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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace je charakterizovat organické latky, které produkuji sinice
Anabaena flos-aquae a Microcystis aeruginosa a zelena tasa Scenedesmus quadricauda
a popsat jejich ptipadné komplexacni vlastnosti ovliviiyjici destabilizaéni procesy pfi
upravé vody. Organické latky sinic a fas (Algogenic Organic Matter - AOM) miiZzeme
rozdélit na tzv. extracelularni organické latky (Extracellular Organic Matter - EOM),
které jsou produkovany metabolickou ¢innosti béhem zivota mikroorganismi, a na tzv.
intracelularni organické latky (Intracellular Organic Matter - IOM), které se dostavaji
do prostredi az po odumieni nebo poSkozeni bun¢k. Dal§im cilem diplomové prace je
popsat pripadné rozdily ve slozeni EOM a IOM a zjistit, jak se odliSuji AOM
produkované jednotlivymi druhy organismi.

Koncentrace AOM se zvySuji se stafim kultury u vsech sledovanych druhi
fytoplanktonu. Nejvys$si hodnoty byly zjistény u sinice M. aeruginosa, nejnizsi naopak
u zelené fasy S. quadricauda, kde byl pozorovan také nejnizsi podil proteind. Vyssi
podil proteind byl zjistén u sinic. Jako soucasti EOM byly u A. flos-aquae
identifikovany proteiny o relativni molekulové hmotnosti (Mr) kolem 18 tis. a vice nez
900 tis., u M. aeruginosa proteiny o Mr kolem 21 tis. a vice nez 900 tis. a u EOM S.
quadricauda proteiny o Mr kolem 16 tis. IOM A. flos-aquae obsahuji proteiny o Mr
kolem 18, 73, 190, 360 tis. a vice nez 900 tis., IOM M. aeruginosa proteiny o Mr kolem
21, 85, 234, 359, 470 tis. a vice nez 900 tis. a IOM S. quadricauda proteiny o Mr kolem
16, 73, 223 tis. a vice nez 900 tis. Vysledky dokazuji, Ze se EOM a IOM svym sloZzenim
od sebe lisi.

Pomoci afinitni chromatografie byly izolovany proteiny, které jsou schopny
tvofit komplexy s vicemocnymi kationty (AI’*, Fe*™). U sinic A. flos-aquae a M.
aeruginosa se jedna o proteiny s Mr kolem 60 tis. Tyto proteiny mohou pii Gpravé vody
zpusobovat znaéné problémy, protoze tvoii komplexy s vicemocnymi kationty (A",
Fe’™), které jsou soudasti pouZivanych destabilizatnich &inidel. Vlivem tvorby t&chto
komplexnich slouc¢enin dochézi k poklesu u€innosti destabilizace a agregace a k narustu

mnozstvi spotiebovaného destabiliza¢niho ¢inidla.



ABSTRACT

The aim of the diploma thesis is a characterisation of organic matter produced by
the cyanobacteria Anabaena flos-aquae and Microcystis aeruginosa and the green algae
Scenedesmus quadricauda and a description of their eventual complex formation which
have effect on process of destabilization during water treatment. The algogenic organic
matter (AOM) can be divided into the so-called extracellular organic matter (EOM),
which is produced by metabolism into the water, and into the so-called intracellular
organic matter (IOM), which gets into the aqueous media after cell’s damage or death.
The other aim of the diploma thesis is to find eventual differences in the structures of
EOM and IOM and find out how AOM differ among individual species of
cyanobacteria and algae.

The concentrations of AOM increased during their cultivation for all monitored
microorganisms. The highest values of concentrations were detected in the culture of
cyanobacteria M. aeruginosa, conversely, the lowest values were found for the green
algae S. quadricauda where the lowest portions of proteins were also observed. The
higher portions of proteins were found for cyanobacteria. EOM of A. flos-aquae
included proteins of relative molecular weight (MW) around 18 thousand and more than
900 thousand. For EOM of M. aeruginosa proteins of relative MW around 21 thousand
and more than 900 thousand were isolated. For EOM of S. quadricauda proteins of
relative MW around 16 thousand were detected. IOM of A. flos-aquae contained
proteins of relative MW around 18, 73, 190, 360 thousand and more than 900 thousand.
IOM of M. aeruginosa included proteins of relative MW around 21, 85, 234, 359, 470
thousand and more than 900 thousand and for IOM of S. quadricauda proteins of
relative MW around 16, 73, 223 thousand and more than 900 thousand were detected.
These results prove that the compositions of EOM and IOM differ.

Using affinity chromatography the proteins able to form complexes with
multivalent cations (AI**, Fe*") were isolated. For cyanobacteria 4. flos-aquae and M.
aeruginosa proteins of relative MW around 60 thousand was detected. These proteins
could cause serious problems during water treatment because of forming the complexes
with multivalent cations, which are part of used destabilization reagents. The formation
of these complexes causes decrease of efficiency of the process of destabilization and

aggregation and increase of consumed destabilization reagents.



1. UVOD

Ozehavym tématem v Ceské republice je v poslednich letech vyskyt vodniho
kvétu v povrchovych vodach v letnich mésicich, kdy pfi dostate¢ném mnozstvi Zivin a
teplém pocasi dochazi k rozvoji nékterych druht sinic a fas. Sinice a fasy béhem tohoto
obdobi vylucuji velké mnozZstvi rtiznorodych latek, které mohou zpiisobovat zdravotni
problémy lidi vyuzivajici tuto vodu k piti nebo koupani. Nejéastéji se mluvi o
problematice vodniho kvétu v souvislosti s koupanim lidi a jejich zdravotnimi
problémy. Problémy s rozvojem fytoplanktonu se ale objevuji i v povrchovych zdrojich
pitné vody. VétSina Gpraven vyuzivajici tuto vodu se v letnich mésicich potyka s fadou
technologickych problémil. Ne¢které organické latky sinic a ftas inhibuji proces
destabilizace a agregace pouZivany pii upravé vody, a zpusobuji tim nartist spotieby
destabiliza¢niho ¢inidla. Latky, které nebyly pfi upravé vody odstranény mohou tvofit
s dezinfekénim ¢inidlem vedlejsi produkty dezinfekce vody (n€které z nich mohou byt
karcinogenni). Vzhledem k tomu, Ze podil pitné vody ziskané z povrchovych zdroji
roste, je tieba zajistit dostate¢nou a vhodnou upravu této vody.

Vlivem organickych latek, které produkuji sinice a fasy, na proces Upravy vody
se zabyvalo jen malo studii. Studii, které by tyto organické latky rozdélovaly na
metabolity a latky, které jsou uvoliiovany po poskozeni nebo odumieni bun¢k a
zabyvaly se charakterem a vlastnostmi téchto latek, je jesté méné. Pritom pravé latky,
které se dostavaji do vodniho prostfedi béhem odumirdni vodniho kvétu pusobi
upravnam vody nejvétsi potize. Zjisténi struktury a vlastnosti té€chto latek a optimalnich
podminek pii jejich odstraiiovani mize vést ke zlepseni tradi¢nich procesti pouZivanych
pfi upravé vody nebo k vyvinuti nové technologie, a zajistit tak kvalitni pitnou vodu
z povrchovych zdroji i v obdobi rozvoje fytoplanktonu.

Cilem této diplomové prace je charakterizovat organické latky produkované
sinicemi Anabaena flos-aquae a Microcystis aeruginosa a zelenou fasou Scenedesmus
quadricauda a popsat rozdily ve sloZeni organickych latek sinic a fas a také rozdily
mezi EOM a IOM jednotlivych druhd. Cilem je také potvrdit pfedpokladanou afinitu
nékterych organickych latek sinic a fas k hlinitym a Zelezitym iontlim, které jsou

soucasti bézn¢ pouzivanych destabiliza¢nich ¢inidel.



2. LITERARNI RESERSE

2.1 Primési ve vodach

Voda se v pfirodé nevyskytuje chemicky c¢istd. Obsahuje rozpusténé a

nerozpusténé latky anorganického a organického ptivodu. Organické latky se ve vodach

objevuji v rliznych koncentracich, od stopovych mnozstvi v pfirodnich a uZitkovych

vodach aZ po jednotky, popt. i desitky g/l v odpadnich vodach. Jednd se o latky

pfirodniho, ale i antropogenniho ptivodu. Mezi pfirodni organické zne€istujici pfimeési

patfi vyluhy z pid a sediment (ptdni a raselinny humus, vyluhy z listi a tlejiciho

dfeva) a produkty Zivotnich pochodii organismi. Organické latky antropogenniho

puvodu pochdzeji pfedevsim ze splaskovych a primyslovych odpadnich vod, z odpadii

ze zemédélstvi, ze skladek a mohou vznikat i pfi upravé vody chloraci. Hlavnim cilem

upravy surové vody na vodu pitnou je co nejuéinngjsi odstranéni téchto pfimési [1].

A 7
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Piimési ve vodach lze obecné rozdélit na [1]:
mineralni pfimési - hlinitokfemicitany a srazeniny anorganickych latek
organické pfimési - huminové latky a polysacharidy

biologicky materidl - fasy, bakterie a viry

Dale muizeme obsazené piimési ve vodé délit podle jejich specifickych

fyzikalnich a chemickych vlastnosti, jako je [2]:

S
”
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stuperi disperzity (hrubé, koloidni a analytické disperze)

charakter povrchu ¢astic (od Castic pevného charakteru s pfesné definovanym
povrchem aZ po makromolekularni ¢astice s fet€zovitou strukturou)

chemické sloZeni (od jednoduchych anorganickych latek az po slozité organické
molekuly)

pivod naboje (deformace strukturni miizky u anorganickych sloudenin,

pfitomnost funk&nich skupin na skeletu organickych sloucenin atd.)

ProtoZe pfirodni voda je disperzni soustava, je stupefi disperzity zne€istujicich

ptimési jeji vyznamnou charakteristikou, ktera definuje kinetickou stabilitu systému

(odolnost vici pasobeni silového pole). Disperzni soustavy délime na [3]:

i
I 4

Hrubé disperzni soustavy (suspenze, emulze a pény), které maji primér Castic
vét3i nez 10 m, podléhaji plisobeni silového pole a jsou kineticky nestalé. P¥i

upraveé vody lze tyto ¢astice odstranit usazovanim.



» Koloidné disperzni soustavy (koloidy), které maji primér ¢astic v rozmezi od
10 az do 10® m. Tyto &astice nepodléhaji vlivim silového pole, jsou kineticky
stalé a nesedimentuji. Nelze je proto pii pravé vody odstranit usazovanim.

» Analytické disperzni soustavy (pravé roztoky), které jsou také kineticky stalé,
maji primér &astic mendi nez 10® m. V systému jsou &astice analytickych
soustav obsazeny ve form¢ ionti nebo molekul, které nejsou schopny adheze.

Bé&znymi Gpravarenskymi postupy jsou obtizné odstranitelné.

Koloidni a analytické disperze se navic vyznacuji odolnosti vii¢i vzajemnému
spojovani ve vétsi, kineticky stabilni agregaty a odolnosti vi¢i adhezi na jinych
povrsich, tzv. agregatni stabilitou. Agregatni stabilita je Gzce vazana na strukturu ¢astic
[1-3].

2.1.1 Koloidni disperze

Stabilita koloidnich disperzi ma fyzikalni charakter a je dana nabojem &astic a s
nim spojenym pusobenim elektrostatickych sil. Stabilita systému mtlze byt tedy
ovlivnéna zménami podminek plsobicich na dané prostedi. Castice koloidnich disperzi
se vyznacuji mikroheterogenitou, ktera vyznamné ovliviiuje optické vlastnosti vody,
zpusobuje opalescenci vody a tzv. Tyndalliv jev. Opalescenci vody se rozumi slaby
zékal vody vyvolany paprskem svétla prochazejicim tlustsi vrstvou koloidni disperze,
pozorovatelny kolmo na smér dopadajiciho svétla. Pfi¢inou zakalu je lom a odraz svétla
na jednotlivych koloidnich ¢&ésticich. Tyndalliiv jev je zptisoben rozptylem svétla na
koloidnich ¢asticich a projevuje se jako svételny kuzel, jehoz vrchol je v misté vstupu
paprsku do prostiedi [1].

Koloidni c¢astice podléhaji neustdlému Brownovu pohybu, ktery je zpiisoben
nahodilymi srdzkami koloidnich ¢astic s molekulami rozpoustédla v dusledku jejich
tepelného pohybu. Dal§im typickym znakem koloidnich castic je elektricky naboj na
jejich povrchu, ktery je pfi¢inou jejich migrace v elektrickém poli, tzv. elektroforéza
[2].

Koloidni disperze se podle afinity k vodé déli na [2-5]:

» hydrofilni koloidy
» hydrofobni koloidy



Hydrofobni koloidy (hydrosoly) jsou heterogenni koloidni soustavy, které
vznikaji dispergaci nebo sraZenim. Tyto koloidni soustavy nejsou v termodynamické
rovnovaze, a proto jsou agregatn¢ nestalé. Kazda castice ma vlastni fazové rozhrani,
které ji oddéluje od disperzniho prostiedi. Hydrosoly jsou agregatné nestalé a jejich
spojovani do vétSich celkli se nazyva koagulace. Koagulace probihd ve vodach bud’
pfirozené nebo vnéjSim zasahem (napf. pfiddnim destabiliza¢niho €inidla). Ve vodach
se vyskytuji tyto hydrosoly — amorfni oxid kfemicity, hydratované oxidy kovu,
aluminosilikaty (jilové minerdly), ¢i emulze olejt a tukt [2].

Hydrofilni koloidy (koloidni roztoky) jsou homogenni disperzni soustavy
tvofené makromolekulami (vysokomolekularnimi koloidy) nebo micelarnimi koloidy
(tzv. micelami). Mezi makromolekularni koloidy patii bilkoviny, huminové latky,
polysacharidy, tfisloviny, polyfosfore¢nany aj. Micelarni koloidy tvoii pfechod mezi
vysokomolekuldrnimi a pravymi roztoky. Micelarni koloidy jsou tvofeny shluky malych
molekul, které by pfi nizkych koncentracich tvofily pravé roztoky. PtekroCenim tzv.
kritické micelarni koncentrace (KMK) dochazi k tvorbé micel. Tvorba micel je
podminéna specifickou strukturou molekul, tzv. amfipatické molekuly (obsahuji jak
skupiny s velkou afinitou k vodé zaru€ujici dostate¢nou rozpustnost, tak i skupiny ve
vodé nerozpustné). Ve vodach se zmicelarnich koloidd vyskytuji napt. tenzidy,
saponiny a n¢ktera barviva [1-2].

Naboj hydrofilnich koloidd vznika disociaci charakteristickych skupin
v organické molekule, jejich rozloZzenim podél tfetézce molekuly, typem vazeb atd.
Hydrofilni koloidy nesou na svém povrchu fadu polarnich skupin, napt. karboxyl-,
hydroxyl-, fosfo-, sulfo- nebo amino- skupiny. Pfitomnost téchto skupin na povrSich
organickych latek zplsobuje prostorovou orientaci dipéld molekul vody, a tim vytvari
kolem organické makromolekuly prostorové orientovany hydrata¢ni obal. Diky tomuto
obalu se makromolekuly navzdjem odpuzuji a samovolné se neslucuji do vétsich celkt
[2].

Dalsi pficinou stability hydrofilnich koloidii mtize byt tzv. sféricka stabilizace.
Ke sférické stabilizaci hydrofilnich koloidi dochazi pti adsorpci hydrofilnich koloidi
na fazovém rozhrani mezi pevnou ¢astici a vodou. Adsorbované segmenty vytvaieji na
pevném povrchu "smycky" a fetézce, které mohou mit jak stabilizujici tak i
destabilizujici ucinek. Jejich u€inek zavisi na poméru mnozstvi polymeru a pevnych
¢astic, afinité polymeru k vodé€ a pevné ¢astici a na typu a koncentraci elektrolytu [6].

Koloidni ¢astice nesou na svém povrchu elektricky naboj, ktery mize mit rlizny

puvod. Elektricky naboj na povrchu hydrofobnich koloidi vznika nejcastéji deformaci



strukturni mfizky, adsorpci specifickych ionti a povrchovou disociaci ¢astic tvofenych
¢aste¢né rozpustnou slouceninou. Na povrchu hydrofobnich koloidii vznikéd tzv.
elektrickd dvojvrstva, kterou charakterizuje { (zeta) potencial [3]. Zeta potencial
vyjadfuje miru stability koloidnich ¢astic ve vod€. Je znama fada teorii o struktufe
elektrické dvojvrstvy. V soucasné dobé se za obecné platnou povazuje Sternova teorie,
ktera je zaloZena na elektroneutralité celého systému. Koloidni ¢astice je tvofena tuhou
tazi, jejiz povrch nese obvykle kladny naboj. Tato vné&jsi vrstva pevné faze koloidni
¢astice tvori vnitini cast elektrické dvojvrstvy. K této vrstvé jsou pfitahovany opaéné
nabité ionty, které tvofi vnéj$i tzv. sekundarni ¢ést elektrické dvojvrstvy. Vnéjsi ¢ast
elektrické dvojvrstvy je pak tvofena dvéma Castmi. Vnéjsi ¢ast vrstvy u tuhé faze pti
pohybu ¢astice zlstava a nepohybuje se, zatimco druhd ¢ast je diftzni. Vnitini vrstva
sekundarni ¢asti elektrické dvojvrstvy tzv. Sternova vrstva je nepohyblivou plo$nou
vrstvou, kterd je zaloZena na neutralit¢ celého systému. lonty Sternovy vrstvy jsou
vazany k vnitini vrstvé adsorpénimi silami. Hustota naboje Sternovy vrstvy je mensi
nez u vnitini vrstvy. Naboj vnitini vrstvy je tak Sternovou vrstvou kompenzovén jen
zCasti. Zbyvajici naboj vnitini vrstvy piisobi na ionty roztoku elektrostatickymi silami a
tvoii difuzni ¢ast vnéjsi vrstvy. Vnitini vrstva a Sternova ¢ast vnéjsi vrstvy se pohybuji
jen z ¢asti — vznikd pohybové rozhrani mezi Sternovou vrstvou a ostatni kapalinou.
Toto rozhrani vykazuje elektrostaticky { potencial. Koloidni ¢astice jsou chranény pted
koagulaci ndbojem jenZ nesou na svém povrchu. Hodnota { potencidlu se obvykle
pohybuje v rozmezi 50 az 100 mV. ZvySovanim koncentrace elektrolytu klesa stabilita
koloidu, protoze hustota { potencialu klesd a mize dosdhnout az zapornych hodnot.
Pfevazujici vliv na destabilizaci koloidnich ¢astic maji ionty opacné nabité nez vnitini
¢ast dvojvrstvy. Pokud dojde ke sniZeni { potencialu na hodnotu cca 30 mV (kriticky
potencial), dochazi v disledku zeslabeni elektrostatickych sil k destabilizaci a agregaci
[2-5].

Kolagulaci hydrofobnich koloidi popisuje DLVO (Derjagin, Landau, Verwey,
Oerbeek) teorie, kterd je zaloZena na principu rovnovahy mezi plisobenim pfitazlivych
van der Waalsovych sil a odpudivych sil vyvolanych elektrickym nabojem koloidnich
¢astic [3].

Hydrofilni i hydrofobni koloidy maji v pfirozenych vodach stejné znaménko

hydrata¢niho obalu, proto neni mozné jejich vzdjemné shlukovani do vétsich celka [2].
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2.2 Charakteristika organickych litek pFirodniho ptivodu

Organické latky ptirodniho ptivodu (Natural Organic Matter - NOM) jsou
béznou soucasti povrchovych i podzemnich zdroji surové vody [7-8]. Mezi NOM patii
huminové latky a organické latky vznikajici Zivotnimi pochody mikroorganismu,
predevsim sinic a fas (Algogenic Organic Matter - AOM). NOM ovliviiuji nejenom
zapach, barvu a chut’ vody, ale také tvofi komplexy s kovy a pesticidy. SloZeni,
struktura a fyzikalni vlastnosti NOM maji zasadni vliv na optimalizaci procest Upravy
vody [9-12].

Na uc¢innost odstranéni NOM destabilizaci a agregaci plsobi zejména tyto
faktory [12]:

podstata a vlastnosti ¢astic NOM

\7

\ 4

typ a davka koagula¢niho ¢inidla
pH

\d

iontova sila

\ v

teplota

2.2.1 Huminové latky

Huminové latky jsou béZnou soucasti pfirodnich vod a zahrnuji cca 50-75 %
celkového organického uhliku ve vodé [13]. V povrchovych vodach zpisobuji jejich
charakteristické Zlutohnédé zbarveni.

Huminové latky se do povrchovych vod dostavaji pfedevsim dvéma zplsoby
[14]:

» vyluhem z raselini$t’ a pud obsahujicich vét§i mnozZstvi humusu
» biochemickym odbourdvanim nékterych organickych latek predevsim ligninu a

dalsi syntézou $tépnych produktii

Huminové latky jsou vysokomolekularni alifatické slouCeniny s relativni
molekulovou hmotnosti vrozmezi n&kolika stovek az desitek tisici. Mezi
charakteristické funkénimi skupiny huminovych latek patii karboxylova a hydroxylova,
dale se mize vyskytovat ketonova, esterova a etherova funkéni skupina [13]. Huminové
latky obsahuji v molekule pfedevs§im uhlik, vodik, kyslik a dusik, jak je uvedeno v tab.1
[1].

11



Tab.1. Elementarni slozeni huminovych latek pfitomnych v pfirodnich vodach [1]

C [%] O [%] H [%] N [%]
Fulvinové kyseliny 46 48,6 4,0 1,2
Huminové kyseliny 57 37,1 44 2,0

Vlastnosti huminovych latek, jako je rozpustnost ve vodé, schopnost agregace,
disociace a oxidace, nabojové poméry ¢i schopnost vytvaret komplexy s kovovymi
ionty, uzce souvisi sjejich slozenim, které je ovlivnéno procesy jejich vzniku
(humifika¢ni procesy) [13]. Huminové latky maji slab& kysely charakter a jsou z
biochemického hlediska velmi resistentni, proto prakticky neovliviiuji kyslikovy rezim
vod [15]. Z ptirodnich vod se mohou ¢astecné odstraniovat postupnou agregaci molekul
nebo tvorbou malo rozpustnych slouéenin s nékterymi ionty kovli ve vyssich oxida¢nich
stupnich. Chemicky jsou huminové latky dobfe oxidovatelné (pii CHSK se oxiduje
100 % organickych latek) [1]. Barevnost huminovych latek je zplisobena pfitomnosti
karboxylové funkéni skupiny a dvojnych vazeb v postrannich fetézcich, cyklech i
pfitomnosti kondenzovanych benzenovych jader (pfedevSim v kyselé oblasti).
Z chemického hlediska je pro vody shuminovymi latkami charakteristickd nizka
hodnota pH, v&tsi obsah iontd (NH,", Fe*"*") a jiz zmifiované Zlutohn&dé zbarveni.
Huminové latky jsou v pitnych, uZitkovych a provoznich vodach nezadouci. Jejich
piitomnost ve vodé se projevuje zhorSenim senzorickych vlastnosti vody (zejména
barvy a chuti) [13-15].

Z fyzikalné-chemického hlediska se huminové latky rozpustné ve vodé chovaji
jako hydrofilni koloidy s riznym stupném disperzity. Koloidni ¢astice maji v ptirodnich
vodach zaporny naboj a izoelektricky bod lezi v kyselé oblasti. V siln¢ alkalickém
prostiedi tvoti predevs§im pravé roztoky [1].

Mezi vyznamné vlastnosti huminovych latek patii také tvorba nejriznéjsich
komplexit (ptedev§im s vicemocnymi kationy). Tato vlastnost je ovlivnéna piitomnosti
karboxylovych a fenolovych skupin. Schopnost tvorby komplexti se zvySuje se
vzristajici hodnotou pH. Rozpustnost komplexd huminovych latek s vicemocnymi
kationty zavisi na hmotnostnim poméru obou slozek. Cim je pomérné zastoupeni
kationtd vétsi, tim je rozpustnost komplexii mensi. Tato vlastnost je jednou z pfi€in
vyluhovatelnosti kovi z pid huminovymi latkami a pfi¢inou zvySené koncentrace

Zeleza a manganu v raselinovych vodach [14,16].
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Huminové latky rozpustné ve vode¢ se déli podle rozpustnosti v kyselém a
alkalickém prosttedi na [17]:
» huminové kyseliny — nerozpustné v kyselém a neutralnim prostiedi

» fulvinové kyseliny — rozpustné v celém rozsahu pH

Huminové kyseliny jsou slabé disociované vicemocné organické kyseliny,
jejichz roztoky maji pH kolem 3,5. Jsou to vysokomolekuldrni latky, které se chovaji
jako micelarni koloidy [13]. Fulvinové kyseliny maji oproti huminovym kyselindm
mens$i molekulovou hmotnost, kyselej§i charakter a vys$si obsah kysliku v molekule
[18]. Jsou Zluté¢ az svétle hnédé¢ zbarvené. Aromaticky charakter je u nich méné
vyznamny neZ u huminovych kyselin. Pro fulvinové kyseliny maze byt pH roztoku
mensi nez 3. Tyto latky vykazuji komplexotvorné vlastnosti a maji zna¢nou vyménnou
kapacitu [1]. Hranice mezi t€émito dvéma skupinami je zna¢né variabilni a lze je d€lit na

dalsi frakce podle jejich chemickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti [13].

2.2.2 Organické latky produkované sinicemi a Fasami

V povrchové vodé jsou vedle huminovych latek jednou z dominantnich frakei
rozpusténého organického uhliku (Dissolved Organic Matter - DOC) organické latky
produkované sinicemi a fasami, tzv. AOM [19-22]. Sinice a fasy vylucuji organické
latky do prostiedi jak metabolickou ¢innosti, tzv. extracelularni organické latky
(Extracellular Organic Matter — EOM), tak také pii odumirani fytoplanktonu a
naslednych autolytickych pochodech, tzv. intracelularni organické latky (Intracellular
Organic Matter — IOM) [19]. Nektefi autofi [22] uvadéji jesté tzv. povrchové vazané

organické latky (Surface Organic Matter - SOM), viz obr.1.

Intracelularni organické latky (IOM) Extracelularni organickeé latky (EOM)
O
O

Buné¢na sténa Povrchové vazané organické latky (SOM)

Obr.1. Organické latky produkované sinicemi a fasami (AOM) [22]
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Mezi AOM patii Siroka Skala sloucenin, napt. monosacharidy, oligosacharidy,
polysacharidy, aminokyseliny, peptidy, proteiny a stopova mnozstvi fady dalSich
organickych kyselin (napt. kyselina glykolova). Tyto latky maji pro fasy dilezité funkce
jako stavebni a zasobni latky, enzymy, vitaminy, hormonalni latky, inhibitory a toxiny
[19-21]. MnozZstvi a typ vylu¢ovanych AOM zavisi na rustové fazi, druhu organismu,
fyziologickych a pfirodnich podminkach. V exponencidlni fazi ristu je celkova
mortalita bun¢k relativné nizkd a AOM jsou tvofeny pievazné diky sekreci organismil,
tzv. EOM. Ve stacionarni fazi ristu jiZ nepochybné dochdzi ke zvySenému uhynu
organismu. Narist koncentrace organickych latek je ¢aste¢né zptsoben i autolytickymi
procesy. Postupné dochézi ke zvySovani podilu IOM na celkové koncentraci AOM [20].
Sinice (Cyanophyta) jsou bohaté na proteiny, které tvoti 40-65 % jejich suché vahy [19]
na rozdil od zelenych tas (Chlorophyta), které obsahuji vyssi procento sacharidt [10].

Nejvice AOM je do vodnich néadrzi vylucovano béhem obdobi masového
rozvoje sinic a fas, tzv. vodniho kvétu. Ve vodé se muze projevit jako "husta zelena
kase", ktera je bud’ homogenni nebo v ni mohou byt patrné drobné vlo¢ky ¢i jehlicky o
velikosti n¢kolika milimetrt. Hlavni pfi¢inou vyskytu vodniho kvétu je mnozstvi Zivin
ve vode, dalSimi dilezitymi faktory jsou teplota a svétlo. Nejcastéji se vodni kvét na
vodnich nadrzich objevuje koncem léta (v srpnu nebo v prvni poloviné zafi). Na
nékterych lokalitich muze dochazet k masovému rozvoji sinic jiz v priab&hu Cervna
[23]. Dominantnimi druhy sinic, které tvofi vodni kvét v nasich ptirodnich podminkach,
jsou ptedev§im Anabaena flos-aquae, Microcystis aeruginosa a Aphanizomenon flos-
aquae [8]. Sinice produkuji v dob&é masového rozvoje cyanotoxiny, které mohou
zpusobovat thyn dobytka pijici tuto vodu i celou fadu zdravotnich problému u lidi
[8,23-24].

Narist mnozstvi AOM zpusobuje také technologické problémy pii upravé vody
[22,25-26]. Ke snizeni aktivity fas lze pouzit proces pifedchlorace nebo ptedozonizace,
ktery ale zpusobuje zni¢eni bun€k a narist mnozstvi organickych latek [25]. Tyto latky
mohou pfi dezinfekci chlorem a jeho nékterymi slou€eninami tvofit trihalogenmetany
(Trihalogenmethans — THM), halogenderivaty kyseliny octové (Haloacetic acids —
HAA), haloacetonitrily, chlorketony, chloraldehydy a dalsi vedlejsi produkty dezinfekce
(Disinfection By-Products — DBP). Uvedené slouceniny se z vod odstrariuji obtizné
[8,25-30]. THM se tvoii reakci organickych latek (AOM) s chlorem a zbylymi kationy
hliniku nebo Zeleza v upravené vodé [31]. U THM a HAA bylo potvrzeno, Ze jsou pro
¢lovéka karcinogenni, proto je diilezité odstranit ze surové vody prekurzory téchto latek

[9]. Vliv AOM na tpravu vody je v podstaté dvoji. Prvni spo¢iva ve vlivu AOM na
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destabilizaci a agregaci ostatnich ve vodé se vyskytujicich pfimési (huminové latky,
anorganické suspenze atd.). Druhy problém pak ptedstavuje vlastni u¢inné odstranéni
EOM a IOM a to ptedevsim v ptipadech, kdy tyto latky tvofi podstatnou cast
znec€ist'ujicich ptimeési [32].

Vyznamnou vlastnosti nékterych latek obsazenych v AOM je tvorba
povrchovych komplexnich slou€enin s vicemocnymi kationty nebo tvorba povrchovych
komplexnich sloucenin reakci shydrokomplexy a hydratovanymi ionty. Bylo
prokdzano, ze ptedevsim proteiny (napf. metallothionein) uvolfiované pifi odumirani
fytoplanktonu maji vysokou afinitu k produktiim hydrolyzy hlinitych a Zelezitych soli a
vytvaii s témito latkami komplexy [32]. Tim se vyrazné zvySuji davky destabiliza¢nich
¢inidel a dochdzi ke sniZzovani G¢innosti procesu destabilizace a agregace. AOM
schopné tvofit komplexy s vicemocnymi kationty se daji isp€$né izolovat a analyzovat

pomoci afinitni chromatografie [22].

Extracelularni organické ldtky

Extracelularni organické latky (EOM) hraji dulezitou roli pti ristu a fyziologii
sinic a fas a jsou uvolfiovany do vodniho prosttedi metabolickou ¢innosti téchto
mikroorganismi [20]. Mezi EOM patti velké mnozstvi latek, napt.: monosacharidy,
oligosacharidy, polysacharidy, aminokyseliny, peptidy, proteiny, jiné organické
kyseliny, lipidy, fenolitické latky a organické fosfaty, které maji pro sinice a fasy
dalezité funkce, napt. jako enzymy, rdstové inhibitory a stimulatory a toxiny (specifické
pro sinice — cyanotoxiny) [21]. Sinice se od zelenych fas li§i vylu¢ovanim a skladbou
EOM [20].

Vylucovani jednoduchych latek jako jsou sacharidy, aminokyseliny a organické
kyseliny zdravymi buiikami sinic a fas probihd pfedevsim difuzi pfes buné€nou sténu.
Mnozstvi vylu€ovanych latek zavisi na koncentracnim gradientu a permeabilitické
konstanté. Veét§i molekuly (polysacharidy, proteiny a polyfenolitické latky) jsou

Mnozstvi EOM vylu¢ovanych jednotlivymi druhy sinic a fas se d4 srovnavat
podle celkového organického uhliku (TOC), partikulovaného organického uhliku (POC)
a rozpusténého organického uhliku (DOC). Vlastnosti EOM souvisi jak s relativni
molekulovou hmotnosti jednotlivych latek, tak také s rozdilnym sloZzenim frakci
(sacharidd, proteind, moc¢ovych kyselin a poméru N/C) [20]. Jednotlivé slozky EOM se
daji oddélit podle jejich relativni molekulové hmotnosti pomoci gelové permeaéni

chromatografie (GPC - Gel Permeation Chromatography) [22,32]. Studovat
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extracelularni organické latky v ptfirodé je obtizné vzhledem k pusobeni riznych
ptirodnich faktori na metabolismus sinic a fas, protose k urCeni mechanismu
akumulace EOM v médiu a odhadu jejich ekologického vyznamu vyuziva laboratornich
podminek [10].

Pfi exponencidlnim ristu bun€k vyluéuji fasy do prosttedi od méné nez 1 % do
vice nez 50 % fotoasimilovaného uhliku. Toto procento zavisi na druhu fasy a okolnich
podminkach. Vysoka intenzita svétla Casto podnécuje fasy k vyluovani velkého
mnozstvi fotosyntetickych latek, které mohou vést k poni¢eni membran. V noci kdy
neprobihd fotosynteticka asimilace je uvolfiovano do prostiedi relativné malé mnoZstvi
uhliku [20].

Intraceluldrni organické ldatky

Intracelularni organické latky (IOM) se dostavaji do pfirodnich vod po odumfeni
nebo poskozeni buné€k sinic a fas. Mezi IOM patii latky, které maji pro sinice a fasy
predevsim stavebni, zdsobni, energetickou a enzymatickou funkci. Jejich podil ve vodé
se zvySuje pfi masivnim odumirani fytoplanktonu. Z hlediska vlivu na proces upravy
vody predstavuji tyto latky oblast zcela neprozkoumanou [32].

Bunéénd sténa sinic je vicevrstevna. Vngj$i bunéény obal tvoii slizova vrstva
sloZena z lipopolysacharidu. Dalsi slozkou je dvojice lipoproteinovych membran. Pevna
slozka bunééné stény je uloZzena mezi obéma membranami a je tvofena
peptydoglykanem. Tato vrstva je pomérné¢ tenkd. U vétSiny sinic je hlavni zasobni
latkou Skrob (a-1,4 glukan). Mezi dalsi zasobni latky patfi cyanofycinova zrnka a
polyfosfatové granule (volutin). Fotosyntetickymi pigmenty sinic jsou chlorofyl a, a i -
karoten, xantofyly a specifickd barviva zvana fykobiliny (modry allofykocyanin a
fykocyanin a &erveny fykoerytrin). Cetné planktonni sinice, zejména ty, které tvoii
vodni kvét, obsahuji v plazmé plynové méchyiky agregované do aerotopt, které snizuji
specifickou hmotnost bunék a umoziiuji jim vznaset se ve vodé. Sténa méchytki je
pomérné pevna a tvoiena proteiny. Nékteré sinice maji schopnost vazat plynny dusik
pomoci tzv. heterocyth [23,33].

Bunécna sténa fas je polysacharidova (celulozni), nékdy chybi nebo je nahrazena
glykoproteinovou vrstvou. Mezi zasobni latky zelenych fas patii $krob, monosacharidy,
disacharidy a volutin. Fotosyntetickymi pigmenty téchto organismu jsou predevSim
chlorofyl a+b a B-karoten a né€kolik xantofyli. Barva chloroplasty je jasné zelena. Pfi
dusikovém hladovéni vznikaji sekundarni karotenoidy, které vyvoldvaji Cervenohnédé

zbarveni chloroplastu nebo celého protoplastu. Maji rizné typy stélek (od
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mikroskopickych jednobunéénych az po makroskopické) [33].

Sinice a fasy vylucuji velké mnozstvi riznorodych latek jako jsou:

Sacharidy

Mezi nejbézngjsi latky vyluCované sinicemi a fasami patii piedevsim
monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy. Sinice a fasy uvoliiuji sacharidové
slozky v riznych stadiich rustu. Pfi aktivnim rGstu a fotoasimilaci bylo uvoliovani
sacharidi prokdzano naptf. u nésledujicich druhd sinic a tas. Chlamydomonas,
Porphyridium  cruentum,  Anabaena  flos-aquae,  Katodinium. Jiné  druhy
mikroorganismi produkuji extracelularni polysacharidy pii stacionarni rustové fazi,
napt. Isochrysis galbana, Prymnesium parvum, Dunaliella tertiolecta, Rhadomonas sp,
Pyramimonas sp. [21]. Akumulace sacharidi ve vodnim prostiedi zavisi na
fotosyntetické aktivité organismd, ale ve srovnani s celkovym obsahem AOM jen malo
zavisi na jejich mortalité [10].

Mezi bézné slozky extracelularnich sacharidii a polysacharidii patéi glukoza,
galaktdza, mandza, xyl6za a moc¢ové kyseliny. Ve velmi malém mnozstvi se vyskytuji
cukerné alkoholy (napft. ribitol, sorbitol a manitol) [21]. Pro kazdy druh fasy existuji
typické sacharidové slozky, které se meéni podle stafi kultury [20]. Nejvice jsou
zastoupeny polysacharidy, které zahrnuji rozpustné a fyziologicky aktivni slozky.
Funkéni skupiny polysacharidd mohou reagovat s nékterymi t€zkymi kovy (médi,
olovem, kadmiem) a zménit jejich mobilitu a toxicitu ve vodnim prostiedi.
Extracelularni sacharidy mohou dosahovat az 40 % celkovych organickych latek
v zavislosti na druhu fasy a piirodnich podminkach [10]. Nejvice sacharidi bylo

vylu¢ovano beéhem exponencidlni faze [20,32].

Aminokyseliny, peptidy a proteiny

Aminokyseliny, peptidy a proteiny jsou béZnou soucasti fas, ale ve vé&tSiné
pfipadl se vyskytuji jen v malych mnozstvich, na rozdil od sinic, které uvoliuji do
prostiedi velké mnozstvi asimilovanych dusikatych latek [19].

Velké mnozstvi téchto latek se vyskytuje ve formé proteini, pouze malé
mnozstvi jako volné aminokyseliny. Extracelularni peptidy se skladaji z dvanacti
aminokyselin (napf. glycin, glutaminova kyselina, alanin, serin). Pro nékteré fasy

(Euglena, Monochrysis, Ochromonas, Skeletonema) je typické vyluovani vitaminu By,.
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Mezi latky tvotfené proteiny patii také toxiny, riistové inhibitory a stimulatory a enzymy
[21].

Jiné organické kyseliny

Sinice a fasy z organickych kyselin nejéastéji vylucuji kyselinu glykolovou [17].
Mezi sinice, které produkuji kyselinu glykolovou patii: Coccochloris sp., Anacystis sp.,
Oscillatoria sp., mezi zelené tasy pak Chlorella sp., Dunaliella sp., Chlamydomonas sp.
V anaerobnich podminkéch vylucuji n¢které druhy sinic a fas laktat, acetat a formiat
[21].

Lipidy
kyseliny vylu€uji ve starSich kulturach napt. tasy Chlamydomonas sp. a Chlorella sp.
Moiska rozsivka Asterionella japonica vyluCuje mastné kyseliny, které inhibuji

bakterialni rust [21].

T¢kavé ldatky

Specialni pach v dobé masového rozvoje sinic a fas ¢asto souvisi s uvoliiovanim
tékavych sloucenin [34]. Nékteré chaluhy (Phaeophyceae) vylucuji velké mnozstvi
polyfenoli (ptedevsim flavanoly a taniny). Mezi dalsi t€¢kavé organické latky patfi:
formaldehyd, acetaldehyd, methylethylketon, dimethylsulfid, furfural, aceton,
ethylacetat, ethylalkohol a kyselina ethanova. Tyto latky vylucuji napt. Chlamydomonas

globosa, Synura petersenii, Cryptomonas ovata [21].

Organické fosfity
Na konci masového rozvoje sinic a fas vyluéuji mrtvé a nezdravé burky vétsi

mnozstvi organickych fosfati [21].

AOM maji pro mikroorganismy nékteré dilezité funkce, napt. jako:

Enzymy

Rasy mohou produkovat enzymy, které jim zajistuji fadu duleZitych funkei,
napt. zlativka Ochromonas variabilis uvoliiuje enzymy, které hydrolyzuji sacharézu,
Skrob a proteiny, rozsivka Nitzschia putrida vylu€uje protolytické enzymy, penatni

rozsivky Nitzshia filiformis a N. frusutulum produkuji extracelularni enzymy
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depolymerizujici agar a n&které druhy zelenych fas produkuji enzymy rozkladajici
Skrob [21].

Vitaminy

Nekolik druhli motskych planktonnich fas produkuje extraceluldrni vitaminy,
napf. thiamin (Skeletoema cosatum, Dunaliella, Phaeodactylum) a biotin (S. costatum,
Cyclotella nana). Vysoka koncentrace rozpusténych vitamind (B», thiamin a biotin)
souvisi srozvojem biomasy fytoplanktonu, proto se produkce vitamini odehrava
pfedev§im béhem exponencidlni a stacionarni faze. V nékterych ptirodnich vodach byly

zjistény také vitaminy Bg, E, askorbat a riboflamin [21].

Rustové inhibitory a stimuldtory
Mnoho druht fas vylu¢uje latky, které inhibuji nebo stimuluji vlastni rust, rist

jinych organismu nebo oboji [33].

Cyanotoxiny

Cyanotoxiny jsou biologicky aktivni latky sekundarniho metabolismu, které jsou
produkovany sinicemi vyskytujicich se ve sladkych, brakickych i slanych vodach. Jsou
toxiny (napf. botulin) [35].

Problémy s otravou cyanotoxiny vznikaji pozitim vody obsahujici sinice nebo
kontaktem pii koupdani. Neékteré epidemiologické studie prokazaly nejen jejich
teratogenni vliv, ale také hepatotoxické, embryotoxické, imunotoxické, neurotoxické,
dermatotoxické a dal§i efekty na zdravi obyvatel. NejcastéjSim nasledkem kontaktu s
vodnim kvétem jsou koZni alergie, zanéty spojivek a bronchitidy [23,36].

Podle chemické struktury mizeme cyanotoxiny délit na [36]:

\ 74

alkaloidy

",’

cyklické a linearni peptidy
lipopolysacharidy

Dal$i uznavané ¢lenéni déli cyanotoxiny podle metod biodetekce, konkrétné
podle mechanism u¢inku toxint [23]:
» neurotoxiny (vliv na nervovy systém)
» hepatotoxiny (vliv na metabolickou aktivitu jater)

» imunotoxiny a imunomodulanty
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» genotoxiny a mutageny (Tumor Promoting Factors)
»~ embryotoxiny
» cytotoxiny

» dermatotoxiny

Jednotlivé toxiny maji ¢asto smiSenou biologickou aktivitu. Populace jednoho

druhu mize také soubézné produkovat né€kolik druhd toxind. Mezi nejstudovanéjsi a

vvvvvv

Neurotoxiny

Mezi neurotoxiny patfi anatoxin a, anatoxin a(s), anatoxin b, homoanatoxin,
saxitoxin, neosaxitoxin, aphanotoxin 1-5 a jsou produkovany piedev§im rody
Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria, Trichodesmium, Cylindrospermopsis,
Lyngbya, Planktothrix a Nostoc.

Neurotoxiny jsou ve vodnim ekosystému pomérné nestabilni. Sladkovodni sinice
produkuji zejména anatoxin a aphanotoxin. Oba neurotoxiny jsou alkaloidni povahy a
blokuji sodikové kandly membran, aniz by ovlivnily jejich propustnost pro draslik [36].
Tim zplsobuji u zvitat i lidi vravorani, dychavi¢nost, strnuti svalstva, nadmérné slinéni
(anatoxin-a) a mohou zpusobit az smrt diky inhibici acetylcholinesterazy. Mezi
neurotoxiny se také fadi saxitoxin, ktery je produkovan obrnénkami (Dinophlagelata) a
je zndmy piedevsim v souvislosti s rudym pfilivem na motském pobiezi (tzv. red tide).
Tento neurotoxin se akumuluje v té€le mekkysu a jejich konzumaci miize dojit k otrave.
Do dne$niho dne je popsano asi 20 variant saxitoxind a mohou byt produkovany i

sladkovodnimi sinicemi [35-37].

Hepatotoxiny

Z hepatotoxinli jsou nejzndméjs$i microcystiny, nodularin a microviridin a
produkované je piedevSim rody 7Trichodesmium, Umezakia, Cylindrospermopsis,
Aphanizomenon, Microcystis, Anabaena, Planktothrix, Nostoc, Anabaenopsis a
Nodularia.

Hepatotoxiny zpusobuji poskozeni struktury a funkce jater. Jejich strukturu tvoti
cyklické peptidy. Sladkovodnimi sinicemi jsou produkovany zejména microcystiny a
microviridiny. Jedna se o termostabilni latky, jejichz aktivita neni omezena ani po
nékolika hodinach varu. Hepatotoxiny mizeme podie struktury rozdélit na alkaloidni

hepatotoxiny a peptidické hepatotoxiny [36]. Vné&jSimi znaky pisobeni hepatotoxinii
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jsou predevsim slabost, bledost, problémy s dychanim a stfevni potiZze. Na molekularni
urovni zpusobuje microcystin a nodularin inhibici fosfatazy (enzym hydrolyzy
organickych esterti), coZ ma velmi rozsahlé nasledky, protoZe tento enzym ma mnoho
roli pfi regulaci genetickych, vyvojovych, metabolickych a fyziologickych pochodti.

Hepatotoxiny mohou podporovat i vznik nadort [35-38].

2.3 Odstranovani organickych latek z vody
Pro odstranéni organickych latek z vody se s ispéchem pouZzivaji nejen procesy

konvenéni Upravy vody, ale také nékteré moderni technologie [12].

2.3.1 Konvenéni uprava vody

Konvenc¢ni procesy upravy vody zahrnujici destabilizaci, agregaci a néslednou
separaci vzniklych agregati jsou béZznou metodou pouzivanou pifi upravé vody
s obsahem NOM. Na ucinnost odstranéni NOM béhem destabilizace a agregace plisobi
fada faktort, predevsim typ a davka koagula¢niho ¢inidla, pH, iontova sila a teplota
[12].

Tvorba separovatelnych agregatli probiha ve dvou fazich [4]:
1. faze — destabilizace kineticky stalych €astic pfimési (vliv chemickych faktort)
2. faze — dochazi k agregaci destabilizovanych ¢astic v kineticky nestdlé agregaty

(vliv fyzikélnich faktort)

Destabilizace

Hlavnim problémem pfi odstrafiovani hydrofobnich a hydrofilnich koloidl z
pfirozenych vod je stejné znaménko jejich hydratacnich oballi, coZ neumoziuje jejich
vzajemné spojovani do vétSich celkd. K dosazeni vzajemného spojovani znecist'ujicich
ptimési je dilezité potlacit nebo alesporni omezit jejich stabilizujici mechanismy [4].

Destabilizace hydrofilnich koloidd se dosahuje pfedev§im pomoci koordina¢nich
reakci mezi funkénimi skupinami, které nesou ¢astice a kovové ionty hydroxopolymert.
Hydrofobni koloidy naopak destabilizujeme potlaenim jejich elektrické dvojvrstvy,
¢ehoz dosdhneme neutralizaci naboje, napt. pomoci adsorpce €astic na povrchu jiz
vytvofenych agregatli, ptfirozenych elektrolyti ¢i specifickou adsorpci na produktech
destabiliza¢niho ¢inidla [2-4].

Jako destabiliza¢ni ¢inidla se pouzivaji pfedevsim Zelezité a hlinité soli, napf.

siran Zelezity (FeSO4.7H,0), siran hlinity (Alx(SO4);.18H,0), chlorid zelezity
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(FeCl3.6H;0), chlorsiran zelezity (FeClSO4) a hlinitan sodny (NaAlO,). Smésna
destabiliza¢ni ¢inidla, ktera obsahuji A" i Fe’* ionty, se pouZivaji pro specialni ucely,
napf. pro upravu mineralizovanych vod. Optimalni davka destabiliza¢niho ¢inidla se
zjiSt'uje zpravidla sklenicovou optimaliza¢ni zkouskou. Postup a princip sklenicové
optimalizaéni zkousky je podrobné¢ popsan v literature [4].

Hlinité a Zelezité soli ve vod¢ disociuji a hydratuji za tvorby hydroxokomplext,
které jsou schopny polymerace [2-4]. Hydrolyzu, ktera prob&hne po nadavkovani hlinité

nebo Zelezité soli do vody Ize popsat nasledujici rovnici [4]:
MeA + H,O — MeOH + HA

(Me - kation pfidané Zelezité nebo hlinité soli, A - anion ptidané hlinité nebo Zelezité

soli).
V iontovém tvaru ma rovnice podobu:
Me™+ H,0 — MeOH + H”

Hydrolyza probihd mechanismem vratnych reakci a je znacné zavisla na iontové

sile, teploté a pH vody a na koncentraci pouzitého destabiliza¢niho ¢inidla [34].

Agregace

Pojmem agregace jsou oznaovany procesy, pii kterych dochazi k vzdjemnému
spojovani cCastic ve veét§i separovatelné celky. Agregace probiha za ptredpokladu
adheznich schopnosti ¢astic [2]. Vyrazny vliv na prubéh agregace ma pohyb ¢&astic.
Castice o malém priméru se pohybuji perikinetickym pohybem v disledku tepelného
pohybu molekul vody. Perikineticky pohyb je hlavnim mechanismem v pocatku
agregace a je ovliviiovan teplotou. S ristem teploty jeho intenzita roste a soucasné roste
i kineticka energie &astic. Castice o vétsim priméru tepelnému pohybu nepodléhaji, ale
pohybuji se tzv. ortokinetickym pohybem, ktery je vyvolan pohybem kapaliny nebo
pusobenim gravitaéniho pole. P#i pohybu kapaliny dochazi ke vzniku teénych sil,
jejichz velikost je charakterizovana velikosti gradientu rychlosti G. Gradient rychlosti je
definovan jako rychlostni spad tvofici se mezi dvéma sousednimi elementarnimi
vrstvami pohybujici se kapaliny ve sméru kolmém na smér pohybu. Céastice unisené

proudici kapalinou jsou te¢nymi silami ovliviiovany. S ristem velikosti te¢nych sil roste
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i intenzita pohybu ¢astic a v disledku toho i ¢etnost setkani ¢astic. Z hlediska pribéhu

procesu agregace je vyznamnym faktorem i doba, po kterou jsou castice pod vlivem

te¢nych sil. Pasobenim te¢nych sil neni ovliviiovdna pouze rychlost a ucinnost

agregace, ale i charakter tvofené suspenze. Pti agregaci pusobi te¢né sily v opaéném

smyslu nez sily adhezni. [2-4].

Pohyb castic vede ke vzdjemnym kolizim, které vyustuji ve spojeni ¢astic.

Vznikaji tak dvoj-, troj- a vicendsobné agregaty. Postupné agregace vede k postupnému

poklesu poctu ¢astic v systému a k rlstu velikosti zbyvajicich ¢astic [4].

v

\ 17

V systému pfi agregaci je mozno odlisit Ctyfi typy ¢éstic [4]:

nedestabilizované neagregované castice piimési (NEA) — vyskytuji se
v pocatecni fazi

primarni ¢astice (PRI) — vznikaji agregaci nestabilizovanych a neagregovanych
¢astic

mikroc¢astice (MI) — vznikaji agregaci primarnich ¢astic

makrocastice (MA) — vznikaji vzdjemnou agregaci mikrocastic nebo spojovanim

primarnich ¢astic a mikroc¢astic

Odde¢leni suspenze je mozno dosdhnout fadou zpuasobil, v béZné praxi se

nejcastéji pouzivaji tyto [4]:

usazovani agregati v gravitatnim poli (k separaci latek dochazi plsobenim
gravitaéni sily na ¢astice)

zachycovani v pevné filtraéni vrstvé zrnitého materialu (pfi filtraci dochazi pfi
prutoku suspenze ptes filtraéni materidl k adhezi ¢astic suspenze na €asticich
pérovité filtrani vrstvy) nebo zachycovani ve vznaSené filtracni vrstvé
vytvotené suspenze (pii filtraci vznasenou vrstvou vlockovité suspenze dochézi
k postupnému zachycovéani suspenze a k nartistani koncentrace suspenze ve
Vrstve)

separace ve vznasené vrstvé zrnitého materidlu (na povrchu expandovaného
materidlu se zachycuji pouze destabilizované neagregované Castice a vytvari
kompaktni obalovou vrstvu, mechanismus zachycovani ¢astic 1ze oznacit za

krystalizaci pti vysokych energiich)
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2.3.2 Pouziti modernich technologii
Pro vétsi G¢innost odstranovani organickych latek se vyvijeji nové metody, mezi

které patii membranové procesy a filtrace ptes aktivni uhli [12].

Membranové procesy
MnozZstvi membran, které jsou dnes k dispozici muzeme délit podle typu
separace, v které mohou byt pouzity, podle materialu a podle struktury.
Typy membran, které se pouzivaji pro upravu pitné vody, se daji rozdélit do 3
hlavnich kategorii [39]:
» mikro/ultrafiltrace (MF/UF)
» nanofiltrace (NF)

N

reverzni osmoza (RO)

V poslednich letech se pouziva technologie membranové filtrace. Znacnou
nevyhodou této metody je piedevsim jeji technologickd naro¢nost a s tim souvisejici
velmi vysoké ekonomické naklady [9]. Mikrofiltrace a ultrafiltrace jsou u¢inné pro
odstrafiovani Castic, zakalu, bakterii a cyst z ptirodnich vod. Tyto procesy ale nejsou

dostate¢né G¢inné pfi odstrariovani barvy a jsou nachylné k nanostim [12].

Filtrace pres aktivni uhli

Filtrace ptes aktivni uhli (AC) je stale Cast&ji uzivano pro zkvalitnéni upravy
pitnych vod ve vodarenstvi [30]. Aktivni uhli mizeme podle tvaru a velikosti délit na
praskovad, granulovana, extrudovana a tkaninova. Pro kontinualni Upravu pitnych vod se
pouziva predev§im granulované aktivni uhli (GAC), pro narazové odstranovani

organickych polutantti pak praskové aktivni uhli (PAC) [39].
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3. METODIKA

3.1 Kultivace a kultiva¢ni média sinic a ias

K vyzkumu byly pouzity kultury sinic Anabaena flos-aquae a Microcystis
aeruginosa a zelené tasy Scenedesmus quadricauda. Inokula téchto druhii sinic a fas
pochazeji ze sbirky autotrofnich mikroorganismii Botanického ustavu AV CR. Kultury
sinic A. flos-aquae a M. aeruginosa byly péstovany ve dvaceti litrech Z média a kultura
zelené fasy S. quadricauda ve dvaceti litrech BB média. SloZeni té€chto médii je
popsano v nasledujicich odstavcich. Mikroorganismy byly p&stovany pfi teploté 24 °C a
svételné periodé 16 h svétlo a 8 h tma. Intenzita pouzitého osvétleni byla 6000 Ix. Cely
objem kultivaéniho média byl michan intenzitou 40 ot./min. Pied kazdym pouzitim se
vSechny materidly a média sterilizovaly autoklavem. Rustové kiivky mikroorganismu
byly stanoveny meéfenim chlorofylu-a. MnozZstvi organickych latek vyluCovanych
fytoplanktonem v pribéhu jejich kultivace bylo méfeno jako DOCc a CHSKwmp.
VSechny parametry byly méteny kazdy druhy den od pocatku kultivace. Vzorky pro
stanoveni koncentraci chlorofylu-a a AOM byly u sinice M. aeruginosa odebirany 4., 8.,
12., 16. a 18. den kultivace. S ohledem na ¢astecné odlisny prubéh ristu zbyvajicich
dvou kultivovanych mikroorganismii byly vzorky pro stanoveni AOM odebirany jesté

20. den u A4. flos-aquae a 20. a 22. den u S. quadricauda.

Z médium

Médium podle Zehndera modifikované Staubem (1961) se pouZziva pro vétsinu
sinic. Do cca 750 ml destilované vody pfidame 10 ml jednotlivych makroelementd ze
zasobnich roztokl, 10 ml Fe-EDTA, 0,08 ml Gaffronovych mikroelementt a doplnime
do 1000 ml destilovanou vodou. Piesnd mnozstvi pouzitych roztoki jsou uvedena
v tab.2-3. Na ptipravu 500 ml Fe-EDTA pouzijeme 0,138 mg FeCl;.6H,0 rozpusténého
v 5 ml 0,1 N HCl a 0,186 mg Chelatonu III rozpusténého v 5 ml 0,1 N HCL

Tab.2. Slozeni Z média - makroelementy

Makroelementy Poulité mnoZstvi [g/l]
NaNO; 46,7
Ca(NOs),.6H,0 59
K,HPO, 3,1
MgS0,.7H,0 2,5
Na,CO; 2,1
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Tab.3. SloZeni Z média — Graffronovy mikroelementy

Graffronovy mikroelementy PouZité mnoZstvi na 100 ml roztoku [mg]
NiSO4(NH,),S0,4.6H,0 19,8
V,04(S0,);.16H,0 3,1
(NH4)sM0,0,4.4H,0 8,8
ZnS0,4.7H,0 28,7
Cd(NOs),.4H,0 15,4
Al (S0,4);K,80,4.24H,0 474
Na,W0,.2H,0 3.3
KBr 11,9
H;BO; 31,0
MnS0,.4H,0 2230
Cr(NO;);.7H,0 3,7
Co(NO;),.H,O 14,6
Kl 8,3
CuS0,.5H,0 12,5
Tab.4. Slozeni BB média
Zdsobni roztok Chemikilie PouZité mnoZstvi
NaNO; 250 ¢
CaCl,.2H,0 025¢g
Zdsobni roztok “a“ K,HPO, 0.75 g
KH,PO, 1,75 ¢
MgS0,.7H,0 0750
NaCl 025¢g
Zdsobni roztok “b* Chelaton I1I 5,00 ¢
KOH 3,10 g
Zdsobni roztok “c“ FeSO,.7H,0 0.50 g
H,SO, konc. 0,10 ml
Zdsobni roztok “d“ H;BO, 1,14 g
ZnS0,.7H,0 0,88 ¢
MnCl,.4H,0 0,14 ¢
Zdsobni roztok “e* N2;M00;.2H,0 (MoO5) 024 (0,07) g
CuS0,.5H,0 0,16 g
Co(NO»),.6H,0 0,05¢g

BB médium

Médium podle Bristola modifikované Boldem (1949) se pouziva pro vétSinu fas.

Smichame 10 ml zasobniho roztoku “a“, 1 ml zasobniho roztoku “b*, 1 ml zasobniho

roztoku “c”, 1 ml zasobniho roztoku “d*“, 1 ml zasobniho roztoku “e“ a doplnime do
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1000 ml destilovanou vodou. Pfesna mnozstvi pouZzitych roztoki jsou uvedena v tab.4.

3.2 Priprava extraceluliarnich a intracelularnich organickych latek
Piiprava EOM

Vzorky kultivaéniho média (1000 ml) obsahujici buriky sinic a fas byly
filtrovany pies 0,22 pum membranovy filtr (MF, Millipore). Nasledné byly z filtratu
pomoci iontové vymény (silné kysely Na" katex Noromit 001*7) odstranény vicemocné
kationty (Ca®*, Mg®"). Timto krokem se zabranilo pfipadnym srazkam dvouvalentnich
iontd s organickymi latkami obsazenymi ve filtratu. Takto upravené vzorky byly
v dal§im kroku zahustény pii teplot¢ 30 °C na desetinu svého puvodniho objemu
(100 ml) pomoci vakuové rota¢ni odparky (Laborota 4000 HB/G1). Vzorky EOM byly
skladovany pfi teploté -18 °C.

Ptiprava IOM

Vzorky IOM byly piipraveny destrukci mikroorganismi 16. den kultivace.
Mikroorganismy byly oddé¢leny od kultivaéniho média pomoci 0,22 um membranového
filtru (MF, Millipore). Destrukce organismii byla provadéna ultrazvukovym
homogenizatorem (HD 3200, 20 kHz, 60 W), ktery byl ponoten do kadinky se
separovanymi buiikami mikroorganismi. Uginnost destrukce byla sledovana optickym
mikroskopem (Optech B4T). Zbylé pevné Castice byly odstranény filtraci ptes 0,22 pm
membranovy filtr. Takto ziskané vzorky IOM byly nasledné koncentrovany na desetinu
puvodniho objemu (100 ml) pomoci vakuové rota¢ni odparky (Laborota 4000 HB/G1)
pti teploté 30 °C. Vzorky IOM byly skladovany pfi teplote -18 °C.

3.3 Stanoveni podilu proteinu

Vzhledem k obecnému poznatku, ze AOM jsou tvofeny piedevsim sacharidy,
polysacharidy a proteiny, byly béhem vyzkumu stanovovany podily proteind (DOCp) a
neproteinovych latek (DOCnp), ptedevSsim sacharidii a polysacharidli, z celkového
mnozstvi organickych latek (DOC¢). Proteiny byly vysrazeny ze vzorki EOM a IOM
pomoci kyseliny wolframové (H;WO,). EOM a IOM vzorky byly nafedény vodou, aby
mél vysledny roztok koncentraci DOCe = 100 mg/l. 0,6 ml roztoku A (10%
Na, W04.2H50) a 0,6 ml roztoku B (0,335 M H,SO4) bylo smichéano a pfidano k 10 ml
vzorku EOM a IOM. Kyselina wolframova (H;WOQy,), ktera se ptipravila smichanim 0,8
ml roztoku A a 0,8 ml roztoku B, byla pfidavana po kapkach za stalého michani vzorku.

Takto vysrazené proteiny byly v dal$im kroku filtraci pfes 0,22 um membranovy filtr
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(MF, Millipore) oddéleny od zbylych organickych latek. Podil proteind (DOCp) na

celkové koncentraci organickych latek (DOCc) udava vzorec:

DOCp = DOCe— DOChp (1)

kde DOCp udava mnozZstvi organickych latek proteinového charakteru,

DOCc je celkové mnozstvi organickych latek pro EOM nebo IOM a

DOCnp udavd mnozstvi organickych latek neproteinového charakteru, které bylo
meéteno ve filtratu po membranové filtraci.

Srézeni proteinti bylo provadeéno tfikrat a chyba stanoveni DOCp byla mensi nez 5 %.

3.4 Stanoveni relativni molekulové hmotnosti

Ze vzorki EOM a IOM byly pomoci dialyzy (dialyzaéni membrana Amersham
Bioscience Corp., Mr: 10 tis.) odstranény nizkomolekularni frakce organickych latek.
Dialyza probihala v 0,05 M fosfatovém pufru (pH = 7,0). U takto upravenych vzork
byla pomoci gelové permeacni chromatografie (GPC) provedena frakcionace
obsazenych latek podle relativnich molekulovych hmotnosti (Mr). Pouzitim stejné
koncentrace (DOC¢ = 100 mg/l) pro vSechny vzorky EOM a IOM se piedeslo vlivim
ruzné koncentrace vzorkd na GPC. Frakcionace obsaZenych latek podle Mr byla
provadéna na instrumentdlnim zafizeni HPLC (Agilent 1100 series, Agilent
Technologies, USA) s detektorem s diodovym polem (DAD). Byly pouzity 2 kolony
Agilent Zorbax GF-250 (9,4 mm x 250 mm, 4 pm) a GF-450 (9,4 mm x 250 mm, 6 um)
zapojené do série. Separa¢ni rozsah Mr série kolon byl 4 — 900 tis. Jako mobilni faze
byl pouzit fosfatovy pufr (0,2 M Na,HPOy) o pH 7,0. Prutok systémem byl nastaven na
2,00 ml/min a teplota na 23 °C. Objem vzorku byl 20 pl. Pro méteni Mr EOM a IOM
byla pouzita absorp¢éni vlnova délka 280 nm. Analyza dat byla provedena pomoci
softwaru Agilent Technologies Chemstation. Systém byl kalibrovan pouzitim standardt
pro gelovou chromatografii (Sigma-Aldrich Co.): cyanokobalamin (1,35 tis.),
ribonukleaza-a (13,7 tis.), myoglobin (17 tis.), karbonicka anhydraza (29 tis.), albumin
(66 tis.), alkoholova dehydrogendza (150 tis.), B-amyléza (200 tis.), apoferitin (443 tis.),
thyroglobulin (669 tis.) a imunoglobulin (900 tis.). Ve vSech ptipadech byla pozorovéana
dobra linedrni zavislost. Jako zpétné a wvnitini standardy byly pouzity hovézi
gamaglobulin (158 tis.) a kufeci ovalbumin (44 tis.). Reprodukovatelnost Mr
frakcionace EOM a IOM byla velmi dobra a odchylky Mr byly pro opakovana méfeni

mensi nez 3 %.
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3.5 Afinitni chromatografie

Pro detekci proteint, které maji schopnost tvofit komplexy s vicemocnymi
kationty, byla pouzita afinitni chromatografie. Vzorky EOM a IOM byly nandSeny na
afinitni kolonu (HiTrap™, Amersham Bioscience Corp.), kde byly proteiny schopné
tvoFit komplexy s vicemocnymi kationty (Fe’, AI’") znehybnény v ligandech. Jako
startovaci pufr byl pouzit hydrogenfosfore¢nan sodny (0,02 M Na,HPO,) s chloridem
sodnym (0,5 M NaCl) o pH 7,2. Stejny pufr byl pouzit také jako eluéni, ale jeho pH
bylo 3,5. Pritok pufru na kolonu byl 2,00 ml/min a objem separovanych frakci 5 ml.
Vzorky byly po afinitni chromatografii odsoleny pomoci dialyzatni membrany
(Amersham Bioscience Corp., Mr: 10 tis.) a zahustény pomoci vakuové rotacni odparky
(Laborota 4000 HB/G1) pii teplot¢ 30 °C. Relativni molekulové hmotnosti téchto

proteint byly stanoveny pomoci GPC.

3.6 Analyticka stanoveni
Stanoveni chlorofylu-a

Rist mikroorganismii béhem jejich kultivace byl sledovan pomoci méteni
chlorofylu-a. 100 ml vzorku bylo zfiltrovano ptes GF/F filtr (Whatman). Chlorofyl-a
byl z filtru extrahovan pouzitim 14 ml ethanolu (96%). Koncentrace chlorofylu-a v
extraktu se stanovila spektrofotometricky. Opticka hustota extrakti byla méfena pii 664
a 750 nm pomoci UV/VIS 8452A spektrofotometru (Agilent Technologies). Byly
pouzity 40-ti mm kyvety a jako slepy vzorek ethanol (96%). Koncentrace chlorofylu-a

(pc) v ng/l se vypoclte z rovnice odvozené Arvolou (1981):

A-4,))-29.6-,
pc=( IO/)~d : (2)

kde A je absorbance extraktu pred okyselenim (A = Ages — A750),

Ay je absorbance extraktu po okyseleni (Ag = Ages — A7s0),

V,je objem filtrovaného vzorku [1],

V. je objem extraktu [1] a

d je opticka draha kyvety [mm].

Meéfeni chlorofylu-a bylo u vSech vzorkli provadéno tiikrat a chyba méfeni byla mensi

nezS5%.
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DOC analyza

Koncentrace rozpusténého organického uhliku byla méfena pomoci Shimadzu
TOC — Vepy analyzatoru. Piistroj byl kalibrovan hydrogenftalatem draselnym (standard
pro celkovy uhlik), hydrogenuhli¢itanem sodnym a uhli¢itanem sodnym (standardy pro
anorganicky uhlik). Vzorky byly pfed métenim celkového uhliku (TC) a anorganického
uhliku (IC) zfiltrovany ptes 0,22 um membranovy filtr (MF, Millipore). Standardy pro
TC a IC se pohybovaly v rozsahu 0 - 100 mg/l. Rozpustény organicky uhlik (DOC) byl
vypocten z rozdilu zméfenych hodnot celkového a anorganického uhliku, tedy podle

rovnice:
DOC =TC - IC (3)

kde DOC je rozpustény organicky uhlik,

TC je celkovy organicky uhlik a

IC je anorganicky uhlik.

Jako kontrolni vzorky byly pouzity TC nebo IC standardy o koncentraci 10 mg/l a 50

mg/l. VSechna méteni byla provadéna tiikrat a chyba méfeni byla mensi nez 2 %.

Chemickd spotFeba kysliku manganistanem

Chemicka spotieba kysliku manganistanem (CHSKyy,) byla méfena jako
mnozstvi oxidovatelnych organickych latek obsaZzenych ve vodé po oxidaci
manganistanem draselnym (KMNQOy4) v prostiedi okyseleném kyselinou sirovou
(H,S04). Oxidace probiha po dobu 10 minut za varu. Ubytek manganistanu draselného
(mnozstvi spotiebované na oxidaci organickych latek) se stanovi odmérnym
manganometrickym stanovenim. Po ukonéeni oxidace se do reakéniho roztoku piida
znamé mnozstvi standardniho odmérného roztoku $tavelanu sodného, jehoz ptebytek je
ekvivalentni k mnozstvi manganistanu spotfebovaného na oxidaci organickych latek
vroztoku a stanovi se titraci odmérnym roztokem manganistanu. Pii uziti obecné
platnych stechiometrickych vztahli pro titraci a dosazeni konkrétnich hodnot pro
uvedené manganometrické odmérné stanoveni je CHSKwm, vzorku vody vyjadfena

vzorcem:

cusk, =L CKMnO.) -V, -V,)-M(0)-10 "
V.

v

kde CHSKwmn je chemicka spotieba kysliku vzorku vody [mg/1],

fije titra¢ni piepocitavaci faktor,



c(KMnOy) je latkova koncentrace odmérného roztoku manganistanu draselné¢ho [mol/l],
V. je objem odmérného roztoku manganistanu draselného spotfebovaného pfi titraci
vzorku [ml],

V; je objem odmérného roztoku manganistanu draselného spotiebovaného pii titraci
slepého stanoveni [ml],

V., je objem vzorku vody pouzity pro stanoveni CHSKy, [ml],

M(O) je molarni hmotnost kysliku (O) [g/mol], M(O) = 16g/mol.

PH vody
pH vody se méfilo potenciometrickym stanovenim pomoci pH-metru se

sklenénou mérnou a kalomelovou referenéni elektrodu.

Kyselinova neutralizacni kapacita do pH 4.5

KNK4 5 se stanovovalo titraci odmé&rmym roztokem kyseliny chlorovodikové do
hodnoty pH 4.5. Konec titrace je uren barevnym piechodem indikatoru (u metyloranze:
Zlutd — oranzova).
KNK4 5 se vypocte z rovnice:

HCDH -V -1
KNK4_5:C( Cl)V, 000 s

3V

kde KNK4 s je schopnost vody reagovat s vodikovymi ionty do pH 4.5 [mmol/l],
¢(HCl) je latkova koncentrace odmérného roztoku HCI [mmol/1],
Vije objem roztoku HCI, spottebovany do konce titrace [ml] a

V, je objem vzorku pouzity pfi titraci [ml].
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3.7 Pouzité druhy fytoplanktonu

V nasledujicich odstavcich je struéné popséna charakteristika 3 pouzitych druhd
fytoplanktonu. Jedna se o dva druhy sinic (Cyanobacteria) a jeden druh zelenych tas
(Chlorophyta). Sinice Anabaena flos-aquae a Microcystis aeruginosa zpusobuji ve

vodéch vznik tzv. vodniho kvétu a vylucuji do svého okoli toxiny.

Anabaena flos-aquae
(oddéleni: Cyanobacteria, tad: Nostocales, rod: Anabaena)

Rod Anabaena tvoti charakteristické tetizky a je znamy schopnosti fixovat
plynny dusik pomoci tzv. heterocytl. Heterocyty pfeménuji plynny dusik na amoniak,
ktery je vézan jako glutamin a v této forme je transportovan do sousednich bunék. A.
flos-aquae (obr.2) je planktonni druh, ktery byva soucasti vodniho kvétu. VznaSeni ve
vodnim sloupci je umoznéno diky tzv. aerotoptim, burikdm vyplnénych plynem. 4. flos-

aquae vyluCuje neurotoxiny, které mohou zptisobovat smrtelné otravy lidi i zvitat.

Microcystis aeruginosa
(oddé€leni: Cyanobacteria, tad: Chroococcales, rod: Microcystis)

Rod Microcystis tvoti nepravidelné kolonie s napadné viditelnymi aerotopy,
které obsahuji ¢etné kulovité buriky v amorfnim slizu. Tento rod je vyluéné planktonni a
pfi dostatku Zivin vytvafi husty vodni kvét. V naSich pfirodnich podminkach je
nejéastéj$im druhem zpusobujici vodni kvét M. aeruginosa (obr.3), ktery ma typické
prolamované kolonie s uzkym lemem kolem jejich okraje. Tento a dal$i druhy rodu
Microcystis produkuji nebezpe¢né toxiny, které poskozuji jaterni tkan (tzv.

hepatotoxiny).

Scenedesmus quadricauda
(oddeleni: Chlorophyta, ttida: Chlorophyceae, tad: Scenedesmales, rod: Scenedemus)
Druhové pocetny rod Scenedesmus byva soucasti sladkovodniho planktonu.
Valcovité, ovalné nebo vietenovité buriky jsou uspofadany v cenobiich. Pocet bun€k v
cenobiu zavisi na rychlosti bunééného déleni (2,4,8,16, zfidka az 32), nejCastéji se
vyskytuji cenobia se ¢tyfmi buiikkami. Bunééna sténa je pfi pozorovani v mikroskopu
hladkd. Z rtznych po6li mohou vyénivat nejriznéj§i ostny, buiiky maji Casto i
zebrovani. To je spolu s postavenim bunék hlavnim determina¢nim znakem do druhu.
Bunécna sténa je polysacharidovad. Tento rod se vyuziva v biotechnologii. Béznou

planktonni zelenou tasou je S. quadricauda (obr.4) [33].
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Obr.2. Anabaena flos-aquae Obr.3 Microcystis aeruginosa  Obr.4 Scenedesmus. quadricauda
[40] [40] [41]
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4. VYSLEDKY MERENI

4.1 Vliv koncentrace vzorku na stanoveni relativni molekulové hmotnosti

Rychlost prichodu (reten¢ni €as) stanovované latky chromatografickou kolonou je
mimo jiné zavisla na koncentraci této latky. Za ucelem ovéteni vlivu koncentrace AOM
(DOC¢) byla provedena meéfeni pii péti riznych koncentracich DOCc - 12,5 mg/l, 25
mg/l, 50mg/l, 100 mg/l, 200 mg/l. K meéteni byly pouzity vzorky AOM z 12. dne
kultivace u vSech sledovanych druh mikroorganismii. Hodnoty reten¢niho Casu a
relativni molekulové hmotnosti pfi riznych koncentracich DOCc¢ pro 4. flos-aquae,
M. aeruginosa, S. quadricauda jsou uvedeny v tab.5. Z téchto hodnot je patrné, ze se
vzrustajici hodnotou DOCc klesa retenéni Cas a roste relativni molekulovd hmotnost
Vysledky gelové chromatografie pro rizné koncentrace vzorkii a vztahy mezi
koncentraci DOCg¢, retenénim ¢asem a relativni molekulovou hmotnosti jsou zobrazeny
v obr.5-11. Zavislost odezvy signalu na ¢ase pro rizné koncentrace DOC¢ znézortiuje
obr.5 pro A. flos-aquae, obr.7 pro M. aeruginosa a obr.9 pro S. quadricauda. Se
vzrustajici koncentraci DOCc se zkracuje retencni ¢as a zvySuje se odezva detektoru,
viz obr.6, 8 a 10. Zavislost reten¢niho ¢asu na koncentraci DOC¢ popisuji rovnice
regresni piimky, pro 4. flos-aquae je rovnici regresni piimky y = - 0,0018 x + 6,0358
(R* = 0,9571), pro M. aeruginosa y = - 0,001 x + 6,0108 (R* = 0,9799) a pro
S. quadricauda y = - 0,001x + 6,1613 (R2 =0,9657).

Tab.5. Hodnoty reten¢niho ¢asu a relativni molekulové hmotnosti pti riiznych koncentracich AOM
pro A. flos-aquae, M. aeruginosa, S. quadricauda

Anabaena flos-aquae Microcystis aeruginosa | Scenedesmus quadricauda

DOCc Las Mr cas Mr &as Mr
[mg/l| [min] 10° -] [min] 10° |-] [min] 10° |-
200 5,88 19,05 5,82 22,8 5,97 18,21
100 5,94 18,04 59 21,02 6,05 16,09
50 5,98 17,38 5,95 19,71 6,1 14,77
25 6,02 16,64 5,99 18,93 6,13 13,98
12,5 6,04 15,83 6,01 18,05 6,17 12,92

DOC - celkovy rozpudtény organicky uhlik, Mr — relativni molekulova hmotnost
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Zavislosti relativni molekulové hmotnosti na koncentraci DOC¢ pro
A. flos-aquae, M. aeruginosa, S. quadricauda jsou zobrazeny na obr.11. Se vzristajici
koncentraci roste Mr u vSech druhd (4. flos-aquae: y = 0,0154x + 16,191,
M. aeruginosa: y = 0,024x + 18,246, S. quadricauda: y = 0,0264x + 13,151).
Nejstrméjsi zavislost byla zjiSténa pro zelenou fasu S. quadricauda a nejméné strma pro
sinici A. flos-aquae. 7 téchto vysledkl je zfejmy vliv koncentrace vzorku na zjisténé
hodnoty relativni molekulové hmotnosti. Aby se pfedeslo témto vliviim, byly relativni
molekulové hmotnosti vSech vzorki EOM a IOM stanovovany pii stejné koncentraci
DOCc¢ (DOCc= 100 mg/l).

— 2
’:‘218 . a
E 4

* Microcystis
s Scenedesmus i
a Anabaena

= Linearni (Microcystis}

= Linearni (Anabaena)
= Lineami (Scenedesmus)

0 50 100 150 200 250
DOCc [mg/]

Obr.11. Zavislost relativni molekulové hmotnosti
na koncentraci DOC
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4.2 Vlastni vysledky méreni

V tab.6 jsou uvedeny hodnoty koncentrace chlorofylu-a, DOCc¢, DOCp, DOCnp
béhem kultivace sinic Anabaena flos-aquae, Microcystis aeruginosa a zelené fasy
Scenedesmus qudricauda. Z namé&fenych hodnot chlorofylu-a byly sestrojeny ristové
ktivky, viz obr.12-14. V kazdé ristové kiivce mizeme rozpoznat 4 faze - lagovou
(mnozstvi chlorofylu-a neroste ani neklesd), exponencidlni (mnozstvi chlorofylu-a
exponencialné roste), stacionarni (mnozstvi chlorofylu-a neroste ani neklesd) a fazi
poklesu (mnozstvi chlorofylu-a klesa). MnozZstvi organickych latek, které produkuji
sinice a fasy bylo méfeno jako celkovy rozpustény organicky uhlik (DOCc) a metodou
CHSKmn. Mnozstvi proteini a neproteinovych latek (oligosacharidy, sacharidy a

polysacharidy) je uvedeno jako DOCp a DOCyp.

4.2.1 Mnoizstvi organickych latek vylu¢ovanych béhem kultivace

Rustové kiivky a kiivky koncentrace AOM pro A. flos-aquae, M. aeruginosa a
S. qudricauda jsou znazornény v obr.12-14. Z ristové kiivky A. flos-aquae (obr.12) je
patrné, ze dochazi k zastaveni ristu po cca 10-ti dnech, kdy konéi exponencidlni faze a
za¢ina staciondrni faze, kterd trva az do cca 18. dne. Posledni fazi je faze poklesu, kdy
dochazi k poklesu fotosyntetické aktivity bun€k, a tim 1 k poklesu koncentrace
chlorofylu-a. Mnozstvi AOM meétenych jako DOCc roste u 4. flos-aquae pozvolna
s ristem fotosyntetické aktivity bunék béhem exponencialni (0,3 - 9,4 mg/l za cca 10
dnt) i stacionarni faze rustu (9,4 - 21,6 mg/l za cca 8 dnui), prudce stoupd az béhem
masivniho odumirani bun¢k (21,6 - 36,7 mg/l za 2 dny). U M. aeruginosa (obr.13)
dochéazi k zastaveni rtstu za cca 8 dni. Do 16. dne trva stacionarni faze, poté nastava
faze poklesu, kdy je odumirani bunék mnohem vétsi nez jejich tvorba. Mnozstvi DOCc
se vyrazné zvySuje do 4. dne (1,0 - 22,2 mg/l), poté jeho mnoZstvi jen nepatrné roste
(22,2 - 35,2 mg/l za cca 14 dni), dal$i vyrazny narust je patrny az od 16. dne
(35,2 - 67,1 mg/l za 2 dny). Rustova kiivka S. quadricauda (obr.14) méa exponencidlni
fazi cca 8 dni, poté nastava stacionarni faze, ktera trva dalSich cca 12 dni. 20.den zacina
faze poklesu. Mnozstvi AOM se pozvolna zvySuje béhem exponencidlni
(0,3 - 7,8 mg/l za cca 8 dni) i stacionarni faze (7,8 - 14,3 mg/l za cca 12 dni), vyrazné
roste az od 20. dne (14,3 - 19,7 mg/l za 2 dny).

Z obr.12-14 je patrné, Ze u vSech sledovanych mikroorganismi roste mnozstvi
vyluCovanych organickych latek sc¢asem. Nejvétsi mnozstvi AOM  vylucuji
mikroorgannismy ve fazi poklesu, 4. flos-aquae vylu€uje nejvice 36,7 mg/l,

M. aeruginosa 67,1 mg/l a S. quadricauda jen 19,7 mg/l. NejvysSich hodnot

37



koncentrace AOM bylo dosazeno u sinice M. aeruginosa, naopak nejnizsi koncentrace

AOM byly zjistény u zelené fasy S. quadricauda. Obecné tedy vice AOM produkuji

sinice. Sledované druhy fytoplanktonu se nelisily jen mnozstvim produkovanych latek,

ale také dobou kultivace a charakterem ristové kiivky. Nejdelsi doba kultivace a to

22. dni byla sledovana u zelené fasy S. quadricauda. A. flos-aquae ma dobu kultivace

20. dni a M. aeruginosa jen 18. dni. Delsi doba kultivace byla zpozorovana u zelené

fasy neZ u dvou sledovanych druhd sinic. S. quadricauda ma tedy z téchto tfi

pozorovanych mikroorganismi nejdel$i dobu kultivace a po celou jeji dobu vyluéuje

nejmensi mnozstvi organickych latek.
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4.2.2 Podil proteini a neproteinovych latek

Vtab.7 a obr.15-17 jsou zobrazeny podily proteinovych (DOCp) a
neproteinovych (DOCyp) organickych latek z celkového mnozstvi rozpusténého
organického uhliku (DOC¢). Nartst podilu DOCp/DOCnp s €asem je patrny u vSech
sledovanych druhu sinic a fas. Na pocatku kultivace (2. den) je hodnota podilu
DOC/DOCnp pro A. flos-aquae 14,2 %, pro M. aeruginosa 9,2 % a pro S. quadricauda
7,9 %. Ve stacionarni fazi dosahuje podil DOCp/DOCnp pro A. flos-aquae 29,6 %, pro
M. aeruginosa 31 % a pro S. quadricauda jen 19,6 %. Posledni den kultivace (faze
poklesu) je hodnota podilu DOCp/DOCnp 41,2 % u A. flos-aquae, 41,2 % u M.
aeruginosa a 22,3 % u S. quadricauda. Nejvyssi hodnoty tohoto podilu byly naméteny
pro IOM u vsech sledovanych druh mikroorganismt, pro A. flos-aquae dosahuje tato
hodnota 50,7 %, pro M. aeruginosa 66,4 % a pro S. quadricauda pouze 29,1 %. Podil
proteind je pro zelenou fasu S. qudricauda po celou dobu jeji kultivace nejmensi.

Tyto vysledky naznacuji, Ze EOM jsou tvoieny pfedevsim organickymi latkami
neproteinového charakteru (jako jsou monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy),
naopak u IOM sinic byl podil proteint vétsi nez 50 %. Vyssi podil proteind (DOCp) je
patrny u sinic, coz je pravdépodobné zplsobeno vétsim mnozstvim proteind v burkéch,

které slouzi jako zdroj energie nebo maji zasobni funkci.

Tab.7. Procentudlni podil proteint a neproteinovych latek pro A. flos-aquae, M. aeruginosa a
S. quadricauda

Anabaena flos-aquae Microcystis aeruginosa | Scenedesmus quadricauda

[:::] DOC, | DOCye  DOC; | DOC, | DOCyp [ DOCc  DOCy | DOCys | DOCc
IOM [%] (%] [mg/l] (%] (%] | [mg/l] (%] [%] [mg/l]
2 142 | 858 | 1.2 9,2 90,8 | 38 7.9 92,1 1,9
4 169 | 841 | 44 142 | 858 | 222 | 127 87.3 50
6 174 | 826 | 5.1 173 | 827 | 279 | 138 86,2 6,5
8 204 | 796 | 70 | 210 | 790 | 2904 | 166 83,4 7.8
10 243 | 757 | 94 | 230 | 770 | 319 | 169 83,1 8.7
12 249 | 751 | 113 | 247 | 753 | 330 | 17.8 822 0.8

14 258 74,2 12,8 25,8 74,2 34,7 17,4 82,6 11,1

16 27,5 72,5 16,8 31,0 69,0 | 352 18,1 81,9 11.8

18 29,6 70,4 216 41,2 588 | 671 19,1 80,9 13,2

20 41,2 58,8 36,7 XXXXX | XXxXX | XXXXX 19,6 80,4 14,3

22 XXXXX | XXXXX [ XXxXxX | XXXXX XXXXX | XXXXX 22,3 77,3 19,7

IOM 50,7 49,3 100* 66,4 336 100* 29,1 70,1 100*
DOC, — mnozstvi proteind z DOCc, DOCxp — mnozstvi neproteinovych latek z DOCc, DOC¢ — celkovy
rozpustény organicky uhlik, IOM - intracelularni organické latky, * - koncentrace vznikla fed&énim
vzorkd IOM pro nasledné zpracovani
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Obr.17. Podil proteinti (DOCp) a neproteinovych latek
(DOCxp) vV % - S. quadricauda

4.2.3 Charakteristika extracelularnich a intracelularnich latek

Na obr.18-23 jsou znazornény vysledky analyzy EOM a IOM pomoci
gelové permeadni chromatografie (GPC) v uspofadani vysokoudinné kapalinové
chromatografie (HPLC) pro A. flos-aquae, M. aeruginosa a S. quadricauda. Na obr.18-
19 jsou zobrazeny vysledky pro EOM (4., 8., 12., 18.den kultivace) a IOM sinice 4.
flos-aquae. Pro EOM byly zjistény proteiny s relativni molekulovou hmotnosti (Mr)
kolem 18 tis. a vice nez 900 tis. (shodné pro 8., 12. a 18. den kultivace, 4.den kultivace
jsou patrné pouze proteiny s Mr 18 tis.). Mr proteinii IOM byla kolem 18, 73, 190, 360
tis. a vice nez 900 tis. Obr.20-21 ukazuje Mr proteinli obsazenych v EOM a IOM u
sinice M. aeruginosa. U EOM se jedna o proteiny s Mr kolem 21 tis. a s vice nez 900
tis. (vysokomolekularni slozka patrna jen u EOM z 12. a 18. dne kultivace). U IOM M.
aeruginosa byly zjistény proteiny s Mr kolem 21, 85, 234, 359, 470 tis. a vice nezZ 900
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tis. SloZzeni EOM sinic 4. flos-aquae a M. aeruginosa je podobné, ale IOM sinic se lisi
(viz obr.18-21). A. flos-aquae nema tak vyrazny podil vysokomolekularni slozky jako
M. aeruginosa. Pii kultivaci zelené fasy S. quadricauda byly identifikovany pouze
proteiny o Mr kolem 16 tis., viz obr.22-23. U této fasy nebyly v exponencialni a
staciondrni fazi zjistény Zadné proteiny o Mr vétsi nez 16 tis. Pro IOM S. quadricauda
byly zjist€ny hodnoty kolem 16, 73, 223 tis. a vice nez 900 tis.

Z analyzy relativnich molekulovych hmotnosti pro EOM a IOM je ziejmé, Ze je
skladba EOM a IOM odlisnd. Jsou patrné i rozdily mezi jednotlivymi sledovanymi
druhy sinic a fas. Koncentrace proteini roste s dobou kultivace a jeji nejvétsi hodnoty
byly zjistény u IOM. SloZzeni EOM se v exponencidlni a stacionarni fazi co do
zastoupeni jednotlivych proteinii neméni, zmény jsou patrné pouze v jejich koncentraci.
Slozeni proteinti se zaind ménit az béhem faze odumirani, kdy jsou ve vétsi mife
vyluCovany proteiny IOM. Nekteré proteiny IOM nebyly zjistény béhem kultivace, pro
IOM 4. flos-aquae jsou to proteiny s Mr kolem 190 tis. a 360 tis. (obr.19), u IOM M.
aeruginosa byly navic zjistény proteiny s Mr kolem 359 tis. a 470 tis. (obr.21) a u IOM
S. quadricauda proteiny s Mr kolem 190 tis. a 360 tis. (obr.23). Tyto proteiny patii

pravdépodobné ke stavebnim sloZzkam bunék a objevuji se v kultufe az po jejich

rozpadu.
10 25
—— EOMdden — EOM 18, den 360 tis.
—— EOM 8.den 18 1is — IOM )
gl - EOM 12. den 20 4 1190 tis.
; .
A L 7sts.
. A = AWAERTTS
E 61 A £ 15 1 *
2 f 2
N N
; 5’ vice nez 900 tis
< 44 < 10 4 R
13 €
2 A vice neZ 900 tis. 5 4 / \
0 T — 0 T '
2 3 4 2 3 4 8
¢as [min) ¢as [min)]
Obr.18. Chromatograficky zdznam Mr protein( Obr.19. Chromatograficky zdznam Mr proteinQ
tvoficich EOM A. flos-aquae 4., 8. tvoticich EOM A. flos-aquae 18. den
al2.den alOM
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4.2.4 Vysledky afinitni chromatografie
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Pro zhodnoceni schopnosti proteint vazat se z hlinitymi a Zelezitymi ionty byla

pouzita afinitni chromatografie. Vysledky afinitni chromatografie pro sinice 4. flos-

aquae a M. aeruginosa ukazuje obr.24-25. Proteiny schopné tvofit komplexy s

vicemocnymi kationty nebyly izolovany u zelené fasy S. quadricauda. U obou druht

sinic byly izolovany proteiny schopné tvofit komplexy s vicevalentnimi kationty o

relativni molekulové hmotnosti kolem 60 tis. Tyto proteiny byly zjistény jak u IOM, tak

iu EOM 12, 16., 18. a 20. den kultivace téchto sinic, ale nebyly zji§tény u EOM

v exponencidlni fazi. Mnozstvi proteinii schopnych tvofit komplexy vzrista s dobou

kultivace, nejvyssi je u [OM.
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Vyska piku komplexu proteinu s hlinikem je ptiblizn¢ dvakrat vétsi nez vyska
piku komplexu proteinu se Zelezem (obr.24-25). Tento rozdil mize byt zpisoben tim, Ze

afinita EOM a IOM proteini k tvorbé komplexu se Zelezem je mensi nez s hlinikem.

10 12
601 60 tis.
8 is. 10
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o o
8 8 6
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2 1 —-- Fe afinita ] 24 —— Al afinita
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Obr.24. Vysledky afinitni chromatografie Obr.25. Vysledky afinitni chromatografie
- A. flos-aquae - M. aeruginosa

4.2.5 Ovéreni DOC frakcionace

Pro ovéteni DOC frakcionace byly stanoveny korela¢ni konstanty mezi vyskou
piku (VP) GPC a koncentraci proteini (DOCp), viz obr.26. Pro vSechny kultivované
mikroorganismy byla pozorovana dobra linedrni zavislost mezi PH a DOC,.
S koncentraci proteind linearné roste vyska pikl.. Regresni pifimka se da popsat rovnici
VP = 2.305*DOCp - 45,333 pro A. flos-aqua, VP = 2,081*DOCp - 38,585 pro M.
aeruginosa a VP = 4,805*DOCp - 75,727 pro S. quadricauda. Korela¢ni konstanta byla
pro A. flos-aquae 0,976 (R2 = 0,952), pro M. aeruginosa 0,970 (R2 = 0,940) a pro S.
quadricauda 0,997 (R* = 0,993). U viech druhii fytoplanktonu byly korela¢ni
koeficienty i koeficienty determinace velmi vysoké, coz potvrzuje silnou linedrni

zavislost.
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Obr.26. Vztah mezi vy$kou piku (VP) pii GPC a DOCp

4.2.6 Porovnani vysledki dvou metod stanoveni organickych latek

Mnozstvi organickych latek, které produkuji sinice a fasy, bylo méfeno jako
DOCc¢ (celkovy rozpustény organicky uhlik) a metodou CHSKv,. Zjisténé hodnoty jsou
uvedeny v tab.8. Vysledky téchto dvou metod jsou srovndny v obr.27-29. Tyto grafy
znazornuji podil CHSKy/DOCc v zavislosti na ¢ase pro vSechny sledované druhy
fytoplanktonu. Podil CHSKyy/DOC¢ s dobou kultivace klesa u vSech druhd, tj. podil
oxidovatelnych organickych latek méfenych jako CHSKwm, klesa a roste podil
organickych latek meéfenych jako DOCc. Tyto vysledky mohou mit souvislost
s naristem proteinli v buiikdch sinic a fas béhem kultivace. Nejvyssi hodnoty tohoto
podilu byly naméfeny na zacatku kultivace (2. den), kdy byly zjistény nejmensi podily
proteind. Podil CHSKum/DOCc je 2.den kultivace pro A. flos-aguae 0,90, pro M.
aeruginosa 0,89 a pro S. quadricauda 0,88. Nejmen$i podily CHSKy,/DOCc byly
pozorovany u IOM, kde byly naopak zjistény nejvétsi podily proteint. U IOM 4. flos-
aquae je podil CHSKum,/DOCc 0,68, u IOM M. aeruginosa 0,51 a u IOM S
.quadricauda 0,58.

Z vysledku je patrné, Ze metoda CHSKwy, poskytuje niz$i hodnoty koncentrace
organickych latek nez méfeni DOCc. Proto neni metoda CHSKy, vhodnd k méfeni
koncentrace organickych latek ve vodach, které obsahuji AOM sinic a fas. Pouziti
CHSKmn na upravnach vody v obdobi masového rozvoje fytoplanktonu mize mit za
nasledek vyrazné podhodnoceni celkového mnoZstvi organickych latek obsazenych ve

vode.
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Tab.8. Vyvoj kultivace organickych latek béhem kultivace mikroorganismii a podil CHSKMy/DOCc

Anabaena flos-aquae

Microcystis aeruginosa

Scenedesmus quadricauda

¢as |CHSKwu,|DOCc | CHSKyy/ | CHSKyn | DOCc | CHSKyy/ | CHSKyun| DOCc | CHSKy,/
[den] | [mg/l] | [mg/] | DOCc[-] | [mg/] | [mg/l] | DOCc[] | [mg/] | [mg/] | DOCc[]
2 1,08 1,20 0,90 3,37 3,79 0,89 1,71 1,94 0,88
4 3,91 4,37 0,89 17,07 | 22,17 0,77 4,22 5,02 0,84
6 412 512 0,80 2066 | 27,92 0,74 5,27 6,50 0,81
8 5,62 6,98 0,79 20,90 | 29,43 0,71 6,16 7,80 0,79
10 7.41 9,40 0,79 21,99 31,87 0,69 6,63 8,72 0,76
12 8,87 11,28 0,79 21,43 32,97 0,65 7,06 9,80 0,72
14 9,89 12,79 0,77 21,84 34,66 0,63 7,55 11,10 0,68
16 12,91 | 16,80 0,77 22,53 35,21 0,64 8,02 11,80 0,68
18 16,23 | 21,60 0,75 40,92 | 67,08 0,61 9,11 13,20 0,69
20 27,24 | 36,70 0,74 000X | 20000 000K 9,44 14,30 0,66
22 000X | 000X | X000 000K 000K 000X 12,82 19,72 0,65

CHSKy, — chemickd spotieba kysliku méfend pomoci manganistanu, DOCc — celkovy rozpustény
organicky uhlik

2000

CHSK,, /DOC, [-]

- [ ] ]
10 12 14 16 18 20 IOM
&as [den), IOM

+ 1600

r 1200

- 800

L a00

Obr.27. Pomér CHSK),/DOCc - A. flos aquae

chlorofyl-a [pg/t}

2500

CHSK,,/DOC [}

&as [den), IOM

. CHSK,,/DOC,
—e— chlorofy-a
] ]

+ 2000

r 1500

I 500

Obr.27. Pomér CHSK,/DOCc - M. aeruginosa

3000

CHSKy/DOC, [-]

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 IOM
&as [den], IOM

I 2400

- 1800

- 1200

chlorofyl-a [ugA)

- 600

Obr.29. Pomér CHSK/DOCc - S .quadricauda

46

chlorofyl-a [ngA]




S. DISKUSE

Vyskyt organickych latek produkovanych fytoplanktonem v pitné vodé je
nezadouci jak z hlediska zhor$eni senzorickych vlastnosti vody (barva, chut, zakal), tak
i tvorbou vedlejsich produkt po dezinfekei, napf. trihalogenmetani. V Ceské republice
existuje fada upraven, které vyuzivaji vodu z povrchovych nadrzi, kde se v letnich
mésicich vyskytuje vodni kvét. Vétsina téchto upraven se potyka s fadou
technologickych problémi. Zjisténi charakteru a vlastnosti latek produkovanych
sinicemi a fasami je pro jejich odstranéni pii upravé vody velmi dualezité.

Provadény vyzkum byl zaméfen na charakterizaci organickych latek, které
produkuji sinice 4. flos-aquae a M. aeruginosa a zelend fasa S. quadricauda.
Z vysledki meéfeni organickych latek (AOM) je patrné, Ze u vSech sledovanych
mikroorganismi roste mnozstvi vylu¢ovanych organickych latek s casem. Nejvice latek
je produkovano béhem faze poklesu. Tyto vysledky publikoval ve své praci jiz Hoyer a
koncentrace AOM byly zjistény u zelend fasy S. quadricauda. Z vysledkii méfeni
vyplyva, ze vice AOM produkuji sinice, naopak Hoyer a kol. ve své praci [20] uvedli,
Ze zelené tasy produkuji vice organickych latek neZ sinice. Tyto rozdilné vysledky
mohou byt zplsobeny vybérem jinych druh( sinic a tfas (zelené tasy Scenedesmus,
Chlorella a Dictyosphaerium a sinice Synechocystis a Pseudanabena) nebo odlisnostmi
ve zvolené metodice kultivace a stanovovani organickych latek. Vysledky pro zelenou
fasu S. quadricauda, mnoZstvi organickych latek meétenych jako DOC a podil
neproteinovych latek, jsou podobné jako vysledky uvedené v pracich Hoyera [20] a
Nguyena [28].

S dobou kultivace roste podil proteinii u vSech sledovanych druhd sinic a fas.
Nejvyssi hodnoty byly naméfeny u IOM, pro 4. flos-aquae dosahuje tato hodnota 50,7
%, pro M. aeruginosa 66,4 % a pro S. quadricauda pouze 29,1 %. Podil proteint byl
pro zelenou fasu S. qudricauda po celou dobu jeji kultivace nejmensi. V rostouci
kultute zelené tasy Chlorella pyrenoidosa podle prace Maksimova a kol. dosahuje
mnozstvi extracelularnich sacharidu 20 - 40 % z celkového obsahu EOM (v médiu byly
uréeny chromatografickou metodou 3 sacharidy - sachardza, glukoza a fruktéza) [10].
Nejvice sacharid vyluCuji sinice a fasy b&hem exponencidlni faze [20,32]. Tyto
vysledky naznacuji, Ze EOM jsou tvofeny ptedev§im organickymi latkami

neproteinového charakteru (jako jsou monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy).
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Vys$§i podil proteinii je patrny u sinic, coz je pravdépodobné zpisobeno vétSim
mnozstvim proteind v burikach, které slouzi jako zdroj energie nebo maji zasobni funkci
[32].

Z vysledki gelové permeacéni chromatografie (GPC) je zfejmé, Ze se mnozZstvi a
rozmanitost proteini zvySuje sdobou kultivace (viz obr.18-23). Slozeni EOM
v exponencialni a stacionarni fazi se co do zastoupeni jednotlivych proteinii neméni,
zmény jsou patrné pouze v jejich koncentraci. SloZeni proteind se zafind meénit az
béhem faze odumirani, kdy jsou ve vét§i mife vyluCovany proteiny IOM. Tyto proteiny
patii pravdépodobné ke stavebnim slozkam bunék, které se objevi v kultufe az po jejich
rozpadu. Podobné vysledky publikovali ve své praci Takaara a kol. [22] pro sinici
Microcystis aeruginosa, jiné druhy neuvadi. Pomoci gelové chromatografie urcily jako
sou¢ast EOM odebraného na pocatku kultivace (4. den) pro M. aeruginosa organické
latky s Mr kolem 10-20 tis. V pozdgjsi fazi kultivace (17. a 25. den) identifikovali
organické latky s Mr kolem 40 tis. a vice nez 600 tis. Takaara a kol. krom¢ EOM
stanovuji také hodnoty Mr pro AOM (sklada se z EOM, IOM a SOM), které se piipravi
tak, Ze odebrané vzorky kultiva¢niho média byly rozbity pomoci ultrazvuku. Vzorky
AOM jsou odebirany ve stejné dny jako EOM (4., 12., 17. a 25. den). AOM obsahuji
velké mnozstvi slozek s vysokou molekulovou hmotnosti (vice nez 600 tis.). Tyto latky
by mohly byt spojovany s latkami jako je peptidoglykan [22].

Pro zhodnoceni schopnosti proteint vazat se z hlinitymi a Zelezitymi ionty byla
pouzita afinitni chromatografie [22,32]. U sinic M. aeruginosa a A. flos-aquae byly
pomoci afinitni chromatografie izolovany proteiny schopné tvotfit komplexy
s vicevalentnimi ionty o relativni molekulové hmotnosti kolem 60 tis., podobné
vysledky ziskali také Takaara a kol. Pomoci afinitni chromatografie izoloval pro sinici
M. aeruginosa proteiny o relativni molekulové hmotnosti 43-67 tis. [22]. Proteiny
schopné tvofit komplexy s vicemocnymi kationty nebyly izolovany u zelené fasy S.
quadricauda. U sinic byly proteiny o Mr 60 tis. zjistény jak u IOM, tak i u EOM 12.,
16., 18. a 20. den kultivace téchto sinic, ale nebyly zjistény u EOM v exponencilni
tazi. Minozstvi proteint schopnych tvofit komplexy vzrista s dobou kultivace, nejvyssi
je u IOM. Izolované proteiny z fas schopné tvofit komplexy s hlinitymi kationty mohou
zachycovat destabiliza¢ni ¢inidlo a inhibovat proces destabilizace a agregace pii Gpraveé
vody [22]. Organické dusikaté latky (pravdépodobné EOM) se Spatné odstranuji
destabilizaci a agregaci [25].

Tvorba komplexi mezi kovy a proteiny zplsobuje inhibici procesu destabilizace

pfi upravé pitné vody. K inhibici dochazi tak, Ze se vytvoti komplexy s vicemocnymi
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kationy (Fe**, AI’") a proteiny, které obsahuji skupiny OH a COOH. Tyto vytvoiené
komplexy pak brani tvorb¢ pozitivné nabitych Zelezitych a hlinitych hydroxokomplexd,
které jsou nezbytné pro destabilizaci organickych latek ve vodé. Dusledkem je nartist
zbytkové koncentrace Zeleza ve filtratu. Vytvofené komplexy hlinitych a Zelezitych
iontl s proteiny jsou rozpusténé nebo v koloidni formé a prochézeji filtrem pii filtraci
upravované vody. Tvorba téchto komplexi méa za nasledek obrovsky ndrist davek
destabiliza¢niho ¢inidla a pokles u¢innosti procesu destabilizace a agregace. Proteiny,
které tvofi komplexy, mohou byt Gspé$né odstranény pouze po obsazeni vSech jejich
vazebnich center (ty jsou dulezit¢ pro tvorbu komplext s vicevalentnimi kationty)
[32,42-44]. Rusivy efekt muze byt ¢aste¢né kompenzovan piidanim vapenatych iontl
[43]. V uréitych podminkach (pfi dostateéné vysoké davce destabilizaéniho ¢inidla,
optimalni hodnoté pH atd.) mohou byt odstranény komplexy kov-organicka latka béhem
pomérné rychlé a vysoké srazlivosti hydroxidi. Tento proces zadind byt znamy pod
pojmem ,,sweep flocculation™ [45].

Vliv organickych latek produkovanych sinicemi a fasami na proces upravy vody
neni jesté¢ zcela objasnén. Nekteré prace se zabyvaji reakei ptidaného destabiliza¢niho
¢inidla s hydrofobnimi koloidnimi zne€iStujicimi pfimé€semi beéhem procesu
destabilizace a agregace [3]. Jestlize budeme znat charakter organickych latek
produkovanych sinicemi a fasami, bude mozné objasnit jejich inhibi¢ni mechanismus a
vyvinout lepsi destabiliza¢ni ¢inidlo, pfi jehoz pouziti nebude dochazet k inhibici tohoto
procesu [22]. Chloraci organickych latek se tvoii vedlejsi produkty dezinfekce. Dilezité
je identifikovat zdroje DOC v nadrzich a odstranit je na Upravné vody pted chloraci
[28]. Davky siranu hlinitého, které se pouzivaji v bézné vodarenské praxi a mechanické
michani pii upravé vody nezpiisobuji poskozeni bunék sinice M. aeruginosa ani narust
rozpusténych microcystini v upravené vodé [26]. Podstata hlinitych destabiliza¢nich
¢inidel a pH roztoku silné pusobi na ucinnost procesu destabilizace/ultrafiltrace.
Nejlepsi vysledky byly pozorovany pii pouziti siranu hlinitého jako destabiliza¢niho
¢inidla [12]. Charakterizace organickych latek produkovanych fytoplanktonem v obdobi
vodniho kvétu podle jejich velikosti, struktury a funkce stejné jako zjisténi optimalnich
podminek pifi Upravé vody (davka destabilizaéniho c¢inidla, pH apod.) pomize
upravnam vody, které vyuzivaji tradi¢ni procesy upravy (destabilizace, agregace a

nasledna separace vzniklych agregétil) zajist'ovat kvalitni pitnou vodu po cely rok [29].
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6. ZAVER

Tato prace se zabyva charakterizaci jednotlivych slozek EOM a IOM a jejich

piedpokladanou afinitou k vicemocnym kationtim (pfedevsim A" a Fe’™). Tyto

kationty tvofi soucdst soli pouzivanych jako destabiliza¢ni Cinidla pfi upravé vody.

Vysledky této prace Ize shrnout do n€kolika nasledujicich bodi:

‘4

Koncentrace AOM se postupné zvySuji se stafim kultury u vSech posuzovanych

mikroorganismi, nejvyssi hodnoty byly zjistény u sinice M. aeruginosa.

S dobou kultivace roste podil proteini z DOCc u vSech sledovanych
mikroorganismi, vyrazné vyssi je u sinic, tento podil dosahuje u IOM sinice M.
aeruginosa 66,4 %, u IOM A. flos-aquae 50,7 % a u IOM zelené tasy S.

quadricauda pouze 29,1 %.

Jako soucast EOM A. flos-aguae byly identifikovany proteiny o relativni
molekulové hmotnosti kolem 18 tis. a vice nez 900 tis., soucasti EOM M.
aeruginosa byly proteiny o relativni molekulové hmotnosti kolem 21 tis. a vice
nez 900 tis. soucasti EOM S. quadricauda byly proteiny o relativni molekulové

hmotnosti kolem 16 tis.

Slozeni EOM se v exponencialni a stacionarni fazi co do zastoupeni

jednotlivych proteini neméni, zmény jsou patrné pouze v jejich koncentraci.

IOM A. flos-aquae obsahuji proteiny o relativni molekulové hmotnosti kolem
18, 73, 190, 360 tis. a vice nez 900 tis., [OM M. aeruginosa obsahuji proteiny o
relativni molekulové hmotnosti kolem 21, 85, 234, 359, 470 tis. a vice nez 900
tis. a u S. quadricauda byly jako soucast IOM identifikovany proteiny o
relativni molekulové hmotnosti kolem 16, 73 tis. a vice nez 900 tis. Tyto
vysledky dokazuji, Ze se EOM a IOM lisi.
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» Pomoci afinitni chromatografie byly jako soué¢ast AOM u sinic 4. flos-aquae a
M. aeruginosa izolovany proteiny o relativni molekulové hmotnosti kolem
60 tis., které maji schopnost tvofit komplexni slouceniny s vicemocnymi
kationty (A", Fe*") tvotici sougast soli pouzivanych jako destabiliza¢ni ¢inidla

pti tpravé vody. Vlivem tvorby téchto komplexnich slou¢enin dochazi k poklesu

uinnosti destabilizace a agregace a k naristu mnozstvi spotiebovaného

destabilizaéniho ¢inidla.
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9. SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

Seznam zkratek

AC — aktivni uhli (Active Carbon)

AOM - organické latky produkované sinicemi a fasami (Algogenic Organic Matter)

DAD - detektor s diodovym polem (Diode-Array Detector)

DBP — vedlej$i produkty dezinfekce vody (Disinfection By-Products)

GAC - granulované aktivni uhli (Granular Active Carbon)

GPC - gelova permeacni chromatografie (Gel Permeation Chromatography)

HAA — halogenderivéty kyseliny octové (Haloacetic Acids)

HPLC - vysokou¢inna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

EOM - extraceluldrni organické latky (Extracellular Organic Matter)

IOM - intracelularni organické latky (Intracellular Organic Matter)

MA — makrocastice

MEF/UF — mikro/ultrafiltrace

MI — mikroc¢astice

NEA - nedestabilizované neagregované ¢astice piimési

NF — nanofiltrace

NOM - organické latky pfirodniho pivodu (Natural Organic Matter)

PAC — praskové aktivni uhli (Powdered Active Carbon)

PRI — primérni ¢astice

RO - reverzni osmoza

SOM - povrchové vazané organické latky (Surface Organic Matter)

THM — trihalogenmetany (Trihalogenmethans)

Seznam symbolu

A — absorbance extraktu pted okyselenim [-]

A — absorbance extraktu po okyseleni [-]

¢ — latkova koncentrace [mmol/l]

d — opticka draha kyvety [mm]

DOC - rozpustény organicky uhlik [mg/l]

DOC¢ — celkovy rozpustény organicky uhlik [mg/1]

DOCp — mnozstvi organickych latek proteinového charakteru [mg/1]

DOCnp — mnozstvi organickych latek neproteinového charakteru [mg/l]
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f, — filtra¢ni prepocitavaci faktor [-]

G — gradient rychlosti [s']

CHSKwmn — chemicka spotieba kysliku manganistanem [mg/1]
IC — anorganicky uhlik [mg/I]

KMK - kriticka micelarni koncentrace [mmol/I]

KNK4 s — kyselinova neutraliza¢ni kapacita do pH 4,5 [mmol/1]
M(O) — moléarni hmotnost kysliku [g/mol]

Mr — relativni molekulova hmotnost |-]

pH — reakce vody [-]

POC — partikulovany organicky uhlik [mg/1]

TOC — celkovy organicky uhlik [mg/1]

V. — objem extraktu [dm’]

VP — vyska piku [mm)]

Vs — objem filtrovaného vzorku [dm’]

V, — objem roztoku spotfebovaného pii titraci [dm’]

Vy — objem vzorku pouZity pii titraci [dm’]

pc — koncentrace chlorofylu-a [pg/l]

€ — elektrokineticky (zeta) potencial [mV]




