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Uvod

Pfemény anorganickych a organickych sloucenin
fosforu v ptirod¢ jsou velmi uzce propojeny v kolob&éhu
fosforu. Prestoze nckteré casti tohoto kolobéhu byly kla-
sickymi analytickymi metodami prostudovany pomérné
detailn€é, mechanismy pfemén organického fosforu jsou
znamy nedostatecné, nebot’ vétSina udaju byla ziskana
nepfimymi postupy, jejichz vysledky Casto nelze jedno-
znaéné interpretovat. Proto se postupné prosazuje piimé
studium rtznych frakei fosforu v pfirodé, predevsim hu-
musovych kyselin, metodou *'P NMR spektroskopie. Kva-
litativné nové informace méni piezivajici nazory na kolo-
béh 1 dostupnost fosforu v ekosystémech a mohou ovlivnit
fadu oborl zakladniho i aplikovaného vyzkumu, napf.
pedologii, geobotaniku, lesnictvi a zemédélstvi, i prispét
k feseni tak vyznamnych problémi zivotniho prostredi,
jako je eutrofizace vod nebo sorpce a dostupnost tézkych
kovi v pude.

Huminové kyseliny jsou amorfni polydisperzni latky
zlutohnédé az cerné barvy s pomérné vysokou molekulovou
hmotnosti. Jsou rozpustné v alkalickém prostiedi (0,1 M-
NaOH), v kyselém prostiedi (pH <2) se srazeji. Pidni hu-
minové kyseliny (HK) obsahuji pfiblizné 41-57 % uhliku,
33-54 % kysliku, 3,5-7% vodiku a 0,74,5% dusiku
v bezpopelové susing€. Obsah fosforu v pidnich HK je po-
mémé nizky, b&zné se pohybuje' okolo 800-1500 mg.kg™,
avSak diky tomu, Ze pfirodni fosfor je tvofen jedinym izo-
topem *'P, jehoZ jadro se spinem 1/2 je navic dostatené
citlivé (méa vysoky gyromagneticky pomér), poskytuje *'P
NMR spektroskopie vyznamné moznosti pro studium frak-
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ci fosforu v HK. Fulvokyseliny (FK), spolu s huminovymi
kyselinami oznacované souhrnné jako humusové kyseliny,
obsahuji fosforu mén& nez HK, jejich *'P NMR spektra
vsak 1ze rovnéz Gspésné metit. Pres pomérné nizky obsah
fosforu vazou humusové kyseliny znac¢nou cast jeho zaso-
by v pidg, takze méfenim *'P NMR spekter HK ziskame
cenné informace o slozeni pidniho fosforu.

Zéklady pro pfifazeni jednotlivych *'P NMR absorpé-
nich past pidniho organického fosforu polozili Newman
a Tate’. Ogner’ rozlidil v*'P NMR spektrech étyt HK
z lesnich ptd 15 signald, které pfifadil Ctyfem forméam
organického fosforu (Po,). Prestoze pudy byly velmi po-
dobné, zjistil vyznamné rozdily v mnozstvi i pfitomnosti
jednotlivych typti P,,. Od konce 80. let 20. stoleti je meto-
da *'P NMR spektroskopie pomérné &asto vyuzivana pii
studiu vazby fosforu v huminovych kyselinach i riznych
alkalickych pidnich extraktech, v nichz HK tvoii podstat-
nou slozku.

Material a metodika

Huminové kyseliny byly izolovany z pldnich vzorki
podle tradi¢niho schématu (obr. 1), zalozeného na dekalcifi-
kaci vzorku 0,1 M-HCI a extrakci roztokem 0,1 M-NaOH.
Z alkalického vyluhu, odd€lené¢ho od tuhé faze centrifuga-
ci (1000 g po dobu 30 min) a filtraci, byly HK vysrdZeny
0,1 M-HCI a nasledn¢ ¢istény presrazenim a nanofiltraci.
Roztok sodnych soli huminovych kyselin byl zmraZzen
a vysuSen lyofilizaci. Pfevod sodnych soli na kyseliny,
obvykle provadény na koloné plnéné silné kyselym ka-
texem Dowex, neni nezbytny, protoze se vzorek humino-
vych kyselin (resp. soli) pfed méfenim *'P NMR spekter
rozpousti v NaOD. HK by se téz Castecné sorbovaly na
iontomenici a pfitom by se mohl snizit obsah fosforu ve
vzorku. HK izolované podle tohoto schématu jsou pomér-
né Cisté, a proto vhodné napf. pro stanoveni optimalnich
parametri pro méfeni NMR spekter. Casové naroénd izo-
lace vSak muze vést k Castecné hydrolyze HK, a tim ke
ztraté cennych informaci, jez lze studiem *'P NMR spekter
HK ziskat. Uprava postupu izolace humusovych kyselin
a jeho srovnani s dal§imi uzivanymi metodami byly jed-
nim z cilt této prace.

Elementarni analyza HK byla provadéna na analyza-
toru Carlo Erba 1108. Obsah celkového fosforu v HK byl
stanoven po mineralizaci 72% kyselinou chloristou®. Fos-
for pfevedeny mineralizaci na orthofosforecnan byl po
reakci s molybdenanem amonnym a askorbovou kyselinou
stanoven spektrofotometricky jako fosfomolybdenova
modi™*.

3'P NMR spektra byla méfena na spektrometru
Bruker AMX-3 400 s pracovni frekvenci 161,986 MHz
s témito parametry: teplota 298,15 K, pramér kyvety
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pida < 2 mm nebo hrabanka

dekalcifikovany vz.
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Obr. 1. Zakladni schéma izolace a ¢iSténi huminovych kyselin

5 mm, pocet jednotlivych priichodd na jedno spektrum
10 000, délka excitacniho pulsu 17,0 us (90°), délka akvi-
zi¢niho Casu 0,327 s, Sitka spektra 50 000 Hz, relaxacni
prodleva Ty 2 s, Sirokopasmovy 'H-decoupling (zruseni
interakce spind). FID (free induction decay, zanik volné
indukce) byl zpracovan s rozsifenim linie 10 Hz. Chemic-
ké posuny byly méfeny viuci 85% H;PO,, jako externimu
standardu.

Srazeni HK pfidavkem 0,1M HCI;
Filtrace, pfip. centrifugace

0,1M-HCI; 20 h, labor. teplota;
promyti H,O, filtrace

| FK (frakce 1a) |

Extrakce 0,1M NaOH 24 h,
ultrazvukova lazen, labor. teplota;
centrifugace 1000 g, filtrace

puda + huminy

Pridavek nasyceného roztoku Na,SO,
0,3 h koagulace humusojilového komplexu;
filtrace srazeniny

humusojilovy komplex |

FK |

Ultrafiltrace na membrang Amicon 500.10° Da

humusojilovy komplex |

Ultrafiltrace na membrané Amicon 10° Da
Promyvani redestilovanou vodou

roztok balastnich latek |

Vysledky a diskuse

V1iv pouzitého extrakc¢niho
¢inidla na kvalitu spektra

Pro stanoveni jednotlivych frakci organického fosforu
v padé *'P NMR spektroskopii se Gasto pouziva extrakce
0,5 M-NaOH. Nevyhodou tohoto postupu je extrakce mé-
né nez 50 % celkového fosforu (P;) u nékterych pad’, moz-
nost hydrolyzy extrahovanych huminovych kyselin v silné
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alkalickém roztoku a podobné jako u nékterych jinych
extrak¢nich Cinidel soucasna extrakce paramagnetickych
jontdi (Fe**, Mn?"), které snizuji rozliseni NMR spekter.
Ze vzorku alpinskych pud lze roztokem NaOH extrahovat
66-82 % P, (horizonty A) a 28-51 % P, (horizonty B)*;
pfitom 92-99 % extrahovaného fosforu pfipad4 na orga-
nicky fosfor, vazany predevsim v HK.

Roztokem EDTA v NaOH byl extrahovan nejvétsi
podil padniho fosforu v podzolovych ptdach’ a rovndz
vétsina typt fosforu ve srovnani s roztokem 0,25 M-NaOH
i roztokem 0,25 M-NaOH s pridavkem Chelexu X-100.
Pouziti smési NaOH-EDTA pravdépodobné snizuje stupeii
hydrolyzy, vypocCitany zpoméru obsahu diesteri a mo-
noesterl’, nicméné rozliSeni NMR spektra byva vyrazné
horSi nez v pfipadé jinych extrakénich cinidel, protoze
paramagnetické ionty komplexované EDTA zistavaji
v roztoku. Naproti tomu extrakce vzorkt lesnich ptd smési
Chelex X-100 + NaOH poskytovala spektra s ostrymi sig-
naly, do extraktu vsak bylo ptevedeno pouze 23-35 % P..
Pti extrakci vzorkt smési 0,5 M-NaOH + 0,1 M EDTA
(1:1) prechazel do extraktu vétsi podil Mn?*, toto &inidlo
vsak extrahovalo nejvyssi podil ptidniho fosforu (71-90 %)
véetné polyfosfatii. Nékteii autoti” doporuduji snizit obsah
Mn?" a Fe’* v extraktu na kolon& plnéné Chelexem X-100
nebo pridavkem tohoto sorbentu do filtratu; nevyhodou
mize byt ¢aste¢na sorpce humusovych latek na sorbentu.

Izolace relativné Cistych HK je obtiznid zejména ze
vzorkd, pochazejicich z hlubsich ptdnich horizontd, kde je
obsah HK nizky a tyto latky byvaji vazany v komplexech
s jilovymi mineraly nebo ionty Fe*" a AI**, jejichZ piitom-
nost ve vzorku mize komplikovat méfeni NMR spekter.
Pro studium frakei organického P jsou vSak HK z hlubsich
horizontii diileZité, nebot’ vzajemné srovnavani *'P NMR
spekter HK izolovanych z jediného (vétSinou svrchniho)
horizontu pud, které nejsou pfibuzné, ma jen omezeny
vyznam'’. Obsah balastnich latek, které zvysuji obsah
popelovin v HK, lze snizit ¢i§ténim nanofiltraci napiiklad
na membrané Amicon PBVK nebo louzenim vzorku v 3%
HF.

Velmi dobré vysledky u kyselych pid poskytuje po-
stup zalozeny na extrakci 0,1 M-NaOH, podobny izolaci
huminovych kyselin, pouzity u jednotlivych horizontl
podzolu'' a umoziiujici stanovit odd&leng frakce fosforu
v huminovych kyselinach a fulvokyselinach. Protoze ex-
trakce a ¢iSténi huminovych kyselin je ¢asoveé velmi naroc-
na procedura, pfi niz nelze vyloucit hydrolyzu nékterych
slougenin fosforu, navrhli Pant a spol." dvojnasobnou
¢tythodinovou extrakei vzorku 0,4 M-NaOH s naslednym
oddélenim hydroxidu gelovou chromatografii. Extrakt
odstfedény na centrifuze byl nanesen na kolonu plnénou
Sephadexem G-25, kde se oddélily humusové kyseliny od
NaOH. Eluat HK byl poté zahuStén na vakuové odparce
pti 35 °C.

Nevyhodou postupu je strhavani vétsich molekul HK
pri centrifugaci (10 000 g po dobu 40 min) a sorpce Casti
humusovych kyselin na Sephadexu. Kapacita kolony je
omezena a pii veétSich objemech vzorku jsou huminové
latky pfili§ dlouho v prostfedi koncentrovaného roztoku
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NaOH; navic autory pouzivand pomeérné vysoka teplota
35°C mize urychlovat eventualni hydrolytické reakce.
Proto jsme modifikovali standardni*’ extrakci humusovych
kyselin tak, ze ji provadime po dobu 4 h v 0,1 M-NaOH.
V priib¢hu extrakce je smés Ctyfikrat vystavena 15minuto-
vému pusobeni ultrazvuku, aby se rozruSily agregaty
a dosahlo vyssiho vytézku HK. Po 4 hodinach je extrakt
oddélen na centrifuze pti 1500 g, filtrovan, ptidavkem HCl
je snizeno jeho pH na 11,5 a je vpraven do nanofiltra¢ni
cely. Zde je extrakt pfi laboratorni teploté v atmosféte
dusiku promyvan destilovanou vodou a koncentrovan,
pfi¢emz se na ultrafiltranim nastavci s membranou Ami-
con YMI1 oddéli nizkomolekularni latky. Koncentrat je
poté zmrazen a lyofilizovan stejnym postupem jako humi-
nové kyseliny.

Modifikaci tohoto postupu je jeho rozsiteni o dekalci-
fikaci vzorku 0,1 M-HCI ptfed extrakci, jiz se odstrani ion-
ty Ca”", poptipadé Fe*, Mn?" a AI*", které vazou &ast fos-
foru, a zvysi se absolutni mnozstvi extrahovanych fosfo-
reCnanl a jejich monoesterti. Tento stupeni vS§ak ma dvé
nevyhody — jednak vede k zaniku nékterych minoritnich
signalt v *'P NMR spektrech, pravdépodobné v disledku
hydrolyzy v kyselém prostiedi, jednak mize negativné
ovlivnit naslednou extrakci vzorku 0,1 M-NaOH, protoze
se ¢ast hydroxidu spotfebovava na titraci ptidniho sorp¢ni-
ho komplexu, ktery byl pfi dekalcifikaci preveden do H"
cyklu. (Tento druhy vliv je patrny pfedev§im u pud humu-

a
b
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Obr. 2. Vliv dekalcifikace vzorku na kvalitu *'P NMR spektra
humusovych Kkyselin izolovanych z humusového horizontu
kambizemé; a — vzorek bez dekalcifikace, b - vzorek pted izolaci
dekalcifikovany; Ob& *'P NMR spektra byla méfena se stejnymi
parametry
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Tabulka I
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Vliv zpisobu izolace HK na frakéni slozeni P v piidnich huminovych kyselinach; T55 — tradi¢ni zpisob; T550 — izolace
rozsifena o pusobeni 3% HF kvili snizeni obsahu popelovin

Oblast spektra T55 T55 T550 T550
[ppm] [%] [mg.kg '] [%] [mg.kg ']
15-22 34,2 589 27,5 344
55-175 6,2 107 2,2 28
3-55 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

sem chudych, kdy je tfeba pouzit pro izolaci ur¢itého
mnozstvi HK vétsi navazku vzorku. Lze jej eliminovat
nadbytkem roztoku NaOH nebo kontrolou pH.) Hlavni
prednosti tohoto stupné je vyrazné zlepseni kvality spekter
zejména v téch pripadech, kdy ptida obsahuje paramagne-
tické ionty (kambizemé, horizonty B podzold), které mo-
hou rozsitfenim linie vyrazné zhorsit rozliseni NMR spekt-
ra (obr. 2).

Jak jiz bylo zminéno, ve zvlastnich ptfipadech se pou-
ziva louzeni huminovych kyselin v 3% HF, pfi kterém se
snizuje obsah jilovych piimési, popiipadé i Fe’™ a AP’
iontll z humusojilovych komplexd. Pfitom se rovnéz snizu-
je obsah nékterych frakci fosforu, zejména orthofosforec-
nanu (viz. tab. I), popf. dalsich frakci fosforu vazanych na
mineralni podil. Toho lze vyuZit ke stanoveni minoritnich
frakci Py, je-li obsah orthofosfore¢nanti v HK extrémné
vysoky a jejich signdl prekryva ostatni signaly v >'P NMR
spektru.

V1iiv doby méfeni na kvalitu
spekter

Zatimco Newman a Tate? se domnivali, e alkalické
extrakty pad (roztoky humusovych kyselin) pro méfeni *'P
NMR spekter mohou byt bez znatelnych zmén ve spekt-
rech ulozeny po dobu né€kolika dnfl, je dnes zfejmé, ze se
huminové latky v alkalickém prostedi hydrolyzuji. Hydro-
lyzu lze omezit zkracenim doby potiebné k piiprave a Cis-
téni extraktu i zkracenim doby méfeni NMR spektra, nej-
vétsi vyznam vSak md lyofilizace vzorku a jeho rozpusténi
v NaOD bezprosttedné pred méfenim. Doba extrakce je
dnes zpravidla 4 hodiny, kratsi by jiz ziejm¢ vedla
k netiplné extrakci. Jedingym zptisobem, jak dale omezit
zkresleni vysledkl eventudlni hydrolyzou, je proto zkrace-
ni doby méfeni. Toho lze teoreticky docilit zkracenim rela-
xacni prodlevy (viz nize) nebo snizenim poctu akumulaci.
Oba tyto postupy byly vyzkousSeny, oba vsak pfinesly vice
problémil nez eventualni zmény ve spektrech v disledku
hydrolyzy.

Velmi maly pocet 500 akumulaci pouzili napt. Pant
a spol.'” P¥i kvantitativnim vyhodnoceni spekter viak patr-
n¢ v disledku neptiznivého poméru signal/Sum dospéli
k obtizné interpretovatelnym vysledkiim. Pokud totiz méfi-
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li vzorek delsi dobu (3648 akumulaci), ziskali spektrum
s lepSim pomérem signal/Sum, soucasné se vSak podstatné
zvysila intenzita signalu, autory piipisovaného fosfoenol-
pyruvatu, a poklesla intenzita signali nukleosid-
monofosfati a polynukleotidii. Pokud byl do roztoku pred
méfenim pfidan toluen, uzivany v biochemii k zamezeni
ristu a mnozeni baktérii, intenzita signalu zadné formy
fosforu se nezmeénila. Autofi se pokusili vysvétlit jev bio-
logickou aktivitou v siln¢ alkalickém extraktu b&hem mé-
feni, nicmén¢ ponechani roztoku po dobu 2 h pfi pokojové
teploté pred méfenim spektra se ofekdvanymi zménami
v intenzité jednotlivych signald fosforu neprojevilo.
Z t&chto vysledku je zfejmé, ze doba méteni musi byt tak
dlouha, aby se ziskalo dostatec¢né kvalitni spektrum, umoz-
dujici spolehlivé kvantitativni vyhodnoceni; pfitom je

b jL/L
j —JJL
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Obr. 3. Vliv hydrolyzy HK v alkalickém prostiedi na zastou-
peni jednotlivych typi P v 3'P NMR spektru; a — vzorek méfe-
ny ihned po rozpusténi v NaOD, b — tyz vzorek, méfeny 7 dnti po
rozpusténi; Na vlozeném obrazku je detail obou spekter
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ovSem nezbytné, aby méfeni neprobihalo zbyte¢né dlouho,
nebot’ by se vzorek mohl hydrolyzovat.

Vliv ptipadné hydrolyzy na zmény v >'P NMR spek-
tru jsme testovali na vzorku huminové kyseliny rozpuste-
né v 0,5 M-NaOD. Vzorek byl zméfen ihned po rozpus-
téni a poté znovu po 7 dnech. Srovnani obou spekter je
na obr. 3. Hydrolyza se projevila v oblasti fosfonatl
a monoesterlt kyseliny fosforecné. V oblasti fosfonath
(15-20,1 ppm) klesa v disledku hydrolyzy intenzita signa-
lu pfi 18,7 ppm a imérné tomu roste intenzita signalu pfi
20,1 ppm. Soucet intenzit obou signald vSak pfi této zméné
zUstava stejny (tab. I) a protoze oba signaly pfislusi téze
frakci Py, nema hydrolyza v této oblasti vliv na informace
ziskané ze spektra. Vyznam miiZze mit pfi srovnavani spek-
ter riznych autort, kdy lze indikovat vyraznéjsi stupen
rozkladu vzorku pfi izolaci nebo pred mérenim, jestlize
intenzita signalu u vysSich posuni je srovnatelnd nebo
dokonce vys$si nez intenzita sousedniho signalu. U takto
rolyzu mono- a zejména diesteril kyseliny orthofosforecné.

Vyrazné se hydrolyza HK projevuje v oblasti mo-
noesterll kyseliny orthofosforecné. Jejich zastoupeni ve
spektru studované HK se po hydrolyze snizilo ze 60,2 na
36,6 % pii soucasném nardstu obsahu orthofosforecnant
prakticky o stejnou hodnotu z 26,3 na 50,0 %. Z toho je
ziejmé, ze hydrolyza vzorku muze velmi vyrazné zkreslit
ziskané vysledky a Ze je nezbytné usilovat o maximalni
zkraceni doby, po kterou muze hydrolyza probihat — bud’
pfi pfipravé vzorku, nebo pfi vlastnim meéfeni. Vzhledem
k ¢asu, nezbytnému pro ziskani kvalitniho spektra, lze
povazovat dobu 12 h mezi rozpuSténim lyofilizovaného
vzorku a ukon&enim méfeni spektra navrzenou pro roztok’
v 0,5 M-NaOD za pfijatelny kompromis. Autofi, kteti hyd-
rolyzu u méfenych vzorkd nepozorovali, napf. Makarov
a spol.®, patrné méfili vzorky pii izolaci natolik hydrolyzo-
vané, ze v prub¢hu nekolikahodinového méteni se jiz dalsi
rozklad neprojevil. Nase vysledky ukazuji, Ze cely postup
pripravy extraktu musi byt velmi Setrny a pomé&rné rychly,
vzorky je tfeba ihned po izolaci zmrazit, vysusit lyofilizaci
a v NaOD rozpoustét az kratce pred méfenim spektra.

V1iv pH roztoku na polohu
'P NMR signali

Hodnota pH méfeného roztoku vyrazné ovliviiuje
polohu signalt v*'P NMR spektrech. Tohoto efektu se
nékdy vyuziva v biochemii ke stanoveni nitrobunééného
pH zpolohy *'P NMR signdlu orthofosfore¢nanu. Pro
méfeni *'P NMR spekter HK a FK v roztoku NaOD je
optimalni pH ~ 13. Pokud se vzorek HK (soli) pfed méte-
nim rozpousti v pomérné koncentrovaném roztoku 3-5%
NaOD, je nezbytné po rozpusténi vzorku snizit pH roztoku
pfidavkem né¢kolika kapek 0,5 M-HCI na 12,8—13. Vyhod-
neptekrocilo hodnotu 13, protoze pii Upravé pH roztoku
ptipraveného v komeréné dostupném 3-5% NaOD mohou
nastat komplikace vyplyvajici z omezené Zivotnosti skle-
néné elektrody, obtizné dostupnosti pufrl pro kalibraci pfi
vysokém pH i zmalého objemu roztoku. Pii pH ~ 12,8
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Obr. 4. Vliv pH roztoku na 3p NMR spektrum fulvokyselin;
a — vzorek rozpustény v D,O, pH ~ 3,8; b — vzorek rozpustény
v NaOD, pH ~ 12,5

jsou *'P NMR signaly monoesterti orthofosfatu pomérné
dobte oddéleny od signalu orthofosfore¢ného iontu; nizsi
pH ma navic pfiznivy vliv na zpomaleni eventualni hydro-
lyzy vzorku v alkalickém prostiedi. Pti pH < 12,5 se mo-
hou signaly nékterych inositol-fosfat piekryvat se signa-
lem orthofosfatu. *'P NMR spektra téze fulvokyseliny,
meétend v D,O pii pH ~4 av 5% NaOD pti pH priblizné
12,5, jsou porovnana na obr. 4.

Vliv relaxac¢ni prodlevy na
zastoupeni jednotlivych typht
fosforu

Ziskani NMR spektra pouzitelného pro kvantitativni
ucely vyzaduje dodrzet zakladni podminku — tplnou rela-
xaci spinu atomu fosforu v prib&hu méfeni. Protoze splné-
ni tohoto pozadavku znamena mérné prodlouzeni doby
méfeni, voli fada autort relaxacni prodlevu kratsi nez 1 s,
v extrémnich piipadech®" jen 0,2 s, coz se vsak negativné
promitd do intenzit jednotlivych signali, snizuje presnost
stanoveni pomé&rného zastoupeni jednotlivych typi fosforu
a prakticky znemoznuje srovnani vysledkt riznych autort.
Pro stanoveni vhodné relaxacni prodlevy jsme pouzili vzo-
rek velmi &isté huminové kyseliny, jejiz >'PNMR spekt-
rum bylo charakteristické pritomnosti signalt vétSiny vy-
znamnych frakci i velmi nizkym Sumem, coz je nezbytny
pfedpoklad pro kvantitativni vyhodnoceni. Homogenizo-
vany vzorek huminové kyseliny byl rozdélen na tfi pod-
vzorky, které byly postupné rozpustény v 5% NaOD a byla
méfena jejich *'P NMR spektra pii relaxacni prodlevé
0,2 s, 0,6 s nebo 2,0 s.

Relativni intenzity jednotlivjch pastt v>'P NMR
spektru HK se s rostouci relaxacni prodlevou Ty zvySuji
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Obr. 5. Zavislost relativni intenzity jednotlivych signali v 3'P
NMR spektru velmi ¢isté HK, izolované z podzolové pudy, na
zvolené relaxacni prodlevé T,, A 3-5,5 ppm, ¢ 0-(-2) ppm, ®
5,5-7,5 ppm, m 15-20 ppm, ¥ 1-3 ppm

(viz obr. 5) a je tedy zfejmé, ze pouziti prodlev T3<2's
vede k nerovnomérnému zkresleni obsahu jednotlivych
typu fosforu. Protoze méfeni HK bylo u vSech tfi relaxac-
nich prodlev provadéno po stejnou celkovou dobu (tedy
s riznym poctem akumulaci), vysledky nejsou ovlivnény
pfipadnou hydrolyzou vzorku. Métend HK vS8ak byla pfi-
pravovana tradi¢nim postupem, v jehoz prub¢hu je vzorek
zbaven zna¢né Casti paramagnetickych iontll. Tim lze do-
sahnout kvalitn¢jsiho spektra, nebot’ nedochazi k rozsi-
prodluzuje Cas spin-miizkové relaxace 7). ProtoZe pouZi-
vani riznych extrakénich ¢inidel vede u ridznych pid
k znaéné odlisné koncentraci paramagnetickych iontid
v méteném extraktu, je obtizné doporucit univerzalni rela-
xaéni prodlevu pro méfeni *'P NMR spekter alkalickych
pudnich extraktt. Optimalni postup by mél zahrnovat
vedle stanoveni koncentrace paramagnetickych iontl
v extraktu rovnéz stanoveni relaxacni prodlevy pro nové
studovany pidni typ nebo horizont. Pfi velmi nizkém ob-
sahu téchto iontl ve vzorku lze dosdhnout zkraceni rela-
xaéni prodlevy piidavkem iontd Cr’*, tento postup se viak
u huminovych latek nepouziva. Je-li naopak obsah para-
magnetickych iontd vysoky, je tieba zvolit jiné extrakéni
¢inidlo nebo upravu extraktu pfed méfenim.

Prace riznych autort se 1isi rovnéz v dalSich paramet-
rech méfeni spektra, zejména dobou akvizice [0,1 s
(cit®?), 0,8s (cit."?), 1,63 s (cit.”)], thlem pulsu (30, 45
nebo 90°), piipadné pouzitim Sirokopasmového 'H decou-
plingu a roz§ifeni linie pfi zpracovani spektra (0-20 Hz).

Piifazeni signalt v *'P NMR
spektru huminovych léatek

Na rozdil od *C NMR spekter huminovych latek,
u nichz se jednotlivé signaly (pasy) vzajemné prekryvaji’?,
je v*'P NMR spektrech huminovych latek pii vhodné zvo-
leném pH vétSina pasi dobfe separovanych. Chemické
posuny se u P NMR spekter huminovych latek zpravidla
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vztahuji k externimu standardu 85 % H;PO,. Pritazeni
jednotlivych signald (pasil) se provadi podle literarnich
udaji, pripadné se ovéfuje pridavkem standardu
(obsahujiciho asi 1 mg P) do méteného vzorku, aby se
vyloucil vliv pH nebo iontové sily, na néz jsou néekteré
signaly citlivé. Hlavnimi frakcemi fosforu v HK a FK jsou
predevsim monoestery a diestery kyseliny orthofosforecné
(fosfatu) a anorganické orthofosfore¢nany. Méné zastou-
peny byvaji difosfore¢nany, fosfonaty, polyfosforecnany
a diestery kyseliny orthofosforecné vazané na sacharidy.
Ve spektrech nékterych HK se vyskytuji maxima, ktera
dosud nebyla pfifazena, nebo pfifazeni neni jednoznacné.
Podobné neni zcela jednozna¢né ani presné rozdéleni inte-
gracnich mezi pro prekryvajici se pasy, predevsim kvali
zavislosti chemického posunu na podminkach méfeni
(pH). Tato nejednoznacnost mize znesnadnit srovnavani
vysledkt riznych autor, pfi analyze a srovnani vlastnich
spekter se vSak neprojevi.

Piehled signalt v*'P NMR spektrech huminovych
kyselin a jejich pfifazeni jsou shrnuty v tabulce II. Signaly
3P NMR spekter huminovych kyselin (a obecnd padniho
organického fosforu) se nachézeji v oblasti posunt, pii-
bliZzné vymezené intervalem 21 ppm az —21 ppm. VétSinou
nepfili§ intenzivni maxima v intervalu posuntt 15-20 ppm
pfislusi fosfonatiim, sloucenindm s vazbou fosforu na atom
uhliku. Kyselina (2-aminoethyl)fosfonova (obr. 6, 1)
s maximem pifi 20 ppm je patrn€ produktem hydrolyzy

kyselinu (fosfonolipidt), které se ve spektrech HK proje-
vuji signadlem okolo 19 ppm. V dusledku této hydrolyzy
jsou pro fosfonaty typickd dv€ ostrd maxima pfi uvede-
nych posunech, néktefi autoii vSak pozorovali pouze jedno
maximum. Ostré a nepfili§ intenzivni maximum pfi
12 ppm byva pozorovano vzacné a dosud nebylo prifaze-

Tabulka II
Piitazeni *'P NMR signalt v roztocich huminovych kyse-
lin v NaOD; pH ~ 12,8

Signal Prifazeni

[ppm]

15-20 fosfonaty

~12 vyskytuje se vzacné, patrné aromatické fosfo-
naty

5,5-7 anorganicky orthofosfore¢nan

3-5,5 monoestery kyseliny orthofosforecné
(inositolfosfaty, estery kyseliny orthofosforec-
né se sacharidy, mononukleotidy)

1,5-3 neidentifikovano, zfejmé mono- a diestery
kyseliny orthofosforecné

1,5-(-2) prevazné¢ diestery kyseliny orthofosforecné
(fosfolipidy, DNA a RNA)

-3,5—(-5) difosforecnany a koncové atomy P anorganic-
kych polyfosfore¢nant

-6—(-23)  anorganické a organické (ATP, ADP) polyfos-

fore¢nany
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Obr. 6. Strukturni vzorce studovanych latek: kyselina (2-aminoethyl)fosfonova (1), myo-inositol-hexakis(fosfat) (kys. fytova) (1), D-
glukosa-6-fosfat (/7), 2-aminoethyl-dihydrogenfosfat (IV), 0%, O*-diacylglycerol-1-fosfat (kyseliny fosfatidové) (¥), L-o-fosfatidylcholin
(L -a-lecithin) (V1), difosfatidylglycerol (kardiolipin) (V1), fosfatidylserin (V1II), fosfoenolpyruvat (IX), inosin-5’-monofosfat (X), adeno-
sin-5’-trifosfat (ATP) (X1), kyselina polyfosforecnd (XII)
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Obr. 7. Vliv pH a HK na posun signilu orthofosfore¢nant
v3'P NMR spektru; a — >'P NMR spektrum HK s pidavkem
KH,PO, v roztoku NaOD pii pH 12,5; b — *'P NMR spektrum

KH,PO, pti pH~7; ¢ — *PNMR spektrum KH,PO, pfi
pH ~ 12,5; STD — externi standard (85% H;PO,)

no, snad jde o fosfonaty aromatické povahy.

Intenzivni signal s vrcholem pfi posunu 6 ppm pfislu-
§i anorganickému orthofosfore¢nanu. Guggenberger
a spol."”® pozorovali maximum signalu orthofosfore¢nanu
pfi 6,5 ppm, patrné vlivem vyssiho pH roztoku. Pant
a spol.'? piitadili toto maximum fosfoenolpyruvatiim, tento
nazor je vSak ve svétové literatufe ojedinély. Pritazeni
tohoto pasu, vyznamného z interpretacnich diivodd, jsme
ovétili pridavkem dihydrogenfosforeénanu sodného do
roztoku HK v NaOD. Odpovidajici signal mél maximum
pfi 6,0 ppm (obr. 7). Signal orthofosfore¢nanu se obvykle
integruje v oblasti posund 5,5-7 ppm. Pfesnd hranice se
sousednim pasem (signalem) monoesteri kyseliny ortho-
fosforecné se obvykle voli v minimu mezi obéma signaly;
naptiklad Makarov a spol.® zvolili tuto hranici u 5,8 ppm.
Jinym feSenim je softwarova dekonvoluce jednotlivych
past, rozlidenych druhou derivaci spektra, u *'P NMR
spekter HK se vSak zatim pouziva ojedinéle. Sama pritom-
nost orthofosforecnanti v huminovych kyselinach je do
jisté miry piekvapiva, nebot’ extrakce HK i FK je pomérné
drasticka a zahrnuje mj. dikladnou dialyzu proti destilova-
né vod¢ nebo nanofiltraci na membranach za vyssiho tla-
ku, pfi nichZ je vétSina nizkomolekularnich latek vylouce-
na do dialyzatu (filtratu). Protoze hydrolyzu estert kyseli-
ny fosfore¢né na orthofosforecnan v alkalickém roztoku
mizeme pii rychlé izolaci i méfeni zanedbat, je pfitomnost
orthofosfore¢nanu v HK ziejmé disledkem vazby (sorpce)
iontéi PO,*~ makromolekulami humusovych kyselin, patrné
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za tvorby komplexnich vazeb s ionty Fe**, Ca*" nebo AI*,
které tvofi soucast humusojilovych komplexti. Na podobny
zpusob vazby muzeme soudit i ze samotného chemického
posunu signalu PO,> v piitomnosti HK, ktery je vyssi nez
posun orthofosfore¢nanu v NaOD pfi stejném pH (obr. 7).
V této oblasti mohou omezené pfispivat také nekteré mo-
noestery kyseliny orthofosforecné, signal pii 5,8-5,9 ppm
poskytuje naptiklad atom fosforu, vazany v poloze 2 myo-
inositol-hexakis(fosfatu) (obr. 6, II). Zpravidla vsak lze
ob¢ ostrd maxima dobfe oddélit, nebo je pfispévek mo-
noestert k signalu orthofosfore¢nanti nevyznamny.

Vyrazny pas v oblasti 3 az pfiblizn€ 5,5 ppm, obvykle
s nékolika maximy, pfislus§i monoesterim kyseliny ortho-
fosforeéné’, zejména jejim esterim s cyklickymi hexitoly
(inositol-fosfatim) a se sacharidy, dale rovnéz mononukle-
otidim apod. Tyto monoestery jsou pomérné rezistentni
vuci rozkladu a mohou se v pidé akumulovat; nékdy byva-
ji hlavni frakci pidniho organického fosforu. Exaktni iden-
tifikace latek, jimz prislusi pasy v této oblasti, nebyla do-
sud u pudnich extraktd provedena, zastoupeni uvedenych
skupin monoesterti se pro rizné HK 1isi. Podle ¢asto cito-
vanych tradiénich praci Andersona' a Islama a Ahmeda®'
byl za dominantni organickou slouc¢eninu fosforu v piidach
povazovan myo-inositol-hexakis(fosfat) (obr. 6, 11, kyseli-
na fytova), jejiz smiSend vapenato-hofecnatd sil je zndma
pod trivialnim nazvem fytin. Dal$im v pud¢ béznym stere-
oizomerem je scyllo-inositol-hexakis(fosfat), syntetizova-
ny fadou pidnich mikroorganismi. Inositol-fosfaty,
zejména hexakisfosfaty inositolu, prevazuji v HK
z hlubsich horizonti podzolu', v jinych HK se vsak mo-
hou vyskytnout také nukleosid-monofosfaty (adenosin-
monofosfat, 4,5 ppm), D-glukosa-6-fosfat (obr. 6, III,
5,3 ppm), glycerol-1-fosfat (4,7 ppm) apod., ptipadné mo-
hou inositol-hexakisfosfaty chyb&t'?. V této oblasti posky-
tuji signal rovnéz nékteré produkty Stépeni diesterd kyseli-
ny fosfore¢né, napt. (2-aminoethyl)-fosfat (obr. 6, IV,
4,7 ppm).

Nepriili§ vyrazné signaly tvofici pas v oblasti 1,5-
3 ppm nebyly nékterymi autory ve spektrech HK viibec
pozorovany'®; jiné prace signaly v této oblasti popisuiji,
avSak jednoznacna identifikace tohoto typu atomu fosforu
v HK dosud nebyla provedena. Fosfatidylethanolamin
poskytuje signal pri 1,6 ppm, nekteré monoestery H;PO,
se sacharidy maji signal mezi 1,5-3 ppm. Kyseliny teicho-
ové (diestery kyseliny orthofosforecné), vyznamné slozky
napt. bunéénych stén bakterii, poskytuji rezonan¢ni maxi-
ma mezi 1-2 ppm'"?, spiSe jim viak pfislusi maximum pfi
1,9 ppm, zatimco signaly pozorované pii 1,5-1,7 ppm
patii fosfolipidim mikrobidlniho nebo rostlinného plivo-
du'®. Hrani¢ni hodnota signalu mezi touto frakei a frakci
zahrnujici monoestery kyseliny fosfore¢né ziejmé zévisi
na pH roztoku a také snad na povaze huminové kyseliny.
Randall a spol.'” povazuji za hranici mezi signaly t&chto
frakei 2,5 ppm, Cade-Menun a Preston’ a jini hodnotu 3,0,
kterou pouzivame ve svych pracich.

Diesterim kyseliny orthofosforecné, k nimz patii
fosfolipidy a nukleové kyseliny, nalezi maxima v oblasti
posuntl cca 1,5 az —2. Molekula fosfolipidi (fosfatidi)
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obsahuje alkoholickou slozku (glycerol), na niz je vazana
kyselina orthofosfore¢nd v podob& kyseliny fosfatidové
(obr. 6, V: R', R? = alkyly s 9 az 17 atomy C), dale je pfi-
tomna vys$i mastnd kyselina a zasaditd organické slozka
(nejcastéji cholin nebo kolamin). Do této skupiny sloze-
nych lipidd, esterti vicesytnych alkoholl s mastnymi kyse-
linami a kyselinou fosfore¢nou, patii dulezité ptirodni
latky: lecithiny (obr. 6, VI), kardiolipin (obr. 6, VII), kefa-
liny, fosfatidylserin (obr. 6, VIII), sfingomyeliny a plazma-
logeny. Asi 1 % fosfolipidl pfipada na inositolfosfolipidy,
napt. fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat, ptfitomny v bunéc-
nych membranach. Nejb&zngjsimi fosfolipidy v ptidé'® jsou
fosfatidylcholin rostlinného ptivodu s *'P NMR signalem pfi
0,7 ppm a fosfatidylethanolamin ptivodu mikrobialniho se
signalem pti 1,7 ppm. V roztoku CHCI3/CH;0H jsou jejich
3P chemické posuny nizs§i (fosfatidylethanolamin
0,03 ppm, fosfatidylcholin —0,84 ppm)*. Kyseliny ribo-
nukleové (RNA, posun pfi 0,5 ppm) nejsou v pidnim pro-
stiedi a zvlasté v alkalickych extraktech stabilni, v prib&éhu
alkalické extrakce se rozkladaji na mononukleotidy, a pro-
to k signalim diestertt kyseliny orthofosfore¢né nepftispi-
vaji'®. Stabilngjsi kyseliny deoxyribonukleové (DNA, po-
sun pii —0,3 ppm) jsou pravdépodobné hlavnimi slouceni-
nami, jimz v alkalickych extraktech pfislusi maximum pfi
0 ppm. Stfedné€ intenzivni signdl s maximem pii —1,5 ppm,
pozorovany ve spektrech nékterych HK®, se nevyskytuje
v extraktech mikrobialnich kultur ani rostlinného materia-
1u'® a nebyl zatim pfifazen. Z nepfili§ poetné mnoziny
monoesterti kyseliny orthofosfore¢né, jejichz *'P NMR
signaly nelezi v oblasti 35,5 ppm, jsou vyznamngjsi fos-
foenolpyruvét (obr. 6, LX) s posunem okolo 0,1-0,2 ppm
a inosin-fosfat (obr. 6, X, posun 0,7 ppm).

V oblasti posunti —3,5 az —5 ppm poskytuji charakte-
risticky stfedné intenzivni signal difosfore¢nany; ve spekt-
rech HK v8ak nebyva pozorovén pravidelné. Do této ob-
lasti mohou zasahovat také signaly P* organickych poly-
fosfatl i koncovych atomil P z fetézcii anorganickych po-
lyfosforeCnand, jejich piispévek vSak zpravidla nebyva
vyrazny.

Minoritni signaly v oblasti od —6 do —23 ppm patii
polyfosforecnantim, z nichZ nejznaméjsi adenosin-trifosfat
(ATP) a adenosin-difosfat (ADP) vSak v mimobunééné for-
me podléhaji v pude rychlému rozkladu a ve spektrech HK
nebo alkalickych extraktd byvaji pozorovany vzacné. Zda
se, ze na stabilizaci ATP v pidé by se mohla podilet tvorba
komplext s kationty kovi'’. Pro ATP jsou charakteristicka
tfi maxima s posuny okolo —4,7, —9,8 a —20,3 ppm. Pokud
néktefi autofi pfifadili pozorovany izolovany signal pii —
20 ppm PP adenosin-trifosfatu, jde o evidentni omyl, nebot
u ATP by tento signal byl doprovazen dvojici stejné inten-
zivnich signall s posuny okolo —4,7 a —9,8 ppm (P* a P?,
obr. 6, XI). V *'P NMR spektrech anorganickych polyfos-
forecnant (obr. 6, XII) chybi signal charakteristicky pro
organicky vazany fosfat (P-O—C, posun —9 az —10 ppm),
v zévislosti na délce fetézce se v nich vyskytuje né€kolik
signali s posuny —19 az —21 ppm i signaly skupin -O-PO
(OH), na koncich polyfosfatovych fetézcti v oblasti cha-
rakteristické pro difosforecnany (—4 az —5 ppm).
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Zavér

Souhrnné Ize konstatovat, ze soucasna uroven znalosti
&ini z *'P NMR spektroskopie spolehlivy néstroj pro ana-
Iyzu sloucenin (forem) fosforu v huminovych kyselinach i
alkalickych ptdnich extraktech, ktery pii dodrzeni stan-
dardnich podminek izolace a méfeni poskytuje reproduko-
vatelné kvantitativni vysledky. Dalsi vyzkum zfejmé pfi-
nese upfesnéni informaci o slozeni jednotlivych frakci
fosforu, coz miize znatn& napomoci pii interpretaci *'P
NMR spekter huminovych kyselin nebo alkalickych ex-
traktli pro potieby studia kolob&hu fosforu v ptirodé€. Sou-
jejich precizngjsi kvantitativni vyhodnocovani — zejména
nahradu prosté integrace jednotlivych oblasti spektra de-
konvoluci pasa.

Tato prace vznikla jako soucdst projektu C.
206/02/1504, podporovaného Grantovou agenturou Ceské
republiky, a vyzkumného planu UPB AV CR ¢&. Z6 066 911.
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Laboratorni pfistroje a postupy

F. Novak®, R. Hrabal’, I. Barto$ova®, and J. Kal-
&K* (“Institute of Soil Biology, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Ceské Budéjovice, "NMR Laboratory,
Institute of Chemical Technology, Prague): Quantitative
3P NMR Spectroscopy of Humic Acids

The paper deals with quantitative aspects of solution
3'p NMR spectra of soil humic acids (HA). The present
level of knowledge makes the *'P 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 *'P 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 *'P 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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