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Tiivistelma - Referat — Abstract

Tama syventavienopintojen projekti on tehty osana maa- ja metsataloustieteellisen tiedekunnan kotieldintieteen laitoksen
lypsylehmien puna-apilaruokintatutkimusprojektia. Tyo jakautuu kirjallisuuskatsaukseen ja kokeelliseen osaan.
Kirjallisuuskatsauksessa kootaan ja vertaillaan marehtijdiden rehukasveista mitattuja kasviestrogeenipitoisuuksia, seka selvitetaan
erilaisten ymparistotekijdiden vaikutusta kasviestrogeenien (KE) pitoisuuksiin. Kokeellisessa osuudessa tutkittiin valkuaislisén
maaran ja laadun vaikutusta plasman isoflavonipitoisuuksiin. Tavoitteena oli selvittda aiheuttaako eri valkuaistaydennys
merkittdvaa eroa lehmien plasman isoflavonipitoisuuksissa. Tutkimushypoteesina oli, etta valkuaistiivisteen maaran ja laadun
vaihtelut vaikuttavat plasman isoflavonipitoisuuksiin. Puna-apilasailérehun ja valkuaistiivisteiden sisaltamien kasviestrogeenien
seka koe-lehmien plasman KE-pitoisuus mitattiin nestekromatokrafisesti (HPLC = High-Performance Liquid Chromatography).
Koe-elaimina oli 6 Viikin koe-tilan ayrshire lehmaa.

Kasviestrogeenit (KE) ovat kasveissa esiintyvia variaineita, jotka kuuluvat isoflavoni- ja kumariiniryhmiin. Nimensa mukaisesti
kasviestrogeeneilla voi olla elimistdssa luontaisen estradiolin kaltaisia vaikutuksia, minka vuoksi niiden liiallinen saanti voi
aiheuttaa erilaisia lisdantymishairidita. Tunnetuimpia kasviestrogeeneja ovat isoflavoneihin kuuluvat genisteiini, biokaniini A,
formononetiini ja daitseiini seké kumariiniaineisiin kuuluva kumesteroli. Kasviestrogeenien todellinen estrogeeninen teho vaihtelee
naiden aineiden rakenteen, metabolian ja toisaalta eldinlajin mukaan. Marehtijdista lampaat ovat huomattavasti nautoja herkempia
kasviestrogeenien lisaantymishairioita aiheuttaville vaikutuksille. Koska kasviestrogeenien aiheuttamia lisdantymishairiéita on
raportoitu myés Suomessa ja muualla Pohjoismaissa, halusimme selvittdd Suomen oloissa kaytettavien rehukasvien
kasviestrogeenipitoisuuksia ja siihen vaikuttavia tekijoita, seka tutkia kasviestrogeenien imeytymista lehmien plasman
isoflavonipitoisuuksien avulla.

Suomalaisista rehukasveista puna-apila siséaltaa eniten kasviestrogeeneja. Puna-apilan isoflavonipitoisuus vaihteli eri
tutkimuksissa valilla 0,15-2,5% kuiva-aineesta ja formononetiini-pitoisuus valilla 0,22-0,8% kuiva-aineesta. Muista laidun- ja
nurmikasveista mm. koiranheina, sinimailanen ja nurminata voivat sisaltda pienempia maaria estrogeenisesti vaikuttavia aineita.
Muista Suomessa kaytdssa olevista rehukasveista isoflavoneja sisaltavat soija ja valko-apila. Timotei, vuohenherne ja rypsi ovat
kasvilajeja, joissa estrogeenisesti vaikuttavia aineita ei juuri ole.

Kasvilajin lisaksi myds kasvilajike ja viljelyolosuhteet, kuten saa ja muut abioottiset tekijat vaikuttavat rehun isoflavonipitoisuuksiin
ja koostumukseen. Mm. kylmien 6iden tiedetdan nostavan kasvien isoflavonipitoisuutta. Isoflavonipitoisuudet vaihtelevat myds
kasvien kasvuvaiheen ja kasvin osan mukaan. Isoflavonipitoisuudet ovat esim. puna-apilassa korkeimmillaan kevaan nuoressa
kasvustossa ja syksyn odelmikossa. Eniten kasviestrogeeneja on keskimaarin puna-apilan lehdissa, kun taas soijassa suurimmat
pitoisuudet ovat itse pavussa. Rehukasvien isoflavonipitoisuutta voidaan my®s muokata erilaisilla sailéntamenetelmilla.
Kuivauksen tiedetaan pienentavan rehun isoflavonipitoisuutta jopa 75%, kun taas sailéntéaineista riippuen sailérehun
isoflavonipitoisuus voi jopa suurentua tuorerehuun verrattuna.

Tassa tutkimuksessa lehmien merkittavin ravinnon kasviestrogeenildhde oli sailérehun sisaltama formononetiini (0,44% kuiva-
aineesta). Myds séilérehun biokaniini A:n pitoisuus oli huomattava (0,31% kuiva-aineesta). Biokaniini A:n esiintyminen rehussa
nayttaisi kuitenkin olevan merkityksetdn sen pétsimetabolian vuoksi. Tata tukee myos koelehmien plasman biokaniini A:n pitoisuus
0 pg/ml. Rehun formononetiini sen sijaan metaboloituu marehtijdiden elimistdssa padasiassa tehokkaaksi equoliksi ja osittain O-
DMA:ksi (= O-desmetyyliangolensiini). Puna-apilan suuri formononetiini-pitoisuus nakyikin lehmien plasmanaytteissa suurena
equolipitoisuutena. Koe-lehmien plasman equolin pitoisuus vaihteli valilla 7-7,9, O-DMA:n valilla 0,1-0,9 ja formononetiinin valilla
0,01-0,04 pg/ml. Puna-apilasaildrehun kokonaisisoflavonipitoisuus vaihteli tutkimuksessamme valilla 0,73-0,91% kuiva-aineesta.
Seka rehujen etta plasman pitoisuudet ovat samaa suuruusluokkaa kirjallisuudessa esiintyvien vastaavien tutkimustulosten
kanssa.

Taman tutkimuksen perusteella valkuaistiivisteiden kasviestrogeenipitoisuudet olivat pienid, eika valkuaisrehuruokinnan laadun tai
maaran vaihtelut aiheuttaneet tilastollisesti merkitsevaa eroa lypsylehmien plasman isoflavonipitoisuuksissa. Syyna tahan on
todennakdisesti ruokintakokeessa lehmille syétetyn puna-apilasailérehun moninkertainen isoflavonipitoisuus valkuaistiivisteisiin
nahden.
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1 JOHDANTO

Jo 1940-luvulla herattiin ensimmaista kertaa pohtimaan kasviestrogeenien
mahdollisia haittavaikutuksia Australiassa esiintyneen lampaiden steriliteetti
ongelman my6ta. Lampailla todettiin tavallista enemman lisaantymishairioita,
kuten dystokiaa ja kohtuprolapseja. Lampaiden hedelmallisyys laski
merkittavasti niiden laidunnettua maa-apilaa (Trifolium subterraneaum)
sisaltavalla laitumella ja ilmiota alettiin kutsua "lampaiden apilasairaudeksi”
(Bennetts ym. 1946). Useissa tutkimuksissa on taman jalkeen osoitettu rehun
siséltdmien kasviestrogeenien aiheuttavan lisaantymishairioita niin lampailla
kuin naudoillakin (Thain 1965, Kallela 1968, Kelly ym. 1980, Kallela ym. 1984,
Adams 1990, Nwannenna ym. 1994 & 1995 ja Sarelli ym. 2001)

Kasviestrogeenit ovat kasveissa esiintyvia variaineita ja niita tavataan hyvin
erilaisissa rehukasveissa, mutta erityisesti niitéa on todettu hernekasvien heimon
lajeissa (Kallela 1962a). Suomessa hernekasveja ja etenkin puna-apilaa
(Trifolium pratense) hyddynnetdan maaperan typen sidontaan. Nain voidaan
luontaisella tavalla korvata osa typpilannoituksesta. Merkittavin
kasviestrogeenildahde méarehtijoilla Suomessa onkin puna-apila (Kallela 1964,
Petterson ym.,1984, Saloniemi ym.1995 ja Sarelli ym. 2003).

Kasviestrogeeneilla on myds hyddyllisia vaikutuksia. Steroidihormonien tapaan
estrogeenit ja myods kasviestrogeenit ovat anabolisia eli kasvua lisdavia
hormoneja. Esim. Moorby ryhmineen (2004) havaitsi paljon kasviestrogeeneja
siséltaneelld puna-apila —laitumella kasvaneiden lampaiden kasvavan
nopeammin (40g/pv) kontrolliryhmiin verrattuna. Todennakéisesti onkin kyse
tasapainosta, jossa sopiva maara kasviestrogeeneja saa aikaan positiivisen
vaikutuksen, kun taas liialliset pitoisuudet aikaansaavat mm.
hedelmallisyyshairidita. Sopivan annostason I6ytaminen voi olla vaikeampaa.
Elainten herkkyys kasviestrogeeneille vaihtelee selvasti elainlajin, rodun ja jopa
yksildiden valilla. Esim. marehtijdista lampaiden on todettu olevan lehmia
herkempia kasviestrogeenien negatiivisille vaikutuksille (Kallela 1964, Lundh
1990, Adams 1995 ja McDonald 1995).



Kasviestrogeenien vaikutuksia on tutkittu paljon myés ihmisilla (Wiseman ym.
2000, Atkinson ym. 2004, Zhuo ym. 2004, McVeigh ym. 2006, Ma ym. 2008 ja
Song ym. 2008). Suurimpana kiinnostuksen kohteena on ollut
kasviestrogeenien hyddyntaminen vaihdevuosien aikaansaamien haitallisten
muutosten, kuten osteoporoosin hidastamisessa. Useissa tutkimuksissa on
todettu soijan isoflavonien hidastavan luun resorptiota ja lisadavan luiden
mineralisaatiota (Atkinson ym. 2004, Ma ym. 2008 ja Song ym. 2008). Soijan
isoflavonien on todettu toimivan myds antioksidantteina mm. vahentamalla
lipidien peroksidaatiota (Wiseman ym. 2000, Zhuo ym. 2004, McVeigh ym. 2006
ja Barbosa ym. 2006) ja siten vahentavan mm. ateroskleroosin ja muiden

sydan- ja verisuonitautien sek& syovan riskia.

2 TYON TARKOITUS

Tama elainlaaketieteen lisensiaatin tutkielma on osa maa- ja
metsataloustieteellisen tiedekunnan kotieldintieteen laitoksen lypsylehmien
puna-apilaruokintatutkimusprojektia. Tassa ruokintakokeessa selvitettiin
sisaruokintakaudella 2005-2006 puna-apilasailérehun valkuaistaydennyksen
vaikutuksia lypsylehmien rehun syontiin, maidontuotantoon ja maidon
koostumukseen. Tavoitteena oli saada lisatietoa valkuaisliséan tuotosvasteesta
apilaruokinnalla. Ruokintakokeen kasviestrogeeneja (=isoflavoneja)
kasittelevassé osuudessa vastaavasti selvitettiin valkuaislisan méaéréan ja laadun

vaikutuksia plasman isoflavonipitoisuuksiin.

Tama syventavien opintojen ty6 jakautuu kirjallisuuskatsaukseen ja
kokeelliseen osaan. Kirjallisuuskatsauksen tavoitteena on koota ja vertailla
marehtijdiden rehukasvien mitattuja kasviestrogeenipitoisuuksia, seka selvittda
erilaisten ymparistotekijoiden vaikutusta kasviestrogeenien pitoisuuksiin.
Kokeellisen osan tarkoituksena on verrata kasviestrogeenien pitoisuutta
rehussa (puna-apila, soijapuriste ja rypsipuriste) ja rehua syoneen lypsylehméan
plasmassa. Tutkimushypoteesina oli, etta valkuaistiivisteen maaran ja laadun

vaihtelut vaikuttavat lypsylehmien plasman isoflavonipitoisuuksiin.



3 KASVIESTROGEENIT

Kasviestrogeenit (KE) ovat kasveissa esiintyvia variaineita, jotka kuuluvat
isoflavoni- ja kumariiniryhmiin. Tunnetuimpia kasviestrogeeneja ovat
isoflavoneihin kuuluvat genisteiini, biokaniini A, formononetiini ja daitseiini seka
kumariiniaineisiin kuuluva kumesteroli. Kasviestrogeenit ovat aineita, joilla on
luonnollisen estrogeenihormonin kaltaisia vaikutuksia elimistossa. Erilaiset
estrogeenisesti vaikuttavat aineet eivat valttamatta rakenteeltaan muistuta
taysin luonnollista 173-estradiolia, mutta ne pystyvat joko suoraan tai
metaboliittiensa kautta vaikuttamaan estrogeenisesti mm. sitoutumalla

estrogeenireseptoreihin (Morito ym. 2001 ja Muthyala ym. 2004).
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Kuva 1. Estradiolin ja yleisimpien isoflavonien rakennekaavat (Lundh 1990).

Kasviestrogeenien todellinen estrogeeninen teho vaihtelee naiden variaineiden

rakenteen, metabolian ja toisaalta elainlajin mukaan.

Suomalaisista rehukasveista puna-apila siséltda eniten kasviestrogeeneja.

Muista laidun- ja nurmikasveista mm. koiranheina (Dactylis glomerata),



sinimailanen (Medicago sativa) ja nurminata (Festuca pratensis) voivat sisaltaa
estrogeenisesti vaikuttavia aineita (Kallela 1964). Timotei (Phleum pratense) on
kasvilaji, jossa estrogeenisesti vaikuttavia aineita ei juuri ole. (Kallela 1974).
Myds Saloniemen (ym. 1995) tutkimuksessa puna-apila sisalsi selvasti eniten
kasviestrogeeneja. Isoflavoneja sisalsivat liséksi valko-apila (Trifolium repens)
ja sinimailanen. Vuohenherneesséa (Galega orientalis) ei ollut lainkaan

tunnettuja isoflavoneja.

4 LUONTAISEN 17R-ESTRADIOLIN VAIKUTUS ELIMISTOSSA

Estradioli on kolesterolista progesteronin ja testosteronin kautta muodostuva
steroidihormoni (kuva 2.). Estradiolia tuotetaan mm. naaraan munasarjoissa
follikkelien granuloosasoluissa ja istukassa seka uroksilla kivesten
sertolinsoluissa. Myos lisdmunuaiset ja rasvakudos tuottavat vahaisia maaria
estrogeeneja. Steroidihormonit lapaisevat rasvaliukoisuutensa vuoksi
solukalvon ja vaikuttavat tumassa sijaitsevien reseptorien kautta solun

proteiinisynteesin saatelyyn. (Senger, 2003).
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Kuva 2. Estradiolin synteesi (Senger 2003).



Estradioli vaikuttaa hypotalamuksen kautta GnRH:n tuotantoon ja saatelee siten
aivolisakkeen FSH:n ja LH:n tuotantoa. Naaraalla estradioli vaikuttaa
kokonaisvaltaisesti koko lisdantymiselimistéon maitorauhasia mydden.
Estradiolin vaikutukset nakyvat uroksilla ja naarailla paaasiasiassa
keskushermoston kautta lisadntyneena seksuaalisena aktiivisuutena. Naarailla
estradioli lisad myos kohdun motiliteettia ja genitaalien sekreetiota. Naarailla
estradiolin ovulaatioon johtava positiivinen vaikutus GnRH:n tuotantoon valittyy
hypotalamuksen aaltoja tuottavan keskuksen kautta, kun taas negatiivinen
FSH:n ja LH:n erittymisen palautevaikutus valittyy toonisen keskuksen kautta.
(Senger 2003).

Estradiolilla on myds kasvua liséava anabolinen vaikutus. Estradioli lisaakin
marehtijoilla elainten kasvua, utarekudoksen kasvua seka mahdollisesti myds

maidontuotantoa (Kallela 1962b).

Steroidihormonit metaboloidaan maksassa glukuronideiksi ja sulfaateiksi ja
eritetddn munuaisten tai sapen kautta virtsan ja / tai ulosteen mukana (Senger
2003).

5 KASVIESTROGEENIEN PITOISUUKSIA SUOMALAISISSA
REHUKASVEISSA

5.1 Apilat (Trifolium —suku)

Ylivoimaisesti eniten kasvi-estrogeenien pitoisuuksia on tutkittu Suomessa ja
maailmalla apilan (Trifolium) sukuisista kasveista ja etenkin puna-apilasta.
Wong huomasi jo 1962 tekemassaan tutkimuksessa puna-apilan paaasiallisten
kasviestrogeenien olevan formononetiini ja biokaniini A. Saman ovat todenneet
monet tutkijat myos sen jalkeen (Kallela 1962b, Saloniemi ym. 1995,
Sivensindin ym. 2005, Tsaon ym., 2006 ja Swinny ym. 2005).



Puna-apilan isoflavoni-pitoisuudet vaihtelivat Petterssonin ym. (1984)
tutkimuksessa valilla 0,5-2,5% ja Saloniemen ryhman tutkimuksessa (1995)
valilla 1,0-2,5% kuiva-aineesta. Sivesindin ja Seguinin (2005) tutkimuksessa
puna-apilan isoflavonipitoisuus oli hieman pienempi vaihdellen valilla 0,15-
1,65% kuiva-aineesta lajikkeesta, viljelypaikasta ja sadonkorjuuajasta riippuen.
Kallelan rynméan (1987) tutkimuksessa puna-apilan kasviestrogeenipitoisuudet

vaihtelivat kasvuvaiheen mukaan valilla 1-1,9% kuiva-aineesta.

Sarelli ryhmineen totesi (2003) kasviestrogeeni-pitoisuuden laskevan puna-
apilan siirtyessa nuppuvaiheesta kukintavaiheeseen pitoisuuden vaihdellessa
valilla 0,8-1,1% kuiva-aineesta. Sivesind ym. (2005) totesi tutkimuksessaan
kukinnon isoflavonipitoisuuden olevan nuppuvaiheessa samaa luokkaa kuin
lehdissa, mutta putoavan nopeasti kukinnan edettya jopa 11 kertaa lehtia
alemmalle tasolle. Mustosen ryhmineen (2006) 2003-2004 kasvukausilla
tekemassa tutkimuksessa kasviestrogeenien méaara vaihteli eri puna-
apilalajikkeiden valilla 1,1-1,4% ja formononetiinin 0,6-0,8% kuiva-aineesta
lajikkeesta riippuen. Kallela tutki 1980 eritavoin sailéttya puna-apila -nurmi —
sdilorehua (50%-50%). Tutkimuksessa rehun isoflavonipitoisuus vaihteli
sdilytysajan ja sailontatavan mukaan valilla 0,33-0,9% kuiva-aineesta ja
formononetiinin pitoisuus valilla 0,22-0,45% kuiva-aineesta.

Puna-apilan isoflavonipitoisuus vaihteli eri tutkimuksissa kaiken kaikkiaan valilla
0,15-2,5% kuiva-aineesta ja formononetiinin pitoisuus valilla 0,22-0,8% kuiva-

aineesta.

Puna-apilan lisdksi maa-apilan on huomattu sisaltavan merkittavia maaria
kasviestrogeeneja. Maa-apilaa viljellaén erityisesti Uudessa-Seelannissa ja
Australiassa lampaiden ja lehmien laitumilla (McDonald, 1995). Adamsin (1995)
mukaan maa-apila saattaa sisaltaa isoflavoneja jopa 5% kuiva-aineesta.
Paaosa isoflavoneista on formononetiinid, genisteiinia ja biokaniini A:ta (Beck,
1964, Braden ym. 1971 ja Adams 1995). Beckin tutkimuksessa (1964) maa-
apilan formononetiinin pitoisuus vaihteli valilla 0,1-1,7%, genisteiinin valilla 0,61-
3,5% ja Biokaniini A:n valilla 0,1-3,6% kuiva-aineesta

kokonaisisoflavonipitoisuuden noustessa lahelle 5% kuiva-aineesta. Maa-



apilan isoflavonipitoisuus vaihteli eri tutkimuksissa kaiken kaikkiaan valilla 2,2-

5,0% kuiva-aineesta.

Muiden apilalajikkeiden kuin puna-apilan ja maa-apilan isoflavonipitoisuudet
ovat olleet verrattaen pienia. Wun ym. (2006) tutkimuksessa valkoapilan
kokonaisisoflavonipitoisuus vaihteli valilla 0,02-0,04% ja pyokkiapilan (T.
alpestre) valilla 0,007-0,04% kuiva-aineesta. Myds Saloniemen ym. (1995)
tukimuksessa valkoapilan isoflavonipitoisuus oli samaa luokkaa, 0,01-0,06%

kuiva-aineesta.

5.2 Soija

Soijaa (Glycine max) ja erityisesti soijapavuista tehtya tiivistetta kaytetaan
jonkin verran marehtijoilla valkuaisen lahteena. Tutkittaessa soijan sisaltamia
flavonoideja, lehtien on todettu sisaltavan padasiassa kamferoli-glykosideja, kun
itse pavuissa on paadasiassa isoflavoneja, kuten genisteiinia ja daitseiinia (Ho
ym. 2002). Klejdusin ryhman tekemassa tutkimuksessa (2005) soijan juurten
isoflavonipitoisuus oli korkeimmillaan 0,0013% kuiva-aineesta, kun
soijapavussa pitoisuus vaihteli valilla 0,0003-0,11% kuiva-aineesta. Barbosan
ryhman tutkimuksessa (2006) soijapapujen isoflavonipitoisuus oli myés 0,11%
kuiva-aineesta. Eniten soijapavut sisalsivat daitseiinia (0,05-0,10% KA:sta) ja
genisteiinia (0,04-0,10% KA:sta) (Barbosa ym., 2006).

5.3 Muut rehukasvit

Laidun- ja nurmikasveista mm. koiranheing, sinimailanen ja nurminata voivat
sisaltéda estrogeenisesti vaikuttavia aineita (Kallela 1964). Saloniemen ym.
tutkimuksessa (1995) seka sinimailanen etta valkoapila saivat rotilla aikaan

estrogeenisen muutoksen, joka nakyi kohdun painon lisaantymisena.

Timotei (Kallela 1987), vuohenherne (Saloniemi ym. 1995) ja rypsi (Brassica
rapa) ovat kasvilajeja, joissa estrogeenisesti vaikuttavia aineita ei juuri ole.
Myds muiden nurmikasvien (koiranheina ja nurminata) KE-pitoisuudet ovat

hyvin pienia (Kallela 1974). Khoedabandehloun ym. tutkimuksessa (1997)



Saksassa jotkut nurmisailérehunaytteista sisalsi mitattavia maaria
kasviestrogeeneja (daitseiinia, genisteiinid, kumesterolia ja biokaniini A:ta).

Kuivaheinésta ja maissista ei sen sijaan l0ytynyt kasviestrogeeneja.

Taulukossa 1 on esitetty merkittavimpien kasviestrogeeneja sisaltavien
rehukasvien tutkimuksissa havaitut isoflavonipitoisuudet sek& niissa esiintyvat

paaasialliset isoflavonit.

Taulukko 1. Isoflavonien pitoisuudet eri tutkimuksissa eniten kasviestrogeeneja
sisaltavissa marehtijéiden rehukasveissa.

Rehukasvi | Isoflavoneja % KA:sta | Pddasialliset isoflavonit

Puna-apila 0,15-2,5 formononetiini ja biokaniini A
Maa-apila* 2,2-5,0 genisteiini, formononetiini ja biokaniini A
Soija 0,0003 - 0,11 daitseiini ja genisteiini

* Ei viljella rehuksi Suomessa.

6 KASVIESTROGEENIPITOISUUKSIIN VAIKUTTAVAT TEKIJAT

6.1 Kasvilaji ja —lajike

Eri kasvien ja kasvilajikkeiden isoflavonipitoisuudet eroavat toisistaan.
Kasvilajeista jopa laheiset sukulaiset kuten puna-apila ja maa-apila eroavat
isoflavonikoostumuksensa osalta merkittavasti. Puna-apilan paaasialliset
isoflavonit ovat formononetiini ja biokaniini A, kun maa-apilassa on edella
mainittujen lisaksi lahes yhta paljon genisteiinia (Vetter ym. 1991). Tutkiessaan
seitsemaa Trifolium-suvun apilalajia Unkarissa (1995) Vetter havaitsi
isoflavonipitoisuuksien olevan matalia vuoriapilassa (T. montanum), ranta-
apilassa (T.fragiferum), veriapilassa (T. incarnatum) ja valkoapilassa, kun taas
pyokkiapilan, puna-apilan ja maa-apilan pitoisuudet olivat huomattavasti
korkeampia. Lisaksi Vetter (1995) huomasi seké apilalajien etta eri kasvinosien

valilla eroja eri isoflavonien pitoisuuksissa.



Kasvilajin lisaksi kasvilajikkeella on vaikutusta kasvin
kasviestrogeenipitoisuuteen. Jo 1962 tehdyssa tutkimuksessa (Kallela 1962b)
huomattiin puna-apilan tetraploidin lajikkeen Ulvan sisaltavéan isoflavoneja
diploideja lajikkeita enemman (vastaten 25-30ug dietyylistilbesterolia / 100g
kuiva-ainetta). Kallelan ym. tekemésséa tutkimuksessa 1988 havaittiin kahdella
eri koeasemalla samansuuntaiset erot puna-apilalajikkeiden
kasviestrogeenipitoisuuksissa. Tetraploidilajike Tepa sisélsi diploideja lajikkeita
(Venla ja Bjursele) selvasti enemman kasviestrogeeneja (Kallela ym. 1988).
My0s Puolassa tehdyssa tutkimuksessa (Burda ym. 1997) tetraploidit lajikkeet
sisélsivat diploideja enemman isoflavoneja. Mustosen ym. (2006) tutkimuksessa
puna-apilalajikkeista llte sisalsi eniten kasviestrogeeneja (1,4% kuiva-aineesta).
Bettyn ja Jokioisen kasviestrogeenipitoisuus oli 1,2 ja Bjurselen ja Borin 1,1%

kuiva-aineesta.

6.2 llmasto ja muut abioottiset tekijat

Viiledmman ilmaston on todettu lisdavan kasvien kasviestrogeenipitoisuutta
(Kallela ym. 1988). My6s syksyn kylmat y6t voivat lisata pitoisuutta (Pettersson
ym. 1984). McMurrayn ryhman tutkimuksessa keskimaarin matalammassa
lampotilassa (23/15°C vs. 17/13°C) kasvaneen puna-apilan
formononetiinipitoisuus oli korkeampi. limaston lisaksi pitoisuuteen vaikuttaa
my6s monet muut tekijat, kuten lannoitus. Mm. typpi- ja fosforilannoitus
vahentavat kasviestrogeenien maaraa (Butler ym. 1967, Kallela 1964 ja
McMurray ym. 1985). Schultzin tutkimuksessa (1967) magnesiumin puutos
yksindan tai yhdessa fosfaatti- ja sulfaatti-puutoksen kanssa laskivat puna-
apilan isoflavonipitoisuutta. Liséaksi voimakkaan UV-B sateilyn on todettu
lisddvan rehun formononetiini- ja biokaniini A —tasoa (Swinny ym. 2005).
Sadonkorjuu voimakkaan UV-B sateilyn aikana saattaa siten nostaa rehun

isoflavonipitoisuutta.



6.3 Kasvin osa ja kasvuvaihe

Sinimailasessa (alfalfa) esiintyvan kasviestrogeenin, kumesterolin pitoisuus oli
melko matala vegetatiivivaiheessa (7mg/kg kuiva-ainetta) pitoisuuden kuitenkin
noustessa kasvin kypsyessa (maksimi 147mg/kg kuiva-ainetta = 0,015%
KA:sta). Suurimmillaan KE-pitoisuus oli tdydessa kukassa tai siemenvaiheessa
(Bickoff ym. 1960).

Paaosa puna-apilan isoflavoneista sijaitsee lehdissa ja varressa, kun taas
kukinto ja hedelma sisaltavat isoflavoneja vain vahaisia maaria (Vetter ym.
1991). Sivesindin ja Seguinin (2005) mukaan puna-apilan kehittyvassa
kukinnossa oli yhta paljon isoflavoneja kuin lehdissa. Kukinnon
isoflavonipitoisuus kuitenkin putosi nopeasti kukinnon kehityttya jopa 11 kertaa
alemmalle tasolle. Onkin tarkeaa erotella apilan eri kasvuvaiheet myds
kukinnon kypsymisen osalta.

Kasvien kasvuvaihe eli se kasvukauden vaihe jolloin rehu tehdaan, vaikuttaa
olennaisesti kasviestrogeenien maaraan. Kallela ryhmineen totesi
tutkimuksessaan (1987) kasviestrogeenipitoisuuden olevan korkein puna-apilan
kevadn nuoressa kasvustossa, noin 1,7% kuiva-aineesta. Kasvukauden
keskivaiheilla kesa- heindkuussa pitoisuudet laskivat reilun prosentin tasolle ja
nousivat uudelleen syksyn jalkikasvussa alkukevaan tasolle. Eniten puna-
apilassa esiintyi formononetiinia ja biokaniini A:ta, yhteensa noin 90%
isoflavonipitoisuudesta. Myds Mustonen ym. (2006) totesi tutkimuksessaan
kasviestrogeenipitoisuuksien olevan puna-apilassa korkeimmillaan kukinnan
alussa ja toisaalta syyskuussa odelmikkovaiheessa. Puolassa tehdyssa
tutkimuksessa (Burda ym. 1997) puna-apilan lehtien formononetiini- ja
biokaniini A -pitoisuudet olivat korkeammat heindkuun lopussa ja elokuussa
niitetyissa kasvustoissa kesakuussa niitettyihin verrattuna. Syy tahan on

todennékdisesti kasvin kehitysvaiheessa.
Tsao ryhmineen (2006) totesi Kanadassa puna-apilan lehtien

isoflavonipitoisuuden (paaasiassa formononetiinin ja biokaniini A:n) nousevan

lokakuun niitossa aikaisempaan niittoon verrattuna. Sen sijaan varren ja
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lehtiruotien isoflavoni pitoisuus putosi myéhemmassa niitossa. Isoflavonien
kokonaispitoisuus oli koko kasvin tasolla kuitenkin suurempi jalkimmaisessa

niitossa.

Maa-apilaruokintakokeessa marsuilla on todettu niitetyn tai laidunnetun
kasvuston sisaltavan niittamatonta tai laiduntamatonta kasvustoa enemman

estrogeenisesti vaikuttavia aineita (Alexander & Watson 1951).

Sen lisaksi, ettd isoflavonien kokonaispitoisuus vaihtelee eri kasvin osien valilla,
myos isoflavonikoostumus on osittain erilainen. Seka Sivensindin ym. (2005)
ettd Tsaon ym. (2006) tutkimuksessa molemmissa puna-apilan lehdissé oli
paaasiassa formononetiinié ja biokaniini A:ta. Sen sijaan varren alueella

biokaniini A:ta oli huomattavasti vahemman.

Verrattaessa isoflavonipitoisuuksia puna-apilan eri osissa (lehti, varsi ja kukinto)
eri kasvuvaiheissa, suurimmat isoflavonipitoisuudet olivat vegetatiivisen
kasvunaikana kasvin varressa ja lehdissa. Formononetiinin pitoisuus kuitenkin
laski hitaasti varressa ja lehdissa kukinnon alkuun saakka, minka jalkeen
pitoisuus nousi uudelleen etenkin lehdissé. Kukinnon osalta formononetiinin ja
biokaniini A:n pitoisuudet olivat nuoressa kehittyvassé kukinnossa samaa
suuruusluokkaa kuin lehdissa pitoisuuden kuitenkin pudotessa kukinnon
kehittyessa nopeasti jopa 11 kertaa alemmalle tasolle. Isoflavonien
keskimé&éaraiset pitoisuudet olivat kypsassa puna-apilassa lehdissa 1,20%,
varressa 0,49% ja kukinnossa 0,33% kuiva-aineesta. (Sivesind & Seguin 2005).

Myds Tsaon ym. (2006) tutkimuksessa puna-apilan lehdissa oli eniten
isoflavoneja (2,34%), varressa toiseksi eniten (1,47%), lehtiruodissa hieman
vahemman (1,35%) ja kukinnossa vahiten (0,24% kuiva-aineesta). Wun ym.
(2006) tulokset olivat samansuuntaiset; lehdissa isoflavonipitoisuus oli 1,75-
2,23%, varressa 1,06-1,85%, juuristossa 1,36-2,85% ja kukinnoissa 0,31-

0,63%:a kuiva-aineesta.

Booth ryhmineen (2006) testasi puna-apilan sisaltdmien isoflavonien

estrogeenisia vaikutuksia soluviljelmassa (Ishikawa cells) ja totesi kasvin
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vihreiden osien sisaltavan kukintoja enemman estrogeenisesti vaikuttavia
isoflavoneja. Lisaksi he huomasivat puna-apilan daitseiini- ja
genisteiinipitoisuuden olevan korkeimmillaan kesa- ja heindkuussa, kun
formononetiinin ja biokaniini A:n pitoisuudet olivat huipussaan syyskuun

niitossa.

Puna-apilan isoflavonipitoisuudet vaihtelivat kaikkiaan eri tutkimuksissa
lehdissa valilla 1,20-2,34%, varressa valilla 0,49-1,85% ja kukinnossa valilla
0,24-0,63% kuiva-aineesta.

My6s maa-apilassa estrogeeninen aktiivisuus oli suurin lehdissa, kun kukinto
sisélsi vain vahan tai ei ollenkaan estrogeenisesti vaikuttavia aineita (Alexander
& Watson 1951).

6.4 Sailonta

Kuivatus ja sailontd menetelmaét vaikuttavat ratkaisevasti kasviestrogeenien
pitoisuuksiin. Rehun kuivaaminen vahentédé KE-pitoisuutta huomattavasti.
Bickoff ryhmineen (1960) huomasi sinimailasen isoflavonipitoisuuden putoavan
jopa 75%:lla (vaihtelu 0-75%) kuivauksen yhteydessa. Smith ym. (1986)
mukaan maa-apilan isofalvonipitoisuus laski kuivattaessa 30-50%. Myds
Alexanderin ja Watsonin tutkimuksessa (1951) kuivaaminen laski maa-apilan
estrogeenista aktiivisuutta. Sarellin ym. (2003) tutkimuksessa puna-apilan
formononetiinin pitoisuus laski 25-40% kuivattaessa. Rehun sailonta puolestaan
nosti KE-pitoisuutta 18%:lla. Sailérehun valmistuksessa myds sailontaaineella
oli vaikutusta. Lactobacillus plantarumia siséaltavalla ympilla sailotty rehu sisalsi
enemman genisteiiniad ja biokaniini A:ta kuin muurahaishapolla sail6tty (Sarelli
ym. 2003). Sivesindin & Seguinin (2005) tutkimuksessa tuore puna-apila sisalsi
eniten isoflavoneja (1,44%), sailorehu hieman vahemman (1,22%) ja kuiva
hein& vahiten (1,15% kuiva-aineesta). Erot tutkimusten valilla johtuvat

todennakoisimmin saildrehun valmistustavoista.
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6.5 Yhteenveto KE-pitoisuuksiin vaikuttavista tekijoista

Sivesind ja Seguin (2005) totesivat tutkimuksessaan tilastollisesti merkitsevan
eron eri puna-apilalajikkeiden valilla eri kasvupaikoissa. He arvelivat erojen
johtuvan paikan A ja B valisista eroista abioottisten tekijoiden, kuten maaperan
ravinteiden, lampdtilan ja kosteuden osalta. Kaiken kaikkiaan selkeimmat
tilastolliset erot isoflavonipitoisuuksissa (formononetiini ja biokaniini A) olivat eri
puna-apilalajikkeiden valilla. Erot lajikkeiden valilla sailyivat saman suuntaisina

paikasta ja korjuuajasta huolimatta (Sivesind & Seguin 2005).

Karjan rehun kasviestrogeenipitoisuuksiin voidaan vaikuttaa monilla eri
valinnoilla. Ensinnakin rehukasvien ja kasvilajikkeiden valinnalla on todella suuri
merkitys rehun KE-pitoisuuteen (Sivesind & Seguin 2005, Vetter ym. 1991 ja
1995, Kallela 1962b, Kallela ym. 1988, Burda ym. 1997 ja Mustonen ym. 2006).
Liséksi eri abioottisilla tekij6illa eli kasvatusolosuhteilla on ratkaiseva rooli
kasviestrogeenien metaboliassa (Butler ym. 1967, Kallela 1964, Schultz 1967,
Kallela ym. 1988 ja Pettersson ym. 1984). Kun edella mainittuihin muuttujiin
yhdistetaan viela sopiva sailonta menetelma, saadaan rehun KE-pitoisuus jo
toista aaripaata monta kertaa alemmalle tasolle. Useiden eri tutkimusten
mukaan rehun kuivaaminen on tehokkain tapa alentaa sen isoflavonipitoisuutta
(Sarelli ym. 2003, Smith ym. 1986 ja Sivesind & Seguin 2005).

Terveysvaikutteisia ravintolisia valmistavien yritysten osalta hyddyllisinta tietoa
lajien ja lajikkeiden valisten erojen lisdksi nayttéisi olevan eri kasvuvaiheiden ja
kasvinosien valiset huomattavatkin erot isoflavonipitoisuuksissa (Vetter ym.
1991 ja 1995, Kallela ym. 1987, Burda ym. 1997, Mustonen ym. 2006 ja
Sivesind & Seguin 2005).

Gildersleeve ryhmineen (1991) on kehittanyt menetelmaa, jolla voidaan valita
maa-apilan eri lajikkeiden siemenista ne, jotka tuottavat mahdollisimman vahan
isoflavoneja sisaltavaa apilaa. Rumbal ym. (1997) sai puna-apila lajikkeen
formononetiinipitoisuuden laskemaan merkitsevasti valinnan avulla 7
sukupolven aikana. Myds jalostuksella voidaan siis vaikuttaa merkitsevasti

viljelykasvien ja etenkin apilan kasviestrogeeni-pitoisuuksiin.
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7 KASVIESTROGEENIEN VAIKUTUKSET MAREHTIJOILLA

Marehtijoista lampaiden on todettu olevan selvasti lehmid herkempia
kasviestrogeenien aiheuttamille hedelmallisyyshairiéille (Kallela 1964). Syyksi
tahan on epailty mm. lajien vélista eroa kasviestrogeenien
detoksifikaatiokapasiteetissa, kuten maksan, suoliston tai p6tsin demetylaatio-
ja / tai konjugaatiokyvyssa (Lundh 1995). Yksi syy herkkyyseroihin saattaa olla
Lundh:n (1990) lampailla toteama kaksinkertainen kohdun

estrogeenireseptorien maara lehmiin verrattuna.

7.1 Kasviestrogeenien metabolia méarehtijoilla

Isoflavonit esiintyvat kasveissa paaasiassa glykosideina ja ne metaboloituvat
kasvin entsyymien tai potsin mikro-organismien vaikutuksesta (Beck 1964).
Paéosa isoflavonien metaboliasta tapahtuu marehtijéilla potsin mikro-

organismien toimesta (Nilsson ym. 1967).

Kasviestrogeeneista biokaniini A:n ja genisteiinin vaikutus marehtijéilla on
varsin vahainen. Syyna tadhan on potsin pieneliéstd, joka pilkkoo (demetyloi)
biokaniini A:n genisteiiniksi ja edelleen tehottomaksi para-etyylifenoliksi ja
orgaanisiksi hapoiksi (Batterham ym. 1965 ja 1971, Braden ym. 1967,
Dickinson ym. 1988 ja Lundh 1990).

OH © e N _OH
d l I Hz? g

Ho” "o HO CH,
RIOCHANIN A GENISTEIN P-ETHYL PHENOL

Kuva 3. Biokaniini A:n ja genisteiinin metabolia potsissa. (Cox & Davies 1988).

Sen sijaan formononetiini demetyloidaan poétsissa paaasiassa daitseiiniksi ja

metabolidaan edelleen tehokkaaksi equoliksi. Formononetiinin metabolia voi
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joissain olosuhteissa edetd myds vaihtoehtoista reittid, jolloin se metaboloidaan
desmetyyliangolensiiniksi (O-DMA). (Lundh 1995).
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Kuva 4. Formononetiinin ja daitseiinin metabolia potsissa. P&&aasiallinen

lopputuote on equol. (Cox & Davies 1988).

Kumesteroli puolestaan imeytyy sellaisenaan potsisté ja vaikuttaa
muuttumattomana (Pettersson ym. 1984).

Seka formononetiini, daitseiini ettd equoli esiintyvat veressa paaasiassa
konjugaatteina (noin 95%). Plasman aktiivisten kasviestrogeenien maara ei siis
ole suoraan verrannollinen imeytyneiden aineiden maaraan. Kasviestrogeenien
konjugaatio tapahtuu poétsissa, ohutsuolessa ja maksassa. Maksan isoflavonien
konjugaatioaktiivisuuden on todettu olevan sekéa lampaalla ettd naudalla hyvin
pientd. Paaosa konjugaatiosta tapahtuukin poétsissd, mutta myos
ruuansulatuskanavan epiteelilla (juoksutusmaha ja suolisto) on merkittdva osa

isoflavonien metaboliassa. (Lundh 1990 ja 1995).

Lampailla ruuansulatuskanavan epiteelin konjugaatioaktiivisuuden on todettu
olevan jopa 3-20 kertaa tehokkaampaa kuin naudalla. Taman tuloksen

perusteella voisi olettaa lampaiden olevan nautoja parempia kasviestrogeenien
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detoksifioinnissa ja siten vdhemman herkkia niiden negatiivisille vaikutuksille.
Koska nain ei kuitenkaan ole, on lampaiden herkkyydelle oltava jokin muu
selittava tekija. Yhtend mahdollisena syyné on pidetty kohdun
estrogeenireseptoreiden maaraa. Lampailla onkin todettu olevan kaksi kertaa
enemman estrogeenireseptoreita kohdussa kuin naudoilla. (Lundh, 1990 ja
1995).

Monista tutkimuksista huolimatta, jaa lopullinen syy naudan ja lampaan valisiin
herkkyyseroihin kasviestrogeenien lisaantymista hairitsevien tekijoiden osalta

viela lopullisesti selvittamatta.

7.2 Kasviestrogeenien vaikutukset lampailla

Bennets ym. (1946) huomasi jo 40-luvulla Australiassa vakavia Kliinisia oireita
runsaasti kasviestrogeeneja sisdltaneella maa-apilalaitumella laiduntaneilla
lampailla. Tah&n "apila-taudiksi’ nimitettyyn syndroomaan kuului uuhien matala
karitsointiprosentti, kohtuprolapsit ja dystokia sek& kuohittujen péassien

suurentuneet lisdsukurauhaset.

Kelly ryhmineen (1980) vertasi Uudessa-Seelannissa puna-apilalaitumella ja
valkoapilalaitumella laiduntaneiden lampaiden lisdantymismenestysta. Puna-
apilalaitumen tiedettiin sisaltavan formononetiinia 0,8-1,2% kuiva-aineesta. Vain
vahaisia maaria kasviestrogeeneja sisaltavaa valkoapilalaidunta kaytettiin
kontrolliryhmé&n laitumena. Puna-apilalaitumella laiduntaneen ryhmén lampaat
tulivat huonommin kiimaan ja ovulaatioprosentti oli selvasti kontrolliryhmaa
huonompi (noin 25% oli anovulatorisia). Lisaksi puna-apilalaitumella
laiduntaneiden lampaiden karitsointiprosentti ensimmaisen kiiman osalta jai

25%:iin, kun kontrolliryhman vastaava luku oli 75%.

Ruotsissa ovariektomoiduilla lampailla tehdysséa puna-apilaruokintakokeessa
6,1 gramman isoflavoni —paivaannos (vastaa 3,5g formononetiinid) sai aikaan
vedinten koon kasvua, vulvan punertumista seka lisasi kohdun kokoa
(Nwannenna ym. 1995). Lampaiden laiduntaminen apilalaitumilla ennen

lisdantymiskautta voi aiheuttaa ohimenevaa hedelmallisyyden laskua. Useita
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vuosia jatkuneen laidunnuksen kasviestrogeeneja sisaltavalla apilalaitumella on
voitu osoittaa johtaneen joissakin tapauksissa jopa pysyvaan
hedelmattomyyteen (McDonald 1995).

Adamsin tutkimuksissa Australiassa (1990) havaittiin lyhytaikaisen
laidunnuksen kasviestrogeeneja runsaasti sisaltavalla laitumella
lisddntymiskauden alussa saavan aikaan palautuvan laskun
hedelmallisyydessa. Palautuvaa hedelméattomyytta aiheuttaa kasviestrogeenien
vaikutus aivolisakkeen ja munasarjojen hormonitoimintaan. Tarkempaa
mekanismia ei taysin tunneta. Pidempéaan kasviestrogeeneja sisaltaneella
laitumella laiduntaneille eléimille voi kehitty&d palautumattomia
hedelmattomyyteen johtavia muutoksia. Adamsin (1990) tutkimuksessa
havaittiin useilla lampailla subkliinistd pysyvaa hedelmattomyytta, jonka
taustalla oli kohdunkaulan alueen rakenteen muuttuminen kohtua
muistuttavaksi vahemman poimuttuneeksi rakenteeksi. Lisdksi kohdunkaulan
limakalvo muuttui endometriumin kaltaiseksi, jolloin kohdunkaulan toiminta

spermatransportterina hairiintyi. (Adams 1990).

7.3 Kasviestrogeenien vaikutukset naudoilla

Ei ole taysin selvaa kuinka vakavia lisaantymishairioita kasviestrogeenit voivat
aiheuttaa naudoilla. Naudoilla raportoidut tapaukset ovat olleet lampaita

lievempia, eika palautumatonta hedelmattomyytta ole havaittu.

Thain (1965) raportoi 1963 Australiassa sattuneesta tapauksesta, jossa karjan
hedelmallisyys oli laskenut huomattavasti mita ilmeisimmin hyperestrogeenisen
syndrooman vuoksi. Kiimattomuuden taustalta 10ytyi padasiassa
munasarjarakkuloita. Tarkempien tutkimusten jalkeen todennakoisimmaksi

aiheuttajaksi selvisi runsaasti kasviestrogeeneja sisaltanyt maa-apilalaidun.

Kallela (1968) tutki kesalla 1965 puna-apilalaitumella (60-70% puna-apilaa)
laiduntaneita ovariektomoituja hiehoja estrogeenisten muutosten varalta.
Kontrolliryhmana toimi kuivaa timotei-heinda syényt ovariektomoitujen hiehojen

ryhma. Puna-apilaa syoneiden hiehojen ryhmassa havaittiin selvia
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kasviestrogeenien aikaansaamia estrogeenisia muutoksia. Naité olivat vaginan
hyperemia ja vulvan turpoamien, kiimainen kaytos, kohdun ja kohdunkaulan
painon nousu seka kohdun endometriumin paksuuntuminen (Kallela 1968).

Nwannenna sai ryhmineen (1994) Ruotsissa ovariektomoiduilla Friisilais-
hiehoilla samansuuntaisia tuloksia puna-apilasailéorehuruokintakokeessa. Puna-
apilaa syoneiden hiehojen (noin 35g isoflavoneja/ pv) ryhmassa oli selvasti
havaittavia estrogeenisia muutoksia: vulvan 6deema ja limainen erite, vedinten

koon kasvu ja kohdun tonuksen pienentyminen.

Sisaruokintakaudella1982-1983 (Kallela ym.1984) Etela-Suomessa 10 lehmén
karjassa alkoi esiintya reilusti normaalia enemman lisdéantymishairi6ita, kuten
hiljaisia ja epasaanndllisia kiimoja, epamaaraista limoittelua,
munasarjarakkuloita, abortteja ja ennenaikaisia synnytyksia. Lisaksi eldinten
tiinehtyminen oli erityisen heikkoa. Tarkempien tutkimusten jalkeen ongelmien
todennakoisimmaksi aiheuttajaksi nousi lahestulkoon taysin puna-apilan

jalkikasvusta elokuussa 1982 valmistettu sailérehu.

Kokkolalaisella 14 lypsylehméan luomutilalla sattui 14 kuukauden aikana (1999-
2000) neljalla lehmalla 8 vaginaprolapsitapausta. Liséksi tilalla esiintyi 1999-
2000 sisaruokintakaudella normaalia enemman hedelmallisyyshairioita. Tilalla
syotettiin sailérehua ja heinaa, jotka sisalsivat 30% puna- ja valkoapilaa.
Sailorehusta otetuissa naytteissa oli formononetiinia 0,24, daitseiinia 0,01,
genisteiinia 0,02 ja biokaniini A:ta 0,15% kuiva-aineesta. Rotilla tehdyssa
ruokintakokeessa, kyseista sailérehua sybneiden rottien kohdun paino nousi
tilastollisesti merkitsevasti verrokkiryhmaan verrattuna, mika osoitti rehulla
olevan estrogeenista vaikutusta. Lehmille sy6tetty séailérehu saattoikin

edesauttaa vaginaprolapsien syntya. (Sarelli ym. 2001).

Painvastaisia tutkimustuloksiakin 16ytyy. Austinin ym. (1982) tutkimuksessa,
jossa 42 hiehoa jaettiin puna-apilasailérehua (formononetiinia noin 0,7% kuiva-
aineesta) ja nurmisaildrehua syovaan ryhmaan, ei havaittu eroa kahden

ruokintaryhman hedelmallisyydessa.
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7.4 Yhteenveto kasviestrogeenien vaikutuksista marehtijoilla

Useiden tutkimusten ja kaytdnnon kokemusten perusteella voidaan todeta
lampaiden olevan lehmi& herkempia isoflavonien lisd&ntymishairi6ita
aiheuttaville estrogeenisille vaikutuksille (Kallela 1964, McDonald,1995 ja Lundh
1990). Lisaantymishairiot seka kliiniset oireet ovat lyhytaikaisissa
altistumistapauksissa olleet palautuvia. Lampailla pidempiaikaisen altistumisen
on kuitenkin todettu johtavan pysyviin hedelméattomyytta aiheuttaviin muutoksiin
(Adams 1990). Eniten tutkimusta tarvittaisiin pidempiaikaisesta ja jatkuvasta

altistumisesta pienemmille kasviestrogeenipitoisuuksille.

Hyvana apuna kasviestrogeenien vaikutusten hallitsemiseksi toimii rehukasvien
hyva tuntemus ja sita kautta rehukasvilajien ja —lajikkeiden jarkeva valinta
elainryhman mukaan. Teuraaksi kasvatettavilla elaimilla voidaan huoletta
hyodyntaa kasviestrogeenien anabolisia vaikutuksia, kun taas siitoselainten
rehuissa tulisi valttaa liian suuria kasviestrogeenipitoisuuksia. McDonaldin
mukaan (1995) nykyisten tutkimustulosten valossa maissa, joissa apilan
aiheuttamat lisddntymisongelmat ovat huomattavia, onkin jopa annettu
suosituksia, joiden mukaan lampaita ja lehmia ei laidunneta astutusaikaan

apilapitoisilla laitumilla.
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KOKEELLINEN OSA

8 AIKATAULU

Kokeellinen osa suoritettiin neljassa kolmen viikon ruokintajaksossa:

Jakso

| 12.1-2.2.06
I 2.2-23.2.06
[l 23.2-16.3.06
IV 16.3-6.4.06

9 MATERIAALI
9.1 Koe-elaimet

Koe-eldimina tutkimuksessa oli 6 Viikin opetus- ja tutkimustilan navetan
ayrshire-lehmaa, joiden poikimisesta oli vahintdan 3 viikkoa. Lehmisté 2 oli

varalehmia.

9.2 Rehut

Kaikki elaimet soivat samaa apilan jalkikasvusta tehtya sailérehua. Jalkikasvu
niitettiin 2.8.2005, esikuivattiin noin 44 tuntia ja paalattiin pydropaalaimella
4.8.2005. Sailontdaineena oli AIV2Plus (5litraa/1000kg).

Valkuaisrehuina olivat Mildolan rypsipuriste (1,5 ja 3,0 kg/pv) ja Mildolan
soijapuriste (0,95 ja 1,9 kg/pv) kahdella annostasolla.
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10 MENETELMAT

10.1 Ruokinta

Lehmien vakirehuruokinta kullakin jaksolla mé&éaraytyi taulukon 2 tasapainotetun

latinalaisen nelion mukaan.

Taulukko 2. Koekaavio valkuaistiivisteille: Tasapainotettu latinalainen nelio

Jakso Lehm& 9|Lehm& 10 |Lehmé& 11 |Lehmé& 12
I 12.1-2.2.06 A B C D
I 2.2-23.2.06 |B C D A
11 23.2-16.3.06 |D A B C
IV 16.3-6.4.06 |C D A B

Ruokinnat: A = Rypsipuriste taso 1 (pieni) = RP1
B = Rypsipuriste taso 2 (suuri) = RP2
C = Soijapuriste taso 1 (pieni) = SP1
D = Soijapuriste taso 2 (suuri) = SP2

Vakirehuna oli ohran, kauran, valkuaistiivisteen ja kivennaisen seos taulukon 3
mukaan. Ohraa ja kauraa annettiin suhteessa 1:1. Valkuaisrehuina olivat
Mildolan rypsipuriste ja Mildolan soijapuriste. Rypsipuristeen maara oli joko 1,5
tai 3,0 kg/pv. Soijapuristetta annettiin niin, etta vakirehun raakavalkuaispitoisuus
oli sama kuin rypsivaihtoehdossa eli 0,95 ja 1,9 kg/pv. Vékirehu sekoitettiin

k&sin ja jaettiin kuusi kertaa paivassa (klo 5, 8, 11, 14, 17 ja 20).

Rypsipuristeesta ja soijapuristeesta otettiin jokaisen jakson viimeisella viikolla
paivittain naytteita kuiva-aineen maarittamista ja analyyseja varten
(kasviestrogeenipitoisuus). Kuiva-aine maaritettiin jaksoittain. Rehuanalyysia
varten eri jaksojen naytteet yhdistettiin yhdeksi naytteeksi.
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Taulukko 3. Eri ruokintaryhmien saamat paivittaiset vakirehut ja
valkuaistiivisteet.

Vakirehut / Tiivisteet ja kivennaiset | RP1 |RP2 |SP1 |SP2
Ohra kg/pv 4,5 |3,75/4,80 (4,3
Kaura kg/pv 4,5 |3,754,75 (4,3
Rypsipuriste kg/pv 1,5 |3,0

Soijapuriste kg/pv 0,95 |19
Tarmo-kivennainen g/pv 300 |100
Tunnutus-Namino kiv g/pv 350 |250
Ruokasuola g/pv 100 |100 {100 |100
Yhteensa 10,9|10,7|10,95(10,85

Sailérehua jaettiin kolmesti paivassa (klo 5.00, 12.00 ja 15.00). Sailérehua
syOtettiin vapaasti siten, etta jatetta jai vahintddn 5% annetusta sailérehun

maarasta.

Jokaisen jakson viimeisella viikolla sailérehusta keréattiin rehupunnitusten
yhteydessa naytteita pakastettavaksi analyyseja varten (rehuanalyysi,
varanayte ja kasviestrogeeninayte). Pakastetut naytteet yhdistettiin ennen
analyysia rehuittain ja jaksoittain. Tarkoituksen oli saada mahdollisimman

edustava nayte kustakin rehuerasta.

Rehunkulutusta tarkkailtiin paivittain punnitsemalla rehujaannds. Myds eldinten
painoa seurattiin punnitsemalla elaimet ennen kokeen alkua kahtena

perakkaisena paivana ja jakson lopussa kahtena perékkéisena paivana.

10.2 Verinaytteet

Nollanaytteet otettiin ennen kokeen alkua 10.1.2006 klo 9.00 Litium-
Hepariiniputkiin (3x10ml) kaulasuonesta (Vena jugularis).

Verinaytteet otettiin aina kunkin ruokintajakson toiseksi viimeisena iltana ja
viimeisen y0n ja péaivan aikana hantadsuoneen asetetusta kanyylista. Ennen

kanylointia lehmat rauhoitettiin kevyesti ksylatsiinilla maitosuoneen
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(noin 0,5-1 ml Narcoxyl 20mg/ml, Intervet International). Lisaksi lehmille laitettiin
epiduraalipuudutus 18G:n neulalla ensimmaisen ja toisen tai toisen ja
kolmannen hanténikaman valista (noin 5ml Lidocain 20mg/ml, Orion Pharma).
Pistoalueelta ajettiin karvat veitsen teralla ja alue pestiin 3 kertaa Klorhexol-

liuoksella (5mg/ml, Leiras).

Lehmat kanyloitiin illalla (klo17-22 valilla) hantavaltimoon (tai —laskimoon)
(Arteria tai Vena caudalis mediana) 14 G:n kalkkineulan Iapi pujotettavalla
steriililla silikoniletkulla. Silikoniletku liitettiin katkaistun ja tylpéksi hiotun 18G:n
neulan avulla kolmitiehanaan ja kanyyli huuhdeltiin valittémasti 1%:lla NaCl-
hepariiniliuoksella. Kanyyli kiinnitettiin leucoplastin, kipsinalusvanun ja

limasiteen avulla paikalleen.

Verinaytteita otettiin hantdsuonesta (3x10ml) seerumiputkiin 3 tunnin valein (klo
23,02, 05, 08, 11, 14 ja 17). Taman jalkeen kanyylit poistettiin.
Seeruminaytteistd maaritettiin kasviestrogeenien pitoisuudet.

Liséksi kaulasuonesta (Vena jugularis) otettiin klo 9 naytteenottopaivan aamuna
3 x 10ml naytteet LiHe-nayteputkiin. Myds naista naytteista maaritettiin
kasviestrogeenien pitoisuudet (tuloksia kaytettiin maidon ja plasmapitoisuuksien

vertailuun).

Kaikki naytteet laitettiin naytteenoton jalkeen valittomasti jaihin jatkokasittelya
odottamaan. Seeruminéytteet sentrifugoitiin (3000 rpm 10min) ja seerumi

pipetoitiin pasteur-pipetilla puhtaisiin koeputkiin.

Kasviestrogeenien (genisteiini, biokaniini A, formononetiini ja daitseiini) maaritys
naudan seerumista tehtiin nestekromatokrafisesti (HPLC = High-Performance
Liquid Chromatography) liitteen 1 ohjeen mukaan.

10.3 Kasviestrogeenien rehuanalyysit

Rehujen kuiva-ainepitoisuudet maaritettiin (105°C 20-24h) seuraavan kaavan

mukaan:
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KA% = m,/ mp - 100% M, = Kuivattu paino

mp = tuorepaino

Kasviestrogeenien (genisteiini, biokaniini A, formononetiini, daitseiini ja
kumesteroli) pitoisuudet maaritettiin nestekromatografisesti puna-
apilasailorehusta liitteen 2 ohjeen mukaan ja valkuaistiivisteista (soija ja rypsi)
litteen 3 ohjeen mukaan.

10.4 Tilastollinen analyysi

Ruokintaryhmien pohjana kaytettiin tasapainotettua latinalaista nelitté, jonka
tarkoituksena oli poistaa mahdollisista yksildllisista eroista aiheutuvat harhat

tuloksissa. Siina kukin koelehma kay lapi kunkin valkuaisruokinnan.

Kullekin koejaksolle laskettiin isoflavonien plasmapitoisuuksien keskiarvot eri
vuorokauden aikoina otettujen naytteiden perusteella. Tilastollisessa
laskennassa kaytettiin naita jaksokohtaista plasmapitoisuuksien keskiarvoja
(taulukko 5). Valkuaisruokinnan vaikutus plasmapitoisuuksiin testattiin
latinalaiseen koemalliin soveltuvalla Anovalla. Plasmapitoisuuksien tilastollinen

analyysi tehtiin STATA tilastolaskentaohjelmalla.

11 TULOKSET

11.1 Puna-apilasailérehun kasviestrogeenipitoisuudet

Puna-apilasaildrehun kuiva-ainepitoisuus oli noin 24,7% (23,4-25,3%), D-arvo
62,9%, raakavalkuaispitoisuus 18,6% ja NDF-pitoisuus 40% kuiva-aineesta.

Kokeessa maaritettiin daitseiinin, genisteiinin, kumesterolin, formononetiinin ja
biokaniini A:n pitoisuus rehun kuiva-aineesta. Tulokset on esitetty taulukossa 4
ja kuvassa 5. Sailorehu sisalsi eniten formononetiinia ja biokaniini A:ta,

yhteensa noin 75% kuiva-aineesta.
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Taulukko 4 . Kasviestrogeenien prosenttiosuudet sailérehun kuiva-aineesta.

Kasviestrogeeni | %:a KA:sta | Vaihteluvali
Daitseiini 0,03 + 0,004
Genisteiini 0,04 + 0,006
Kumesteroli 0,00 +0
Formononetiini 0,44 + 0,047
Biokainiini A 0,31 + 0,035
Isoflavoneja yht. | 0,82 + 0,091

Puna-apilaséailérehun
kasviestrogeenipitoisuudet

0,5
0,45 ~
0,4
0,35 A
0,3

0,25
0,2

0,15 4

%:a kuiva-aineesta

0,1 +
0,05 +

I [ 1]

Daitseiini Genisteiini Kumesteroli Formononetiini  Biokaniini A

Kuva 5. Puna-apilasailorehun kasviestrogeenipitoisuudet.

11.2 Soija- ja rypsitiivisteen kasviestrogeenipitoisuudet

Soijatiivisteen kuiva-ainepitoisuus oli 89,6% ja rypsitiivisteen 89,2%. Rypsisséa ei
esiintynyt mitattavia maaria kasviestrogeeneja. Myos soijatiivisteen
kasviestrogeenipitoisuudet jaivat varsin pieniksi. Daitseiinia oli soija-tiivisteessa
0,02 ja genisteiinia 0,03%:a kuiva-aineesta. Muita kasviestrogeeneja ei

esiintynyt mitattavina pitoisuuksina.
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11.3 Plasman kasviestrogeenipitoisuudet

Lehmien plasman kasviestrogeenipitoisuudet vaihtelivat valilla 0 - 7,9 ug/ml.

Tulokset on esitetty ruokintaryhmittain taulukossa 5 ja 6 seké kuvassa 6.

Merkittavin lehmien plasmasta mitatuista kasviestrogeeneista oli equol, jonka

pitoisuus vaihteli valilla 7,0 — 7,9 ug/ml. O-DMA:n pitoisuus vaihteli valilla 0,32 —

0,43 pug/ml. Myds formononetiinia oli plasmassa pieniné pitoisuuksina (0 — 0,04

pg/ml). Biokaniini A:ta, genisteiinia ja daitseiinia ei esiintynyt plasmassa

yksittaisia naytteita lukuun ottamatta mitattavina pitoisuuksina. Eri

ruokintaryhmien valilla ei ollut tilastollisia eroja plasman equolin (p = 0,8852), O-
DMA:n (p = 0,3543) eikd formononetiinin (p = 0,1033) pitoisuuksissa.

Taulukko 5. Eri ruokintaryhmien jaksokohtaiset plasmapitoisuudet (ug/ml)
equolille, O-DMA:lle seka formononetiinille.

LEHMA Ruokintaryhmé& EQUOL O-DMA FORMONONETIINI
JAKSO |
Rapsodia SP1 5,98 0,14 0,00
Pihlaja SP2 7,58 0,35 0,04
Pentagon RP1 * * *
Ryvita RP2 8,04 0,28 0,05
JAKSO Il
Ryvita SP1 7,49 0,94 0,00
Rapsodia SP2 6,06 0,16 0,00
Pihlaja RP1 8,15 0,28 0,04
Pentagon RP2 5,96 0,49 0,04
JAKSO llI
Pihlaja SP1 8,11 0,47 0,00
Pentagon SP2 7,59 0,45 0,00
Ryvita RP1 7,75 0,46 0,00
Raisodia RP2 6,77 0,20 0,00
Pentagon SP1 7,91 0,28 0,05
Ryvita SP2 * * *
Rapsodia RP1 * * *
Pihlaja RP2 7,23 0,31 0,06

* Kanylointi epaonnistui.
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Taulukko 6. Eri ruokintaryhmien keskimaaraiset plasmapitoisuudet (ug/ml)
equolille, O-DMA:lle seka formononetiinille.

Ruokintaryhma| EQUOL | O-DMA | FORMONONETIINI
RP1 7,95 0,37 0,02
RP2 7,00 0,32 0,04
SP1 7,37 0,46 0,01
SP2 7,08 0,32 0,02

Plasman isoflavonipitoisuudet

EEquol
HO-DMA
B Formononetiini

ug/ml

RP1 RP2 SP1 SP2

Kuva 6. Koe-lehmien plasman isoflavonipitoisuudet ruokintaryhmittain.

Lehmien isoflavonien plasmapitoisuudet vaihtelivat jonkin verran vuorokauden
ajan mukaan. Tulokset on esitetty graafisesti equolin osalta kuvassa 7 ja O-
DMA:n osalta kuvassa 8. Equolin pitoisuus nayttaéa laskevan hitaasti kello
24:sta aina seuraavaan iltapaivaan, kun taas O-DMA:n pitoisuus alkaa yon
jaljiltd nousta jo kello 14:sta eteenpdin. Eri vuorokauden aikojen valisia eroja ei

testattu tilastollisesti.
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10,00
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8,00 -
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Equolin plasmapitoisuus ruokintaryhmittain

P

23 2 5 8 11 14 17

Kellonaika

——SP1
——SP2
—&—RP1

RP2

Kuva 7. Equolin plasmapitoisuus ruokintaryhmittain kellon ajan mukaan.

0,9

ug/ml

0,4
0,3

0,2

O -DMA:n plasmapitoisuus ruokintaryhmittain

0,8 1
0,7 1
0,6 1

0,5 1

——SP1
—l— SP2
—&—RP1

N A =

0,1 1

\\\\‘A*M 7 "

23 2 5 8 11 14 17

Kellonaika

RP2

Kuva 8. O-DMA:n plasmapitoisuus ruokintaryhmittain kellon ajan mukaan.
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Taulukossa 7 on laskettuna lehmien péivittainen isoflavonien saanti syénnin

(soija, rypsi ja puna-apilasailérehu) perusteella ruokintaryhmittain.

Taulukko 7. Lehmien paivittéainen isoflavonien saanti (g/pv) sydnnin perusteella
ruokintaryhmittain.

Valkuaistiiviste

RYPSI SOIJA

RP1 RP2 SP1 SP2
matala | korkea | matala | korkea

Isoflavoni

Formononetiini| 59,6 55,2 58,1 56,5

Daitseilini 4,0 3,6 3,9 4,1
Genisteiini 5,4 5,0 5,6 5,7
Biokaniini A 42,8 | 39,9 | 41,8 | 40,6
Yhteensa 111,7 | 103,7 | 109,4 | 106,9

Valkuaistiivisteen laadulla tai maaralla ei ollut tilastollisesti merkittavaa eroa
lehmien isoflavonien paivittdiseen saantiin (Mustonen ym. 2008). Liitteena 4 on
posteri puna-apilaruokintatutkimusprojektin laajemmasta osasta, jossa tutkittiin
valkuaisruokinnan erojen vaikutusta lypsylehmien maidon

isoflavonipitoisuuksiin.

12 TULOSTEN POHDINTA

Koska marehtijoilla eri kasviestrogeenien metabolia eroaa toisistaan
huomattavasti, on isoflavonien kokonaismaaraé tarkeampi tieto rehun

yksittaisten isoflavonien ja erityisesti formononetiinin ja daitseiinin pitoisuus.

Tasséa tutkimuksessa lehmien merkittavin ravinnon kasviestrogeenil&hde oli
sdilorehun sisaltama formononetiini (0,44% kuiva-aineesta). Myos sailérehun
biokaniini A:n pitoisuus oli huomattava (0,31% kuiva-aineesta). Biokaniini A:n
esiintyminen rehussa nayttaisi kuitenkin olevan merkityksetdn sen
potsimetabolian vuoksi. Tata tukee myos koelehmien plasman biokaniini A:n

pitoisuus 0 pg/ml. Sailérehu ei sisaltanyt kumesterolia. Tulos tukee Kallelan
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(1964) saamia tuloksia, jonka mukaan tutkituissa suomalaisissa rehukasveissa

ei esiintynyt kumesterolia.

Puna-apilasailorehun kokonaisisoflavonipitoisuus vaihteli tutkimuksessamme
valilla 0,73-0,91% kuiva-aineesta. Tulos on samaa suuruusluokkaa muiden
ryhmien tutkimusten kanssa (Petterson ym. 1984, Kallela ym. 1987 Saloniemi
ym. 1995, Sarelli ym. 2003, Sivensid & Sequin 2005 ja Mustonen ym. 2006)

Valkuaistiivisteiden kasviestrogeenipitoisuudet olivat pienia, eika
valkuaisrehuruokinnan eroilla (4 eri ruokintaryhmaa) ollut tilastollista
merkitsevyytta suhteessa lehmien plasman kasviestrogeenipitoisuuksiin. Syyna
t&han on puna-apilaséildrehun moninkertainen isoflavonipitoisuus
valkuaistiivisteisiin nahden. Valkuaistiivisteiden maaran ja laadun mahdollisia
vaikutuksia lypsylehmien plasman isoflavonipitoisuuksiin tulisikin jatkossa

testata suuremmalla otoskoolla ilman samanaikaista puna-apilaruokintaa.

Valkuaisrehuista rypsitiiviste ei sisaltanyt lainkaan kasviestrogeeneja.
Soijatiivisteessa esiintyi isoflavoneista genisteiinia noin 0,03% kuiva-aineesta ja
daitseiinia 0,02% kuiva-aineesta. Isoflavoneja oli siis yhteensa 0,05% kuiva-
aineesta. Tulokset ovat samaa suuruusluokkaa kuin aiemmin kirjallisuudessa
esitetyt pitoisuudet (Kledjus ym., 2005 ja Barbosa ym., 2006). Myds Barbosan
ym. (2006) tutkimuksessa soijapavun paaasialliset isoflavonit olivat genisteiini ja

daitseiini.

Kirjallisuudessa (Lundh 1990 ja 1995) apilasailérehuruokintakokeessa (50%
puna-apilaa) naudan plasman vapaan ja konjukoidun equolin pitoisuus liikkui
valilla 1,7-2,0 ug/ml. Formononetiinin vastaava pitoisuus vaihteli valilla 0,01-
0,09 pug/ml. Bradenin ym. (1971) puna-apila-ruokintakokeessa hiehojen
plasman isoflavonipitoisuus oli 5-24 tuntia ruokinnan alusta tasolla 2,1-16,8
ug/ml, josta equolin pitoisuus vaihteli valilla 1,0-6,0, O-DMA:n valilla 0,5-6,0
ug/ml ja formononetiinin valilla 0,08-1,1 ug/ml. Tulokset ovat samaa

suuruusluokkaa saamiemme tulosten kanssa. Tassa tutkimuksessa plasman
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equolin pitoisuus vaihteli valilla 7-7,9, O-DMA:n valilla 0,1-0,9 ja formononetiinin
valilla 0,01-0,04 ug/ml.

Sailérehun formononetiini metaboloituu méarehtijdiden elimistossa padasiassa
equoliksi. Mustosen ym. (julkaisematon) tekemassa tutkimuksessa puna-
apilasailoérehun formononetiini pitoisuus olikin voimakkaasti yhteydessa lehmien
plasman equolipitoisuuteen. Toisin sanoen, mitd enemman rehussa oli
formononetiinia sita suurempi oli rehua syéneen lehman plasman
equolipitoisuus. Sailérehun formononetiinin maara korreloi kuitenkin vain
heikosti maidon equolipitoisuuden kanssa. Myos tassa tutkimuksessa puna-
apilasailérehun suuri formononetiinipitoisuus nayttaisi johtavan plasman

suureen equolipitoisuuteen. Korrelaatiota ei ole kuitenkaan testattu tilastollisesti.

Lehmien isoflavonien plasmapitoisuudet vaihtelivat jonkin verran vuorokauden
ajan mukaan. Equolin pitoisuus nayttaa laskevan hitaasti kello 24:sta aina
seuraavaan iltapaivaan, kun taas O-DMA:n pitoisuus alkaa yon jaljiltd nousta jo
kello 14:sta eteenpéin. Syy equolin ja O-DMA:n plasmapitoisuuksien muutoksiin
saattaa olla eri metabolia reittien nopeudessa. Vuorokauden aikojen valisia
eroja plasman isoflavonipitoisuuksissa on kuitenkin erittéin vaikea arvioida

tutkimuksemme pienen otoskoon vuoksi.

13 YHTEENVETO

Tamaéan tutkimuksen perusteella valkuaisrehuruokinnan laadun tai méaaran
vaihtelut eivat aiheuttaneet tilastollisesti merkitsevia eroja lypsylehmien
plasman isoflavonipitoisuuksissa. Syyné tdhan on ruokintakokeessa lehmille
syotetyn puna-apilasailorehun moninkertainen isoflavonipitoisuus
valkuaistiivisteisiin nahden. Puna-apilasailérehu peittéda alleen soija- ja
rypsitiivisteiden valiset mahdolliset vaikutukset plasman isoflavonipitoisuuksiin.
My0Gs pieni otoskoko vaikuttaa tulosten merkitsevyyteen.
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Vaikka valkuaisruokinnan erot eivét vaikuttaneet merkitsevasti plasman
isoflavonipitoisuuksiin, nayttaisi lehmien plasman suuri equolipitoisuus olevan
yhteydessa puna-apilasailéorehun suureen formononetiinipitoisuuteen. Sama
iImié on huomattu myés Mustosen ym. (julkaisematon) tekemassa

tutkimuksessa.

Suomessa marehtijoiden merkittavin kasviestrogeenien lahde on puna-apila,
jota kaytetaan pelloilla erityisesti maaperan luontaiseen typensidontaan. Puna-
apilan kayttoé on kuitenkin vahentynyt 1900-luvun loppu puolella
typpilannoitteiden edullisuuden my6ta. Kuten useissa tutkimuksissa todettiin,
yksittaisissa tapauksissa runsaasti puna-apilaa sisaltava sailérehu tai tuore
puna-apilapitoinen heind voivat aiheuttaa lisdéntymishairioita etenkin lampailla,
mutta myo6s lehmilla. Tarkeinta onkin pitd& puna-apilan osuus tuore- ja
sdilorehussa kohtuudessa. Tarvittaessa rehun kasviestrogeenipitoisuutta

voidaan pienentad merkittavasti rehun kuivauksella.

Suomessa kaytetaan marehtijdiden ja erityisesti naudan valkuaisen lahteena
vahaisia maaria myos soijatiivistetta. Soijan menekki on kuitenkin talla hetkella
pienté ja sita kaytetdankin rehuteollisuudessa lahinn& sen suuren
valkuaispitoisuuden vuoksi valkuaistiivisteissa, kuten rypsitiivisteessa, rehun
valkuaispitoisuuden tasaamiseen. Itse soijatiivistetta kaytetdan vahaisia maaria
yksittaisilla lihakarjatiloilla seosrehuruokinnan osana. Soijan kaytté rehuna ei
nayttaisi ainakaan talla hetkell& olevan riskitekija marehtijéiden
kasviestrogeenien saannin kannalta. Soijapavun isoflavonipitoisuudet ovat

suhteellisen pienia ja soijan kaytté rehuna melko vahaista.

Eri kasviestrogeenien suhteellinen maara ja pitoisuudet vaihtelevat
huomattavasti eri kasvilajien ja -lajikkeiden valilla. Kasviestrogeenien
vaikutusten luotettavan arvioinnin kannalta olisi tarke&é tuntea eri rehukasvien
valiset erot kasviestrogeenikoostumuksessa unohtamatta lukuisten eri
ymparistotekijoiden, korjuuajan seka sailonnan tuomaa vaihtelua niiden
pitoisuuksissa. Kasviestrogeenien |luotettavan vaikutusten arvioinnin eteen on

tehtava viela paljon ty6ta. Palapelin eri palasten yhteen liittdminen ja kattavan
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kokonaiskuvan muodostaminen vaatii laajaa asiantuntemusta ja perehtymista

paikallisiin olosuhteisiin, rehukasveihin ja elainpopulaatioon.

Vaikka lampaiden ja nautojen ruokinta puna-apilarehuilla on Suomessa melko
vahaista, on puna-apilan runsaaseen kayttoon liittyvat riskit pidettava mielessa

etenkin lannoitteiden kayton minimointiin pyrkivan luomutuotannon osalta.
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Liite 1

Kasviestrogeenien méaaritys naudan seerumista

1. TARVIKKEET
o Kierrekorkillisia koeputkia, 10ml (Kimax)
pasteurpipetteja
finnpipetit ja karjet
1ml ruiskuja
neuloja 0,80 x 80mm / 40mm
Acrodisc LC13 0,45 um suodattimia (PN 4452T)
kartiopohjaisia HPLC ampulleja ja korkit
typpihaihdutus
Multi-TubeWortexe
koeputkien tasoravistelija (Stuart Roller Mixers SRT 1, Bibby Steril)
Sentrifugi
kromatografiapylvaat, Waters Oasis HLM 3 cc (60mg) WAT094226 +
hanat
e painekamio (P/N WAT 058833)

2. REAGENSSIT

e sisainenstandardi (flavone) 12ug/ml EtOH
0.2M natriumasetaattipuskuri pH 5,0 CH3;COONa x 3H,0
B-glukuronidaasi 500 yksikk6&/ analysoitava putki
sulfataasi 40 yksikkdad/ analysoitava putki
metanoli
5% metanoli
eluointiliuos: asetonitriili 90% + metanoli 10%
dietyylieetteri (C,Hs),0
nestegromatografian ajoliuos: 210mM Na,HPO, x 2H,0 pH 6,5
nestekromatografian ajoliuos: metanoli
standardit:

Sisdinenstandardi
Flavone, pitoisuus 12 pug/ml, tehty kantastandardista

Seosstandardi

Pitoisuus 25 pg/ml, tehty kantastandardeista:
Biochainin A (2mg/ml)

Daizein (1mg/ml)

Genistein (2mg/ml)

Formononetin (Img/ml)

Standardisarja (1-8) (tehty kantastandardeista)
Equol (esim. 0,280 mg/ml)

ODMA [O-desmethylanglolensiini] (esim. 0,1 mg/ml)
Seosstandardi (25 pg/ml)
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STD 1

Equol 75 ug/ml
ODMA 12,5 ug/ml
Seos-std 12,5 pg/ml

STD 3

Equol 18,75 pg/ml
ODMA 3,125 ug/ml
Seos-std 3,125 pg/ml

STD 5

Equol 4,688 pug/ml
ODMA 0,788 ug/mil
Seos-std 0,788 pug/ml

STD 7

Equol 1,172 pg/ml
ODMA 0,1975 pg/ml
Seos-std 0,1975 pg/ml

3. SUORITUS

STD 2

Equol 37,5 pug/ml
ODMA 6,25 ug/ml
Seos-std 6,25 pg/ml

STD 4

Equol 9,375 pg/ml
ODMA 1,563 ug/ml
Seos-std 1,563 pg/ml

STD 6

Equol 2,344 ug/mi
ODMA 0,395 ug/ml
Seos-std 0,395 pug/ml

STD 8

Equol 0,586 pg/ml
ODMA 0,09875 ug/ml
Seos-std 0,09875 pg/ml

3.1 Kokeen aloitus

tehdaan kaksi rinnakkaista jokaisesta naytteesta.

Putkiin pipetoidaan 200 ul siséisté standardia. Haihdutetaan typella kuiviin.
Lisatdan 1ml naudan seerumia, 100 ul B-glukuronidaasia, 80 ul sulfataasia ja 820
ul natriumasetaattipuskuria.

Suljetaan putket hyvin ja sekoitetaan vorteksoimalla. Viedaan putket +37°C
ravisteluun n. 18 tunniksi.

3.2 Pylvassuodatus

Sentrifugoidaan naytteet 5000 rpm 5min.

Asetetaan kerdysputket, hanat ja pylvaat alipainekammioon. Saadetaan vesi-imulla
pieni paine kammioon.

Pylvaat esikasitellaan: 2ml etanolia ja sen jalkeen 2ml tislattua vetta (virtausnopeus
noin 10ml/min)

Naytteet pipetoidaan pylvaisiin ja sdadetdén virtausnopeudeksi hanalla noin 1-2
ml/min.

Nayteputkia huuhdellaan 5ml:lla 5% metanolia ja siirretdéan pylvaisiin
(virtausnopeus 10ml/min).
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Kammioon vaihdetaan uudet kerdysputket eluointia varten. Nayteputkia
huuhdellaan 2 ml:lla eluointiliuosta (asetonitriili — metanoli seos), ja siirretdén sitten
pylvaisiin. Virtausnopeus séédetaan 1-2ml /min. Kun liuos on mennyt melkein
kokonaan lapi, lisatdéan sailioon vield 2 ml eluointiliuosta. Lopuksi avataan hanat
kokonaan ja nostetaan painetta niin, ettd saadaan pylvaat kuiviksi.

Haihdutetaan eluointiputket kuivaksi typella ja lammityksella (n. 55-60°C)
kuiviin.

3.3 Liuotus

Haihdutuksen jalkeen annetaan putkien jadhtya ja lisatdan 300 pl eetteria.
Vorteksoidaan 1min ja laitetaan sonikaattoriin 15minuutiksi seka tasoravistelijaan
15 minuutiksi.

Sentrifugoidaan nopeasti 5000 rpm:lla.

Otetaan liuos putken pohjalta kartiopohjaiseen HPLC (High Pressure Liquid
Cromatocraphy) pulloon.

Lisataan putkeen 300 pl eetteria. Vorteksoidaan 1 min ja laitetaan sonikaattoriin
5minuutiksi seka tasoravistelijaan 5 minuutiksi.

Sentrifugoidaan 500 rpm 5 min.
Siirretdan liuos putken pohjalta samaan HPLC-pulloon, jossa on jo eetteri.

Haihdutetaan eetteri pois ampullista ja lisataan 150 ul metanolia ja korkitetaan.
Vorteksoidaan ja laitetaan sonikaattoriin 15 minuutiksi.

Fuugataan nopeasti, jotta saadaan liuos pois korkista. Lisatéan 50 ul 0,2M
natriumasetaattipuskuri ja pakastetaan naytteet -20°C. Ennen HPCL ajoa
suodatetaan 0,45 um suodattimen Iapi.

3.4 Standardit

Pipetoidaan putkiin jokaista standardia (8kpl) 200 pl seka kaikkiin putkiin sisainen
standardi flavone ( 12 ug/ml) 200 pl ja haihdutetaan kuiviin typella. Jaahtymisen
jalkeen lisatdan 150 ul metanolia ja 50 pl natriumasetaattipuskuria. Sekoitetaan ja
fuugataan 500rpm 5min.

Jaetaan valmiit standardit kahteen ampullipulloon. Nain standardeja tarvitsee tehda
vain joka toinen kerta.

3.5 Liuokset

0.2M natriumasetaattipuskuri pH 5,0

CH3COONa x 3H,0 punnitaan 27,22¢/

Liuotetaan tislattuun veteen ja sdadetdaén pH ensin vakevalla etikkahapolla lahelle
pH-arvoa. Lopuksi pH:n saatd 20% etikkahapolla.

Taytetddn merkkiin mittapullossa.
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B-glukuronidaasi liuos (Sigma G-0751 500 000 units/1,129)

Liuotetaan 0,56 g/ 50ml natriumasetaattipuskuriin. Sekoitetaan
magneettisekoituksessa kunnes liukenee ja merkkiin puskurilla mittapullossa.
Jaetaan kierrekorkillisiin putkiin & 1,1ml ja pakastetaan -80°C. Kaytetdan 100 ul /
tutkittava nayte -> on 500 yksikkoa/ nayte.

sulfataasi (Sigma S-9626 5000 units/0,23)

Liuotetaan koko purkin siséltd (0,23g) / 10ml natriumasetaattipuskuriin. Ensin
pienempé&an maardan ja pulloa puskurilla hyvin huuhdellen siirretaén kaikki
mittapulloon. Taytetaan merkkiin. Jaetaan kierrekorkkisiin putkiin & 900 pl ja
pakastetaan -80°C.

Kaytetddn 80 pl / tutkittava nayte -> on 40 yksikkda / nayte.

5% metanoli
100ml:n mittapulloon pipetoidaan 5ml metanolia ja taytetdan merkkiin tislatulla
vedella.

eluointiliuos: asetonitriili 90% + metanoli 10%
100ml:n mittapulloon pipetoidaan 10ml metanolia ja taytetaan merkkiin
asetonitriililla.
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Liite 2

Kasviestrogeenien eristys nestekromatografiaa varten puna-
apilasta (Petterssonin ohjeen mukaan)

1. LAITTEET JA VALINEET

Mylly ndytteen jauhamista varten, Buchi mixer B-400
Sinikorkkisia 250ml pulloja

Vaaka

Vorteksi

+100°C vesihaude

Imupullot 11 sek&a Biicnersuppilot
Whatman 40 @ 11cm tai vastaava
teesiivilat ja lusikat

mittalasi

pyoréhaihdutin ja 11:n haihdutuskolvit
50ml A-luokan mittapullot

pieniéa dekantterilaseja

20ml ruiskuja

Acrodisc GF 0,45 um suodattimia

10 ml A-luokan mittapulloja
sdilytyspullot

Kromatografia-ampullit ja korkit ja sulkija
finnpipetit ja karjet

2. REAGENSSIT

Absolutoitu etanoli ETAX Aa (99,5%), kulutus noin 1110ml/ nayte
3.5 M HCI

0.2 M natriumasetaattipuskuri, pH 6,5

Sisdinen standardi, flavone 6,25 mg/ml (Sigma F2003)

3. LIUOKSET

3.5 M HCI, 1l

Lisatdan 290ml 37% HCL:a mittalasiin n. 500ml:aan tislattua vetta jadhauteessa

olevaan dekantterilasiin. Kaadetaan 1000 ml:an mittapulloon ja taytetaén tislatulla
vedella merkkiin.

0.2M natriumasetaattipuskur, 0,11, pH 6,5

CH3COONa x 3H,0 (M = 136,08 g/mol) punnitaan 2,72169/0,1l
Liuotetaan tislattuun veteen ja saadetaén pH 20% etikkahapolla. Taytetaan
merkkiin mittapullossa.

4. SUORITUS

4.1 Esikéasittely
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Naytteet jauhetaan hienoksi myllylla ja naytteen kuiva-aineprosentti maaritetaan
(105°C 20-24h).

Jokaisesta naytteesta tehddan kolme rinnakkaisméaaritystd. Punnitaan 5 g naytetta
pulloihin. Pulloihin lisataan 25ml tislattua vetta pipetilla pullon reunoja huuhdellen
niin, etta kaikki nayte saadaan pullon pohjalle.

Pulloja ravistellaan vorteksilla 15 s ja jatetaan naytteet hydrolysoitumaan
huoneenlampdon 60 minuutiksi.

Pulloihin lisatdan 10ml 3.5 M HCI ja 80 ml EtOH, ravistellaan sekaisin ja
kiehautetaan vesihauteessa. Pullojen annetaan jaahtya huoneenlammossa. Jos
tyota ei jatketa heti, naytteet siirretddn kylméhuoneeseen.

4.1 Naytteen suodatus ja haihduttaminen

Ennen suodattamista sailopulloihin lisatdan 500 pl sisaista standardia (Flavone
6,25 mg/ml) ja sekoitetaan.

Naytteet suodatetaan seuraavasti:

Sailopullon paalle laitetaan teesiivila, kipataan ympari ja rehu valutetaan teesiivilan
avulla buichnersuppiloon siten, etta rehu jaa siivilaan. Kun pulloa pidetaan
kallellaan, ei muodostu ilmataskua. Annetaan valua 3-5 min.

Pulloon rehun sekaan lisdtdan 40 ml etanolia, ravistellaan 1 min ja kipataan taas
teesiivilaan ja valutetaan 3-5 min. Taméa tehdaan kaksi kertaa.

Pulloon lisataan vield kolmannen kerran 40 ml etanolia ja ravistellaan 1 min. TA&man
jalkeen nayte kaadetaan kokonaan suppiloon.

Huuhdellaan viela pullon seindmia etanolilla:

Lisatédan pulloon 10 ml etanolia, ravistellaan ja kaadetaan suppiloon. Taméa tehd&én
kolme kertaa. Huuhdellaan my6s naytepulloa, korkkia, lusikkaa, suppilon reunoja ja
siivilaa kayttden 50ml etanolia. Kaiken etanolin erottamiseksi, naytetta voi painella
lusikalla. Annetaan nesteen valua imupulloon, kunnes rehu on kuivaa (noin 10
min).

Imupullosta naytteen voi joutua suodattamaan uudelleen suppilolla, jossa kaytetdan
pehmeéa ja tihedd suodatinpaperia (Whatman 42 tai 542), jotta saadaan uutteen
hienojakoinen sakka pois ennen haihduttamista. Imupullo huuhdellaan kolme
kertaa etanolilla (10 ml, 5 ml, 5 ml).

Etanoliuute siirretaan isoon pyoréhaihduttimen kolviin ja imupullo huuhdellaan
kolme kertaa etanolilla (10 ml, 5 ml, 5 ml). Haihdutetaan pydréhaihduttimella +40-
45°C vesihauteessa n. 20 ml tilavuuteen. Tama kestaa noin 15-20 min.

Nayte kaadetaan haihdutuskolvista 50 ml mittapulloon ja huuhdellaan kolvia 3-4
kertaa etanolilla (10 ml, 10 ml, 5 ml, 5 ml). Mittapullo taytetdan etanolilla merkkiin
asti ja ravistellaan hyvin.

Pullo laitetaan jadkaappiin ainakin pariksi vuorokaudeksi saostumisen vuoksi.
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4.3 Laimennokset

Tehdaan 48-72 h kuluttua (tai myéhemmin). Mittapullosta (ala sekoita) otetaan n.
20 ml pieneen dekantterilasiin ja suodatetaan se Acrodisc GF 0,45 um
suodattimella toiseen dekantteriin. Suodoksesta tehdaéan tarvittavat laimennokset
10ml mittapulloihin.

Laimennokset:

% =5 ml naytettd

1/5 = 2 ml naytetta
1/10 = 1 ml naytetta
1/100 = 100 pl naytetta

Taytetdan mittapullot merkkiin asti etanolilla ja sekoitetaan huolellisesti. Loppu
suodatettu nayte kaadetaan omaan 10 ml mittapulloon -> laimennos 1/1.

Loppu suodattamaton nayte laitetaan varalta isoon ampullipulloon.
Laimennospullot laitetaan jaékaappiin ainakin pariksi vuorokaudeksi. (Laimennos
1/5 muodostaa paljon hienoa sakkaa. Kun pullo on ollut yon yli jAdkaapissa, se
ravistellaan, jolloin sakka laskeutuu tasaisesti pullon pohjalle ja reunoille ->
helpottaa pipetointia.)

4.4 Pullotus

Tehdaan tarraetiketit tietokoneella sailytys- kromatografiapulloihin seka
pullotelineisiin.

(Naytenro, laimennossuhde seka valmistu tai pullotus pvm, tyéohjeen nro sekéa
tekija).

Pipetoidaan suoraan mittapulloista 1 ml naytetta ampulleihin (kolme rinnakkaista).
Jos saostumaa on niin paljon ettei pipetointi onnistu, suodatetaan nayte uudelleen:
kaadetaan pullon sisalté pieneen dekantteriin, imetaan injektioneulalla ruiskuun ja
taytetaan suodattimen lapi kolme rinnakkaista pulloa.

Liséksi pipetoidaan kolme rinnakkaisnaytettd kromatografiapulloihin seuraavasti:
450 pl laimennosta + 150 ul 0.2 M natriumasetaattipuskuria, pH 6,5.

Valmiit naytteet vieddan kylmdhuoneeseen tai jAdkaappiin odottamaan
kromatografia-ajoa.

5. SISAINEN STANDARDI

Flavone, pitoisuus 6,25 mg/ml EtOH.

6. VIITTEET

Alkuperadisviite: Hans Pettersson, J. Assoc. Off. Anal. Chem. (vol. 67, no. 3, 1984)
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Liite 3

Kasviestrogeenien méaaritys vakirehusta (soija, rypsi, taysrehu)

1. VALINEET
Mylly (Fritcsh)
Sarjavesihaude pystyjaahdyttajilla

Ultradani

rotavapori

sentrifugi

hioksellisia keittokolveja, 250 ml
pyroéhaihdutuskolveja, 250 ml
Finnpipetit ja karjet

Mittapulloja, 50 ml ja 10 ml

muovisia korkillisia fuugiputkia, 50 ml
Ampullipulloja, 50 ml
Kromatografiampulleja
Acrodisc-ruiskusuodattimia 0,45 um
10ml tai 20ml ruiskuja

2. REAGENSSIT
96% EtOH

Absolutoitu etanoli ETAX Aa (99,5%)

2 M HCI (82,81 ml/500ml)

6.9 M 1.0 M ja 0.1 M NaOH-liuoksia pH:n saatéon

Flavone 6,25 mg/ml sisainen standardi saannon tarkkailuun

3. SUORITUS

1)
2)
3)
4)

5)

6)

7

8)

Jauhetaan nayte hienoksi myllylla ja tehd&éan kuiva-
ainemaaritys (105°C 20-24h).

Punnitaan 1 g jauhettua naytetta keittokolviin (250ml) ja
lisdtdan 40 ml 96% EtOH seka 500 ul Flavonea (6,26 mg/ml).
Tehdaan kolme rinnakkaismaaritysta.

Pidetaan kolveja ultradéanessa 20 minuuttia

Lisatdan 10 ml 2 M HCL ja keitetdan vesihauteessa 80-100°C
pystyjaahdyttajalla 2 tuntia.

Kun liuos on jaahtynyt, sdddetaan pH NaOH:lla 4,00:ksi.
Lisatéaan ensin 2,1 ml 6.9 M NaOH (kuumenee, annetaan
jadhtyd). Jatketaan pH:n sdatamista 1.0 M ja 0.1 M NaOH:lla,
kunnes pH on 4,00.

Siirretddn haihdutuskolviin huuhdellen 96% etanolilla ja
haihdutetaan rotavaporilla +45°C:ssa n. 30ml tilavuuteen.
Siirretdé&n 50ml mittapulloon huuhdellen pydréhaihdutuskolvia
pienellda maaralla tislattua vetta ja etanolia (Aa) ja taytetdan
etanolilla merkkiin.

Siirretddn sakkoineen 50 ml korkillisiin muovisiin koeputkiin ja
sentrifugoidaan 20 min, 300rpm.
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9) Otetaan kirkas supernatantti isoon ampullipulloon ja laitetaan
pakastimeen yo6n vli.

10) Suodatetaan seuraavana paivana supernatantti 0,45 um
Acrodisc-ruiskusuodattimen lapi ja tehdaan tarvittavat
laimennokset 10 ml mittapulloihin etanoliin.

4. LAHDE

L.S. Hutabarat et al.: Isoflavones and coumesterol in soybeans and soybean
products from Australia and Indonesia. Journal of food composition and analysis
(no. 14: 14-58, 2001)
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