Doktori (PhD) értekezés tézisei

Osztrogénhatasi anyagok felhalmozodasanak vizsgalata
tejelo szarvasmarha higtragyaval kezelt talajokon és
ezeken a teriileteken termesztett kukorica (Zea mays L.)
és olaszperje (Lolium multiflorum L.) kiilonb6z6
fenofazisaiban

Készitette:

Gubé Eduard

Mosonmagyardvar
2022



Széchenyi Istvan Egyetem
Albert Kdzmér Mosonmagyarovari Kar
Wittman Antal Novény-, Allat- és Elelmiszertudomanyi
Multidiszciplinaris Doktori Iskola
Vizgazdalkodasi és Természeti Okoszisztémak Tanszék

Tézisfiizet

Osztrogénhatasi anyagok felhalmozodasanak vizsgalata tejelé
szarvasmarha higtragyaval kezelt talajokon és ezeken a
teriileteken termesztett kukorica (Zea mays L.) és olaszperje
(Lolium multiflorum L.) kiilonb6z6 fenofazisaiban

SZECHENYI

EGYETEM

UNIVERSITY OF GYOR mmm

Témavezetd:
Prof. Dr. Szakal Pal
professor emeritus

SZE AKMK

Tars-témavezeto:
Dr. Plutzer Judit
Nemzeti Népegészségiigyi

Kozpont

Doktori Iskola Programvezeto:
vezetdje: Prof. Dr. Pinke Gyula
Prof. Dr. Varga Laszl6 egyetemi tanar
egyetemi tanar
készitette:
Gubé Eduard
doktorandusz hallgato
Mosonmagyardvar,
2022

2



l. Bevezetés

Az  Osztrogénhatasu vegyliletek (Endocrine  disrupting
chemicals, EDCs) mint mikroszennyezOk novekvd jelenléte a
kornyezetiinkben egyre nyilvanvalobb. Ezek sokszor ipari eredetlick
(pl. mibanyagok lagyitoszerei), lehetnek emberi eredetiiek (pl.
fogamzasgatlo-metabolitok a szennyvizben), de sajnos novekvo
mértékben lehet forrdsuk az intenziv mezdgazdasag is. Az intenziv
allattart6 telepeken keletkezd higtragya, mint melléktermék nemcsak
értékes  tdpanyagokat  tartalmaz, hanem  antibiotikumokat,
gyulladascsokkentd gyogyszereket és a mar emlitett dsztrogénhatasu
vegylileteket is, melyek elsésorban a normal him nemi funkciokat
karosithatjak leginkdbb. A karositod hatés kiterjedhet a vizi él6vilagra,

a vadon él16 allatokra is.

Az EDC-vegyiiletek a higtragya kijuttatasaval bejuthatnak a
szantofoldek talajdba, ahol a termesztett novények felvehetik ezeket,
igy bekertiilhetnek az emberi taplaléklancba, sot a taplaléklanc csucsan
allé emberbe is. Az EDC-vegyiiletek természetes vizekben, folydkban,
majd ivovizben valé megjelenése egyre kdzismertebb, ugyanakkor a
hormonalisan programozott intenziv allattartds — higtragyakijuttatas —
novénytermesztés — novényi termés, benne EDC-vegyiiletekkel
utvonal egyaltalan nem kozismert. A dolgozat ebbe a témaba nyujt

betekintést.

A vizsgalatokhoz a mintavételezés egy Pest megyei intenziv
tejelotelepen tortént, 2017 és 2020 kozott. Negyedéves gyakorisaggal

mintdztuk a higtragyatdrold medence tartalmat, megvizsgalva annak
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Osztrogéntartalmat egy holisztikus (YES-teszt) ¢€s egy miszeres
analitikai (UHPLC-FLD) modszerrel. Az eredményeket 0sszevetettiik
a telep szaporodasbiologiai adataival, és statisztikai modszerekkel
Osszefiiggéseket kerestiink a hormoninjekciok felhasznalasa ¢és a
higtragya  EDC-tartalmanak  alakuldsa  kozott.  Kiilonbozo
tesztmodszerekkel — vizsgaltuk az  Osztrogénhatastit  vegyiiletek

megjelenését, felhalmozodasat.
1. Célkitiizések, hipotézisek

Ez a tanulmény Magyarorszagon, Pest megyében késziilt, mely az
Osztrogénhatasti anyagok megjelenését vizsgalja az intenziv

szarvasmarhatartasban.

e Kutatasunk f6 feladata az EDC-k megfigyelése ¢és
meghatarozasa volt egy intenziv tejeld szarvasmarhatelepen.

e (Célunk volt megvizsgalni, hogy a szarvasmarhatelpen alkal-
mazott ivarzasindukal6 készitmények Osztrogénhatastiak-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 (élesztdteszt) alkalmazhato volt a mintaink elemzésére,
igy elvégeztik annak a modszerfejlesztését ¢s validalasat
higtragya, talaj és novénymintakra.

e Kutatasunkat az in vitro éleszté teszttel (YES) végeztiik,

melyet kiegészitettiink in vivo Zebradanié tesztekkel és



analitikai mérésekkel, melyhez UHPLC-FLD modszert
alkalmaztunk.

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

e Meghataroztuk, hogy mely ndvényi részek ¢és melyik
fenofazisban halmozzak fel az 6sztrogénhatasu anyagokat.

e Megfigyeltik, hogy ugyanazon a teriileten jelentkezik-e
tartamhatas a szervestragyazast kovetden.

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

e Jelentkeznek-¢ rendellenességek a novényi kultarak fejlédése
soran.

e Mindezt szant6foldi koriilmények kozott vett mintdkon

végeztiik.

1. Az alkalmazott modszerek

Kutatasunkat egy  Pest megyei intenziv  tejeld
szarvasmarhatelepen  végeztik. A  tejhaszni  szarvasmarha-
allomanyokban egyre gyakoribb a fel nem ismert ivarzas; ezért,
valamint a folyamatos tejtermelés érdekében céliranyos tenyésztési
programokat alkalmaznak. Ezen programok elénye, hogy a
hormoninjekcidk hatdsdra a tehenek iddzitetten termékenyithetdek.

Hatranya ugyanakkor, hogy a higtragydban az Osztrogénvegyiiletek



szintje megemelkedik, és ez a szantofoldre torténd kijuttatast kovetéen
szennyezésként jelenhet meg mind a talajban, mind az azon
termesztett novények kiilonbozé részeiben. Ez egyrészt jelentheti a
természeti kornyezet szennyezését (talajviz, vadon ¢l6 allatok),
masrészt a betakaritott termésen ill. takarményon keresztil a
taplaléklancba vald bekertilést. A témat ilyen atfogéan és a jelen

kutatashoz hasonlo részletességgel még nem vizsgaltak.

Mivel jelen kutatomunka uttoro jellegii, ezért a vizsgalatokhoz
hasznalt médszerek jo részét elobb adaptalni kellett. FO vizsgalati
modszer az ISO 19040-1:2018 szabvany alapjan kidolgozott YES-
teszt (Yeast Estrogen Screen) volt, melynek alapja, hogy a human
osztrogénreceptort (hERa) tartalmazo, génmodositott Saccharomyces
cerevisiae BJ3505 élesztotorzs Gsztrogénhatasu anyagok jelenlétében,
CPRG (klorfenolvords-B-D-galaktopiranozid) szubsztrat segitségével

voros szinti terméket ad, mely 580 nm-en fotometralhato.

Ezt az alapvetéen holisztikus eredményt nyujtd (O6ssz-
Osztrogénszintet mérd) vizsgalatot sok esetben specifikus miiszeres
analitikai mérésekkel (UHPLC-FLD, ultranagy hatékonysagu
folyadékkromatografia-fluoreszcens detektor) egészitettiik ki, konkrét
vegyliletekre kiterjedden. A vizsgalt 0sztrogénhatasu vegyliletek: E1,
170E2, 17B8E2, EE2, E3. Ezen moddszerekkel megmértiik a telepen
alkalmazott 5-féle ivarzasindukald hormoninjekcio (Alfaglandin,
PGF, Dinolytic, Gonavet, Ovarelin) és ezen beliil 3 hatéanyag (D-
Phe6-gonadorelin, kloprosztenol és dinoproszt-trometamin) valamint

2 segédanyag (benzil-alkohol és klorkrezol) 6sztrogénhatasat.



Valamennyi mintara kiterjedd vizsgalat:

e YES-teszt
e UHPLC vizsgalat

A mintak egy részére kiterjedd, kiegészitdé vizsgalat (toxikoldgiai

tesztek):

e Zcbradanio-teszt: transzgénikus zebradanio (Brachydanio
rerio Tg(vtg mCherry)) fluoreszcenciateszt vitellogenin
kimutatasara,

o (Csirdzasgatlasi teszt (ISO 18763 alapjan) fitotoxicitas
vizsgalatara 6t novényfaj (kerti zsazsa, fehér mustar,
szemescirok, hajdina, tritikalé) esetében

e Daphnia magna 48-6ras akut immobilizacios teszt

e Alga novekedésgatlasi teszt (Pseudokirchneriella subcapitata)

e Azotobacter agile teszt (MSZ21978-30:1988) Veszélyes
hulladékok vizsgélata

e Pseudomonas fluorescens (MSZ21470-88:1993) talajtoxicitasi
teszt
IV.  Eredmények és értékelésiik

e Vizsgalataink szerint folyamatosan emelkedtek a higtragya
EEQ érteket, kiilondsen a 2018-as protokollvaltas utan.

e Az Osztrogének sokkal erésebben (akar 5-6-szoros mértékben)
kotédhetnek az iszapfazishoz, mint a feliiliszoéhoz.

e Kutatdsunk sordn 5 db ivarzds indukaldsra hasznalt

készitményt vizsgaltunk meg (Ovarelin, Gonavet, PGF,



Alfaglandin, Dinolytic). Valamennyi 0sztrogénhatasinak
bizonyult. A legmagasabb EEQ értéket az Alfaglandin és a
PGF mutatta.

Az olaszperje termesztése soran azt tapasztaltuk, hogy a talaj
EEQ értéke elobb csokken, majd a tavaszi N-fejtragyazas utan
emelkedik. Hasonl6 tendencia figyelheté meg a névényben is:
a fejtragydzas utan az EEQ érték ugrasszerlien megnd, majd
csokkend novekedési ilitem mellett betakaritaskor mutatja a
legmagasabb értéket. Ez a magas EEQ érték az erjesztés teljes
id6tartamaban (kb. 200 nap) kimutathat6 volt.

A kukorica termesztése soran hasonl6 tendencidkat figyeltiink
meg, mint az olaszperje esetében. A kiilonbségek a
kovetkezok: alacsonyabb dozist N-fejtragyazas utan kisebb
mértékil volt az EEQ érték novekedése. Mig a talaj EEQ értéke
folyamatosan csokkent, addig a gyokéré jelentésen emelkedett.
A hajtasban és a szemtermésben viszonylag alacsony értékeket
mértiink. A betarolt tomegtakarmany az erjesztés utan szintén
megOrizte dsztrogénhatdsat.

Csenki ¢és munkatarsai (2021) modszerével transzgénikus
Zebradanio tesztet hajtottunk végre, melynek soran 4
kiilonboz6  tejeld szarvasmarhatelep ~ mindegyikének
higtragydjabol kimutattuk az dsztrogének jelenlétét.
Vizsgalataink soran 5 db szteroid észtrogént (E1, B-E2, a-E2, EE2,
E3), 3 db ivarzasindukalo hormonkészitmény-hatéanyagot (D-

Phe6-gonadorelin, kloprosztenol, dinoproszt-trometamin) és 2



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

Kimutattuk, hogy a gyokér nagyobb mértékben akkumulélja az
EDC-ket, mint a hajtas, de utobbi EDC tartalma még igy is
aggasztéan magas.

A toxikologiai tesztek soran a nagy higitasu higtragya nem
gyakorolt gatldé hatast, hasonldéan a kiss¢ toményebb, de
szeparalt higtragyahoz.

A két talajtoxicitasi teszt és a Daphnia immobilizacids teszt
soran nem tapasztaltunk negativ hatasokat. Ezzel szemben alga
esetében a higitas és a szeparalas csokkenti a kezdetben szinte
teljesen gatld hatést.

A csiratesztekben szereplé 5 novényfa) koziil 4-re (fehér
mustar, kerti zsdzsa, hajdina, tritikal¢) csak az 50-100x-0S
higitasi  higtragya  nem  gyakorolt  gatld6  hatast.

Legellenallobnak a szemescirok bizonyult.



V. Uj tudomanyos eredmények

1. Tobbféle, egymastol kiilonbozé  vizsgalati  modszerrel

igazoltuk az EDC vegyiiletek atvitelét és megjelenését a
higtragyaban, a kezelt talajban, az azon termesztett
kultirnovény gyokerében, hajtasaban, termésében és az
erjesztett tomegtakarmanyban. A jelen tudomanyos
megkozelités Magyarorszagon ¢és nemzetkdzi szinten is Uj
kutatasnak szamit.

. Nemzetkézi  szabvany (ISO  19040-1:2018)  alapjan
kidolgoztuk a YES (Yeast Estrogen Screen)-tesztet
génmodositott élesztogombaval (Sacharomices cerevisiae
BJ3505). Miiszeres analitikai médszerrel (UHPLC-FLD) is
megvizsgaltuk az Osszes minta Osztrogén (El1, a-E2, B-E2,
EE2, E3) tartalmat. Transzgénikus zebradanio teszt
Tg(vtgl:mCherry) segitségével szintén igazoltuk az EDC
vegyiiletek megjelenését 4 kiilonb6zd szarvasmarhatelep
mindegyikének tragyamintdjaban.

A tavaszi nitrogén-fejtragyazas jelentdsen megnoveli a
gyokér és a hajtas (levél és szér) dsztrogéntartalmat, nemcsak
abszolut értékben, de tomegaranyosan is. Megallapitottuk,
hogy az orvostudomanyban ismert ,vér-agy gat” -hoz
hasonlé mechanizmus lehet a novényi gyokér ¢és hajtas
hataran, mert a gyokér kimagasléan magas EDC-értékének is
csak toredéke jelenik meg a hajtdsban. Azonban a méréseink

alapjan a hajtasban még igy is olyan mennyiség van jelen,
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amely human- ¢és kornyezetegészségiligyi szempontbol
aggodalomra adhat okot.

Igazoltuk, hogy bizonyos esetekben a névényi hajtasban a -
E2 igen eroteljesen fel tud halmozodni, ellentétben a
vonatkozo  szakirodalom allitdsaval. A felhalmozddas
higtragyas kezelés esetén szignifikdnsabb, mint istallotragya
esetében.

A mésztartalom, akar a talajban, akar a Kijuttatott
miitragyaban, szintén pufferolja  (ellapositja) a
hormontartalom  novekedését. Szamszerusitettik  a
hektaronként betakaritott EDC vegyiiletek mennyiségét.
Igazoltuk, hogy az erjesztés sem rovid, sem kozéptavon (200
nap) nem csokkenti ¢érdemben a silozott takarmany
hormontartalmat, ,,felezési idorol” tehat nem beszélhetiink.
lgazoltuk, hogy az osztrogénhatasu vegyiiletek jobban
kotédnek a szilard szemcsékhez, mint a folyadékfazishoz.
Annak ellenére, hogy a szeparalatlan higtragya vagy az
tiledékfazis csirazasgatlo hatast, a feliilluszd frakcido tobb
esetben inkabb serkentést mutatott. A csiratesztekben az 5

novényfaj koziil a szemescirok bizonyult a legellenallébbnak.
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VI. Kovetkeztetések és javaslatok

Az intenziv tejtermelés dsztrogén-labnyomanak kimutatasdhoz
tobbféle vizsgalati modszert alkalmaztunk. Legfobb vizsgalati
modszeriink a YES-teszt volt, mely holisztikus eredményt ad.
Abbdl a ténybdl, hogy a gyodgyszerek hatdoanyagaibdl egyiket
sem tudtuk a higtragyamintakbol kimutatni, az a kdvetkeztetés
vonhato le, hogy az allatban valamennyi metabolizal6dik.

A YES-teszt segitségével mért eredményekbdl arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy érdemes egy valds 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
(klorkrezol). Az Ovarelin és Dinolytic EEQ értéke, melyek
mas segédanyagot tartalmaznak (benzil-alkohol) eleve
alacsony és hamar a kimutatési hatar ala kertil.

Mivel az EDC vegyiiletek, vizsgélataink szerint 1ényegesen
jobban kotddnek a higtrdgya szilard, mint a folyékony
fazisdhoz, nagyilizemi Iéptékben szeparatorral viszonylag
artalmatlan ,,0ntozévizet” és egy tapanyagokra ¢és EDC
vegyliletekre nézve koncentralt komposzt-alapanyagot kapunk.
Mind istallotragya, mind higtragya kijuttatasanak hatasara
megnd a talajok EEQ értéke. Az ott termesztett
takarmanynovény gyokerében ¢és hajtasdban is az EDC
vegyiiletek akkumulacidja figyelhetd meg. Ennek iiteme a

tavaszi N-fejtragyazas hatasara szignifikansan megné. Az
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olaszperje a kezelésekre dinamikusabban reagalt, mint a

silokukorica.

A vizsgédlt novények EEQ ¢értéke betakaritaskor volt a

legmagasabb. Ezt a magas EEQ értéket a tejsavas erjesztés

koriilményei (savas kozeg, anaerob kornyezet,
tejsavbaktériumok jelenléte) még 200 napos tarolas utan sem
csokkentették.

A termelési ciklust a takarmany eldallitdsa zarja. A betarolt

tomegtakarmany a magas EDC tartalméval egyiitt keriil az

allat el¢ a kovetkezd termelési ciklusban.

Késobbi vizsgalatok kell, hogy kideritsék, hogy az EDC

vegyliletek a nagyiizemileg termelt tejben, esetleg husban

megjelennek-e.
Eredményeink alapjan a kovetkezo javaslatokat
fogalmazzuk meg a gyakorlat szamara:

1. Vizsgélataink alapjan a  higtragya ¢és  termény
hormonmentesitése mar a gydgyszervalasztassal kezdddik.
Olyan gyogyszert érdemes valasztani, amely szinerg
segédanyag segitségével ¢€ri el a magas latszolagos

hormonhatast.

2. Mivel kimutattuk, hogy az EDC vegyiiletek jobban
kotdédnek a higtragya szilard fazisdhoz, ezért a gyakorlat
szamara a  szeparator  haszndlata  tlinik a
hormonmentesités  legpraktikusabb  és leginkébb

koltséghatékony eszkdzének.
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3. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a higtragya mind
szeparalt formaban, mind anélkiil egyenesen serkentette a
szemescirok novekedését, ezért a higtragyaval kezelt
terlileteket elsd kultaraként érdemes szemescirokkal

hasznositani.
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