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1. Bevezetés, célkitiizés

A viz, a leveg0 és a talaj természetes tisztuldsa soran, hosszu idon at ,,feldolgozta” az
odakertiilt hulladékot anélkiil, hogy a novényekre, az allatokra, és rajtuk keresztiil kozvetve
vagy kozvetlenlil az emberre karosan hatottak volna. Az elmult évtizedek urbanizacios
folyamatai, ¢s a miszaki-tudomanyos fejlédés hatasara fokozodott a termelés-fogyasztas,
ennek kovetkeztében az ember és kornyezete kozotti harmonikus kapcsolat megbomlott.

Az ember az indokoltnal nagyobb {itemben sajatitja ki a természeti eréforrasokat, egyre
nagyobb mértékben alakitja at a természetbdl kitermelt anyagokat, valamint a természetes
anyagoktol eltérd Osszetételli termékeket allit eld. A természetidegen anyagok termelésével,
ill. elhasznalddasaval 1étrejott hulladék egyre nagyobb mennyiségben és térben koncentraltan
kertil az 6koszisztémakba.

Mindezek kovetkeztében a hulladék vagy nem alkalmas arra, hogy bekapcsolodjék a
természetes korfolyamatokba, vagy ha igen, akkor olyan mértékben zavarokat okoz, hogy
ezért hatdsat a természetes korfolyamatok mar nem képesek ellenstlyozni, karositja a
természeti kornyezet elemeit, veszélyezteti magat az embert is.

A talajok szerkezetét, vizhaztartasat, tdpanyagmegkotd képességét meghatarozo lipidek
¢s humuszanyagok képzddése nagyobbrészt a mikrobak miikodésének eredménye (Jandl et
al., 2004). A mikroorganizmusok egy része kiilondsen érzékeny a kdrnyezeti hatdsokra,
melyekre adott valaszukat, a biomassza, a kozdsségi struktura és kiilonbozd aktivitasok,
valamint kiilonb6zd biomarkerek véltozasa tiikkroz (White et al., 1998). Meg kell ismerni,
hogyan valtoznak fiziologiai biokémiai jellemzdéi a mikroorganizmusoknak, kiilondsen
hangsulyozva a zsirsav komponenseiket, hiszen ezek az ¢élélények a biogeokémiai
folyamatokat és a kiilonbozd Okoszisztémak produktivitdsat adjak (Halbritter és Uzinger,
2005).

A szennyezések hatdsai az in-situ mikrobiotara altalaban folytonosak, és hosszabb idd
alatt az altaluk indukalt valtozasok integralodnak a kozosségek strukturdjaba és aktivitdsaba
(Smith et al., 1986). Szennyezés hatasara eltlinnek, felbukkannak mikroorganizmusok, illetve
specidlis anyagcsere aktivitdsok jelennek meg (Ringelberg et al., 2001). Jelenleg nincs
altalanosan elfogadott protokol a mikrobidlis 6koldgia monitorozdsara. A tenyésztési és
izolalasi moddszerek értékes informacidot adnak a mikroorganizmusok jelenlétérdl és
potencialis aktivitasardl, de az is ismert, hogy egy baktériumtenyészet kevésbé tiikrozi az in-
situ diverzitasi és aktivitasi szintet (American Academy of Microbiology, 2002).

A talaj mikrobioldgiai allapota fontos szerepet jatszik a fenntarthatdé mezdgazdasagi
foldhasznalatban, felhasznalhatdé egy korai valtozas indikdtoraként a talaj Okologiai
allapotanak jelzésére. A talaj-mikrobidta mennyiségi viszonyait, strukturdjat ¢és funkciodit
célzd vizsgalatok komoly bioindikacids értékiiek, jelentds gyakorlati jelentdséggel birnak,
amennyiben egy talaj allapotat, egy kezelés vagy szennyezés hatdsat kivanjuk megismerni.
Ilyen esetekben, konnyen kimutathatd, jol kovethetd és lehetdleg kvantitativ mérhetd
markerekre, indikatorokra van sziikség, melyekbdl a talaj belsd torténéseire, allapotara
kovetkeztethetiink, és abbdl viselkedését megfeleld megbizhatosdggal megadhatjuk.



A kornyezet allapotanak monitorozasaban alkalmazott indikatoroknak alkalmasnak kell
lennitik arra, hogy jelezzék az Okoszisztéma folyamataiban, szerkezetében bekovetkezd
strukturalis  és  funkciondlis  valtozasokat,  érzékenynek  kell  lenniik a
kornyezetgazdalkodasban ¢és a klimaban bekdvetkezd valtozadsokra. Konnyen mérhetd,
reprodukélhat6, és mind helyi, mind nemzetkozi szinten alkalmazhaté kell lennilik (Neher,
2001).

A legutébbi idokben a talaj fizikai, kémiai paramétereit (pH, CEC, felvehetd
tapanyagok, szerves széntartalom) hasznaljak a kornyezeti stresszhatdsok monitorozasara a
talaj Okoszisztémaban. Ezek a paraméterek nem elég érzékenyek a talaj allapotdban
bekovetkezd valtozasok korai eldrejelzésére.

Ezzel szemben a talaj mikrobialis kozossége sokkal gyorsabban reagal a zavarasra
(Atlas, 1984), és e valtozasok leirdsa sziikséges az 0koszisztéma allapotanak fenntartasahoz.
Hagyomanyosan mikrobidlis szinten a stresszre adott valaszt a folyamatok szintjén vizsgaljak,
szamszeriien megadva a mikroorganizmusok szamat, a 1égzés intenzitdsat és az enzimek
aktivitasat (Parkinson és Coleman, 1991), melyek segitségével képet kaphatunk a teljes
populacié méretérdl és a teljes aktivitasi értékekrol.

Ezek nem elég érzékeny indikatorok (Hargreaves, 2003) a funkcidk, folyamatok
sokasaga ¢és a kozosségeken beliili komplex interakciok miatt. A kornyezetet érd terhelések
monitorozasa soran a mikrobidlis kozosség egészét kell vizsgalni, amely diverz ¢él6lényekbdl
all, a diverzitas meghatarozasaval informéciot kaphatunk az Okoszisztémaban zajld
folyamatokrol. A mikrobialis kozdsségek diverzitasanak megvaltozasa kornyezeti stresszre,
zavarasra, hosszi tavli hatdsokra segithet megérteni a talajban lejatsz6dod szukcesszids
folyamatokat a mikrobidlis kdzosségen beliil.

A PLFA (phospholipid fatty acid) vizsgalat megbizhatdo modszer a mikroba kdzosségek
diverzitds valtozasanak a feltardsara, ugyanakkor mégsem hagyhatoak el a kiilonb6zd fizikai
¢s kémia vizsgalatok a talajallapot felmérése soran.

A disszertacid az alabbi kérdésekre kivan valaszt adni:

a mikrobioldgiai modszerek alkalmasak e a szennyezés hatdsdra a talaj

mikroflorajaban bekdvetkezd valtozasok feltarasara, eldrejelzésére,

e a hulladékelhelyezés hatdsara hogyan valtozik a talaj mikroflorajanak mennyiségi és
mindségi dsszetétele,

e a hulladékbodl szarmazé szerves- €s szervetlen anyagok, szennyezdk hogyan hatnak a
talajenzimek aktivitasara,

e milyen folyamatok dallnak a mikroflora és enzim aktivitdisok megvaltozdsanak
hatterében,

e a hulladék mint szennyezd milyen valtozast okoz a talaj mikroorganizmus
kozosségeinek PLFA (phospholipid fatty acid) mintdzataban,

e a biomarker foszfolipid zsirsav-metilészterek mennyiségének és ardnyainak valtozasa

a hulladék szennyezd hatdsanak tiikkrében,



e van-e Osszefliggés a szennyezés €s a hulladéklerakok talajaban felszaporodé Bacillus
nemzetségbe tartozo fajok zsirsavosszetételének valtozasa kozott.

2. Anyag és modszer

2.1. Mintavételi helyek

Mintavételi helyeink Szabolcs-Szatmar-Bereg megye kis telepiiléseinek kozelében 1évo
legalis ¢és felhagyott, de illegalisan hasznalt hulladéklerakok voltak Gelénes, Beregdardc és
Beregsurany kiilteriiletén. A Beregsuranyi hulladéklerakoé a kozségtdl délkeletre talalhato,
elhagyott folyomeder feltoltésével jott létre. A Beregdaroci hulladéklerakd egy korabbi
agyagnyerd godor, kommunalis hulladékkal feltoltve, ahol a szukcesszid eldrehaladott
allapotban van. A Gelénesi hulladéklerakd a Gelénes-barabasi it mentén szakszerlien kiépitett
regionalis hulladéklerakoként miikodik. A telepet nemes nyar (Populus spp.) takard fasitas
fedi, a szél megtorésére és a hulladék széthordasanak megakadalyozasara. A Kontroll teriilet
Beregdaroc kozségtél dél-keletre, az ukran-magyar hatdr mentén taldlhatd, az alf6ldi
gyertyanos-tdlgyesek (Querceto robori-Carpinetum) egyetlen, tobbé-kevésbé eredeti
form4jaban megmaradt foltja.

2.2. Vizsgalati modszerek

Az alkalmazott moddszerek a hazai és nemzetkozi tudomdnyos gyakorlatban
elfogadottak. Meghataroztuk a talajok 0sszes tenyészthetd mikroba szamat, a fajok szazalékos
megoszlasat a talaj két mélységében (Szegi, 1979). A foszfataz (Kramer és Erdei, 1959), az
invertdz (Schinner and Mersi, 1990), a dehidrogenaz (Mersi and Schinner, 1991) és a cellulaz
(Unger, 1979) enzimek aktivitasat mértiik a hulladéklerakok €s a Kontroll teriilet talajaiban.

A talajmintdk mikrobidlis kozosségeinek Osszetételét a talajmintdk zsirsav-metilészter
tartalmanak feltdrasaval hatdroztuk meg. A lipidek extrakcidja és a keletkezett zsirsav-
metilészterek szétvalasztasa Sasser (1990) valamint Ibekwe és Kennedy (1998) mddszereivel
tortént. A mintavételi helyek talaj-mikroorganizmus kozosségeinek PLFA mintadzatban
bekovetkezd valtozasokat fokomponens analizissel értékeltiik.

A mintavételi helyek talajabol és a novények felszinérdl izolalt Bacillus nemzetségbe
tartozo fajok zsirsav profiljat 6sszehasonlitottuk. A vizsgalat a zsirsav profilban a szennyezés
hatdsara bekovetkezd valtozasok feltardsara iranyult. Hét a Bacillus genusba tartozo fajt
vizsgaltunk: Bacillus brevis, Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus
megaterium, Bacillus firmus, Bacillus licheniformis. A kiilonb6zé mintavételi helyekrdl
szarmazo6 azonos fajba tartozd baktériumok, és torzstenyészetbdl (Mezdgazdasagi és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gytlijteménye) szarmazé torzsek zsirsav profiljat hasonlitottuk
Ossze, klaszter analizissel. A talajok enzimaktivitasi-értékei és nehézfém-tartalma kozotti
Osszefiiggés matematikai értékelése korrelacios vizsgalatokkal tortént.



3. Eredmények

3.1. Mikroorganizmus vizsgalatok értékelése

A szemétlerakok talajaban a mikroba populaciok kis valtozatossaggal és ezzel egy
idében az egyes mikrobak nagy szdmaval jellemezhetd. A szennyezett teriiletek talajanak
Osszes mikroba szama nagyobb a talaj felsé rétegében (20 cm), mint a Kontroll teriilet azonos
mélységében (5,48x10%). Legnagyobb Beregsurany (2,06x10°) teriiletén ezt kdveti Gelénes
(1,85x10°) majd Beregdaroc (1,26x10%). Kiilonbség van a két talajmélység kozott, a felsd
rétegben nagyobb az Osszes baktériumszam, mint az alsé rétegben (50 cm).

A hulladéklerakékon valtozatos a szemét (hulladék) mennyiségi és mindségi
Osszetétele. A hulladékbodl szdrmazo nagy szervesanyag tartalom és a nehézfémek jelentik a
két 0 szennyezO forrdst, azonban az aranyokat illetden vannak kiilonbségek a mintavételi
helyek kozott. A hulladék szervesanyag-tartalma a talajba jutva konnyen hasznosithatd
taplalékforras a mikroorganizmusok szamara, lassitja, illetve kivédi a nehézfémek toxikus
hatasat. A mintavételi helyek talaj-mikroorganizmus kozosségeinek Osszetételét a teriiletek
névény boritasa illetve a szeméttel egylitt kijutatott mikroorganizmusok egyiittesen alakitjak
ki. A Kontroll §sszes mikrobaszdma kisebb a hulladéklerakokhoz képest. Ennek oka a teriilet
hulladékmentessége illetve az érintetlen erddtalajokra jellemzd mikroflora 0Osszetétel.
Beregdaroc felszamolt hulladéklerako, felszinének nagy részét mar visszahdditotta az erdd. A
Beregsuranyi és Gelénesi lerakok novényflorajaban megtalalhatoak a korabbi erdds vegetacid
elemei. Fontos tényezd, hogy a hulladék szervesanyag tartalma a talajba jutva konnyen
hasznosithato taplalékforrast jelent a mikroorganizmusok szamara.

Az izolalt és meghatarozott baktérium nemzetségek szazalékos megoszlasa a
hulladéklerakdk talajdban Gram-pozitiv baktérium talsulyt jeleznek. A vizsgalatokbol
megallapitottuk, hogy a szennyezések hatasara az Actinomyces és Pseudomonas nemzetségek
aranya csokkent, mig a hatékonyabb tuléloképességgel rendelkezé Bacillus nemzetség
szazalékos aranya novekedett.

A talaj alsobb rétegeiben hasonlé nemzetségbeli megoszlasokat mértiink. Ezeken, a
teriileteken a szemét elhelyezése évek ota folyik és a hulladékbol szarmazo szervesanyagok
leszivarognak az alsobb rétegekbe. A hulladék okozta valtozasok a mélyebb rétegekben is
kifejtik hatasukat. A harom hulladékleraké talajaban mindeniitt eléfordul az Enterobacter
nemzetség. A legnagyobb mennyiségben Beregsurany teriiletén ezt koveti Beregdaroc, majd
Gelénes. Az enterobaktériumok a talajban elsdsorban a szerves haztartasihulladék-
maradvanyokon szaporodnak fel.

3.2. [Enzim aktivitas vizsgalatok értékelése

3.2.1. Cellulaz aktivitas

A Kontroll cellulaz aktivitasa (42,9%) nagyobb, mint a hulladékot tartalmazé talajoké.
A hulladéklerakok talajainak celluldz aktivitdsa nem tért el nagymértékben egymastol, kivételt
képez a Gelénesi hulladéklerako (20,9%) ahol kisebb a tobbi teriilethez képest. A Beregdardci



(38,9%) teriiletén mért celluldz aktivitas megkdzelitette a Kontroll teriileten mért cellulaz
aktivitast. A celluldz enzim aktivitdsaban mért kiilonbségek hatterében a szennyezés mellet a
terliletek novényboritdsa all. A Kontroll nagy aktivitasi értékét a szeméthidny és a nagy
mennyiségli avar adja. A hulladéklerakdkra is jellemzd a fis ndvényzet viszont ezeken, a
helyeken a szemét boritds dominal. A Beregdaroci hasznalaton kiviili hulladékleraké nagy
része talajtakaroval fedett, novényzettel boritott.

3.2.2. Foszfataz aktivitas

A kontroll teriileten (2,12 P,Os/g/2h) mért nagy foszfataz aktivitast csak a Beregdardci
(0,98 P,0s/g/2h) hulladék leraké talajanak foszfatdz aktivitasa kozelitette meg. A
Beregsuranyi (0,06 P,Os/g/2h) és Gelénesi (0,78 P,Os/g/2h) teriiletek talajaban ezektdl
szignifikansan kisebb értéket mértiink. A kontroll teriileteken mért nagy foszfataz aktivitast a
dus, elsésorban erdés makrovegetacié adja. Ettdl kisebb az érték a Beregdardci teriileten, ahol
a fas vegetacid ujra kialakuloban van. Beregsuranyban és Gelénesen a novényboritas mellett a
szemét boritas dominal.

3.2.3. Invertaz aktivitas

A Kontroll (10,24 mg gliik6z/10g/4h) teriilet invertaz aktivitasa szignifikdnsan nagyobb
a hulladéklerakok talajaindl, kivételt képez a Beregdaroci (9,73 mg gliik6z/10g/4h) teriilet. A
legkisebb invertdz aktivitast a Gelénesi (5,12 mg gliik6z/10g/4h) hulladéklerakd teriiletén
mértiik, ettdl szignifikdnsan nagyobb a Beregsuranyi (7,25 mg gliik6z/10g/4h) hulladék lerako
invertdz aktivitdsa. A mezOgazdasagi gyakorlatban az invertdz enzimet a talaj
termékenységének meghatdrozasara haszndljak. A nagy invertdz-aktivitds a felszini flora
intenziv fejlédésével is magyarazhato. A Kontroll esetében ez az erddvel valo boritottsdgnak
is koszonhetd. A Gelénesen mért kisebb invertaz aktivitds oka, hogy tomorré valt a talaj az
allandé nehézgépjarmii forgalom, és a szemét kezelésére hasznalt buldozerek miatt.
Hianyoznak a talaj dsszetételébdl a konnyen felvehetd, mobilizalhatod szervesanyagok, illetve
csokken a talaj leveg0 tartalma, amelyek gatoljak az invertdz enzim miikodését.

3.2.4. Dehidrogenaz aktivitas

A dehidrogendz enzim aktivitdsa jol tlikrozi a talajok szervesanyag tartalmdnak
kiilonbségeit. Ennek megfeleléen a dehidrogenaz enzim esetében jelentdsek a kiilonbségek a
szennyezett teriiletek és a Kontroll teriilet (117,5 pg INTF/g) enzim aktivitdsaban. A
legnagyobb értéket a Beregsuranyban (247,5 pg INTF/g). A legkisebb értéket Gelénesen
(131,5 pg INTF/g) mértink. A kettd kozé esd értéket mértiik Beregdardcon (185,5 ng
INTF/g), amely teriilet atmenet a két szeméttelep kozott.

A talajok mikrobiologiai aktivitdsa a talajok lebonthatd szervesanyag tartalmaval
hozhato Osszefliggésbe, és mindkettére utal a dehidrogenaz aktivitds. A Beregsuranyi
illegalisan miikodd szemétlerakdra a szervesanyagok eldrehaladott lebomlasa illetve eleve
konnyen bonthatésdga jellemzd. A teriilet szervesanyag terhelését ndveli az ide kihordott
kommunalis szennyviz. Beregdardc teriilete folddel, novényekkel boritott, a korabban itt



elhelyezett hulladék mineralizdcidja megindult. A Gelénesi hulladéklerakod teriiletén
elsdsorban milanyag hulladékot ¢és kevés konnyen bonthatd szervesanyagot talaltunk. Ennek
kovetkeztében a talajaban mért dehidrogendz aktivitds nem kiilonbozik szignifikdnsan a
kontroll teriilettél. Az itt mért aktivitasi értékek, a talaj eredeti aktivitasat tiikrozik.

3.3. A talajok nehézfém tartalma

crer

jelentds eltéréseket mértiink. A talajokban a vas fordul el6 a legnagyobb mennyiségben
minden hulladéklerakon (Beregdaroc 913,2 mg/kg, Beregsurany 890,5 mg/kg, Gelénes 787,1
mg/kg), meghaladva a Kontroll (616,8 mg/kg) teriilet talajanak vas tartalmat. A kadmium
szignifikdnsan kevés a Kontroll (0,0 mg/kg) teriileten és a Gelénesi (0,2 mg/kg)
hulladékleraké talajdban is, ellentétben a Beregsuranyi (2,2 mg/kg) és Beregdaroci (1,8
mg/kg) hulladéklerakokkal. Az 6lom hasonld tendenciat mutat, mint a vas ¢és a kadmium. A
hulladéklerakok (Beregsurany 22,1 mg/kg, Beregdaroc 13,7 mg/kg, Gelénes 7,18 mg/kg)
talajaban szignifikdnsan tobb az 6lom, mint a Kontroll (5,39 mg/kg) teriilet talajaban. A cink
¢s a réz mennyiségei kozott kicsi az eltérés a hulladéklerakok és a Kontroll teriilet talaja
kozott.

3.4. Korrelacios vizsgalatok

A kapott eredmények kozotti Osszefliggések matematikai értékelésére korrelacios
vizsgalatot végeztink a talaj fels6 20 cm-bdl vett talajmintdk enzimaktivitdsdnak ¢&s
fémtartalmanak mért eredményeibdl. A korrelacios vizsgalatok alapjan pozitiv korreldcio van
a talaj cellulaz- és foszfataz-aktivitasa kozott r = 0,74, valamint a celluldz- és invertaz-
aktivitds r = 0,26, a foszfatdz- és invertaz-aktivitds r = 0,24 kozott. Negativ korrelacidval
jellemezhet6 a talajok dehidrogenédz-aktivitidsa és a tobbi vizsgalt enzimek kozotti kapcsolat.
Pozitiv a korrelacio a dehidrogenaz enzim aktivitasa és az 0sszes mikroba szam kozott.

A vizsgalt hulladéklerakok talajaban az 6lom ¢és a kadmium mennyisége kiillonbozott
szignifikdnsan a Kontroll teriilet talajatol. A cellulaz, invertdz és foszfatdz enzimek
aktivitdsaban érvényesiilt a nehézfémek toxikus hatdsa, minden hulladéklerako talajaban
szignifikansan kisebb ezen enzimek aktivitdsa a Kontrollhoz képest.

A cellulaz enzim negativ korrelacidoban van a cinkkel (r=-0,76) és a kadmiummal (r=-
0,53). Az invertaz enzimre az 6lom (r=-0,49) ¢és a kadmium (r=-0,55) fejt ki gatlo hatast. A
foszfataz enzim a kadmiummal van negativ korrelaciéban (r=-0,62). A dehidrogenaz enzim és
a kadmium esetében a negativ korrelacio (r=-0,73) nem érvényesiil. Moreno et al. (2003)
szerint a Cd gatlolag hat a dehidrogendz enzim aktivitisara a talaj magas szervesanyag
tartalma mellett is. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az enzim aktivitisa minden
hulladéklerakon nagyobb, mint a Kontroll teriileten annak ellenére, hogy a szervesanyagok
eloszlasa nem homogén a lerakdkon. A dehidrogenaz enzim aktivitasa, sszefiigg a talaj acrob
kemoorganotr6f mikroorganizmusainak Osszmennyiségével. ami magyarazza a magas



dehidrogenaz-aktivitast a szeméttelepek talajaban, a felvehetd szervesanyag tartalom mellett,
valamint a magas Cd tartalom ellenére is, a kontroll teriilet dehidrogenaz aktivitdsdhoz képest.

3.5. PLFA vizsgalat

A PLFA vizsgalat eredményei Osszhangban allnak a hagyomanyos, tenyésztéses
modszerrel kapott eredményekkel. A szennyezett teriileteken (Beregsurany 79,35%; Gelénes
76,13%; Beregdardc 58,35%) szignifikdnsan nagyobb a Gram-pozitiv baktériumokat jelold
biomarker zsirsavak szazalékos ardnya a Kontroll teriilethez (44,73%) képest. A
szeméttelepek talajara a Gram-pozitiv baktériumok jellemzoek, ezen beliil is a hatékonyabb
tuléld képességgel rendelkezé Bacillus genus dominal.

A Gram-negativ baktériumok mennyisége esetén forditott a tendencia. A legnagyobb a
Kontroll teriilet (21,35%) értéke, ami szignifikdnsan nagyobb a szeméttelepek talajdban
mértnél (Beregsurany 4,25%; Gelénesi 6,36%). A Beregdaroci (14,21%) minta a két el6z6
hulladéklerakotol szignifikansan eltér, értéke a Kontroll teriilettdl kisebb.

Az Actinomycetes csaladot jelold6 biomarker zsirsavak relativ mennyisége a
szeméttelepekrél szarmazd mintdknal nem tér el szignifikdnsan egymastol, Beregdaroc
(4,25%), Beregsurany (2,05%), Gelénes (3,25%), mig toliikk szignifikdnsan nagyobb a
Kontroll teriileten (9,12%).

A gombaknal hasonl6 a tendencia, a legnagyobb a Kontroll teriileten (4,61%), ezt kdveti
a harom szemétteleprol szdrmazo minta (Gelénes 1,70%; Beregsurany 1,54%; Beregdardc
1,99%) amelyek nem térnek el szignifikansan egymastol.

A baktériumokat jelolo zsirsav biomarkerek és a gomba biomarkerrel megadhato a
gomba/baktérium arany. Az arany szignifikansan legnagyobb a Kontroll (0,0699) teriileten. A
szeméttelepek talajara jellemz6 (Beregdaroc 0,0270, Beregsurany 0,0184, Gelénes 0,0209),
hogy nem kiilonbdznek szignifikdnsan egymastol, szignifikdnsan kisebbek viszont a Kontroll
tertilettél. A gombak szamanak csokkenését a hulladéklerakok talajaban a zavaras intenzitas
novekedése adja, azokon a teriileteken, ahol jelentés a gépjarmii forgalom ¢és a talaj
bolygatasa, ami kedvez6tlen hatassal van a gomba micéliumok fejlédésére. A talajok nehéz
fém tartalmara is érzékenyebben reagalnak a gombak.

A baktériumok 16:107 és 18:1w7 zsirsavainak megndvekedett transz/cisz izomer
aranya kornyezeti stresszt jelez (Heipieper et al., 1996). Az altalunk vizsgalt hulladéklerakok
talajaban a 16:107 és 18:1m7 zsirsavak esetében megndtt a transz/cisz izomerizacios arany a
Kontroll teriilethez viszonyitva. A 16:107 esetén a Gelénesi (2,5601) és Beregsuranyi
(2,4323) mintavételi helyek talajaban szignifikansan nagyobb transz/cisz izomer arany
jellemzd, a Beregdardci (1,9235) és a Kontroll (1,6449) teriilethez viszonyitva. A 18:1w7
zsirsav transz/cisz izomer aranya a hulladéklerakok (Beregdaroc 1,1044; Beregsurany 1,1114;
Gelénes 1,1254) talajaban szignifikdnsan nagyobb a Kontroll (0,5886) teriilethez képest.



3.6. Klaszter analizis

A fékomponens értékek atlaganak klaszter analizisével csoportokba soroltuk a négy
kiilonb6zé mintavételi helyrél szarmazd eredményeket, a mintavételi helyek hasonldsagi
viszonyainak feltarasa érdekében. Az Gsszehasonlitas alapja a PLFA analizis eredményeként
kapott mikrobialis kozOsség-Osszetétel. A dendogram alapjan (1. abra) a legnagyobb
hasonlosdg a Beregsuranyi és a Gelénesi minta kozott van, toliik kiilonbozik a Beregdardci
minta és mind a harom szeméttelep, nagymértékben kiilonbozik a Kontroll teriilettdl.

Neégyzetes euklideszi tavolsag

1. abra. A mintavételi helyek csoportositisa a fokomponens értékek dtlaganak klaszter analizisével

Az egyes mintavételi helyekre jellemzd zsirsavak meghatarozasdhoz elvégeztik a
fokomponens sulyok klaszter analizisét. A Kontroll teriiletre a Gram-negativ baktériumok
biomarker zsirsavai cy17:0, cy19:0, C17:0, C18:1w7¢c, C18:1w7t mellett az Actinomyceteseket
jelolo két zsirsav biomarker 10Mel7 és 10Mel6 és a gomba biomarker 18:2w6 jellemzd. A
harmadik Actinomycetes biomarker zsirsav 10Mel8, a Beregdaréci mintavételi helyre
jellemzd, a Gram-negativ baktériumokat jelold 16:1w7t és 16:1w7c €s Gram-pozitivokra
jellemzd 1-15:0 zsirsavak mellett. A Gram-pozitiv baktériumok biomarker zsirsavai a Gelénesi
¢s Beregsuranyi mintavételi helyek k6zott oszlanak meg. Az a-17:0, 1-16:0 és C15:0 zsirsavak
a Gelénesi, az a-15:0, i-16:1 ¢és 1-17:0 zsirsavak a Beregsuranyi mintavételi helyre jellemzdek
leginkébb.

A kommunalis hulladéklerakék PLFA mintazatdnak megvaltozasa nem csak a mikroba
kozosségek — Osszetétel-valtozasanak  eredménye, hanem a  kornyezeti feltételek
megvaltozasanak is, amelyek megvaltoztatjdk a baktériumok sejtmembranjanak zsirsav
Osszetételét. Vizsgalatainkban a kiilonbozé mintavételi helyekrél szarmazo Bacillus torzsek
zsirsav 0Osszetételét is Osszehasonlitottuk. Az adott fajon beliil a kiilonb6zo mintavételi
helyekrdl szarmazd torzsek zsirsav Osszetétele szignifikansan eltér egymastol (p<0,05). A
valtozasban érintett zsirsavak skalaja széles, mind mindségben mind mennyiségben, mindig
az adott faj illetve hulladéklerako fiiggvénye. Az egy fajba tartozd torzseknél a zsirsav
Osszetétel alapjan, rokonsagi kapcsolat mutathaté ki, de zsirsav profiljukban valtozas
kovetkezik be a kornyezeti tényez6k hatdsara. A baktériumok zsirsav 0sszetételét a genetikai
adottsagon tal a kornyezetben taldlhaté konnyen felvehetd tapanyagok mennyiségi ¢€s
mindségi Osszetétele illetve a hulladéklerakokra jellemzd szennyezd, toxikus anyagok is
meghatarozzak.
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Hasonlé eredményrdl szamol be Frostegard et al. (1993). A baktériumok zsirsav
profiljaban bekovetkezd valtozasok modosuldsokat idézhetnek eld az adott baktérium faj
funkcigjaban, fert6zoképességében. A megvaltozott zsirsav Osszetétel eredményezi, hogy a
szennyezett teriiletekr6l szarmazd baktériumok jobban lathatd telepeket képeznek, agar
lemezre vald szélesztés soran. Ennek kdvetkezménye, hogy a szennyezetlen teriileteken
altalaban kevesebb az 6sszes baktériumszam (CFU) a szennyezetthez képest.

Ezek a valtozasok fontosak abban, hogy alkalmazkodjanak a megvaltozott kornyezeti
feltételekhez. A szennyezett teriiletek megvaltozott mikrofloraja a teriiletek Gjra miivelésbe
keriilésével befolyasolhatjak a talaj allapotat. A mikroorganizmusok diverzitasa, az egyes
fajok az anyagkorforgalmi rendszerben betoltott szerepének, feladatanak megfelelé modon
valé végrehajtasa, fontos tényezo a talaj homeosztazisa szempontjabol. Mivel a baktériumok
miikodésén alapul olyan, alapvetd talaj funkcidk megléte, mint a szén €s nitrogén korforgalom
illetve a szervesanyag transzformacié (Parkinson és Coleman, 1991). Ezért a baktériumok
zsirsav Osszetételének megvaltozasa indikatora lehet a talajt éré kornyezeti terheléseknek:
mint a nehézfém szennyezés, a hulladék lerakas, a szerves szennyezOanyag bejutas stb.

A foszfolipid zsirsavak a talaj mikroorganizmusok mennyiségileg jol meghatdrozhato
biomolekulai, gyors turn over-iik miatt jol jellemzik mind mennyiségileg, mind mindségileg
az adott ¢l6 mikroorganizmus kozosséget, magas indikacios értékkel rendelkeznek a
mikrobidlis kozdsségek leirdsaban, monitorozasaban, fiziologids és stressz koriilmények
kozott egyarant. Ugyanakkor a PLFA biomarker analizis szdmos korlattal rendelkezik, ami
szlikiti a hasznalatdt mind helyi, mind globalis szinten. A biomarkerek értelmezését segitd
adatbazis tiszta tenyészetekbdl szarmazo zsirsavakra épiil.

Hosszii tdivon a PLFA moddszer kornyezeti monitorozasban valod alkalmazasanak
érdekében, sziikkség van a PLFA konyvtar bdvitésére természetes forrasbol szadrmazo
baktériumok zsirsav profiljaval. A stressz biomarkerek valtozasanak kalibralasa a kiilonb6zd
okologiai rendszerekben, kiilonbozd talaj tipusokban, kiillonb6zd éghajlati viszonyok kozott

rrrrr

Uj tudomanyos eredménynek tekintjiik:

e A szennyezések hatasara az Actinomyces és Pseudomonas nemzetségek aranya
csokkent, mig a Bacillus nemzetség aranya novekedett.

e A hulladék megvaltoztatja a talajenzimek aktivitasat, jelentdsen csokkenti a cellulaz, a
foszfatdz, az invertdz aktivitasokat a dehidrogendz enzim aktivitdsa viszont nétt a
Kontroll teriilethez képest.

e A talajt érd kiillonboz0 szennyezések mennyiségi és mindségi valtozast okoznak, a talaj
mikroorganizmus kozdsségeinek dsszetételében:

e A hulladéklerakokon szignifikansan nagyobb a Gram-pozitiv baktériumokat jel616
biomarker zsirsavak mennyisége, mint a szennyezetlen teriileten.

e A Gram-negativ baktériumokat, az Actinomyceteseket, és a gombakat jel6ld
biomarker zsirsavak mennyisége csokken a hulladéklerakdkon.
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e A gomba/baktérium arany csokken a talajban a hulladék elhelyezés, kezelés
hatéasara.

e A l6:1w7 és 18:1m7 zsirsavak transz/cisz izomereinek aranya n6 a hulladéklerakok
talajaban.

A szennyezett teriiletek PLFA mintazatdnak valtozasa nemcsak a mikroba kdzosségek

Osszetétel-valtozasanak, hanem a megvaltozott kornyezeti feltételeknek is fliggvénye,

amelyek a hulladék mindségétdl €és mennyiségétdl fliggden valtoztatjdk meg a

baktériumok sejtmembranjanak zsirsav osszetételét.
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4. Introduction

For a long time, plants, animals and humans were protected against the direct or indirect
damaging effects of deposited waste, which was degraded by the natural purification
processes of soil, water and air. However, as production and consumption were increased by
urbanisation and technical & scientific development of the past few decades, the harmony
between people and environment has loosened.

Besides inordinate exploitation of natural resources and increasing transform of natural
substances, humans produce synthetic matters, the compositions of which are different from
the natural materials. As a consequence of the production and use of unnatural substances,
increasing amounts of wastes are spatially concentrated in the ecosystem.

On the one hand, wastes contaminate the environmental elements (i.e. water, air and
soil) and as a consequence, affect huge populations and mostly have long-term effects. On the
other hand, certain constituents of wastes get into the food chain through plants and animals
and finally, have damaging effects on humans as well.

Various infectious diseases can be caused by the pathogen microorganisms of
communal wastes.

Consequently, certain forms of wastes cannot take a part in the natural cycles, while
other forms can. In the latter case, waste can disturb the natural processes to such an extent
that natural cycles are not able to compensate, therefore, they cause damages in both the
natural environment elements and humans.

Microorganisms form a considerable part of the Earth’s biomass. Besides playing an
important role in carbon cycle, microbes are responsible for the major part of N-fixation and
denitrification. Microorganisms also play an important role in the formation of lipids (Jandl et
al., 2004) and humus materials, which determine the structure, water balance and nutrient
fixation ability of soils. Additionally, microbes remove the materials (e.g. dead biomass,
animal faeces, pesticides and other antropogeneous organic and inorganic pollutants), which
can modify or damage the water quality, soil and vegetation through their accumulation or
persistence. Moreover, some microorganisms are particularly sensitive to environmental
effects. The microbial responses for these effects are reflected by the changes of different
biomarkers, activities, community structure and biomass (White et al., 1998). It is important
to investigate the modifications of microorganisms under the influence of pollution, since
these organisms provide the biogeochemical processes and the productivity of different
ecosystems (Halbritter €s Uzinger, 2005).

Generally, pollutions have continuous effects on microbiota. After a considerable time,
pollutants induce changes, which are integrated to the community structure and activity
(Smith et al., 1986). Besides, appearing, disappearing or becoming conspicuous in the
environment, certain microorganisms show special metabolic activities under the influence of
pollution (Ringelberg et al., 2001). Presently, we do not have a generally accepted protocol
for the monitoring of microbial ecology. Cultivating and isolation methods provide valuable
information about presence and potential activity of microorganisms, however, a single
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bacteria culture just slightly reflects the in-situ diversity and activity levels (American
Academy of Microbiology, 2002).

Microbiological status of the soil plays an important role in sustainable land-use, and
can be used as indicator for initial changes in ecological status of the soil. Examinations of
quantitative proportion, structure and functions of soil microbiota have considerable
bioindicational value. In addition, these examinations are also useful from practical aspects, if
soil status or effects of treatments and pollutants need to be determined. In these cases, we
need easily detectable and followable, quantitative markers and indicators, which refer to the
internal processes and status of soil and help to conclude on the soil behaviour reliably.

Indicators, which are used for environmental monitoring, have to be appropriate for the
indication of structural and functional changes in the processes and structure of the
ecosystem; have to be sensitive to changes of climate and environmental management; have
to be easily measurable and reproducible; and have to be applicable on both local and
international levels (Neher, 2001). Recently, physical and biochemical parameters of soil (pH,
CEC, available nutrients and organic carbon content) are used for monitoring of
environmental stress effects in soil ecosystems. These parameters are not sensitive enough to
predict the primary modifications in soil status. Conversely, microbial community of the soil
gives prompt responses (Atlas, 1984) and description of these modifications is necessary for
the preservation of ecosystem status. On microbial level, responses for stress are
conventionally examined through the processes, thus number of microorganisms, respiration
intensity and enzyme activities are measured numerically (Parkinson and Coleman, 1991),
which reflects the size of the whole population and the values of total activity.

These indicators are not sensitive enough (Hargreaves, 2003), as a consequence of the
various functions and processes and the complex interactions within the community.
Monitoring of environmental load needs the examination of the whole microbial community,
since it comprises diverse organisms and determination of diversity provides information
about processes of the ecosystem. As a consequence of environmental stress, disturbance and
long-term effects, modifications occur in the diversity of microbial communities, which can
help to understand succession processes of the soil within the microbial community. PLFA
analysis is a reliable method for revealing the modifications in the diversity of microbial
communities; however, various physical and chemical analyses are also necessary for the
examination of soil status.

The dissertation deals with the following questions:

e Are the used microbiological methods adequate to detect and predict the
modifications, which occur in soil microflora under the influence of
contamination?

e What qualitative and quantitative changes occur in soil microflora under the
influence of waste deposition?

e How do organic and inorganic pollutants of wastes influence the soil enzyme
activities?
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e What processes are responsible for the changes in microflora and enzyme
activities?

e What are the polluting effects of wastes on the basis of PLFA (phospholipid
fatty acid) pattern of soil microbial communities?

e With respect of the polluting effect of wastes, we examined the qualitative and
proportional changes of phospholipid fatty acids, as stress biomarkers.

e Are there any relationships between polluting effects and the modifications in
fatty acid composition of Bacillus species, which propagate in the soil of dump
sites?

5. Materials and Methods

5.1. Sampling Sites

Our sampling sites were legal and abandoned but illegally used dump sites, on the
periphery of Gelénes, Beregdaroc and Beregsurany, which are small settlements in Szabolcs-
Szatmar-Bereg County. The dump site of Beregsurany is situated southeast of the settlement
and was formed by filling of an abandoned riverbed. Formerly, the dump site of Beregdaroc
had been a clay-pit, which has been filled with communal wastes. Presently, this site is in
advanced stage of succession. Along the way of Gelénes-Barabas, the dump site of Gelénes
functions as a properly built regional dump site. The site was afforested by poplars (Populous
spp.) to block the winds and prevent the waste from dispersion. The control area was marked
out southeast of Beregdaroc, along the Ukrainian-Hungarian frontier. It is the only part of the
oak-hornbeam forest (Querceto robori-Carpinetum), which more or less remained in its
original stage.

5.2. Experimental methods

The applied methods are accepted by both the national and the international scientific
practice. Besides studying the percentage distribution of species in two soil depth, we
determined the total number of culturable microbes as well (Szegi, 1979). Enzyme activities
of phosphatase (Kramer and Erdei, 1959), invertase (Schinner and Mersi, 1990),
dehydrogenase (Mersi and Schinner, 1991) and cellulase (Unger, 1979) were also measured in
both the soil samples of dump sites and the control samples.

Composition of microbial communities in the soil samples was determined by the fatty
acid methyl ester content of samples. Lipid extraction and separation of the fatty acid methyl
esters were performed according to Sasser, 1990; and Ibekwe and Kennedy, 1998. Changes in
the PLFA pattern of microbial communities of the sampling sites were determined by
principal component analysis. We compared the fatty acid profile of Bacillus species of soil
samples with fatty acid profile of those Bacillus species which were collected from the plant
surfaces. The aim of the examination was to reveal the changes of fatty acid profiles, which
occurred under the influence of contamination. Seven species of Bacillus genus were
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investigated: Bacillus brevis, Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus
megaterium, Bacillus firmus, Bacillus licheniformis. With the help of Cluster Analysis, we
compared the fatty acid profiles of certain bacteria species of the samples with fatty acid
profiles of the reference cultures (Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms).
Correlation analyses were used for mathematical evaluation of the relation between the
enzyme activity and the heavy metal content of soils.

6. Results

6.1. Examinations of microorganisms

Microbe populations of dump soils can be characterized by high diversity and large
number of individuals at the same time. In case of contaminated soils, total number of
microbes in the upper layer of the soil is higher (20 cm) than at the same depth of control area
(5.48 x 10%). Total number of microbes is the highest on the area of Beregsurany (2.06 x 10°),
which is followed by Gelénes (1.85 x 10%) and Beregdaroc (1.26 x 10°). Differences also can
be observed between the two soil depths: total number of bacteria is higher in the upper layer
than in the lower layer (50 cm).

Qualitative and quantitative compositions of waste are various on the dump sites. Large
organic matter content of wastes and heavy metals form the two main sources of pollution,
however, proportions these are different in the sampling sites. Organic matter content of
wastes is an easily utilizable nutrient source for soil microorganisms. Additionally, it delays
and prevents the toxic effects of heavy metals. Composition of soil microorganism
communities of sampling sites is determined by both the plant cover of the areas and the
microorganisms of the waste. Control area is covered by a forest, but the total number of
microbes is lower than that of dump sites, which can be also characterized by woody
vegetation. This can be explained by the absence of wastes and the natural microflora, which
characterizes the virgin forest soils. As Beregdaroc is an abandoned dump site, most of its
area is recovered by the forest. Plant flora on the dump sites of Beregsurany and Gelénes also
comprises elements of the former forest vegetation.

According to the percentage of the studied bacteria genuses, Gram-positive bacteria are
dominant in the dump soils. Our results show that proportions of Actinomyces and
Pseudomonas genuses decreased under the influence of contaminations, while percentage of
Bacillus genus increased as a consequence of its more effective survival ability. Proportions
of genuses in lower soil layers were similar to that of surface layers. On these areas, wastes
have been dumped for years and their organic matters infiltrate into the lower soil layers as
well. Modifications, which are caused by wastes, also have effects on the lower soil layers.
Enterobacter genus can be detected in the soil of all three areas. It can be observed in the
largest proportion on the area of Beregsurany, which is followed by Beregdardc and Gelénes.
Enterobacteria primarily propagate on the remains of domestic wastes.
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6.2. Examinations of enzyme activities

6.2.1. Cellulase activity

Cellulase activity is higher on the control area (42.9%) than on dump sites. There are
not significant differences among the cellulase activities of dump soils, with the exception of
Gelénes (20.9%), where cellulase activity is lower than on the other sites. Cellulase activity
on the area of Beregdardc (38.9%) approximates the cellulase activity of the control area.
Besides contamination, differences in the cellulase activity can be also explained by the plant
cover of the areas. High cellulase activity of control area is derived from the absence of
wastes and the huge amount of leaf litter. Dump sites also have woody vegetation cover, but
waste cover is dominant on these areas. Most of the unused dump site of Beregdaroc is
covered by soil and vegetation.

6.2.2. Phosphatase activity

High phosphatase activity of the control area (2.12 P,Os/g/2h) was approximated by
only the phosphatase activity of the dump soil of Beregdaroc (0.98 P,Os/g/2h). Phosphatase
activity was significantly lower in the soil of Beregsurany (0.06 P,Os/g/2h) and Gelénes (0.78
P,0Os/g/2h). High phosphatase activity of the control area can be explained by the dense and
primarily woody vegetation cover. The phosphatase activity was lower on the area of
Beregdardc, where recovering of woody vegetation has been started. Besides vegetation
cover, waste cover is dominant on the areas of Beregsurany and Gelénes.

6.2.3. Invertase activity

Invertase activity of the control area is significantly higher (10.24 mg glucose/10g/4h)
than that of dump sites, with the exception of Beregdaroc (9.73 mg glucose/10g/4h). The
lowest invertase activity was measured on the dump site of Gelénes (5.12 mg gucose/10g/4h),
while invertase activity on the dump site of Beregsurany (7.25 mg glucose/10g/4h) is
significantly higher. In agricultural practice, invertase activity is used for the determination of
soil fertility. High invertase activity can be also explained by intensive growth of the surface
flora. In case of the control area, high invertase activity is a consequence of forest cover as
well. Lower invertase activity of the dump site of Gelénes can be explained by the
compactness of soil, which resulted from the perpetual presence of heavy good vehicles and
bulldozers. Besides the absence of easily mobilisable organic matters, the reduced air content
of soil also inhibits the functioning of invertase enzyme.
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6.2.4. Dehydrogenase activity

Dehydrogenase activity reveals the differences in the organic matter content of the soil.
As a consequence, dehydrogenase activities show significant differences between the
contaminated sites and the control area (117.5 pg INTF/g). Highest value was measured in
Beregsurany (247.5 ng INTF/g), while the lowest activity was measured in Gelénes (131.5 pg
INTF/g). Dehydrogenase activity of Beregdar6c was 185.5 pg INTF/g, as this site is in
intermediate position between the two previous areas.

Microbial activity of soils is connected to the degradable organic material content of the
soil and both of them can be characterized by the dehydrogenase activity. On the illegal dump
site of Beregsurany, organic materials are in advanced stage of degradation or these materials
originally are in an easily degradable stage. On this area, load of organic matters is also
increased by the communal wastewater deposition. Dehydrogenase activity of Beregdaroc can
be explained by the abandoned status of the dump site, where the area is covered by soil and
plants and mineralisation of the formerly deposited wastes has already begun. On the dump
site of Gelénes, we can primarily find synthetic wastes and a few easily degradable organic
materials. Consequently, there are not significant differences in the dehydrogenase activity of
this site and that of the control area. On this dump site, dehydrogenase activities reflect the
original activity of the soil.

6.2.5. Heavy metal content of soils

Significant differences could be measured in the heavy metal contents of soils. On every
dump site, iron can be found in the largest quantities. The iron content of dump sites
(Beregdaroc 913.2 mg/kg, Beregsurany 890.5 mg/kg, Gelénes 787.1 mg/kg) exceeds the iron
content of the control area (616.8 mg/kg). In contrast with the dump sites of Beregsurany (2.2
mg/kg) and Beregdaroc (1.8 mg/kg), cadmium content is significantly low on the control area
(0.0 mg/kg) and in the dump soil of Gelénes (0.2 mg/kg). Tendencies of lead content are
similar to that of iron and cadmium content. Dump soils (Beregsurany 22.1 mg/kg,
Beregdaroce 13.7 mg/kg, gelénes 7.18 mg/kg) contain significantly more lead than the control
area (5.39 mg/kg). Copper and zinc content of dump sites is similar to the copper and zinc
content of the control area.

6.3. Correlation analyses

For mathematical evaluation of the results we used correlation analyses. These analyses
were done on the basis of the enzyme activities and metal concentrations, which were
measured from the soil samples of the upper soil layer (20 cm). Analyses showed positive
correlation between the cellulase and phosphatase activities (r = 0.74), the cellulase and
invertase activities (r = 0.26) and the phosphatase and invertase activities (r = 0.24), while the
connection between dehydrogenase activity and other enzyme activities can be described with
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negative correlation. There was also positive correlation between dehydrogenase enzyme
activity and the total number of microbes.

Lead and cadmium concentrations of the examined dump soils were significantly
different from those of the control area. Toxic effect of heavy metals influenced the cellulase,
invertase and phosphatase activities, therefore these enzyme activities are significantly lower
in all dump soils than on the control area.

Cellulase enzyme showed negative correlation with zinc (r = "0.76) and cadmium (r =~
0.53). Invertase enzyme is inhibited by lead (r = '0.49) and cadmium (r = "0.55). Phosphatase
enzyme is in negative correlation with cadmium (r = "0.62). In case of dehydrogenase enzyme
and cadmium, negative correlation (r = "0.73) is not effective. According to Moreno et al.
(2000), Cd inhibits the dehydrogenase enzyme activity, even when large amount of organic
matters is available in the soil. According to our results, the enzyme activity of all the dump
soils is higher than that of the control area; however, distribution of organic matters is not
homogenous on the dump sites. Dehydrogenase enzyme activity is correlated with the total
number of chemoorganotrophic microorganisms. This explains the high dehydrogenase
activity of dump soils, which is higher than on the control area, in spite of the available
organic matters and the high cadmium content.

6.4. PLFA analysis

Results of PLFA analysis are in conformity with the results of the conventional
culturing methods. On the contaminated sites (Beregsurany 79.35%; Gelénes 76.13%;
Beregdaroe 58.35%), percentage of biomarker fatty acids, which indicates the presence of
Gram-positive bacteria, is significantly higher than on the control area (44.73%). Dump soils
are characterized by Gram-positive bacteria and dominated by Bacillus genus, which has
more effective survival ability.

In case of Gram-negative bacteria, inverse tendency can be shown. Highest values were
measured on the control area (21.35%), which is significantly higher than the results of larger
dump sites (Beregsurany 4.25%; Gelénes 6.36%). Results of Beregdaroc (14.21%) are
significantly different from the two other sites and do not exceed the control value.

Relative amount of biomarker fatty acids, which indicates the presence of
Actinomycetes family, does not show significant differences (Beregdaroc 4.25%; Beregsurany
2.05%; Gelénes 3.25%), while control value is significantly higher (9.12%).

The same tendency can be observed in case of fungi: the highest value was measured on
the control site (4.61%), while results of the three dump sites (Gelénes 1.70%; Beregsurany
1.54%; Beregdardc 1.99%) do not show significant differences.

Fungal/bacterial ratio can be given by the help of fungal biomarkers and bacterial fatty
acid biomarkers. This ratio is outstandingly high on the control area (0.0699). Results of
dump soils do not show significant differences (Beregdaroc 0.0270, Beregsurany 0.0184,
Gelénes 0.0209), however these are remarkably lower than results of the control area. In
dump soils, the decreasing number of fungi can be explained by the increasing intensity of
disturbance. On these sites, motor-vehicle traffic and disturbing of the soil have negative
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effect on the development of fungal mycelia. Fungi are also sensitive to the heavy metal
content of the soil.

Environmental stress is indicated by the increased ratio of trans/cis isomers of 16:1w7
and 18:1w7 fatty acids in the bacterial cell membranes. Trans/cis isomer ratio of 16:1®7 and
18:1w7 fatty acids is higher in the dump soils than on the control area. In case of 16:1w7,
trans/cis isomer ratio is significantly higher in the samples of Gelénes (2.5601) and
Beregsurany (2.4323) than in case of Beregdardce (1.9235) and the control area (1.6449). In
case of 18:1w7 fatty acid, trans/cis isomer ratio is significantly higher in dump soils
(Beregdardc 1.1044; Beregsurany 1.1114; Gelénes 1.1254) than in control samples (0.5886).

6.5. Cluster analysis

To reveal the similarities, we clustered the results of the four different sampling sites
with cluster analysis of the average values of the principal components. The basis of the
comparison was the microbial community structure which was resulted from the PLFA
analysis. According to the dendogram (Fig.1.), the largest similarity can be observed between
the samples of Beregsurany and Gelénes, while Beregdaroc is different from the two previous
sampling sites. All three sampling sites are considerably different from the control area.
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Figure 1. Cluster analysis of sampling sites on the basis of the average values of principal components

Cluster analysis of principal component weights was also carried out to determine the
fatty acids which characterize the sampling sites. Control area (Fig.2.) is characterized by the
fatty acids of Gram-negative bacteria (cy17:0, cy19:0, C17:0, C18:1w7c, C18:1w7t), the two
fatty acid biomarkers of Actinomycetes (10Mel7 and 10Mel6) and the fungal biomarker
(18:2w6). Besides Gram-negative bacterial biomarkers (16:107t and 16:1w7c) and Gram-
positive fatty acid biomarkers (i-15:0), samples of Beregdaroc are characterized by the third
Actinomycetes biomarker fatty acid (10Mel8). Biomarker fatty acids of Gram-positive
bacteria are distributed between the sampling sites of Gelénes and Beregsurany. The a-17:0, i-
16:0 and C15:0 fatty acids can be found mostly in the samples of Gelénes, while a-15:0, i-
16:1 and i-17:0 fatty acids are mainly found in the samples of Beregsurany.

Modifications in the PLFA patterns of contaminated areas can be explained by both the
changes in the composition of microbial communities and the changes of environmental
conditions, which modify the fatty acid composition of bacterial cell membranes. During our
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examinations, we also compared the fatty acid composition of Bacillus stocks of the different
sampling sites. Within a given species, there are significant differences among the stocks of
different sampling sites (p < 0.05). Considering the differences, a wide range of fatty acids
could be observed both qualitatively and quantitatively. Presence of a given fatty acid
depends on the given species as well as the dump site. Stocks of a given species show
relationship on the basis of fatty acid composition; however fatty acid profiles change under
the influence of environmental factors. Besides genetic conditions, fatty acid composition of
bacteria is determined by the contaminants and toxic materials of dump sites as well as the
easily available nutrients of the environment.

Frostegérd et al. (1993/b) published analogous results. Changes in the fatty acid profile
of bacteria can modify the function and pathogenicity of a given species. As a consequence of
modified fatty acid composition, bacteria of contaminated areas form more visible colonies
during the dispersion on agar-agar lamellae. Therefore, unpolluted areas can be described
with lower total number of bacteria (CFU) than polluted areas, during the dispersion.

By the help of these modifications, bacteria can adapt to the changes of the
environment. Modified microflora of the contaminated sites may influence the soil status in
case of recultivation. Considering the homeostasis of the soil, diversity of microorganisms
and the role and function of a given species in matter cycles are important factors. Such
essential soil functions as the carbon and nitrogen cycle or the transformation of organic
matters are based on the bacterial processes (Parkinson and Coleman, 1991). Therefore,
changes in the fatty acid composition of bacteria can indicate such environmental load on
soils as heavy metal contamination, waste deposition and organic pollutants, etc.

Phospholipid fatty acids as biomolecules of soil microorganisms can be properly
determined quantitatively. As a consequence of the fast turnover, these fatty acids
qualitatively and quantitatively characterize the given microbial community. PLFA have high
indicational value in describing and monitoring of microbial communities, under both
physiological and stress conditions. However, PLFA biomarker analysis has several
restrictions, which limit its application on both local and global levels. Database for the
evaluation of biomarkers is based on fatty acids which are derived from pure cultures. For the
sake of the long-term application of PLFA method in environmental monitoring, it is
necessary to complete the PLFA database with fatty acid profiles of bacteria which are
derived from natural sources. Calibration of stress biomarkers in different ecological systems
and different soil types, under different climatic conditions is a huge challenge for the future
on both national and international levels.

The following conclusions are considered to be new scientific results:

e Proportions of Actynomices and Pseudomonas genuses decreased, while
proportion of Bacillus genus increased under the influence of contaminations.

e Wastes modified the soil enzyme activities and considerably decreased the
cellulase, phosphatase and invertase activities, while dehydrogenase activity
increased as compared to the control area.
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e Different soil pollutions lead to qualitative and quantitative changes in the
composition of soil microbial communities.

e (Quantity of biomarker fatty acids, which indicates Gram-positive bacteria, is
significantly higher on dump sites than in unpolluted areas.

e Quantity of biomarker fatty acids, which indicates Gram-negative bacteria,
Actinomycetes and fungi, decreases on dump sites.

e Fungal/bacterial ratio decreases in the soil as a consequence of waste deposition
and treatment.

e Trans/cis isomer ratio of 16:107 and 18:1w7 fatty acids increases in the dump
soils.

e Modifications in the PLFA patterns of contaminated areas can be explained by
both the changes in the composition of microbial communities and the changes
of environmental conditions, which modify the fatty acid composition of
bacterial cell membranes.
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