eredményei

KUKORICA - HAJTAS, SZEMTERMES (ng/kg)

El 170-E2 17B-E2 170-EE2 | ES3
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

K3 | 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
szemtermés <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

K4 | 3.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
szemtermeés <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 0,5
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 0,7

T4 | 3.mintavétel <LOD <LOD 0,2 <LOD 0,8
4.mintavétel <LOD <LOD 0,1 <LOD <LOD
szemtermeés <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 0,6
2.mintavétel <LOD <LOD 0,6 <LOD 0,7

T5 | 3.mintavétel <LOD <LOD 0,6 <LOD 1,2
4. mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 0,4
szemtermés <LOD <LOD <LOD <LOD 0,3
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

V6 | 3.mintavétel <LOD <LOD 0,2 <LOD 0,2
4.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
szemtermés <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 0,4
2.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 0,5

V7 | 3.mintavétel <LOD <LOD 0,6 <LOD 0,9
4.mintavétel <LOD <LOD 0,8 <LOD 0,9
szemtermeés <LOD <LOD <LOD <LOD 0,1
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1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 0,2
2.mintavétel <LOD <LOD 0,4 <LOD 0,2
V8 | 3.mintavétel <LOD <LOD 0,6 <LOD 0,7
4. mintavétel <LOD <LOD 0,6 <LOD 0,7
szemtermés <LOD <LOD <LOD <LOD 0,3
1.mintavétel <LOD <LOD <LOD <LOD 0,6
2.mintavétel <LOD <LOD 0,2 <LOD 0,6
V9 | 3.mintavétel <LOD <LOD 0,2 <LOD 1,1
4.mintavétel <LOD <LOD 0,2 <LOD 0,8
szemtermes <LOD <LOD <LOD <LOD 0,2
10. szamu melléklet: Fiiszenazs és kukoricaszilazs mintak analitikai
eredményei
Kukoricaszilazs 2020

Kukoricaszilazs 2019

Fliszenazs 2020

Fliszenazs 2019

o

2 4

= 17p-E2

6

8
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elvégzéséért €s a kozos munkaért.

Ko6sz6ndm a munkahelyemnek, vezetdimnek, hogy lehetévé tették
szamomra, hogy tanulmanyaimat végezni tudjam.

Kiilon készondm Molnar Tibornak a szakmai visszajelzéseket és
segitsegét.

K06sz6nom sziileim, testvérem ¢€s barataim tdmogatasat.

Kutatdsi munkdm tdmogatasat koOszondom az Innovécids ¢és
Technolégiai Minisztérium, valamint az Uj Nemzeti Kivalosagi
Programnak: (UNKP-19-3-1-SZE-3; UNKP-20-3-11-SZE-18; UNKP-21-
3-11-SZE-6).
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