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MDIVE-hanke kuului Suomen Akatemian biodiversiteettitutkimusohjelmaan, FIB-
RE, sen molemmissa vaiheissa ja sitd rahoitti 50 % TEKES ja 50 % Suomen ympa-
ristokeskus. Tutkimuksen ensimmdinen vaihe kdynnistyi kevaalla 1997 ja paattyi
vuoden 1999 lopussa, jolloin siitd laadittiin loppuraportti (Niemi ym. 2000). Tyo
toteutettiin pddosin Suomen ymparistokeskuksen tutkimuslaboratoriossa Haku-
ninmaalla ja organisaatiouudistuksen jalkeen vuonna 2002 osana luonnon moni-
muotoisuuden tutkimusohjelmaa. Laboratorion henkilokunnalle haluamme lau-
sua kiitokset hyvéasta yhteistyosta.

Tutkimuksen toisen vaiheen vastuullisena johtajana on jatkanut dos. Maarit
Niemi, pddtoimisena tutkijana ja vaitoskirjatyon tekijanad on toiminut MMM Milja
Vepsildinen, hdnen ditiyslomittajanaan MMM Kaisa Wallenius, sekd paatoimise-
na laboranttina Lotta Sankkila. Tutkimuksen kentti- ja laboratoriokokeiden toteu-
tukseen ovat osallistuneet kemisti Kirsti Erkomaa, apulaistutkijat Tuula Ollinkan-
gas ja Riitta Vehmaa, laborantit Tarja Bertula, Kaisa Heinonen, Hannele Leskinen,
Sirpa Paattakainen ja Elina Tammi. Kesédharjoittelijoina ovat toimineet opiskelijat
Leea Kuokkanen, Heikki Riisi6 ja Kaisa Rantasarkka. Suvi Simpanen viimeistelee
hanketta koskevaa erikoisty6td osana mikrobiologian opintoja. DI Hannu Sirvio
on vastannut ryhmittelyanalyysid koskevan ohjelmiston ja fosfolipidirasvahap-
pojen tarkastelussa kdytetyn ohjelman laatimisesta. FM Timo Vénni on laatinut
fluorometritulosten laskemisessa kdytetyn Excel-pohjaisen dataprosessorin seka
ryhmittelytulosten visualisointia helpottavan Excel-makron yhteistyossa tutkijoi-
den kanssa.

Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskuksesta hankkeeseen ovat osallis-
tuneet Laukaan tutkimus- ja valiotaimiasemalta MMT Mauritz Vestberg seka ha-
nen tutkimusryhménsa sekd Mikkelistd ekologisen tuotannon Karilan asemalta
tutkija Pirjo Kivijarvi viljelyjarjestelyja vertailevissa hankkeissa. Helsingin yliopis-
tosta prof. Hannu Ilvesniemen kanssa tehtiin yhteistyota selvitettdessd kasvukau-
den aikaisia muutoksia maaperdan entsyymiaktiivisuuksissa. Peltomaan entsyymi-
aktiivisuuksien kesdn aikaista vaihtelua tutkittiin yhteistydssa Helsingin yliopis-
ton (dos. Liisa Pietola) ja Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskuksen (MMT
Laura Alakukku) kanssa. Geneettisesti muunnetun mikrobin ja diesel6ljyn vaiku-
tusta entsyymiaktiivisuuksiin tutkittiin yhteistydssa dos. Kristina Lindstrémin ja
DI, MMM Jyrki Pitkdjarven kanssa Helsingin yliopistosta. Aktiivilieteen ja liete-
kompostin entsyymiaktiivisuuksia mitattiin yhteistydssa Helsingin Veden kanssa.
Metséteollisuuden kompostoitujen aktiivilietteiden vaikutusta maaperddn analy-
soitiin yhteistyossa Biopap Oy:n FM Kimmo Kuusisen kanssa. Naytteiden saily-
tysta tutkittiin yhteistydssa kemisti Pirkko Laakson kanssa Viljavuuspalvelu Oy:sta.
Aboatox Oy toimitti mittalaitteen Viljavuuspalvelu Oy:ssa toteutettuihin entsyy-
miaktiivisuus mittauksiin, joissa selvitettiin naytteen sdilyvyyttd. Dos. Uwe Miins-
terin jarjestamilld laboratoriokursseilla kaytettiin ZymProfiler®-testisarjoja seka
maa- ettd vesindytteiden tutkimisessa.

Hanketta on ohjannut Tekesin asettama johtoryhmad, jonka puheenjohtajana
on toiminut tutkimusjohtaja Vaind Méntylahti Viljavuuspalvelu Oy:sté. Johtoryh-
maan ovat kuuluneet Tekesin edustajana aluksi teknologia-asiantuntija FT Riikka
Heikinheimo ja mythemmin teknologia-asiantuntija dos. Erja Heikkinen seké Tam-
pereen Teknillisestd korkeakoulusta dos.Uwe Miinster, joka edusti myds ARBAC-
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konsortiota, johon hanke FIBRE-tutkimusohjelman toisessa vaiheessa kuului. Teol-
lisuuden edustajana ryhmdssa toimi tuotepaallikko Risto Juvonen edustaen ensin
BioNobile ja my6hemmin Aboatox yrityksid. Hinen seuraajanaan johtoryhmassa
toimi Aboatox Oy:n toimitusjohtaja FM (viit.) Juha Lappalainen. Sihteerina toimi
tutkimuksen vastuullinen johtaja.

Aktiivisesti hanketta ohjanneelle ja tukeneelle johtoryhmaille seké kaikille
yhteistybkumppaneille tekijat haluavat esittaa lampimat kiitokset. Kiitimme myos
dos. Kristina Lindstromia hdnen tahan raporttiin esittimistdan korjauksista.
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Johdanto

EU:n piirissa on valmisteltu vesipuitedirektiivid vastaavaa maaperdn suojeluun
tahtadvaa lainsdddantod ja tiedeyhteiso, erityisesti International Union of Soil Scien-
ce Societies, on korostanut maaperan suojelun valttamattomyytta ja kiireellisyytta
seka elintarviketuotannon ettd biosfdarin turvaamiseksi. Maaperén biologiselle ti-
lalle ei ole toistaiseksi asetettu laadullisia kriteereitd, koska ei ole ollut laaja-alai-
sesti kayttoon sopivia mittausmenetelmid, jotka heijastelisivat mikrobidiversiteet-
tid tai mikrobien toimintaa monipuolisesti. Aivan viime vuosina on saatu myon-
teisid kokemuksia maahengityksen, maaperdn mikrobien fosfolipidien rasvahap-
pokoostumuksen, joidenkin entsyymien aktiivisuuksien ja maaperan DNA:n joi-
denkin geenien monimuotoisuuden kdytostd ilmentdmaan ihmisen toiminnan
aiheuttamia muutoksia maaperassa.

Mikrobien aineenvaihdunta maaperdssa aikaan saa olennaisilta osin ainei-
den kiertokulun, mineralisaation ja alkuaineiden ja yhdisteiden saatavuuden kas-
veille kayttokelpoisessa muodossa. Ihminen vaikuttaa maaperdén, sen mikrobila-
jistoon ja mikrobien aikaan saamiin prosesseihin tietoisesti maanviljelyssa ja met-
sien hoidossa eri kasittelyilld. Toisaalta ilmastonmuutos, kaukokulkeutumat, pis-
temadiset ilman saastutusldhteet ja liikenteen sekd onnettomuuksien aiheuttama
saastutus voivat vaikuttaa maaperan mikrobistoon haitallisesti.

Yksittdisten mikrobilajien merkitystd maaperdn prosesseihin on vaikea arvi-
oida, koska redundanssia esiintyy todennakoisesti melkoisesti ja vasta huomatta-
vat vaikutukset heijastuvat mikrobien valittamien prosessien tasolla. Luonnollista
vaihtelua aiheutuu esim. vuodenajan vuoksi ja maaperéan fysikaalisen ja kemialli-
sen heterogeenisyyden vuoksi eikd hyvaksyttdvaa vaihtelun tasoa voida toistai-
seksi arvioida. Sen vuoksi kdytinnon ymparistonsuojelun ja maa- ja metsétalou-
den tarpeisiin tarvitaan maaperan prosessien hdiriintymistd tai myonteistd muu-
tosta mittaavia menetelmid, joiden tulosten arviointiin tarvittava taustatieto on
olemassa.

Maaperan entsyymien aktiivisuus kuvastaa aineiden kierron funktioita. Bio-
tekniikan ja tietotekniikan nopea kehitys on luonut edellytyksia kehittaa useiden
entsyymiaktiivisuuksien samanaikaiseen mittaukseen perustuva testisarja, jota
MDIVE-hankkeen toisessa vaiheessa on edelleen kehitetty, testattu ja sovellettu
erilaisissa ympaéristda koskevissa tutkimuksissa.
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Projek¢in tarkoitus

Hankkeen tarkoituksena oli kehittdd ymparisto- ja erityisesti maandytteille sovel-
tuva testisarja entsyymiaktiivisuuksien mittaamiseen valitsemalla kédyttokelpoiset
entsyymiaktiivisuudet ja optimoimalla ndytteenotto, esikdsittely, materiaalin ka-
sittely sekd mittausolosuhteet. Mittaustulosten laskemista ja naytteiden analysointia
padtettiin automatisoida.

Testisarjan kédyttokelpoisuuden arvioimiseksi entsyymiaktiivisuuksia mitat-
tiin tunnetuista saastegradienteista metsissa ja eri tavoin késitellyista viljelymaista
sekd seurattiin entsyymiaktiivisuuksien muuttumista kasvukauden aikana. Lisak-
si mitattiin aktiivisuuksia aktiivilieteprosessista ja lietteen komposteista. Alusta-
vasti selvitettiin testisarjan soveltuvuutta vesiymparistossa.

Jotta voitaisiin tarkastella tutkittavien maiden tilaa ja arvioida entsyymiaktii-
visuuksien herkkyyttd osoittamaan muutoksia maaperan biologisessa tilassa, nayt-
teista mitattiin taustatietoja.
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ZymProfiler®
entsyymiak¢iivisuus-
testisarjan kehittaminen

3.1 Entsyymit ja substraatit

Seuraavia entsyymiaktiivisuuksia on hankkeen kuluessa kéytetty (taulukko 1):

Fosfomonoesteraasi (PME) on hydrolaasi, joka ei vaadi koentsyymié ja hyd-
rolysoi fosfaattiestereitd. Fosfataasit hydrolysoivat laajaa kirjoa rakenteeltaan sa-
mankaltaisia substraatteja mutta hydrolysointinopeudet vaihtelevat. Triviaalini-
mid substraattien perusteella ovat mm. fytaasi, nukleotidaasi, sokerifosfataasi ja
glyserofosfataasi. Fosfomonoesteraasit katalysoivat orgaanisen fosfomonoesterin
hydrolyysia epdorgaaniseksi fosforiksi, joka on kasveille kdyttokelpoista. Hapanta
ja neutraalia fosfataasia on loydetty eldin-, mikrobi- ja kasvisoluista. Sekd hapan
ettd alkalinen fosfataasi on aktiivisempi ritsosfadrin ympaéristossa kuin tasmalleen
ritsosfadrissd, joten ne molemmat ovat kasvinravitsemuksessa tarkeita. (Alef & Nan-
nipieri 1995). ZymProfiler® testisarjan PME mittaa aktiivisuutta valitussa pH-ar-
vossa, joten voidaan mitata joko hapanta tai alkalista PME aktiivisuutta. Suurin
osa mitatusta entsyymiaktiivisuuksista mitattiin pH-arvossa 5.5, joten tulokset edus-
tavat hapanta fosfataasia ellei muuta mainita. Alkalinen PME aktiivisuus mita-
taan yleensa pH-arvossa 8.0. Alkalista PME entsyymid on I6ydetty mikrobi- ja eldin-
soluista. (Alef & Nannipieri 1995).

Fosfodiesteraasin (FDE) substraattimolekyylissé olevat orgaaniset molekyy-
lit voivat olla mm. alkoholi-, fenoli- tai nukleotidiryhmié. (Alef ja Nannipieri 1995).

Arylsulfataasi vapauttaa kasveille kdyttokelpoista rikkid orgaanisista mole-
kyyleistd. Se on tdrked entsyymi rikin mineralisaatiossa.

Proteaasit katalysoivat oligopeptidien hydrolyysia aminohapoiksi. Leusiini-
aminopeptidaasi, alaniini-aminopeptidaasi ja lysiini-alaniini-aminopeptidaasi ovat
proteaaseja, jotka liittyvat yleisesti ammoniumin vapautumiseen proteiineista. (Alef
& Nannipieri 1995). Lysiini-alaniini-aminopeptidaasin aktiivisuudet olivat niin al-
haisia, ettd siitd luovuttiin testisarjassa.

o-Glukosidaasi katkaisee tarkkelyksen ja glykogeenin suorien ketjujen sokeri-
monomeerien vilisid sidoksia, joten se on tirked ndiden yhdisteiden hajotuksessa.

8-Glukosidaasi pilkkoo selluloosan sokerimonomeerien vélisid sidoksia ja kat-
kaisee sellobioosin ja selluloosasta pilkottujen oligosakkaridien sidoksia, jolloin
vapautuu glukoosia. Sellobiosidaasi hydrolysoi 1,4-8—D-glukosidisidoksia sellu-
loosassa vapauttaen sellobioosia.

Ksylaanit ovat kasvien tuottamia heterogeenisid polysakkarideja (sisaltavat
ksyloosia, joka on pentoosi). Ksylaani on hemiselluloosan tarkein komponentti.
Hemiselluloosa on toiseksi yleisin kasvimateriaali luonnossa. Niiden hydrolyysis-
sa tarvitaan ksylanaaseja ja ksylosidaaseja, joista f3-ksylosidaasi on tédrked. Se ir-
rottaa D-ksyloosimonomeereja 1,4-3-D-ksylaanin ei-pelkistavista paistd. Tama ent-
syymi hajottaa ksylobioosia. Ksylanaasit ovat entsyymikomplekseja, joissa on useita
entsyymiaktiivisuuksia. Endo-1,4-3-ksylanaasi katalysoi 1,4-f3-D-ksylosidisia ksy-
laanin sidoksia. Ksylanaasiméaéritykset antoivat lupaavia tuloksia manuaalisilla
menetelmilld, mutta fluoresoivaa substraattijohdannaista ei ollut kéytettdvissa ja
varireaktioon perustuva menetelma oli tyoturvallisuuden vuoksi hankala. Zym-
Profiler® testisarjaan sisaltyy 3-ksylosidaasi, mutta ei ksylanaasimaéritysta.
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Invertaasi katkaisee o-1,4-glykosidisidoksen sakkaroosista vapauttaen glu-
koosia ja fruktoosia. Manuaalisesti analysoituna invertaasi antoi mielenkiintoisia
tuloksia sekd metsa- etta viljelymaassa. Sopivaa fluorogeenista substraattia ei ollut
kéaytettavissd, joten titd entsyymid ei voitu siséllyttdaa ZymProfiler® testisarjaan.

Kitinaasi osallistuu kitiinin hajotukseen eli se katkaisee N-asetyyli-glukosa-
miinimonomeereistéd 3-1-4-glykosidisidoksen.

Lipaasi hydrolysoi esterisidoksia vapauttaen mm. rasvahappoja. Se ei vaadi
koentsyymid. Testattu fluorogeeninen substraatti ei ollut koeolosuhteissa tdysin
stabiili (kts. 3.3), joten muiden substraattien testaus on aiheellista.

Esteraasi katkaisee esterisidoksia. Substraattina MUF-asetaatti ei ollut riitta-
van stabiili (kts. 3.3).

3-Galaktosidaasi hajottaa galaktoosioligosakkarideja, galaktomannaaneja ja
galaktolipideitd. 8-Glukuronidaasi hydrolysoi glukuronidia ja sitd kdytetdidn mm.
Escherichia colin osoittamiseen vesindytteistd. Naiden entsyymien osalta saatiin alus-
tavia tuloksia.

Taulukko 1. ZymProfiler® testisarjan entsyymit, kytetyt substraatit ja padasiallisesti hajotettavat molekyylit tai sidokset.
Entsyymit, joissa substraatin stabiilius ei ollut hyva tai joissa aktiivisuustaso oli alhainen on merkitty kursiivilla.

Entsyymi Substraatti Hajotettava molekyyli

ot-glukosidaasi 4-MU-0t-D-glukopyranosidi tarkkelys ja glykogeeni

B-glukosidaasi 4-MU-B-D-glukopyranosidi selluloosa

B-ksylosidaasi 4-MU-B-D-ksylopyranosidi ksylaani, ksylobioosi

Kitinaasi 4-MU-N-asetyyli-B-D-glukosaminidi ~ B-1-4-glykosidisidosten katkaisu N-asetyyli-
glukosaminidista (kitiinista) ja kitobioosista

Sellobiosidaasi 4-MU-B-sellobiopyrnosidi selluloosa

Fosfomonoesteraasi

(hapan/alkalinen) 4-MU-fosfaatti fosfaattiestereiden hydrolyysi

Arylsulfataasi 4-MU-sulfaatti orgaanisen rikin mineralisaatio

Fosfodiesteraasi bis-4-MU-fosfaatti fosfaattidiesterien hydrolyysi

Leusiini-aminopeptidaasi L-leusiini-7-AMC oligopeptidit aminohapot

Alaniini-aminopeptidaasi L-alanine-7-AMC oligopeptidit aminohapot

Lys-ala-aminopeptidaasi lys-ala-7-AMC oligopeptidit — aminohapot

Esteraasi 4-MU-asetaatti esterisidosten hydrolyysi

Lipaasi 4-MU-heptanoaatti lipidit, triasyyliglyserolin hydrolyysi

0-galaktosidaasi 4-MU-0-D-galaktopyranosidi galaktoosi oligosakkaridit, galaktomannaanit,
galaktolipidit

B-glukuronidaasi 4-MU-B-D-glukuronidihydraatti glukuronidin hydrolyysi

3.2 Materiaalin valmistus

Testisarjassa kdytetdaan sekda Sigman (Sigma-Aldrich Co., ) ettd Glycosynthin (Gly-
cosynth Co., Iso-Britannia) valmistamia substraattijohdannaisia ja standardiyh-
disteitd. Substraattijohdannaisten detektoitava osa on joko 4-metyyliumbellifero-
ni (MUF) tai aminometyylikumariini (AMC) (Taulukko 1).

Substraattijohdannaiset ja standardiyhdisteet liuotetaan orgaaniseen liuotti-
meen. Reagenssien punnituksessa ja liuotuksessa on kiinnitetty erityisesti huo-
miota siihen, ettd valonarat substraattijohdannaiset eivét joudu valolle alttiiksi
fotolyysin minimoimiseksi.

Substraattiliuokset valmistetaan 2 mM vahvuisiksi ja niitd pipetoidaan kuop-
palevyille siten, ettd naytettd lisattdessa lopulliseksi pitoisuudeksi saadaan 500 uM.
Kutakin naytettd varten jokaista substraattia pipetoidaan neljdédn rinnakkaiseen
kuoppaan. Standardireagenssien 5 mM varastoliuoksia laimennetaan ja niité lisa-
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tddn kuoppalevyille siten, ettd lopulliset pitoisuudet néytteita lisattdessa ovat 0,5-
100 uM MUF-standardille ja 0,1-50 uM AMC-standardille, kummallekin kahdek-
san standardipistettd 0-piste mukaan luettuna. Standardit on lisatty kuoppalevyille
kolmena rinnakkaisena. Kuoppalevyt peitetddn foliopinnoitetulla teipilld yhdis-
teiden fotolyysin estdmiseksi.

Hankkeessa on kokeiltu useita erilaisia kuoppalevyja muovien ja pinnoittei-
den erilaisten ominaisuuksien vuoksi ja paadyttiin MUF- ja AMC-yhdisteille eri
kuoppalevyihin. Kokeessa kiinnitettiin huomiota erityisesti viereisten kuoppien
vaikutukseen mittaustuloksiin, rinnakkaismittausten hajontaan, taustafluoresens-
siin ja levyjen kéyttokelpoisuuteen. Mustat kuoppalevyt antoivat lisdd herkkyytta
mittaukseen alhaisen taustafluoresenssin vuoksi, mutta niiden kdytosta luovut-
tiin, silla kuopista ei ndhnyt sisalsivatkd ne manuaalisesti lisattyjd reagensseja vai
eivit.

Kuoppalevyille pipetoidut yhdisteet kuivattiin kylméakuivurissa, silld liuok-
sena yhdisteet eivét sdily ja niiden kuljettaminen on vaikeaa. Ennen kuivausta
reagenssit jaddytettiin (-20 °C, 30 min) ja folioituun teippiin pisteltiin neulalla rei-
ka kunkin kuopan kohdalle jaan haihtumista varten. Kylmékuivaus kesti n. 16 h.
Hankkeessa selvitettiin, ettd SpeedVac-laite, jossa haihtuminen tapahtuu alipai-
neessa sentrifugoitaessa ja levyja on mahdollista lammittdd, mahdollistaisi kuiva-
uksen noin kolmessa tunnissa. Tama vaihtoehto saattaisi olla kylméakuivausta pa-
rempi ratkaisu. Levyjen kuivausta laminaarivirtauskaapissa kokeiltiin kylmékui-
vauksen vélttdmiseksi. Liuotin ei haihtunut levyilté ja haihtuvat liuottimet eivat
liuottaneet kaikkia substraatteja, joten tima vaihtoehto on poissuljettu.

3.3 Materiadlin kasittely ja sdilytys

Suurin osa hankkeen entsyymiaktiivisuusmittauksista tehtiin tuoreilla reagenssi-
levyilld. Testisarjan kdyttoa kuitenkin laajentaisi huomattavasti mahdollisuus teh-
da reagenssimateriaalia valmiiksi varastoon. Materiaalin sédilyvyys -kokeen avulla
tutkittiin vaikuttaako valmiiksi tehtyjen testilevyjen varastointi pakkasessa mer-
kittavasti mittaustuloksiin. Tastd sekd maandytteiden sdilytysta koskevasta kokeesta
(kts. 3.5) on Pro gradu —tyo tekeilld (Suvi Simpanen).

Reagenssilevyjd valmistettiin vuoden 2001 aikana useana eri ajankohtana ja
ne sdilytettiin pimedssd, —20 °C:n pakkasessa mittaushetkeen asti. Levyjen sdily-
tysajat olivat 12 kk, 9 Kk, 6 kk, 3 kk, 2 kk, 1 kk ja 2 viikkoa. Kontrollilevyina kaytet-
tiin juuri ennen levyjen testausta valmistettuja, tuoreita levyjé, joista saatuihin
tuloksiin vertaamalla voitiin arvioida mahdollinen reagenssien sdilytyksen aihe-
uttama vaikutus mittaustulokseen. Kaikki levyt testattiin kahdella erilaisella maa-
tyypilld, joista kummastakin tehtiin kaksi rinnakkaisanalysointia.

Kokeesta saatujen tulosten perusteella ldhes kaikki entsyymisubstraatit nayt-
tivdt kestdvan pakastettuna sailyttdmisen melko hyvin. Pakastuksen vaikutus na-
kyi tilastollisesti merkitsevana ainoastaan o-glukosidaasin, 3-ksylosidaasin (kuva
1) ja fosfodiesteraasin aktiivisuuksissa, mutta nédissdkdan ei havaittu selkeaa aktii-
visuuden heikkenemistd tai lisddntymista sdilytysajan etenemisen myo6ta. Eri mit-
tauskertojen viélinen vaihtelu saattoi osaksi vaikuttaa tilastolliseen merkitsevyy-
teen.

Arylsulfataasin aktiivisuustuloksissa ilmeni suurta vaihtelua tietyn ajanjak-
son aikana, mutta vaihtelun syyta ei kyetty tarkasti selvittimaan. Sama ajankohta
oli ongelmallinen arylsulfataasin osalta my0ds muissa analyyseissd, joten kyse saat-
toi olla substraatin puhtaudesta tai substraattiliuoksen laimentamisvirheesta. Es-
teraasin ja lipaasin substraatit todettiin epastabiileiksi (Vepsaldinen, Rapala, Nie-
mi 2002), minkd johdosta ndiden entsyymien aktiivisuustuloksiin on suhtaudutta-
va varauksella.
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Lisédksi kokeessa havaittiin, ettd erds mittausepdvarmuutta aiheuttava tekija
oli standardisubstraattien pipetointi. Samasta néytteesta eri testilevyilla toistetuis-
sa standardimittauksissa ilmeni suurta satunnaisvaihtelua, mika vaikutti myos lo-
pullisiin entsyymiaktiivisuustuloksiin (kuva 1). Tdmén johdosta kaikissa tulosten
laskemisissa paddyttiin kayttamaan nédyte- tai ndytetyyppikohtaisia standardikes-

kiarvoja.
Reagenssien pakastus
B-ksylosidaasi
[ tuore M 2 viikkoa (01 kk (02 kk B 3 kk @ 6kk B 9kk O 12kk ‘

1,4

1,2
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2 1 T T -
a
=
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0,2

0
metsamaa H-7,4 peltomaa D3/1 metsamaa H-7,4 peltomaa D3/1
TULOKSET LASKETTU NAY TEKOHTAISILLA TULOKSET LASKETTU KUNKIN
STANDARDIKESKIARVOILLA PAKASTUSAJANKOHDAN STANDARDEILLA

Kuva 1. B-Ksylosidaasin aktiivisuudet metsdmadassa ja peltomaassa kun mittauksessa on kdytetty tuorei-
ta sekd 2 viikosta |2 kuukauteen pakastettuja reagenssilevyjd. Standardivaihtelun vaikutuksen aktiivi-
suustuloksiin ndkee vertailemalla standardien keskiarvoilla ja kunkin pakastusajankohdan standardeilla
laskettuja tuloksia keskenddn.

3.4 Maandytteenotto ja kadsittely

Hankkeessa kaytettiin useasta rinnakkaisesta osandytteesta koottua kokoomanéy-
tettd edustamaan kunkin koejérjestelyn koejdsenid. Osandytteet otettiin kulloin-
kin tarkoitukseen sopivalla pintamaakairalla (metsdmaasta halkaisijaltaan 10 cm
kairalla koko humuskerroksesta ja viljelymaasta halkaisijaltaan 2.5 cm kairalla yleen-
sa kyntokerroksesta eli ylimmasta 20 cm, mutta kasvukauden aikaisessa peltomaan
kokeessa erikseen 10 cm kerroksista 40 cm syvyyteen asti). Mahdollisuuksien mu-
kaan myos koejdsenistd otettiin rinnakkaiskokoomanaytteet A ja B. Osandytteet
yhdistettiin pellolla PE-muovipusseihin ja ne kuljetettiin SYKEn laboratorioon kyl-
malaukuissa. Kokoomanéytteet seulottiin joko o 4 mm tai o 2 mm seulalla ja sekoi-
tettiin huolellisesti viimeistadn nédytteenottoa seuranneena paivand. Osassa koe-
aloista ndytteet saatiin valmiiksi kasiteltyind SYKEn laboratorioon. Naytteet saily-
tettiin +4 °C lampétilassa eri analyysejd varten. Pintamaan suuren heterogeeni-
suuden vuoksi ndytteenoton edustavuus selvitettiin hankkeen kuluessa.
Naytteenoton edustavuus selvitettiin sekd kivenndispitoisilla peltomaa- ettd
humuspitoisilla metsdmaandytteilld. Molempia ndytetyyppeja otettiin useita ko-
koomanadytteitd siten, ettd ne koostuivat 10, 15, 20 tai 25 osandytteesta. Peltomaas-
ta ndytteet otettiin @ 2 cm kairalla 0-15 cm syvyydesta ja metsdmaasta o 5 cm kai-
ralla humuskerroksesta. Yksi osandyte kustakin kokoomanéytteesta varjattiin ent-
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syymiaktiivisuusmittauksissa kaytetylla standardiyhdisteelld 4-metyyliumbellife-
ronilla (MUF) ja kaikki osandytteet ilmakuivattiin. Osandytteet kutakin kokooma-
ndytettd varten seulottiin yksitellen ja lopulta fluoresoivaa variainetta siséltaneet
ja muut osandytteet yhdistettiin kokoomandytteiksi huolellisesti sekoittaen. Kus-
takin kokoomandytteesta otettiin viisi rinnakkaisnaytettd tutkimukseen.

Viiden rinnakkaisndytteen sisaltimdn MUEF-yhdisteen maaran vaihtelu on
esitetty kuvassa 2. Tarpeeksi suurella osandytteiden maaralla vaihtelu rinnakkais-
ten mittausten vélilld saatiin hallittavaksi. Tavoitteena on pééasta alle 10 % maama-
teriaalista aiheutuvaan vaihteluun.

30

25,6
25

20 - ¢ Metsamaa

15 @ Peltomaa

10

Variaatiokerroin (%)

5 10 15 20 25 30

Osanadytteiden lukumaara

Kuva 2. Fluoresenssimittauksen vaihtelukerroin eri osandytemddristd koostuvissa kokooma-
ndytteissd.

3.5 Maanadytteiden sdilytys

Useimmissa hankkeen kokeissa ndytteet pyrittiin testaamaan mahdollisimman tuo-
reina, enintddn noin vuorokausi ndytteenoton jialkeen. Naytteenottojen kasautu-
minen keséksi aiheuttaa kuitenkin ruuhkia ja menetelmén soveltamista helpottai-
si, jos ndytteet voisi pakastaa. Tdamén vuoksi haluttiin erillisen kokeen avulla sel-
vittdd vaikuttaako maandytteen sdilyttiminen pakastettuna nédytteen entsyymi-
aktiivisuuksiin.

Kokeen aineisto kerattiin syksyn 2001 aikana ja siihen valittiin kolme erilaista
maatyyppid: metsdmaa, peltomaa ja kompostimaa. Jokaisesta maatyypistéd oli mu-
kana neljé eri ndytettd, jotka vaihtelivat ndytteenottopaikan tai ndytteenottopai-
kalle tehtyjen kasittelyjen suhteen jonkin verran toisistaan. Metsdmaandytteet oli-
vat Harjavallan kupari-nikkelisulaton laheisyydessd sijaitsevalta kangasmetsdalu-
eelta, joiden kerdyspisteet sijaitsivat 2,1-7,4 kilometrin etdisyydelld kuparisulatos-
ta. Peltomaanéytteet haettiin Helsingin yliopiston Viikin koetilalla sijaitsevalta koe-
kentélta josta ndytteiksi saatiin puhdasta peltomaata ja diesel6ljylld saastutettua
peltomaata. Kompostimaandytteet olivat Helsingin Veden Sipoossa sijaitsevalta
Metsapirtin kompostointikentalta otettuja eri ikdisten kompostiaumojen ainesta,
joiden kompostoitumisaika vaihteli 9 kuukaudesta 15 kuukauteen.
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Tuoreista ndytteistd mitattiin entsyymiaktiivisuudet ja ne pakastettiin 4 g:n
erissd vuorokausi ndytteenoton jilkeen. Néaytteet sdilytettiin pakastettuina —20
°C:ssa kolme eripituista ajanjaksoa: noin viikon ajan, kahden kuukauden ajan ja
neljan kuukauden ajan. Pakastusajan jdlkeen nédytteiden entsyymiaktiivisuudet
mitattiin ja tuloksia verrattiin tuoreista ndytteista saatuihin entsyymiaktiivisuus-
tuloksiin. (Ndytteenoton ja tuoreen mittaushetken vélisen, noin vuorokauden kes-
tdneen ajan nédytteet sdilytettiin +4 °C:n kylmdhuoneessa.) Kaikista naytteista teh-
tiin kaksi rinnakkaisanalysointia jokaista sdilytysaikaa kohti. Mittauksissa kaytet-
tiin aina tuoreita reagenssilevyja.

Erilaiset ndytemaat nayttivat reagoivan pakastukseen hyvin vaihtelevasti.
Kompostimaassa useimpien entsyymien aktiivisuudet kasvoivat sédilytysajan myotd,
mistd péateltiin, ettei —20 °C ole riittdvan alhainen sdilytyslampétila pysdyttdimaan
kompostimaan mikrobitoimintoja. Kaikissa nédytetyypeissa tilastollista merkitse-
vyyttd ajan suhteen ilmeni 3-glukosidaasissa, leusiiniaminopeptidaasissa ja ala-
niiniaminopeptidaasissa. 3-glukosidaasin aktiivisuus laski pakastuksen myota kai-
kissa ndytetyypeissd, leusiini-aminopeptidaasin aktiivisuus laski pelto- ja metsa-
maassa mutta nousi kompostimaassa (kuva 3) ja alaniiniaminopeptidaasin aktiivi-
suus laski hieman metsdmaassa, mutta muissa ndytetyypeissa ei havaittu selkeda
nousu- tai laskutrendia. Tilastollista merkitsevyyttd ajan suhteen ilmeni liséksi pel-
tomaassa fosfomonoesteraasin, arylsulfataasin ja sellulaasin kohdalla, mutta osa
havainnoista johtuu todennédkdéisesti eri analyysikertojen viélisistd vaihteluista.

Naytteen pakastus, leusiini-AP
tulokset laskettu std-keskiarvoilla
Dtuore W9 vrk 02 kk 014 Kk
2
1,8 T
1,6
= -
B 14
=
= 1,2 - ) -
S 1 HE -
=
< 0,8 1
©
€ 06
=
H-7,4 ‘ H-4,5 ‘ H-3,2 ‘ H-2,1 ‘ 15kk | 12kk | 11 kk | 9 kk
PELTOMAA METSAMAA KOMPOSTIMAA
ndytemaa ja eri naytetyyppien koodit

Kuva 3. Leusiiniaminopeptidaasin aktiivisuudet peltomaassa, metsdmaassa ja kompostimaassa. Aktiivisuudet mi-
tattu tuoreista ndytteistd sekd 9 vrk, 2 kk ja 4 kk pakastettuina sdilytetyisté ndytteistd.
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Naytteen ilmakuivauksen vaikutusta entsyymiaktiivisuuksiin tutkittiin aiem-
min (Niemi, R. M., Vepsildinen, M., Laakso, P and V. Mantylahti 2001). Kuivaus
sekd laski ettd nosti entsyymiaktiivisuuksia ja erot tuoreen ja kuivatun nédytteen
vdlilla olivat pakastuksen aiheuttamaa suuremmat. Ryhmittelyanalyysissa seka
kuivatuista néytteistd ettd tuoreista nédytteistd analysoidut entsyymiaktiivisuudet
kuitenkin ryhmittyivat omiksi ryhmikseen nédytteenottopaikan mukaan (kuva 4).
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Kuva 4. Klusterianalyysit tuoreista ndytteistd mitatuista entsyymiaktiivisuuksista (A) ja ilmakuivatuista ndyt-
teistd mitatuista entsyymiaktiivisuuksista (B). (40 ja 120 = eri lannoitemddirdit viljapellossa, KI = maa 500 m
pddssd Koverharin sulatosta, K2 = verranne || km pddssd Koverharin sulatosta, kaikissa ajankohta ppkkvv,

S = SYKE ja Viljavuuspalvelu mittaajina.)

3.6 Substraattitaso

Entsyymitestisarjassa on kédytetty substraattitasona 500 uM pitoisuutta kaikissa mit-
tauksissa osaa lipaasimaarityksid lukuun ottamatta. Substraattitason riittavyys tes-
tattiin taulukossa 2 nakyvilld muuttujilla.

Taulukko 2. Substraattitason testauksessa kéytetyt maanaytteet, puskurit, substraattikonsentraatiot seka inkubointiajat.

Nayte Puskuri Inkubointiaika Substraattikonsentraatio
Humusmaa, pakastettu 0,5 M Na-asetaatti, pH 5,5 30 min 0 M
Kivennaismaa, pakastettu  muunnettu yleispuskuri, pH 7,0 lh [0 M
Nurmimaa, tuore 2h 50 uM
Vesindyte, tuore 3h 100 M
6h 250 uM
24h 500 uM
48h 150 uM
1000 M
2500 M
5000 /M

Entsyymiaktiivisuudet riippuivat inkubointiajasta, substraattikonsentraatiosta ja
néytteestd. Lipaasin ja esteraasin aktiivisuuksia ei saatu kaikilta osin laskettua stan-
dardipisteisiin verrattuina liian suurten aktiivisuuksien vuoksi. Useilla entsyymeilla
aktiivisuudet vaihtelivat ensimmaisten tuntien inkuboinnin aikana, mutta tasoit-
tuivat tietylle (substraattikonsentraatiosta riippuvalle) tasolle kuuden tunnin in-
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kuboinnin aikana (Kuva 5). Tallaisia entsyymeja olivat arylsulfataasi, o-glukosi-
daasi, 3-ksylosidaasi, fosfodiesteraasi seka osittain kitinaasi, 8-glukuronidaasi, o-
galaktopyranosidaasi ja molemmat aminopeptidaasit.

Arylsulfataasi Nurmimaa, asetaattipuskuri, pH 5,5

—— 0 uM
——10 uM
50 uM
100 pM
== 250 uM
—@— 500 uM
—+— 750 uyM
—— 1000 pyM
2500 uM
5000 uM

R-Ksylosidaasi Jokioinen, muunnettu yleispuskuri, pH 7,0

——0uM
——-10 uM
50 uM
100 uM
—k—250 uM
—@— 500 pM
S — —— 750 uM
¥ —9 —— 1000 pM

——— 2500 uM

f | 5000 uM

20 30 40 50 60

Kuva 5. Esimerkkeind substraattitasojen soveltuvuuden testaamisesta arylsulfataasin aktiivisuus nurmi-
maandytteessd ja B-ksylosidaasin aktiivisuus Jokioisten peltomaandytteessd. Alun vaihtelun jdlkeen aktiivi-
suus asettui suurella osalla entsyymeistd inkubointiajasta (x-akselilla, h) riippumattomalle tasolle.
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Kolmen tunnin inkuboinnin jélkeen mitatuille entsyymiaktiivisuustuloksille
laskettiin K_ (substraattikonsentraatio, jolla puolet entsyymin aktiivisista kohdis-
ta on tdyttynyt substraatilla) ja V__ (maksimaalinen reaktionopeus) arvot SigmaP-
lot -ohjelmistolla kdyttden Michaelis-Mentenin yhtél6a tai substraatti-inhibitio -
yhtéloa. §-ksylosidaasilla, fosfodiesteraasilla, kitinaasilla, esteraasilla K_-arvo jai
yleensa alle kuoppalevyilla kidytetyn 500 uM pitoisuuden. Arylsulfataasilla ja li-
paasilla K oli yleensa alle 1000 uM, alaniini-aminopeptidaasilla yli 1000 wM. Fos-
fomonoesteraasilla, o-glukosidaasilla, o -galaktopyranosidaasilla, leusiini-ami-
nopeptidaasilla ja $8-glukuronidaasilla arvot vaihtelivat huomattavasti naytteesta
ja puskurista riippuen. Suuret substraattikonsentraatiot aiheuttivat entsyymin in-
hibitiota 3-glukosidaasilla, fosfodiesteraasilla, kitinaasilla, lipaasilla, esteraasilla, fos-
fomonoesteraasilla ja molemmilla aminopeptidaaseilla.

3.7 Entsyymiaktiivisuuksien mittaus

Entsyymiaktiivisuusmittauksia varten maanaytteet on huolellisesti laimennetta-
va ja homogenoitava. Maandytetta punnittiin 4,00 g ja siihen lisattiin 200 m10,5 M
natriumasetaattipuskuria (pH 5,5, naytteen laimennustaso 1:50). Mitattaessa alka-
lisen fosfataasin aktiivisuutta kéytettiin 0,5 M TRIS-asetaatti-puskuria (pH 8,0).
Suspendoitu ndyte homogenoitiin sekoittamalla sitd tarkoitukseen sopivalla sau-
vasekoittimella (Bamix, ESGE AG, Sveitsi) 3 minuutin ajan jadhauteessa. Maanay-
te laimennettiin edelleen valittuun puskuriin siten, ettd lopullinen laimennos oli
1:100 tai 1:1000. Jalkimmaisestd laimennoksesta mitattiin vain fosfomonoesteraa-
sin, lipaasin ja esteraasin aktiivisuudet metsamaissa.

Jokaista entsyymianalyysia varten pipetoitiin kuoppalevylle 200 ul maandy-
tettd lopullisessa laimennoksessa neljand rinnakkaisena. Vélittomasti ndytelaimen-
noksen jalkeen mitattiin 0-hetken fluoresenssi taustan maaritysta varten Wallacin
1420 Victor? -monileima-analysaattorilla (PerkinElmer Co., USA).

Kutakin standardipistettd varten maalietettd pipetoitiin kolmeen rinnakkai-
seen kuoppaan 200 ul MUEF- tai AMC- standardeja sisaltaville kuoppalevyille.

Kuoppalevyt peitettiin valittomasti folioteipilld paallystetyilla kansilla ja nii-
td inkuboitiin 30 °C lampdtilassa kuoppalevyravistelijassa (n. 450 rpm). Reaktiota
ei pysédytetty pH:ta nostamalla, koska menettely ei ollut luotettava. Siksi mittaus
voitiin suorittaa useampaan kertaan. Hankkeessa kuoppalevyt on padsaantoisesti
mitattu 1 h, 2 h ja 3 h inkuboinnin jalkeen vaikkakin tulosten tarkastelu perustuu
3 h mittaustulokseen.

3.8 Tulosten laskeminen

Victor®-mittalaite tallettaa kunkin mittauksen tulosaineiston Excel-yhteensopivas-
sa muodossa tiedostoksi. Hankkeessa on kehitetty Excel-pohjainen ZymProfiler-
dataprosessori tulosaineiston laskemiseen. Standardi-, tausta ja naytetuloksien tie-
dostot yhdistetaan dataprosessorille sopivaan muotoon yhdeksi tiedostoksi. Stan-
darditulosten kohdalle lisdtdaan tieto standardin konsentraatiosta (uM), naytteen
kuvaustieto ja ndytteen kokonaislaimennuskerroin. Naytetulosten kohdalle edel-
listen lisdksi (standardikonsentraatiota lukuun ottamatta) lisdtddn ndytemaara (g),
puskuritilavuus (I) kuivapaino- ja hehkutushaviéprosentit sekd inkubointiaika.

Dataprosessorissa avataan tiedosto ja suoritetaan toiminnot 2-6 datan hake-
miseksi prosessorin kdyttoon ja tulosten laskemiseksi (Kuva 6).
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Kuva 6. ZymProfiler®-dataprosessorissa data voidaan hakea erissd tai yhdelld kertaa.
Samalla prosessori laskee tulokset.

Dataprosessorilla standardikuvaajat lasketaan toisen asteen yhtaloa kayttaen. Ku-
vaajaa on mahdollista painottaa siten, ettd se saadaan kulkemaan origon kautta.
Mahdollisia virheellisid mittauksia voidaan poistaa ja kuvaajan muotoa tarkastella
graafisesti (Kuva 7).
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Kuva 7. Dataprosessorissa standardeja voidaan tarkastella gradfisesti.
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Dataprosessori vertaa taustan ja ndytteiden mittaustuloksia standardikuvaa-
jaan ja laskee mittaustuloksia vastaavan lopputuotekonsentraation (uM MUF tai uM
AMCO). Tausta vihennetddn nédytetuloksista ja tulos lasketaan maanéytteen tuore-
painoa, kuivapainoa ja hehkutushaviotd kohden. Laskujen vilivaiheet ovat nédky-
vissd tarkastelua varten ja dataprosessori ilmoittaa standardimittaukset ylittavista
arvoista sekd negatiivisista tuloksista.

Tulostaulukko voidaan siirtdd jatkokasittelya varten uuteen Excel-tiedostoon,
jossa on mahdollista poistaa tuloksia ja jossa lasketaan keskiarvotulokset ja keski-
hajonnat entsyymeittdin rinnakkaismittauksille.

3.9 Havaintoaineistojen kdsittely: ZymProfiler®
ohjelmisto

Kun useasta ndytteestd mitataan joukko ominaisuuksia, tulosten kasittelyyn so-
veltuvat ndytteiden profiileita vertailevat matemaattiset menetelmét. Ryhmittely-
menetelmat auttavat visualisoimaan ndytteiden samankaltaisuutta tai erilaisuutta
ja soveltuvat siten tulosaineiston hahmottamiseen. Téssa tutkimuksessa laadittiin
ZymProfiler® tietokoneohjelmisto, jonka avulla voidaan ryhmitelld aineisto usei-
ta eri etdisyysmittoja ja ryhmittelymenetelmia kayttamalld. Ohjelmat on suunni-
teltu kiytettavaksi mita erilaisimpien havainto- ja mittausaineistojen (muidenkin
kuin entyymiaktiivisuuksien) ryhmittelyssa silloin, kun suuresta joukosta tutkit-
tavia kohteita on mitattu samat ominaisuudet.

Ohjelmisto on kuvattu edellisen vaiheen loppuraportissa (Niemi ym. 2000),
jonka jalkeen siihen on laadittu on line —help.
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Biomarkkerciden analyysit
maanayt¢teista

4.1 Fosfolipidirasvahapot

Analyysimenetelmd, joka perustuu Frostegardin ym. (1993) kuvaamaan on aiem-
min tarkemmin esitetty (Niemi ym. 2000). Fosfolipidirasvahappoja mitattiin Lau-
kaan kokeessa, jossa verrattiin eri viljelykasveja ja turpeen vaikutusta seké toises-
sa kokeessa, jossa verrattiin luomu- ja tavanomaista viljelyd. Myos dielseldljyn ja
geneettisesti muunnetun bakteerin vaikutustutkimuksen lysimetreistd ja Harja-
vallan ja Koverharin laskeuma-alueen nédytteista mitattiin néitd mikrobiston ra-
kenteesta tietoa antavia yhdisteitd. Tulosten tarkastelu on osin kesken.

4.2 Ergosteroli ja B-sitosteroli

Ergosterolia kdytetddn sienten maaran mittarina ja 3-sitosterolia kuvaamaan kas-
vien vaikutusta. Analyysimenetelmat on kuvattu aiemmin (Niemi ym. 2000). Néi-
td yhdisteitd mitattiin toistuvasti Harjavallan ja Koverharin laskeuma-alueen nayt-
teistd ja Laukaan kokeissa ja kerran Karilassa toteutetussa mansikan viljelyssa kéy-
tettdvan maaperdkatteen vaikutusta selvittdvéssa kokeessa.
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PER-DGGE analyysit
maanayt¢ceista

Niemi ym. (2001) ovat kuvanneet menetelmédt DNA:n eristaimiseksi maandyttees-
td, 16S ribosomaalista RNA:ta koodaavien geenien jaksojen monistamiseksi ja erot-
tamiseksi denaturoivassa gradienttigeelielektroforeesissa (PCR-DGGE).

Menetelmaa kdytettiin Harjavallan saastuneen maaperan ja kontrollialueen
metsdmaan bakteeriyhteisosormenjdlkien vertaamiseen. Harvoja, mutta selvid eroja
havaittiin ndiden kohdealueiden vililld. Tarkemmat tulokset esitetddn Suvi Sim-
pasen erikoistydssa.
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Fysikaaliset¢ ja kemialliset
mittaukset maanayt¢teista

Kaikista ndytteistd mitattiin kuivapaino (yli yon 105 °C:ssa) kosteustason selvitta-
miseksi ja hehkutushavié (800 °C:ssa 1 h) kuvan saamiseksi orgaanisen aineksen
osuudesta, jota kohti entsyymiaktiivisuudet erdissa kokeissa ilmoitettiin. Maan pH
mitattiin sekéd vedessa etta KCl-liuoksessa. Kaikki mittaukset tehtiin kolmena rin-
nakkaisena analyysind. ATP mitattiin Vanhalan ja Ahtiaisen mukaan (1994). Hyy-
tidlan asemalla olevista jatkuvatoimisista mittalaitteista saatiin kosteus- ja lampo-
tilatietoja.
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Entsyymiak¢€iivisuusmit¢tausten
soveltaminen

7.1 Kasvukauden aikainen vaihtelu metsamaassa

Tutkimus toteutettiin seuraamalla entsyymiaktiivisuuksien kehittymistd Helsin-
gin yliopiston Hyytidlan SMART-asemalla. Kokeesta on ldhetetty kasikirjoitus.

Maénnyn ritsosfadrissa entyymiaktiivisuudet nousivat maan lampétilan nous-
tua heindkuun alussa, mutta sdilyivét korkeina syksylld lampétilan laskiessa. Kui-
vuus ehka pienensi entsyymiaktiivisuuden potentiaalin heindkuun alussa. Lepan
ymparilld ei havaittu nousevaa ajallista trendid, mutta aktiivisuudet olivat alhaisia
kuivassa leppamaassa heindkuun puolivélissa arylsulfataasia, lipaasia ja aminopep-
tidaaseja lukuunottamatta.

Vaikka entsyymiaktiivisuudet laskettiin orgaanista ainetta kohti, jota oli sel-
vasti enemman lepan ldheisyydessa, aktiivisuudet olivat leppamaassa mantymaa-
ta korkeampia lukuun ottamatta PDE:n, lipaasin ja aminopeptidaasien aktiivisuutta
(taulukko 3). Orgaanista ainetta kohti laskettuna metsdmaan ja viljelymaan ent-
syymiaktiivisuudet olivat samaa suuruusluokkaa, mutta metsamaan pintakerrok-
sessa suuren orgaanisen aineen pitoisuuden vuoksi entsyymiaktiivisuus oli sel-
vasti viljelymaata korkeammalla tasolla.

Lepan ymparistossa maa sisdlsi selvasti enemman fosfolipidirasvahappoja
kuin maa méntyjen ymparilld, mutta fosfolipirasvahahappojen maarasuhteet oli-
vat jokseenkin samanlaisia kummassakin ymparistossd. Kuitenkin muutaman ras-
vahapon suhteellisten méérien erojen vuoksi klusterianalyysi erotteli leppa- ja
méantymaan néytteet fosfolipirasvahahappojen perusteella eri ryhmiin vaikka ta-
soerot kokonaispitoisuudessa standardisaatiolla pyrittiin eliminoimaan.

Taulukko 3. Entsyymiaaktiivisuuksien mediaaniarvot ( Limol MUF(AMC)/g orgaanista ainetta/3 h) lepan ja mantyjen ympi-
rilla Hyytidlan koealueella.

Entsyymi Leppd Ménty
arylsulfataasi 2,89 1,92
leusiini_AP 6,87 515
alaniini_AP 10,3 5,6
PDE 9,54 6,96
PME 182 109
kitinaasi 25,7 12,1
ot-glukosidaasi 421 1,56
sellobiosidaasi 13,1 2,85
[3-ksylosidaasi [l 4,10
[3-glukosidaasi 24 9.89
lipaasi 115 150
esteraasi 459 177
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7.2 Kasvukauden aikainen vaihtelu peltomaassa

Maa- ja elintarviketalouden tutkimuslaitoksen koekentélld Jokioisissa seurattiin ke-
san aikana entsyymiaktiivisuuksien kehittymista timotei- ja puna-apilanurmissa.
Naytteet jaettiin kentdlld 10 cm jakeisiin kooten eri syvyytta edustavat kokooma-
naytteet, joista mitattiin entsyymiaktiivisuudet. Erikseen otetuista naytteista mitat-
tiin Helsingin yliopistossa juurten biomassa. Kenttaan asetetuista putkista kuvattiin
videokameralla juurten kasvua jokaisen naytteenoton yhteydessa. Tuloksista on la-
hetetty tieteellinen artikkeli, jossa tarkastellaan koko havaintoaineistoa. Kuva 8 edus-
taa esimerkkid entsyymiaktiivisuuksien riippuvuudesta syvyydestd ja ajankohdas-

ta. Kaikkien entsyymien aktiivisuudet olivat suurimmillaan pintamaassa.
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Kuva 8. B-glukosidaasiaktiivisuus kesdn aikana eri syvyyksissd. Rinnakkaisten ruutujen pakas-

tettujen kokoomandytteiden keskiarvot ja keskihajonta.
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7.3 Raskasmetallikuormituksen vaikutus metsimaan
entsyymiaktiivisuuksiin

Harjavallan kupari-nikkelisulatto aiheuttaa ympéréivaan kangasmetsddn monen
eri raskasmetallin laskeuman. Koverharin rauta-terdssulatto aiheuttaa padosin eri
metalleista koostuvan alkalisen laskeuman. Molempien alueiden entsyymiaktiivi-
suuksia tutkittiin useana vuonna kevéalla ja syksylld otetuista maandytteista. Ha-
vaintoalueiden vélilla havaittiin selvia eroja ja my0s ajankohta vaikutti siihen, ero-
siko puhtaan paikan entsyymiaktiivisuus saastuneesta alueesta. Kuvassa 9 on esi-
tetty £3-ksylosidaasin ja leusiini-aminopeptidaasin aktiivisuudet kevaan ja syksyn
2001 naytteissd. Harjavallassa f3-ksylosidaasiaktiivisuus kasvoi kuormituksen funk-
tiona, mutta Koverharissa se laski. Leusiiniaminopeptidaasiaktiivisuus laski Har-
javallan saastuneella alueella, mutta Koverharissa ei havaittu eroa saastuneen ja
puhtaan alueen vililla.
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Kuva 9. B-Ksylosidaasi- ja leusiiniaminopeptidaasiaktiivisuus Harjavallan ja Koverharin kangas-
metsdn maaperdssd (H= Harjavalta, K= Koverhar, A ja B = rinnakkaiset, numerot koodin pe-
rdssd ilmoittavat havaintopaikan etdisyyden pddstéldhteestd, ajankohta = ppkkvv).

7.4 Viljelymenetelmien vaikutus entsyymiaktiivisuuksiin

Entsyymiaktiivisuuksia mitattiin kolmena vuonna 10. - 12. kesékuuta ja 3. — 21.
syyskuuta MTTn Laukaan aseman kenttakokeessa. Naytteenottoajankohdan, seka
vuoden ettd vuodenajan vililld oli eroja monen entsyymin aktiivisuudessa.
Viljelymenetelmédn (tavanomainen = A ja kompostoitua kasvijatettd saaneen
maan =D) vaikutusta testattiin t-parivertailutestilld lg-transformoiduilla entsyy-
miaktiivisuuden arvoilla. Ainoat merkitsevét erot saatiin arylsulfataasin, happa-
man fosfomonoesteraasin, kitinaasin, $3-glukosidaasin, esteraasin ja alaniini-ami-
nipeptidaasin aktiivisuuksille, jotka olivat kaikki korkeampia kompostoituja kas-
vijdtteitd saaneessa maassa. Kokeesta on suunnitteilla tieteellinen artikkeli.
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Yhteenvetona voi todeta, ettd sekd kompostoidun kasvimateriaalin etta tur-
peen lisddminen maahan lisdsi useiden entsyymien aktiivisuutta. Sen sijaan voi-
makas kalkitus heikensi monien entsyymien aktiivisuutta 20-vuotta kédsittelyn jal-
keenkin.

1.5 Viljelykasvin ja turpeen vaikutus
entsyymiaktiivisuuksiin

Kahdeksan eri viljelykasvin ja turvelisdyksen vaikutuksia entsyymiaktiivisuuksiin
tutkittiin yhteistydssa MTT:n vden kanssa koekentélld joka sijaitsi MTT:in Laukaan
valiotaimiasemalla. Entsyymiaktiivisuustuloksia, fosfolipidirasvahappoja, mikro-
bibiomassan mittareita sekd fysikaalisia ja kemiallisia ominaisuuksia késitteleva
kasikirjoitus on painettavana tieteelliseen lehteen. Maahan lisatyssa turpeessa ent-
syymiaktiivisuudet olivat maandytteitd korkeammalla tasolla. Turvekaésittely nosti
kaikkien entsyymien aktiivisuuksia, osittain my®0s tilastollisesti merkittavalla ta-
solla. Vaikutusmekanismina ei kuitenkaan ollut suoraan entsyymien lisdys maa-
han vaan mikrobientsyymejé tuotettiin enemman tai entsyymeilld oli paremmat
toimintaedellytykset turvelisdtyissa ruuduissa.

Viljelykasvit vaikuttivat eri entsyymien aktiivisuuksiin, mm. sipulilla fosfo-
diesteraasiaktiivisuudet olivat kohonneita (kuva 10). Samoin vuosien 2000 ja 2001
entsyymiaktiivisuuksissa havaittiin eroja. Turpeen lisdys nosti rasvahappojen ko-
konaismddrdd maandytteissa.
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Kuva 10. Esimerkkind esikasvien ja turvelisdyksen vaikutuksista maan fosfodiesteraasin aktii-
visuuteen. (I, Il ja Ill ovat kerranteet).

7.6 Maaperan katteiden vertailu mansikanviljelyssa

MTTn Karilan asemalla toteutetussa hankkeessa selvitettiin mansikan viljelyssa
kaytettavien maaperan katteiden vaikutusta entsyymiaktiivisuuksiin kolmena eri
syksyna (2000, 2001 ja 2002) otetuista ndytteistd. Ergosteroli mitattiin kokeen lo-
pussa syksylla 2002.
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Eri ajankohtina aktiivisuuksissa havaittiin eroja ja eri entsyymeihin katteet
vaikuttivat eri tavoin. Kuvassa 11 on esimerkkind esitetty sellobiosidaasin ja kiti-
naasin aktiivisuudet eri katteiden vaikutuksesta kolmena vuonna. Ergosterolipi-
toisuudet on esitetty samassa kuvassa syksyn 2002 osalta. Kitinaasiaktiivisuus nousi
tattarin kuorirouheella katetussa maassa koko kokeen ajan. Rouhe homehtui, mika
selittdisi kitinaasiaktiivisuuden kasvun homeiden sisdltdmén kitiinin saatavuute-
na. Ergosterolipitoisuuden nousu ndissd ruuduissa vahvistaa sienten biomassan
kasvaneen. Kokeen kuluessa seké tattarin kuorirouhe ettd olki lisdsivét sellobiosi-
daasiaktiivisuutta, mikd myos selittyy substraattilisaykselld oljen ja tattarin kuori-
rouheen sisdltdména selluloosana. Maan pH__ oli syksylla 2002 6,4 mustalla muo-
villa ja oljella katetuissa maissa, 6,2 koivu- ja mantyhakkeella katetussa maassa,
mutta vain 5,4 tattarin kuorirouheella katetussa maassa.
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Kuva I'1. Sellobiosidaasi- ja kitinaasiaktiivisuudet sekd ergosterolin pitoisuus maassa eri materiaaleilla katetuissa mansikka-
viljelmissd.

1.7 Geneettisesti muunnetun mikrobin ja diesel6ljyn
vaikutus

Helsingin yliopiston soveltavan kemian ja mikrobiologian laitoksen tutkijat pys-
tyttivat Viikin kenttdkoealueelle lysimetrikokeen, jossa selvitettiin diesel6ljyn ja
merkkigeeneja lisddmalld muunnetun Rhizobium-bakteerin vaikutusta maassa ja
vuohenherneen kasvussa. Lisdksi tutkittiin muunnetun mikrobin osoittamista. Tut-
kimuksesta on julkaistu artikkeli (Pitkdjarvi ym. 2003).

Kesédn 2001 aikana otetuista naytteistd mitattiin entsyymiaktiivisuuksia. Ero-
ja todettiin ajankohtien valilld siten, ettd aktiivisuudet olivat yleensa korkeampia
syyskesalla kuin alkukesédstd, etenkin vuohenhernetta kasvavassa maassa. Kuiten-
kin my0s niissa ruuduissa, joihin ei oltu istutettu kasveja, aktiivisuudet olivat al-
haisia my6s syksylld. Vahdinen dieseldljymaara ei ndyttanyt entsyymiaktiivisuuk-
siin vaikuttavan eikd myodskadn muunnetulla ritsobilla ollut havaittavaa vaikutus-
ta maan entsyymiaktiivisuuksiin.
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7.8 Entsyymiaktiivisuudet aktiivilietteestd ja
lietekompostissa

Aktiivilietteen entsyymiaktiivisuuksia mitattiin Viikinméaen jatevedenpuhdistamon
aktiivilietteen tuoreista ndytteista. Suurin aktiivisuus oli happamalla PMElla ja al-
haisin sellobiosidaasilla. Neljan havaintokerran ja sekd puhdistamolla ettd SYKEn
laboratoriossa tehtyjen testien tulokset tarkastellaan myohemmin. Kuvassa 12 esi-
tetddn tammikuussa mitatut tulokset.

Jatevedenpuhdistamon aktiiviliete
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Kuva 12. Jdteveden puhdistamon aktiivilietteen suhteelliset entsyymiaktiivisuudet 4.1.2001
(jana kuvaa rinnakkaismittausten keskihajontaa).

Helsingin Veden Metsédpirtin kompostikentdlld seurattiin puhdistamolietettd si-
saltdvien kompostiaumojen entsyymiaktiivisuuksia. Tarkasteltavana oli eri ikdisid
komposteja, joista tuorein oli perustettu kuukautta ennen nédytteenoton kaynnis-
tymistd ja vanhin oli talléin kahdeksan kuukauden ikdinen. Komposteja seurat-
tiin noin yhdeksan kuukauden ajan.

Tuloksiin vaikutti sekd kompostin ikd ettd ndytteenoton vuodenaika. Tuoreim-
massa kompostissa aktiivisuudet yleensa laskivat, mutta vanhemmissa saattoi myods
tapahtua aktiivisuuksien nousua. Kuvassa 13 on esitetty esimerkkina kolmen ent-
syymin aktiivisuuksien muutokset. Arylsulfataasiaktiivisuudet laskivat kompos-
toitumisen edetessa, mutta nousivat syksylla. PDE-aktiivisuudet laskivat noin puo-
leen alkuperiisesta tasosta ja sdilyivat sen jdlkeen vakiotasolla. Sellobiosidaasiak-
titvisuudet kasvoivat kompostoitumisen edetessd, mutta olivat suhteellisen kor-
keita kylménd aikana.
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Kuva 13. Arylsulfataasin, sellobiosidaasin ja fosfodiesteraasin aktiivisuuden muutokset eri ikdisissd
komposteissa.
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7.9 Metsdteollisuuden puhdistamolietekompostien
lisayksen vaikutus maassa

Metsateollisuuslietteiden kompostointi- ja kompostin hyddyntaminen kasvituo-
tannossa (KOMPO-projekti) ~hanke oli MTTn, Pirkanmaan Ympaéristokeskuksen
ja Biopap Oyn yhteisty0, jota Tekes rahoitti. Entsyymimaérityksia tehtiin MDIVE-
hankkeessa kerran koekentéltd, jonne oli lisatty eri maarat kompostoitua teolli-
suuden puhdistamolietetta.

Aktiivisuudet olivat alhaisia suojaruudussa, kemiallisesti lannoitetussa ruu-
dussa, mutta korkeampia kompostoitua puhdistamolietettd saaneissa ruuduissa.

71.10 Entsyymiaktiivisuuden riippuvuus pH-arvosta eri
ndytteissa

Entsyymiaktiivisuuksien riippuvuutta pH-arvosta mitattiin eri ndytteilla kdyttden
MUB-puskuria (Vepséldinen ja Niemi 2002). Eri entsyymeilld oli erilainen pH-op-
timi, joka riippui suuresti ndytteestd (Kuva 14). Se, ettd aktiivilietteella pH-optimi
oli usein maandytteitd korkeampi heijastellee bakteerien suurta merkitysta verrat-
tuna etenkin metsdmaiden sienivaltaiseen flooraan.

Arylsulfataasi Sellobiosidaasi

4 45 5 55 6 65 7 75 8 Ac 4 45 5 55 6 65 7 75 8 Ac

55 55
o ; —&— Cu-Ni Sail
Kitinaasi B Forest

—— Fe Soil

—B— Avena Soil

—¥— Fragaria Soil
—&— Activated Sludge

4 45 5 55 6 65 7 75 8 Ac
5.5

Kuva 14. Entsyymiaktiivisuuksien (umol MUF/g org. C/3 h)riippuvuus pH-arvosta eri ndyt-
teissd. Cu-Ni Soil = Harjavallan sulaton kuormittama maa, Forest = puhdas kangasmaa,
Fe Soil = Koverharin sulaton kuormittama maa, Avena Soil = vehndpelto, Fragaria Soil =
mansikkamaa, Activated sludge = puhdistamon aktiiviliete.

1.1 1 Soveltuvuus vesinaytteille

Téssa tutkimuksessa on painotettu maaperdd koskevia tutkimuksia, mutta myos
vesindytteitd on alustavasti tarkasteltu. Niemi ym. (2000) totesivat, ettd menetelma
oli riittavan herkka jokiveden hapan PME-, PDE-, o-glukosidaasi-, 8-glukosidaasi-,
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kitinaasi-, arylsulfataasi- ja osan vuotta 3-ksylosidaasiaktiivisuuden mittaamiseen
kaytetylla 3 h inkuboinnilla. Sen sijaan aminopeptidaasit olisivat vaatineet pidem-
man inkubointiajan.

Meriveden biofilmien entsyymiaktiivisuuksia mitattiin viikon ja kolmen vii-
kon kuluttua kerdimien laskemisesta meriveteen eri syvyyksille. Sekd biofilmin
kehittyminen ettd syksyn tuulten pintavettd sekoittava vaikutus niakyy eroina vii-
kon ja kolmen viikon vaikutusajan jalkeen (kuva 15). Entsyymiaktiivisuudet kas-

voivat jakson aikana, mutta entsyymiaktiivisuuksien vertikaalisessa jakautumi-
sessa ilmeni selvid muutoksia.

23. -30.8. 23.8. -15.9.
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Kuva 15. Pienvenesataman allasveden entsyymiaktiivisuudet biofilmikerdimissd viikon ja kolmen viikon
sdilytyksen jdlkeen eri syvyyksissd.
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Entsyymiaktiivisuuksia mitattiin Lammin biologisella asemalla ja Tampereen
yliopistolla pidetyilld kursseilla sekd vedestd ettd maandytteistd kayttden 20 °C lam-
potilaa ja 5 d inkubointia ZymProfiler® —testisarjoille. Monimuuttuja-analyysi
CANOCO-ohjelmilla osoitti, ettéd eri habitaateissa eri entsyymit olivat luonteen-
omaisia (kuva 16). Esimerkiksi leusiini-AP aktiivisuus oli suhteellisen suurta Val-
kea Kotisen vedessd, kun taas tdimén jarven ja Padjarven sedimenteissa 3-glukosi-
daasiaktiivisuus oli voimakasta. Pddjarven vedessa ja jatevedenpuhdistamolla o-
glukosidaasi, sellobiosidaasi ja alaniini-AP-aktiivisuus oli leimallista. Metsdmaata
luonnehti kitinaasin, $-ksylosidaasin, esteraasin ja lipaasin merkittavyys. Niityn
maaperan entsyymiaktiivisuudet sijoittuivat metsdmaan ja Valkea Kotisen veden

vélille.
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Kuva 16. Habitaattien erot entsyymien suhteellisissa aktiivisuuksissa CANOCO-ohjelmilla laskettuina (Canoco
for Windows, versio 4, Microcomputer Power, Ithaca, NY, USA). Vasemman puoleisessa kuvassa entsyymien ni-
met punaisella ja habitaattien siniselld ja oikean puoleisessa kuvassa pdin vastoin. (Forest-S = metsdmaa,
Mead-Soi = niityn maaperd; Val-Wat = Valkea Kotisen vesi, Val-Sed = Valkea Kotisen sedimentti, Pddj-Sed
= Pddjdrven sedimentti, Sa-X = puhdistettu jdtevesi, GH-Wat = kasvihuoneen altaan vesi; TTKK-C4c = die-
seldljylld saastutettu apilamaa, Rusko-F| = saostusallas juomaveden puhdistamolla, Rusko-IN = Roineen vesi
vesilaitoksella, Hydr-Wat = painona kdytetty vesi, Rusko-Cr = Ruskon puro, Hel-Soil = maandytteet biore-
mediaatiokokeesta).

71.12 Entsyymiaktiivisuuden vaihtelu eri habitaateissa

Mikrobit ovat osa maan orgaanista ainesta ja niiden kasvu seké toiminta ovat riip-
puvaisia siitd. Lisaksi monien entsyymien aktiivisuus on sidottu orgaanisiin subst-
raatteihin. Siksi entsyymiaktiivisuudet ovat vahvasti riippuvaisia ndytteen orgaa-
nisen aineen maardsta. Jotta saataisiin kasitys entsyymiaktiivisuuden tason vaih-
telusta erilaisissa maissa, on tdssa verrattu aktiivisuutta naytteen tuorepainoa kohti
vaikka tasoerot vahenevit laskettaessa tulokset orgaanista ainetta kohti. Metsa-
maasta ndytteet on otettu humuskerroksesta (n. 5 cm) ja viljelymaista 20 cm pinta-
kerroksesta. Ryhmittelyanalyysi selkedsti erottelee viljelymaan naytteet (alhaiset
aktiivisuudet) metsdmaan (korkeat aktiivisuudet) ndytteista (kuva 17). Kuitenkin
viljelymaan nédytteet ryhmittyvat padosin kohdealueiden mukaisesti, vaikka koh-
dealueiden sisélla on eroja eri havaintopaikkojen valilld. Yksi Koverharin rautasu-
laton ldheltd otetuista naytteistd poikkesi muista metsimaan ndytteista alhaisten
aktiivisuuksien vuoksi. Kunnallisen puhdistamon lietekompostin nédytteet muis-
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tuttivat enemman metsdmaan kuin viljelymaan néytteita osoittaen suuria entsyy-
miaktiivisuuksia. Taulukossa 4. on esitetty kunkin entsyymiaktiivisuuden vaihte-
luvili ja mediaani arvot 269 ndytteestd. Havaintoalue ja —paikkakohtaisia ent-
syymiaktiivisuuden sormenjélkien eroja (suhteelliset erot entsyymien valilld) to-
dettiin selkedsti, mutta esteraasi-, lipaasi- ja PME-aktiivisuudet olivat aina muita
entsyymiaktiivisuuksia selvasti korkeampia ja o-glukosidaasi- ja arylsulfataasiak-
tiivisuudet muita alhaisempia.

Taulukko 4. Entsyymiaktiivisuuksien vaihteluvalit ja mediaanit 269 eri maandytteesta mitatuista entsyymiaktiivisuuksista
tuorepainoa kohti Lzmol MUF (AMC)/g (tp)/3 h.

Parametri minimi maksimi mediaani
arylsulfataasi 0,13 [,65 031
ot-glukosidaasi 0,08 1,30 0,16
sellobiosidaasi 0,14 1,66 0,27
[3-ksylosidaasi 019 433 0,35
[3-glukosidaasi 0,40 14,8 1,14
PDE 0,26 6,10 0,53
kitinaasi 0,23 21,4 0,42
lipaasi 2,12 78,5 151
esteraasi 3,13 141 1,12
hapan PME 1,29 814 3,63
leusiini-AP 0,20 6,41 0,47
alaniini-AP 0,46 3,83 0,8
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Kuva 17. Entsyymiaktiivisuuksien perusteella Gowerin mitalla ja Wardin menetelmdlld lasketut
ryhmdt otoksessa erilaisia ndytteitd. Laukaa_kasvi = Laukaan kenttdkokeen eri viljelykasvit,
Koverhar = rautasulaton kuormittama metsdmaa, Viikki = Viikin bioremediaatiokokeen lysi-
metrindytteet, Laukaa_viljely = Laukaan kenttdkokeen eri viljelyjdrjestelmdt, Karila = mansi-
kan viljelyn kate-aineiden vartailu, Hyytiala_leppa = maa Hyytidldn asemalla lepdn alla;
Harjavalta = kupari-nikkelisulaton saastuttama metsdmaa, Hyytiala_manty = maa Hyytid-
ldn asemalla mdntyjen alla, komposti = puhdistamolietekomposti, turve = kasvuturve.

............................................................ Suomen ympidristd 684



Luonnontieteellisen
hyodyntamisen ja
kaupallistamisen nakoalat¢

FIBRE-tutkimusohjelman kuluessa MDIVE-hankkeessa sovellettiin ZymProfiler®
testisarjaa hyvin monenlaisissa koejérjestelyissa laajana yhteistyona. Pyrkimykse-
né oli saada kasitys sen sovellettavuudesta ymparistotutkimukseen. Tulokset osoit-
tivat, ettd testisarja tuo uutta tietoa keskeisten alkuaineiden kiertojen prosesseja
saatelevista tekijoista. Vuodenajalla oli vaikutusta entsyymiaktiivisuuksiin ja maa-
perdn ominaisuudet vaikuttivat niihin. Monet erilaiset kasvien tuotannossa kay-
tetyt menetelmat (viljelykasvi, luomu- tai tavanomainen viljely, turpeen lisdys)
vaikuttivat entsyymiaktiivisuuksiin potentiaalina mitattuna. Metsdmaassa puula-
jija raskasmetallikuormitus heijastuivat entsyymiaktiivisuuksiin. Asutuksen puh-
distamolietteen kompostoinnin kuluessa entsyymiaktiivisuudet muuttuivat ja
maan entsyymiaktiivisuudet kasvoivat lisittdessa maahan metsateollisuuden kom-
postoituja puhdistamolietteitd. Menetelman herkkyys osoittautui riittdvéaksi myos
vesiympdriston entsyymiaktiivisuuksien mittaamiseen.

Maaperédn suojelu on merkittdvimpid ympéristonsuojelun haasteita ja sen
onnistuminen on ihmisen tulevaisuuden kannalta ratkaisevaa, koska ravinnon tuot-
to ja elinkeinoeldma ovat riippuvaisia maaperdn toimivuudesta. Biologisia indi-
kaattoreita maaperdn tilan arviointiin tarvitaan kipeésti. ZymProfiler® testisarjaa
voidaan kéyttdd arvioitaessa ympariston, etenkin maaympaériston, biologista tilaa
jaihmisen toiminnan vaikutusta sithen. Koejarjestelyssa on kuitenkin otettava huo-
mioon se, ettd tarvitaan koekohtaiset verrokit, koska entsyymiaktiivisuudet ovat
riippuvaisia monista luontaisesti vaihtelevista tekijoista.

ZymProfiler® testisarjalla hankittua havaintoaineistoa esiteltiin kansainvaéli-
sissd kokouksissa (Third International Symposium of the Working Group MO “In-
teractions of Soil Minerals with Organic Components and Microorganisms” of the
International Union of Soil Sciences. Soil Mineral-Organic Matter-Microorganism
Interactions and Ecosystem Health, 22-26.5.2000, Napoli-Capri, Italia; ISME 9, Ninth
International Symposium on Microbial Ecology, Amsterdam, 26-31.8.2001 ja 17th
World Congress of Soil Science 14.-21.8.2002, Queen Sirikit National Convention
Center, Bangkok, Thaimaa, International Symposium on Soil Microbial Structure
and Function, 18- 20.9.2003 (Marburg, Saksa), joista jokaisessa menetelma heratti
kiinnostusta ja kyselyitd sen kaupallisesta saatavuudesta. Tiedusteluja on tullut
myos sahkopostina. Pyyntdja osallistua yhteistyohankkeisiin mitaten entsyymi-
aktiivisuuksia on tullut runsaasti. Tieteellinen artikkeli, jossa menetelmé kuvattiin
péaépiirteissadn julkaistiin arvostetussa sarjassa (Vepsaldinen, M., S. Kukkonen, M.
Vestberg, H. Sirvié and R. M. Niemi 2001) ja sen soveltamiseen perustuvia tieteel-
lisid artikkeleita on julkaistu.

EU-maat kattava tuotemerkki on hyvéksytty vuonna 2003. Se kattaa testisar-
jan, silld tuotetut mittaukset ja ATK-ohjelmat tulosten laskemiseksi ja analysoimi-
seksi. Joitakin keskusteluja kaupallisesta hyodyntamisestd on kayty.
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