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LABORATORNÍ PŘÍSTROJE A POSTUPY 

cí fosforu v HK. Fulvokyseliny (FK), spolu s huminovými 
kyselinami označované souhrnně jako humusové kyseliny, 
obsahují fosforu méně ne� HK, jejich 31P NMR spektra 
v�ak lze rovně� úspě�ně měřit. Přes poměrně nízký obsah 
fosforu vá�ou humusové kyseliny značnou část jeho záso-
by v půdě, tak�e měřením 31P NMR spekter HK získáme 
cenné informace o slo�ení půdního fosforu. 

Základy pro přiřazení jednotlivých 31P NMR absorpč-
ních pásů půdního organického fosforu polo�ili Newman 
a Tate2. Ogner3 rozli�il v 31P NMR spektrech čtyř HK 
z lesních půd 15 signálů, které přiřadil čtyřem formám 
organického fosforu (Porg). Přesto�e půdy byly velmi po-
dobné, zjistil významné rozdíly v mno�ství i přítomnosti 
jednotlivých typů Porg. Od konce 80. let 20. století je meto-
da 31P NMR spektroskopie poměrně často vyu�ívána při 
studiu vazby fosforu v huminových kyselinách i různých 
alkalických půdních extraktech, v nich� HK tvoří podstat-
nou slo�ku. 

 
 
Materiál a metodika 

 
Huminové kyseliny byly izolovány z půdních vzorků 

podle tradičního schématu (obr. 1), zalo�eného na dekalcifi-
kaci vzorku 0,1 M-HCl a extrakci roztokem 0,1 M-NaOH. 
Z alkalického výluhu, odděleného od tuhé fáze centrifuga-
cí (1000 g po dobu 30 min) a filtrací, byly HK vysrá�eny 
0,1 M-HCl a následně či�těny přesrá�ením a nanofiltrací. 
Roztok sodných solí huminových kyselin byl zmra�en 
a vysu�en lyofilizací. Převod sodných solí na kyseliny, 
obvykle prováděný na koloně plněné silně kyselým ka-
texem Dowex, není nezbytný, proto�e se vzorek humino-
vých kyselin (resp. solí) před měřením 31P NMR spekter 
rozpou�tí v NaOD. HK by se té� částečně sorbovaly na 
iontoměniči a přitom by se mohl sní�it obsah fosforu ve 
vzorku. HK izolované podle tohoto schématu jsou poměr-
ně čisté, a proto vhodné např. pro stanovení optimálních 
parametrů pro měření NMR spekter. Časově náročná izo-
lace v�ak mů�e vést k částečné hydrolýze HK, a tím ke 
ztrátě cenných informací, je� lze studiem 31P NMR spekter 
HK získat. Úprava postupu izolace humusových kyselin 
a jeho srovnání s dal�ími u�ívanými metodami byly jed-
ním z cílů této práce.  

Elementární analýza HK byla prováděna na analyzá-
toru Carlo Erba 1108. Obsah celkového fosforu v HK byl 
stanoven po mineralizaci 72% kyselinou chloristou4. Fos-
for převedený mineralizací na orthofosforečnan byl po 
reakci s molybdenanem amonným a askorbovou kyselinou 
stanoven spektrofotometricky jako fosfomolybdenová 
modř5,6. 

31P NMR spektra byla měřena na spektrometru 
Bruker AMX-3 400 s pracovní frekvencí 161,986 MHz 
s těmito parametry: teplota 298,15 K, průměr kyvety 
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Úvod 

 
Přeměny anorganických a organických sloučenin 

fosforu v přírodě jsou velmi úzce propojeny v koloběhu 
fosforu. Přesto�e některé části tohoto koloběhu byly kla-
sickými analytickými metodami prostudovány poměrně 
detailně, mechanismy přeměn organického fosforu jsou 
známy nedostatečně, neboť vět�ina údajů byla získána 
nepřímými postupy, jejich� výsledky často nelze jedno-
značně interpretovat. Proto se postupně prosazuje přímé 
studium různých frakcí fosforu v přírodě, předev�ím hu-
musových kyselin, metodou 31P NMR spektroskopie. Kva-
litativně nové informace mění pře�ívající názory na kolo-
běh i dostupnost fosforu v ekosystémech a mohou ovlivnit 
řadu oborů základního i aplikovaného výzkumu, např. 
pedologii, geobotaniku, lesnictví a zemědělství, i přispět 
k ře�ení tak významných problémů �ivotního prostředí, 
jako je eutrofizace vod nebo sorpce a dostupnost tě�kých 
kovů v půdě. 

Huminové kyseliny jsou amorfní polydisperzní látky 
�lutohnědé a� černé barvy s poměrně vysokou molekulovou 
hmotností. Jsou rozpustné v alkalickém prostředí (0,1 M-
NaOH), v kyselém prostředí (pH < 2) se srá�ejí. Půdní hu-
minové kyseliny (HK) obsahují přibli�ně 41�57 % uhlíku, 
33�54 % kyslíku, 3,5�7 % vodíku a 0,7�4,5 % dusíku 
v bezpopelové su�ině. Obsah fosforu v půdních HK je po-
měrně nízký, bě�ně se pohybuje1 okolo 800�1500 mg.kg�1, 
av�ak díky tomu, �e přírodní fosfor je tvořen jediným izo-
topem 31P, jeho� jádro se spinem 1/2 je navíc dostatečně 
citlivé (má vysoký gyromagnetický poměr), poskytuje 31P 
NMR spektroskopie významné mo�nosti pro studium frak-
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5 mm, počet jednotlivých průchodů na jedno spektrum 
10 000, délka excitačního pulsu 17,0 µs (90°), délka akvi-
zičního času 0,327 s, �ířka spektra 50 000 Hz, relaxační 
prodleva Td 2 s, �irokopásmový 1H-decoupling (zru�ení 
interakce spinů). FID (free induction decay, zánik volné 
indukce) byl zpracován s roz�ířením linie 10 Hz. Chemic-
ké posuny byly měřeny vůči 85% H3PO4,  jako externímu 
standardu. 

 
 

Výsledky a diskuse 
 

V l i v  p o u � i t é h o  e x t r a k č n í h o   
č i n i d l a  n a  k v a l i t u  s p e k t r a  

Pro stanovení jednotlivých frakcí organického fosforu 
v půdě 31P NMR spektroskopií se často pou�ívá extrakce 
0,5 M-NaOH. Nevýhodou tohoto postupu je extrakce mé-
ně ne� 50 % celkového fosforu (Pt) u některých půd7, mo�-
nost hydrolýzy extrahovaných huminových kyselin v silně 

půda < 2 mm nebo hrabanka  

      0,1M-HCl; 20 h, labor. teplota; 
                      promytí H2O, filtrace 
 

                                                  
 Extrakce 0,1M NaOH 24 h, 

ultrazvuková lázeň, labor. teplota; 
centrifugace 1000 g, filtrace 
 
    
 

 
                                          

Přídavek nasyceného roztoku Na2SO4 
0,3 h koagulace humusojílového komplexu; 
           filtrace sra�eniny 

 
      

 
 

                                                  Srá�ení HK přídavkem 0,1M HCl;      
Filtrace, příp. centrifugace 

 
 
                                    
                Či�tění přesrá�ením 
 
        
 
 
                  Ultrafiltrace na membráně Amicon 500.103 Da 
 
 

 
       

   Ultrafiltrace na membráně Amicon 103 Da 
   Promývání redestilovanou vodou 

 
 

     

    humusojílový komplex 

HK  FK 

HK  

HK  

HK  (Na soli) 

humusojílový komplex 

roztok balastních látek  

Obr. 1. Základní schéma izolace a či�tění huminových kyselin 

dekalcifikovaný vz.  FK (frakce 1a) 

HK + FK půda + huminy 

HK + FK 
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alkalickém roztoku a podobně jako u některých jiných 
extrakčních činidel současná extrakce paramagnetických 
iontů (Fe3+, Mn2+), které sni�ují rozli�ení NMR spekter. 
Ze vzorků alpínských půd lze roztokem NaOH extrahovat 
66�82 % Pt (horizonty A) a 28�51 % Pt (horizonty B)8; 
přitom 92�99 % extrahovaného fosforu připadá na orga-
nický fosfor, vázaný předev�ím v HK. 

Roztokem EDTA v NaOH byl extrahován největ�í 
podíl půdního fosforu v podzolových půdách7 a rovně� 
vět�ina typů fosforu ve srovnání s roztokem 0,25 M-NaOH 
i roztokem 0,25 M-NaOH s přídavkem Chelexu X-100. 
Pou�ití směsi NaOH-EDTA pravděpodobně sni�uje stupeň 
hydrolýzy, vypočítaný z poměru obsahu diesterů a mo-
noesterů7, nicméně rozli�ení NMR spektra bývá výrazně 
hor�í ne� v případě jiných extrakčních činidel, proto�e 
paramagnetické ionty komplexované EDTA zůstávají 
v roztoku. Naproti tomu extrakce vzorků lesních půd směsí 
Chelex X-100 + NaOH poskytovala spektra s ostrými sig-
nály, do extraktu v�ak bylo převedeno pouze 23�35 % Pt. 
Při extrakci vzorků směsí 0,5 M-NaOH + 0,1 M EDTA 
(1:1) přecházel do extraktu vět�í podíl Mn2+, toto činidlo 
v�ak extrahovalo nejvy��í podíl půdního fosforu (71�90 %) 
včetně polyfosfátů. Někteří autoři9 doporučují sní�it obsah 
Mn2+ a Fe3+ v extraktu na koloně plněné Chelexem X-100 
nebo přídavkem tohoto sorbentu do filtrátu; nevýhodou 
mů�e být částečná sorpce humusových látek na sorbentu. 

Izolace relativně čistých HK je obtí�ná zejména ze 
vzorků, pocházejících z hlub�ích půdních horizontů, kde je 
obsah HK nízký a tyto látky bývají vázány v komplexech 
s jílovými minerály nebo ionty Fe3+ a Al3+, jejich� přítom-
nost ve vzorku mů�e komplikovat měření NMR spekter. 
Pro studium frakcí organického P jsou v�ak HK z hlub�ích 
horizontů důle�ité, neboť vzájemné srovnávání 31P NMR 
spekter HK izolovaných z jediného (vět�inou svrchního) 
horizontu půd, které nejsou příbuzné, má jen omezený 
význam10. Obsah balastních látek, které zvy�ují obsah 
popelovin v HK, lze sní�it či�těním nanofiltrací například 
na membráně Amicon PBVK nebo lou�ením vzorku v 3% 
HF. 

Velmi dobré výsledky u kyselých půd poskytuje po-
stup zalo�ený na extrakci 0,1 M-NaOH, podobný izolaci 
huminových kyselin, pou�itý u jednotlivých horizontů 
podzolu11 a umo�ňující stanovit odděleně frakce fosforu 
v huminových kyselinách a fulvokyselinách. Proto�e ex-
trakce a či�tění huminových kyselin je časově velmi nároč-
ná procedura, při ní� nelze vyloučit hydrolýzu některých 
sloučenin fosforu, navrhli Pant a spol.12 dvojnásobnou 
čtyřhodinovou extrakci vzorku 0,4 M-NaOH s následným 
oddělením hydroxidu gelovou chromatografií. Extrakt 
odstředěný na centrifuze byl nanesen na kolonu plněnou 
Sephadexem G-25, kde se oddělily humusové kyseliny od 
NaOH. Eluát HK byl poté zahu�těn na vakuové odparce 
při 35 °C. 

Nevýhodou postupu je strhávání vět�ích molekul HK 
při centrifugaci (10 000 g po dobu 40 min) a sorpce části 
humusových kyselin na Sephadexu. Kapacita kolony je 
omezená a při vět�ích objemech vzorku jsou huminové 
látky příli� dlouho v prostředí koncentrovaného roztoku 

NaOH; navíc autory pou�ívaná poměrně vysoká teplota 
35 °C mů�e urychlovat eventuální hydrolytické reakce. 
Proto jsme modifikovali standardní20 extrakci humusových 
kyselin tak, �e ji provádíme po dobu 4 h v 0,1 M-NaOH. 
V průběhu extrakce je směs čtyřikrát vystavena 15minuto-
vému působení ultrazvuku, aby se rozru�ily agregáty 
a dosáhlo vy��ího výtě�ku HK. Po 4 hodinách je extrakt 
oddělen na centrifuze při 1500 g, filtrován, přídavkem HCl 
je sní�eno jeho pH na 11,5 a je vpraven do nanofiltrační 
cely. Zde je extrakt při laboratorní teplotě v atmosféře 
dusíku promýván destilovanou vodou a koncentrován, 
přičem� se na ultrafiltračním nástavci s membránou Ami-
con YM1 oddělí nízkomolekulární látky. Koncentrát je 
poté zmra�en a lyofilizován stejným postupem jako humi-
nové kyseliny. 

Modifikací tohoto postupu je jeho roz�íření o dekalci-
fikaci vzorku 0,1 M-HCl před extrakcí, jí� se odstraní ion-
ty Ca2+, popřípadě Fe3+, Mn2+ a Al3+, které vá�ou část fos-
foru, a zvý�í se absolutní mno�ství extrahovaných fosfo-
rečnanů a jejich monoesterů. Tento stupeň v�ak má dvě 
nevýhody � jednak vede k zániku některých minoritních 
signálů v 31P NMR spektrech, pravděpodobně v důsledku 
hydrolýzy v kyselém prostředí, jednak mů�e negativně 
ovlivnit následnou extrakci vzorku 0,1 M-NaOH, proto�e 
se část hydroxidu spotřebovává na titraci půdního sorpční-
ho komplexu, který byl při dekalcifikaci převeden do H+ 
cyklu. (Tento druhý vliv je patrný předev�ím u půd humu-

  20           15          10            5             0            -5          -10          -15         ppm  

Obr. 2. Vliv dekalcifikace vzorku na kvalitu 31P NMR spektra 
humusových kyselin izolovaných z humusového horizontu 
kambizemě; a � vzorek bez dekalcifikace, b - vzorek před izolací 
dekalcifikovaný; Obě 31P NMR spektra byla měřena se stejnými 
parametry 

a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b 
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sem chudých, kdy je třeba pou�ít pro izolaci určitého 
mno�ství HK vět�í navá�ku vzorku. Lze jej eliminovat 
nadbytkem roztoku NaOH nebo kontrolou pH.) Hlavní 
předností tohoto stupně je výrazné zlep�ení kvality spekter 
zejména v těch případech, kdy půda obsahuje paramagne-
tické ionty (kambizemě, horizonty B podzolů), které mo-
hou roz�ířením linie výrazně zhor�it rozli�ení NMR spekt-
ra (obr. 2). 

Jak ji� bylo zmíněno, ve zvlá�tních případech se pou-
�ívá lou�ení huminových kyselin v 3% HF, při kterém se 
sni�uje obsah jílových příměsí, popřípadě i Fe3+ a Al3+ 
iontů z humusojílových komplexů. Přitom se rovně� sni�u-
je obsah některých frakcí fosforu, zejména orthofosforeč-
nanu (viz. tab. I), popř. dal�ích frakcí fosforu vázaných na 
minerální podíl. Toho lze vyu�ít ke stanovení minoritních 
frakcí Porg, je-li obsah orthofosforečnanů v HK extrémně 
vysoký a jejich signál překrývá ostatní signály v 31P NMR 
spektru. 

 
V l i v  d o b y  m ě ř e n í  n a  k v a l i t u  
s p e k t e r  

Zatímco Newman a Tate2 se domnívali, �e alkalické 
extrakty půd (roztoky humusových kyselin) pro měření 31P 

NMR spekter mohou být bez znatelných změn ve spekt-
rech ulo�eny po dobu několika dnů, je dnes zřejmé, �e se 
huminové látky v alkalickém prostředí hydrolyzují. Hydro-
lýzu lze omezit zkrácením doby potřebné k přípravě a či�-
tění extraktu i zkrácením doby měření NMR spektra, nej-
vět�í význam v�ak má lyofilizace vzorku a jeho rozpu�tění 
v NaOD bezprostředně před měřením. Doba extrakce je 
dnes zpravidla 4 hodiny, krat�í by ji� zřejmě vedla 
k neúplné extrakci. Jediným způsobem, jak dále omezit 
zkreslení výsledků eventuální hydrolýzou, je proto zkráce-
ní doby měření. Toho lze teoreticky docílit zkrácením rela-
xační prodlevy (viz ní�e) nebo sní�ením počtu akumulací. 
Oba tyto postupy byly vyzkou�eny, oba v�ak přinesly více 
problémů ne� eventuální změny ve spektrech v důsledku 
hydrolýzy. 

Velmi malý počet 500 akumulací pou�ili např. Pant 
a spol.12 Při kvantitativním vyhodnocení spekter v�ak patr-
ně v důsledku nepříznivého poměru signál/�um dospěli 
k obtí�ně interpretovatelným výsledkům. Pokud toti� měři-

li vzorek del�í dobu (3648 akumulací), získali spektrum 
s lep�ím poměrem signál/�um, současně se v�ak podstatně 
zvý�ila intenzita signálu, autory připisovaného fosfoenol-
pyruvátu, a poklesla intenzita signálů nukleosid-
monofosfátů a polynukleotidů. Pokud byl do roztoku před 
měřením přidán toluen, u�ívaný v biochemii k zamezení 
růstu a mno�ení baktérií, intenzita signálu �ádné formy 
fosforu se nezměnila. Autoři se pokusili vysvětlit jev bio-
logickou aktivitou v silně alkalickém extraktu během mě-
ření, nicméně ponechání roztoku po dobu 2 h při pokojové 
teplotě před měřením spektra se očekávanými změnami 
v intenzitě jednotlivých signálů fosforu neprojevilo. 
Z těchto výsledků je zřejmé, �e doba měření musí být tak 
dlouhá, aby se získalo dostatečně kvalitní spektrum, umo�-
ňující spolehlivé kvantitativní vyhodnocení; přitom je 

Tabulka I 
Vliv způsobu izolace HK na frakční slo�ení P v půdních huminových kyselinách; T55 � tradiční způsob; T550 � izolace 
roz�ířena o působení 3% HF kvůli sní�ení obsahu popelovin 

Oblast spektra T55 T55 T550 T550 
[ppm] [%] [mg.kg�1] [%] [mg.kg�1] 

15 � 22 34,2 589 27,5 344 
5,5 � 7,5 6,2 107 2,2 28 
3 � 5,5 28,1 484 31,7 398 
1 � 3 17,1 294 16,7 209 

0 � (-2) 14,4 248 21,9 275 
Celkem 100,0 1721 100,0 1254 

Obr. 3. Vliv hydrolýzy HK v alkalickém prostředí na zastou-
pení jednotlivých typů P v 31P NMR spektru; a � vzorek měře-
ný ihned po rozpu�tění v NaOD, b � tý� vzorek, měřený 7 dnů po 
rozpu�tění; Na vlo�eném obrázku je detail obou spekter 

b 
 
 
 
 
a 

 
 
b 
 
 
 
 
a 
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ov�em nezbytné, aby měření neprobíhalo zbytečně dlouho, 
neboť by se vzorek mohl hydrolyzovat. 

Vliv případné hydrolýzy na změny v 31P NMR spek-
tru jsme testovali na vzorku huminové kyseliny rozpu�tě-
né v 0,5 M-NaOD. Vzorek byl změřen ihned po rozpu�-
tění a poté znovu po 7 dnech. Srovnání obou spekter je 
na obr. 3. Hydrolýza se projevila v oblasti fosfonátů 
a monoesterů kyseliny fosforečné. V oblasti fosfonátů 
(15�20,1 ppm) klesá v důsledku hydrolýzy intenzita signá-
lu při 18,7 ppm a úměrně tomu roste intenzita signálu při 
20,1 ppm. Součet intenzit obou signálů v�ak při této změně 
zůstává stejný (tab. I) a proto�e oba signály příslu�í té�e 
frakci Porg, nemá hydrolýza v této oblasti vliv na informace 
získané ze spektra. Význam mů�e mít při srovnávání spek-
ter různých autorů, kdy lze indikovat výrazněj�í stupeň 
rozkladu vzorku při izolaci nebo před měřením, jestli�e 
intenzita signálu u vy��ích posunů je srovnatelná nebo 
dokonce vy��í ne� intenzita sousedního signálu. U takto 
rozlo�eného vzorku lze očekávat mnohem záva�něj�í hyd-
rolýzu mono- a zejména diesterů kyseliny orthofosforečné. 

Výrazně se hydrolýza HK projevuje v oblasti mo-
noesterů kyseliny orthofosforečné. Jejich zastoupení ve 
spektru studované HK se po hydrolýze sní�ilo ze 60,2 na 
36,6 % při současném nárůstu obsahu orthofosforečnanů 
prakticky o stejnou hodnotu z 26,3 na 50,0 %. Z toho je 
zřejmé, �e hydrolýza vzorku mů�e velmi výrazně zkreslit 
získané výsledky a �e je nezbytné usilovat o maximální 
zkrácení doby, po kterou mů�e hydrolýza probíhat � buď 
při přípravě vzorku, nebo při vlastním měření. Vzhledem 
k času, nezbytnému pro získání kvalitního spektra, lze 
pova�ovat dobu 12 h mezi rozpu�těním lyofilizovaného 
vzorku a ukončením měření spektra navr�enou pro roztok9 
v 0,5 M-NaOD za přijatelný kompromis. Autoři, kteří hyd-
rolýzu u měřených vzorků nepozorovali, např. Makarov 
a spol.8, patrně měřili vzorky při izolaci natolik hydrolyzo-
vané, �e v průběhu několikahodinového měření se ji� dal�í 
rozklad neprojevil. Na�e výsledky ukazují, �e celý postup 
přípravy extraktu musí být velmi �etrný a poměrně rychlý, 
vzorky je třeba ihned po izolaci zmrazit, vysu�it lyofilizací 
a v NaOD rozpou�tět a� krátce před měřením spektra. 
 
V l i v  p H  r o z t o k u  n a  p o l o h u   
3 1 P  N M R  s i g n á l ů  

Hodnota pH měřeného roztoku výrazně ovlivňuje 
polohu signálů v 31P NMR spektrech. Tohoto efektu se 
někdy vyu�ívá v biochemii ke stanovení nitrobuněčného 
pH z polohy 31P NMR signálu orthofosforečnanu. Pro 
měření 31P NMR spekter HK a FK v roztoku NaOD je 
optimální pH ~ 13. Pokud se vzorek HK (solí) před měře-
ním rozpou�tí v poměrně koncentrovaném roztoku 3�5% 
NaOD, je nezbytné po rozpu�tění vzorku sní�it pH roztoku 
přídavkem několika kapek 0,5 M-HCl na 12,8�13. Výhod-
něj�í je rozpou�tět humáty sodné v 0,1 M-NaOD, aby pH 
nepřekročilo hodnotu 13, proto�e při úpravě pH roztoku 
připraveného v komerčně dostupném 3�5% NaOD mohou 
nastat komplikace vyplývající z omezené �ivotnosti skle-
něné elektrody, obtí�né dostupnosti pufrů pro kalibraci při 
vysokém pH i z malého objemu roztoku. Při pH ~ 12,8 

jsou 31P NMR signály monoesterů orthofosfátu poměrně 
dobře odděleny od signálu orthofosforečného iontu; ni��í 
pH má navíc příznivý vliv na zpomalení eventuální hydro-
lýzy vzorku v alkalickém prostředí. Při pH < 12,5 se mo-
hou signály některých inositol-fosfátů překrývat se signá-
lem orthofosfátu. 31P NMR spektra té�e fulvokyseliny, 
měřená v D2O při pH ~ 4 a v 5% NaOD při pH přibli�ně 
12,5, jsou porovnána na obr. 4. 
 
V l i v  r e l a x a č n í  p r o d l e v y  n a   
z a s t o u p e n í  j e d n o t l i v ý c h  t y p ů  
f o s f o r u  

Získání NMR spektra pou�itelného pro kvantitativní 
účely vy�aduje dodr�et základní podmínku � úplnou rela-
xaci spinu atomů fosforu v průběhu měření. Proto�e splně-
ní tohoto po�adavku znamená úměrné prodlou�ení doby 
měření, volí řada autorů relaxační prodlevu krat�í ne� 1 s, 
v extrémních případech8,13 jen 0,2 s, co� se v�ak negativně 
promítá do intenzit jednotlivých signálů, sni�uje přesnost 
stanovení poměrného zastoupení jednotlivých typů fosforu 
a prakticky znemo�ňuje srovnání výsledků různých autorů. 
Pro stanovení vhodné relaxační prodlevy jsme pou�ili vzo-
rek velmi čisté huminové kyseliny, její� 31P NMR spekt-
rum bylo charakteristické přítomností signálů vět�iny vý-
znamných frakcí i velmi nízkým �umem, co� je nezbytný 
předpoklad pro kvantitativní vyhodnocení. Homogenizo-
vaný vzorek huminové kyseliny byl rozdělen na tři pod-
vzorky, které byly postupně rozpu�těny v 5% NaOD a byla 
měřena jejich 31P NMR spektra při relaxační prodlevě 
0,2 s, 0,6 s nebo 2,0 s.  

Relativní intenzity jednotlivých pásů v 31P NMR 
spektru HK se s rostoucí relaxační prodlevou Td zvy�ují 

Obr. 4. Vliv pH roztoku na 31P NMR spektrum fulvokyselin;  
a � vzorek rozpu�těný v D2O, pH ~ 3,8; b � vzorek rozpu�těný 
v NaOD, pH ~ 12,5 

a 
 
 
 
 
 
 
 
 
b 
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(viz obr. 5) a je tedy zřejmé, �e pou�ití prodlev Td < 2 s 
vede k nerovnoměrnému zkreslení obsahu jednotlivých 
typů fosforu. Proto�e měření HK bylo u v�ech tří relaxač-
ních prodlev prováděno po stejnou celkovou dobu (tedy 
s různým počtem akumulací), výsledky nejsou ovlivněny 
případnou hydrolýzou vzorku. Měřená HK v�ak byla při-
pravována tradičním postupem, v jeho� průběhu je vzorek 
zbaven značné části paramagnetických iontů. Tím lze do-
sáhnout kvalitněj�ího spektra, neboť nedochází k roz�i-
řování linie, současně se v�ak s vy��í čistotou preparátu 
prodlu�uje čas spin-mří�kové relaxace T1. Proto�e pou�í-
vání různých extrakčních činidel vede u různých půd 
k značně odli�né koncentraci paramagnetických iontů 
v měřeném extraktu, je obtí�né doporučit univerzální rela-
xační prodlevu pro měření 31P NMR spekter alkalických 
půdních extraktů. Optimální postup by měl zahrnovat 
vedle stanovení koncentrace paramagnetických iontů 
v extraktu rovně� stanovení relaxační prodlevy pro nově 
studovaný půdní typ nebo horizont. Při velmi nízkém ob-
sahu těchto iontů ve vzorku lze dosáhnout zkrácení rela-
xační prodlevy přídavkem iontů Cr3+, tento postup se v�ak 
u huminových látek nepou�ívá. Je-li naopak obsah para-
magnetických iontů vysoký, je třeba zvolit jiné extrakční 
činidlo nebo úpravu extraktu před měřením. 

Práce různých autorů se li�í rovně� v dal�ích paramet-
rech měření spektra, zejména dobou akvizice [0,1 s 
(cit.8,13), 0,8 s (cit.14), 1,63 s (cit.9)], úhlem pulsu (30, 45 
nebo 90°), případně pou�itím �irokopásmového 1H decou-
plingu a roz�íření linie při zpracování spektra (0�20 Hz). 

 
P ř i ř a z e n í  s i g n á l ů  v  3 1 P  N M R  
s p e k t r u  h u m i n o v ý c h  l á t e k  

Na rozdíl od 13C NMR spekter huminových látek, 
u nich� se jednotlivé signály (pásy) vzájemně překrývají22, 
je v 31P NMR spektrech huminových látek při vhodně zvo-
leném pH vět�ina pásů dobře separovaných. Chemické 
posuny se u 31P NMR spekter huminových látek zpravidla 

vztahují k externímu standardu 85 % H3PO4. Přiřazení 
jednotlivých signálů (pásů) se provádí podle literárních 
údajů, případně se ověřuje přídavkem standardu 
(obsahujícího asi 1 mg P) do měřeného vzorku, aby se 
vyloučil vliv pH nebo iontové síly, na ně� jsou některé 
signály citlivé. Hlavními frakcemi fosforu v HK a FK jsou 
předev�ím monoestery a diestery kyseliny orthofosforečné 
(fosfátu) a anorganické orthofosforečnany. Méně zastou-
peny bývají difosforečnany, fosfonáty, polyfosforečnany 
a diestery kyseliny orthofosforečné vázané na sacharidy. 
Ve spektrech některých HK se vyskytují maxima, která 
dosud nebyla přiřazena, nebo přiřazení není jednoznačné. 
Podobně není zcela jednoznačné ani přesné rozdělení inte-
gračních mezí pro překrývající se pásy, předev�ím kvůli 
závislosti chemického posunu na podmínkách měření 
(pH). Tato nejednoznačnost mů�e znesnadnit srovnávání 
výsledků různých autorů, při analýze a srovnání vlastních 
spekter se v�ak neprojeví. 

Přehled signálů v 31P NMR spektrech huminových 
kyselin a jejich přiřazení jsou shrnuty v tabulce II. Signály 
31P NMR spekter huminových kyselin (a obecně půdního 
organického fosforu) se nacházejí v oblasti posunů, při-
bli�ně vymezené intervalem 21 ppm a� �21 ppm. Vět�inou 
nepříli� intenzívní maxima v intervalu posunů 15�20 ppm 
příslu�í fosfonátům, sloučeninám s vazbou fosforu na atom 
uhlíku. Kyselina (2-aminoethyl)fosfonová (obr. 6, I) 
s maximem při 20 ppm je patrně produktem hydrolýzy 
slo�itěj�ích fosfonátů, nejspí�e lipidů obsahujících tuto 
kyselinu (fosfonolipidů), které se ve spektrech HK proje-
vují signálem okolo 19 ppm. V důsledku této hydrolýzy 
jsou pro fosfonáty typická dvě ostrá maxima při uvede-
ných posunech, někteří autoři v�ak pozorovali pouze jedno 
maximum. Ostré a nepříli� intenzívní maximum při 
12 ppm bývá pozorováno vzácně a dosud nebylo přiřaze-

Obr. 5. Závislost relativní intenzity jednotlivých signálů v 31P 
NMR spektru velmi čisté HK, izolované z podzolové půdy, na 
zvolené relaxační prodlevě Td; ▲ 3-5,5 ppm, ♦  0-(-2) ppm, ● 
5,5-7,5 ppm,  ■ 15-20 ppm, ▼ 1-3 ppm 
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Tabulka II 
Přiřazení 31P NMR signálů v roztocích huminových kyse-
lin v NaOD; pH ~ 12,8 

Signál Přiřazení 
[ppm]   
15�20 fosfonáty 
~12 vyskytuje se vzácně, patrně aromatické fosfo-

náty 
5,5�7 anorganický orthofosforečnan 
3�5,5 monoestery kyseliny orthofosforečné 

(inositolfosfáty, estery kyseliny orthofosforeč-
né se sacharidy, mononukleotidy) 

1,5�3 neidentifikováno, zřejmě mono- a diestery 
kyseliny orthofosforečné 

1,5�(-2) převá�ně diestery kyseliny orthofosforečné 
(fosfolipidy, DNA a RNA) 

-3,5�(-5) difosforečnany a koncové atomy P anorganic-
kých polyfosforečnanů 

-6�(-23) anorganické a organické (ATP, ADP) polyfos-
forečnany 
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Obr. 6. Strukturní vzorce studovaných látek: kyselina (2-aminoethyl)fosfonová (I), myo-inositol-hexakis(fosfát) (kys. fytová) (II), D-
glukosa-6-fosfát (III), 2-aminoethyl-dihydrogenfosfát (IV), O2, O3-diacylglycerol-1-fosfát (kyseliny fosfatidové) (V), L-α-fosfatidylcholin 
(L -α-lecithin) (VI), difosfatidylglycerol (kardiolipin) (VII), fosfatidylserin (VIII), fosfoenolpyruvát (IX), inosin-5�-monofosfát (X), adeno-
sin-5�-trifosfát (ATP) (XI), kyselina polyfosforečná (XII) 
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no, snad jde o fosfonáty aromatické povahy. 
Intenzívní signál s vrcholem při posunu 6 ppm příslu-

�í anorganickému orthofosforečnanu. Guggenberger 
a spol.13 pozorovali maximum signálu orthofosforečnanu 
při 6,5 ppm, patrně vlivem vy��ího pH roztoku. Pant 
a spol.12 přiřadili toto maximum fosfoenolpyruvátům, tento 
názor je v�ak ve světové literatuře ojedinělý. Přiřazení 
tohoto pásu, významného z interpretačních důvodů, jsme 
ověřili přídavkem dihydrogenfosforečnanu sodného do 
roztoku HK v NaOD. Odpovídající signál měl maximum 
při 6,0 ppm (obr. 7). Signál orthofosforečnanu se obvykle 
integruje v oblasti posunů 5,5�7 ppm. Přesná hranice se 
sousedním pásem (signálem) monoesterů kyseliny ortho-
fosforečné se obvykle volí v minimu mezi oběma signály; 
například Makarov a spol.8 zvolili tuto hranici u 5,8 ppm. 
Jiným ře�ením je softwarová dekonvoluce jednotlivých 
pásů, rozli�ených druhou derivací spektra, u 31P NMR 
spekter HK se v�ak zatím pou�ívá ojediněle. Sama přítom-
nost orthofosforečnanů v huminových kyselinách je do 
jisté míry překvapivá, neboť extrakce HK i FK je poměrně 
drastická a zahrnuje mj. důkladnou dialýzu proti destilova-
né vodě nebo nanofiltraci na membránách za vy��ího tla-
ku, při nich� je vět�ina nízkomolekulárních látek vylouče-
na do dialyzátu (filtrátu). Proto�e hydrolýzu esterů kyseli-
ny fosforečné na orthofosforečnan v alkalickém roztoku 
mů�eme při rychlé izolaci i měření zanedbat, je přítomnost 
orthofosforečnanu v HK zřejmě důsledkem vazby (sorpce) 
iontů PO4

3� makromolekulami humusových kyselin, patrně 

za tvorby komplexních vazeb s ionty Fe3+, Ca2+ nebo Al3+, 
které tvoří součást humusojílových komplexů. Na podobný 
způsob vazby mů�eme soudit i ze samotného chemického 
posunu signálu PO4

3� v přítomnosti HK, který je vy��í ne� 
posun orthofosforečnanu v NaOD při stejném pH (obr. 7). 
V této oblasti mohou omezeně přispívat také některé mo-
noestery kyseliny orthofosforečné, signál při 5,8�5,9 ppm 
poskytuje například atom fosforu, vázaný v poloze 2 myo-
inositol-hexakis(fosfátu) (obr. 6, II). Zpravidla v�ak lze 
obě ostrá maxima dobře oddělit, nebo je příspěvek mo-
noesterů k signálu orthofosforečnanů nevýznamný. 

Výrazný pás v oblasti 3 a� přibli�ně 5,5 ppm, obvykle 
s několika maximy, příslu�í monoesterům kyseliny ortho-
fosforečné2, zejména jejím esterům s cyklickými hexitoly 
(inositol-fosfátům) a se sacharidy, dále rovně� mononukle-
otidům apod. Tyto monoestery jsou poměrně rezistentní 
vůči rozkladu a mohou se v půdě akumulovat; někdy býva-
jí hlavní frakcí půdního organického fosforu. Exaktní iden-
tifikace látek, jim� příslu�í pásy v této oblasti, nebyla do-
sud u půdních extraktů provedena, zastoupení uvedených 
skupin monoesterů se pro různé HK li�í. Podle často cito-
vaných tradičních prací Andersona15 a Islama a Ahmeda21 

byl za dominantní organickou sloučeninu fosforu v půdách 
pova�ován myo-inositol-hexakis(fosfát) (obr. 6, II, kyseli-
na fytová), její� smí�ená vápenato-hořečnatá sůl je známa 
pod triviálním názvem fytin. Dal�ím v půdě bě�ným stere-
oizomerem je scyllo-inositol-hexakis(fosfát), syntetizova-
ný řadou půdních mikroorganismů. Inositol-fosfáty, 
zejména hexakisfosfáty inositolu, převa�ují v HK 
z hlub�ích horizontů podzolu14, v jiných HK se v�ak mo-
hou vyskytnout také nukleosid-monofosfáty (adenosin-
monofosfát, 4,5 ppm), D-glukosa-6-fosfát (obr. 6, III, 
5,3 ppm), glycerol-1-fosfát (4,7 ppm) apod., případně mo-
hou inositol-hexakisfosfáty chybět12. V této oblasti posky-
tují signál rovně� některé produkty �těpení diesterů kyseli-
ny fosforečné, např. (2-aminoethyl)-fosfát (obr. 6, IV, 
4,7 ppm). 

Nepříli� výrazné signály tvořící pás v oblasti 1,5�
3 ppm nebyly některými autory ve spektrech HK vůbec 
pozorovány14; jiné práce signály v této oblasti popisují, 
av�ak jednoznačná identifikace tohoto typu atomů fosforu 
v HK dosud nebyla provedena. Fosfatidylethanolamin 
poskytuje signál při 1,6 ppm, některé monoestery H3PO4 
se sacharidy mají signál mezi 1,5�3 ppm. Kyseliny teicho-
ové (diestery kyseliny orthofosforečné), významné slo�ky 
např. buněčných stěn bakterií, poskytují rezonanční maxi-
ma mezi 1�2 ppm13, spí�e jim v�ak příslu�í maximum při 
1,9 ppm, zatímco signály pozorované při 1,5�1,7 ppm 
patří fosfolipidům mikrobiálního nebo rostlinného půvo-
du16. Hraniční hodnota signálu mezi touto frakcí a frakcí 
zahrnující monoestery kyseliny fosforečné zřejmě závisí 
na pH roztoku a také snad na povaze huminové kyseliny. 
Randall a spol.17 pova�ují za hranici mezi signály těchto 
frakcí 2,5 ppm, Cade-Menun a Preston7 a jiní hodnotu 3,0, 
kterou pou�íváme ve svých pracích. 

Diesterům kyseliny orthofosforečné, k nim� patří 
fosfolipidy a nukleové kyseliny, nále�í maxima v oblasti 
posunů cca 1,5 a� �2. Molekula fosfolipidů (fosfatidů) 

c 

b 

a 

Obr. 7. Vliv pH a HK na posun signálu orthofosforečnanů 
v 31P NMR spektru; a �  31P NMR spektrum HK s přídavkem 
KH2PO4 v roztoku NaOD při pH 12,5; b � 31P NMR spektrum 
KH2PO4 při pH ~ 7; c � 31P NMR spektrum KH2PO4 při 
pH ~ 12,5; STD � externí standard (85% H3PO4) 

HK 

STD 
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obsahuje alkoholickou slo�ku (glycerol), na ní� je vázána 
kyselina orthofosforečná v podobě kyseliny fosfatidové 
(obr. 6, V; R1, R2 = alkyly s 9 a� 17 atomy C), dále je pří-
tomna vy��í mastná kyselina a zásaditá organická slo�ka 
(nejčastěji cholin nebo kolamin). Do této skupiny slo�e-
ných lipidů, esterů vícesytných alkoholů s mastnými kyse-
linami a kyselinou fosforečnou, patří důle�ité přírodní 
látky: lecithiny (obr. 6, VI), kardiolipin (obr. 6, VII), kefa-
liny, fosfatidylserin (obr. 6, VIII), sfingomyeliny a plazma-
logeny. Asi 1 % fosfolipidů připadá na inositolfosfolipidy, 
např. fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát, přítomný v buněč-
ných membránách. Nejbě�něj�ími fosfolipidy v půdě18 jsou 
fosfatidylcholin rostlinného původu s 31P NMR signálem při 
0,7 ppm a fosfatidylethanolamin původu mikrobiálního se 
signálem při 1,7 ppm. V roztoku CHCl3/CH3OH jsou jejich 
31P chemické posuny ni��í (fosfatidylethanolamin 
0,03 ppm, fosfatidylcholin �0,84 ppm)23. Kyseliny ribo-
nukleové (RNA, posun při 0,5 ppm) nejsou v půdním pro-
středí a zvlá�tě v alkalických extraktech stabilní, v průběhu 
alkalické extrakce se rozkládají na mononukleotidy, a pro-
to k signálům diesterů kyseliny orthofosforečné nepřispí-
vají16. Stabilněj�í kyseliny deoxyribonukleové (DNA, po-
sun při �0,3 ppm) jsou pravděpodobně hlavními sloučeni-
nami, jim� v alkalických extraktech příslu�í maximum při 
0 ppm. Středně intenzívní signál s maximem při �1,5 ppm, 
pozorovaný ve spektrech některých HK8, se nevyskytuje 
v extraktech mikrobiálních kultur ani rostlinného materiá-
lu16 a nebyl zatím přiřazen. Z nepříli� početné mno�iny 
monoesterů kyseliny orthofosforečné, jejich� 31P NMR 
signály nele�í v oblasti 3�5,5 ppm, jsou významněj�í fos-
foenolpyruvát (obr. 6, IX) s posunem okolo 0,1�0,2 ppm 
a inosin-fosfát (obr. 6, X, posun 0,7 ppm). 

V oblasti posunů �3,5 a� �5 ppm poskytují charakte-
ristický středně intenzívní signál difosforečnany; ve spekt-
rech HK v�ak nebývá pozorován pravidelně. Do této ob-
lasti mohou zasahovat také signály Pα organických poly-
fosfátů i koncových atomů P z řetězců anorganických po-
lyfosforečnanů, jejich příspěvek v�ak zpravidla nebývá 
výrazný. 

Minoritní signály v oblasti od �6 do �23 ppm patří 
polyfosforečnanům, z nich� nejznáměj�í adenosin-trifosfát 
(ATP) a adenosin-difosfát (ADP) v�ak v mimobuněčné for-
mě podléhají v půdě rychlému rozkladu a ve spektrech HK 
nebo alkalických extraktů bývají pozorovány vzácně. Zdá 
se, �e na stabilizaci ATP v půdě by se mohla podílet tvorba 
komplexů s kationty kovů19. Pro ATP jsou charakteristická 
tři maxima s posuny okolo �4,7, �9,8 a �20,3 ppm. Pokud 
někteří autoři přiřadili pozorovaný izolovaný signál při �
20 ppm Pβ adenosin-trifosfátu, jde o evidentní omyl, neboť 
u ATP by tento signál byl doprovázen dvojicí stejně inten-
zívních signálů s posuny okolo �4,7 a �9,8 ppm (Pα a Pγ, 
obr. 6, XI). V 31P NMR spektrech anorganických polyfos-
forečnanů (obr. 6, XII) chybí signál charakteristický pro 
organicky vázaný fosfát (P�O�C, posun �9 a� �10 ppm), 
v závislosti na délce řetězce se v nich vyskytuje několik 
signálů s posuny �19 a� �21 ppm i signály skupin �O�PO
(OH)2 na koncích polyfosfátových řetězců v oblasti cha-
rakteristické pro difosforečnany (�4 a� �5 ppm). 

Závěr 
 
Souhrnně lze konstatovat, �e současná úroveň znalostí 

činí z 31P NMR spektroskopie spolehlivý nástroj pro ana-
lýzu sloučenin (forem) fosforu v huminových kyselinách i 
alkalických půdních extraktech, který při dodr�ení stan-
dardních podmínek izolace a měření poskytuje reproduko-
vatelné kvantitativní výsledky. Dal�í výzkum zřejmě při-
nese upřesnění informací o slo�ení jednotlivých frakcí 
fosforu, co� mů�e značně napomoci při interpretaci 31P 
NMR spekter huminových kyselin nebo alkalických ex-
traktů pro potřeby studia koloběhu fosforu v přírodě. Sou-
časně s přesněj�í interpretací spekter lze očekávat také 
jejich precizněj�í kvantitativní vyhodnocování � zejména 
náhradu prosté integrace jednotlivých oblastí spektra de-
konvolucí pásů. 

 
Tato práce vznikla jako součást projektu č. 
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Czech Republic, České Budějovice, bNMR Laboratory, 
Institute of Chemical Technology, Prague): Quantitative 
31P NMR Spectroscopy of Humic Acids 

 
The paper deals with quantitative aspects of solution 

31P NMR spectra of soil humic acids (HA). The present 
level of knowledge makes the 31P NMR spectroscopy 
a reliable tool for analysis of P types in HA and/or alkaline 
soil extracts. Observing standard conditions of HA isola-
tion and spectra measurement, the 31P NMR spectroscopy 
gives reproducible and quantitative results, important for 
studying phosphorus transformations in ecosystems. Fur-
ther research will probably provide more accurate informa-
tion on composition of individual P fractions of HA, which 
can be substantially helpful in interpretation of 31P NMR 
spectra. Simultaneously, with more exact interpretation of 
the spectra, we can expect more precise quantitative analy-
sis of their  spectra � in particular replacement of integra-
tion of spectral bands by their deconvolution. 
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