A Mossbauer-spektroszkopia néhany
novényélettani alkalmazasa

Doktori értekezés

Kovécs Krisztina

ELTE TTK Kémia Doktori Iskola

[skolavezets: Dr. Inzelt Gyorgy, a kémiai tudomanyok doktora

Elméleti és fizikai kémia, anyagszerkezet-kutatas program

Programvezets: Dr. Surjan Péter, a fizikai tudomanyok doktora

Témavezets:
Dr. Vértes Attila, az MTA rendes tagja

Konzulensek:

Dr. Fodor Ferenc, PhD
Dr. Kuzmann Erng, az MTA doktora

ELTE Kémiai Intézet
Budapest, 2009






Tartalomjegyzék

A dolgozatban eléfordulé mozaikszavak, roviditések 5
1. Bevezetés 7
2. A vas(III)-indolecetsav rendszer vizsgalata 9
2.1. A kutatas hattere . . . . . ..o oo oo 9
2.1.1. Novényi novekedési hormonok . . . . . ... ... 9

2.1.2. Az indolecetsav vas(III)-mal torténs kolesonhatasainak vizsgalata 11

2.1.3. Az indolecetsav oxidaciojanak vizsgalata . . . . . . .. .. ... 12
2.2. Kutatasi célok . . . . . . ... 13
2.3. Vizsgalati modszerek . . . . ... 15
2.3.1. Mossbauer-spektroszkopia . . . . .. ..o 15
2.3.2. Elemanalizis . . . . . . . ... ... o oo 21
2.3.3. Infravoros és Raman-spektroszkopia . . . . . . . . .00 L 21
2.3.4. Folyadék-rontgendiffrakciés analizis . . . . . .. ... ... ... 22
2.3.5. Spektrofotometrias mérések . . . .. ... 22
2.4. Kisérleti eredmények és értékelésitk . . .. ..o 23
2.4.1. A vizes oldatok vizsgalata Mossbauer-spektroszkopiaval . . . . . 23
2.4.2. A vas(III) és indolecetsav kozott lejatszodo reakeiok vizsgdlata
szerves oldoszerekben . . . ... ..o oo oL 26
2.4.3. A vizes oldatokban képzdds szilard vas-indolecetsav komplex
szerkezetvizsgalata . . . . . .. ... L 31
2.4.4. A viz hatasa a vas-indolecetsav komplex szerkezetére . . . . . . 39
2.4.5. A vas—indolecetsav kozott lezajlo redukcid lehetséges mechaniz-
INUSA .« .« o v v v e e e e e e e 40
3. A novényi vasfelvétel vizsgalata 45
3.1. A kutatés hattere . . . . . ..o 45
3.1.1. A novények asvanyos taplalkozasa . . . . . . . ... ... 45
3.1.2. Vasfelvételi mechanizmusok és a vas transzlokacidja a novényi
szovetekben . . ... Lo 49
3.1.3. Nehézfémek hatésa a névények vashaztartasara . . . . . . . . . 54
3.1.4. A novényi hormonok vasfelvételre gyakorolt hatésai . . . . . . . 55
3.1.5. A Mossbauer-spektroszkopia alkalmazasa a novényi vasfelvétel
vizsgalataban . . .. ... L 56
3.2, Kutatasicélok . . . . .. ..o 60
3.3. Kisérleti eljarasok . . . . . . ... 60



3.3.1. Az uborka és buza novények nevelése . . . . ... ...
3.3.2. Mossbauer-analizis . . . . . . ...
3.3.3. A gyokér vas- és kadmiumtartalmanak meghatarozasa . . . . . .
3.3.4. A vas-kelat reduktaz aktivitds mérése . . . . ... ... L.
3.3.5. Transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatok . . . . . . . . .

3.4. Kisérleti eredmények és értékelésik . . . . ..o
3.4.1. A novények neveléséhez felhasznalt TR
3.4.2. Optimalis vasellatas mellett nevelt uborka és biza névények gyo-
kerének vizsgélata . . . . . ... o000

3.4.3. Vashianyos koriilmények kozott nevelt uborka és biza névények
gyokerének vizsgalata . . . . .. ..o

3.4.4. Kadmium hatéasa az uborka vasfelvételére . . . . . . . . . . . ..

3.4.5. Az indolecetsav buza gyokerekre gyakorolt hatasainak vizsgalata
4. Eredményeim 6sszefoglalasa
5. Koszonetnyilvanitas

6. Fiiggelék
6.1. A Maossbauer-spektroszkopias mérésekhez felhasznalt mintak Osszetétele

6.2. A spektrofotometrias mérésekhez felhasznalt mintak Gsszetétele
Irodalomjegyzék
Az értekezés alapjaul szolgald sajat kozlemények
Summary

Osszefoglalas

-citrat oldatok vizsgalata 64

66

71
78
82

85

87

89
89
90

91

97

99

101



A dolgozatban el6fordulé mozaikszavak, roviditések

AFS (apparent free space) latszolagos szabad hely

AHA (Arabidopsis H -ATPase) Arabidopsis H " ATPaz

bipy (2,2"-bipyridil) 2,2-bipiridil

BPDS (bathophenantroline disulphonate) batofenantrolin-diszulfonat
Cit citrat

DFS (Donnan free space) Donnan szabad hely

DMA (2"-deozymugineic acid) 2'-deoxi-mugineinsav

dw (dry weight) szaraztomeg

EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) etiléndiamin-tetraccetsav

ETG elektromostér-gradiens

FAD (flavin adenine dinucleotide) flavin-adenin-dinukleotid

FRO2 (ferric reductase ozidase 2) vas-kelat reduktaz

fw (fresh weight) frisstomeg

TA (indol-3-acetate) indol-3-acetat

TAA (indole-3-acetic acid) indol-3-ecetsav

IBA (indole-3-butyric acid) indol-3-butansav

ICA (indole-3-carbozylic acid) indol-3-karbonsav

ICP-MS  (inductively coupled plasma mass spectrometry) induktiv csatolast
plazma tomegspektrometria

IPA (indole-3-propionic acid) indol-3-propansav

IR (infrared spectroscopy) infravords spektroszkopia

IRT1 (iron-requlated transporter 1) vas(II)-transzporter

MA (mugineic acid) mugineinsav

MES (2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid) 2-(N-morfolino)-etanszulfonsav

NA (nicotianamine) nikocianamin

NADP  (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) nikotinamid-adenin-dinukleotid-
foszfat

NMR (nuclear magnetic resonance spectroscopy) magneses magrezonancia
spektroszkopia

PAA (phenylacetic acid) fenilecetsav

PCs (phytochelatins) fitokelatinok

PS (phytosiderophore) fitosziderofor

SLR (spin-lattice relazation) spin-racs relaxacio

SSR (spin-spin relazation) spin-spin relaxacio

TEM (transmission electronmicroscopy) transzmisszios elektronmikroszkopia

TRP (tryptophane) triptofan

YS1 (yellow stripe 1) vas(I1I)-fitosziderofor transzporter

WFS (water free space) viz szabad hely

ot






1.

Bevezetés

A Mossbauer-spektroszkopiat felfedezése utan igen koran, mar az 1960-as években al-
kalmazni kezdték kémiai és biologiai mintak vizsgalatara. Jollehet ma mar a Mossbauer-
spektroszkopia az analitika és a szerkezetkutatés széles korben hasznalt modszerei kozé
sorolhato, novénybiologiai alkalmazasai azonban — a modszer specifikussaga miatt —
igen korlatozottak.

Munkam soran ° Fe transzmisszios Mossbauer-spektroszkopiat alkalmaztam két no-
vényélettani vonatkozasu teriilet vizsgalataban. Az els6 témakor az egyik legfontosabb
névekedésszabalyzo novényi hormon, az indol-3-ecetsav oxidaciés-redukeios tulajdon-
sagainak és vas(III)-hoz torténd koordinalodasanak, a masodik témakor a névények
vashaztartasanak és a novényi vasfelvétel mechanizmusénak vizsgalatat foglalja magé-
ban.

Munkamban — az ELTE Novényélettani Tanszékével szoros egyiittmiikodésben —
megprobaltam a nemzetkozi szakirodalomban széleskortien elfogadott névényfiziologiai
médszereket a ' Fe Mbossbauer-spektroszkopia altal nyujtott lehet&ségekkel kombinalni.
Ezaltal sikeriilt olyan 0j kisérleti eljarasokat talalni, melyek segitségével nemcsak a
novényben altalaban jelenlévs vasvegytiletekrsl, hanem a vasfelvétel egyes lépései soran
a vas allapotaban bekovetkezd valtozéasokrol is részletes informaciokat kaphatunk. Ez a
lehet@ség a TFe Mossbauer-spektroszkopia novények vizsgalataban betoltott szerepét

kibéviti, és igy szamos — ezidaig nyitott — kérdés megvalaszolasaban segithet.






2.

A vas(III)-indolecetsav rendszer vizsgalata

2.1. A kutatas hattere
2.1.1. Novényi novekedési hormonok

A novényi szervezetben 1évé novekedésszabalyozd anyagok felfedezése Charles Darwin
nevéhez fiizédik. O figyelte meg elgszor a XIX. szazad vegén, hogy a novények haj-
tascsicsaban egy olyan jelhordozo anyag termeldik, amely a szarba transzportélodva
annak megnytlasat eredményezi. A hormon' sz6 hasznalata névények esetében Fitting
nevéhez kothetd [1-3]. A XX. szazad folyaman szamos, névényfiziologiailag aktiv vegyii-
letet fedeztek fel, melyeket késébb szerkezetiik vagy hatasaik alapjan csoportositottak.
Az egyik legfontosabb vegyiiletcsoportot — melynek tagjai a névekedés szabélyozéasa-
ban vesznek részt — auxinoknak nevezték el (1. abra). Ez utobbiak legjelentdsebb
mai ismereteink szerint a magasabbrendd névényekben egyediilallo — képviselGjének,
az indol-3-ecetsavnak (angolul indole-3-acetic acid, TAA) novényi szoveteken beliili
egyértelmi azonositiasa 1942-re tehetd [4]. Kés6bb részleteiben felderitették a novényi
hormonok biokémiajat (szintézis, transzport, receptorok, lebontds) és a természetben
megtalalhato vegyiiletekhez hasonlo hatasa anyagokat is eldallitottak (mesterséges no-
vényi hormonok). Az TAA névényfiziologiai hatasait szamos cikk és konyv részletesen
targyalja [1,5,6], jelen fejezetben munkim szempontjabol fontos jellemzdire és kémiai
reakcioira térek ki részletesen.

Irodalmi adatok alapjan az auxintermelés nemcsak a névényi szovetek sejtjein beliil,
endogén modon lehetséges, hanem a novények gyokérzetén (a rizoszféraban) él§ egyes
mikroorganizmusok is képesek auxinok elgallitasara. Ennek részletes vizsgalataval fog-
lalkozott tGbbek kozott Patten [7] és Costacurta [8], akik részletesen Gsszefoglaltak az
TAA bakterialis szintézisének lépéseit Pseudomonas, Azospirillum, Agrobacterium és
Rhizobium fajokra, emellett a bakterialis JAA novényi szovetekre gyakorolt hatasait
is tanulményoztak. Az emlitett szerz6k munkajukban tobbféle szintézisutat mutatnak
be, tobbek kozott az antranilsavbol kiindulé TAA szintézist (2. abra).

LA hormon kifejezést altalaban olyan jelatvivs molekulara hasznaljuk, mely informéciot hordoz
az 6t termel§ sejt (szerv) allapotardl, és hatassal van egy masik sejt (szerv) allapotara. Természete-
sen ez megkoveteli az emlitett anyag adott szervezeten beliili transzportjat is. Kezdetben csak allati
szervezetben értelmezték, kés6bb terjesztették ki a novényekre [1].

9
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1. abra. Néhany, a novényi szervezetben el6fordulé auxin szerkezeti képlete.
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2. abra. Az IAA antranilsavbol kiindulé bakterialis bioszintézisének néhany lépése.
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2.1.2. Az indolecetsav vas(III)-mal torténd kolcsénhatasainak vizsgalata

A talajbeli vas(III) komplexaldsara és redukalasara képes anyagok okologiai jelentd-
sége kiemelkeds. Ezek rendkiviil fontosak az 616 szervezetek (mikroorganizmusok, no-
vények) vasellatasaban, mivel a vas jelentGs része — még savas talajok esetében is —
a vas(IIT)vegyiiletek hidrolizise és az igy keletkezd vas(IIT)-hidroxidok, vas(III)-oxidok
alacsony oldhatosaga miatt a sejtek szamara nem felvehetd [9]. A névények és baktériu-
mok &ltal termelt komplexképzok, az un. szideroférok azonban széles pH-tartomanyban
stabil komplexet képeznek a vas(III)-mal, megnovelve a talajbeli ferrivegyiiletek old-
hatosagat. A sejtek szdméra az igy keletkezs vas(I1I)-sziderofor komplex felvehetéve
valik. Ezek a komplexképzé anyagok kozvetett modon — a vasfelvétel befolyasolasa él-
tal — szerepet jatszanak egyes szerves anyagok (aromés vegytiletek, hosszi szénlanca
zsirsavak) mikrobidlis oxidaciojaban is, ugyanis az emlitett baktériumokban a vas(III)
kozremtikodik ezekben a folyamatokban [10].

A fent véazolt kolesonhatéasok tikrében a baktériumok altal termelt anyagok vizs-
galata tehat fontos lehet a talajbeli vas(IIT)vegyiiletek atalakitasa (komplexképzés, re-
dukeid) szempontjabol. Rioux és Jordan igazoltdk, hogy az IAA bioszintézisének egyik
kiindulovegyiilete, az antranilsav, savas kozegben képes a vas(III)-mal komplexet ké-
pezni, tovabba kiilonbozs vas(IT)vegyiileteket vas(IT)vegyiiletekké redukalni [11,12].

Vizes kozegben oldott vas(IIT)sok és TAA elegye modellrendszerként szolgalhat a
mikrobialis uton képzsds IAA talajban bekovetkezs atalakulasainak vizsgélatara. En-
nek ellenére kevés irodalmi munka foglalkozik a vas(III) és az TAA kozotti lehetséges
komplexképzddési vagy redoxireakciokkal. Néhany igen régi, az 1950-es évekbdl szar-
maz6 adaton [13,14] kiviil kevés utalas van az emlitett kolesonhatasra, s ezek nagy része
is csupén helyi kozleményekben jelent meg [15,16]. Raadéasul a kapott eredmények sok
helyen hianyosak ¢s egymésnak gyakran ellentmondoéak.

A vas(IIT)-indolecetsav vizsgalatanak terén figyelmet érdemel egy, a FeCl3-TAA
elegyre vonatkozé munka [17], melyben a szerzék a Fe3*-ionok TAA oxidaldsdban be-
t6ltott szerepét és a reakcioban képzddott — altaluk polimer anyagnak feltételezett —
csapadék szerkezetét vizsgaltak. Ez utobbi analizise alapjan a Fe:ligandum aranyra tett
javaslatuk 1:2 volt, de tovabbi, a szilard anyag szerkezetére vonatkozé informaciot nem
kozoltek.

Részletesebb és pontosabb az A. A. Kamnev és munkatarsai altal készitett tanul-
many [18]. A kutatocsoportban Fe-TAA komplexet allitottak el§ vizes kozegben TAA- és
Fe(NO3);-oldat megfelels mennyiségének elegyitésével, 4,5-es pH-érték mellett. A min-
takban a ligandum hozzdadasara kakadbarna csapadék valt le, mely vizben kevéssé,
de acetonban, etanolban jol oldodott. A csapadékba keriils komplex szerkezetének fel-

deritése érdekében elemanalizist, IR, NMR és Mdssbauer-spektroszkopias méréseket
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végeztek. A Fe[(CsHgN)CH,COO]|3 képletiinek adodd komplexet kelatszerkezettinek
talaltak, amelyben a kozponti Fe*"-hoz az indolvaz Gttagn gytrtirészletének delokali-
zalodott elektronjai és az oldallanc karboxilesoportjanak egyik O-atomja kapcsolodik.
A Fe'"-OO0C kotést kovalens jellegtinek azonositottak. Massbauer-spektroszkopia se-
gitségével kovették az oldatban az IAA reduktiv hatasira megjelens Fe?" mennyiségét.
Az oldatmintak beszaritasaval nyert szilard maradékban azonban +2 oxidécios allapott
vasat nem tudtak kimutatni, tehéat az osszes redukalodott vas a levegén visszaoxidalo-

dott vas(IIT)-mé, feltehetGen kiilonbozs szerkezeti vas(I1T)-oxidokat képezve.

2.1.3. Az indolecetsav oxidacidjanak vizsgalata

A vas(III)-TAA rendszer a novényélettanban nemesak a vas homeosztazisa, hanem az
TAA sejten beliili lebontasanak mechnizmusa szempontjabol is lényeges, ugyanis az
oxidativ degradaciot végz6 enzimek aktiv centrumaban egy +3-as oxidacios allapotu
vas talalhato [19,20]. A vizes oldatban eléallitott vas(IIT)-TAA rendszer igy modellként
szolgalhat az enzimatikus oxidacio folyamatéanak leirasara is. Az emlitett oxidaz, illetve
peroxidaz enzimek mitikodésének szamos részlete ismert, azonban az oxidacié pontos
mechanizmusat maig sem sikertilt teljesen feltérképezni.

Korai 6sszefoglalé munkak szerint az enzimatikus oxidéacio soran a képzddé termékek
aranya a kiindulasi koncentracioktol erdsen fiigg, és természetesen a pH is befolyasolja
az oxidacios utakat. F&§ termékként a 3-metilén-2-oxindolt azonositottak [21] (3. dbra).
Az emlitett referencia utal a vas(III) oxidaciot katalizalo szerepére is, és a vas(I1I)-TAA
rendszerben egy kozvetlen egyelektronos atmenetet feltételez. Késébbi munkak szamos
részlettel egészitették ki a megfigyeléseket: azonositottak az oxidacios termékek kozott
az indol-3-aldehidet ¢és az indol-3-karbinolt (3. abra), kiemelték az oxigén szerepét, és
fontos reakcioként ramutattak az IAA spontan vagy valamilyen fémion (Pb“, Co®",
Ag%) altal elGsegitett, oxidaciot kovetd dekarboxilezGdési reakciojara [19,20,22]. A
spontéan dekarboxilezédés az enzimatikus oxidativ degradacioban szintén fontos szere-
pet kaphat.

Mivel az enzimatikus oxidacio rendkiviil Osszetett és soklépesds folyamat, mas, egy-
szertibb modellrendszereket is részletesen tanulmanyoztak. LegjelentGsebbek az elekt-
rokémiai oxidacioval foglalkozé tanulmanyok, melyek tobbnyire savas kozegre (pH 2-3)
adnak részletes informaciokat. Egy 1993-as munka mintegy 17 oxidacios terméket mu-
tatott ki az TAA oxidéacidja soran, és javaslatot tett az oxidaciés mechanizmusra is
(4. abra), melyet azonban részleteiben nem bizonyitott [23]. A tobb ponton elagazo re-
akcioutak koziil kiemelte az oxidativ dekarboxilez&dési lépést, melynek soran az TAA-
bol 3-metilénindolénium kation (3. abra) képzédott. Ez utobbi koztitermék szamos

tovabbi reakcioban vett részt. Heminnel modositott, vas(III)-at tartalmazo elektrod-
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3-metilén-2-oxindol indol-3-aldehid indol-3-karbinol
CH, CH;
O
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H H
3-metilénindolénium szkatolgyok

3. abra. Az irodalomban szerepl6 néhany f6 oxidalt indolszarmazék, illetve a dekarboxilezddéssel
képz6ds metilénindolénium kation és szkatolgyok szerkezeti képlete.

nak az TAA oxidacios folyamatéara gyakorolt hatasat vizsgalta egy késébbi, 2002-es
munka [24]. A vékony rétegben az elektrod feliiletére felvitt hemin elésegitette az TAA
oxidaciojat. Az idézett munkaban azonban az oxidaci6 reakcidtermékeit nem analizél-
tak.

Egy masik munkaban [25,26] az IAA oxidaciojat radiolizissel tanulmanyoztak, mely-
nek soran adott energiaju sugarzassal KBr vizes oldataban in situ elGallitott Bry gyo-
kok segitségével oxidaltak az IAA-at. A képz6ds termékeket elektronspin rezonancia
spektroszkopiaval és spektrofotometriaval vizsgaltak. Az IAA oxidéaciojara vonatkozo
korabbi irodalmi adatok alatamasztasa mellett az emlitett szerz6k kimutattak, hogy
az egyelektron vesztéssel képzdds TAA gyok gyors dekarboxilezddéssel szkatolgyokké

(3. abra) alakul, mely tovabbi reakciok kiindulasi molekulaja.

2.2. Kutatasi célok

Munkim soran az ezidaig keveset vizsgalt Fe?*TAA rendszerrel foglalkoztam. FeCls,
Fe(NO3); és TAA kozott lezajlo reakciokat tanulmanyoztam kiilonbozs kisérleti ko-
riilmények kozott. Emellett részletesen vizsgaltam a vizes kézegben képzodés szilard
Fe-TAA komplex szerkezetét, hogy kiegészitsem a korabbi publikidciokban megjelent

irodalmi adatokat. A kisérletek alapjan a kovetkezo {6 kérdésekre kerestem a vélaszt:

1. Milyen reakciok mennek végbe az IAA és a Fe®' kozott vizes kozegben, savas

kémhatas esetén?

2. Mi a Fe?* és az IAA reakcija soran vizes kozegben csapadékként képzds szilard

komplex szerkezete?



[1204\
j 2H'-2¢

4. abra. Az TAA savas vizes kozegben végzett elektrokémiai oxidacioja soran lejatszodo folyamatok
néhéany f6 1épése [23] alapjan.
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2.3. Vizsgalati modszerek

Munkém sordn elsésorban *" Fe transzmisszios Mossbauer-spektroszkopiat alkalmaztam
a lefagyasztott Fe''TAA elegyek vizsgalatara, melynek eredményeit spektrofotomet-
rids vizsgalatokkal egészitettem ki. A vizes kozegben keletkezs komplex szerkezetének
vizsgalatahoz a > Fe Mossbauer-spektroszkopian kiviil mas szerkezetvizsgalati mod-
szereket is alkalmaztam. Ezek az elemanalizis, az infravoros-spektroszkopia (IR), a

Raman-spektroszkopia és a folyadék-rontgendiffrakeios analizis voltak.

2.3.1. Maossbauer-spektroszkopia

A Mossbauer-spektroszkopia Rudolf L. Mossbauer német fizikusrol kapta a nevét.
Alapja adott energiaju (altalaban néhanyszor 10 keV-os) ~-fotonok atommagok &l-
tal torténd visszalokddésmentes rezonanciaabszorpcitja (Mossbauer-effektus). Mivel az
emitter és abszorbens atommagok gerjesztett allapotanak élettartama nagy, a gerjesz-
tett magenergia-nivok — és egyben a kibocsatott vagy elnyelt y-fotonok — energiabi-
zonytalansaga rendkiviil kicsi. Ennek koszonhetGen a magnivoknak az atommag ¢és a
kémiai kornyezet kolcsonhatésal — az un. hiperfinom kélesonhatasok — miatt bekovet-
kez$ megvaltozasa mérhetové valik. Ezaltal az adott atommag helyén tapasztalhato lo-
kalis elektromos és magneses térrdl, illetve a szoban forgo atommag rezgési allapotarol
kaphatunk egyediilallo informaciokat. A Mossbauer-spektroszkopia alapjait és felhasz-
nalasat szamos konyv és monografia targyalja [27-32|, dolgozatomban csak a modszer
jelen munka szempontjabol fontos jellemzdire térek ki.

A gyakorlatban a Mdssbauer-spektroszkopias mérések csak bizonyos elemek bizo-
nyos izotopjai esetében valosithatok meg. A vas izotopjai koziil a kb. 2%-os gyakori-
sagu, stabil 5Fe alkalmas a mérésre. Bar szamos esetben természetes izotoposszetételd
mintak is jol mérhetsk, kis koncentraciok esetén az abszorpcié mértékének novelése
érdekében sziikség van izotopdusitott mintak készitésére is.

Amint emlitettem, a kémiai kornyezet hatésara az adott atommagok alap- és ger-
jesztett allapotanak energiaja megvaltozik, illetve az eredetileg degeneralt energiani-
vok esetenként felhasadnak. A hiperfinom kolesénhatasok jellemzsen 1078 — 1072 eV
nagysagrendd véltozasokat okoznak a magenergia-szintekben, melyek a Mossbauer-
spektrumban a rezonanciacsicsok eltolodasaban és felhasadasaban jelennek meg. A
spektrum felvételéhez a y-energia ilyen nagysagrendi valtoztatasa a forras vagy a minta
mozgatasaval, a Doppler-effektus révén oldhato meg. A relativ energiakat ennek meg-

felelsen sebességként kifejezve, mm s~

egységekben adjak meg.
A Mossbauer-spektrumbol kozvetleniil nyerhetd informaciok: a rezonanciavonalak
megjelenési energidja, a csucsok amplitudoja és félértékszélessége. Egy adott kémiai

kornyezetben 1évs atommag rezonanciavonalai egyiittesen alkotjak az adott kornyezetre



jellemzo alspektrumot; tobbféle kornyezetet tartalmazo minta esetén a mért spektrum
az egyes alspektrumok 0Osszege. Ez utobbiak jellemzs Mossbauer-paraméterei: az izo-
mereltolodés (9, egy felhasadast nem mutaté spektrum esetén a cstics maximumahoz
tartozo sebesség), a kvadrupolusfelhasadés (A, a felhasadast mutaté vonalak egymas-
t6l valo tavolsaga sebesség egységben kifejezve) és a magneses felhasadas (B, a vona-
lak egymastol valo téavolsagabol szamithaté magneses indukeio nagysaga). Az emlitett

Maéssbauer-paramétereket szemlélteti az 5. abra.
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5. abra. A hiperfinom kélesonhatésok hatasa az atommagok energiaszintjeire. A felhasadasok szerke-
zete az atommag alap, illetve gerjesztett allapotbeli magspinjétsl (I) fiigg; az abra a "TFe atommagra
jellemz6 1/2—3/2 atmenet esetére mutatja a vonalak eredetét és szerkezetét. A: az atommag ener-
glaszintjei Coulomb-tér nélkiil, B: az atommag energiaszintjei elektromos térben, C: az atommag
energiaszintjeinek felhasadasa (1.) kvadrupolus kélesonhatas és (2.) magneses kolesonhatéas kovetkez-
tében.

Az atommag és az azt koriilvevd elektromos tér kozotti elektrosztatikus koleson-
hatés okozza a kémiai izomereltolodast (dc) és a kvadrupolusfelhasadast (A). A ké-
miai izomereltolodas az atommag helyén mérhets elektronstiriiséggel aranyos, igy ér-
tékébdl elsGsorban a vizsgalt atom oxidacios allapotara lehet kévetkeztetni. A re-
zonanciacsicsok eltolodasahoz azonban az atommagok hémozgasabol adodd méasod-
rendd Doppler-effektus is hozzajarul. Az izomereltolodas értéke (az 5. abra jelolésével:
Yabszorbens — Yforras) & Kémiai izomereltolodas és a fent emlitett hdmérsékletfiiggd méasod-
rend Doppler-effektus 6sszegeként kaphato meg. Az izomereltolodast a gyakorlatban
egy adott, jol definialt kémiai kornyezetben 1évs atommaghoz képest relativ értékként
tudjuk megadni. Jelen dolgozatban az Gsszes izomereltolodas az a-Fe szobahémérsék-
leten mért izomereltolodasahoz képest értendd. A kiilonbozé oxidacios allapotban 1évé
"Fe atomokra jellemz6 izomereltolodas-tartomanyokat szemlélteti a 6. abra.

A kvadrupolusfelhasadas a magot koriilvevs elektromos tér aszimmetriajanak kovet-
kezménye, értéke a mag helyén észlelhetd elektromostér-gradiens tenzor (ETG) fligg-
vénye. Ennek a térgradiensnek tobbféle eredete lehet. Szarmazhat egyrészt az atom-
magot koriilvevs nem gombszimmetrikus palyakon 16vS elektronoktol (pl. a Fell esetén

a részlegesen betoltott 3d alhéjon elhelyezkedd 6 elektrontol), masrészt az atommag
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6. abra. A kiilonbo6z6 oxidacios és spinallapoti vasvegyiiletek tipikus izomereltolodéas-értékei szobahd-
mérsékleten, a-Fe-ra vonatkoztatva.

kozvetlen kornyezetében (az els§ ligandumszféraban) elhelyezkedd dipoloktol, illetve a
szomszédos ionoktol. A kvadrupolusfelhasadas értéke alapjan empirikus tton javasla-
tot tehetiink a mag kortil kialakult elsé koordinacios szféra térszerkezetére és az atom
spinallapotéra.

A maéagneses felhasadasbol, mely a magnivok Zeemann-felhasadasabol szarmazik, a
lokalis méagneses rendezettségre és a magneses relaxaciora kovetkeztethetiink. A magne-
ses rendezettség kialakulasanak hémeérséklete, illetve a magneses felhasadés nagysaga
alapjan esetenként azonosithatok kiilonbozs vegyliletek, pl. egyes vastartalmiu asva-
nyok.

Informaciot hordoznak tovabba a Mossbauer-spektrum vonalintenzitasai. Vékony
abszorbens esetén az egy spektrumban fellépd kiilonb6z6 alspektrumok teriiletaranya
— jo kozelitéssel — az egyes alspektrumokhoz tartozo, kiilénb6zé kémiai kornyezeti
atommagok egymashoz viszonyitott relativ koncentraciojaval aranyos.?

A Maossbauer-effektus létrejottéhez — mint ismeretes — a y-fotonok visszalokddés-
mentes emisszidja és abszorpcidja sziikséges. Ehhez az atomokat kristalyracsban kell
rogziteni, azaz a Mossbauer-spektroszkopia szilard halmazéllapott anyagok vizsgala-
tara alkalmas. A Mossbauer-effektus feltételei azonban oldatok gyors lefagyasztasaval
kapott tivegszert szilard anyagban is fennallnak. Szamos méréssel igazoltak, hogy meg-

felel6en nagy hiitési sebesség mellett (minimum 8-10 K/s) a fagyasztott minta megdrzi

2Pontosabban az aranyossig az adott kémiai kdrnyezetii atommag relativ koncentracioja és
Méssbauer-Lamb faktoranak (azaz a visszalokSdés-mentes rezonanciaabszorpcié valoszintségének)
szorzata kozott all fenn.
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az oldatban eredetileg fennallo koordinacios viszonyokat, oxidéacios allapotot és a kiala-
kult kémiai kotésviszonyokat. Az emlitett hiitési sebesség mellett, illetve azt tullépve
a mérheté Mossbauer-paraméterek fiiggetlenek a hiitési sebesség tovabbi megvaltozta-
tasatol. A lefagyasztott oldatok mérési technikajarol, és a kialakulo szerkezet vizsga-
latarol szamos publikicié és monografia sziiletett, ezek koziil kiemelném Vértes Attila
munkassagat [30, 31].

A Mossbauer-spektroszkopia, mivel a vizsgélt atommag altal érzékelt lokalis magne-
ses térrél tud informaciot adni, hasznos eszkéznek bizonyulhat a péarositatlan elektro-
nokat tartalmazo, tehat paramagneses rendszerek vizsgalataban. A péarositatlan elekt-
ronoktol szarmazo mégneses tér magspinnel valé kélesonhatasa a magenergia-szintek
Zeeman-felhasadasat okozza. A spinéllapot id6ben torténd valtozasa esetén paramég-
neses spinrelaxéaciorol beszéliink. Ha az elektronrendszer spinallapota idében nem (vagy
nagyon lassan) valtozik, tiszta magneses felhasadast mutato spektrumot kapunk. Ha a
spinrelaxacié gyors, azaz a mag altal érzékelt magneses tér iranya gyorsan valtozik, a
spektrumbdl teljesen eltiinnek a magneses szerkezetre utalo tulajdonséagok. A két szélsé
eset kozott egy anomalisan kiszélesedett vonalat tartalmazo spektrumot (an. relaxéacios
spektrumot) mériink. A spektrum tulajdonsagat a spinrelaxacio karakterisztikus ide-
jének (7sr) és a magspin Larmor-precesszioja karakterisztikus idejének (73,) viszonya
hatarozza meg. Lassu a spinrelaxécio, ha 7gg >7y,, ilyenkor tehat Zeeman-felhasadast 1a-
tunk (7 (a). 4bra). A méagneses szerkezet elttinése a 7sg <7y, esetén all fenn (7 (b). abra).

Ha a két karakterisztikus id6 osszemérhetd, relaxdcios spektrumot kapunk (7 (c). abra).

A paramégneses spinrelaxaciot kétféle kolesonhatéas eredményezheti:

1. Egy szomszédos spinnel valo kolesonhatés, annak atforditasa (spin flip-flop) az

un. spin-spin relaxacié (SSR).

2. A paramégneses atom, illetve ion és az 6t tartalmazo kristalyracs racsrezgéseinek

fononjaival valo kolesonhatés, az an. spin-récs relaxacio (SLR).

A SSR és a SLR idejét Tssr és 1gir-rel jelolve a relaxécios 1id6t a kovetkezd kifejezés

adja meg: .
TSR = T (1)
TSSR. TSLR

Tesr & paramagneses atomok, ionok egymastol vald tavolsagatol (pl. a Fe?*-ionok kon-
centraciojatol) és az adott atomokat, ionokat koriilvevs ligandumoktol fiigg, értékét a
hémeérséklet nem befolyasolja. 7grr-t, mely a racsrezgések és a spinrendszer koleson-
hatasabol adodik, a hémérséklet és a palyamomentum hatarozzak meg. Pl. Fe3*-ionok

esetében, ahol a kiils6 héj elektronkonfigurécioja gombszimmetrikus (3d°, ¢S5 /2 az alap-
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7. abra. Kiilonboz6 7sg és 71, esetén kaphato Mossbauer-spektrumok vonalalakja. (a) 7sg > 71, (b)
Tsr < 71 €s (¢) Tsr ~ 7.

allapot, L = 0), a SLR lassi. Meg kell emliteni, hogy az idealisan szimmetrikus kornye-
zetet azonban a Fe?"-at koriilvevé ligandumokkal kialakitott kotések is befolyasoljak.
A fent bemutatott jelenség Fe?-oldatok vizsgélatdban rendkiviil hasznos, ugyanis a
spektrumvonal alakjabol egyértelmtien kovetkeztethetiink az oldatban 16v6 részecskék
egyes tulajdonsagaira. Dimerek vagy oligomerek esetén ugyanis — hig oldatok® ellenére
is — az egyes Fe3"-ionok megfelels kizelségbe keriilnek ahhoz, hogy a spin-spin relaxa-
cios id6 drasztikusan lecsokkenjen, igy a méagneses, illetve relaxacios spektrum helyett
dublett spektrumot kapunk. Magneses felhasadast vagy relaxaciot mutatoé spektrum
azonban monomer Fe3"-részecskékre utal. Ennek gyakorlati alkalmazasat szemlélteti a
kiilonbozd pH-ju Fe(NOj)s-oldatok Mossbauer-spektrumait bemutato 8. abra. Az (e)
spektrumban a magneses szerkezet egy részének elttinése a Fe3*-ionok dimerizalodasé-

val magyarazhaté. Jol lathato a 0-1 mms™

sebességtartomanyban jelentkezs dublett
megjelenése, illetve a magneses felhasadast jelzd spektrumvonalak intenzitasanak csok-
kenése.

A paramégneses rendszerekben tehat az atomoknak, ionoknak kiils§ méagneses tér

nélkil is van permanens magneses momentuma, azonban az egyes magneses momentu-

3Hig oldaton a gyakorlatban a ~0,01 M-os Fe-koncentraciot értjiik. Ennél egy nagysagrenddel ala-
csonyabb koncentracioju oldatok még izotopdusitas esetén is nehezen vagy egyéaltalan nem mérhetdk.
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8. abra. 0,05 M-os Fe(NO3)3 oldatok spektrumai 4,2 K-en: (a) 65%-0s HNO3, (b) 30%-0s HNOs3, (c)
11,2%-0s HNO3, (d) pH=1,0, (e) pH=2,0 [30] alapjan.

mok egymaéashoz képest nem mutatnak rendezettséget. Magnesesen rendezett anyagok
esetén a magneses momentumok a koztiik 1évé kolesonhatas miatt egymashoz képest
rendezGdnek (pl. ferromagneses anyagokban a momentumok parhuzamosak). Ez a ren-
dezettség az anyag kis egységeire, az tun. doménekre all fenn. Minden doménben a
magnesezettség spontan telitédik, azonban a magnesezettség iranya kiils6 tér hianya-
ban doménenként valtozik.

Amennyiben az anyag szemcsemérete kisebb, mint a magneses domén mérete, szu-
perparamégneses anyagrol beszéliink. A szuperparamagneses részecskékben a magneses
momentumok rendezédnek ugyan, de az eredé magneses momentum iranya idében val-
tozhat (szuperparamagneses relaxacio). A relaxacios id6 a részecskék méretétdl és a
hémérseklettd] fiigg.® Amennyiben a relaxacios id6 a magspin Larmor-precesszidjanak
karakterisztikus idejéhez képest révid, az anyag paramagnesesként, amennyiben hossz,

magnesesen rendezett anyagként viselkedik. Adott szemcseméret esetén a magneses

1A 7 relaxécios id6t a T = f; ' exp(2KV/ET) képlet adja meg, ahol V a részecskék térfogata, T a
hémérséklet, k a Boltzmann-allando, K és fo konstansok.
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rendezettség kialakulasanak homérsékletét blokkolasi hémérsekletnek (blocking tempe-
rature) nevezziik. Az emlitett anyagok Mossbauer-spektroszkopiaval jol vizsgalhatok,
ugyanis a hémérséklet fiiggvényében felvett spektrumok alapjan a mégneses felhasa-
dast mutato alspektrum teriiletaranyanak véltozasabol a szuperparaméagneses anyag
részecskemeéret-eloszlasa megbecsiilhetd.

A Méssbauer-spektrumok kiértékelését a Mosswind.0 szoftvercsomag felhasznalasa-
val végeztem [33]. Az ,egyszerd” spektrumok (szingulett, dublett, szextett) esetén a
vonalak alakjat Lorentz-gorbével illesztettem. A magneses relaxéacios spektrumok il-
lesztéschez a szoftverbe beépitett an. Blume-Tjon-modellt hasznéaltam [34]. A méagne-
ses relaxaciora vonatkozo Blume-Tjon-modell olyan Mossbauer-spektrumok leirasara
szolgél, ahol egy allando elektromostér-gradiens mellett az atommagok véletlenszeriien
valtoz6 magneses teret érzékelnek. Tehat a mégneses tér vagy felfele”, vagy ,lefel¢”
mutathat, iranyat az ETG valamelyik f6tengelyével parhuzamosnak tekintjiik.

Az 6sszes oldatmintam Mossbauer-spektroszkopias méréséhez a gyors lefagyasztas
technikajat alkalmaztam, a Mossbauer-spektrumokat folyékony nitrogén hémeérsékleten
rogzitettem. A mintak pontos Osszetételét a Fiiggelék tartalmazza.

2.3.2. Elemanalizis

Az elemanalizis soran a vizsgalando vegyiiletet alkot6 egyes kémiai elemek aranya ha-
tarozhaté meg. Az elemanalizist Medzihradszky-Schweiger Hedviggel (ELTE) egytitt-
mitkodésben, Vario EL 1T (Elementar Analysensystem GmbH) tipusi késziilékkel vé-

geztik.

2.3.3. Infravorés és Raman-spektroszkopia

Az infravorss spektroszkopiaban (IR) infravords sugarzassal a molekula rezgési atmene-
teit gerjesztjiik. Az infravoros szinképtartomany az elektromégneses spektrum lathato
és mikrohullamu része kozé, hullamszamban kifejezve koriilbeliil a 12500-33 cm ! tar-
tomanyba esik. Az infravoros spektroszkopiat két 6 célra alkalmazhatjuk. Egyrészt a
molekulak egyes funkcios csoportjainak karakterisztikus rezgési frekvenciaibol szerke-
zeti informaciokat nyerhetiink, ugyanis bizonyos atomesoportokhoz tartozé abszorpcios
séavok a molekula tavolabbi részeit6l szinte fiiggetlentil egy sziik frekvenciatartoméanyon
beliil jelentkeznek. Masrészt az infravoros spektrum az adott molekula ,ujjlenyomaté-
nak” tekinthetd, és ezaltal mintédk azonositasara hasznalhatjuk fel. Jelen munkaban, az
elébbinek megfelelGen, karakterisztikus kétési és csoportfrekvencidkat hasznaltunk fel
szerkezetazonositasra.

A Raman-spektroszkopia alapja a fotonok molekularol térténd rugalmatlan szoro-

dasa. A Raman-effektus soran a molekula allapota megvaltozik, az 0j és a régi allapot
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kozotti energiakiilonbséget a szorodo foton energidjanak megvaltozasa kompenzalja. A
rezgési Raman-spektroszkopiaban — az IR spektroszkopiahoz hasonléan — a molekula
rezgési atmeneteit vizsgaljuk. Mivel azonban az IR és Raman jelek intenzitasat mas
tényezok szabjak meg, ezért a két spektroszkopia jol kiegésziti egymast.

Az IR és Raman méréseket Mink Janossal (MTA KK) egytittmikodésben végeztiik.
A 4000-200 cm ' tartomanybeli méréseket Bio-Rad (Digilab) FTS-175 spektrométeren,
a tavoli infravords tartomanyba (700-50 cm ') es6 méréseket Bio-Rad (Digilab) FTS-40
spektrométeren kiviteleztitk. A szilard anyagot pasztilla formajaban, Csl, illetve poli-
etilén higitassal mértiik. A szilard anyaghol deuteroaceton felhasznalaséaval oldatmin-
takat is készitettiink, ezek IR spektrumait szintén felvettiik. A Raman méréseket egy-
részt oldatban, masrészt szilard formaban, a lézerindukélta bomléas elkeriilésére iigyelve,
Bio-Rad FT-Raman, illetve Renishow System 1000 tipusu spektrométerrel végeztiik.

Minden mérést szobahdmérsékleten, Fourier-transzformacios technikaval kiviteleztiink.

2.3.4. Folyadék-rontgendiffrakcios analizis

Az oldatok szerkezetérdl kiilonbozs diffrakcios modszerekkel is nyerhetiink informéa-
ciot, melyek kozé tartozik a rontgendiffrakeios kisérleti technika. A rontgendiffrakeio a
rontgenfotonok atomokon torténd rugalmas szoérodasan alapul. A folyadékok rontgen-
diffrakcios analizise esetén a folyadékok szerkezetére jellemzs tin. szerkezeti és parkorre-
lacios fuggveények megfelels jarulékokra valdé bontésa alapjan az oldatban 1évé atomok
és molekulak egymashoz viszonyitott elrendezddésére kovetkeztethetiink.

A folyadék-rontgendiffrakcios analizist Megyes Tiindével (MTA KK) egylittmd-
kodésben végeztiik. Az analizishez a vizsgdlandé anyag 0,5 M-os metanolos® oldatét
hasznaltuk fel. A méréseket szobahémeérsékleten, MoK, rontgensugarzéassal végeztiik.
Mintatartoként két, egymassal parhuzamosan régzitett, 6,3 um vastagsagi mylar folia
szolgalt. A szorési szog az 1,28-120°-o0s tartomanyt fedte le. A mérés egyéb techni-
kai részleteinek megvalasztasa és az adatok feldolgozasa korabbi munkak alapjan tor-
tént [35-39].

2.3.5. Spektrofotometrias mérések

Az ultraibolya és lathato szinképtartomanyba esé fényabszorpcié a molekulak elektron-
szerkezetétdl fiigg, az abszorpceid soran az elektronok alapallapotbol magasabb energi-
aju allapotba keriilnek. A kereskedelemben kaphato legtobb késziilékkel 200-800 nm
hullamhossztartomanyban lehet dolgozni (kozeli ultraibolya és lathato tartomany). A

spektrofotometria segitségével szerkezetmeghatarozast és kvantitativ analitikai méré-

5A metanol alkalmazasat a szamitasok megkonnyitése indokolja.
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seket végezhetiink. Szerkezetvizsgélat terén elsGsorban szinképek szehasonlitasaval ér-
hetiink el eredményeket. Az elektronspektrum altalaban ugyanis nem az anyagban ta-
lalhat6 funkciés csoportokra, hanem az egész konjugalt rendszerre jellemzd. Legcél-
ravezet6bb az irodalomban megtalalhaté azonos, vagy hasonlo kétéseket tartalmazod
vegyliletek spektrumaival valo Osszevetés. Kvantitativ analitikai célra a Lambert—Beer-
torvény alapjan alkalmazhatjuk, mely szerint az adott hullamhosszon mérhetd abszor-
bancia egyenesen aranyos a mért minta koncentraciojaval, a mérésre hasznalt kiivetta
rétegvastagsagaval, és a molaris abszorpcios koefficienssel. Ezaltal egy reakcidelegy-
ben egy adott termék képzddését vagy fogyasat is nyomon kévethetjiik, azaz kinetikai
informaciokat is kaphatunk.

A spektrofotometrias méréseket Virender K. Sharma (Florida Institute of Techno-
logy) laboratoriuméaban végeztem. A mérés soran SX.18 MV (Applied Photophysics,
U. K.) tipust spektrofotométert haszniltam, mely — a megéllitott dramlas technikajat
alkalmazva — nagy iddfelbontéassal (0,05 s), 10 nm-es hullamhosszfelbontéassal, 400—
600 nm-es hullamhossztartomanyban rogzitette a reagald mintak abszorpcios spektru-
mait. A megallitott armlasos reaktoron kiviil ,,hagyoméanyos” spektrofotométert is hasz-
naltam (Shimadzu UV-2101PC). A spektrofotometrias mérésekhez felhasznalt mintak

pontos Osszetételét a Fiiggelék tartalmazza.

2.4. Kisérleti eredmények és értékelésiik
2.4.1. A vizes oldatok vizsgalata Mossbauer-spektroszkopiaval

A Fe*'-TAA reakcivinak Mossbauer-spektroszkopias vizsgalatdhoz 90 %-ban Fe izo-
topdusitott fémvasbol tomény salétromsav segitségével elGallitott 0,1 M-os 57FC(N03)3
oldatot hasznaltam fel, melynek 80 K-en rogzitett Mossbauer-spektruma a 9. dbran
lathato. A spektrum egy széles vonallal illeszthets. Ez a hig Fe?'-oldatokra jellemzd
lasst paramagneses spinrelaxacié kovetkezménye, ami monomer Fe**-ionok jelenlétét
titkrozi. A kiindulasi oldat tehéat dimerizalt Fe**-részecskéket és redukalt allapoti Fel'-t
nem tartalmazott. Mindez dsszhangban all a Fe"-oldatok vizsgalatai soran kapott ko-
rabbi irodalmi eredményekkel [30].

Az TAA-bol a kisérletekhez KOH segitségével készitettem oldatot,® melyet 1:3
Fe:IAA aranynak megfelelgen adtam a Fe? -oldathoz. Az elegyités soran csapadék kép-
z6dott, melyet 15 pere, illetve 2 nap elteltével sztiréssel eltavolitottam. A Mdssbauer-
mérésekhez az igy kapott sziirleteket — melyek pH-ja kb. 2-nek adédott — hasznaltam fel.
A sziirlet Mossbauer-spektrumaban a 57Fe(N O3)3-hoz képest jelentds valtozast tapasz-

taltam, a relaxacios alspektrum mellett megjelent két, a kiértékelésben jol elkiilonithetd

6Az TAA vizben kevéssé oldodik, ezért annak kaliumsojat készitettem el.
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dublett komponens is (10. dbra). A spektrumok illesztése soran az 1. tablazatban fel-

sorolt Mossbauer-paramétereket kaptam.
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10. abra. A Fe’*-IAA oldatok Mossbauer-spektrumai 80 K hémérsékleten, az elegyitést kovetGen (a)
15 perc, (b) 2 nap elteltével, sziirés utan fagyasztva.

b kvadrupolusfelhasadasi  dublett

A 0,52 mms~! izomereltolodéasi, 0,58 mms™
Mossbauer-paraméterei alapjan egy Fe?'-komponensként azonosithato. Ennek megje-
lenése a paramégneses spinrelaxacio Fe(NO3)z-oldathoz képest torténd felgyorsuldsaval
magyarazhat6. Ez — a kisérleti koriilményeket figyelembe véve — a Fe?*-ionok kdleson-
hatésara (spin—spin kolcsonhatas), azaz térbeli kozelségiikre utal. Mivel az oldatban
a vas koncentraci6ja kb. 0,01 M volt, az ionok egymashoz viszonyitott kozeli helyzete
dimerek (esetleg nagyobb tagszdmu oligomerek) kialakuldsaval lehet kapcsolatban. A
dimerizacio vizes Fe(NOj)s-oldatokban pH~2-3 kozott az IAA tavollétében is felléps

folyamat, melynek sordn a Fe?* ionokhoz OH ionok koordindloédnak és az gy létre-
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minta ‘komponens d (mms™) A (mms™') ' (mms™t) S (%)

Fe-TAA Fet-dimer  0,519(7) 0,58(1) 0,47(2) 13
15 perc &llas | magneses r. 0,42 — — 76
pH~2 Fe?! 1,389(7) 3,32(1) 0,47(2) 11
Fe-TAA Fe? -dimer — — — —
2 nap allas magneses r. — — — —
pH~2 ‘ Fe?t 1,385(2) 3,312(4) 0,428(7) 100

1. tablazat. A Fe?* TAA rendszerekben 80 K homérsékleten mért Massbauer-spektrumok felbontasa
soran kapott paraméterek.

jov6 részecskék dimerekke, oligomerekké rendezédnek. A feltételezett reakcidlépéseket
az (a)-(b) egyenletek mutatjak [48]:

Fe*' + Hy0 — FeOH>" +H' (a)
2FeOH>" — Fe,(OH)3" (b)

A Fe"TAA rendszerben a Fe*"-dimerre mért Mossbauer-paraméterek oktaéderes
Og koordinécios szférat mutatnak egy nagy spinszami Fe?" koriil. Ezek alapjan nem
donthets el egyértelmtien, pontosan milyen ligandumok, ionok vesznek részt a koor-
dinacioban, ugyanis az 0277 OH", COO hasonlo (alataban oktaéderes Og) kémiai
kornyezetet eredményez. Emellett valoszint, hogy az oldatban tobbféle — egymashoz
nagyon hasonl6 — koordinacié egyszerre van jelen. Tehat ez a komponens egyarant
jelolhet egy TAA hatasara kialakulo, dimer Fe-TAA komplexet, és egy pH-emelkedés
hatésara kialakulo FeQ(OH)EF komplexet is.” A 15 perc reakcioids utan felvett spekt-
rumon (10. dbra, (a) spektrum) a széles relaxéacios spektrumkomponens megmaradésa

az eredeti Fe(NOj3)3-oldatbdl szarmazé monomer Fe* -ionok jelenlétére utal.

Az 1,39 mms~! izomereltolodéssal jellemezhets dublett egy +2 oxidécios allapotit
vas megjelenését mutatja, ami az IAA hatéasara bekovetkezd redukeiot jelzi. Két nap
reakcioidd elteltével mar kizarolag a Fe?*-re jellemzé dublett lathato az oldatokban
(10. abra, (b) spektrum), ami a redukcio teljes lezajlasara utal, tehat mind az erede-
tileg jelen 1év6 monomer, mind a dimer Fe?'-komponensek atalakulnak. A keletkezd
Fe?*-re kapott paraméterek jo egyezést mutatnak a nagy spinszamt Fe?" hexaakva-
komplexére mért irodalmi adatokkal [30]. Ez arra utal, hogy a redukci6 soran képz6ds
+2 oxidacios allapotu vashoz sem a kiindulasi IAA, sem annak oxidalodott termékei

nem kapcsolodnak.

"Megjegyzends, hogy az IAA ligandumokkal képz6ds Fe-TAA komplex vizes oldatban nagyrészt
csapadékként van jelen, melyet a Mossbauer-mérés el6tt sziiréssel eltavolitottam. Kis mennyiségii Fe—
TAA komplex oldatban maradasa azonban nem zarhato ki.



A vizes oldatok Mossbauer-spektroszkopiés vizsgalata alapjan tehat savas kozegben
a Fe3' és TAA kozott két reakcio jatszodik le. Az egyik reakcié a monomer Fe?'-ionok
dimerizalodéasa és a Fe-TAA komplex kialakulasa, mely a vizes kozegben tilnyomorészt
csapadékot képez. A masik reakcié egy redoxifolyamat a Fe?™ és az IAA kozott, mely

Fe?" megjelenését eredményezi.

2.4.2. A vas(III) és indolecetsav kozott lejatszodo reakciok vizsgalata szerves oldo-

szerekben

Mivel a szilard Fe-TAA komplex szerves oldoszerekben (etanolban, acetonban) jol ol-
dodik, a Fe?'-TAA kozott lejatszodo reakciok tovabbi vizsgélatat az emlitett oldosze-
rek segitségével végeztem. Ezekben a rendszerekben csapadék nem képzadik, ezért a
reakciok tanulméanyozasara a Mossbauer-spektroszkopian kiviil spektrofotometrias mé-
réseket is alkalmaztam. Ez utobbi kisérleti technika — az oldoszerek és a vasvegyiiletek
valtoztatasaval — a vizes kozegben tapasztalt komplexképzodés és redukeio ids- és ol-
doszerfliggésének részletesebb vizsgalatat tette lehetévé. A spektrofotometridas mérések
soran természetes izotoposszetételd FeCls, Fe(NO3); és IAA oldatait elegyitettem ab-
szolut etanol és etanol-viz oldoszerekben.

A FeCl3-TAA abszolut etanolban készitett oldatainak lathatoé hullamhossztarto-
manyban bekovetkez$ valtozéasait a 11. abra abszorpcios spektrumai mutatjak. Az ab-
rak alapjan megallapithato, hogy a kiilonb6z6 aranyban osszekevert FeCl3-IAA oldatok
abszorpcioja viz jelenléte nélkiil az id6 el6rehaladtaval nem valtozik meg szamottevGen
(11. (a) abra). Viz hozzéadésa esetén azonban széles abszorpcios sav alakul ki a 460—
540 nm-es tartomanyban, mely idével jelents novekedést mutat (11. (b) &bra). Ezek

a valtozasok mind a Fe3*-TAA kozotti komplexképzddést, mind az IAA Fe®* hatasara
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11. abra. A FeCl3-TAA abszolut etanolban készitett elegyeinek lathato tartomanyban felvett abszorp-
cios spektrumai (a) viz hozzaadéasa nélkiil, (b) viz hozzaadasa utan.
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utan kovetkezik be.

A tovabbiakban a reakciok lathaté tartomanyba esd, rovidebb iddskalaju (0,05 s)
vizsgalatahoz a megallitott aramlas technikajat alkalmaztam. Ennek soran elGszor
FeCly 6s TAA, majd Fe(NO3)3.9H,0O ¢és TAA abszolut etanolos oldatait elegyitettem
1:3 Fe:IAA ardnyban. A 0,05 és 50 s kozott felvett spektrumokat 400-600 nm hullam-
hossztartomanyban a 12. abra mutatja. Az (a) spektrumon lathato, hogy 50 s alatt viz
nélkiil nem torténik valtozas, mig a (b) spektrumban a mar emlitett 460-540 nm-es
tartomanyba esG abszorpcios sav mar 0,05 s alatt kialakul és az abszorbancia idével je-
lentdsen né. Az el6z6 méréssorozat eredmeényét figyelembe véve a Fe(NO3)3.9H,O-TAA
¢s a FeCl3-TAA elegyek kozotti kiilonbség a Fe(NO3)3.9H,0-ban jelen 1év6, viszony-
lag nagy mennyiségii kristalyviz jelenlétével magyarazhato, mely elegendé a Fe3™-TAA

kozotti reakeiok elinditasahoz.
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12. abra. A Fe?*és IAA oldatok elegyitése utan kiilonboz6 idok elteltével felvett abszorpcios spektru-
mok 1:3 Fe:TAA ardny esetén: (a) FeCls, abszolit etanol, (b) Fe(NO3)3.9H,0, abszolut etanol.

A viz hatasanak tovabbi vizsgéalata céljabol 1:12 Fe:IAA aranyu, abszolit etanolos
FeCl3-TAA oldatot elegyitettem vizzel 1:1 térfogataranyban. Viz hatasara a spektrum-
ban 0,5 s elteltével jol lathatoan kialakul a 460-540 nm hullamhossztartoméanyban a
mar emlitett széles abszorpcios sav (13. abra). A kapott eredmény ismét egyértelmden
mutatja a viz sziikségességét a Fe?™ és TAA kozott lejatszodo reakciokban.

Az el6z6ekkel azonos modon Gsszeallitott kisérleti elrendezésben szilard Fe-TIAA
komplex abszolit etanolos oldatat is elegyitettem vizzel 1:1 térfogataranyban. A spekt-
rofotometrias méréssel kapott eredményt a 14. abra mutatja. A komplex spektruman
az el6z6 etanolos rendszerektdl eltérden keskenyebb, 450-500 nm-es hullamhossztarto-
manyban jelenik meg abszorpcios sav, mely viz hozzdadasara még 50 s elteltével sem

mutat szignifikdns véaltozast.
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13. abra. Az abszolut etanolban 1:12 ardnyban készitett FeCl3—TAA oldat lathato tartoményban felvett
abszorpcios spektruma vizzel 1:1 térfogataranyban torténd elegyitése utan, kiilonboz6 idsk elteltével.
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14. abra. Abszolut etanolban oldott szilard Fe-TAA komplex lathato tartomanyban felvett spektrumai
vizzel valo elegyités utan, az eltelt id§ fliggvényében.

A spektrofotometrias méréseket Gsszefoglalva tehat megallapithato, hogy a Fe?*
TAA kozotti reakciok végbemeneteléhez viz sziikséges, azonban a szilard Fe-IAA komp-
lex vizben torténd kialakuldsa és szerves olddszerben vald ismételt oldasa utédn viz
hozzédadasa a komplex abszorpcios spektrumaban mér nem okoz tovabbi véltozést.
Az emlitett spektrumok alapjan az IAA Fe*-ionokkal térténé komplexképzddési és
a Fe?t hatasdra bekovetkezs oxidacios reakcioi nem kiilonitheték el egyméstol, ezért
az oxidacios folyamatok kovetése céljabol a spektrofotometrias méréseket Mossbauer-

spektroszkopias mérésekkel egészitettem ki.

Ez utobbi Mossbauer-spektroszkopias mérésekhez 90 %-ban TFe izotopdusitott

féemvasbol sosav segitségével 57FeClg-oldatot7 majd a kapott oldat beszaritasaval szilard
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57F€Clg-0t8 allitottam els. A 57FeC13—b()l és TAA-bol abszolut etanollal, etanol—viz eleg-
gyel megfelel toménységii oldatokat készitettem, az oldatok elegyitése soran — a vizzel
készitett mintakhoz hasonloan — a Fe:lAA aranyt 1:3-nak vélasztottam. A FeCly és
Fe(NOj3); reaktivitasanak osszehasonlitdsahoz a mérést természetes izotoposszetételd,
kereskedelemben forgalmazott Fe(NO3)3.9H,0 felhasznildsaval is megismételtem.® A
gyors lefagyasztas technikajabol adodoan a legrévidebb idSintervallum az elegyités utan
50 s volt, ezért a gyorsan lejatszodo folyamatok vizsgalata Mossbauer-spektroszkopidval
nem volt lehetséges, a reakcié allapotarol 50 s és 20 perc elteltével kaptam informa-
ciot. A PFeCly és TAA 1:3 aranyu elegyérsdl etanol-viz oldoszerben késziilt Mdssbauer-

spektrumokat a 15. abra mutatja, a Mossbauer-paramétereket a 2. téablazat tartal-

mazza.
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15. abra. A ""FeCls és IAA etanol-viz 1:1 térfogataranyu elegyében készitett oldatainak Mossbauer-
paraméterei 1:3 Fe:TAA ardny mellett (a) 50 s és (b) 20 perc elteltével lefagyasztva.

A spektrumokon jol lathato két dublett komponens megjelenése, melyek Mossbauer-
paramétereik alapjan egy Fe?'-dimer és egy hexaakva-Fe?'-komponensként azonosit-
hatok. A dimer Fe?"-komponens képzddése mellett tehat a Fe?' redukcidja méar 50 s-on
beliil lathato (6 %) és a Fe?* mennyisége 20 perc utdn 21 %-ra ng. A dimer szerkezet
Fe"-komponensek és a Fe?" jelenléte a vizes oldatokra kapott eredmények (2.4.1. fe-
jezet) alapjan nem meglepS. A monomer komponens azonban mar 50 s elteltével is
hianyzik az etanolos oldatokbol, ami az etanolos oldatokban a dimerizalodasi reakcio

vizes kozeghez képest torténd gyorsabb végbemenetelét mutatja.

8Az igy nyert sora tovabbiakban vizmentes 57FeClg—ként hivatkozom, jollehet valoban vizmentes
FeCls-ot vizes oldatbol nem lehet elgallitani. Ehhez fémvas és klorgaz reakcioja sziikséges, és a tovabbi
felhasznalas is teljesen vizmentes atmoszférat igényelne. Tovabba érdemes megemliteni, hogy vizmentes
57 PRI L ,

Fe(NO3)s3 elsallitasa szintén nem volt lehetséges.

9A természetes izotopsszetétell sora azért volt sziikség, mert a 57F0(N03)3.9H20 oldatbol tor-
ténd elGallitasa nehézségekbe iitkozott. Bz utobbi esetben természetesen a végss Fe?t-koncentracio a
Mossbauer-mérések kivitelezhetdsége miatt magasabb volt, mint az izotopdusitott mintakban.
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minta ‘komponcns 0 (mms™h) A (mms™') ' (mms™h)  S(%)

STFeCl3+TAA | Fe3'-dimer 0,508(3) 0,556(5) 0,405(7) 94
50 s utdn Fe2t 1,440(3) 3,160(6) 0,405(7) 6
TFeClg+IAA | Fe3*-dimer 0,506(5) 0,528(7) 0,44(1) 79
20 perc utan | Fe?* 1,400(1) 3,380(2) 0,33(3) 21

2. tablazat. A °"FeCls 6s IAA etanol-viz 1:1 térfogataranyt elegyében készitett oldatainak Mdssbauer-
paraméterei 1:3 Fe:TAA arany mellett, 50 s és 20 perc elteltével fagyasztva.

A fent bemutatott FeClz-TAA rendszerhez hasonlé eredményt kapunk a
Fe(NO3)3.9H,0 és TAA abszolut etanolban kivitelezett reakcidja esetén is (16. abra,
3. tablazat), azonban viz hozzédadasa nélkiil — a Mossbauer-spektrum alapjan, mely +2
oxidacios allapott vasat nem mutat — a Fe(NO3)3.9H,O-ban 1évS kristalyviz-tartalom a
redoxireakcio elinditasahoz onmagaban nem tiinik elegendének. A reakcioelegy viztar-
talmat 1:1 viz:etanol térfogataranyig névelve 20 perc elteltével jelentds mértéki (50%)
Fe?™ megjelenését tapasztaltam (16. (b) dbra, 3. tablazat), ami jelzi, hogy elegendd
viz jelenlétében a vas redukcitja a Fe(NO3);.9H,O-TAA esetén a gyorsabb, mint a
57FeClg TAA esetén.

A Mossbauer-spektroszkopiaval kapott eredményeket a spektrofotometrias meérések-
kel dsszevetve megéllapithato, hogy a Fe*™TAA kozott viz hatdsara végbemend reak-
ciok koziil a Fe? -ionok dimerizacioja gyorsabban jatszodik le, mint a Fe** redukcioja.
A spektrofotometrias mérésekben 460540 nm kozott tapasztalt abszorpeios savok mind
a dimer Fe-TAA komplext6l, mind az TAA oxidaciojabol keletkezd termékektdl és azok
esetleges Fe-komplexeitdl szarmazhatnak. Mivel a szilard Fe-TAA etanolos oldatanak
abszorpcioja 450-500 nm kozott jelentSs (14. dbra), az IAA emlitett oxidalt termékei

f6ként az 500 nm feletti abszorpcios savért lehetnek felelsek (11. (b) abra).

minta ‘ komponens 0 (mms™!) A (mms™') ' (mms™')  S(%)
Fe(NO3)3.9H20+IAA | Fe-dimer 0,518(7) 0,480(1) 0,38(2) 100
abszolit etanol

Fe(NO3)3.9H,O-+TAA | Fed*-dimer 0,510(1) 0,510(2) 0,34(2) 50
Fet 1,483(8) 3.430(2) 0,32(3) 50

etanol-viz

3. tablazat. A Fe(NO3)3.9H,0 és IAA etanol-viz elegyben készitett oldatainak Mdssbauer-paraméterei
1:3 Fe:IAA arany mellett, 20 perc elteltével fagyasztva.
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16. abra. A Fe(NO3)3.9H20 és IAA Osszekeverésével kapott mintak Mdossbauer-spektrumai 20 perc
elteltével fagyasztva (a) abszolut etanolban és (b) etanol-viz 1:1 térfogataranyu elegyében. A Fe:TAA
arany mindkeét esetben 1:3 volt.

2.4.3. A vizes oldatokban képzddé szilard vas-indolecetsav komplex szerkezetvizsga-

lata

A szilard anyag Mossbauer-spektroszkopias méréséhez a vizes TR TAA clegy sziiré-
sébdl nyert csapadékot hasznéltam. Az elemanalizishez, IR, Raman szerkezetvizsgala-
tokhoz nagyobb mennyiségii anyagra volt sziikségem, ezért ezeket a mintakat termé-
szetes izotoposszetételd Fe(NOj)s-oldat felhasznélasdval dllitottam el6.

A szilard Fe-TAA komplex és annak acetonban, etanolban készitett oldatainak
Mossbauer-spektrumai a 17. abran lathatok. A spektrumok felbontasa soran kapott
Méssbauer-paraméterek (4. tablazat) egy dimer szerkezet( Fe3"-komponens jelenlétét
tiikrozik. A szilard anyag Mossbauer-paraméterei a szerves oldészerekben torténd oldéas
hatasara nem valtoznak meg szamottevéen.

A tovabbiakban elvégeztiik a szilard anyag elemanalizisét. A Mossbauer-mérések
eredményei szerint dimer szerkezetii komplex képzédését feltételeztem, melyben a Fe3*-
ionok — a vizes Fe?"-oldatokhoz hasonléan FeQ(OH)f modon kapcsolodnak egymas-
hoz [40]. Ezek alapjan egy [(IA),Fe(OH),Fe(IA),| dsszegképlettel (ahol IA = indol-3-
acetat (C1oHgNO3)) jellemezhetd molekulat kapunk, a szamolt és mért elemi Gsszetétel
értékeit az 5. tablazatban foglaltam ssze. A tablazat alapjan a mért adatok a feltéte-
lezett szerkezettel jo egyezést mutatnak, a C relativ mennyiségének viszonylag nagy el-
térése mas, szintén dimer Fe-részecskek jelenlétéba] adodhat (pl. [Fey(Hy0)s(OH)o] "),
melyek képz&dése pH~2 koriil vizes oldatban kedvezményezett. Ezenkiviil az indol-3-
ecetsav oxidacioja soran keletkezd oxindol-szarmazékok is kapcsolodhatnak a prepara-
ci6 soran kapott szilard anyaghoz. Az emlitett szennyezések mennyisége azonban nem
lehet szamottevs, ugyanis a Mossbauer-spektrumok mind a szilard komplexre, mind

az etanolos, acetonos oldés soran kapott komplexekre féként egyféle Fe** kérnyezetet
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17. abra. (a) A szilard Fe-TAA komplex és annak (b) abszolut etanol, (c) aceton oldészerekben
keészitett oldatainak Mossbauer-spektrumai 20 perc elteltével fagyasztva.

minta ‘ komponens § (mms™) A (mms™') ' (mms™h) S(%)
Fe TAA szilard | Feb TAA 0,517(2) 0,564(4) 0,489(7) 100
Fe IAA Fe**IAA dimer 0,531(5) 0,487(9) 0,36(1) 100
abszolit etanol

FeTAA | Fe**TAA dimer 0,517(4) 0,538(7) 0,60(1) 100
aceton ‘

4. tablazat. A szilard Fe-TAA komplex és a Fe-TAA komplex abszolut etanol és aceton oldoszerekben
készitett oldatainak Mossbauer-paraméterei.

C H N Fe

feltételezett szerkezet 57,02 4,08 6,65 13,26
meért értékek 54,44 4,10 6,38 13,07

5. tablazat. A Fe-TAA komplexre szamolt és mért elemanalizis eredményei. Az értékek tomegszazalékos
Osszetételt jelentenek.
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mutatnak (4. tablazat), és a szilard anyagok szerves oldoszerekben maradék nélkiil ol-
dodnak. (Megjegyzendd azonban, hogy a Mdssbauer-paraméterek koziil a viszonylag
nagy vonalszélesség szarmazhat ezen anyagok jelenlététol.)

A szabad ligandum IR- és Raman-spektrumai alapjan jol elkiilonithetéek az NH
és COOH csoportokra jellemzd karakterisztikus rezgési frekvencidk (18. dbra, 6. tabla-
zat). A 3000 cm "_nél taldlhato széles abszorpciés maximum a karbonsavak asszocialt
COOH csoportjainak O—H- - - O vegyértékrezgésébol szarmazik. Erre a savra rarakod-
nak a C-H vegyértékrezgési frekvenciak is. Az 1700 cm'-nél talalhato erds és intenziv
sav a C=0 csoportra jellemz§ vegyértékrezgés, ami a COOH csoportot egyértelmten
jelzi. Az 1500 em ! alatt megjelend gyenge savok az O—H, C-O vegyértékrezgések kom-

binacioihoz tartoznak.

1,04
0,8+

0,6

Abszorbancia

0,4+

0,2

0,0 T T Y T t T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

2 (cm'1)

18. abra. A szilard indol-3-ecetsav IR spektruma.

A komplexképzdés hatéasara a szabad IAA-hoz képest megvaltozik a rezgési szin-
kép. A komplex jellemz§ abszorpcioit a 7. tablazatban foglaltam Ossze, a kozeli és
tavoli infravords tartomanyok IR spektrumait a 19. (a, b) dbrdk mutatjak. Az IAA NH
vegyértékrezgés hullamszama (3406 cm 1) a komplexképzddés hatasara lathatéan nem
valtozik meg. Az abszorpcios sav szélesedése kismértéki szerkezetbeli perturbaciora
utal, valoszintileg a kristalyos TAA-ban lévé H-kotések megvaltozasaval magyarazhato.
Ez utobbi hatés mind a COOH, mind az NH csoportokhoz tartozo rezgési frekvenciakat
befolyasolja. Ezek alapjan valoszintsithetd, hogy az indolgytird N-atomja — melynek
nemkots elektronpérja az aromés rendszer része — nem koordinalodik a Fe?'-hoz (nem

deprotonalodik a komplexképzddés soran). A 3550 cm ' hulldmszdmnal megjelend ko-
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o 1 o
Abszorpcios séavok (cm ) Asszignacio

IR Raman

3406 ie 3387 igy NH vegyértékrezgés

2736 &y, 82 OH deformaciok, C-O vegyértékrezgések
2636 gy, sz — kombinacioi, felhangjai

2539 gy, sz = — ’

1700 ie — C=0 vegyértékrezgés

1305 k 1306 igy C-0 vegyértékrezgés

1208 k — OH sikbeli deformacios rezgés

— 904 gy OH sikra merdleges deformacios rezgés
684 gy 674 gy C=O0 sikbeli deforméacios rezgés

601 gy — COO bologato rezgés

518 gy, sz — COO kaszalo rezgés

6. tablazat. Az indol-3-ecetsav NH és COOH csoportjainak rezgési frekvenciai. A tablazatban az
adott hullamszamnal jelentkezd savok intenzitasat a kovetkezd réviditésekkel adtam meg: ie-igen erds,
e-erds, k-kozepes, gy-gyenge, igy-igen gyenge, sz—széles.

—IAA
Fe—IAA komplex

1.1 g | —IAA
g
1.0 © | —— Fe—IAA komplex

Abszorbancia
o
[}
7
Abszorbancia

4000 3600 3200 2800 2400 600 500 400 300 200

2 (em™) 2 em™)
19. abra. Az TAA és a Fe-TAA komplex IR spektrumai (a) kozeli és (b) tavoli infravords tartoméanyban.

zepes intenzitasi sav (az NH vegyértékrezgési csicsan vallként jelentkezik) a Fe3'-hoz
kapcsolodo OH csoportok vegyértékrezgéseként azonosithato.

A karboxilesoportra jellemzd savok (3000, 2600, 1700 cnfl) a komplex IR spektru-
mabol hianyoznak, helyettiik 1590, 1531, 1430 és 562 cm ' hullamszamoknal talalhatok
abszorpcios savok (7. tablazat). Ez utobbiak a kétfogi karboxilat csoportok jelenlétét
bizonyitjak. Az tjonnan megjelens CC és CH, csoportokhoz tartozo rezgések az IAA
oldallancaban a vashoz torténd koordinacié hatéasara bekovetkezs konforméacios valto-
zasokat jelzik.

Az Fe;OH molekularészlethez tartozd rezgések azonositasahoz az IAA-val analog

szerkezetd indol-3-butdnsav (IBA) Fe*'-komplexére elvégzett tn. deuteraldsos mérés
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s 1 P
Abszorpcios savok (cm ) Asszignacio

IR Raman
3530 k, sz — OH vegyértékrezgés
3406 e — NH vegyértékrezgés
1590 ie 1597 igy
1531 k, vall — }COO aszimmetrikus vegyértékrezgés
1430 ie 1426 ie
282 gy, k ggg iy" 5 } CH; bologato rezgés
1150 gy 1168 gy CH, torzios rezgés
1062 gy } FeOH deformacios rezgés
— 1027 gy
945 gy, sz 948 gy } CC vegyértékrezgés
— 889 gy
. 815 gy } CH, kaszalo rezgés
708 gy 713 gy
562 gy 546 gy COO torzids rezgés
458 k 460 k Fe—OH vegyértékrezgés
399 e —
325 k — }FeO vegyértékrezgés
316 k, vall 314 gy
R 285 gy } deformécios vazrezgések
228 k

7. tablazat. Az Fe-IAA komplexben megjelens néhany jellemzd rezgési frekvencia. A tablazatban az
adott hullamszamnal jelentkezé savok intenzitasat a kovetkezs roviditésekkel adtam meg: ie-igen erds,
e—erds, k-kozepes, gy-gyenge, igy-igen gyenge, sz-széles.

eredményeit hasznaltuk fel.'> Ennek sordan az Fe-IBA komplexben a mobilis H atomokat
(OH, NH csoportok) D20 gézzel valo kezelés segitségével deutériumra cseréltiik, majd
az IR spektrumokban bekévetkezett csticseltolodasok és az irodalomban talalhat6, mas
OH-hidas atmenetifém-komplexekre mért adatok felhasznalasaval [41] azonositottuk a
hidhelyzet@ OH csoportokat. Az eredeti és a H/D csere utani Fe-IBA komplexre mért
infravoros abszorpcios savokat a 8. tablazat tartalmazza.

Az adatok koziil a legfontosabb az FeOH/FeOD csoportokban a hidhelyzet
OH/OD hajlito rezgéseihez rendelhetd csicspar, mely a mi kisérleteinkben az 1093
6s 912 em ' hullamszamoknél talalhat6. Emellett az Fe,OH csoport jelenléte esetén az
Fe-O vegyértékrezgéseinek, az Fe;OH sikbol torténd hajlito és az Fe-O-Fe deforma-
cios rezgési modusainak is el kell a H/D csere miatt tolodniuk. A legnagyobb eltolodast
szenvedd sav hullamszama 480 cm '-rél 473 cm '-re valtozott a deuteralds soran; ez a

cstces azonosithato a Fe;OH csoport egyik Fe-O vegyértékrezgésként. Az irodalomban a

10Mivel az Fe-TAA és az Fe-IBA komplexek szerkezete azonosnak adodott, az Fe-IBA komplexre
elvégzett deuteralasos mérést az Fe-IAA esetében mar nem ismételtitk meg.



Abszorpcits savok (cm™)
Fe-IBA (+H,0 g6z) Fe-IBA (+D,0 gbz) Asszignaci6

3613 gy 2696 gy OH/OD vegyértékrezgés
35564 gy 2613 gy OH/OD vegyértékrezgés
3410 e 2538 e NH/ND vegyértékrezgés
3331k, sz 2489 k, sz

OH/OD vegyértékrezgések

- 2399 gy, sz erds H-kétés esetén
3114 gy, sz 2377 gy, s2 és rezgési felhangjaik
— 2260 gy, vall
1581 gy 1237 k NH/ND deformécios rezgés
1226 gy 1139 gy CN vegyértékrezgés (gytri)
1093 k 912 gy, k } OH/OD sikbeli deformécios
1070 igy 850 gy, k rezgés
582 k 567 k Fe-OH/OD-Fe sikra mer&leges defor-
maci6s rezgés (hidhelyzeti Fe,OH)
480 k 473 k Fe-O vegyértékrezgés
(hidhelyzetd Fe,OH)
233 igy 228 gy Fe-O-Fe deformacios rezgés

8. tablazat. A deuteralas hatasara elmozduld rezgési savok az Fe-IBA komplex esetén. A savok azo-
nositasa a HoO és DO g6zoknek kitett komplexek spektrumainak kiilonbsége alapjan tortént. A
tablazatban az adott hullimszamnal jelentkezs savok intenzitasat a kovetkezd roviditésekkel adtam
meg: ie-igen erds, e-erds, k-kozepes, gy-gyenge, igy—-igen gyenge, sz-széles.

Fe!ll, Clrm7 Co™ OH-hidon at kapcsolodo oxalat- és bipiridilkomplexei esetén 500/540,
550/570 és 550/580 cm ' értékeknél lathato deuteralds hatésdra eltolodas [41]. Az &l-
talunk végzett mérésben az Fe;OH/Fe,OD sikra merdleges deformacios és a Fe-O-Fe
deformécios rezgési modusai 582/567 és 233/228 cm "-nél jelentkeznek.

A fém—karboxilat tipusi komplexek esetén fontos a fém—ligandum vegyértékrezgések
azonositasa. Ez utobbiak a tavoli inravords tartomanyban varhatok, 600 cm ' és 300
em ' kozdtt (19. (b) dbra). Az Fe-TAA esetén talalt 399 cm ' és 325 cm '-nél 16vs
savok jol mutatjék az Fe-O vegyértékrezgéseket a Fe-OOC kétésben. A 300 cm ' alatti
tartomény cstcsai a ligandumok vézrezgéseinek tulajdonithatok.

A folyadék-rontgendiffrakcios analizis soran a szerkezeti és parkorrelacios fliggvé-
nyek illesztésével sikeriilt alatdmasztani az Gsszes, eddig kapott szerkezeti informéciot.
A szerkezeti fliggvény szemikvantitativ, elzetes analizise utan megfelel6 geometriai
modell segitségével a modell szerkezeti fliggvényt illesztettiik a kisérletbél kapotthoz,
majd az illesztett és mért fliggvények eltérését minimalizalva finomitottuk a geometriai
paramétereket. A ligandum (TAA) szerkezeti paramétereit korabbi rontgenkrisztallo-
grafias eredmények alapjan valasztottuk meg [42]. Ezeket a paramétereket rogzitve egy
kezdeti, durva szerkezetet kaptunk, majd az illesztésben figyelembe vettiik a komplex—

olddszer és az oldoszer-oldoszer jarulékokat is. A kovetkezd lépésben a koordinacios
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szamok konstans értékei mellett az atom—atom téavolsdgokat és az atlagos tavolsagtol
valo eltéréseket finomitottuk, majd ezek utan a koordinacios szamokat optimaltuk. A
folyamat ismétlését egy minimélis josagi tényezs eléréséig folytattuk. A parkorrelacios
fliggvényt a 20. abra mutatja, az illesztéseket a kiilonbség parkorrelacios fiiggvényre
(a mért oldat és az oldoszerbdl és a ligandumbol szarmazo intramolekularis jarulékok

kiilonbsége) vegeztiik el.

3 oldat
—— ligandurm intrarmalekul aris
—— oldaszer intramolekularis
oldat-intramolekularis jarulékok
2
—_
=
=
>
1
0 \'JMJ . - . .
0 2 4 6 8 10

20. abra. A [(IA)2Fe(OH)Fe(IA)z] 0.5 M-os metanolos oldataban mért péarkorrelacios fiiggvény és
a szamolt oldoszer intramolekularis, ligandum intramolekularis jarulékok, tovabba a kiilonbség =
(oldat)—(intramolekularis jarulékok az olddszerbél és a ligandumbol) parkorrelacios fiiggvény. A mo-
dellalkotés és az illesztés a kiilonbséggorbére lett végezve.

Az els6 cstics 1,45 A kériil t6bb intramolekularis jarulék egyiittes hatésahoz rendel-
het6. Ide sorolhatok a metanol C-O, O-H, a ligandum C-O, C-N, C-H, O-H jarulékai.
Ezck a kdlesonhatasok valoszintleg a kovetkezs, 2 A-nél talalhato csticshoz is hozza-
jarulnak. Ezért a cstcsért azonban f6ként az Fe—O kdlesonhatés a felelss. A 2,9 A-nél
jelentkezs vall és a koriilotte talalhato tartomény az O-O (komplexbeli és olddszer-
beli), az Fe-C, ¢s az Fe-Fe kolesonhatasokbol szarmazik. Egy meglehetGsen sszetett,
jelent6s cstics talalhato 3,5 A koriil. Ez kétféle C-O kolesénhatasbhol adodhat: egyrészt
a metanol molekulak kozotti C-O kolesonhatésbol, mésrészt a komplexben 1évé C ato-
mok és az azt koriilvevs metanolmolekulak O atomjai kézotti kolesonhatasbol. A 4-6 A
tartomanyban megjelend széles cstics C—C kolesonhatasokbol szarmazik. Ehhez mind a
komplex, mind a koriilétte 1év6 szolvatburok hozzajarul, de a cstcs tovabbi felbontasa
Osszetettsége miatt nem lehetséges.

Az illesztések soran kapott végss szerkezeti paramétereket a 9. tablazatban fog-

laltam Ossze. Az illesztés soran a Fe-O tavolsag 2,00 + 0,01A-nek, a Fe-Fe tavolsag
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koordinalodo r(A) n 1(A)

atomok

komplex

Fe-O 2,00 (1) 5 (1) 0,10
Fe-Fe 3,01(1) 1,00(1) 0,20
Fe-C1 2,9(2) 2,00(5) 0,2
Fe-C2 3,96 (5) 3,8(5) 0,25
Fe-C3 4,64 (5) 3,4(5) 0,35
Fe-C4 5,00% 6* 0,35%

O-O (OHhid)  250(3) 1(2) 0,10
0-O (Fe kérill) ~ 2:83(2) 2.8(5) 0,10

C-C1 4,75% 2% 0,25
Cc-C2 5,20% 2% 0,30
oldoszer

0-0 2,85(5) 4,0(5) 0,17
C-0 3,46(5) 2,8(5) 0,25
Cc-C 4,61(5) 4,6(5) 0,40
komplex—oldoszer

C-0 3,58(8) 2% 0,30

9. tablazat. A [(IA)2Fe(OH);Fe(IA)z] komplexre kapott szerkezeti paraméterek 0,5 M metanolos ol-
datban. A zardjelben az utolsé értékes jegy hibajat tiintettem fel. A *-gal jelolt paraméterek az
alkalmazott modellbdl adodtak, értékeit a paraméterek optimalasa soran allandénak tekintettiik (r:
atom—atom tavolsagok, n: koordinicios szam, I: atlagos tavolsag koriili szoras)

21. abra. Az [(IA),Fe(OH)Fe(IA),] komplex sematikus szerkezete gomb és palcika modell segitségével
abrazolva.
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3,01 + 0,01A-nek, az atlagos Fe—O koordinéciés szam pedig 5,00 & 0,01-nek adodik.
Az O-0 és a Fe-Fe koordinacios szam az OH-hidnak megfelelen 1,00 & 0,01. Ezek a
paraméterek jo egyezést mutatnak a vizes Fe?-oldatokban a hidrolizis soran kialakulo
dimer és polimer, OH-hidon Gsszekotitt Fe-komplexekre ([(H20)4Fe(OH)yFe(Hy0)4]"")
kapott irodalmi adatokkal [43]. Minden Fe atomot hat O atom vesz koriil: ezek koziil
négy a deprotonalt TAA-bol (TIA), kett az OH-hidbol szarmaztathato. A komplexet
ezen feliil metanolmolekulak veszik koriil, melyek a kézponti Fe*™-ionok koriil egy méa-
sodik ligandumszférat képeznek. Ez utobbi kb. két metanolmolekulat jelent minden C
atomra, 3,58 4 0,08A tavolsdgra. Az [(TA),Fe(OH)yFe(TA),| komplex altalunk kapott

paraméterek alapjan megszerkesztett, idealizalt szerkezete a 21. abran lathato.

2.4.4. A viz hatasa a vas—indolecetsav komplex szerkezetére

A vas-indolecetsav elegyek vizsgalata esetén mind a Mdssbauer-spektroszkopias, mind
a spektrofotometrids mérések mutattak, hogy a Fe? -ionok és IAA reakciéjahoz viz je-
lenléte sziikséges. A vas TAA hatasara bekovetkezo redukeioja, illetve a Fe-TAA komplex
képzddése csak megfelel6 mennyiségi viz esetén volt kimutathato. A spektrofotometrias
mérések alapjan a szilard Fe-TAA szerves oldoszerben torténd ismételt oldasa utén viz
hozzédadasa nem valtoztatta meg a komplex abszorpcios spektrumat (14. abra). A viz
Fe-TAA komplex szerkezetére gyakorolt hatasanak tovabbi vizsgalatdhoz Mossbauer-
és IR-spektroszkopias méréseket végeztem.

A Mossbauer-mérésekhez a szilard anyagot etanol, aceton oldoszerekben feloldot-
tam, majd a rendszerhez vizet adtam 1:50 viz:etanol és viz:aceton térfogataranyban (ez
kb. 12 molekula vizet jelent vasatomonként). A viz hozzdadasa utan mért Mossbauer-

spektrumokat és a spektrumok paramétereit a 22. abra és a 10. tablazat tartalmazza.
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22. abra. A szilard Fe-IAA komplex (a) etanol-viz és (b) aceton—viz elegyében készitett oldatainak
Mossbauer-spektrumai 20 perc elteltével fagyasztva.
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minta |komponens § (mms™) A (mms™') I' (mms™t) S(%)

Fe-TAA Fe™TAA dimer  0,529(9) 0,570(2) 0,45(3) 100
etanol-viz
Fe-TAA FeTTAA dimer  0,498(8) 0,73(1) 0,65(2) 100

aceton—viz

10. tablazat. A szilard Fe-TAA komplex etanol-viz és aceton-—viz elegy¢ben készitett oldatainak
Méssbauer-paraméterei.

A Mossbauer-spektrumokat és paramétereket a szilard anyag spektrumaéaval és pa-
ramétereivel (17. dbra, 4. tablazat) Gsszevetve lathato, hogy a vas a vizet tartalmazo
oldatokban is +3 oxidacios allapotban van jelen. Ezekben az oldatokban tehat redukcio
nem mutathato ki, a dimer [(IA);Fe(OH),Fe(IA)s] komplexben talalhato vas oxidécios
allapota nem véltozik meg. A kvadrupolusfelhasadéas névekedése azonban a komplex
szerkezetében viz hatasara bekovetkezs valtozasokat jelez. Valoszintleg a HoO moleku-
lak is szerepet kapnak a koordinaciéban. IR mérések segitségével ez utobbi valtozast
sikeriilt bizonyitani: deuteroacetonban elvégzett folyadék IR mérések szerint az oldas
soran viz hozzdadasara COOH csoportokra jellemzs abszorpcios frekvenciak jelentek
meg, illetve a Fe-O vegyértékrezgések magasabb hullamszamok felé tolodtak. A két
eredmény alapjan a Fe-OOC kotések részleges felbomlasat feltételezhetjiik, ahol a sza-
bad koordinacios helyeket HoO molekuldk foglalhatjak el.

2.4.5. A vas-indolecetsav kozott lezajlo redukceid lehetséges mechanizmusa

Amint az el6zéekben részletesen bemutattam, megfelelé mennyiségi viz jelenlétében
az IAA Fe’T-ionok hatésara kétféle atalakulason megy keresztiil. Az egyik reakcio a
[(TA)oFe(OH)yFe(1A),] komplex képzédése, mellyel parhuzamosan a Fe3"—TAA kozott
egy redoxireakei6 is lejatszodhat.

Trodalmi adatok szerint az TAA oxidalodasanak indito reakciolépése az aroméas rend-
szerbdl egy egyelektron-vesztéssel kialakulo gyok, mely a pH-t6l fliggen indolilgyokké
(lagos kozeg) vagy szkatolgyokké (savas kozeg) alakulhat (23. abra). Az IAA peroxi-
daz enzimek hatasara véghemend oxidacioja esetén kimutattak, hogy az enzim oxidalt
(Fe* -tartalmu) formaja és az IAA kézott az elektrondtmenet nem kozvetleniil jatszo-
dik le, hanem a mar emlitett szkatolgydk felelss az enzim redukilt (Fe?'-tartalmu)
formédjanak kialakulasaért [19]. A szkatolgyok képzédésehez a rendszerben egy enzim-
oxigén-TAA harmas komplex kialakulasa sziikséges, anaerob koriilmények kozott nem
torténik reakcio.

A 23. abran feltiintetett els6 lépés az egyelektron-atmenet, irodalmi utalasok sze-

rint oxigén jelenlétében az IAA vizes oldataban spontan is végbemehet, ami az ezaltal
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tovabbi oxidalt
indolszarmazékok

23. abra. Az IAA oxidaciojanak lehetséges kezdeti lépései [25] alapjan.
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kialakul6 gyok dekarboxilezédéséhez vagy deprotonalodaséahoz vezet [19-21]. Az iroda-
lom alapjan az esetleges tovabbi redoxireakciok kiindulovegyiilete a dekarboxilezédési
reakciéban kapott szkatolgyok.

Az elmondottak szerint az altalam osszeallitott Fe3™TAA rendszerekben tapasz-
talt Fe*"-redukei6 valoszintileg nem kozvetlen Fe-TAA elektronatmenet soran valésul
meg, hanem elsGsorban a mar emlitett, IAA-bél oxigén jelenlétében képzsds szkatol-
gyok reagalhat az oldatban 16v6 Fe? -ionokkal. Ezt a feltételezést megerdsiti, hogy az
TAA-val analég szerkezetd, de oldallancukban eltéré molekulak azonos reakciokoriil-
mények kozott valtozé mennyiségi Fe?™ kialakuldsat eredményezik. Ezt a kisérletet
indol-3-karbonsav (ICA), indol-3-propionsav (IPA), indol-3-butansav (IBA) és tripto-
fan (TRP) segitségével végeztem (24. abra), a vizes oldatok 15 perc reakcioidd utéan

kapott Mossbauer-spektrumai a 25. abran lathatoak.

COOH
\ \ COOH \ COOH
N N N
) H
indol-3-karbonsav indol-3-propionsav indol-3-butansav
NH,
COOH

A\

N
H

triptofan

24. abra. A redukci6 mechanizmusanak vizsgalatdhoz felhasznalt, TAA-hoz hasonlo szerkezetii ligan-
dumok szerkezeti képletei.

A spektrumokat az IAA esetén kapott spektrummal dsszevetve (10. (a) abra, 24. ol-
dal) lathato, hogy TRP esetén nincs redukeio, mig az ICA kevesebb, az IPA, IBA kozel
azonos mértékd redukciot eredményez. Az oldallanc Osszetételének valtoztatasa elss-
sorban a dekarboxilezGdési reakciora lehet hatassal (pl. TRP esetén kimutattak, hogy
pH 7-en nem toténik dekarboxilezédés [26]), ami egyben a tovabbi redoxireakciokat, igy
a Fe?"-ionoknak torténd elektronatadast is meghatarozza. Természetesen a fent vazolt

mechanizmus bizonyitasahoz tovabbi kisérletek sziikségesek.
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25. abra. Az IAA tartalmi oldatokkal azonos kériilmények kozott készitett (a) Fe*'—TRP, (b) Fe?—
ICA, (c) Fe3*-IPA, és (d) Fe*' -IBA oldatok Méssbauer-spektrumai 80 K hémérsékleten, 15 perc allas
utan fagyasztva.
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3.

A novényi vasfelvétel vizsgalata

3.1. A kutatas hattere
3.1.1. A novények asvanyos taplalkozasa

Egyes szervetlen sok novényi novekedésre gyakorolt kedvezs hatasat a mezGgazdasig-
ban mar tobb, mint 2000 éve ismerik. Mar az 6korban meszet és névényi hamut ada-
goltak a talajhoz, hogy a novények terméshozamat noveljék. Ennek ellenére 150 évvel
ezel6tt még tudoméanyos vitak folytak arrdl, milyen mértékben sziikséges a novények
fejlédéséhez a szénen, hidrogénen és oxigénen kiviil méas elemek jelenléte. A névények
asvanyos taplalkozasa mint 6nallo tudoményag létrejotte Justus von Liebig (1803-1873)
munkassagahoz kotddik. Tudoményosan megalapozott, kisérletekkel aldtamasztott is-
meretek azonban csak a XIX. szdzad masodik felében és a XX. szazad elején sziilettek.

A novényi szovetben mintegy 40-50 elemet sikeriilt kimutatni, de ezek koziil csak
néhany tekintheté az életfolyamatokhoz nélkiilozhetetlennek, ezeket esszencidlis tap-
elemeknek!! nevezziik. Az esszencidlis tédpelemekbd] a névények sziikséglete igen val-
tozo. A nagyobb mennyiségben sziikséges elemeket (nitrogén, kalium, kalcium, foszfor,
magnézium, kén) makroelemeknek, a kisebb mennyiségben sziikségeseket (klor, bor,
vas, mangéan, cink, réz, molibdén) mikroelemeknek nevezziik. Egyes elemek, mint a
natrium, szilicium, szelén, kobalt, kedvez6 névényélettani hatasa ismert, azonban nél-
kiilozhetetlenségiik egyelére nem bizonyitott. Az egyes elemek széveteken beliili atlagos
koncentraciojat a 11. tablazat mutatja. A névények asvanyos taplalkozasat szamos mo-
nografia osszefoglalja, ezek koziil nemzetkozi szinten is legjelentésebb Horst Marschner
munkaja [45|, de magyar nyelvid szakirodalmat is emlithetiink [46].

Az anyagcsere meghatarozo lépésel az anyagok mozgasa a sejt és kornyezete, vala-
mint a sejtszervek és a citoszol kozott. A novényi sejt vézlatos felépitését a 26. abra
mutatja. Az allati sejtekhez képest a legfontosabb kiilonbség a sejt membranjat hata-
rolo sejtfal jelenléte. A sejtfal két {6 komponensbdl all: egy orientalt mikrofibrillaris
struktarabol és a matrixbol, melybe ez a rendezett strukttra beagyazodik. A noveényi

1Az esszencialis tapelem kifejezést elgszor Arnon és Stout javasolta 1939-ben [44]. Ahhoz, hogy egy
clemet esszencialisnak tekintsiink, harom feltételnek kell teljesiilnie: (i) az adott elem hidnya esetén
a novény elpusztul, miel6tt életciklusat befejezné, (i) funkcidja nem helyettesitheté valamely més
elemmel, (iii) kozvetleniil részt kell vennie az anyageserében, pl. egy enzim komponenseként.
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Elem Abszorbeélt forma Koncentracio a névényben
(umol/g széraztomeg)
MAKROELEMEK
nitrogén NOs, NHj 1000
kélium K* 250
kalcium Ca*t 125
foszfor HyPO, 60
magnézium MgQJr 80
kén SO47 30
MIKROELEMEK
klor cl 3,0
bor BOY, B,OZ 2,0
vas Fedt 2,0
mangan Mn*" 1,0
cink Zn*" 0,30
167 Cu’, cu®’ 0,10
molibdén  MoOF 0,001

11. tablazat. A novények esszencialis elemtartalma [45] alapjan.

|
kloroplaszt
mitokondrium

sejtfal
plazmamembran

' : h“’ l -

vakuélum

mikrofilamentumok
vezikulumok
Golgi-készilék

endoplazmatikus
retikulum

magmembran

sejtmagvacska
sejtmag

26. dbra. A novényi sejt vazlatos felépitése.
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sejtfalnak két fajtajat kiilonboztetjiik meg: az els6dleges (primer) sejtfalat és a méasod-
lagos (szekunder) sejtfalat. A primer sejtfalat hemicelluloz, celluloz, pektin, kiilonbozs
sejtfalfehérjek, sejtfalenzimek alkotjak. A szekunder sejtfal fehérjéket nem tartalmaz,
a matrix anyagai koziil tobbnyire hianyzik a pektin, celluloztartalma joval magasabb a
primer sejtfaléndl. Kiilonbozs jarulékos anyagok (lignin, kutin) lerakodéasa miatt a ma-
sodlagos sejtfal megvastagszik, tovabbi megnytlasra képtelen, merev strukturat alkot.

A sejt tapanyagfelvételében a sejtfal fontos szerepet tolt be: héalozatos allomanya
nagy feliiletet biztosit az oldatban 16v6 ionok megkotésére, illetve kiilonb6z6 atmérdji
porusai lehetévé teszik a nagy molekulatomegt anyagok kisziirését.'> Emelett fontos
megemliteni a sejtfal ioncseréls képességét is, mely a jelentGs mennyiségii poligalaktu-
ronsav jelenlétének koszonhetd.

A sejtfal allomanya alatt talalhato a sejtet hatarolé membran (plazmamembran),
mely kb. 10 nm vastag, egyrétegti membran. A sejt belsejében (citoplazma) szamos
sejtszervecske kiilonithets el. Ezek koziil az anyagraktarozas szempontjabol legjelentd-
sebbek a vakuolumok'® és a plasztiszok!*. Transzmisszios elektronmikroszképos képen

a sejtszervecskék konnyen azonosithatok (27. abra).

27. abra. Algasejt transzmisszios elektronmikroszkopos képe. V: vakuolum, CW: sejtfal, PM: plazma-
membran.

Az anyagfelvétel és a kiilonb6z6 tavolsagokra torténd anyagszallitas magyarazatara
fontos bevezetni az apoplaszt és a szimplaszt fogalmat [45]. Az apoplaszt a sejtfalak
Gsszességét jelenti (pontosabban minden membranon kiviil es6 részt). Osszefiiggs, ha-

2Trodalmi adatok szerint a pérusok maximalis atmérdje 5 nm koriil van [47].

13Egyrétegti membrannal hatarolt szerkezeti elemek, melyek az érett névényi sejt térfogatanak mint-
egy 90%-at teszik ki. A vakuélumban a legkiilonboz&bb anyagok halmozodhatnak fel: szervetlen ionok,
aminosavak, cukrok, specialis anyagcseretermékek. A vakudlum a sejt anyagceseréjét tekintve agy vi-
selkedik, mint egy ,kiils6 tér”, a membranjan atjutott anyagok a késébbiekben mar nem befolyasoljak
az anyagcserét.

M Endoszimbionta eredetii, kettds membrannal hatarolt sejtorganellumok, melyek keményitot, zsi-
rokat, fehérjéket raktarozhatnak.
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lozatos allomanya biztositja az adott szovet sejtjei szaméra a kiilsg térrel (tap-, illetve
talajoldattal) torténd megfelel érintkezést. A szimplaszt alatt a citoplazmék rendsze-
rét értjiik. A szomszédos sejtek citoplazmait plazmafonalak (az tn. plazmodezmék)
kotik ossze, melyeknek koszonhetGen a szimplaszt is Osszefliggs szerkezett.

A tapanyagfelvétel és az anyagtranszport elsGdleges szerve a gyokér. A gyokér szo-
vetfajtainak elhelyezkedését a 28. dbra, a gyokérsejtek kozotti transzportfolyamatokat

a 29. abra szemlélteti. Miel6tt az egyes anyagok elérik a plazmamembran feliiletét,

gyOkeérszorok

kdzponti ! /
henger /

28. abra. A) Kukorica gyokeér keresztmetszeti képe. B) A gyokér keresztmetszetének vazlatos felépitése
X: xilem, C: Caspary-féle megvastagodas.

sztélé
xilem xilem

n rmisz .
endodermis parenchima

rizodermisz kéreg

citoplazma
vakuolum

---------------

Caspary-féle
megvastagodas

29. abra. A gyokérsejtek kozotti transzportfolyamatok vézlatos abraja [46] alapjan. Az abran kor jelzi
az aktiv transzportot végz6 enzimeket.

érintkezésbe kell keriilnilik az apoplaszttal. Az apoplaszton belill az egyes anyagok
passziv transzportja valosul meg, ami altal mind a rizodermisz, mind a kéreg sejtjei
érintkezésbe keriilhetnek a tap- vagy talajoldattal. Ezt a transzportfolyamatot viszont
az endodermiszben lerakodo hidrofob anyagok akadalyozzék (ez a lerakodas alkotja a
Caspary-féle megvastagodast), igy a kozponti hengerben (sztéle) elhelyezkeds szalli-

toelemek (xilem-parenchima, xilem) sejtjeibe mar csak a plazmamembranon keresztiil
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torténd transzport utan juthatnak be az egyes tapelemek (ez utobbi folyamat nagyrészt

aktiv transzport).

3.1.2. Vasfelvételi mechanizmusok és a vas transzlokacigja a novényi szovetekben

A vas a novények szaméara az egyik legfontosabb esszencialis mikroelem. A talajban
altalaban oxidok, szilikatok, foszfatok és szulfidok alakjaban fordul els. A talajok nagy
részében az Gsszvastartalom jelentésen meghaladja a névények sziikségleteit, viszont
a ténylegesen felvehetd (oldhato forméban jelen 1évé) vas koncentracioja az emlitett
asvanyok — feként az oxidok — széles pH tartoméanyban felléps rossz oldodasa miatt
csekély. A talajbeli vas felvehetGségét sok tényezé befolyasolja. Figyelembe kell venni a
szilard anyag szemcseméretét, a talajoldat pH-jat, ionerGsségét, illetve a komplexképzs
ligandumok (tébbnyire szerves savak) jelenlétét is. Az irodalom alapjan az egyes vas-
oxidok oldhatésagi szorzatai nagysagrendileg 1074 és 1073 kézott vannak [48]. Az igen
gyakori hematit (0-FepO3) és goethit (a-FeOOH) a legkevébé oldhato vas-oxidok kozé
tartoznak. A viszonylag jobban old6dé Fe(OH)s-bol pH = 4-en még 10~7 mol dm ™
van oldatban, azonban egységnyi pH emelkedés soran az oldhatosag ezred részére csok-
ken. A novények normalis életmiikodéséhez 1078 mol dm ™ oldatbeli vaskoncentracio a
kritikus also érték [49]. Mivel a talajok pH-ja altalaban 4-9 kozott valtozik (ezen kiviil
es6 értekek toxikusak a novény, elsdsorban a gyokér szaméra), igy a vas elérhetésége
a novények szempontjabol legtobb talaj esetén erdsen korldatozott [46]. A vashianyos
allapot elkeriilése érdekében tehat sziikségessé valt olyan aktiv transzportmechaniz-
mus kialakitasa, mely megfelels hatékonysaggal képes a talajbeli vasat mobilizalni és

a gyokér sejtjel szamara elérhetévé tenni.

A novények kétféle stratégiat fejlesztettek ki a vas felvételére [50,51]. Az elsd straté-
giat kovets novenyek (kétszikiek és a fiifelek kivételével az egysziktiek) a vasat, mely ae-

UL allapotban fordul eld, elgszor a plazmamembran feliiletén

rob koriilmények kozott Fe
redukiljdk, majd a képzédott Fe'l-t transzportéljak a sejt citoplazméjaba (30. abra).
A redukciot specialis enzimek végzik, melyek koziil els6ként az FRO2-nek nevezett vas-
kelat reduktéaz enzim génjét azonositottak Arabidopsis thalianabdl [52]. Kés6bb megta-
laltak ennek analogjait is. A vas-kelat reduktéazok miikodésiikhoz a citoplazma FADH,
vagy NADH vegyiileteit hasznaljak elektrondonornak. A keletkezd, +2 oxidacios &l-
lapotu vasat egy kétértékikation-transzporter, az IRT1 juttatja be a sejtbe [53]. A
redukeio sebessége vashianyos esetben névekszik [54], illetve a gyokerek protonleadasa
(ezaltal a rizoszféra erGteljes savasodasa) is fokozodik [51]. Néhany novényfaj esetén

az emlitett valtozasok mellett megfigyeltek a vashidny hatéséra bekovetkezd morfolo-
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I. stratégia II. stratégia

L]
H < (AHA2, H PS< PS
ADP
Fe'"-kelat | | NADH
D(Fkoz)g
Fe" NAD'
Fe' (IRT1) > Fe' Fe'-PS CYSD) > Fe'-PS
apoplaszt —  szimplaszt apoplaszt —  szimplaszt

30. abra. Az L. és II. vasfelvételi stratégiat kovets novények vasfelvételi mechanizmusa (AHA2: Arabi-
dopsis (P-tipustt) H'-ATPéz, FRO2: vas(IIl)-kelat reduktaz, IRT1: vas(II) transzporter, PS: fitoszi-
derofor, YS1: vas(III)-fitosziderofor transzporter).

giai modosulasokat is, pl. az oldalgyckerek megrovidiilését, transzfersejtek'® fokozott
képzGdesét, fenolos anyagok szintézisét és leadasat [55].

A masodik stratégiat kovets novények (fifélek) specialis, vas(III) komplexala-
sara képes vegytileteket (fitoszideroforokat) szintetizalnak, és adnak le a rizoszféraba
(30. &bra). A Fe'fitoszideroférok rendkiviil stabil komplexek (stabilitasi allandojuk
10%® nagysdgrendbe esik [56]), melyek membrénon keresztiil torténd transzportja en-
zimatikusan zajlik (YS1 transzporter).’S A leggyakrabban el6fordulé fitosziderofor a
mugineinsav és a 2'-deoxi-mugineinsav, melyek szerkezeti képletét és szintézisiik egyik
kiindulasi vegytiletét, a nikocianamint a 31. dbra mutatja.

Jollehet a vasfelvételi mechanizmusok genetikai hattere, a vasfelvétel regulacioja
egyre részletesebben ismert, a vas apoplasztbeli megkotése, a plazmamebranon ke-
resztiili transzportot kovetd tovabbi atalakulasai, a gyokérbol mas vegetativ szervekbe
torténd transzportja részleteiben maig nem tisztéazott. A talaj- és a tapoldatban je-
len 16v6 részecskék — ahogy a sejtfal szerepének téargyalasanal emlitettem — elGszor a
sejtfalban adszorbealodnak, illetve a szovet azon részében, melybe a viz és az oldott
anyagok egyarant behatolnak (32. abra). A sejtfal ez utobbi részét szabad helynek
nevezziik.!” A Fe3*-ionok egy része a sejtfal negativ toltéseit ado galakturonsavak kar-
boxilesoportjain kotddik meg (Donnan free space, DFS), vagy a sejtek altal leadott

15Nagy membranfeliilettel rendelkezd sejtek, melyek nagy mennyiségii anyag szallitisara specializé-
lodtak.

16 A fitosziderofor szintézis és Felll-fitosziderofor transzport genetikai hatterével részletesen szamos
irodalom foglalkozik [57,58].

17A szabad hely meghatarozasa kisérletileg nehézségekbe iitkozik, helyette az tn. latszolagos szabad
hely (apparent free space, AFS [59]) értékét szoktak megadni. Az AFS egy hipotetikus térfogatot jeldl,
mely abban az esetben egyezik meg a szabad hely térfogataval, ha a sejtfalban és a sejtfalon kiviil 16vé
oldat koncentracioja pontosan megegyezik.



COOH COOH OH COOH COOH OH
N/\KKH/\)\COOH <EN/\/X\H/\)\COOH
OH
mugineinsav 2'-deoxi-mugineinsav
GOOH COOH NH,
éN/\)\N/\)\cooH
H

nikocianamin

31. abra. A mugineinsav, a 2’-deoxi-mugineinsav és a nikocianamin szerkezeti képlete.

1) Anionok a seijtfal
szerkezetében

© kationok

e
©~ anionok

Makroporus WFS
Mikroropérus, ; DFS

32. abra. A sejtfal porusainak sematikus felépitése. WFS (water free space), viz szabad hely: a kiilss
oldat szabadon aramolhat, azaz az anyagokat a kiils6 oldattal azonos koncentracioban tartalmazza;
DFS (Donnan free space), Donnan szabad hely: a kationok megkotSdnek a sejtfal negativ toltést
hordoz6 karboxilat csoportjain.




szerves savak (citromsav, almasav) komplexeként oldatban marad (water free space,
WES). Az anionok és a toltéssel nem rendelkezd részecskék szintén oldatban maradnak
a mikro- és makroporusok iiregeiben [45]. A fent emlitett folyamatokat természetesen
nemcsak a novény, hanem maga az oldatban taldlhato vasvegyiilet is befolydsolja.®
Adott tapoldat-Gsszetételekre analitikai szoftverek segitségével (pl. MinteqA2 [61]) meg
lehet becsiilni a Fe'! kiilénbz6 formainak szézalékos ardnyat, ami segitséget nytjthat a
sejtfalban lejatszodo folyamatok megértéséhez.'? Az apoplasztban jelen 16v6 kiilonbozé
vasformakrol pontos kisérleti informaciok nincsenek, altalaban csak mennyiségi anali-
tikai mérések az apoplaszt és szimplaszt sszes vastartalméra vonatkozolag [54, 63].%
A vas sejten beliili forméja és mennyisége szigortian szabélyozott, mivel a komplexbe
nem kertils, illetve mas vegyiiletben nem kotott, ionos forméju vas reaktivitasa révén
toxikus mellékfolyamatokat indithatna el. A sejt anyagcsere-folyamataiban képzsds
szuperoxid és hidrogén-peroxid molekuldk a sejt szamara onmagukban nem karosak,
azonban Fe?™ és Fe?T-ionokkal reagalva rendkiviil reaktiv hidroxil gyokoket eredmé-

nyeznek a sejten beliil (Fenton-reakcio) [64]:

Fet + 05 — Fe?' + O (c)
Fe* + HyOp — Fe** + OH + OH' (d)

Eppen ezért szitkséges, hogy a sejt belsejébe beléps vas valamilyen kotott formaban
raktarozodjon, ugyanakkor sziikség esetén mobilizalodni tudjon [45]. A vas sejtmiiks-
désben kozvetleniil részt vevs hanyada hem-proteinekként?!, vas-kén proteinek®? for-
majaban, illetve mas enzimek (pl. lipoxigenazok) fémkomponenseként van jelen. Emel-
lett jelentés mennyiség raktarozodhat ferritin formajaban a nem-zold plasztiszokban?,

mely egy barmikor remobilizalhato vasfelhalmozast tesz lehet6ve 65).

18K ilonboz6 59Fefjelzett vegyiiletekkel tortént vizsgalatok ramutatnak arra, hogy a vas apoplaszt-
beli megkstddését erdsen befolyasolja a tapoldatban Fe-forrasként alkalmazott Fe''l-kelat (pl. Fe-
EDTA, Fe-citrat), illetve jelentGs hatassal van ra mas ionok jelenléte is (pl. a N-forrasként adagolt
nitrat, karbamid vagy ammonium) [60].

19Paldaul Felcitrat esetén, modositott Hoagland tapoldatra négy 6 vasformat allapitottak meg:
2,8% FeHPO{ , 1,1% FeCits, 71,8% Fe[CitOH]", 24,0% |[FeyCito(OH),|*, ahol Cit—citrét [62].

20Kivéve vastiladagolas vagy szélsGséges kornyezeti hatasok — erdsen savas vagy erdsen ligos tala-
jok, fémszennyezés — esetén, ekkor a gyokeér feliiletén kivalhatnak vas-oxi-hidroxidok, szulfat,- illetve
foszfattartalmu asvanyok.

21A hem tartalmu fehérjek elsGsorban a citokromok, melyek kloroplasztokban, mitokondriumokban,
nitrat reduktéazokban az elektrontranszport folyamatok lebonyolitasaért felelnek. Néhany katalaz és
peroxidaz enzim szintén hem-csoportot tartalmaz (ezek lehetnek sejtfalban miikods enzimek is, pl. a
fenolok ligninné térténd polimerizaciojat katalizalo enzim).

22 A legismertebb koziiliik a ferredoxin, mely aktiv centruméban két Fe-atomot tartalmazo fehérje,
szamos elektrontranszport-folyamat résztvevdje.

23A levélben a kloroplasztiszok tartalmazzék a legtébb vasat, mintegy 80%-4t a jelen 16vS Gsszes
vasnak, azonban ezek az elektrontranszport rendszer elemeiként és nem ferritin formajaban jelennek
meg.



A ferritin az élovilagban széles korben elterjedt vasraktarozo fehérje, melyben a fe-
hérjeburok belsejében a vas nanoméretii aggregatumok formajaban ferrihidritként van
jelen (33. abra). A ferrihidrit hidratalt Fe'-oxidnak tekinthets, melynek szerkezete ala-
csony kristalyos rendezettséget mutat. Por-rontgendiffrakeios analizisek alapjan hiba-
helyekkel rendelkezé hematit struktiranak tekinthetd [48|. Pontos 6sszegképletet nem
lehet megallapitani, mivel a szerkezetbe beépiils OH és HoO mennyisége képzGdési ko-
riilményektd] fiiggben valtozik, az dsszetételre altalaban jo kozelités a 5Fes03.9H,0 [66].
Ezen kiviil a ferrihidrit szerkezetébe foszfat is beépiilhet, mely meghatérozza annak
kristalyos rendezettségét. Asvanyi magja atlagosan 1800-2500 vasatombol all, atmé-
r6je 5,2-8,0 nm kozott valtozik [48,66]. A novényi ferritin tobbnyire amorf szerkezetd
ferrihidritet tartalmaz, melynek szemcsemeérete kisebb, mint az allati szévetekbdl izolalt

ferritin vas centruma, és foszfattartalma is magasabb.

PROTEIN-DIMEREK

12,5 nm

@ferrihidril * foszfat
33. abra. A ferritin sematikus felépitése [48] alapjan.
Az eddig felsorolt vasraktérozasi helyek mellett fontos megemliteni a sejtben Fe''-
komplexek formajaban, oldott allapotban 1évé vasat is. Régota ismert, hogy a citromsav
mely nagy mennyiségben termelddik a sejtekben — szerepet jatszik a Fe''! komplexalé-

_citrat

saban ¢s szallitoszovetbeli transzportjaban (a xilemnedvben kimutatték az Fe
jelenlétét [67,68]). A sejtekben egy masik potencialis kelatképzs a nikocianamin (NA,
31. abra), mely magasabb rendd névények esetén minden szovetben jelen van, és mind
Fe3*, mind Fe?* ionokkal stabil komplexet képez semleges, illetve gyengén ltgos kém-
hatés esetén |69, 70]. Emellett NA-hidnyos chloronerva paradicsommutacioban megfi-
gyelték a vas vakuolumokban és mitokondriumokban torténd kivalasat is [71], ami az
NA vastranszportban betoltott potolhatatlan szerepére utal. Pich és munkatéarsai ravi-
lagitottak arra, hogy az NA koncentracio bab és paradicsom névényekben korrelaciot
mutat az adott helyen 1év6 vaskoncentracioval [72]. A fent emlitett eredmények ellenére

az Fe-NA komplex jelenlétét a szimplasztban kisérletileg még nem sikeriilt igazolni.
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3.1.3. Nehézfémek hatasa a novények vashaztartasara

A kornyezetszennyezé nehézfémek, melyek széles korben megtalalhatok a kiilonb6zs
talajokban, befolyasoljak a novények ionfelvételét, ezen beliil jelentésen modositjak a
vasfelvételt is. Ezek az anyagok tobbnyire a névények gyokerében halmozodnak fel, kis
résziik azonban a novény mas vegetativ szerveibe (szar, levél) is transzportalodik. Az
egyes szervekben torténd felhalmozodas kiilonbéz6 hidnytiinetek megjelenését okozza,
melyek koziil kitiinik a vashianyos allapot. A talajba adagolt mesterséges kelatkézsk
(pl. EDTA), a talaj pH-ja, huminsav-tartalma mind befolyasoljak az emlitett akkumu-
lacot. A nehézfémionok felvételére, illetve a nehézfémionok és a vasfelvétel kapcsola-
tara vonatkozé ismereteink egyelére hidnyosak, jollehet szoros Osszefiiggés mutatkozik
a felvételi mechanizmusok kozott. A kérdés tisztazasa fontos lehet nemcsak a névényi
asvanyos taplakozas ismerete, hanem a nehézfém-akkumulacio biotechnolégiai haszno-
sitasa szempontjabol is, hiszen a nehézfémeket felhalmozo novények jol alkalmazha-
tok szennyezett talajok megtisztitasara (fitoremedidcio). A nehézfémek, illetve a vas
megkotésérsl, vegetativ szerveken belilli transzportjarol, nagy mennyiségd nehézfém-
szennyezés okozta stresszhatéasokrol az utobbi évtizedben szamos eredmény sziiletett,

melyek Osszefoglalasat adja pl. a [73] monografia.

A rizoszféraban a nehézfémionok megkotését — ahogy azt a vas esetére a korabbiak-
ban részletesen megmutattam — elsGsorban az apoplaszttal valé kolesonhatas hatérozza
meg. A fémek egyes kelatképzokkel alkotott komplexeinek stabilitasat dsszevetve meg-
becsiilhetd, milyen formak lesznek nagy mennyiségben jelen az apoplasztban (12. tabla-
zat). Sajnos az apoplasztban a szabad ionos kotShelyeken kotott fémekre az apoplaszt
bonyolult szerkezete és sokféle Gsszetevéje miatt stabilitasi allandokat eddig nem si-
keriilt meghatérozni. Emellett nem tisztazott, hogy egyes kelatképzdk, pl. az EDTA,
milyen mértékben képesek eltavolitani az apoplasztbol az ionokat, ezért a nehézfémek

apoplasztbeli mennyiségének kisérleti meghatarozasa is vitatott.

Az apoplasztbeli hatasokon kiviil figyelembe kell venni a nehézfémek vas-kelat re-
duktéz enzim miikodésére, illetve a vas transzportjaért felelés enzimre gyakorolt hata-
sait is. Pl. révid ideig alkalmazott 5 uM Cd*" hatarozottan csokkentette vashianyosan
nevelt cukorrépa névények reduktaz aktivitasat [77]. Lucena és munkatarsai a kovetkezd
kolesonhatasok figyelembe vételét javasoltak a nehézfémek vas-kelat redukciora gyako-
rolt hatéasat illetGen [78]: (i) kompetitiv hatéas a redukcié szempontjabol, amennyiben
az adott fém is szubsztratja lehet az enzimnek, (ii) a reduktaz enzim mikodésének
modositasa, (ili) membranszerkezet, permeabilitds megvaltoztatasa. Emellett felmeriil
az a kérdés is, hogy a reduktaz enzim altal termelt Fe?* milyen reakcioba léphet a jelen

1évE nehézfémekkel.



Fémion EDTA Cit MA DMA NA

Fe3t 251 115 17,7 181 206
Fet 143 44 10,1 104 128
Zn®™ 165 50 127 128 154
Cu® 188 59 181 187
Mn*" 139 42 83 83
Ni*" 186 54 149 148
Ca* 16,5 3,8

PH*T 18,0 4,1

12. tablazat. Néhany fémkomplex stabilitasa (logK értéke a M™ 4+ L™ = ML™™ egyenletre) [56,
70,73-75] alapjan. EDTA: etiléendiamin-tetraecetsav, Cit: citrat, MA: mugineinsav, DMA: 2’-deoxi-
mugineinsav, NA: nikocianamin.

Sajnos a nehézfémek citoplazmabeli viselkedésérdl, illetve a vasregulaciora gyako-
rolt hatasairol még kevesebb ismeretiink van. Bizonyitott, hogy a nehézfémek jelenléte
an. fitokelatinok?! sejten beliili szintézisét véltja ki, melyek eldsegitik a toxikus fémek
vakuolumokban t6téné megkotését [79]. A komplexképzésre potencidlisan alkalmas ve-
gytiletek szintézise azonban a citoszolban is felveti az egyes fémionok egymassal valo
versengésének kérdését, foként a fitoremediacioban fellépd hiperakkumulacio esetén. A
termodinamikai stabilitasok ismerete mellett fontos a komplexképzddés kinetikajanak
ismerete is [80], hiszen adott esetben a gyors képzédési kinetika lehet a meghatarozo
tényezs.

A nehézfémek xilemben torténd szallitasaval kapesolatban — az el6z6ekhez hason-
loan — szamos eddig tisztazatlan kérdés van. A vas szallitasaban egyértelmiinek latszik
a Fe-citrat szerepe, azonban irodalmi adatok szerint a xilemben az Pb és Cd is képezhet
komplexet a citrattal [81,82].

A nehézfémionok héaztartasaban tehat meghatarozo folyamatnak a kiilonb6z6 kelat-
képzési mechanizmusok tiinnek: ezek hatarozzak meg a fémek elérhetségét, mobilita-
sat, toxicitasat. Az el6zGeket Osszefoglalva latszik, hogy szamos nyitott kérdés maradt
a nem-esszencialis és esszencidlis fémek egymasra gyakorolt hatéaséat illetGen. A fém-
transzport dinamikajanak megértéséhez a kiillonb6zé elemek transzportrendszereinek

atfedésérsl tovabbi informaciok szilikségesek.

3.1.4. A névényi hormonok vasfelvételre gyakorolt hatésai

Az TAA vasfelvételben betdltott szabalyozo szerepét az 1980-as évektdsl kezdve kezd-

tek el vizsgalni, azonban eddig igen kevés eredmény sziiletett 83]. A vasfelvételben az

24Ciszteinben gazdag kismérett peptidek, melyek —~SH csoportjuk segitségével megkstik a nehézfé-
meket.
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I. stratégiat kovets novények esetén kimutatték, hogy az TAA képes vashianyos alla-
pothoz hasonlé tiineteket elsidézni. Ez egyrészt morfologiai valtozasokat (oldalgyokerek
rovidiilése, transzfersejtek kialakulasa), masrészt fiziologiai valtozasokat (vas-keldt re-
duktéz aktivitas novekedése, a rizoszféra savasodasa)?® jelent. Nem tisztézott azonban,
mi az emlitett folyamatokban az IAA pontos hatdasmechanizmusa.

A II. stratégiahoz tartozo névények esetén meég kevesebb informécionk van a hor-
monok vasfelvételre gyakorolt hatasarol. Egyes eredmények feltételezik, hogy az IAA
mas hormonok (pl. etilén) szabélyozasan keresztiil hatéssal van a fitosziderofor szinté-
zisre [83]. A kérdést bonyolitja, hogy egyes, rizoszféraban ¢16 baktériumok (pl. Azos-
pirillum brasiliense) képesek TAA szintézisére, ¢s ezért a gazdanovény gyokérzetének
fejlsdésére — TAA adagolas nélkiil is — jelentds hatést gyakorolnak [85]. Egyaltalan nem
vizsgalt kérdés azonban, mindez hogyan véltoztatja meg a gazdanovény gyokerének

vashaztartasat.

3.1.5. A Mossbauer-spektroszkopia alkalmazasa a n6vényi vasfelvétel vizsgalataban

A Méssbauer-spektroszkopiai irodalomban a novényi vasfelvétellel és vasraktarozas-
sal kapcsolatban az 1980-as évektdl kezdve jelentek meg atfogd kozlemények. Elsék
kozott emlitheté Goodman és DeKock munkéja [86, 87|, akik mind szobahdmérsék-
let, mind alacsony hémeérsékletd "TFe Maéssbauer-spektrumok segitségével elemezték
a békalencsében (Lemna gibba), violaban (Matthiola incana), szojababban (Glycine
soya cv Hawkeye) és borsoban (Pisum sativum) kialakulo vasvegyiileteket. A kapott
Méssbauer-paraméterek alapjan (13. tablazat) megallapithato, hogy a novényekben a
vas +3 oxidaciés allapotban akkumuldlodik (kivéve a borso levelét, ahol 10 % Fell-t is
talaltak). Az alacsony hémérsékleten végzett Mossbauer-mérések (34. abra) szerint a
Fe'vegyiiletek donts tébhsége alacsony hémérsékleten (4,2 K) egy antiferromagneses
rendezettséget mutaté anyag, mig kb. 15%-a paramégneses dllapotii (komplexalt) Fe3*+
formdjaban van jelen. Az antiferromagneses spektrumjarulékot (a ferritin belsejében
biomineralizalodo) ferrihidritként azonositottak. A kapott Mossbauer-paramétereket
és a hémeérsékletfiiggd spektrumokat korabbi irodalmi adatokkal 6sszevetve ez azonban
csak gy lehetséges, ha a vizsgalt névényben a ferritin asvanyi magjanak szemesemérete
kisebb, mint 15 A.

Egy kés6bbi munkaban Kilcoyne és munkatarsai a rizsben raktarozodott va-
sat vizsgaltak [88]. A gyokér 80 K-es Mossbauer-spektrumai alapjan a szerzék két
Fe' komponenst javasoltak (§ = 0,50 mms™' A = 0,40-0,60 mms™!, illetve § =

0,50 mms~ A = 1,00-1,15 mms~!). F§ vastartalmi komponensként a ferritint azono-

2°Egyes tanulméanyok szerint a reduktaz aktivitds megvéltozasa, illetve a savasodas TAA hatdsara
nem szamottevs [84].



Minta A mérés hémeérseklete § (mm s™') A (mms™!)

friss békalencse 7 0,49 0,67
szaritott békalencse e 0,50 0,61
viola, gyokér 7 0,50 0,67
szojabab, levél T 0,46 0,76
bors6 gyokér, szaritott 300 0,39 0,71
borso levél, szaritott 300 0,35 0,71
1,33 2,57

13. tablazat. A vizsgalt novénymintak Mossbauer paraméterei [86]. Az izomereltolodas értékeit a-Fe-
hoz képest adtam meg.
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34. abra. A békalencse Mossbauer-spektrumai 4,2 K-en, kiils6 magneses tér alkalmazasa esetén [87).
A magneses tér iranya parhuzamos a y-sugarnyaldbbal.



sitottak, de mellette nem zartak ki — alacsonyhémérsékletti mérések alapjan — szuper-
paramégneses vas-oxidok, vas-oxi-hidroxidok jelenlétét sem (y-FeOOH).?6 A levelekre
kapott eredményeik hasonlok voltak, azonban az ott raktarozott vas jelents részét pa-
ramégneses Fe'-komplexekként azonositottak. Ez a tanulmany +2 oxidacios allapoti
vasat nem mutatott ki sem a levélben, sem a gyokerekben (kivéve a toxikusan alacsony
pH esetét).

Erdekes eredményt mutat egy spanyol kutatocsoport vizsgélata [89], akik egy erd-
sen savas, fémekkel szennyezett talajon nétt fifélét (Imperata cylindrica) tanulmanyoz-
tak Mossbauer-spektroszkopia, por-rontgendiffrakeio, pasztéazo elektronmikroszkop és
rontgenfluoreszcencia segitségével. A gyoktorzsben a ferritin mellett intenziv biomi-
neralizacié kovetkeztében kialakult kristalyos jarozitot (XFes(OH)g(SOy)2) is sikeriilt
kimutatniuk, azonban a spektrumok alapjan a vas-kén proteinek jelenléte sem volt ki-
zarhato. A ferritinrsl azonban — az ¢€l6z6 irodalmakhoz hasonloan a hémeérsekletfiiges
Mossbauer-spektrumok segitségével — megallapitottak, hogy csak apré szemcseméreti
(kb. 20 A) formaban lehet jelen. Emellett az elektronmikroszkopos felvételek megle-
pden jol elkiilonithetd, um-es nagysaga kristalyos képzddményeket mutattak, ahogy ez

a 35. abran is lathato.

35. abra. SEM felvétel az Imperata cylindrica gydkere epidermiszének (A) belss feliiletérdl illetve (B)
ennek részlete [89)].

A novényi szovetek vizsgalatan kiviil természetesen sokkal bévebb irodalma van
a Mossbauer-spektroszkopia tagabb értelemben vett novényélettani alkalmazaséanak,
mely az egyes tipikus, él6 szervezetben el6forduld vasvegytiletek szerkezetével foglalko-
zik. Ezek koziil jelen munkaban kiemelném a ferritin és a vas-kén proteinek Mossbauer-
spektroszkopias vizsgalatait, melyek a novények Mossbauer-spektrumainak felbontasa-
hoz nytdjtanak tampontot.

A ferritin, ahogy azt a 3.1.2. szakaszban mar emlitettem, az él6vilag széles korben

elterjedt vasraktarozo fehérjéje (33. abra). Mivel a fehérjeburokban kialakulo, tobb

26 Az oxi-hidroxidok kialakulasaban szerepet jatszhatott a magas vastartalmi tapoldat alkalmazasa,
ui. a kisérleti leiras szerint a tapoldatok *TFeCly-tartalma elérte a 300 mg/l-t, ami tébbszazszoros
tultaplaltsagot jelent az optimalis vaskoncentraciohoz (1,3 mg/1) képest.
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ezer vasatomot tartalmazo ferrihidrit szerkezetet mutatd asvany kristalyos rendezett-
sége rendkiviil valtozo (ui. egyes szervetlen anyagok — pl. foszfat — nagy mennyiségben
beépiilhetnek a szerkezetbe), Mossbauer-spektrumaik nagy véaltozatossagot mutatnak.
Az irodalomban a szobahdmeérsékleten mért kvadrupoélusfelhasadéas nagysagara 0,62
és 0,86 mms~! kozotti értékeket talalunk, mely a ferrihidritben a Fe-Og-oktaéderek
szimmetriajanak torzulasat tiikrozi [90]. A spektrumok kiértékelése igen nehéz, mert

U_mikrokdrnyezet

a szimmetrikus dublett vonalszélessége — a tobb hasonlo lokalis Fe
kovetkeztében — meglehetsen nagy, a vonal gyakran csak paraméter-eloszlas segit-
ségével illeszthets. A kristalyossag fokatol fiiggéen a ferritin alacsony hémérsékleten
antiferromégneses rendezettséget mutat, mely kb. 10-45 K kozott alakul ki. A mag-
neses rendezettség kialakulasanal — kis atmérdji ferritinek esetén — a szemcseméretbsl
adodo szuperparamagneses viselkedést is figyelembe kell venni. Bonyolultabb a helyzet
az amorf szerkezetd ferrihidriteknél, ahol alacsony hémérsékleten a magneses momen-
tumok véletlenszerd, nem péarhuzamos rendezédését is megfigyeltek [48]. Kiilonbozd
fajok esetén tanulméanyozott ferritinek tulajdonsagait foglalja 6ssze a 14. tablazat.

A ferritin mellett a masik igen elterjedt, vasat nagy mennyiségben tartal-
mazo6 fehérjecsalad a vas-kén proteinek csaladja. Ezek a fehérjék elektrontranszport-
folyamatokban vesznek részt, és az aktiv centrumban jelen 1évé vas helyzetét az
aminosav-lancok konformaciéja hatarozza meg. Négyféle vas-kén proteint kiilonboz-

tethetiink meg, ezeknek egy, két, harom, illetve négy vasatomot tartalmazé vas-kén

Minta Az Fe-atomok A mag atlagos Kristalyos Fe/P; Ty (K)
mennyisége mérete (nm) rendezettség arany

Ember 2500 5,5-6,0 kristalyos 21 40

Lo 2000 kristéalyos 8 40

(lép)

Baktérium 1000 — amorf 1,5-1,9 20

(Azotobacter vinelandii)

Baktérium 800 6,0-6,5 amorf 1,7 ~3

(Pseudomonas aeruginosa)

Patkany 4,1-6,7 kristéalyos 8 23

(hemosziderin)

Puhatest 2500 7,5-8,0 részlegesen 44 30

(Patella laticostata) kristalyos

Puhatest 1500-2500 8,0-8,5 részlegesen 36 32

(Acanthopleura hirtosa) kristalyos

Borso 1800 5,2-6,5 amorf 28 4,1-90

(Pisum sativum, mag)

14. tablazat. Kiilonboz6 fajokban talalhato ferritin vastartalmi dsvanyi magjanak a tulajdonséagai [66]
alapjan. A tablazatban P; a ferrihidritbe beépiilt foszfort, Ts a blokkolasi hémérséklet jelenti.



centrumuk lehet. Minden vas-kén centrum jellemzdje, hogy négy S-atom altal tetra-
éderesen koordinélt Fe-atomot tartalmaz. A novényekben féként a két vascentrumu
ferredoxinok fordulnak elg, de a négy vascentrumu fehérjék is jelen vannak a mito-
kondriumokban és a fotoszintetikus rendszerekben. A két vasat tartalmazo oxidalt al-
lapott ferredoxinok jellemzGje a viszonylag alacsony 0,22 mms™! izomereltolodést és
egy 0,59 mm s~ koriili kvadrupélusfelhasadést dublett (195 K homérsékleten) [91]. Re-
dukalt esetben két dublettet kapunk (Fell és Felll), ami egy egyelektron-felvételt jelent,
és a felvett elektron az egyik vasatomon lokalizélva helyezkedik el. Az Fel' paraméte-
reire § = 0,56 mms~!, illetve A = 2,75 mms~! értékek adodnak. A négy vascentrum
esetén — az el6z6ektdl eltérGen — nem beszélhetiink az elektronok adott vasatomon
torténd lokalizaciojarol, hanem egy atlagos oxidacios allapotot adhatunk meg. Az izo-
mereltolodasok 0,33-0,56 mm s, a kvadrupolusfelhasadasok 0,77-1,15 mms™~" kozott
véltozhatnak?” (Fe>™", Fe™®" | Fe™™ ") [91-94].

3.2. Kutatéasi célok

Munkam soran az ELTE Novényélettani Tanszékével egytittmikodésben a régota al-
kalmazott novényfiziologiai kisérleti eljarasokat a *TFe Mossbauer-spektroszkopia altal
nytjtott lehetdségekkel kombinalva vizsgaltam a novények vasfelvételi mechanizmu-
sait és a vas gyokérbeli raktarozasi formait. A kutatashoz két novényt hasznaltam: (i)
uborka (Cucumis sativus), mely vasfelvételét tekintve az I. stratégiat koveti és (ii) buza
(Triticum aestivum), mely a I1. stratégia képviselGje.

A kutatas soran a kovetkezs f6 kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Megfelels mennyiségt vasellatottsag mellett milyen vegytiletek formajaban fordul

el6 a vas az uborka és a buza gyokerében?

2. Hogyan tiikrozédik a kétféle vasfelvételi mechanizmus az uborka és a buza gyo-

kerében 16vG vasvegyiileteken keresztiil?

3. Milyen valtozasokat okoz a vasfelvétel mechanizmusaban és a gyokérben jelen

1évé vasvegyiiletek elgfordulasaban a kadmium jelenléte uborka esetén?

3.3. Kisérleti eljarasok
3.3.1. Az uborka és bliza névények nevelése

Az uborka és buza novényeket vizkultaraban, modositott Hoagland-tapoldaton nevel-

tem (36. abra). A tépoldatban pufferoldatot nem alkalmaztam, az oldat a kovetkezs

27 Az elektrontranszport-rendszerek masik jelentés képviselsi, a citokromok, melyek a vasat hem-
csoportban tartalmazzak, szintén a megadott Mdssbauer-paraméterekkel jelenkeznek a spektrumokban
(kisspinti Fe?"-hem), ami szeparaciojukat Mossbauer-paramétereik alapjan nehézzé teszi [94].
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36. abra. Az uborka ndvények nevelése mianyag poharban, fitotron kamraban (ELTE Novényélettani
Tanszék).

makro- és mikroelemeket tartalmazta: 1,25 mM KNOj, 1,25 mM Ca(NOs3)z, 0,5 mM
MgSOy;, 0,25 mM KyH,POy, 11,6 uM H3BO3, 4,5 uM MnCly, 0,19 uM ZnSOy, 0,12 uM
NayMoOy, 0,08 uM CuSO,. Vassal ellatott névények esetén 10 uM TR citratot is
adtam a tapoldathoz. Minden névényt egy 400 cm’-es mianyag poharban neveltem,
a tapoldatot minden mésodik nap cseréltem, a vizsgalatokhoz 16-20 napos névénye-
ket hasznéltam. A friss tapoldat pH-ja a vas-citrat hozzdadéasa elétt 4,4, a vas-citrat
hozzédadasa utan 4,9 volt. A pH a nevelés soran a gyokérben lejatszodo élettani folya-
matok miatt jelentésen valtozott: feldolgozas el6tt (mely az oldatesere utan egy nappal
tortént) a vasat is tartalmazé mintak pH-ja 5,9, mig a vashianyos mintak pH-ja 3,7
e citrat tartalmi tapoldatba helyeztem kiilonbozs ideig (30, 60, 90, 180 perc és
1 nap), illetve kiilonb6z6 koncentracioja (10, 50, 100, 500 uM) TR citrat tartalmi
tapoldatokba 30 percig. A vas mennyiségi analiziséhez, illetve a vas-kelat reduktéaz akti-
vitas méréshez a kereskedelemben kaphat6 természetes izotoposszetételd Fe™ citratot

hasznaltam fel.

A nehézfémszennyezés hatésait uborka noévényekben vizsgaltam. Ehhez szintén
Hoagland-tépoldatot alkalmaztam, 107> M Cd(NO3), adagolasa mellett. A nehézfé-
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met a nevelés teljes id6tartama alatt folyamatosan adagoltam a 10 pM TR citrattal

parhuzamosan. A Cd-szennyezés hatasat vashianyos novények esetén is tanulméanyoz-

(0,1; 1; 10; 100 uM) tartalmaz6 tapoldatokba helyeztem, majd 30 percen keresztiil
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500 uM TR citrattal is ellattam a mintakat (a Cd(NOs), a vaselldtds sordn is jelen
volt).

Az TAA vasfelvételre gyakorolt hatasait buiza névényeken vizsgaltam.?® Kereske-
delmi forgalomban kaphatoé TAA-bol sztéchiometrikus mennyiségti KOH hozzaadasa-
val készitettem oldatot, majd ebbdl — a korabbi irodalmak alapjan [85] — egy magas
IAA tartalmi 10~* M-os, és egy alacsony IAA tartalmi 10~ M-os Hoagland-oldatot

allitottam el6. Emellett egy kontroll buzat is neveltem, TAA felhasznélasa nélkiil.

3.3.2. Mossbauer-analizis

A Mbssbauer-spektroszkopia rovid ismertetése és a spektrumok kiértékelésére vonat-
kozé informaciok a 2.3.1. fejezetben talalhatok, jelen szakaszban a novényi mintak
esetén alkalmazott kisérleti eljaras specifikus részleteit ismertetem. A névénymintak
vizsgalata el6tt felvettem a neveléshez frissen készitett e _citrat oldatok Mossbauer-
spektrumait 80 K-en. A névények TFe transzmisszios Mossbauer-spektrumainak felveé-
teléhez a gyokereket a tapoldatbol eltavolitottam, desztillalt vizzel oblitettem, sztirg-
papirral leitattam, majd folyékony nitrogén segitségével megfagyasztottam. Ezutan a
gyokereket 80 K homeérsékleten taroltam, hogy a feldolgozas utani valtozasokat mini-
malisra csokkentsem. A spektrumokat 80 K hémérsékleten vettem fel.

Végeztem alacsony hémérsekletd méréseket (1,5 K-12 K) is, kiils6 méagneses tér nél-
kiil és annak jelenlétében.?” Ezeknél — méréstechnikai okokbol — a mintakat fagyasztva
szaritottam (liofilizaltam), majd elporitottam. A Mossbauer-mérésekhez az igy kapott

pormintat hasznaltam fel.

3.3.3. A gyokér vas- és kadmiumtartalmanak meghatarozasa

A vas és a kadmium mennyiségi analizisét induktiv csatolasu plazma tomegspektromet-
ria (ICP-MS) segitségével, az ELTE Analitikai Tanszékén Tatéar EnikGvel és a Debreceni
Egyetem Botanikai Tanszékén Lévai Laszloval egyiittmiikodésben végeztiik. Az eljaras
soran ICP segitségével ionizaltuk a feltart mintat, majd a tomegspektrométerben az
egyes elemek mennyiségét egy bels standardhoz képest hataroztuk meg. A gyokerek

vastartalmanak méréséhez természetes izotoposszetételd Felll

-citraton nevelt névénye-
ket hasznaltunk fel. A téapoldatbol torténd eltavolitas utan a gyokereket sziirépapirral
leitattuk, tomegallandosagig 80 °C-on szaritottuk, majd a szaraz szovetet kvarc bom-

baban salétromsav segitségével feltartuk.

28 Azért Gsszpontositottam a I1. stratégiai csoportba tartozo névényekre, mert a szamunkra elérhetd
TAA-t termels baktériumtorzsek (Azospirillum sp.) buza novények gydkereit kolonizaljak. Az TAA
oldattal elvégzett kisérlet tovabbi, baktériumokkal tervezett munka elgkisérlete volt.

29Ez utobbi méréseket Jean-Marc Greneche laboratériumaban, a Le mans-i egyetemen, illetve Libor
Machala kozremiikodésével az olomouci egyetemen végeztem.
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A gyokerek szimplasztjanak vastartalmat az apoplasztban kotott vas eltavolitasa tt-
jan hataroztuk meg. Az apoplaszt mosasahoz Bienfait modszerét hasznaltuk fel [54]. Az
eljaras sordn a mintékat 1,5 mM 2,2-bipiridilt (bipy) tartalmazo6 oldatban inkubaltuk
10 percen keresztiil, 5 mM NayS50y jelenlétében, nitrogén atmoszféraban. A reduktiv
kornyezet hatéasara az apoplasztban gyengén kotott vas redukalodik és |FeH(bipy)3|47
komplex formajaban oldatba keriil. A szoveten szemmel lathatoan kevés mennyiségi
komplex adszorbealodik, ui. az emlitett komplex jellegzetes piros szine csak enyhén
festi meg a gydkeret, azonban gyckéren maradé Fe'l-bipy komplex és az apoplaszt-

ban esetlegesen kotott formaban megmaradé Felll

mennyiségére nincsenek analitikai
adatok. Fontos kiemelni, hogy ezen eljaras soran a citoplazma membranja Bienfait és
munkatarsai mérései alapjan nem sériil meg, tovabbé sem a redukaloszerként alkalma-
zott ditionit, sem a komplexképzd 2,2"-bipiridil nem jut 4t a membrénon. A kezelés
utan a szovetet 0,5 mM-os CaSO, oldatban ledblitettiik, sziirépapirral leitattuk, majd
tomegallandosagig szaritottuk.

A kadmium mennyiségének meghatarozasa a vassal azonos modon tortént. Ebben
az esetben azonban a Bienfait eljarassal — bizonyit6 adatok hidnya miatt — nem kii-
16nithetjiik el az apoplaszt és a szimplaszt Cd-tartalmat, ezért csak a gyokér teljes

Cd-mennyiségét mértitk meg.

3.3.4. A vas-kelat reduktaz aktivitas mérése

ari [95] és Gogorcena [96] dolgozott ki széles korben hasznalt eljarast, melynek alapjan
az idGegység alatt gyokéren redukalodott vasmennyiséget egy reagens oldat segitségével
mértem. A novények gyokereit 0,5 mM-os CaSO, oldatban ledblitettem, majd 15 percig
a reagens oldatba (500 uM Fe™-EDTA, 400 uM batofenantrolin-diszulfonat (BPDS),
5 mM 2-( N-morfolino)-etanszulfonsav (MES), 2,5 mM KNOs, 2,5 mM Ca(NOj)z, 1 mM
MgSOy, 0,5mM KyHyPO4, pH=6) helyeztem, és sotétben razogépen razattam. Az in-
kubécio utan az oldatok abszorbancidjat 535 nm-es hullamhosszon megmértem. A fel-
hasznalt gyokerek tomegét mind friss, mind széaritott allapotban meghataroztam, majd
az adatokbol a [Fe™ (BPDS)3]* komplex extinkciés koefficiense (22,14 mM~" cm=?) fel-
hasznalasaval az egységnyi idére és gyokértomegre esé redukalt vasmennyiséget kisza-

mitottam.

3.3.5. Transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatok

A transzmisszios elektronmikroszkop (transmission electron microscope, TEM) elvi fel-
épitésében a hagyomanyos, optikai mikroszkophoz hasonlit. TEM esetén azonban a lat-

hato fény helyett 80-3000 keV energiaju elektronokkal vilagitjuk at a mintat. Ennek
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megfelelGen a fokuszalas elektromagneses lencsékkel torténik, a detektalast altalaban
fluoreszcens képernyd végzi. A modszer segitségével a kristalyos anyagok atomi szerke-
zetét le lehet képezni, illetve ezen anyagok jelenlétét a szovetben (sejtekben) ki lehet
mutatni.

Az elegendd vasellatas mellett nevelt uborka gyokerét transzmisszios elektronmik-
roszkop segitségével, Boka Karoly egyiittmiikodésével, Hitachi 7100 TEM tipust készii-
lékkel vizsgaltuk. A vizsgélt sejtek a gyokér kozponti széllitoeleme melletti szovetbdl
szarmaztak. A mintak rogzitése glutaraldehid és ozmium-tetraoxid oldatok felhaszna-
lasaval tortént, majd a metszetek (60 nm) készitéseéhez a kezelt szévetet Durcupan

gyantaba agyaztuk.

3.4. Kisérleti eredmények és értékelésiik

111

3.4.1. A no6vények neveléséhez felhasznalt e citrat oldatok vizsgalata

A novényekbe felvett vas vizsgalatahoz sziikségesnek bizonyult a kiindulési TR

citrat Mossbauer-paramétereinek megéllapitésa, mivel a jelen munka soran alkalmazott
1:1,1 Fe:citromsav aranyd STFeCly-citromsav elegyre nem talalhatok irodalmi adatok.
A szilard, kereskedelmi forgalomban kaphaté Fe!'l

1970-es munka szerint 6 = 0,523 mms~! és A = 0,612 mms~'-nak adodtak [97].
1

-citrat Mossbauer-paraméterei egy

Az altalam felhasznalt *"Fe
toztak, a TR

ményeitsl fiiggben. A vas-citrat el6allitasahoz kiindulasi oldatként 0,1 M-os *"FeCl-

-citrat oldatok pH értékei tag tartoméanyon beliil val-

-hoz hozzdadott citromsav mennyiségétdl és a névények nevelési koriil-

oldatot alkalmaztam, melynek pH értéke 1,3 volt. Ehhez 10 % feleslegben adtam
citromsav-oldatot, mely a pH-t 1,1-re véaltoztatta. Mivel a tapoldatok pH-ja a vas-
koncentraciotol és nevelési id6tsl fiiggen 4,0-6,0 kozott volt (3.3.1. fejezet), mun-

M citrat olda-

kam soran felvettem KOH segitségével készitett 4-es és 6-os pH-ju Fe
tok Mossbauer-spektrumait is. A spektrumok a 37. dbran, a Mdéssbauer-paraméterek
a 15. tablazatban lathatok.

A 57F€Clg oldat spektruma a kordbban bemutatott 57Fe(N03)3 oldathoz hasonloan
(2.4.1. fejezet) egy széles, magneses relaxaciot mutato spektrumvonalat ad. Ez — a hig
Fe3* oldatokra jellemzé — lasstt paramagneses spinrelaxécié kovetkezménye, ami mo-
nomer formaja Fe3* jelenlétét mutatja, melyhez a CI -ionok és HyO-molekulék valtozo
aranyban koordinalodhatnak. A citromsav hozzaadéasa szemmel lathatoan nem véltoz-
tatja meg a Mossbauer-spektrumot (37. (b) &bra), ami tovabbra is monomer formaja
Fe?* részecskék jelenlétét titkrozi. A pH emelése azonban véltozast eredményez, ahogy
ezt a 4-es ¢és 6-os pH-ju oldatok Mdssbauer-spektrumén jelentkezé dublett mutatja

(37. (¢, d) abra). A dublett komponens a Fe3* dimerizdlodasaval magyarazhato, azaz
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37. dbra. (a) A kiinduldsi 0,1 M °"FeCls, (b, ¢, d) és a belsle készitett 0,05 M *"Fe
Mossbauer-spektrumai 80 K hémérsékleten. A 57FeCl;; oldat pH-ja (a) 1,3; a *"Fe

pH-ja (b) 1,2; (c) 4,0 és (d) 5,9 voltak.
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-citrat oldatok
-citrat oldatok

minta | komponens & (mms™!) A (mms7!) I' (mms7) S (%)
0,1 M ""FeCly magneses . 0,53(5) 0,75(6) 100
pH=13

0,05 M ""Fe"citrat | magneses . 0,55(3) — 0,78(7) 100
pH = 1,2

0,05 M "Fe'_citrat | Fe3* dimer 0,484(3) 0,625(4) 0,65(1) 100
pH = 4,0

0,05 M ""Fe™_citrat | Fe3* dimer 0,481(3) 0,639(4) 0,64(1) 100

pH =159

15. tablazat. 10=° M °"Fe''’citrat mellett nevelt uborka gyokér 80 K-en mért Mossbauer-
spektruméanak paraméterei.



dimer szerkezet * Fe'-citrat komplex kialakuldséval magyarazhato (hidroxid csapa-
dék nem képzadik). A komplex szerkezete valoszintleg — analitikai szamitasokat is figye-
lembe véve — [Fegcitg(OH)g]Z Gsszegképlettel irhato le [62]. A Mossbauer-spektrumok
alapjan tehat pH = 4-6 kozott az oldatban 1évs Osszes vas dimer formaju citrat komp-
lexbe keriil. Ez egyben — a tapoldatok pH-jat figyelembe véve — azt is mutatja, hogy a

névények nevelése soran alkalmazott Hoagland-tapoldatokban a vas Fe''!

-citrat komp-
lex forméjaban van jelen.** Megjegyzendd azonban, hogy a vonalszélesség mindkét
dimer esetén viszonylag nagy, ami tobb, hasonl6é koordinacioju komplex egyiittes je-
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lenlétére utalhat. Ez utobbi jelenség a Fe'''-citrat komplex viszonylag kis stabilitasaval

magyarazhato (lasd 12. tablazat).
3.4.2. Optimalis vasellatas mellett nevelt uborka és btiza novények gyokerének vizs-
galata

Az elegends vasellatas (107 M Fe''citrat) mellett nevelt uborka (I. vasfelvételi stra-

tégia) gyokerének 80 K-en felvett Mossbauer-spektruma a 38. dbran lathato.
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38. abra. 1075 M *"Fe"citrat mellett nevelt uborka gyokerének Mossbauer-spektruma 80 K hémeér-
sékleten, harom alspektrumra bontva.

A spektrum egy széles, szimmetrikus dublettet ad, mely egy Lorentz-gérbével nem
illeszthets. Ez a gyokérben a vasfelvétel és raktarozas soran kialakulo, tobbféle Fe-
vegytilet jelenlétére utal. A Mossbauer-irodalomban ezidaig megjelent névényélettani
targyt kozlemények alapjan [86-89] a 80 K-en kapott dublettet harom komponensre
bontottam fel, mely — a Mdssbauer-paramétercket figyelembe véve (16. tablazat) — ha-

rom 6 vas(I1I) vegyiilettipusnak feleltethetd meg (Feh, Fen', Feg'). A Fey' oktacderes

30A tapoldatok alacsony vastartalma (107> M) befolydsolhatja a monomer-dimer egyensiilyt, tehat
elképzelhets hogy az emlitett oldatokban monomer formaja Fe''-citrat részecskék is elsfordulnak, pl.
FeCitg, Fe[CitOH] .
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komponens ¢ (mms™') A (mms™') ' (mms™') S (%)

11T

Fen 0,503(1) 0,44(2) 0,40(1) 44
Fel! 0,502(1) 0,30(2) 0,35(1) 35
Fel! 0,497(2) 1,22(2) 0,36(1) 21

16. tablazat. 10=5 M °"Fe'_citrat mellett nevelt uborka gyokér 80 K-en mért Mossbauer-
spektruméanak paraméterei.

_komplexekhez rendelhetd, melyek féként a sejt cito-

Og koordinacidjua, nagyspinid Fe
plazméjéban 1év6 szerves savak altal képzett Fel''-karboxilatok lehetnek. Hasonlo para-
métereket adhat azonban a sejtfal szabad karboxilat csoportjain megkotott Fellt (Fell-

HI_citrat-komplex

pektatok), illetve a sejtfalon 1évs kiindulasi tapoldatbol szarmazo Fe
is. A Fep" komponens Mossbauer-paraméterei jo egyezést mutatnak a ferrihidrit para-
métereivel, illetve a Mossbauer-irodalomban eddig mért névényi ferritin paramétereivel.
A harmadik, FegI komponens karakterisztikus Mossbauer-paraméterei alapjan Fe!ll-
szulfat-hidroxidoknak, azaz kiilonb6z6 dsszetételd jarozitoknak MFes(OH)g(SO4)2, ahol
M* = HsO", K", NHy, ..., feleltethets meg [98].

A mintdk alacsony homérsékleten (4,2 és 1,5 K-en), kiils6 magneses tér nélkiil és
annak jelenlétében (5 T) felvett Mossbauer-spektrumai megerdsitik a 80 K homérsék-
leten mért Mossbauer-spektrumok fent bemutatott felbontasat. Az uborka liofilizalt3!
gyokerérsl 80 K, 4,2 K illetve 1,5 K hémérsékleten késziilt Mossbauer-spektrumokat
a 39. dbra mutatja.

Szembetiing véltozas a 80 K-es Mossbauer-spektrumhoz képest a 4,2 K-en kiala-
kul6, magneses felhasadast mutato spektrumjarulék megjelenése a paraméagneses dub-
lett komponens mellett. 1,5 K-re csokkentve a hdmérsékletet, a szextett komponens te-
riiletaranya a széles dublett komponenshez képest névekedést mutat, és a magneses fel-
hasadas nagysaga is né. A kiils6 magneses tér jelenlétében felvett spektrumon lathato,
hogy nem tartalmaz dublett alspektrumot. A mégneses hiperfinom szerkezetet mutato
spektrumkomponensek illesztéséhez mindharom esetben magnesesindukcio-eloszlast al-
kalmaztam. A dublettek Mdssbauer-paraméterei § = 0,5 mms~', A = 0,6 mms~'-nak
adodtak.

A kiils6 magneses tér nélkiil 4,2 K-en és 1,5 K-en megjelend széles, magneses felha-
sadast mutato spektrumjarulékok valoszinileg a kiillonb6z6 méagneses atmeneti hémér-
séklettel rendelkezd jarozittol és ferrihidrittsl szarmaznak (Fclél, Fep' komponensek).

A magneses rendezettség kialakulasat erésen befolyasolja mindkét vegyiilet esetében

3LA kiilfoldi egyiittmiikods partnereknél torténs Mossbauer-mérések esetében technikai okokbol
csak liofilizalt mintakat tudtam mérni. A liofilizalas el6zetes Mossbauer-vizsgalatok alapjan nem okoz
szamottevs valtozast, amint ezt a 80 K-en, liofilizalas el6tt és utan felvett Mossbauer-spektrumok
Gsszehasonlitasa mutatja (38. és 39. (a) abrak).
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39. abra. 10=° M *"Fe"'citrat mellett nevelt, majd liofilizalt uborka gyokér Mossbauer-spektrumai:

(a) 80 K homérsékleten, (b) 4,2 K hémérsékleten, (c) 1,5 K homérsékleten (d) 1,5 K hémérsékleten
és 5 T kiilsé magneses térben.

azok sztochiometriai Gsszetétele [99,100]. Kiilonbozs ferritinek esetén a ferritin asvanyi
magjaban kialakulo ferrihidritbe beépiils foszfat mennyisége a meghatérozo: a Fe/P
arany csokkenésével a ferrihidrit kristalyossagi foka, és vele parhuzamosan a magneses
rendezGdés homérséklete is csokken (3.1.5. fejezet). A foszfat beépiilése mellett mas
ionok (szulfat, citrat) is erdsen befolyasolhatjak a ferrihidrit szerkezetét, ahogy ezt
szintetikusan elGallitott ferrihidritek vizsgalata alapjan megmutattak [48]. A jarozitok
esetén (MFe3(OH)g(SOy)s, ahol MT = H;0", K', NH{, .. .) a magneses rendezettség
kialakulasanak hémérsékletét elsGsorban az M+t kation befolydsolja. Emellett mester-
ségesen eldallitott jarozitokban kimutattak, hogy az oxéniumionok beépiilése teljesen
megviltoztatja a Fe?*-ionok kozotti kolesénhatast, ami az antiferromagneses rende-
zettség helyett a mégneses momentumok véletlenszert elrendezédését okozza [100].

111

Irodalmi adatok talalhatok olyan, alacsony kristalyossagi foku Fe'-oxi-hidroxidokra
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is, ahol a szerkezetbe beépiilé SO?{ ionok gatoltak a méagneses rendezettség kialakula-
sat [101].

A fenti, két spektrumkomponensen alapulo értelmezés mellett nem zarhato ki az
sem, hogy megfigyelt viselkedést egyfajta, de kiillonb6z6 szemceseméret(i szuperparamag-
neses vegylilet okozza. Emellett sz6l az, hogy a névényi ferritinek esetén kimutattak
a ferrihidrit szuperparamagneses viselkedését [66,87). A ferritin asvanyl magjaban a
Fe-klaszterek mérete — mely fiigg a szerkezetbe beépil egyéb ionok mennyiségétsl —
okozhatja a méagneses felhasadast mutat6 spektrumjarulékok kiilonb6z6 hémérsékleten

tapasztalt megjelenését.

A 42 és 1,5 K-en felvett Mossbauer-spektrumokban jelen 16v6, majd kiils méagneses
tér hatasara elting dublett komponens a paramagneses Fe'''-komplexekts] szarmazhat
111
(FCA

Fe''"karboxilatok jelenlétét tamasztja ala. Novényélettani megfigyelések, melyek egyes

). Ez tehat az apoplaszt porusos szerkezetében, illetve a szimplasztban kialakuld

szerves savak (f6ként citromsav) gyokérben torténd szintézisét mutattak ki, szintén

megerdsitik ez utobbi komponens képz&dését.

A membranban jelen 1évs, elektrontranszport-lancban részt vevs, vastartalmi pro-
teinek (pl vas-kén proteinek, hem-tartalmi proteinek) jarulékat, melyek mennyisége
a kialakulo ferrihidrithez, karboxilatokhoz és vas-szulfat-hidroxidokhoz képest feltehe-

tGen joval kisebb, Mossbauer-spektroszkopia segitségével nem tudtam kimutatni.

Az uborka gytkerébdl szarmazéd transzmisszios elektronmikroszkopos felvételek
alapjan jol kristalyosodott, nagy szemcseméreti vasvegyiiletek jelenléte szintén nem
valoszintsithets. Két kiilonbozd, a gyokér szallitoelemei mell6l szarmazo sejtrészlet ké-
pét a 40. abra mutatja. Nagyobb méretii vastartalmi aggregatumok ezek alapjan sem

a sejtmembran mellett, sem a vakuolumokban, sem a plasztiszokban nem lathatok.

Az uborka novényekkel azonos modon nevelt buza (II. vasfelvételi stratégia) nové-
nyek gyokerének 80 K-en felvett Mossbauer-spektruma a 41. 4bran lathato. A spektrum
az uborkagyokér spektrumahoz hasonléan bonthato fel, a Mossbauer-paramétereket

a 17. tablazat tartalmazza.

komponens § (mms~!) A (mms™') ' (mms7) S (%)

111

Fely 0,50(1) 0,40(4) 0,29(4) 28
Fell! 0,53(1) 0,73(4) 0,35(5) 51
Feg! 0,48(1) 1,14(4) 0,32(5) 21

17. tablazat. 10> M “"Fe!!

paraméterei.

-citrat mellett nevelt buza gyokér 80 K-en mért Mossbauer-spektrumanak
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40. abra. 10> M *"Fe'"_citrat mellett nevelt uborka gyOkerébdl szarmazo sejtrészletek transzmisszios
elektronmikroszkopos felvételei (p-plasztisz, v-vaku6lum, cw-sejtfal, m-sejtmag)

1,001

1,000

isszid

0,998 -

relativ transzm
o
©
©
(<]

0,995

0,993 T T T T T
6

v(mms")

41. abra. 10-° M “"Fe'"-citrat mellett nevelt baza gyokerének Mossbauer-spektruma 80 K hdmeérsék-
leten, harom alspektrumra bontva.
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Méréseim alapjan a buza gyokerében talalhato vas az uborka gyokerében azonositott
Fell_vegyiileteknek feleltethetd meg, és eltérd vasfelvételi mechanizmusa ellenére sem
mutat szamottevs kiilonbséget.

Vizsgalataim alapjan Osszegzésként elmondhato, hogy a novények gyokerébe be-
épiils vas minden esetben harom f6, kizarolag +3 oxidacios allapotu vasvegytiletként ak-
kumulalodik. Jelentds része valtozo Osszetételi ferrihidriteket képez, melyek koziil a kis
szemesemérett, magas foszfattartalma ferrihidrit kialakulasa a legvaloszintibb. A gyo-

kérben a masik f6 komponens a Fe''“karboxilatokhoz és Fe'!l-

pektatokhoz rendelhetd,
kisebb mennyiségben kiilonb6z6 sztochiometriai Gsszetételd vas-szulfat-hidroxidok is
képzddnek.

A Fel'“karboxilatok egyrészt a sejten beliil, szerves savakhoz kapcsolodva (Fe'!l-
citrat), masrészt az apoplasztban a szabad karboxilat oldallancokhoz kapcsolodva
(Fe"_pektatok) fordulhatnak els. A ferrihidrit a sejten kiviil az apolasztban és a sejten
beliil a szimplasztban is el6fordulhat, utobbi esetben ferritin formajaban képzédhet. A
vas-szulfat-hidroxid komponens képzédése — a képzidéshez sziikséges savas kornyezet
és magas szulfattartalom miatt — az apoplasztban valoszintsithet6. A komponensek
elhelyezkedésére vonatkozo feltevéseket az analitikai adatok megerdsitik, ugyanis ezek
alapjén megfelels (Felllcitrat) vasellatas mellett nevelt névények gydkerében a vas
jelentGs része az apoplasztban halmozodik fel [76]. A két kiilonboz6 vasfelvételi straté-
giat kovet6 névény esetén — a vasfelvétel eltéré mechanizmusa ellenére — a gyokérben
elgfordulo vas(I1I)vegyiiletekben nem mutathato ki jelentés eltérés. Ez alapjan feltéte-
lezhetd, hogy a kiilonboz6 vasvegytiletek kialakulasat inkabb a tapoldat pH-ja, valamint

111

a vasbevitel soran alkalmazott Fe'''-komplex stabilitasa, illetve egyéb ionok jelenléte

befolyasolja.

3.4.3. Vashianyos koriilmények kozott nevelt uborka és buza névények gyokerének
vizsgalata

A vashianyos tapoldatban nevelt, majd adott koncentracioban (500 uM) kiilonb6zé
ideig, illetve adott ideig (30 perc), de kiilonbozs koncentracioban Felllcitrattal ellatott
uborka novények Osszes és szimplasztbeli vastartalmat mutatja a 42. dbra.

Vassal megfelel6 mennyiségben ellatott névényekben a gyokér sszvastartalma anali-
tikai mérések alapjan 40-50 pmol Fe g’1 dw (dry weight, szaraztémegegység)32. A vashi-
anyosan nevelt, majd vassal kiilonb6z6 koncentracioban ellatott novényekben az Gsszes

(42 (a). dbra).?® A Bienfait-eljaras segftségével mosott gydkerek mennyiségi analizise

327 gyokerek széraztomege ~2,5-5%-a frisstomegnek.
33 A vashidnyosan nevelt névények esetén a vasellatas eltti vastartalom elhanyagolhatoan kicsi.
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42. bra. Vashidnyosan nevelt, majd Fe''l-citrattal elatott uborka gyokér vastartalma: (a) 30 perc vasel-
latasi id6, névekves Fe-koncentracio, (b) 500 uM Fe-koncentréacio, novekvs vasellatasi id6. A szimplaszt
vastartalmanak meghatarozasa a Bienfait altal javasolt mosasi technika alkalmazasa utan tortént, a
Felll- ¢s Fell-tartalmat a gyokerek 80 K homérsckleten felvett Mossbauer-spektrumai segitségével, a
spektrumvonalak alatti teriiletek alapjan becsiiltem meg.
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alapjan elmondhato, hogy a 30 percig alkalmazott legkisebb vaskoncentraci6 (10 uM)
esetén a mosas el6tti és utani vasmennyiségek kozel megegyeznek, azaz a teljes felvett
vasmennyiség a szimplasztba kertil. A teljes vastartalom és a szimplaszt vastartalma
kozott azonban nagyobb vaskoncentraciok esetén (100-500 uM) jelentGsen megné a
kiilonbség: 500 uM Fell_citrat 30 perces alkalmazasa soran a szimplaszt vastartalma
a teljes vasmennyiség csupan 36 %-at teszi ki. Azonos vaskoncentracio novekvs ideig
torténd alkalmazasa (42 (b). dbra) esetén a teljes vasmennyiség mérsékelt novekedést
mutat (1 nap elteltével haromszoros a valtozas a 30 perces vasellatéashoz képest), mig

a szimplaszt vastartalmaban hétszeres névekedés tapasztalhato.

A vashianyos novények Mossbauer-spektrumait a 43. abra mutatja, a spektrumok
felbontasa soran kapott egyes Fe-komponensek osszes vastartalom alapjan szamolt
mennyisége a 42. dbran lathato. A Mdssbauer-spektrumok kiértékelését a normalis
vasellatottsagi novények 80 K-es spektruma alapjan végeztem. Az optimalis vasella-
tottsagn novények spektrumaihoz képest szembetiing valtozas egy uj dublett kompo-
nens megjelenése, mely Mossbauer-paraméterei szerint +2 oxidacios allapott vasnak

feleltethets meg.
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43. abra. Vashianyosan nevelt, majd Fe'''-citrattal elatott uborka gytkereck Mossbauer-spektrumai 80
K hémeérsekleten: (a) 30 perc vasellatasi id6, novekvs Fe-koncentracio (b) 500 uM Fe-koncentracio,
novekve vasellatéasi ida.
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A Fe' mennyisége a vasellatas idejétsl és koncentraciojatol fiigg: a vasellatas ide-
jét novelve 48%-rol 6%-ra csokken, illetve a vaskoncentraciot novelve 13%-rol 48%-ra
nd. A +3 oxidacios allapotban 1év6 vasat jelols dublettet az emlitett modell alap-

jan (3.4.2.fejezet) felbontva a gySkerekben két Fell-komponens jelenik meg: Felll-

karboxilatok és jarozit (Fe}AH, FegI

), ellenben a ferrihidrit komponens (Fen') nem lat-
hat6. A vastartalom foként Fe''-karboxilatok forméajaban talalhatoé meg. Ezek a Fe'l-
karboxilatok adjak a kiilonb6z6 koncentracioju vassal azonos ideig ellatott gyokerek
spektrumaban is a {6 jarulékot.

A gyokér vastartalmanak mérése mellett elvégeztem a két kiilonb6z6 modon nevelt
uborka névény vas-kelat reduktéz aktivitas mérését is, mely a gyokér reduktiv ka-
pacitasnak valtozasarol ad informéciot. Amennyiben a vashianyos uborka névényeket
novekvs ideig latjuk el vassal, a gyokér reduktiv kapacitésa csokkenést mutat (44. abra)
azonban a 24 oras kezelés utan sem csokken le a normal vasellatas mellett nevelt gyo-
kerekben mért értékig, mely 7,5 & 3,7 nmol Fe perc’ g’l fw (ahol fw = frisstomeg).
Az azonos ideig kiilonb6z6 vaskoncentracioval ellatott novények esetében a vas-kelat

reduktaz aktivitas a koncentracié fiiggvényében nem valtozik.
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44. dbra. A vashianyosan nevelt, majd kiilonboz6 ideig 500 uM Fe!'!

vas-kelat reduktaz aktivitas értékei.

-citrattal ellatott uborka gyokerek

A vashianyos esetben kapott eredményeket a normal vasellatas eredményeivel ki-
egészitve nemcesak a felvett vas allapotarol, hanem a gyokérben miikods redukeios és
oxidacios folyamatok egyméashoz viszonyitott sebességérdl is informaciot kaphatunk.
A 3.4.2. fejezet alapjan megfelels vasellatas esetén nem mutathatéd ki +2 oxidéacios al-

lapotu vas az uborka gyokerében. Mivel az uborka vasfelvételi mechanizmusat tekintve
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az 1. stratégiahoz tartozik, és a gyokerek Osszes vasmennyisége normél és 30 perces
vasellatottsag esetén kozel azonos (~48 ymol normélis vasellatottsag, illetve ~44 umol
30 perc vasellatottsag mellett), ez utobbi eset csak gy lehetséges, hogy a gyokerekben a
redukcio, és a redukciot kovets sejten beliili visszaoxidacio sebessége a vassal ellatott és
vashidnyos esetben kiilonb6z6. Normal vasellatottsiag mellett a redukcio sebessége kicsi,
és a membranon keresztiil torténd transzport, illetve az ezt kovets oxidacio sebessége

H_citraton nevelt, normalis vasellatottsagu uborka gyo-

a redukcioval megegyezik. A Fe
kerének vastartalma ugyanis 2 pmol Fe g'l fw, reduktiv kapacitasuk pedig 7,5 nmol Fe
pelrc'1 g'l fw, a vas-kelat reduktaz enzim pH-optimuman mérve. Ez 30 perc alatt ~10%
Fell-t eredményezne a normal mennyiségt vassal ellitott gyckerekben is. Ez utobbi
mintakban azonban — ahogy fent bemutattam — +2 oxidacios allapotu vas Mdssbauer-
spektroszkopiaval nem mutathato ki. Mindez azt jelenti, hogy a reoxidécié sebessége a
redukci6 sebességével egyenls és a gyokerekben a vas nem +2; hanem +3 oxidacios &l-
lapotban akkumulélodik. Novényélettani adatokat figyelembe véve a folyamat érthetd,
ugyanis a szabad Fe?' sejten beliili megjelenése — a Fenton-reakcié miatt — reaktiv

gyokok képzadeéset okozna és igy a sejtekre nézve mérgezd lenne [70).

Vashianyos nevelés esetén azonban a gyokerek reduktiv kapacitésa jelentésen megnd,
ami a 30 perces, 500 uM TR _citratos kezelés utan 48% Fell megjelenését eredményezi
(43 (a). abra). A +2 oxidacios allapott vas kimutatdsa egyértelmi bizonyitékot szol-
galtat a vasfelvétel 1. stratégiai mechanizmusat illetéen. A Fell idébeli csokkenése pedig
a gyokerek vastartalméanak novekedésével, és igy a vashidnyos allapot fokozatos meg-
sziinésével (ezzel parhuzamosan a redukcios kapacitas csokkenésével) magyarazhato. A
Fe'l-komponens — Mssbauer-paraméterei alapjan (6§ = 1,3 mms™', A = 3,2 mms™!
80 K hémérsékleten) — Fe?*-hexaakva komplexként azonosithaté [30]. Ez utobbi lehet
a redukcioért felelés FRO2 enzim els6dleges terméke, mely az apoplasztban — eredmé-
nyeim alapjan — nem kapcsolodik kozvetleniil semmilyen szabad funkciés csoporthoz
(pl. pektatokhoz). A hexaakva-kornyezet kialakulasat a sejtfal erdteljes savasodésa is
segitheti, hiszen a tapoldat pH-ja a vashiany kovetkeztében 4,9-r8l 3,7-re csokken. A
vashidnyos allapottal és az ezt kisérs erdteljes savasodassal magyarazhato a ferrihidrit-
komponens hidnya mind az apoplasztban, mind a szimplasztban, mig a jarozit-tipusu

komponens megjelenése a savas kornyezetben kedvezményezett.

A Fe''/Fe'' aranyt a gydkérben az apoplasztban térténd adszorpeio, a redukcid
sebessége, a felvétel és a visszaoxidécid egyiittesen hatdrozza meg. A 10 uM Fell-

citrat ellatas esetén a teljes és a sz6vetbdl el nem tavolithato (szimplasztbeli) vastar-
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talom kozel megegyezik, azonban ez 500 uM Fe'l-citrat ellatas esetén 36%-ra csokken,



ellatas esetén a gyokerek apoplasztbeli vaskoncentréaciojatt a 30 perc alatt redukal-
hat6 vas mennyiségével® Osszevetve lathato, hogy a redukcios kapacitas elég nagy az
Osszes apoplasztban talalhato vas redukalasahoz. A legnagyobb vaskoncentracio ese-
tén a Mossbauer-spektrumokban megjelens 48% Fe'! tehat egyértelmten jelzi, hogy az
apoplasztban elsGsorban a +2 oxidacios allapotu vas halmozodik fel. Ez egyben ala-
tamasztja, hogy a vashidnyos gytkerekben a redukcié sebessége nagyobb, mint a vas
membranon keresztiili transzportjanak vagy a visszaoxidacionak a sebessége.

A mennyiségi analitikai adatok alapjan a vashianyosan nevelt, majd 30 percig
500 uM TR citrattal ellatott novények esetében fennéll a lehetésége, hogy az apo-
plaszt vastartalmanak eltavolitasa utan a szimplaszt vastartalmarol szelektiven kapjunk
informaciot. Az emlitett modon kezelt uborka gyokér Mossbauer-spektruma a 45. abran
lathato, a spektrum felbontasa soran kapott Mossbauer-paramétereket a 18. tablazat

tartalmazza.
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45. abra. A vashianyosan nevelt, 30 percig 500 uM e _citrattal ellatott uborka gyokér Mossbauer-
spektruma a Bienfait-eljaras alkalmazasa utdn. A mérést 80 K hémérsékleten végeztem.

komponens 4§ (mms™') A (mms') I' (mms7!) S (%)

Felll 0,52(1) 0,61(1) 0,41(1) 51(2)
Felll 0,40(1) 0,36(1) 0,41(1) 49(2)

18. tablazat. A vashianyosan nevelt, 30 percig 500 uM TR citrattal ellatott, majd Bienfait eljara-

saval kezelt gyokér Mossbauer-spektruma alapjan kapott paraméterek.

Az aszimmetrikus spektrum két dublettre bonthato fel, mely egyértelmien jelzi

az eddig azonositott vegyiiletekhez képest egy 0j spektrumkomponens jelenlétét (6 =

34 Az apoplaszt vaskoncentracioja a teljes vaskoncentracio és a szimplaszt vaskoncentraciojanak kii-
16nbségebdl szamithato a 42. (a) abra adatai alapjan. A kapott értékek: 0,1; 0,4; 0,7; 1,2 pmol g"l fw,

353,9 umol g fw, a novekvd vasellatas esetén mért reduktiv kapacitasok dtlagos érteke.
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0,40 mms™!, A = 0,36 mms~!). Ez utébbi — Mdssbauer-paramétereit figyelembe
foie Tolll

karboxilatként azonositott komponensektsl. A vegylilet azonositasa azonban tovabbi

I izomereltolodast és 0,61 mms~! kvadrupolus

kisérleti munkat kivan. A 0,52 mm s~
felhasadéasta dublett az irodalmi adatok [62] és sajat méréseim (3.4.1. fejezet) alapjan
Felll_citratnak ([Fe,Cito(OH)o|”, ahol Cit—citrat) feleltetheté meg. Ez az eredmény
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megerdsiti, hogy a gyokérsejtek citoplazmajaban Fe' ' -citrat vasellatas mellett jelentGs

mennyiségtd Felll-citrat talalhato, ami valoszinileg a gyokérbsl a hajtas felé torténd
transzportban is elsGdleges szerepet jatszik. Emellett alatamasztja a 3.4.2. fejezetben
a normal vasellatas mellett nevelt uborka Mdossbauer-spektrumainak analizise soran
alkalmazott, a Fe'karboxildtokat (t6bbek kozott Felll-citratot) feltételezs modell jo-
gossagat.

A vasfelvételi stratégiak osszehasonlitasa végett a vashianyos kisérletet buza nove-
nyekkel is megismételtem. Vashidnyosan nevelt buzat lattam el 500 pM TR citrattal

kiilonbozs ideig. A gyokerek Mossbauer-spektrumait a 46. 4bra mutatja.
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46. abra. A vashidnyosan nevelt, majd kiilonboz6 ideig 500 uM TR citrattal clltott biza gyokerek

Mossbauer-spektrumai 80 K hémérsékleten. A vasellatas idejét a spektrumok mellett tiintettem fel.

A Méssbauer-spektrumokon a legnagyobb kiilonbség a vashianyos uborkéhoz ké-
pest a Fe! hianya. Ez az eredmény aldtamasztja a vasfelvétel szerint II. stratégidhoz

tartozé novényekre a vas redukcidjan alapuld vasfelvételi mechanizmustol valo elté-
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rést. A Fe'_komponensek kiértékelése sem egyezik meg a vashianyos uborka esetén
alkalmazott, két Fel'-komponenst feltételezd modellel. A spektrumok alakja ugyanis
aszimmetrikus dublett, ami egy 0,3 mms~! izomereltoldasi és 0,3 mms~' kvadrupélus
felhasadasu alspektrum jelenlétére utal a mar azonositott Fe}{I és FegI komponensek
mellett. Ez a komponens — kis intenzitasa miatt — mar 180 perc vasellatas esetén is
nehezen illeszthetd, mig 24 ora vasellatas utan teljesen eltiinik a spektrumbol, és a ka-
pott Mossbauer-spektrum a vassal elatott buza (illetve egyben a vassal elatott uborka)
spektrumaval egyezik meg. Az elsé két mintaban az Gj komponens a buza vashiany mi-
att fokozodott fitosziderofor kibocsatéasaval lehet kapesolatban, azonban nem zarhatjuk
ki azt a lehetGséget sem, hogy az Osszes "Fe kisebb mennyisége miatt*® olyan, sejten
beliili komponens ad jarulékot a spektrumban, melyet mas esetben a tobbi komponens

nagy relativ mennyisége miatt nem tudunk detektalni.

3.4.4. Kadmium hatasa az uborka vasfelvételére

A vashidnyosan nevelt, 3 éran keresztiil 0,1, 1, 10, 100 uM Cd-mal szennyezett uborka
novények gyokere a Cd-koncentracié névelésével parhuzamosan noévekvs mennyiségii
Cd-ot tartalmaz, ahogy ezt a 47. abra mutatja. A teljes Cd-mennyiség még a legnagyobb

Cd-koncentracio (100 uM) esetén sem ér el telitési értéket.
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47. abra. A vashianyos novények gyokerében mért Cd-koncentracio 3 oras Cd-kezelést kovetden.

36 A btiza magjaban nagy mennyiégt természetes izotopeloszlast vas halmozodik fel, igy —az ubor-
kaval ellentétben— a vashidnyosan nevelt névény is viszonylag sok vasat tartalmaz. Ezért a tapoldatbol
kevesebb °"Fe tud beépiilni a szovetekbe.
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A Cd-adagoléssal parhuzamosan torténd 30 perces, 500 uM vasellatas alatt a vashia-
nyos gyokerek névekvs mennyiségi vasat adszorbedlnak (48. abra). A kontroll névények
esetében, ahol a tapoldat nem tartalmazott Cd-ot, a szimplaszt vastartalma az Osszes
vasmennyiséghez képest 20 %-nak adodik. 0,1 pM Cd-koncentracio esetén a teljes vas-
mennyiség 22 %-a van a szimplasztban. Ezzel szemben a Cd mennyiségét 100 pM-ra
novelve a szimplaszt vastartalma 9 %-ra csokken, mig a teljes vastartalom ng, mely az

apoplasztban felhalmozott vas jelentGs novekedését jelzi.
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48. abra. Vashidnyosan nevelt, majd 3 oran keresztiil névekvs mennyiségti Cd(NOg)o-tal szennyezett

uborka gy6kér vastartalma 30 perces, 500 uM-os TR citrat vasellatds utan.

Az uborka gyokerek vas-kelat reduktaz enzim aktivitdsa a 3 oras Cd-kezelés utan
mérve a 49. abran lathato. Ez alapjan megallapithat6, hogy 1 uM-nal nagyobb koncent-
elérve az optimalis vasellatas esetén mérhetd értéket (7,54 3,7 nmol Fe g’l fw perc’] ).

A Cd-mal 3 6raig szennyezett, vashidnyosan nevelt uborka gyokerek Mossbauer-
spektrumai a 30 perces vasellatast kovetden eltérést mutatnak a kontroll, Cd-mentes
allapothoz képest, ahogy ez az 50. 4bran lathato. A Mossbauer-spektrumokat — az ubor-
kéara kapott korabbi eredményeket figyelembe véve — harom alspektrumra bontottam fel.
Az egyes dublettek dtlagos Mossbauer-paramétereik alapjan (6 = 0,5 mms™, A =0,5
és A= 0,8 mms~!) a kordbban azonositott FCHI, illetve Feh' komponenseknek feleltet-
het6k meg (Fe'''-karboxilatok és ferrihidrit), a harmadik alspektrum (§ = 1,4 mms™!,

A = 3,1 mms™!) +2 oxidacios dllapoti vasat jeldl, hexaakva-komplex formaban. A
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49. abra. A vashianyosan nevelt, majd Cd(NO3)s-tal 3 oran keresztiil szennyezett novények vas-kelat
reduktéaz aktivitasa az alkalmazott Cd-szennyezés koncentraciojanak figgvényében.
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szennyezett névények Mossbauer-spektrumai 30 perces 500 pM TR citrat ellatas utan, 80 K hé-

mérsékleten mérve. (a) Cd(NOg)o-mentes kontroll (b) 0,1 uM Cd(NOs)s, (c) 1,0 uM Cd(NO3),, (d)
10 uM Cd(NO3)a, (e) 100 uM Cd(NOs),
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Fe?" mennyiségének valtozésat a 48. dbra mutatja, ami alapjan lathato, hogy Cd-
szennyezés koncentraciojanak novelésével a redukalt vas 11 %-r6l 2 %-ra csokken.

Vassal optimalis mennyiségben ellatott, de Cd-ot tartalmazé névények gyokerének
Massbauer-spektrumai (51. abra) nem mutatnak +2 oxidacios allapot vasat. A spekt-
rum nem kiilénbozik a Cd nélkiil nevelt mintdk Mossbauer-spektrumatol, a vas(III)
komponenseket reprezentaloé szimmetrikus dublett a megfelelé6 mennyiségt vasellatas
mellett nevelt uborka spektrumaval megegyezéen bonthato alspektrumokra (3.4.2. fe-
jezet, 19. tablazat).
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51. abra. 10~ M Cd(NO3), tartalmi tapoldatban, normalis vasellatas (10=5 M *"Fe'™!

nevelt uborka gyokér Mossbauer-spektruma, 80 K hémérsékleten.

-citrat) mellett

komponens ¢ (mms™') A (mms™') ' (mms™') S (%)

Fel! 0,512(3) 0,40(4) 0,31(3) 35
Fept! 0,514(2) 0,71(4) 0,31(4) 40
Fet! 0,51(1) 1,09(5) 0,36(3) 25

19. tablazat. 10~ M *"Fe'-citrat ¢s 1075 M Cd(NO3)2 mellett nevelt uborka gydkér 80 K-en mért
Méssbauer-spektrumanak paraméterei.

A vashiédnyos névények Mossbauer-spektrumaiban mért Fe?-komponens a korabbi
eredményeket figyelembe véve (3.4.3. fejezet) nem megleps. A Fe?" mennyiségének
csokkenése és a vas-kelat reduktéz enzim aktivitasanak mérése alapjan megallapithato,
hogy a Cd jelenléte csokkenti a gyokér reduktiv kapacitasat. Megjegyzends, hogy ez a
hatas csak 1 uM Cd-koncentracio felett jelentkezik, tehat feltételezhetGen a redukcios
folyamat gatlasahoz egy kritikus mennyiségti Cd sziikséges.

Megfigyelhets, hogy a Fe? -tartalommal parhuzamosan a szimplaszt vastartalma is
csokken, jollehet a teljes vasmennyiség, ami 10 uM-os Cd-koncentracio esetén telits-

dést mutat, né. Ez egyértelmten jelzi a vas apoplasztban térténd felhalmozodasat. A
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Mossbauer-mérések eredményét is figyelembe véve az emlitett akkumulécio elsGsorban
Fell_vegyiiletek formajaban térténik.

A nagy Cd*"koncentracié esetén a vashianyos gyokerekre mérhetd vas-kelat reduk-
taz aktivitas értékei a megfelel vasellatottsagi névényekével azonosak. Ennek ellenére
a Mossbauer-spektrumokban csak a vashianyos névények esetén mutathaté ki Fe?'-
komponens, optimalis vasellatottsag mellett nem. Ez jelzi, hogy a Fe'-komponensek
mellett a Fe! is akkumulalodik az apoplasztban. A Fe'! akkumulacioja alapjan feltéte-
lezhetd, hogy a Fe?' membranon keresztiil térténd transzportjat, vagy a transzportot
kovetd sejten beliili reoxidacio folyamatat a Cd-kezelés erésen csokkenti. Ez megerdsiti
azt a korabbi megfigyelést, mely szerint a Cd*'- és Fe?'-ionok a membranon keresztiil
torténd transzportban egymas helyére léphetnek [73]. A Fe*™ akkumulacioja pedig — a
Fenton reakci6 miatt — oxidativ stresszhatas tiineteit okozhatja.

Az egyes Fel'-komponensek Cd hozzaadéséra, illetve a Cd-koncentracié névelésére
nem mutattak valtozast. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a gyokéren Fel'-forméaban

raktarozodo vas allapotara a Cd-szennyezésnek nincs jelentds hatésa.

3.4.5. Az indolecetsav buza gy6kerekre gyakorolt hatasainak vizsgalata

Az TAA buza novények vasfelvételére gyakorolt hatasat két, kiillonbozs TAA tartalmua
tapoldatban nevelt buza segitségével vizsgaltam. Az IAA nélkiil, illetve annak jelenlé-
tében nevelt buza gyokerének Mossbauer-spektrumai az 52. abran lathatok.

A Mossbauer-spektrumok alapjan lathato, hogy a kontroll, IAA hozzdadéasa nélkiil
nevelt btiza novényekhez képest a gyokérben raktarozott vas allapotaban nem mutat-
hato ki valtozas. Ez azt jelenti, hogy az IAA bizonyitott reduktiv hatasa (2.4.1. feje-
zet) ellenére sem képzddik kimutathaté mennyiségld +2 oxidacios dllapott vas a biza
gyokerében. Eredményeim alapjan tehat valoszindsithetd, hogy az IAA vasfelvételre
gyakorolt hatasa a II. vasfelvételi stratégiat kovetd novények esetén nem szamottevs,
jollehet korabbi irodalmi adatok a gyokér vashidnyos allapotahoz hasonlé morfologiai
valtozéasairol szamoltak be [85]. Természetesen az IAA hatésai nemcsak kozvetleniil a
vas allapotanak, hanem kozvetetten a vasfelvételben szerepet jatszé enzimek muko-
désének megvaltoztatasan keresztiil is érvényesiilhetnek. Ez utobbi hatasok azonban

Mossbauer-spektroszkopia segitségével nehezen kévethetdk.
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52. abra. (a) IAA hozzaadasa nélkiil, (b) 107* M IAA koncentracié mellett és (c) 1079 M IAA
koncentracié mellett nevelt baza névén ek gyokerének Mossbauer-spektrumai 80 K héméréskleten. A
vasellatdas minden esetben 10 pM TR citrat forméjaban tortént.
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4.

Eredményeim osszefoglalasa

A n6vényi hormonhéztartéasban szerepet jatszo indol-3-ecetsav (IAA) és a vas(III) kol-

csonhatasat elsédlegesen Fe Méssbauer-spektroszkopia segitségével vizsgalva a kovet-

kez$ megallapitasokat tettem:

L

1L

Kimutattam, hogy Fe(NO3); és FeCly 2-es pH-ju vizes oldataban az TAA hoz-
zdadéasdra egy Fe?™ és egy dimer Fe3* komponens képzsdik. Ebb6l arra kovet-
keztettem, hogy a rendszerben kétféle reakcio jatszodik le. Az egyik reakcié egy
komplexképzddés a Fe*t ionok és az IAA részecskék kozott, mely egyben a Fe*
ionok dimerizalodéasaval jar. A masik reakci6 egy redoxi folyamat az IAA mole-
kulék és a Fe3" részecskek kozott, ami egy [hexaakva-vas(IT)| komlex képzédését
eredményezi.

Megallapitottam, hogy a vizes kozegben csapadékként keletkezs szilard Fe-TAA
komplex Osszetétele |Fey(OH)o(IA)y| sszegképlettel jellemezhets (IA = indol-3-
acetat). A komplexben a Fe* ionok (u-OH)y-hidon keresztiil kapesolodnak egy-
mashoz, és az IAA molekuldk deprotonalodés utan, kétfogu karboxilatligandum

formajaban koordinalodnak a kozponti ionokhoz.

A noévények vasfelvételét elsddlegesen Fe Mossbauer-spektroszkopia segitségével vizs-

galva a kovetkezd megallapitasokat tettem:

L

1I.

I1I.

Optimalis vasellatottsag mellett mind az uborka, mind a buza gyokerében a vas
hérom 6 vas(III) kémiai kornyezetben akkumulalodik, aminek megfelels vasve-
gytiletek a vas(I1I)-karboxilatok, a ferrihidrit és a vas(I1I)-szulfat-hidroxid.
Kozvetlen bizonyitékot adtam az I. vasfelvételi stratégiat kovets novények vasfel-
vételi mechanizmusara. A bizonyitas azon alapult, hogy Fe?" jelenlétét mutattam
ki a vasfelvétel soran uborka gyokérben.

Kimutattam, hogy a vashidnyos, majd vassal ellatott uborka gyokerében talalt
Fe?" vegyiilet [hexaakva-vas(II)] komplex formajaban van jelen, a vas-kelat reduk-
taz enzim elsGdleges termékeként. Megallapitottam tovabba, hogy a |[hexaakva-
vas(II)] komplex akkumulalédik az apoplasztban a vashianyos allapot utan alkal-
mazott vasellatas soran. Ez a vas redukcidjanak a reoxidaciojahoz képest torténd

gyors végbemenetelét jelzi a vasfelvétel soran.
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IV. Megmutattam, hogy a II. vasfelvételi stratégiat kovets buza gyokerében a vasfel-
vétel soran nem képzdédik kimutathaté mennyiségi +2 oxidacios allapoti vasve-
gytilet. Ez az eredmény alatamasztja, hogy a II. vasfelvételi stratégiahoz tartozo
novények vasfelvétele soran a vas(III) nem redukalodik.

V. Uborka gyokerére vonatkozé eredményeimmel megerdsitettem, hogy az 1. vasfel-
vételi stratégiat koveté névények esetén a ca** jelenléte csokkenti a vas-kelat
reduktaz enzim aktivitasat vashianyos novények esetén. Megallapitottam, hogy a
od*! gatolja a Fe?t szimplasztba torténd transzportjat. Megmutattam, hogy a Cd
nem befolyasolja a gyokérben megtalalhat6 harom 6 vas(IIT)vegyiilet elgfordula-

sat.
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5.

Koszonetnyilvanitas

Ezen a helyen szeretném kifejezni koszonetemet mindazok szaméra, akik munkam el-

végzésében és az értekezés elkészitésében segitségemre voltak. Koszonetet mondok:

témavezetémnek, Dr. Vértes Attilanak, aki megismertetett a Mossbauer-

spektroszkopiaval és szakmai oldalrol iranyitotta kutatomunkamat;

konzulenseimnek, Dr. Fodor Ferencnek és Dr. Kuzmann Ernének, akik a kuta-
tasban vezets szerepet jatszottak, és értekezésemhez kritikus észrevételeikkel és

javaslataikkal nagy mértékben hozzajarultak;

a Magkémiai Laboratorium vezetGjének, Dr. Homonnay Zoltannak, aki renge-
teg ercfeszitéssel és kitarto tamogatéassal lehetGvé tette munkam elkészitését a

Laboratoriumban;

az ELTE Névényélettani és Molekularis Biologiai Tanszékén Dr. Cseh Editnek, aki
szamos konzultacié soran egészitette ki névényélettani ismereteimet és tanacsaival

az egyes kisérletek megtervezéséhez jelentGs segitséget nyujtott;

a Magkémiai Laboratorium 0sszes munkatarsanak szakmai és emberi tamogata-

sukeért;

hazai és kiilfoldi egytlittmikods partnereinknek, akik az elvégzett vizsgalatokban
segitséget nyujtottak (a teljes listat a témakban megjelent kozlemények tartal-

mazzék);

Koszonetet mondok a pénziigyi tamogatasért az ELTE Kémia Doktori Iskolanak,
az OTKA-nak (K 62691, K 67835, K 68135, NN 74045), illetve a francia-magyar
(F-22/2005) és a cseh-magyar (CZ-11/2007) egyiittmikodéseket biztosito NKTH-

nak.
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6.

Fiiggelék

Az vas(III)-indolecetsav rendszer vizsgalatahoz felhasznalt mintak pontos dsszetételeit

az alabb feltiintetett tablazatok tartalmazzak.

6.1. A Méossbauer-spektroszkopias mérésekhez felhasznalt mintak Gssze-
tétele
minta 0,1 M-os H20O a ligandum pH lefagyasztasig megjegyzés
STRe* oldat 0,05 M-os oldata eltelt id6

1. 0,15 cm?® 0,45 cm?® 0,9 cm® TAA ~2 15 perc csapadék,
szirés

2. 0,15 cm? 0,45 cm?® 0,9 cm? TAA ~2 2 nap csapadék,
szirés

3. 0,15 cm? 0,45 cm?® 0,9 cm® TRP ~2 15 perc csapadék,
sziirés

4. 0,15 cm? 0,45 cm® 0,9 cm?® ICA ~2 15 perc csapadék,
sziirés

5. 0,15 cm? 0,45 cm® 0,9 cm?® TPA ~2 15 perc csapadék,
sziirés

6. 0,15 cm? 0,45 cm® 0,9 cm® IBA ~2 15 perc csapadék,
szirés

20. tablazat. A Mossbauer-analizishez felhasznalt vizes °*"Fe® —L (L: TAA, TRP, ICA, TPA, IBA)
oldatok Osszetétele.

minta kiindulasi anyagok oldoszer lefagyasztéasig
eltelt id6
1 TFeCly (vizmentes) + TAA (Fe:JAA=1:3) etanol-viz (1:1) 50 s
2 TFeCly (vizmentes) + IAA (Fe:TAA=1:3)  etanol-viz (1:1) 20 perc
3. Fe(NO3)3.9H20 + IAA (Fe:TAA=1:3) abszolut etanol 20 perc
4 Fe(NO3)3.9Ho0 + IAA (Fe:TAA=1:3) etanol-viz (1:1) 20 perc

21. tablazat. A Mossbauer-analizishez felhasznalt, szerves oldoszerekben készitett Fe3T-TAA oldatok
osszetétele. Az °7FeCl3 és az Fe(NO3)3.9H20 végss koncentracioja a mintakban 0,025 M és 0,1 M

voltak.
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minta kiindulasi anyagok oldoszer lefagyasztésig

eltelt id6
1. 71,2 mg TP TAA komplex 1 em?® abszolit etanol 20 perc
2. 71,2 mg TFe-TAA komplex 1 cm? aceton 20 perc
3. 71,2 mg TP TAA komplex 1 cm? etanol + 0,02 cm? viz 20 perc
4. 71,2 mg "TFe-TAA komplex 1 cm? aceton + 0,02 cm? viz 20 perc

22. tablazat. A szilard °"Fe-TAA Mossbauer-spektroszkopias vizsgalatahoz készitett mintak Osszeté-
tele.

6.2. A spektrofotometrids mérésekhez felhasznalt mintak osszetétele

A megallitott dramlas technikaval vizsgalt reakcioelegyekben a Fe?' és az IAA koncent-
raciol a 23. tablazatban feltiintetett 1:3, 1:12 Fe:IAA aranya osszetételeknek feleltek
meg. A szilard anyag vizsgalata esetén 0,0289 I‘rlgw’clll3 koncentracioju oldatokat hasz-

naltam fel.

minta FeAA arany TAA torzsoldat Fe®' torzsoldat hozzéadott oldoszer

1 1:1 0,250 cm? 0,250 cm? 2,750 cm?®
2. 1:3 0,750 cm? 0,250 cm? 2,250 cm?®
3. 1:12 3,000 cm? 0,250 cm? —

4 tiszta TAA 3,000 cm? — 0,250 cm?®
5 tiszta Fe ™ — 0,250 cm? 3,000 cm?®

23. tablazat. A spektrofotometriis mérések soran vizsgalt kiilonbozé Fe3t-IAA aranyt mintak Gssze-
tétele. A torzsoldatok koncentracioja 0,05 M volt.
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Summary

This work has been devoted to the application of transmission "Fe Mbssbauer spec-
troscopy in plant physiology. In the first part, the chemical reactions of the phytohor-
mone indole-3-acetic acid (IAA) and Fe!'' were studied using mainly frozen solution
Méssbauer technique. Mossbauer spectra of the acidic aqueous solutions of Fel' with

U and the ligand. One pathway resulted in a

TAA showed two reactions between Fe
complex formation which precipitated from the solution, whereas the other root is a
redox process yielding Fe'! and oxidised products of indole-3-acetic acid. The chemical
composition and coordination structure of the precipitated Fe-TAA complex were stu-
died using Mossbauer spectroscopy, vibrational specroscopic and solution X-ray diffrac-
tion techniques. The data obtained supported the p-dihydroxo structure of the dimer:
[(IA)sFe(p-OH)oFe(IA)o| (where IA is indole-3-acetate).

In the second part, the distinct chemical species of iron were investigated by Moss-
bauer spectroscopy during iron uptake into cucumber and wheat grown with and wit-
hout “"Fe™-citrate. The Méssbauer parameters in the case of iron-sufficient roots revea-

1 Ul_carboxylate complexes,

led high-spin Fe'"' components suggesting the presence of Fe
hydrous ferric oxides and sulfate-hydroxide containing species. Iron deficient cucumber
roots supplied with iron contained significant amount of Fell in hexaaqua coordina-
tion environment. This is a direct evidence for the Strategy I iron uptake mechanism.
Correlation was found between the decrease in iron reductase activity and the ratio of
Fell-Fe''components as the time of iron supply was increased. Our data may refer to
a higher reduction rate as compared to its uptake or reoxidation in the cytoplasm in
accordance with the increased reduction rate in iron deficient Strategy I plants.

No Fe!' could be found in wheat under similar conditions which confirms the me-
chanism proposed for iron uptake into plants belonging to Strategy II. In cucumber,
the effect of Cd on the accumulation and uptake of iron was also studied. The data
obtained show the inhibitory effect of Cd*" on the iron reduction and the competition
between Cd*" and Fe?' during the membrane transport. No difference could be found
in the FCHI—COIIII)OIICHtS present in iron sufficient cucumber roots grown without and

with Cd.
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Osszefoglalas

Munkéam soréan két, névényélettani vonatkozastu témaban felmeriilt kérdésekre kerestem
a valaszt, transzmisszios TFe Mossbauer-spektroszkopia segitségével. Az els6 részben
az egyik legfontosabb névényi hormon, az indol-3-ecetsav (IAA) Fe''-mal térténs ké-
miai reakcio6it vizsgaltam, elsGsorban lefagyasztott oldatminték segitségével. A savas
vizes oldatokra kapott eredmények alapjan a Felll és IAA kozott kétféle reakeio jatszo-
dik le. Az egyik reakcié egy komplexképzddés, mely egyben csapadékképzidéssel jar. A
masik reakci6 egy redoxifolyamat, ami [hexaakva-vas(II)| és az IAA oxidalt termékei-
nek képzodését eredményezi. A vizes kozegben csapadékként megjelend Fe-TAA komp-
lex szerkezetét Mossbauer spektroszkopiaval, infravoros és Raman-spektroszkopiaval és
folyadék-rontgendiffrakcios technikaval vizsgaltam. Az eredmények alapjan a komplex
pi-dihidroxo hiddal kapcsolodé dimer, melynek képlete: [(IA)oFe(p-OH)oFe(IA),| (ahol
IA indol-3-acetat).

A masodik részben a novény gyokerében elGforduld vasvegyiileteket és a vasfel-
vételi mechanizmusokat vizsgaltam elssorban Mdssbauer-spektroszkopiaval, TR
citraton és anélkiil nevelt uborka és buza novények felhasznalasaval. Az elegends vas-
sal ellatott novények gyokerében a vas harom f§ kémiai kornyezetben talalhato meg:
Fe'_karboxilatok, ferrihidrit és Fe'-szulfat-hidroxidok. A vashianyos, majd vassal el-
latott uborka gyckerében jelentés mennyiségti Fel'-komponens képzédését mutattam
ki, amivel kozvetlen bizonyitékot adtam az I. vasfelvételi stratégia mechanizmuséra.
Osszefiiggest allapitottam meg a vas-kelat reduktéz aktivitas csokkenése, a Fell-Felll-
komponensek aranya és az alkalmazott vasellatas ideje kozott. Az eredmények alapjan
a redukcios folyamatok a felvételhez illetve a reoxidacios folyamatokhoz képest gyor-
sabban jatszodnak le, ami dsszhangban all az 1. vasfelvételi stratégiat kovets novények
vashianyos allapotban névekvs redukcios kapacitasaval.

Buiza esetében hasonlo kériilmények mellett Fe''-komponenst nem mutattam ki,
amivel megerdsitettem a II. vasfelvételi stratégiara vonatkozo mechanizmust. Ezen feliil
uborka esetén a Cd*™ vasfelvételre és az egyes vasvegyiiletekre kifejtett hatasat is vizs-
galtam. Eredményeim alapjan a od*r gatolja a vas-kelat reduktéz enzim mikodését
¢és a Fe?"-ionok membranon keresztiil torténd transzportjat. Az elegendd vassal ellé-
tott uborka gydkerében a kadmium nem befolyasolja a gyokérben megtalalhato Felll-

vegyiiletek el6fordulasat.
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