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Abstrakt

Diplomovéa prace je zaméfena na objasnéni mechanisml podilejicich se na koagulaci
peptidovych a proteinovych COM (Cellular Organic Matter) produkovanych sinici
Microcystis aeruginosa ana popis jejich vlivu na koagulaci hydrofobni kaolinové
suspenze. Na zdklad¢ vysledka koagulac¢nich pokusti bylo prokazano, ze ucinnost
koagulace COM peptidi/proteinli i kaolinovych ¢astic je silné zavisld na hodnoté pH,
kterd urcuje nabojové charakteristiky peptidi/proteind, kaolinu a produktii hydrolyzy
koagula¢niho ¢inidla atedy i pfevladajici mechanismy interakci mezi nimi. Uginné
koagulace a nejvyssiho odstranéni COM peptidi a proteinii bylo dosazeno v rozmezi
pH 4-6 v dasledku nabojové neutralizace zaporné nabité¢ho povrchu peptidi/proteint
kladn¢ nabitymi produkty hydrolyzy Zelezitého koagula¢niho ¢inidla. Peptidy a proteiny
za téchto reakénich podminek také pozitivné ovlivnily koagulaci kaolinovych ¢astic.
Jako dominantni mechanismy koagulace byly za téchto podminek ureny néabojova
neutralizace a adsorpce. Bylo prokdzéano, Ze pii nizkém koncentra¢nim poméru COM
peptidi/proteintt a koagula¢niho ¢inidla (COM/Fe <0,33) dochazi ke koagulaci
peptidi/proteinti v rozsahu pH 6-8 mechanismem adsorpce peptidii/proteini na ¢asticich
hydratovanych oxidt Zzeleza, ktery popisuje elektrostaticky patch model. Naopak
pii vysokém poméru koncentraci COM aFe (COM/Fe > 0,33) dochazi ke snizeni
ucinnosti koagulace mechanismem stérické stabilizace. Déle bylo prokéazéano,
ze ve slabé kyselé oblasti pH dochazi k naruSeni koagulacniho procesu v dasledku
tvorby rozpustnych Fe-peptidovych/proteinovych komplexnich latek. Maximalni
schopnost peptidi/proteint tvofit rozpustné komplexni latky s Fe byla pozorovéana
okolo pH 6, kdy vazebna kapacita peptidi/proteinti dosahla 1,38 mmol Fe na 1 g DOC.
Prostfednictvim afinitni chromatografie byly izolovany komplexotvorné peptidy

a proteiny s afinitou k Fe o MW 1; 2,8; 6; 8; 8,5; 10 a 52 kDa.

Klic¢ova slova
AOM - organické latky produkované fytoplanktonem; COM — celuldrni organické
latky; Fe-peptidové/proteinové komplexy; koagulace; Microcystis aeruginosa;

peptidy/proteiny; vazebna kapacita.



Abstract

The aim of the diploma thesis is to analyze the mechanisms involved in the coagulation
of peptides and proteins contained in cellular organic matter produced by Microcystis
aeruginosa, and to describe their influence on the coagulation of hydrophobic kaolin
suspension. According to the results of jar tests, the coagulation effectiveness and
removability of COM peptides/proteins and kaolin particles are heavily dependent
on pH value which determines charge characteristics of peptides/proteins, kaolin and
hydrolysis products of coagulant and therefore the prevailing mechanisms
of interactions between them. Efficient coagulation and the highest removal of COM
peptides and proteins were achieved in the pH range of 4-6 due to charge neutralization
of peptide/protein negative surface by positively charged hydrolysis products of ferric
coagulant. Peptides and proteins contributed to the coagulation of kaolin particles under
the reaction conditions mentioned above, too. Charge neutralization and adsorption
were found to be the dominant coagulation mechanisms under these conditions.
At a low COM/Fe concentration ratio (COM/Fe < 0.33), adsorption of peptides/proteins
onto ferric oxide-hydroxide particles, described as the electrostatic patch model,
enabled the coagulation in the pH range of 6-8. On the contrary, at a high concentration
ratio of COM/Fe (COM/Fe > 0.33), steric stabilization reduced the effectiveness
of coagulation at pH 6-8. At pH around 6.2, the coagulation process was disrupted due
to the Fe-peptides/proteins complexes formation. The maximum ability of peptides and
proteins to form soluble complex compounds with Fe was observed around pH 6, when
the binding capacity of peptides/proteins reached 1.38 mmol Feper1 g
of peptide/protein DOC. Through affinity chromatography, complex forming peptides
and proteins with affinity to Fe of relative molecular weights 1, 2.8, 6, 8, 8.5, 10 and
52 kDa were isolated.

Keywords
AOM - Algal Organic Matter; Binding capacity; Coagulation; COM — Cellular Organic

Matter; Fe-peptide/protein complexes; Microcystis aeruginosa; Peptides/proteins.



1. Uvod

Vyznamnou soucésti vétSiny povrchovych vod jsou pfirodni organické latky
(NOM — Natural Organic Matter). V piipad¢ vyuziti povrchovych zdroji vody pro pitné
ucely se tyto latky projevuji fadou negativnich vlastnosti. Jsou zdrojem pachii a pachuti,
ovliviiuji barvu vody, nékteré z nich jsou toxické (sinicové toxiny) (Sivonen a Jones,
1999; Ma a kol., 2012b). Pti desinfekci vody mohou byt zdrojem tfady karcinogennich
latek, inhibuji proces ti¢inného odstranéni zakalotvornych latek (jilovité ¢astice) ¢i tvori
rozpustné komplexni slou€eniny s vicemocnymi kationty, ¢imZz zvySuji spotiebu
zelezitych a hlinitych ¢inidel pouzivanych k tpravé vody (Bernhardt akol., 1985;
Takaara akol., 2005; Pivokonsky akol., 2006, 2012; Richardson a kol., 2007).
Z chemického hlediska predstavuji NOM slozitou smés aromatickych a alifatickych
uhlovodikovych struktur s mnoha typy funkénich skupin, napt. amidové, karboxylové,
hydroxylové, ketonické a dalsi funkéni skupiny (Leenheer a Croue, 2003). NOM jsou
tvofeny pievazné huminovymi latkami (huminové kyseliny a fulvokyseliny) a latkami
nehuminového charakteru (pfedevSim proteiny a polysacharidy) (Leenheer a Croue,
2003; Pivokonsky a kol., 2011). V povrchovych vodach je zpravidla obsah huminovych
latek ve srovnani s latkami nehuminového charakteru vyssi. Nehuminové latky
se v nasich podminkéch ve zvySenych koncentracich vyskytuji pfevazné ve vegetatnim
obdobi pfi masovém rozvoji sinic a fas — jedna se o tzv. AOM (Algal Organic Matter)
(Bernhardt a kol., 1987; Leenheer a Croue, 2003). Pravé AOM maji znacny dopad
na proces upravy vody amohou zpusobovat fadu poruch pii vyrobé pitné vody.
Charakter organickych latek produkovanych vodnim kvétem zpiisobuje nejen to,
Ze mira jejich odstranéni je obvykle velmi nizk4, ale vede také k porucham v odstranéni
ostatnich ve vodé se vyskytujicich zneciStujicich pifimési (Pivokonsky a kol., 2006,
2009a; Takaara a kol., 2007). Jsou znamy i ptipady, kdy masivni rozvoj vodniho kvétu
vedl az k totalnimu kolapsu technologické linky upravy vody.

Vedle skutecnosti, ze nekteré produkty sinicového vodniho kvétu (cyanotoxiny)
jsou toxické, mohou piedevsim polysacharidové a peptidové (proteinové) slozky AOM
zpusobovat znacné zatizeni technologii pouzivanych pro tupravu vody. Divodem
k jejich uc€inné eliminaci neni pouze vlastni zatizeni upravené vody zvySenym obsahem
organickych latek a ztoho vyplyvajici technologické problémy, ale také skutecnost,
ze tyto latky mohou tvofit vedlejs$i produkty desinfekce vody. Pfi desinfekci vody
chlorem a jeho slouc¢eninami dochazi k tvorbé halogenovanych organickych sloucenin,

predevSim trihalogenmetanii — THMs (naptf. chloroform, dibromchlormetan,



bromdichlormetan) a halogenderivati kyseliny octové — HAAs (napf. kyselina
dichloroctovd, trichloroctova, fluoroctova) (Nguyen a kol., 2005; Chen a kol., 2008;
Hong akol., 2008, 2009). Do soucasné¢ doby bylo detekovano pies 700 takovych
sloudenin vyskytujicich se v pitné vod& zpravidla v koncentracich v fadech pg.l™”,
z nichz nékteré¢ jsou toxické nebo karcinogenni (Richardson a kol., 2007; Chen a kol.,
2008). Vzniku téchto sekunddrnich kontaminantl Ize uc€inn€é piredchézet prave
maximalné moZznym odstranénim organickych latek koagulaci. Protoze vliv. AOM
na procesy probihajici ptfi upravé vody nebyl doposud uspokojivé objasnén,
je vsoucasné dobé predmétem intenzivniho vyzkumu po celém svéte. Vyzkum
se zam¢tuje predevSim na objasnéni mechanismi interakci AOM s produkty hydrolyzy
koagulacnich ¢inidel a se zédkalotvornymi (jilovitymi) ¢asticemi. Snahou je popsat tyto
mechanismy tak, aby za Gc¢elem dosazeni minimdlnich zbytkovych koncentraci AOM
v upravené vod¢ bylo mozné proces koagulace optimalizovat atim predchazet

nezadoucim vedlejSim efektliim popsanym vyse.

Cilem predkladané diplomové priace je popsat mechanismy koagulace
proteinové slozky COM produkované sinici Microcystis aeruginosa a objasnit jeji vliv
na koagulaci hydrofobni kaolinové suspenze.

Mezi dil¢i cile prace patfi:
(1) charakterizace vlastnosti COM peptidi/proteinti vyznamnych z hlediska
koagulacnich procest,
(2) objasnéni inhibi¢niho vlivu COM peptidi/proteint na koagulaci,
(3) popis mechanismili interakci COM peptidi/proteint, hydrofobnich kaolinovych
¢astic a produktli hydrolyzy koagula¢niho ¢inidla,
(4) kvantifikace inhibi¢niho potencidlu proteinovych COM tvorbou rozpustnych

povrchovych ligandovych komplexi s Fe* ionty.



2. Literarni prehled
2.1. AOM v povrchovych vodach

Fytoplankton v povrchovych vodach je zdrojem ftady organickych latek,
tzv. AOM (Algal Organic Matter). AOM jsou produkovany dvéma zakladnimi
mechanismy. Metabolickymi pochody sinic atas se AOM do povrchovych vod
dostavaji jako tzv. extracelularni organické latky (EOM — Extracellular Organic Matter),
pfi odumirani arozkladu vlastnich bunc¢k fytoplanktonu jsou pak uvoliovany
tzv. intraceluldrni organické latky (IOM — Intracellular Organic Matter) a organické
latky véazané na povrchu bunék (SOM - Surface-bonded/Surface-retained Organic
Matter) (Takaara akol., 2005, 2010; Henderson akol., 2008b; Ma a kol., 2012a).
Spole¢né¢ muzeme oznacit IOM a SOM jako tzv. celularni organické latky (COM —
Cellular Organic Matter) (Takaara a kol., 2007). COM jsou do vody uvoliiovany rovnéz
v disledku mechanického nebo chemického poskozeni bunék sinic aftas pfi Uprave
vody (Chow a kol., 1998; Pietsch a kol., 2002; Schmidt a kol., 2002; Takaara a kol.,
2007; Ma a kol., 2012a).

Mnozstvi a diverzita AOM narGstd b&hem rlstové kiivky fytoplanktonu
(Takaara a kol., 2005; Pivokonsky a kol., 2006). V pribéhu exponencialni faze rtstu
je odumirani bunck sinic afas relativné nizké a AOM jsou uvoliiovany piredevSim
metabolickou ¢innosti organismll ve formé EOM. Ve stacionarni fazi ristu jiz dochazi
k thynu organismi anarGst koncentraci organickych latek je castecné zplsoben
i autolytickymi procesy (Pivokonsky a kol., 2006). Se staifim sinicové kultury se tak
postupné zvysSuje podil COM na celkové koncentraci AOM (Pivokonsky a kol., 2006;
Takaara a kol., 2007).

Chemické slozeni AOM je velmi rtznorodé, zavisi predevS§im na druhu
a ristové fazi organismu, ptipadné na podminkach jeho kultivace (Hoyer a kol., 1985;
Brown akol., 1997; Maksimova akol., 2004; Henderson a kol., 2008b). Skladba,
mnozstvi a rychlost uvolilovani AOM jsou déle ovlivnény fyziologickymi podminkami
a fotosyntetickou aktivitou vlastnich bunék mikroorganismu (Fogg, 1983; Hoyer a kol.,
1985; Maksimova a kol., 2004). Vyznamny vliv maji ptfedev§im hodnota pH, iontova
sila, teplota, intenzita a doba slunecniho zafeni, obsah Zzivin a organickych latek
a koncentrace O, a CO, ve vod¢é (Hellebust, 1974; Fogg, 1983; Leenheer a Croue,
2003). AOM obsahuji predevsim nasledujici skupiny latek:

(1) Sacharidy, resp. polysacharidy a heteropolysacharidy, jejichz nejbéznéjsimi

stavebnimi jednotkami jsou glukosa, galaktosa, mannosa, rhamnosa, fukosa, arabinosa,



xylosa auronové kyseliny, se vyskytuji jako soucast EOM 1 COM (Fogg, 1971;
Hellebust, 1974; Hoyer a kol., 1985; Maksimova a kol., 2004). Jednoduché sacharidy
a vicesytné alkoholy, jako napf. glycerol a mannitol, se u pfevazné vétSiny druht
vyskytuji jako soucast EOM pouze v malych mnozstvich (Hellebust, 1974).

(2) Dusikate latky se vyskytuji ptredevSim ve formé¢ aminokyselin, oligopeptidii
a proteinu. Aminokyseliny a peptidy jsou velmi béZznou soucasti EOM zelenych fas,
ve vétSin€ piipadu ale predstavuji pouze jejich malou ¢ast. Sinice naopak uvoliuji
do vody relativné velkd mnozstvi asimilovanych dusikatych latek, pfedev§im ve formeé
polypeptidd, jejichz hlavnimi stavebnimi jednotkami jsou glycin, kyselina glutamova
a asparagova, alanin a serin (Hellebust, 1974). Déle 1ze do této skupiny EOM zatadit
glykoproteiny, glukosamin, nukleové kyseliny a dalsi bilkovinné latky se specifickymi
vlastnostmi jako napf. enzymy, vitaminy (kyselina nikotinova, thiamin, biotin),
inhibitory a stimulatory ristu (Fogg, 1971; Hellebust, 1974). Polypeptidy a proteiny
se vSak do vodniho prostfedi uvolnuji pfedevsim pii odumirani planktonnich sinic i fas
jako soucast COM. Napiiklad COM produkované sinici Anabaena flos-aquae obsahuji
proteiny s molekulovymi hmotnostmi (MW — Molecular Weight) 18, 73, 190, 360
anad 900 kDa. Jako soucast COM sinice Microcystis aeruginosa byly identifikovany
proteiny s relativnimi molekulovymi hmotnostmi 21, 85, 234, 395, 470 a nad 900 kDa,
u COM zelené fasy Scenedesmus quadricauda byly zjiStény proteiny o MW 16, 73, 223
a nad 900 kDa (Pivokonsky a kol., 2006).

(3) Organické kyseliny, ptedevsim kyselinu glykolovou. K uvoliovani glykolatu (sil
kyseliny glykolové) dochazi zejména pii nizkych koncentracich CO, (omezeni
fotosyntézy), nizkém poméru oxidu uhli¢itého a kysliku, vysoké intenzité svétla
a nedostatku zivin (Fogg, 1971, 1983; Hellebust, 1974), mnozstvi jeho produkce
vyrazné zavisi na druhu organismu (Hellebust, 1974). Anaerobné zijici fasy uvoliuji
velké mmnozstvi produkti fermentace, mezi které patii kyselina mlécnd, octova
amravenci (Fogg, 1971; Hellebust, 1974). Nékteré druhy také mohou produkovat
kyselinu pyrohroznovou, o-ketojantarovou, o-ketoglutarovou, o-ketomaselnou, o.-
ketoisovalerovou a acetoctovou. Organické kyseliny se vyskytuji jako soucdst EOM
1 COM (Fogg, 1971).

4) Tuky a mastné kyseliny jsou soucasti spiSe COM, jako EOM se vyskytuji pouze
u né¢kterych druhti. Organismy rodt Chlamydomonas a Chlorela produkuji nenasycené

mastné kyseliny nebo jejich peroxidy (Hellebust, 1974).
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(5) Fenolové slouceniny uvoliiuji pouze nékteré moiské druhy hnédych ftas, jsou
spiSe soucasti COM (Hellebust, 1974).

(6)  Latky obsahujici fosfor (organické fosfaty) jsou do vody uvoliiovany
ve zna¢nych mnozstvich poskozenymi nebo odumirajicimi buitkami, Ize je fadit k COM
(Fogg, 1971; Hellebust, 1974).

(7) Tekave latky, ptedevSim aldehydy a ketony, jsou produkovany nékterymi
béZnymi druhy fas, které zpiisobuji zapach (napt. Chlamydomonas globosa, Synura
petersenii, Cryptomonas ovata). Byvaji soucasti EOM i COM (Fogg, 1971; Hellebust,
1974).

(8) Toxiny jsou charakteristické predevSim pro sinice — cyanotoxiny. Jedna se
o biologicky aktivni atoxické latky. Jsou to vétSinou produkty sekundéarniho
metabolismu sinic, nebyvaji vyluovany aktivné azbunky se vyplavuji vétSinou
az po jeji lyzi, lze je tedy zaradit spiSe mezi COM (Fogg, 1971). D¢leni cyanotoxint
vyplyva zjejich chemické struktury (cyklické alinearni peptidy, alkaloidy
a lipopolysacharidy), dale se mohou dé&lit dle mista cilového plisobeni toxinu
(hepatotoxiny, neurotoxiny, imunotoxiny, genotoxiny, mutageny, dale embryotoxiny,
dermatotoxiny a cytotoxiny) (Sivonen a Jones, 1999).

Dominantni slozkou AOM jsou peptidy/proteiny a polysacharidy (Pivokonsky
a kol., 2006). Uvadi se, Ze u sinic pfedstavuji peptidy/proteiny 40-70 %, u zelenych fas
a rozsivek pak cca 12-50 % (Whyte, 1987; Brown, 1991; Chronakis, 2001; Pivokonsky
a kol., 2006).

Slozeni AOM se znacné¢ lisi v zévislosti na rastové fazi fytoplanktonu (Takaara
akol., 2005). V exponencidlni a stacionarni ristové fazi prevladaji polysacharidové
EOM nad proteinovymi (Pivokonsky akol., 2006; Takaara akol., 2007). Bylo
ale prokdzano, ze béhem starnuti kultury fytoplanktonu dochazi k postupnému nartistu
koncentrace proteini (Pivokonsky akol.,, 2006; Huang akol., 2009). Tento
koncentrani nariist neni doprovazen zménou v zastoupeni proteinovych EOM
(Pivokonsky a kol., 2006). Naptiklad u sinice M. aeruginosa byl prokazan nartst podilu
proteintt v EOM z 10 % na pocatku kultivace az na cca 40 % ve staciondrni fazi rstu
(Pivokonsky akol.,, 2006). Takaara akol. (2005) detekovali béhem kultivace
M. aeruginosa EOM o molekulovych hmotnostech mezi 10-20 kDa, okolo 40 kDa
avice nez 600 kDa. Vysoké molekularni hmotnosti (MW > 600 kDa) byly ziejmé
tvofeny kombinovanymi latkami jako jsou napfi. peptidoglykany. Pivokonsky a kol.

(2006) ve slozeni EOM Microcystis aeruginosa béhem kultivace identifikovali proteiny

11



o molekulové hmotnosti 21 kDa a vice nez 900 kDa. EOM sinice Anabaena flos-aquae
obsahovaly proteiny s MW okolo 18 kDa a vice nez 900 kDa, u EOM zelené tasy
Scenedesmus quadricauda byly detekovany proteiny o MW okolo 16 kDa.

Skladbé COM u sinic dominuji proteinové latky, které dosahuji vyrazné vyssiho
podilu nez v EOM. Pivokonsky a kol. (2006) hodnotili pomér proteini v COM sinic
atas jako podil proteinového DOC (Dissolved Organic Carbon) a celkového DOC
COM. Proteiny tvofily u sinice M. aeruginosa az 66,4% podil z celkovych COM.
U A. flos-aquae byl podil proteini 50,7 %. Podil proteini v COM zelené ftasy
S. quadricauda byl stanoven pouze na 29,1 %. Henderson a kol. (2008b) zjistili u AOM
M. aeruginosa 64% podil DOC proteind, u zelené tasy Chlorella vulgaris byl pak tento
podil 40%. Jako slozky COM M. aeruginosa byly identifikovany proteiny o relativnich
molekulovych hmotnostech ptiblizné€ 21, 85, 234, 359, 470 a vice nez 900 kDa, COM
A. flos-aquae obsahovaly proteiny s relativni molekulovou hmotnosti 18, 73, 190, 360
anad 900kDa, uCOM S. quadricauda byly zjistény proteiny o relativnich
molekulovych hmotnostech 16, 73, 223 a 900 kDa (Pivokonsky a kol., 2006).

2.2. AOM pfi Gpravé vody

Latky produkované tasami a sinicemi (AOM) nepiiznivé ovliviuji procesy
upravy vody a v dasledku toho i vyslednou kvalitu upravené vody (Bernhardt a kol.,
1985; Henderson a kol., 2008b, 2010). Jiz pfi velmi nizkych koncentracich (fddové
ng.I") jsou zdrojem nepfijemného zapachu a negativné ovliviuji i chufové vlastnosti
vody, jedna se o tzv. T&O (Taste and Odor) slouceniny (Dixon a kol., 2010; Ma a kol.,
2012b). Napiiklad 2-metylisoborneol (MIB) a trans-1,10-dimetyl-trans-9-decalol
(geosmin, GSM), dva znejvyznamnéjSich netoxickych metaboliti, jsou pficinou
zatuchlé zemité pachuti a zdpachu vody (Westerhoff a kol., 2005; Dixon a kol., 2010).
Dale, jak jiz bylo zminéno, AOM tvofi karcinogenni vedlejsi produkty desinfekce vody
(Siddiqui a kol., 1997; Nguyen a kol., 2005; Chen a kol., 2008; Hong a kol., 2008,
2009; Fang a kol., 2010). Zatizeni upravované vody zvySenym obsahem AOM je také
nezadouci z divodu vyskytu obtizné odstranitelnych cyanotoxinti (Chow a kol., 1999;
Hitzfeld a kol., 2000). Dalsi velice neptijemnou vlastnosti EOM je také jejich inhibi¢ni
vliv na koagulaci ostatnich ve vod¢ pfitomnych zneciStujicich ptimési (zékalotvorné
hlinitokfemicitany) (Takaara a kol., 2007). Tato skute¢nost vede pti vyskytu AOM
k porucham koagulace doprovazené zvysenym obsahem organickych latek, Fe/Al atd.

ve filtratu (Pivokonsky a kol., 2011).
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2.2.1. Vedlejsi produkty desinfekce vody s obsahem AOM

Zbytkové koncentrace AOM ve vodé se stavaji prekurzory vedlejSich produkti
desinfekce vody, tzv. DBPs (DBPs — Disinfection By-Products), vznikajicich
pfi hygienickém zabezpeceni vody (Nguyen a kol., 2005; Richardson a kol., 2007; Chen
a kol., 2008; Hong a kol., 2008, 2009; Huang a kol., 2009; Fang a kol., 2010). Dosud
bylo detekovano vice nez 700 riznych DBPs sloucenin, z nichz nékteré jsou toxické
nebo karcinogenni (Richardson a kol., 2007; Chen a kol., 2008). DBPs se v pitné vodé¢
zpravidla vyskytuji v koncentracich v iadech pgl"' (Richardson akol., 2007).
Koncentrace DBPs se méni sezénné, jejich tvorba je zavisla na druhu a rastové fazi
fytoplanktonu, kli¢ova je volba desinfek¢niho ¢inidla a reak¢éni podminky desinfekce
(pH, teplota, kontaktni ¢as) (Nguyen a kol., 2005; Richardson a kol., 2007; Chen a kol.,
2008; Hong a kol., 2008; Huang a kol., 2009).

Pti desinfekci vody chlorem dochézi k tvorbé halogenovanych organickych
sloucenin, pfedevsim trihalogenmetanit (THMs — Trihalogenmethanes) (napf.
karcinogenni chloroform CHCIl; nebo karcinogenni a genotoxicky bromoform CHBr3
a dibromchlormetan CHCIBr,) a halogenderivati kyseliny octové (HAAs — Haloacetic
Acids) (napt. genotoxicka kyselina chloroctovda CH,CICOOH (MCAA), karcinogenni
a genotoxickd kyselina dichloroctova CHCI,COOH (DCAA) a karcinogenni kyselina
trichloroctova CCI3COOH (TCAA)) (Richardson akol., 2007; Hong a kol., 2009;
Huang a kol., 2009; Lui akol., 2011). Aplikace alternativnich desinfekcnich cCinidel,
ozonu, oxidu chlori¢itého a chloraminti, obvykle vede k nizs§i produkci THMs a HAAs
(Siddiqui a kol., 1997).

Vétsina AOM ma obecné vyssi potencial tvorby HAAs neZ THMs (Chen a kol.,
2008; Hong akol.,, 2009; Huang akol., 2009). Prokdzanymi prekurzory DBPs
pii chloraci vody jsou AOM proteiny, lipidy a sacharidy. Nejvyraznéj$i potencial
k tvorbé DBPs maji proteiny a lipidy (Hong a kol., 2008). Uvadi se, ze vétsSina AOM
proteinil a aminokyselin umoziuje tvorbu predev§im HAAs, nicméné u aromatickych
aminokyselin (tryptophan a tyrosin) byla prokazana ptfedevSim tvorba THMs (Hong
a kol., 2009; Huang a kol., 2009). Nguyen a kol. (2005) pozorovali pii reakci chloru
s EOM a buné¢nou biomasou zelené tasy Scenedesmus quadricauda, sinice Oscillatoria
prolifera arozsivky Chaetoceros muelleri ptedevS§im tvorbu THMs, znichz 99 %
pfedstavoval chloroform, déale byly produkovany DCAA, TCAA i MCAA. Obdobné
vysledky prokazaly i dalsi studie (Hong a kol., 2009; Lui a kol., 2011).
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Mezi DBPs wvznikajici pii desinfekci vody sobsahem AOM patii také
halogenované aldehydy (napf. karcinogenni a genotoxicky formaldehyd HCHO
arovnéz karcinogenni i genotoxicky acetaldehyd CH3CHO) vznikajici pfi ozonizaci.
Dalsimi DBPs vznikajicimi pfi desinfekei vody jsou halogenované acetonitrily (napf.
genotoxicky dichloracetonitril (DCAN)), nitrosaminy (napf. karcinogenni a genotoxicky
nitrosodimetylamin (NDMA)), halonitrometany (napf. genotoxicky bromdichlormetan),
haloamidy (napt. genotoxicky chloracetamid), halofuranony (napi. karcinogenni
a genotoxicky MX (3-chlor-4-(dichlormetyl)-5-hydroxy-2(5H)-furanon)) a halopyrroly
(genotoxicky 2,3,5-tribrompyrrol) (Richardson a kol., 2007; Fang akol., 2010; Lui
a kol., 2011).

Vzniku DBPs Ize u¢inné¢ pfedchizet maximaln€ moznym odstranénim
organickych latek koagulaci nebo primarnim odstranénim neporuSenych bunék
fytoplanktonu (Huang akol., 2009). V piipadé nedostatecné efektivni koagulace
jenutné zbylé koncentrace AOM odstranit pomoci adsorpce na aktivnim uhli

¢1 membranovymi procesy (Kim a Yu, 2005; Hnat'ukova a kol., 2011).

2.2.2. Cyanotoxiny

Sinice svym sekundarnim metabolismem produkuji biologicky aktivni, akutné
1 chronicky toxické latky, ve vodé rozpustné cyanotoxiny (Sivonen a Jones, 1999; Bldha
a kol., 2009). Cyanotoxiny jsou produkovany ve vSech fazich rlstu sinic. Aktivné
metabolickymi pochody jsou vyluéovany extracelularni cyanotoxiny. K uvolnéni
vyrazného mnozstvi intracelularnich v bunkach vazanych cyanotoxinii dochazi
v disledku pfirozené ¢i mechanickym a/nebo chemickym stresem zpisobené lyze
bunék (Sivonen a Jones, 1999; Pietsch akol., 2002; Schmidt a kol., 2002; Jurczak
a kol., 2005). Uvolnéni cyanotoxint z buiiky do vody se odehrava nejen v ptirodnich
podminkach, ale také vlivem technologickych postupt pii upravé vody (Pietsch a kol.,
2002; Schmidt a kol., 2002).

Nejméné 1/3 z50 znamych rodl sinic méa schopnost produkovat toxiny
(Newcombe a kol., 2003), ptfiCemz cca 25 az 75 % sinicovych kvéti je toxickych
(Marsalek akol., 2001; Bladhovd akol., 2008). Mezi nejvyznamnéjsi producenty
cyanotoxinil patii sinice rodt Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon, Planktothrix,
Cylindrospermopsis, Nodularia, Nostoc, Lyngbya aj. (Sivonen a Jones, 1999; Hitzfeld
a kol., 2000; Schmidt a kol., 2002). N¢které druhy sinic mohou produkovat soucasné

1 n¢kolik riznych toxinl, naopak jiné populace téchto druhit mohou byt zcela netoxické
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(Sivonen alJones, 1999). Spektrum produkovanych cyanotoxinli a jejich obsah
v biomase sinic se také miZze vyrazné ménit 1 béhem vegeta¢niho ristu sinic (Sivonen
a Jones, 1999).

Cyanotoxiny se deli podle chemické struktury na cyklické a linedrni peptidy,
heterocyklické slouceniny (alkaloidy) a lipopolysacharidy (Sivonen a Jones, 1999;
Hitzfeld a kol., 2000). Dle funkce a mista cilového plsobeni toxinu jsou cyanotoxiny
¢lenény na hepatotoxiny (microcystiny, nodulariny — peptidy), neurotoxiny (anatoxiny
a saxitoxiny — alkaloidy) a cytotoxiny (hepatotoxicky cylindrospermopsin — alkaloid),
dermatotoxiny (lyngbyatoxiny a aplysiatoxiny), endotoxiny, imunotoxiny, genotoxiny,
mutageny, embryotoxiny a drazdivé lipopolysacharidy (Sivonen a Jones, 1999; Hitzfeld
a kol., 2000; Wiegand a Pflugmacher, 2005). Diky toxickym G¢inkiim jsou rovnéz jako
cyanotoxiny klasifikovany néckteré sinicové lipopolysacharidy, které jsou nedilnou
soucasti bunécné stény sinic (Sivonen a Jones, 1999).

Ve sladkych vodach jsou nejCastéji detekovanou skupinou cyanotoxina
microcystiny, které byly izolovany ze zastupcl sinic rodu Microcystis, Anabaena,
Planktothrix, Nostoc, Woronichinia, Phormidium, Anabaenopsis, Aphanizomenon aj.
(Dawson, 1998; Sivonen a Jones, 1999; Blahova akol., 2007). Jedna se o skupinu
hepatotoxickych monocyklickych heptapeptidii (Dawson, 1998; Sivonen a Jones, 1999).
Dosud bylo identifikovano vice nez 70 strukturnich variant microcystint liSicich se
pfedevSim pdarem variabilnich L-aminokyselin a zmé€nami na postrannich fetézcich,
naptiklad mezi vodikem nebo metyl skupinou (Dawson, 1998; Sivonen a Jones, 1999;
Blaha akol., 2009). Zakladni struktura microcystini je tvofena sedmi cyklicky
spojenymi aminokyselinami zahrnujicimi D-alanin, par variabilnich L-aminokyselin
oznacovanych jako X aZ, kyselinu D-glutamovou a tfi neobvyklé aminokyseliny
(kyselinu D-erythro-B-metylasparagovou (MeAsp), hydrofobni Cyp B-aminokyselinu
(28, 38, 8S, 95)-3-amino-9-methoxy-2,6,8-trimetyl-10-phenyldeca-4(E),6(E)-dienovou
(Adda) a N-metyldehydroalanin (Mdha) (Dawson, 1998; Sivonen a Jones, 1999; Harada
a kol., 2004). Nejcastéji se vyskytujici, nejvice studovand ajedna z nejtoxictéjSich
variant je microcystin-LR (MC-LR) obsahujici leucin (L) v pozici X a arginin (R)
v poloze Z (Dawson, 1998). Microcystiny tvoii az 1 % suSiny biomasy sinic (Bldha
akol., 2009). Molekulové hmotnosti jednotlivych variant microcystini se pohybuji
v rozpéti 985 az 1024 Da (Campinas a Rosa, 2010). Blaha a kol. (2009) uvadéji rozsah
MW 909 az 1115 Da.

15



Pfitomnost cyanobakteridlnich toxini ve zdrojich pitné vody pfedstavuje
zavazny problém pro upravny vody, protoZze ne vSechny technologické postupy jsou
schopny tyto latky efektivné¢ odstranit (Hitzfeld akol., 2000). Protoze vétSina
cyanotoxinii je soucasti COM, lze jejich znaény podil eliminovat v ramci procesu
odstranéni celych bunék sinic koagulaci (Sivonen a Jones, 1999; Pietsch a kol., 2002;
Jurczak akol., 2005). Uéinnost odstranéni jiz ve vodé obsazenych cyanotoxintl pak
zavisi na aplikované technologii tipravy vody a mize se do urcité miry liSit pro rizné
zdroje surové vody a rizné druhy sinic (Bldha a Marsalek, 2003; Jurczak a kol., 2005).
Nejcastéji se pouzivaji adsorpce na aktivnim uhli (praSkovém i granulovaném),
nanofiltrace, ozonizace a chlorace (Lambert a kol., 1996; Blaha a Marsalek, 2003;
Campinas a Rosa, 2006; Dixon a kol., 2010; Ho a kol., 2011). Konven¢ni uprava vody
koagulaci je schopnd odstranit pod detekovatelnou mez pocatecni koncentrace
microcystind < 2-3 pg.l'. U vysich koncentraci je vyhodné pouZit ozonizaci
a naslednou adsorpci na aktivnim uhli (Blaha a Marsalek, 2003). Konvenc¢ni uprava
vody koagulaci a naslednou separaci vzniklych agregétii dosahuje u€innosti odstranéni
cca do 60 % u microcystinu-LR, v kombinaci s adsorpci na aktivnim uhli pak cca 80 %
(Lambert akol.,, 1996). Nicméné konvencni postup upravy vody neni schopen
dosahnout ani pifi zafazeni adsorpce na aktivnim uhli kompletniho odstranéni
microcystini. Zbytkové koncentrace MC-LR se obvykle pohybuji do 0,5 pg.I”
(Lambert a kol., 1996).

2.2.3. Metody odstranéni AOM p¥i upravé vody
2.2.3.1. Konvencni uprava vody

Dosavadni vyzkum v oblasti koagulace AOM prokazal jejich relativné nizkou
miru odstranitelnosti pii konvencni upravé vody (Widrig a kol., 1996; Cheng a Chi,
2003; Pivokonsky a kol., 2009a, b). Uginnost jejich koagulace je ovlivnéna piedeviim
druhem a rstovou f4zi organismu, typem a davkou koagulantu a reakénim pH (Widrig
akol.,, 1996; Gregor akol., 1997; Pivokonsky akol., 2009a, b). V zavislosti
na koncentraci AOM jsou kjejich odstranéni potiebné relativné vysoké davky
koagulaéniho ¢inidla (Pivokonsky a kol., 2009a, 2011). U¢innym nastrojem redukce
koncentraci nezddoucich organickych latek pfitomnych ve vodé véetné microcystinil
anejlep$i moznosti upravy vody je separace neposkozenych bunék fytoplanktonu
isjejich intraceluldrnimi slozkami vcéetné v buiikdch vazanych cyanotoxint (Chow

a kol., 1998, 1999; Briley a Knappe, 2002; Pietsch a kol., 2002).
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Uginnost koagulace AOM lze zvysit predoxidaci (Sukenik a kol., 1987; Jurczak
a kol., 2005; Teixeira a Rosa, 2007; Pivokonsky a kol., 2011; Ma a kol., 2012b). Uéinky
oxidace vyrazn¢ zavisi na typu aoptimalni ddvce oxidac¢niho ¢inidla, stejné jako
na vlastnostech vody, druhu artstové fazi fytoplanktonu (Sukenik akol., 1987;
Siddiqui a kol., 1997; Plummer a Edzwald, 2002; Pivokonsky a kol., 2011). Bé&zné
se jako oxida¢ni cCinidla pouzZivaji ozon, chlor, oxid chlori¢ity, chloraminy
a manganistan draselny (Sukenik a kol., 1987; Widrig a kol., 1996; Siddiqui a kol.,
1997; Plummer a Edzwald, 2002; Henderson akol., 2008a; Ma a kol., 2012a, b).
Zna¢nym handicapem predoxidace je vSak v pfipad¢é upravy surové vody obsahujici
celé bunky fytoplanktonu porusSeni jejich bunécné membréany, lyze bunék a nésledné
uvolnéni COM proteintl a dal§ich metabolitl, které mohou déle komplikovat koagula¢ni
proces (Hitzfeld a kol., 2000; Takaara a kol., 2005, 2007; Ma a kol., 2012a, b).

V praxi je nejCastéji pouzivanym predoxida¢nim Ccinidlem ozon. Jeho vliv
na ucinnost koagulace sinic, fas 1 AOM se 1i8i v zavislosti na druhu organismu, slozeni
AOM a reakénich podminkédch (davka, kontaktni ¢as, pH atd.) (Widrig a kol., 1996;
Pietsch a kol., 2002). Widrig a kol. (1996) uvadéji cca 15% zvyseni ucinnosti koagulace
AOM pfi pouziti piedozonizace. Samotné odstranéni bun¢k koagulaci mikroorganismui
Scenedesmus quadricauda a Dictyosphaerium pulchellum se pak jiz pii davce
0,8 mg O;.mg™' C zvysilo o 10-15 %. Montiel a Welte (1998) dosahli pii koagulaci
po piedchozi ozonizaci nizkou davkou ozonu 1 mg.I"' dokonce zvySeni odstranéni fas
ze 75 % az na 93 %. Ozonizace nemd vliv pouze na samotné zvySeni ucinnosti
koagulace AOM, ale obvykle se projevuje také znaénym snizenim davek koagula¢nich
¢inidel, které miZe dosahovat 150 % v porovnani sdavkou bez aplikace ozonu
(Sukenik akol.,, 1987). Pfedozonizace je vSak také spojena surCitymi riziky.
Pii nevhodné zvolené davce a nepfiznivych reakénich podminkach mutze dochazet
k oxidativni fragmentaci vysokomolekularnich latek na nizkomolekularni, které jsou
hitfe koagulovatelné (Widrig a kol., 1996). Tato skute¢nost vede k sekundarnimu
zatiZzeni upravované vody nartistem koncentraci DOC a nésledné i ke zvySené produkci
DBPs. Za téchto podminek je proto nutné aplikovat dalsi technologické kroky upravy,
naptiklad adsorpci na aktivnim uhli ¢i membranovou filtraci (Teixeira a Rosa, 2005,
2006a; Hnatukova a kol., 2011).

Vedle koagulace je pifi konvenénim schématu dvoustupiiové separace suspenze
znaén¢ problematicky stupent sedimentace, ktery obvykle neni dostatecné ucinny

na separaci malych vlo¢ek s nizkou hustotou tvofenych koagulaci bunck sinic a fas.
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Z tohoto diivodu je sedimentace v posledni dobé ¢asto nahrazovana flotaci rozpusténym
vzduchem (DAF — Dissolved Air Flotation) (Teixeira a Rosa, 2006a, b, 2007;
Henderson a kol., 2008a). Vyhodou DAF v porovnani se sedimentaci je skutecnost,
ze je mén¢ zavisla na ucinnosti agregace aiunedostateCné¢ zagregované suspenze
je schopna efektivné odstranit 1 mensi nedostateCné vyvinuté vlocky (Teixeira a Rosa,
2007). Henderson akol. (2008a) uvadéji, ze pomoci DAF je mozné dosdhnout
015-20 % vyS88i Ucinnosti v odstranéni riznych druhit fytoplanktonu (sinice
M. aeruginosa a zelené tasy Chlorella vulgaris) nez pti pouziti sedimentace. Obdobné
vysledky byly prokazany i ve studii Teixeira a Rosa (2006b), kterd se zabyvala

odstranénim bun¢k M. aeruginosa.

2.2.3.2. Adsorpce na aktivnim uhli

Efektivni metodou odstranéni zbytkovych koncentraci nizkomolekularnich
AOM vcetné rozpusténych cyanotoxini je adsorpce na aktivnim uhli (AC — Activated
Carbon). AC se pouziva jak v granulované (GAC — Granular Activated Carbon), tak
i praskové (PAC — Powdered Activated Carbon) podobé (Lambert akol., 1996;
Campinas a Rosa, 2006; Ho a kol., 2011).

Obecné muzeme fici, Ze s klesajici molekulovou hmotnosti AOM roste ¢innost
adsorpce na AC (Kim a Yu, 2005; Hnatukova akol., 2011). Hlavnim faktorem
ovlivitujicim adsorpéni kapacitu je velikostni distribuce poérd AC vzhledem
k molekularni velikosti adsorbovanych latek (Pelekani a Snoeyink, 1999; Ebie a kol.,
2001). Pokud jsou mikropory dostatecné velké pro adsorpci AOM s nizkou MW (napf.
microcystin-LR) ale pfili§ malé pro AOM svy$§si MW, dochéazi k adsorpci
vysokomolekularnich latek v mezopdrech a nésledné tak k blokaci mikropért (Pelekani
a Snoeyink, 1999; Ebie a kol., 2001). V ptipad¢, ze jsou pory AC dostate¢né¢ velké
pro nizkomolekularni mikropolutanty i vysokomolekularni AOM, je vyznamnym
mechanismem pifimd kompetice nizkomolekularnich a vysokomolekularnich frakci
na adsorp¢nich mistech v porech adsorbentu (Pelekani a Snoeyink, 1999; Ebie a kol.,
2001). Rozsah blokace pori urcuje predevsim davka AC a relativni pomér pocatecni
koncentrace nizkomolekularnich a vysokomolekularnich latek (Ebie a kol., 2001). Vliv
pocatecni koncentrace adsorbatu je dilezity zejména pii odstraiiovani AOM o velkych
molekulovych hmotnostech ajejich mnohonasobn& vyssich koncentracich (mgl™),
které jsou mnohdy az o Sest fadi vyssi nez koncentrace stopovych organickych

polutantd (pg.l”" koncentrace cyanotoxini) (Bjelopavlic a kol., 1999; Quinlivan a kol.,
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2005). Vlastnim mechanismem adsorpce AOM, piredevSim pak COM peptida,
jsou elektrostatické interakce atvorba vodikovych vazeb. Tyto mechanismy
jsou detailn¢ popsany v literatute (Newcombe a Drikas, 1997; Moreno-Castilla, 2004;
Hnatukova akol.,, 2011). Tento negativni vliv organickych latek na adsorpci
mikropolutantii a efekt blokace port lze snizit volbou AC s Sirsi velikostni distribuci
p6rh (Pelekani a Snoeyink, 1999; Ebie a kol., 2001; Quinlivan a kol., 2005; Hnatukova
a kol., 2011).

2.2.3.3. Membranova filtrace

Dalsi metodou pouzivanou k odstranéni AOM vcetné¢ cyanotoxind
jsou membranové filtrace. Membranové filtrace se v zavislosti na kvalité¢ surové vody
pouzivaji bud’ samostatné¢ nebo v kombinaci s konvenéni Upravou vody (Gijsbertsen-
Abrahamse a kol., 2006; Teixeira a Rosa, 2006a; Campinas a Rosa, 2010; Dixon a kol.,
2010). Nevyhodou jejich samostatného pouziti je, Ze piredev§im pii ultra- i nanofiltraci
dochdzi ke zna¢nému zanaSeni membran proteinovymi i polysacharidovymi AOM (Her
akol., 2004; Campinas a Rosa, 2010). Mechanismus zanaSeni membran je zavisly
na velikosti pori membranového filtru a povaze znecistujicich latek. Bylo prokazéno,
ze zandSeni membrany zavisi vice na jejich vlastnostech, provoznich podminkéach
filtrace a charakteru organickych latek nez na jejich celkové pocatecni koncentraci
v surové vode¢ (Her a kol., 2004; Campinas a Rosa, 2010).

Mechanismus separace AOM na membranach v zavislosti na velikosti pora
membrany, velikosti a tvaru molekul AOM a nabojovych pomérech na membrané
a povrchu molekul AOM probiha pfedev§im docasnou povrchovou ¢i permanentni
vnitini filtraci latek s velkou a sttedni MW, naopak u latek s nizkou MW se uplatiiuje
predevsim adsorpce uvnitt pért membrany (Teixeira a Rosa, 2005; Campinas a Rosa,
2010). Adsorpce je pak ve své podstaté fizena stejnymi mechanismy (chemisorpce,
fyzikalni adsorpce) jako u AC. V piipad¢ cyanotoxint je, vzhledem k jejich malé MW,
pfedpokldddna separace pomoci adsorpce na ¢i uvnitt membrany (Gijsbertsen-

Abrahamse a kol., 2006; Campinas a Rosa, 2010).

2.2.3.4. Vliv AOM na koagulaci
Vliv AOM na proces koagulace je znacny. Nejen Ze jsou tyto latky samy o sob¢
obtizné odstranitelné, ale ovliviiuji také odstranitelnost ostatnich ve vod¢ ptitomnych

znecistujicich piimési (Pivokonsky a kol., 2006, 2009a). Vliv AOM byl prokazan jak
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na koagulaci  hydrofobnich  (kaolinové suspenze) (Takaara akol., 2007),
tak 1 hydrofilnich (napf. huminovych) koloidnich latek (Dolejs, 1993).

Vlastnim odstranénim AOM pfi Uprave vody se zabyvali predevS§im Pivokonsky
a kol. (2009a), kteti studovali jejich celularni slozku (COM). Sklenicové optimalizacni
zkousky se siranem zelezitym byly provedeny v rozsahu pH 3 az 8 s koncentracemi
COM 3 a7 mgl' DOC (Dissolved Organic Carbon) adaile s neproteinovymi
a proteinovymi frakcemi COM. Aplikovano bylo nejprve rychlé homogenizacni

michani (G = 300s") po dobu 1 min, nasledn& rychlé agregacni (G = 80s™) po dobu

cv v

cvwr

Cvwr

(0,014 mg.1") byla pozorovana pii davce Fe 5mgl' apH 7,3. Optimalni pH
pro odstranéni COM je tedy okolo 5, zatimco pH potfebné k dostatecnému sniZeni
koncentrace zbytkového koagula¢niho ¢inidla je v rozmezi pH 6 az 7.

Déle bylo zjisténo, Ze svysSi uUCinnosti jsou koagulovany proteinové
nez neproteinové latky (napf. polysacharidy) (Pivokonsky a kol., 2009a, b; Ma a kol.,
2012a). U&innost odstranéni COM proteint (DOCp surové vody 4,12 mg.I™") se ve studii
Pivokonsky akol. (2009b) pohybovala vrozsahu 50 % u hlinit¢tho (pH 6,2-6,8)
a az 74 % u zelezité¢ho koagulantu (pH 5,8-6,0). Maximalni G¢innost odstranéni COM
neproteinovych latek pro niz§i koncentrace (DOCxp surové vody 2,86 mg.I™) tak byla
pouze cca 11 % pro Zelezity a az 22 % pro hlinity koagulant. Nejvys§iho odstranéni
DOCp bylo dosazeno pii davce vyssi nez 9 mg.l' Fe apH 6,7 pii nizké pocatedni
koncentraci COM (3 mg.l") apii 18 mgl' Fe apH <58 pifi vysoké polateéni
koncentraci COM (7 mg.I'"). Nejnizsi zbytkové koncentrace DOCyp byly detekovany
pii davee 9 mg.l" a pH 6,7 pro nizké koncentrace a pti 2 mg.I"' pfi pH 7,6 pii vysoké
koncentraci COM (Pivokonsky a kol., 2009a).

Z ptedchoziho textu je patrné, Ze vyS$i UCinnosti koagulace predevSim
u nabitych proteinovych slozek COM je dosahovano pti pouziti zelezitych cinidel.
Dtivodem je skuteCnost, ze hydroxid zelezity vznikajici hydrolyzou zelezitych
koagulacnich ¢inidel je mnohem méné rozpustny a hydrolyzuje ve vyrazn€ SirSim
rozsahu pH neZ hydroxid hlinity. Hlinik az do pH cca 4,5 pievazuje v rozpusténé formé
[Al(H,0)q]’", zatimco Zelezo hydrolyzuje jiz pii hodnotd pH 2. Zaroven v zasadité

oblasti se zhruba az do pH 10 Zelezo Ccastecné stale vyskytuje ve formé
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hydroxozelezitanovych kationtii, zatimco hlinik je jiz cca od pH 8 zdporn¢ nabity (Duan
a Gregory, 2003).

Limitovana je predev§im schopnost koagulace nizkomolekularnich latek (MW
(Bernhardt a kol., 1987; Volk a kol., 2000; Cheng a Chi, 2003; Ma a kol., 2012a). COM
proteiny o vys$Sich molekuldrnich hmotnostech byly odstranény koagulaci efektivnéji
nez COM proteiny o nizkych MW 1 v praci Pivokonsky a kol. (2009a). Dle této studie
predstavuji obtizn¢ koagulovatelnou frakci COM peptidy s niz§i MW nez 10 kDa.
Ve studii Pivokonsky a kol. (2009b) byly proteiny M. aeruginosa o MW 85, 470 a vétsi
nez 900 kDa zcela odstranény pfti koagulaci zelezitym ¢inidlem. Koagulace s hlinitym

koagulantem poskytla rovnéz odstranéni proteinovych latek o MW 470 avice

vvvvvv

woevr

nebyla identifikovdna nejvys§si MW frakce 900 kDa, odstranéni vysokych MW
COM tedy roste s davkou ¢inidla. P¥i koagulaci se 4 mg.I"' Fe bylo zbytkové DOCp
1,16 mg.l", pti davee 11 mgl"' bylo zbytkové DOCp 091 mg.l" (Pivokonsky a kol.,
2009a). Podle Amy akol. (1992) mohou byt koagulaci U¢inné odstranény pouze
rozpusténé organické latky o molekulovych hmotnostech vétSich nez 5 kDa.
Nizkomolekularni organické latky je tak nutné odstranit jinymi mechanismy, napf.
adsorpci na aktivnim uhli (Kim a Yu, 2005; Hnat'ukova a kol., 2011).

AOM ovliviluji koagulacni procesy pomoci fady mechanismi (Pivokonsky
akol.,, 2009a, 2012). V zavislosti na koncentraci, slozeni a vlastnostech, jako
je naptiklad distribuce molekulovych hmotnosti (MW), velikost povrchového néboje,
hodnota izoelektrického bodu atd., mohou AOM vykazovat pozitivni i negativni €inky
na koagulaci (Ma akol., 2012a). Pfi nizkych koncentracich mohou AOM {cinnost
koagulace zvySovat, naopak jejich vysoké koncentrace koagulaci vyznamnym
zpusobem narusuji (Bernhardt a kol., 1985, 1987; Pivokonsky a kol., 2012). Vliv
polysacharidovych pievazné nenabitych AOM na koagulaci ¢astic miize byt pfi jejich
nizkych koncentracich (1-2 mg.I" DOC) podobny efektu neiontovych polymernich
flokula¢nich ¢inidel, kdy adhezi na povrchu znecistujicich ¢astic umoziluji tvorbu
tzv. mezicasticovych polymernich mistkii (Bernhardt akol., 1985; Dolejs, 1993;
Pivokonsky a kol., 2006, 2009a, 2012). Naopak pii vysokych koncentracich predevsim

nabitych proteinovych slozek AOM muze v zévislosti na hodnoté pH dochazet vlivem
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odpudivych elektrostatickych interakci k inhibici koagula¢nich procesii (Bernhardt
a kol., 1985; Dolejs, 1993; Pivokonsky a kol., 2006, 2009a, 2012; Sano a kol., 2011).

Dal$im popsanym mechanismem vlivu AOM na koagulaci je tvorba
polynuklearnich smésnych ligandovych povrchovych komplexnich sloucenin
s vicemocnymi kationty kovil a produkty hydrolyzy koagulacnich Cinidel (Bernhardt
a kol., 1985; Takaara a kol., 2005; Pivokonsky a kol., 2006, 2012). Vznik povrchovych
Fe/Al-organickych komplexi brani hydrolyze koagulaéniho c¢inidla a tvorbé kladné
nabitych Zelezitych ahlinitych polyhydroxokomplexi nutnych k destabilizaci
znecistujicich pfimesi (Bernhardt a kol., 1985, 1987). Polyhydroxokomplexy iontt
kovli destabilizatniho ¢inidla jsou prostfednictvim téchto interakci vazany
v organickych molekuldch v rozpusténé ¢i koloidni formé a nemohou se dale ucastnit
koagula¢niho procesu (Bernhardt a kol., 1985; Takaara a kol., 2005; Pivokonsky a kol.,
2006, 2012). Tvorba téchto komplexnich sloucenin tak vede k poklesu uc¢innosti
koagulace, neumérnému nartstu spotieby koagulacniho ¢inidla, vzristu hodnot zakalu,
organickych latek akoncentraci zbytkového koagulantu (Zeleza <¢i hliniku)
v upravované vod¢ (Bernhardt a kol., 1985, 1987; Pivokonsky a kol., 2006, 2009a,
2012; Takaara akol., 2007). Pii vysokych davkach koagula¢niho c¢inidla v oblasti
pH> 6 je mozné AOM a jejich komplexy sionty Al a Fe odstranit zachycenim ve
srazenin¢ hydratovanych oxidi Al/Fe pomoci mechanismu tzv. enmeshmentu (Gregor
akol.,, 1997; Duan a Gregory, 2003; Bache a Gregory, 2007). Vysoké davky
koagula¢niho cinidla pfi enmeshmentu maji vSak za nésledek vznik nadmérného
mnozstvi odpadniho kalu a vyss§i ekonomickou naroc¢nost procesu (Takaara a kol., 2007,
2010; Ma a kol., 2012a; Sano a kol., 2011).

Takaara akol. (2007) studovali vliv rizné koncentrace EOM a COM
M. aeruginosa na koagulaci kaolinu s pouzitim PACI (polyaluminiumchlorid) jako
koagula¢niho ¢inidla. Koagulacni zkousky byly provadény s koncentraci kaolinu
20 mg.I" a riiznym mnozstvim piidanych AOM. Viechny pokusy probihaly s davkou
PACI 10 mg.I" a v neutralni oblasti pH (pH 7). Proces koagulace se skladal z 20 min
rychlého michani pii 80 otmin”, 15 min pfi 60 ot.min” a20min sedimentace.
Koagulace samotného kaolinu dosdhla 97,7% tUcinnosti. V pfitomnosti EOM
112,5 mg c.I! a214,9 mg cI! byla ucinnost koagulace kaolinu 91,5% a 81,5%,
pti koagulaci s COM o koncentraci 7,7 mg C.I'" a20,6 mg C.I"" pak byla w&innost
koagulace 79,8% a 0%. COM i pfi 1/10 koncentracich zpisobily mnohem vyraznéjsi
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inhibici koagulace kaolinové suspenze nez EOM, obsahuji tedy ziejmé vice inhibi¢nich
latek (Takaara a kol., 2007).

V dalsich pokusech se Takaara a kol. (2010) zaméfili na koagulaci kaolinovych
castic v pritomnosti SOM (Surface-bonded/Surface-retained Organic Matter)
produkovanych sinici M. aeruginosa. Sklenicové zkouSky byly opét provadény
s koagulaénim ¢inidlem PACI (davka20mgl') pii konstantni hodnots pH 7.
Pti koagulaci samotného kaolinu bylo dosaZeno jeho 91,6% odstranéni. V pfitomnosti
sinicovych hydrofilnich SOM doslo k rapidni redukci uc¢innosti koagulace kaolinové
suspenze az na cca 13 %. V piipads koncentrace SOM 100 mg.I"' byla zaznamenéna
dokonce absolutni inhibice koagulace kaolinovych ¢astic. Autofi prokazali,
ze na inhibici koagula¢nich procesti maji vliv ptfedev§im lipopolysacharidy a fetézce
RNA (ribonukleové kyseliny) obsazené v SOM.

Stabilizace kaolinovych c¢astic zplsobend jejich interakci s AOM muze byt
pii koagulaci Castecné eliminovdna zménou reakéniho pH (Bernhardt a kol., 1987).
Utinnost koagulace AOM je mozné také zvysit pfidavkem vapenatych iontii. AOM pak
vytvaii povrchové komplexni slouceniny s Ca** ionty anedochazi tak k nartstu
spotieby hlinitych ¢i zelezitych koagulac¢nich ¢inidel (Bernhardt a kol., 1986).

Neékterym autorim (Takaara a kol., 2005; Pivokonsky a kol., 2006) se ¢astecné
podafilo izolovat a detekovat proteiny podilejici se na tvorbé téchto komplexnich
sloucenin. Takaara akol. (2005) izolovali proteiny schopné tvorby povrchovych
komplexti o0 molekulovych hmotnostech mezi 43 a 67 kDa v EOM i AOM. Z vysledkt
jejich prace také vyplyva, Ze mnozstvi komplexotvornych latek obsazenych v AOM
nariistd béhem ristové kiivky fytoplanktonu. Pivokonsky akol. (2006) izolovali
pfi pouziti afinitni chromatografie komplexotvorné proteiny o molekulové hmotnosti
kolem 60 kDa z EOM i COM frakce A. flos-aqua i M. aeruginosa. Mimo to Pivokonsky
a kol. (2006) detekovali zhruba dvojnasobné mnozstvi komplexnich latek s hlinikem
nez se zelezem, proteiny M. aeruginosa maji tedy ziejmé vétsi afinitu k Al. 1 z tohoto
davodu je pro upravu vod bohatych na AOM vhodnéjsim koagulantem Zelezita stl.

Dolejs (1993) studoval vliv EOM na koagulaci huminovych latek. Koagulacni
zkousky provadél bez kontroly pH s Al (SO4)s.18H,O a castecné neutralizovanym
siranem hlinitym (PNAS) v 15 mmol.I"' roztoku. Buiiky Scenedesmus quadricauda byly
po ur¢itou dobu ponechany v surové vodeé s obsahem huminovych latek. Koncentrace
8000 bungk.ml™" a 15 hodin dlouhy kontaktni ¢as mél jiz na koagulaci huminovych latek

pozitivni efekt. S delSim kontaktnim c¢asem (3 dny) doSlo v pifitomnosti vyssi
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koncentrace EOM k vyraznému zlepSeni koagulace huminovych latek za nizsi davky
koagulac¢niho ¢inidla. Nicméné dvody této zajimavé skutecnosti autor déle nijak
nekomentuje.

Principy koagulace AOM ani vliv AOM na procesy probihajici pfi tpravé vody
nebyly dosud uspokojivé objasnény ato inavzdory skuteCnosti, Ze v dobé rozvoje
fytoplanktonu ve vodarenskych néadrzich mohou tyto latky vyznamné komplikovat
technologii upravy vody. Cilem této prace je proto objasnéni mechanismill interakci
proteinové slozky COM produkované sinici Microcystis aeruginosa a hydrofobni

kaolinové suspenze s produkty hydrolyzy koagula¢nich ¢inidel.
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3. Material a metodika
3.1. Odbér kultury Microcystis aeruginosa

Sinice Microcystis aeruginosa byla ziskana odbérem z hladiny dolni nadrze
Svihov (obr. 1). Odbér byl provadén pomoci planktonni sité o velikosti ok 0,01 mm.
Takto ziskané buiiky byly dale oddéleny od piipadnych hrubych necistot promytim
v destilované vodé¢ (pH stabilizovano na hodnoté 7 pomoci 0,125 M NaHCOs)
anaslednym cezenim pies nerezové sito o velikosti ok 0,1 mm. Dale byly bunky
separovany z vody filtraci pfes membranovy filtr s velikosti p6rt 0,22 um. Pro ovéieni
zastoupeni sinice Microcystis aeruginosa byl utakto separované kultury proveden
kvantitativni mikroskopicky rozbor. Zastoupeni sinice M. aeruginosa dosahovalo cca

99 %. Zbyly podil byl tvofen druhem Microcystis wesenbergii.

Obr. 1  Sinicovy vodni kvét (Microcystis aeruginosa) na hladingé tdolni nadrze Svihov,

srpen 2010

3.2. Piiprava COM
Separované builkky M. aeruginosa byly smichany s demineralizovanou vodou
anasledné destruovany ultrazvukem v ledové lazni po dobu 5 minut pfi frekvenci
20 kHz a vykonu 240 W (UP400S, Hielscher Ultrasonics, SRN). COM byly dale
oddéleny od zbytkd bunééné hmoty pomoci membranového filtru 0,22 pm (Millipore,

USA). V dal$im kroku bylo provedeno zahu$téni COM pii 20 °C na rotacni vakuové
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odparce (Laborota 4000 HB/G1, SRN). Takto ziskané¢ vzorky COM byly nésledné

uchovany zamrazenim pfi teploté -18 °C.

3.3. Charakterizace COM proteinovych latek

3.3.1. Izolace a stanoveni podilu peptidové/proteinové slozky COM

Peptidy a proteiny byly ze vzorki COM izolovany dvoustupfiovym srdzenim
pomoci (NHy4)2SO4 pii 0 °C. Metodiku srazeni peptidi a proteinit podrobné popisuje
Dawson akol. (1986). SraZenina peptidi aproteini byla od rozpusténych
neproteinovych organickych latek oddélena filtraci pres 0,22 um membranovy filtr
(Millipore, USA). Nésledné byla rozpusténa v 200 ml demineralizované vody.

Podil COM peptidi/proteinti vyjadieny jako rozpustény organicky uhlik
proteinovych latek (DOCp) byl stanoven z rozdilu celkového rozpusténého organického
uhliku (DOCrt) arozpusténého organického uhliku neproteinovych latek (DOCxp)
oddé€lenych filtraci pres 0,22 um membranovy filtr (Millipore, USA) od proteinové
srazeniny, viz rovnice (1)

DOCP = DOCT — DOCNP. (1)

Ze vzorkl rozpuSténych COM peptidii a proteinti byly nasledné odstranény
zbytkové koncentrace znecistujicich nizkomolekularnich latek (zbytkové koncentrace
srazedla) pomoci ultrafiltracni membrany PLAC 1000 Da (Millipore, USA) pomoci
filtra¢ni aparatury s michanou filtrani celou — Solvent Resistant Stirred Cell (Millipore,
USA). Filtraéni cela byla promichavana 60 ot.min” atlak dusikové atmosféry
nad filtrovanym vzorkem byl udrzovan na hodnoté 1 baru.

Proces izolace peptidové a proteinové slozky COM byl v pribéhu prace
provadén opakovand. Finalni koncentrace DOCp byly okolo 500 mgl' s chybou

stanoveni vzdy do 5 %.

3.3.2. Analyza rozpusténého organického uhliku

Rozpustény organicky uhlik (DOC — Dissolved Organic Carbon) byl stanoven
pomoci analyzatoru Shimadzu TOC-Vcpy (Shimadzu Corporation, Japonsko). Jako
kalibra¢ni standardy byly pouzity hydrogenftalat draselny (TC standard),
hydrogenuhli¢itan sodny (TC standard) a bezvody uhli¢itan sodny (IC standard). Jako
slepy vzorek byla pouzita demineralizovana voda. Vzorky byly filtrovany pies 0,22 um

membranovy filtr (Millipore, USA). DOC byl spocitan jako rozdil celkového (TC —
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Total Carbon) a anorganického uhliku (IC — Inorganic Carbon). VSechna méfeni byla

provadéna tiikrat. Chyby méteni byly vZdy mensi nez 2 %.

3.3.3. Stanoveni molekulovych hmotnosti COM proteinovych latek

Relativni molekulové hmotnosti (MW — Molecular Weight) proteinovych latek
byly stanoveny pomoci HPSEC (High Performance Size Exclusion Chromatography).
Pouzity byly kolony Agilent Bio SEC-5 100 A, 300 A a 500 A (7,8 x 300 mm, 5 um)
spojené do série (separacni rozsah 100-1 250 000 Da). HPLC systém (Agilent 1100
series, Agilent Technologies, USA) byl propojen s detektorem s diodovym polem (DAD
— Diode Array Detector). K detekci peptidii a proteinti byla pouzita vinova délka
280 nm, kterd pro dané vzorky poskytuje nejvétsi odezvu (Pivokonsky a kol, 2006;
Hnat'ukova a kol., 2011). Jako mobilni faze byl pro frakcionaci MW pouzit 0,15 M
fosfatovy pufr o hodnotd pH 7,0. Pritok kolonou byl 1 ml.min™ pii teploté 23 °C.
Objem nasttiku vzorku byl 60 pul. Hodnota DOCp vSech peptidovych/proteinovych
vzorklli byla za Uc€elem eliminace piipadného koncentracniho efektu na HPSEC
upravena na 100 mg.I"'. Analyza dat byla provedena pomoci Agilent Technologies
Chemstation software (Agilent Technologies, USA). Molekulové hmotnosti
detekovanych peptidi a proteinii byly odvozeny z kalibra¢ni kiivky SEC standarda
oznamych MW (Sigma-Aldrich, USA): D-Biotin (224 Da), cyanocobalamin
(1,35 kDa), aprotinin (6,5 kDa), cytochrom ¢ (12,4 kDa), karboanhydraza (29 kDa),
albumin (66 kDa), alkohol dehydrogendza (150 kDa), apoferritin (443 kDa),
thyroglobulin (670 kDa) a imunoglobulin (900 kDa). K vypoc¢tu MW byla pouzita semi-
logaritmicka kalibra¢ni kiivka (» = 0,99). Jako kontrolni vzorky byly pouZity ovalbumin
(44 kDa) a y-globulin (158 kDa) (BioRad Laboratories, USA). Standardni chyba byla +
0,95 kDa pro y-globulin a = 0,64 kDa pro ovalbumin. Reprodukovatelnost MW frakci
proteinovych vzorkit AOM byla velmi dobra. Odchylky MW byly pii opakovanych

méfenich mensi nez 3 %.

3.3.4. Stanoveni izoelektrickych bodit COM proteinovych latek

Hodnoty izolelektrickych bodi (p/) peptidovych/proteinovych COM byly
stanoveny pomoci izoelektrické fokusace (IEF — Isoelectric Focusing) Multiphor II
electrophoresis system (Pharmacia, Svédsko). IEF gel (7%) byl pfipraven pomoci
amfoternich elektrolytd o p/ 2,5-5,0 a 3,5-10,0 (BioRad Laboratories, USA). K ur¢eni

izoelektrickych bodu byla pouzita standardni kalibracni kiivka proteinové kalibracni
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sady v rozsahu p/ 2,5-10,0 (BioRad Laboratories, USA). Jako barvici roztok byl pouzit
0,1% Coomassie Briliant Blue R-258 (BioRad Laboratories, USA) v 15% kyseliné
octové a 45% metanolu. Jako odbarvovaci roztok slouzil 40% metanol a 10% kyselina
octova. Izoelektrickd fokusace byla provedena na Fakulté potravinaiské a biochemické

technologiec VSCHT Praha.

3.4. Hodnoceni tvorby komplexnich litek peptidii/proteinii a Zeleza

3.4.1. Izolace proteinovych latek s afinitou k Fe

Proteiny schopné tvorby rozpuSténych povrchovych komplexnich latek
s vicemocnymi kationty kovii koagula¢niho ¢inidla byly detekovany pomoci afinitni
chromatografie (Affinity Chromatography). V afinitni koloné (1 ml, HiTrap™™,
Amersham Bioscience Corp., Japonsko) byly imobilizovany Fe'™ ionty. Jako vazebny
pufr byl pouzit 0,02 M Na,HPO4 obsahujici 0,5 M NaCl o hodnoté¢ pH 7,2. Jako eluéni
pufr byl pouZit stejny pufr o hodnotd pH 9,0. Priitok pufrdi byl 1,00 ml.min" a objem
eluované frakce 15 ml. Frakce proteinovych latek vazanych v eluénim pufru byly
nasledné odsoleny membranovou ultrafiltraci (Plac 1000 Da, Millipore, USA) pomoci
filtra¢ni aparatury s michanou filtrani celou — Solvent Resistant Stirred Cell (Millipore,
USA) anésledné desetkrat zakoncentrovany pii 20 °C na rota¢ni vakuové odparce
(Laborota 4000 HB/G1, SRN). MW izolovanych komplexotvornych proteinovych latek
byly stanoveny pomoci HPSEC. VSechny analyzy byly provedeny ve tfech

opakovanich.

3.4.2. Stanoveni vazebné kapacity Fe-peptidovych/proteinovych komplexi

Mnozstvi Fe, které se spoleéné s COM peptidy a proteiny podili na tvorbé
povrchovych ligandovych komplexti, bylo kvantifikovano jako pomér Fe integrovaného
do rozpusténé organické hmoty a celkového obsahu pfidaného Fe. Schopnost
proteinovych latek tvofit rozpustné povrchové komplexni latky se zelezem byla
hodnocena pomoci koagulace s odstupiiovanou koncentraci proteinovych latek
(1 az 8 mg.1") a Fe standardu koagulantu (0,1; 0,5; 1; 1,5 a 2 mg.I"' Fe) (Sigma-Aldrich,
USA). Koagula¢ni zkouSky byly provedeny v rozsahu pH 2-10. Hodnota pH byla
upravena pomoci 0,1 M HCI a 0,1 M NaOH. Koagulovany podil proteinii a Fe byl
odstranén filtraci pfes 0,22 um membranovy filtr (Millipore, USA). Z nekoagulované
frakce byly rozpusténé Fe-peptidové/proteinové komplexy oddéleny od samotného

nekoagulovaného Fe membranovou ultrafiltraci (Plac 1000 Da, Millipore, USA) pomoci
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filtra¢ni aparatury s michanou filtra¢ni celou — Solvent Resistant Stirred Cell (Millipore,
USA). Mnozstvi Fe véazaného v organické hmoté bylo vyjadieno jako rozdil Fe
po filtraci 0,22 pm membranovym filtrem a po ultrafiltraci ptes ultrafiltracni membranu
Plac 1000 Da. Postup stanoveni mnozstvi zeleza vazaného v povrchovych ligandovych

Fe-peptidovych a proteinovych komplexech je patrny z obr. 2.

vzorek COM peptidii/proteini
(DOC =1 -8 mgl™)

uprava pH
pH=2-10
(0,1 M HCL, Fe standard
0,1 M NaOH) (0,1 _ 2,0 mg.l" )
koagulace
(magnetické michadlo
50 ot.min™; 7= 15 min)

v

filtrace — 0,22 pm
(odstranéni zkoagulovanych
peptidii/proteinti a Fe)

L]

nezkoagulované peptidy/proteiny a Fe
(rozpusténé Fe-peptidové/proteinové komplexy
a volné rozpusténé Fe)

Stanoveni Fe
ci(Fe)

filtrace - 1000 Da
(odstranéni rozpusténych Fe-peptidovych/
proteinovych komplexii)

L]

volné rozpusténé Fe

L Stanoveni Fe
c;(Fe)

Fe vazané v Fe-peptidovych/
proteinovych komplexech
Fe = ¢, (Fe) - (.'z(Fe)

Obr. 2  Stanoveni peptidové/proteinové vazebné kapacity Fe
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3.5. Charakteristika vlastnosti kaolinovych ¢&astic

3.5.1. Priprava kaolinu

Vzorky kaolinu (lom Sedlec, Sedlecky kaolin, a.s., CR) byly pied pouzitim
v koagulacnich  testech upraveny. Suspenze o koncentraci 100 g.I" kaolinu
v demineralizované vodé byla po dobu 12 hodin michana na magnetickém michadle
a nasledné¢ homogenizovana pomoci ultrazvuku po dobu 30 minut pfi frekvenci 20 kHz
a vykonu 400 W (UP400S, Hielscher Ultrasonics, SRN). Z takto upravené kaolinové
suspenze byla nasledn¢ sedimentaci separovana frakce o velikosti castic < 4 pm.
K vypoctu sedimentacnich rychlosti byl pouzit modifikovany Stokesiv vztah
pro lamindrni rezim proudéni (Re < 0,25) (Merkus, 2009). Takto separovana frakce
kaolinovych ¢astic byla zakoncentrovana v odstfedivee (12000 x g, 30 min) a vysusena

do konstantni hmotnosti pti 105 °C po dobu 12 hodin.

3.5.2. Stanoveni povrchového naboje kaolinové suspenze

Povrchovy naboj kaolinové suspenze (Castice o velikosti < 4 um) byl stanoven
potenciometrickou titraci kyselinou chlorovodikovou podle metody publikované v praci
Bjelopavlic a kol. (1999). Titrace byla provedena pomoci digitalni byrety (Birette
Automatic III, Brand, SRN) v dusikové atmosféie. Pied samotnou titraci byly nejprve
k navdzce 40 g kaolinovych castic do titra¢ni baiky pfidany 4 ml 0,1 M NaOH.
Nasledné byl vzorek doplnén roztokem elektrolytu o objemu 400 ml a ponechan takto
30 min kustdleni. Pro potenciometrické titrace byly postupné pouzity elektrolyty
o koncentracich 0,01; 0,1; a 1 M NaCl. Nasledn¢ byl vzorek kaolinu postupné titrovan
pomoci 0,1 M HCI aZz do pH 2. Mezi jednotlivymi piidavky HCI (0,05 ml) bylo vzdy
ponechano 10 min pro ustaleni rovnovahy. Relativni povrchovy naboj kaolinové
suspenze byl stanoven po odectu titraénich kiivek kaolinové suspenze a slepého vzorku

(titrace samotnych elektrolytt 0,01; 0,1 a I M NaCl) pomoci rovnice (2)

= (2)
m

kde |00| je relativni povrchovy naboj (mmol.g™), n piedstavuje rozdil kiivky slepé

titrace a titrace kaolinové suspenze (mmol) am je navazka kaolinu (g). Grafickym
vynesenim relativniho povrchového ndboje v zavislosti na pH pfi riznych
koncentracich elektrolytu (0,01; 0,1 a1 M NaCl) byly ziskany kiivky povrchového
naboje kaolinovych ¢astic. Prisecik téchto kiivek odpovida bodu, ve kterém je celkovy

povrchovy naboj kaolinu nezavisly na koncentraci elektrolytu a mé tedy hodnotu
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0 mmol.g™'. Hodnota pH v tomto bod& je oznadovana jako pH nulového bodu naboje

(pHxbN)-

3.6. Optimalizac¢ni sklenicové zkouSky

Schopnost koagulace peptidovych a proteinovych latek obsazenych v COM
Microcystis aeruginosa byla studovana pomoci standardnich sklenicovych zkousek (jar
tests) (Bratby, 2006). Sklenicové zkousky byly provedeny ve dvoulitrovych nddobach
na osmimistné padlové michaci koloné (LMK 8-03, Ustav pro hydrodynamiku AV CR,
v.v.1.). Ke sklenicovym zkouskdm byla pouzita demineralizovana voda s upravenou
hodnotou pH pomoci 0,125 M NaHCOs, 0,1 M HCl a 0,1 M NaOH tak, aby se hodnota
pH koagulujici suspenze pohybovala vrozmezi 3,0 az 9,0. Do takto pfipravenych
sklenic byla v zavislosti na typu zkousky davkovana kaolinovd suspenze a/nebo
peptidové a proteinové COM. Postupné byly provedeny nasledujici koagulacni pokusy:
1) demineralizovana voda s KNK upravenou na hodnotu 1,5 mmoll' + kaolinové
Castice (frakce < 4 um); 2) demineralizovand voda s KNK upravenou na hodnotu
1,5 mmol.I" + COM peptidy a proteiny o po¢ateéni koncentraci 1, 3, 5 a8 mg.l" a 3)
demineralizovana voda s KNK upravenou na hodnotu 1,5 mmol.I"" + kaolinové &astice
(frakce < 4 pm) + COM peptidy a proteiny o pocateéni koncentraci 1, 3, 5 a 8 mg.I™.
Jako koagulac¢ni ¢inidlo byl vzdy pouzit Fex(SO4)3.9H,0, ktery byl aplikovan v rozsahu
koncentraci 1,4-14,0 mg.l'1 (0,025-0,25 mmol.l'l). Divodem pouziti zelezité¢ho
koagula¢niho cinidla byla vys$$i stabilita jeho hydroxidd a hydratovanych oxida
v rozsahu experimentalnich hodnot pH.

Vlastni proces sklenicové zkousky zahrnoval 1 min homogenizacniho michani
o vysokém stiednim gradientu rychlosti (G = 300s™), 15 min agrega¢niho michani
onizkém gradientu rychlosti (G = 80s') a60min sedimentace. Po 60 min
sedimentace suspenze byly stanoveny hodnoty zakalu, pH a celkova kyselinova
neutraliza¢ni kapacita (KNK4 s). Pro stanoveni zbytkové koncentrace Fe, DOC (viz kap.
3.3.2.) amolekulovych hmotnosti zbytkovych COM proteint (viz kap. 3.3.3.) byly
vzorky dale odstfed’ovany po dobu 20 min pfi 3000 ot.min" (Pivokonsky a kol., 2011).
Vsechny uvedené pokusy byly provedeny nejméné tiikrat. Chyby stanoveni
jednotlivych hodnot zbytkovych koncentraci jednotlivych ukazatelli jsou uvedeny

v ptislusnych kapitolach.
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3.6.1. Stanoveni Zeleza, zakalu, pH a KNK

Zbytkové koncentrace Fe po sklenicové zkouSce byly stanoveny
spektrofotometricky po reakci s rhodanidem pii 480 nm (Spekol 11, Carl Zeitz Jena,
SRN). Zakal byl analyzovan spektrofotometricky pti 560 nm (Spekol 11, Carl Zeitz
Jena, SRN). Hodnota pH byla mé&fena potenciometricky (pH metr SevenCompact’™
pH/Ion, Mettler Toledo, gvSIcarsko; elektroda InLabR Expert Pro, Metler Toledo,
Svycarsko). Celkova kyselinova neutraliza¢ni kapacita (KNKys) byla stanovena titraci
0,1 M HCIl pomoci indikatoru methyloranz. VSechny chemikalie byly pfipraveny
s demineralizovanou vodou. Méfeni byla provadéna opakovang, nejmén¢ vsak trikrat,
achyba stanoveni se vzdy pohybovala do 5 %. Podrobné metodiky stanoveni

jednotlivych ukazatelii 1ze nalézt v literatufe (Hordkova a kol., 2003).
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4. Vysledky a diskuse
4.1. Charakterizace COM proteinovych latek

Celularni organické latky produkované sinici Microcystis aeruginosa jsou
z velké Casti tvofeny proteinovymi organickymi latkami (Pivokonsky a kol., 2006,
2012). Podil proteind, vyjadieny jako DOCp, piedstavoval v naSem piipadé€ cca 62,9 %
celkového DOCr. Neproteinovd slozka COM pak tvofila pfiblizné 37,1 %. Tyto
hodnoty koresponduji s tidaji uvadénymi v praci Henderson a kol. (2008b), ktefi zjistili
64% podil proteini na celkovém DOCt béhem stacionarni faze rustu M. aeruginosa.
COM proteiny, které byly nasledné¢ pouzity v koagulacnich testech, byly
charakterizovany z hlediska distribuce relativnich molekulovych hmotnosti (MW)
pomoci HPSEC. Na obr. 3 je zobrazen HPSEC chromatogram molekulovych hmotnosti
izolovanych COM peptida a proteinti. Jako soucast frakce COM byly identifikovany
peptidy a proteiny o MW ptiblizné 1; 2,8; 4; 4,5; 5; 5,7; 6; 6,8; 8; 8,5; 12; 30; 40; 52;
106; 266; 470 a 1077 kDa. Protoze HPSEC je ale metodou velikostni nikoli hmotnostni
frakcionace, je tfeba hodnoty téchto stanovenych MW povazovat za relativni. Pomoci
izoelektrické fokusace (IEF) byly stanoveny nasledujici hodnoty izoelektrickych bodl
(pl) COM peptida a proteint: 4,79; 4,88; 4,91; 5,02; 5,12; 5,25; 5,45; 5,62; 5,80; 6,10;
6,33; 6,47; 6,63; 7,05; 7,39; 7,82; 7,93 a 8,05. Pocet hodnot zjisténych izoelektrickych
bodi se shoduje s mnozstvim proteinli identifikovanych pomoci HPSEC. Nicméné

je tfeba konstatovat, ze pouzité metody neumoziiuji jednoznaéné identifikovanym MW

ptifadit hodnoty pl.
35
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Obr. 3  Relativni molekulové hmotnosti COM peptidi/proteind sinice Microcystis aeruginosa
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4.2. Tvorba komplexnich latek mezi COM peptidy/proteiny a Zelezitymi ionty

4.2.1. Komplexy tvorici COM peptidy/proteiny

Peptidy a proteiny schopné tvorby komplexnich latek se Zelezem, pouzivanym
jako koagula¢ni Cinidlo, byly izolovany pomoci afinitni chromatografie a nasledné
detekovany pouzitim HPSEC. Obr. 4 zobrazuje jednotlivé MW (1; 2,8; 6; 8; 8,5; 10
a 52 kDa) komplexotvornych peptidi a proteinii. Jednozna¢nd identifikace téchto
peptidl a proteinl nebyla mozna, nicméné z literatury lze usuzovat o jaké latky se miize
jednat. Birch a Bachofen (1990) uvadéji, Ze dominantni podil komplexotvornych latek
produkovanych mikroorganismy tvoii nizkomolekularni frakce s MW < 10 kDa.
Identifikované nizkomolekularni peptidy mohou piedstavovat linearni a cyklické
oligopeptidy schopné vazby Zzeleza, jedna se napi. o cyanopeptolin (MW pfiblizné
950 Da), aeruginopeptin (MW 1022 az 1072 Da), micropeptin (MW 885 az 1110 Da),
ale 1 microcystiny (MW 985 az 1024 Da) a cyanochlorofyl (MW piiblizné 900 Da)
(Martin a kol., 1993; Ishida a kol., 1998; Harada a kol., 2001; Harada, 2004; Campinas
a Rosa, 2010).

52 kDa
Si 6 kDa

mAU (280 nm)

2,8 kDa

1 kDa

I

T T

25 30 35

cas [min]

Obr. 4 Relativni molekulové hmotnosti komplexotvornych peptidti/proteinil

Nizkomolekularni peptidy mohou byt také tvofeny tzv. sinicovymi siderofory
s MW v rozmezi od 500 do 1500 Da, které vykazuji vysokou afinitu k zelezu. Jedna
se o latky umoznujici pfenos Zeleza pies bunééné membrany (Wilhelm, 1995).

Siderofory s navdzanym zelezem se dale vazi k periplasmickym vazebnym proteinim
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(MW 8 az 100 kDa), které¢ napomahaji jejich transportu cytoplazmatickou membranou
do cytoplazmy sinic (Krewulak a Vogel, 2008). Skupinu téchto transporterit Fe mohou
pfedstavovat Fe-proteinové komplexy s MW v rozsahu 8 az 52 kDa. Dale mohou Fe-
proteinové komplexy M. aeruginosa obsahovat sinicové metaloenzymy (hydrogenazy),
které¢ maji rovnéz vysokou afinitu k Fe (Tamagnini a kol., 2002). Asada a kol. (1987)
izolovali z bunék M. aeruginosa zelezo vazajici hydrogenazy s MW okolo 50-56 kDa.
Tamagnini a kol. (2007) uvadéji, ze HoxH hydrogenazova podjednotka s MW 49 kDa
obsahuje aktivni centrum pro vazbu niklu a Zeleza. Hydrogenazy dalSich druht sinic
maji podobné MW okolo 35 a 60 kDa (Vignais a kol., 2001). Proteiny s MW okolo
60 kDa s vysokou afinitou k zelezu byly izolovany z COM sinice M. aeruginosa také
ve studii Pivokonsky a kol. (2006). Tyto vysledky dale koresponduji se studii Takaara
akol. (2005), kde byly identifikovany jako chelatové komplexotvorné latky COM
proteiny M. aeruginosa s MW okolo 43-67 kDa.

4.2.2. Mechanismy a hodnoceni tvorby komplexnich latek

Afinita zeleza k peptidovym a proteinovym COM se obvykle vysvétluje pomoci
modelu povrchovych komplexid (Stumm a Morgan, 1996). Tento model vysvétluje
tvorbu Fe-peptidovych/proteinovych povrchovych komplext vznikem koordinacni
vazby mezi disociovanymi karboxylovymi skupinami na povrchu fetézcii peptidil
a proteind a pozitivné nabitymi povrchovymi skupinami zelezitych hydroxopolymert
a hydratovanych oxidi koagula¢niho ¢inidla (Bernhardt a kol., 1985; Pivokonsky a kol.,

2006, 2012). Tyto reakce 1ze schematicky zndzornit napt. nasledujicim zptisobem.

o) 0
Ye—o- Y —0—Fe0

77~ + FeO(OH) === s~ ° " 4 OH"
“NH “NH?

Ptevazujici forma nabitych Zelezitych hydroxopolymeri pifimo zavisi
na hodnoté pH. Pii pH < 2 se ve vodném prostfedi Fe'* ionty koagulaéniho &inidla
vyskytuji z99 % ve form& hexaaquaZelezitého komplexu [Fe(H,0)¢]’". Pii pH ~ 2
dochdzi k hydrolyze tohoto komplexu a uvolnénim protonti ziontu vznikaji dimery
zelezitych hydroxokomplexti [Fe,(OH),]*". S dal§im ristem hodnoty pH (pH > 2)
dochazi k polymerizaci avzniku kladné nabitych polynukledrnich Zelezitych

hydroxopolymert (tj. [Fex(OH)3(H20)71>", [Fes(OH)s(H,0)s]°" a [Fes(OH)s(H,0)12]™)
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a zelezitych hydratovanych oxida (a-FeO(OH) nebo y-FeO(OH)) (Stumm a Morgan,
1996). Kladn¢ nabité¢ zelezité hydroxopolymery a hydratované oxidy interaguji
koordina¢nimi elektrostatickymi vazbami s disociovanymi karboxylovymi funkénimi
skupinami (-COQO’) na povrchu peptidd a proteini (Sigg a Stumm, 1981; Furrer
a Stumm, 1983). Zelezo potiebné pro koagulaci je tak vazano ve formé stabilnich
rozpusténych ¢i mikrokoloidnich Fe-peptidovych/proteinovych komplext, coz nasledné
vede k inhibici koagulace a k narastu ucinné davky koagulantu (Bernhardt a kol., 1985;
Pivokonsky a kol., 2006, 2009a; Ma a kol., 2012b).

Vliv pH na mnozstvi Zeleza vazaného formou Fe-peptidovych/proteinovych
povrchovych komplexii je zobrazen na obr. 5. Z hodnot p/ komplexotvornych peptidi
a proteinti (p/ = 4,79; 5,12; 5,25; 5,45; 5,62; 5,80 a 6,10), které byly stanoveny pomoci
IEF vyplyva, ze pii pH < 5,5, které odpovidd primémé hodnoté p/, prevlada kladny
naboj komplexotvornych peptidii (skupiny -NH’" prevazuji nad —COO™ funk&nimi
skupinami). Pozitivné nabité peptidy, proteiny a kladn¢ nabité hydroxopolymery Zeleza
se vzajemn¢ elektrostaticky odpuzuji a vznik rozpustnych zelezitych peptidovych
a proteinovych komplext je proto za téchto reakénich podminek zanedbatelny (BC
v rozmezi od 0,19 mmol.g” p¥i pH 5 az nulové hodnoty pii pH 2). Pii pH v rozmezi 5,5
a 7,5 se vznik Fe-peptidovych/proteinovych povrchovych komplext vyrazné zvysSuje
diky pftitazlivym elektrostatickym interakcim mezi zdporn€ nabitymi deprotonovanymi
kyselymi funkénimi skupinami peptidd a proteinii a pozitivné nabitymi Zelezitymi
hydroxopolymery. Pfi pH > 8 je tvorba Zzelezitych peptidovych a proteinovych
komplexti opét vyrazné snizena. Zelezo se jiz do znaéné miry vyskytuje v aniontové
form¢ hydroxokomplexti, napt. [Fe(OH)s]" (Stumm a Morgan, 1996), a peptidy
a proteiny jsou rovnéz zaporné nabité. Dochazi tak opét k elektrostatickému odpuzovani
slougenin Zeleza a proteinovych latek. BC se pohybuje v rozmezi od 0,12 mmol.g”
pfi pH 8 az 0,01 mmol.g™" pfi pH 10. Podobny mechanismus repulze byl pii vysokych
hodnotdich pH popsan v pfipad€¢ interakci mezi deprotonovanymi karboxylovymi
skupinami COM peptidl a povrchovymi kyselymi kyslikatymi skupinami aktivniho uhli
(Hnatukova akol., 2011). Navic je v alkalické oblasti pH tvorba Fe-
peptidovych/proteinovych  komplexii ruSena pfitomnosti OH  iontd jakoZto

kompetitivnich ligandii (Stumm a Morgan, 1996).
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Obr. 5 Vazebna kapacita COM peptid/proteind pro Fe v zavislosti na pH

Rozpusténé nebo mikrokoloidni Fe-peptidové/proteinové komplexy mohou
vznikat pouze v pripad¢, kdy jsou karboxylové skupiny peptidovych postrannich fetézct
deprotonizovang, tj. pfiblizné pii pH > 4,8 (RCOOH pK, = 4,756) (Dawson a kol.,
1986). Ostatni kyselé funk¢ni skupiny na povrchu peptidi/proteinti, napi. -SH a —OH,
maji hodnoty pK, konstant ve znacné alkalické oblasti (RSH pK,= 8,33 a ROH
pK,=10,07) (Dawson akol., 1986), kdy Fe-hydroxokomplexy jsou jiz pfevazné
zaporn¢ nabité  ([Fe(OH)4]). Ztohoto divodu se -SH a-OH skupiny
prakticky nemohou (nebo jen malou mérou) ucastnit tvorby povrchovych
Fe-peptidovych/proteinovych komplexti. Z ptedchoziho je ziejmé, ze vazebnd kapacita
Fe (BC — Binding Capacity) je piimo zavisld na hodnoté pH. Pro ovéfeni BC byly
vytvoieny korelacni koeficienty mezi mnozstvim vazaného rozpusténého Fe a DOC
COM peptidl a proteinti pii pH 5, 6, 7 a 8. Pti vSech hodnotach pH byla pozorovana
dobré korelace. Korela¢ni koeficienty » byly 0,988 pii pH 5, 0,986 pti pH 6, 0,983
pii pH 7 a 0,991 pii pH 8. Obr. 6 zobrazuje kiivky vazebné kapacity Fe pro koncentraci
DOC COM peptidi a proteint v rozmezi od 1 do 8 mg.1" pii pH 5, 6, 7 a 8. Vazebnou
kapacitu Fe v mmol Fe.g' DOC pii dané hodnoté pH vyjadfuje sklon regresnich
primek, tj. 0,19; 1,38; 1,21 a0,12. Maximalni komplexotvorna kapacita byla
pozorovana pti pH okolo 6, kdy kapacita peptidil a proteinii vazat kladné nabité zelezité
hydroxopolymery koordina¢nimi elektrostatickymi interakcemi doséhla 1,38 mmol.g

(obr. 6). S poklesem ¢i vzriistem hodnoty pH pak komplexotvorna kapacita klesa. Tyto
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vysledky koresponduji s praci Gregor a kol. (1996), ktefi ur¢ili maximalni vazebnou
kapacitu Al 1,6 mmol.g”! pro EOM pii hodnoté pH 6. Frimmel a kol. (1983) stanovili
vazebnou kapacitu Fe 1,2 mmol.g” pro fulvokyseliny. COM peptidy a proteiny tedy
vykazuji prakticky stejnou BC Zeleza jako fulvokyseliny, které ze skupiny NOM byvaji

uvadény jako latky s nejvetsi vazebnou kapacitou pro vicemocné kationty.

12
A pH=5
104 B PH=6  vazaneéFe,, ,=1,38D0C+0,02
PH=7  r=0986
<& pH=8
T g
o
£
£ vazané Fe,,_,=1,21DOC + 0,03
o 6 - r=0,983
L
0 vézané Fe,, . ,= 0,12DOC + 0,01
@ r=10,991
&5 44
-
vazané Fe_,,_.=0,19D0C + 0,01
2 4 r=0,988
O ) T T T
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DOC COM peptid/proteinti [mg.I"]
Obr. 6 Vazebna kapacita COM peptidi/protein pro Fe (pocate¢ni DOC 1-8 mg.l™)
piipH5,6,7a8

4.3. Koagulace COM peptidi/proteini

4.3.1. Hodnoceni davky koagulantu

K optimalizaci davky koagulantu byly provedeny sklenicové zkousky
se surovou vodou (demineralizovana voda s KNK upravenou na hodnotu 1,5 mmol.I"" +
COM peptidy a proteiny o po¢ateéni koncentraci 1, 3, 5 a 8 mg.I""). Vzorky surové vody
byly alkalizovany pomoci 0,1 M NaOH na hodnotu pH 9 a sklenicové zkousky byly
provedeny bez kontroly pH (hodnota pH se tedy ménila s davkou koagulantu).
Vysledky optimalizace davek koagula¢niho c¢inidla jsou zobrazeny na obr.7 a8.
Je patrné, Ze s ristem koncentrace peptidil a proteinti roste 1 davka koagula¢niho ¢inidla
potiebna pro efektivni odstranéni DOC. Maximalni odstranéni DOC (vice nez 70%
sniZzeni oproti surové vod¢) bylo pro rizné koncentrace peptidii a proteini dosazeno
pri riznych davkach koagulacniho c¢inidla. Po dosazeni optimalni davky jiz dalsi

pridavek c¢inidla nezvySil odstranéni DOC (obr. 7). Naopak nejvysSi odstranéni
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zbytkového Zeleza bylo dosaZeno pii davee koagulatniho &inidla 7 mg.l”
(0,125 mmol.I"). Tato davka byla stejna pro viechny koncentrace peptidi a proteind
v surové vodeé (obr. 8). Skutecnost, Ze zvySujici se koncentrace COM peptidll a proteinti
nema vliv na davku potiebnou k u¢innému odstranéni Zzeleza, lze vysvétlit tim,
ze ptredevSim dlouhé polymerni fetézce vysokomolekularnich proteinti poskytuji
dostatek nenabitych mist i1k jinym typtim interakci nez jsou elektrostatické, ty jsou
podrobné popsany v kap. 4.3.3.. Jedna se napf. o polymer bridging, vodikové mustky
nebo nekteré specifické stérické interakce, které mohou hrat uréitou roli tim, ze tyto
proteiny umoziuji spojeni vzajemné se odpuzujicich castic FeO(OH) (Pivokonsky
akol., 2011). Je zfeymé, ze srostouci koncentraci DOC roste 1mnoZstvi
vysokomolekularnich proteind, které tyto interakce umoziuji a pravdépodobné maji
na koagulaci podptrny vliv. Ten se pak projevuje pravé na zbytkovych koncentracich
Fe. Naopak na vlastni odstranéni DOC maji tyto interakce vliv maly, protoze peptidové
a proteinové¢ fetézce se vzajemné primarné odpuzuji, a to diky repulzi zaporné nabitych
karboxylovych skupin nebo i diky odpudivym hydrataénim interakcim mezi nenabitymi
hydrofilnimi ¢astmi jejich fetézcti (Pivokonsky a kol., 2011). Miru téchto ,,vedlejsich*
interakci je vSak tézké (ne-li nemozné) experimentaln¢ ovéfit, jejich Casteény vliv

na interakce mezi produkty hydrolyzy Fe a COM peptidy/proteiny je vSak

pravdépodobny.
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Obr. 7 Zavislost zbytkové koncentrace DOC na davce Fe (pocateéni DOC COM
peptidd/proteint 1-8 mg.1™)
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Obr. 8 Zavislost zbytkové koncentrace Fe na jeho davce (pocateéni DOC COM
peptidd/proteint 1-8 mg.1™)

4.3.2. VIiv pH na koagulaci COM peptidii/proteini

Optimalni davka zelezitého koagulaténiho ¢inidla (7 mgl') byla pouzita
v naslednych koagulacnich testech zamétenych na popis vlivu hodnoty pH na koagulaci
COM peptidii a proteinii. Vzorklim surové vody bylo upraveno pH pomoci predem
stanoven¢ho mnozstvi 0,1 M HCl a NaOH tak, aby se pH koagulované suspenze
po pridavku koagulantu pohybovalo v rozsahu ptiblizné pH 3 az 10.

Vysledky koagula¢nich testd (obr.9) prokéazaly, ze nejnizsi zbytkové
koncentrace DOC peptidl a proteint byly dosazeny v rozmezi pH 4 az 6 pro vSechny
pocatecni koncentrace DOC peptidli a proteind. Tyto zavéry odpovidaji poznatklim
a proteinlt M. aeruginosa zjistény pii hodnoté pH < 6. Rozmezi pH minimalni zbytkové
koncentrace Fe se mirné zvySuje sklesajici pocatecni koncentraci DOC z rozsahu
pH 4-6 pro DOC 8 mg.l"" na rozmezi pH 5,5-7,5 pro DOC 1 mg.I" (obr. 10). Zvy3eni
dolni hranice optimalniho rozsahu pH pro odstrafiovani Fe ze 4 (DOC 8 mg.1") na 5,5
(DOC 1mgl") lze wvysvétlit nizkymi koncentracemi peptidi a proteind,
které neposkytuji dostatecné mnozstvi zéporné nabitych mist na svych vedlejSich
fetézcich k reakci s kladné nabitymi Zelezitymi hydroxopolymery. Posun horni hranice
rozsahu pH pro optimalni odstranéni Fe ze 6 (DOC 8 mg.I") na 7,5 (DOC 1 mg.l™")
je popsan v kap. 4.3.3.. Nartust koncentraci DOC i Fe pii pH okolo 6 (max. pfi 6,2)
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je zptusoben tvorbou povrchovych komplext mezi rozpuSténym ¢i mikrokoloidnim Fe
a—COO" skupinami na povrchu peptidi a proteinli. Tvorba téchto komplexnich
sloucenin je popsana v kap. 4.2.2.. Pii koagulacnich testech bylo dosahovano maximalni
komplexaéni kapacity (BC > 1,2 mmol.g”") pii hodnoté pH mezi 6 a 7. Tato hodnota
odpovidd hodnotam BC zjisténym pfii stanoveni maximalni komplexacni kapacity COM
peptidi a proteint, viz kap. 4.2.2. Vyznamna komplexa¢ni kapacita COM proteinli
pti pH okolo 6 (obvykla hodnota pH pro koagulaci vétSiny povrchovych vod s obsahem
NOM) zptsobuje, ze Fe ionty jsou za téchto reakénich podminek vazany v organické
hmoté a neucastni se procesu koagulace (Bernhardt a kol., 1985; Pivokonsky a kol.,
2006, 2012; Takaara a kol., 2007). Krom¢ toho zelezo vazané v molekuldch proteini
blokuje negativné nabitd mista na jejich povrchu, ¢imz zabraiiuje jejich koagulaci
mechanismem adsorpce anabojové neutralizace. Nicméné, je tieba zdiraznit,
ze pii dostateéné vysoké davce koagulantu apH > 6, lze Fe-peptidové/proteinové
komplexy u¢inn¢ odstranit mechanismem tzv. enmeshmentu. Pfi enmeshmentu dochazi
vlivem vysoké davky Fe kvelmi rychl¢ tvorbé (viadech sekund) srazeniny
hydratovanych oxida Zeleza, ktera do své struktury ,,strhava® ostatni koloidni pfimési
obsazené ve vod¢ (Duan a Gregory, 2003; Ma a kol., 2012a, b). Z vysledkd na obr. 9
a 10 je dale patrné, Ze pii pH > 7 dochazi k prudkému nariistu zbytkovych koncentraci

DOC i Fe a koagulace prakticky neprobiha.

DOC surové vody
—v— 1 mg.I"
3mg.l’
—0— 5mg.I"
—O— 8mg.I"

zbytkové DOC [mg.I"]
I

pH [-]
Obr. 9  Zavislost zbytkové koncentrace DOC na pH (pocatecni DOC COM peptidi/proteini
1-8 mg.1™)
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Obr. 10 Zavislost zbytkové koncentrace Fe na pH (pocatecni DOC COM peptidli/proteinti
1-8 mg.1™)

Zmény ve slozeni zastoupeni MW peptidii a proteinti po koagulaci pii pH 5; 6,2
a8 pro pocatetni koncentraci DOC 5 mgl”' jsou patrné zobr. 11. Je ziejmé,
ze k i¢innému odstranéni vysokomolekularnich proteini dochézi pti hodnoté pH 5.
PtipH ~ 5 byly proteiny s MW > 10 kDa odstranény kompletn¢ a v roztoku byly
identifikovany pouze peptidy o MW priblizné 1; 2,8; 4; 4,5; 5,7; 6; 6,5; 6,8; 8; 8,5
a 10 kDa. Naopak béhem koagulace pii pH 8 bylo odstranéno pouze zanedbatelné
mnozstvi vysokomolekuldrnich proteind. Tyto vysledky koresponduji se zdvéry
i dal$ich studii (Pivokonsky a kol., 2009a; Ma a kol., 2012a), ve kterych byly rovnéz
svys§i  uCinnosti  odstranovany  vysokomolekularni COM  ve  srovnani
s nizkomolekularnimi. Pfi hodnoté¢ pH, ve které BC dosahuje maxima (pH ~ 6,2), byly
v roztoku po koagulaci identifikovany peptidy a proteiny o MW 1; 2.8; 4; 4,5; 6; 6,5;
6,8; 8; 8,5 10 a52kDa. Podobnost mezi timto spektrem a chromatogramem
komplexotvornych peptidi a proteinti izolovanych afinitni chromatografii (obr. 4) znaci,
ze vyznamnou cast zbytkové koncentrace DOC stanovené po koagulaci pii pH 6,2

ptedstavuji Fe-peptidové/proteinové komplexni latky.
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Obr. 11 Relativni molekulové hmotnosti zbytkovych peptidi/proteinii po koagulaci pii pH 8;
6,2 a 5 (po¢ate¢ni DOC COM peptidii/proteind 5 mg.1™)

4.3.3. Mechanismy koagulace COM peptidii/proteinii

Zavislost zakladnich mechanismt interakci mezi peptidy a proteiny a produkty
hydrolyzy koagula¢niho ¢inidla na pH je znazornéna na obr. 12. Peptidy a proteiny
obsahuji fadu funk¢nich skupin (-OH, -COOH, —SH, —NH,, -CONH; atd.) nesoucich
za urcitych reakcnich podminek (hodnota pH) povrchovy naboj. Povrchovy naboj
peptidii a proteind je pficinou jejich reaktivity a vede k elektrostatickym interakcim
s zelezitymi hydroxopolymery a hydratovanymi oxidy Zeleza (Burns a kol., 1996; Yoon
akol., 1999). Tyto interakce umoznuji koagulaci proteinii a peptidi mechanismem
nabojové neutralizace a/nebo adsorpce (Bernhardt a kol., 1985; Pivokonsky a kol.,
2012). Zjisténé hodnoty p/ peptidii a proteint (viz kap. 4.1.) ukazuji, ze pfiblizné
piipH < 4 pirevlada kladny naboj peptidi a proteinti a poCet deprotonizovanych
kyselych funk¢nich skupin na postrannich fetézcich peptidi a proteini je velmi

omezeny. V disledku pfevazujiciho kladného naboje je pak Gi¢innost koagulace nizka.
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Obr. 12 Mechanismy koagulace COM peptidi/proteinti zelezitym koagulantem v zavislosti

na pH (po&ate¢ni DOC peptidii/proteini 5 mg.I™")

V rozmezi pH 4 az 6 je dosahovdno nejvyssi ucinnosti koagulace. Za téchto
reakcnich podminek dochazi k elektrostatickym interakcim mezi zaporné nabitymi
karboxylovymi skupinami peptidi aproteini akladné¢ nabitymi Zzelezitymi
hydroxopolymery. Tyto pfitazlivé interakce vedou k postupné neutralizaci povrchového
naboje peptidovych a proteinovych fetézcli anasledné tak umozituji vznik jejich
nenabitych mikroagregati (obr. 13). Neutralizace povrchového naboje je hlavnim

mechanismem koagulace peptidii a proteinti (Pivokonsky a kol., 2012). Nicméné¢ pti pH
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v rozsahu 6 az 8 muze byt dilezitym mechanismem koagulace adsorpce COM peptida
aproteini na povrchu koloidnich hydratovanych oxidi Zeleza. Interakce probiha
predevS§im mechanismem elektrostatického patch modelu (Gregory, 1973). Podle této
teorie se mohou zaporné nabité peptidy a proteiny poutat ke kladné nabitym koloidnim
Casticim zelezitych hydratovanych oxidd (pH nulového bodu ndboje ~ 7,5), coz vede
ke vzniku zéporné nabitych mist na povrchu koloidnich Ccastic Zeleza (obr. 14).
Pfi vzajemné srazce takto nabitych ¢astic dochazi soucasné k upevnéni opacné nabitych
ploch na povrchu téchto €astic. DalSim moznym vysvétlenim mechanismu adsorpce
je vznik  vodikovych vazeb mezi funkénimi skupinami peptidi a proteinti
a hydratovanych oxidi Zeleza (Burns akol.,, 1996; Yoon akol.,, 1999). Vyznam
adsorpce pii koagulaci organickych latek je obvykle ve srovnani s ndbojovou
neutralizaci elektrostatickymi interakcemi vyrazné nizsi (Pivokonsky a kol., 2012).
Bernhardt akol. (1985) prokazali, ze adsorpce hraje dilezitou roli predevSim
v ptipadech, kdy pomér koncentraci COM peptidi/proteinti a Zeleza je nizky. Tato
situace je patrna z obr. 10, kdy pii po&ateéni koncentraci DOC 1 mg.1" a poméru COM
aFe ~ 0,14 mohou byt peptidy a proteiny adsorbovany na povrchu koloidnich
hydratovanych oxidd Zzeleza a mohou tak zvySovat ucinnost koagulace tvorbou

mezi¢asticovych mustkt (obr. 14).

o
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/ NEUTRALIZACE i~
—> +(.(
+
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Fe-polyhydroxokomplex

Obr. 13 Tvorba mikroagregati mechanismem nabojové neutralizace COM peptidi/proteini
Fe-polyhydroxokomplexy

45



=3

COM protein

+
ADSORPCE _g

KOAGULACE o

Obr. 14 Koagulace mechanismem elektrostatického patch modelu pfi nizkém poméru

koncentraci DOC peptidt/proteinti a Fe (COM/Fe < 0,33)

castice FeO(OH)

Naopak, pti vysokém poméru koncentraci DOC COM a Fe (COM/Fe > 0,33)
zpusobuje stéricka stabilizace u¢innou inhibici koagulace (Bernhardt a kol., 1985). Této
situaci odpovidaji v naSem piipadé¢ pokusy s pocateCnimi koncentracemi peptidl
a proteinti 3, 5 a 8 mg.l'1 DOC, tj. pomér COM a Fe ~ 0,43, 0,71 a 1,14 (viz obr. 10),
kde dochazi k obsazeni prakticky celého povrchu castic hydratovanych oxidli zeleza
COM peptidy a proteiny (obr. 15). Dochazi tak ke zvySeni zaporného naboje na povrchu
Castic hydratovanych oxidi zeleza anésledné k elektrostatické repulzi takto

stabilizovanych ¢éstic (Bernhardt a kol. 1985; Liang a kol., 2007; Li a kol., 2008).

% STERICKA
STABILIZACE

COM proteiny

castice FeO(OH)

Obr. 15 Inhibice koagulace mechanismem stérické stabilizace pii vysokém poméru

koncentraci DOC peptidt/proteint a Fe (COM/Fe > 0,33)
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Pti hodnoté pH > 8 se jiz zelezité¢ hydroxopolymery vyskytuji také v aniontové
formé. Postupné se tak zacinaji uplatnovat odpudivé elektrostatické interakce mezi
zaporn¢ nabitymi peptidy a proteiny nesoucimi znacné mnozstvi ionizovanych
funkénich skupin a aniontovou formou zelezitych hydroxopolymerd, tj. [Fe(OH)4]".
Elektrostatické repulze vedou k postupnému snizeni UCinnosti a nasledné¢ uplnému

zastaveni koagulace.

4.4. Koagulace kaolinové suspenze

4.4.1. Méreni povrchového naboje kaolinu

Povrchovy naboj kaolinové suspenze (Castice o velikosti < 4 um) byl stanoven
potenciometrickou titraci HCI. Nulovy bod néboje (pHngn) kaolinovych €astic byl uréen
z pruniku titra¢nich kiivek pfi iontovych silach roztoku 0,01; 0,1 a 1 M. Hodnota pHxgx
byla dosazena pii pH 2,99, viz obr. 16. Pii pH vy$§im nez 2,99 prevazuji zaporné nabita
mista na povrchu kaolinu a celkovy naboj kaolinové Castice je negativni. V literature
je obvykle uvadéna hodnota pHnpn Vv rozmezi 2-6 (Coles a Yong, 2002; Dohnalova
a kol., 2008; Teh a kol., 2009). Tyto rozdily jsou pfisuzovany rozdilnému chemickému

slozeni jednotlivych vzorki kaolinu (Dohnalova a kol., 2008).
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Obr. 16 Povrchovy naboj kaolinu v zavislosti na pH (iontova sila roztoku 0,01; 0,1 a 1 M)
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4.4.2. Vliv pH na koagulaci kaolinové suspenze

Pro srovnatelnost vysledki byla optimalni davka Zeleza pro koagulaci COM
peptidi a proteind, tj. 7 mg.I"', pouzita i pii koagula¢nich testech zaméfenych na popis
vlivu hodnoty pH nakoagulaci kaolinové suspenze. Vzorkim surové vody
(demineralizovana voda s KNK upravenou na hodnotu 1,5 mmol.I" + kaolinové &astice
- frakce < 4 um) byla upravena hodnota pH pomoci ptedem stanoveného mnozstvi
0,1 M HCl aNaOH tak, aby se pH koagulované suspenze po piidavku koagulantu
pohybovalo v rozsahu ptiblizné pH 3 az 10. Vysledky takto provedenych koagulacnich
byly dosazeny v rozmezi pH cca 6,5 az 8. Z vysledka je dale patrné, ze pii pH < 6,5
a zarovenl > 8 zbytkové koncentrace Fe 1 hodnoty zdkalu prudce nartstaji a koagulace

kaolinu prakticky neprobiha.
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Obr. 17 Zavislost hodnot zbytkového zakalu a Fe na hodnot¢ pH

4.4.3. Mechanismy koagulace kaolinové suspenze

Zakladnimi mechanismy koagulace kaolinovych ¢astic jsou néabojova
neutralizace a/nebo adsorpce (Black akol., 1966; Bache a Gregory, 2007). Jejich
ucinnost je pak Uzce vdzana nejen na hodnotu povrchového naboje kaolinovych castic,
ale také na charakter a hodnotu néboje produktd hydrolyzy pouzitého koagula¢niho
¢inidla. Vedle nabojové neutralizace se pii pouziti indiferentniho elektrolytu, napf.
NaCl, mtze uplatnovat koagulace mechanismem potlaceni elektrické dvojvrstvy (Black

a Chen, 1965, 1967). Tento mechanismus vSak v ptfipadé¢ upravy vody pii pouziti
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hydrolyzujicich koagula¢nich ¢inidel prakticky neptichazi v ivahu a i€innost koagulace
kaolinovych ¢astic potlatenim elektrické dvojvrstvy tak pti béznych hodnotach pH byva
velmi nizk4 (Pivokonsky a kol., 2011).

V nasem ptipad¢é dochazi k nejvyssi ucinnosti koagulace kaolinové suspenze
vrozmezi pH 6,5 az 8 (obr.17). Pii téchto reakcnich podminkach dochazi
k elektrostatickym interakcim mezi zdporné nabitymi kaolinovymi ¢asticemi a kladné
nabitymi hydratovanymi oxidy Zeleza. Tyto pfitazlivé interakce vedou k postupné
neutralizaci povrchového ndboje kaolinu a nésledné tak umoznuji vznik ,,nenabitych*
mikroagregati  (obr. 18). Tato postupnd neutralizace povrchového ndboje
je pravdépodobné hlavnim mechanismem koagulace kaolinovych castic. Nicméné
v oblasti pH vyskytu polyhydroxokomplexti Zeleza (pH cca do 6,5) mlze mit
pro koagulaci kaolinové suspenze urcity vyznam také jejich adsorpce na povrchu
koloidnich kaolinovych ¢astic (obr. 19). Adsorpce polymernich Fe-hydroxokomplext
je vysvétlovana rovnéz pritazlivymi elektrostatickymi interakcemi a dale napf.
mechanismem vyménnych reakci, vznikem vodikovych vazeb ¢i tvorbou komplexnich
latek  (Pivokonsky akol., 2011). Pritazlivé elektrostatické interakce mezi
hydroxokomplexy a hydratovanymi oxidy zeleza na jedné stran¢ a povrchem
kaolinovych ¢astic na strané¢ druh€¢ mohou pii nadbytku Zeleza vést az k postupné zméné
celkového povrchového néboje kaolinu (obr. 20). ZvySeni kladného naboje na povrchu
kaolinu a nasledna elektrostatickd repulze takto stabilizovanych ¢éastic ma za nasledek
zpétnou stabilizaci kaolinové suspenze a inhibici koagulace (Black a kol., 1966; Bache

a Gregory, 2007).

destabilizovana

o ¢astice kaolinu

castice FeO(OH)

NABOJOVA
NEUTRALIZACE

.I:>

castice kaolinu

KOAGULACE

—>

Obr. 18 Tvorba mikroagregati mechanismem nabojové neutralizace kaolinové Castice

hydratovanymi oxidy zeleza
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Obr. 19 Koagulace mechanismem adsorpce Fe-polyhydroxokomplexti na povrchu kaolinovych

¢astic

Pfi hodnoté pH > 8 se postupné zacinaji Zelezit¢ hydroxopolymery vyskytovat
v aniontové formé a dochdzi tak ke vzajemnym elektrostatickym repulzim mezi zaporné
nabitymi kaolinovymi ¢asticemi a zaporn€ nabitymi [Fe(OH)s] ionty. Tyto odpudivé

interakce nasledné vedou ke snizeni u¢innosti a nasledné uplnému zastaveni koagulace.

o

¢astice FeO(OH) ‘

ADSORPCE

. -

castice kaolinu

Obr. 20 Inhibice koagulace mechanismem stérické stabilizace kaolinu

4.5. Koagulace COM peptidi/proteint a kaolinové suspenze
4.5.1. Vliv pH na koagulaci COM peptidi/proteinti a kaolinové suspenze
Pro hodnoceni vlivu pH na koagulaci kaolinové suspenze v pfitomnosti COM
peptidi a proteini byla obdobné jako pii predchozich testech pouzita davka zelezitého
koagula¢niho ¢&inidla (Fe = 7 mg.I"). Vzorkim surové vody (demineralizovana voda
s KNK upravenou na hodnotu 1,5 mmol.I"" + kaolinové &astice - frakce < 4 um + COM
peptidy a proteiny o po&ateni koncentraci 1, 3, 5 a 8 mg.I"") byla upravena hodnota pH
pomoci pfedem stanoveného mnozstvi 0,1 M HCI a NaOH tak, aby se pH koagulované

suspenze po pridavku koagulantu pohybovalo v rozsahu ptiblizné pH 3 az 10.
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Vysledky provedenych koagulacnich testti (obr.21) prokazaly, Ze nejnizsi
zbytkové koncentrace DOC byly obdobné jako pii pokusech se samotnymi peptidy
a proteiny dosazeny v rozmezi pH cca 4 az 5,5 pro vSechny pocate¢ni koncentrace
DOC. S rostouci hodnotou pH pak dochazi k postupnému snizeni ti¢innosti odstranéni
DOC apii pH > 7 se koagulace COM peptidl a proteinti prakticky zastavuje. Tento
prib&h odstranéni DOC mé analogii s koagulacnimi pokusy provadénymi

se samostatnymi COM peptidy/proteiny, viz kap. 4.3.2., obr. 9.
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Obr. 21 Zavislost zbytkové koncentrace DOC na pH (pocatecni DOC COM peptidi/proteint
1-8 mg.1™)

Z obr. 22 je patrné, Ze odstranitelnost hydrofobnich kaolinovych ¢astic je tizce
zavisla na koagulaci COM peptidi/proteinti. V ptitomnosti téchto organickych latek
dochazi k odstranéni kaolinovych ¢astic (poklesu hodnot zékalu 1 zbytkovych
koncentraci Fe) voblasti pH < 5,5, kterd se kryje s odstranitelnosti COM
peptidi/proteinti. Pti koagulaci samotného kaolinu k jeho odstranéni v tomto rozsahu
pH nedochézi, viz obr. 23. Z vysledkt je dale patrné, Ze cca pfi pH > 5,5 jiz naopak
dochazi k naruSeni koagulace ak prudkému nartstu zbytkovych koncentraci DOC,
hodnot zdkalu 1Fe. Maximalnich hodnot zbytkovych koncentraci sledovanych
ukazatell je pak dosahovéano pti pH okolo 6. Mira naruseni koagulace pti pH okolo 6
je pak zavisla na pocate¢ni koncentraci COM peptidll a proteind. S rlstem pocatecni

koncentrace DOC v surové vodé dochdzi ke zvySovani zbytkovych hodnot jak zakalu
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(obr. 24), tak i zbytkovych koncentraci Fe (obr.25). Obdobné jako v pfipad¢ testa
se samotnymi COM peptidy/proteiny, viz kap. 4.3.2., je i v tomto piipadé koagulace
narusena tvorbou povrchovych Fe-peptidovych/proteinovych komplexti (mechanismus
je popsan v kap. 4.2.2.). Pii dal$im rastu pH nad hodnoty cca 6,5 je patrny opétovny
vyrazny pokles zbytkovych hodnot zakalu akoncentraci Fe. Naopak zbytkové
koncentrace DOC se jiz v oblasti pH > 6 prakticky neméni a zlstavaji pfiblizné
na hodnotach odpovidajicich oblasti tvorby Fe-peptidovych/proteinovych komplexii.
Ze srovnani kiivek popisujicich zbytkové koncentrace Fe, DOC a zbytkové hodnoty
zékalu je patrné, ze COM peptidy/proteiny se v oblasti pH cca 6,5 az 7,5 koagulace
prakticky neucastni a nemaji tak Zadny vliv na odstranéni kaolinovych ¢astic. V této
oblasti dochazi pouze k odstranéni zdkalu (COM peptidy/proteiny se neodstraiuji
vibec) a to mechanismem popsanym v kapitole 4.4.3.. S pH rostoucim nad hodnotou

cca 7,5 opét zbytkové koncentrace Fe i zakal nariistaji a koagulace se zastavuje.
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4 4 —— DOC L 80
'.‘: —0O— Fe
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Obr. 22 Zavislost zbytkové koncentrace DOC, Fe a kaolinu (hodnota zakalu) na hodnoté pH
(pogateéni DOC COM peptidii/proteinti 5 mg.1™)
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Obr. 23 Zavislost zbytkové koncentrace DOC a Fe pii koagulaci kaolinu v pfitomnosti COM
peptidi/proteint (DOC 8 mg.I'") a zavislost zbytkové koncentrace Fe pii koagulaci

samotného kaolinu na hodnoté¢ pH
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Obr. 24 Zavislost hodnot zbytkového zakalu na pH (pocatecni DOC COM peptidi/proteind
1-8 mg.1™)
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Obr. 25 Zavislost zbytkové koncentrace Fe na pH (pocatecni DOC COM peptidli/proteint
1-8 mg.I™")

Pro ovéteni vlivu davky koagulacniho €inidla byly provedeny i testy s davkou
Fe 14 mg.I". Surova voda byla tvofena demineralizovanou vodou s KNK upravenou
na hodnotu 1,5 mmol.l”, kaolinovymi  Céasticemi (frakce < 4 pum) aCOM
peptidy/proteiny o koncentraci 5 mg.I"" DOC. Srovnani vlivu davek na odstranéni COM
peptidi/proteint a zdkalu je patrné z obr. 26. Je ziejmé, ze zvySeni puvodni davky
na hodnotu 14 mg.l" nevede k nariistu G&innosti odstranéni peptidi/proteint. Vyssi
davka koagulantu zplisobuje pouze c¢astecné rozSiteni optimalni oblasti pH
pro odstranéni zbytkového Fe ze zhruba 6,5-7,5 pii davce koagulantu 7 mg.1" na 6-8.
Tento jev je zpusoben zménou poatetni koncentrace ionti OH aFe’™ (Stumm
a Morgan, 1996). ZvySeni davky koagula¢niho ¢inidla rovnéz vedlo k Castecnému
snizeni naruseni koagulace pii pH okolo 6. Davka Fe 14 mg.1" jiz umoznila ¢aste¢nou

koagulaci vzniklych Fe-peptidovych/proteinovych komplext.
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Obr. 26 Zavislost zbytkové koncentrace DOC a Fe na hodnot¢ pH adavce koagulacniho

¢inidla

4.5.2. Mechanismy koagulace COM peptidii/proteinii a kaolinové suspenze

Z vysledkii popsanych v predchozi kapitole 4.5.1. je patrné, ze dominantnim
mechanismem koagulace je adsorpce anabojova neutralizace. Tento mechanismus
se projevuje  predevS§im v oblasti ucfinné koagulace vSech slozek systému,
tj. pii pH <5,5. Za téchto reak¢énich podminek dochdzi nejen k elektrostatickym
interakcim mezi kladn€ nabitymi Zzelezitymi hydroxopolymery a zdporné nabitymi
kyselymi funkénimi skupinami COM peptidi/proteini, ale také k elektrostatickym
interakcim mezi kladn& nabitymi funkénimi skupinami (-NH3") téchto latek a zaporné
nabitymi casticemi kaolinu (Gregory, 2006; Pivokonsky a kol., 2011). Vedle téchto
elektrostatickych interakci mize dochéazet, ato iv pfipad¢ interakci stejné¢ nabitych
povrchi, k chemisorpci polymernich COM peptidll a proteinli na povrchu kaolinové
castice mechanismem tzv. chemical bringing modelu (LaMer a Healy, 1963; Adamson
a Gast, 1997; Birdi, 2003). Vyznam chemisorpce pii interakci kaolinovych ¢astic
s COM peptidy/proteiny neni mozné zcela kvantifikovat, je v§ak pravdépodobné, Ze jeji
vliv nebude nijak zasadni. Diivodem je skutecnost, Ze v oblasti pH > 6, kdy na povrchu
peptidii a proteinl prevazuje zaporny naboj a kaolinové ¢astice jsou také zaporné nabité,
k jejich interakcim nedochdzi (COM peptidy a proteiny se v této oblasti pH
nekoaguluji), viz nize. V pfipadé shodné nabitych kaolinovych ¢&astic 1 COM

peptidi/proteinii  se tedy s velkou pravdépodobnosti neuplatiiuje ani sdileni
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elektronovych part (kovalentni vazba) ani tvorba vodikovych mistkti. Hlavnim
mechanismem tak opét zlstavaji pfitazlivé elektrostatické interakce, které vedou
k postupné neutralizaci povrchového naboje kaolinovych ¢astic 1 peptidovych
a proteinovych fetézci anasledn€¢ umoziuji vznik nenabitych mikroagregati.
Vzijemnych interakci mezi Céasticemi pfitomnymi v systému mitize byt celd fada.
Castice kaolinu mohou interagovat, pomineme-li jejich vzajemné plisobeni,
jak s ¢asticemi zeleza tak 1 s polymernimi peptidy a proteiny. Obdobné 1 interakce COM
peptidi/proteinii mohou smétovat nejen k Fe-hydroxopolymertim, ale také k ¢asticim
kaolinu. Na zéklad¢ téchto skutecnosti je vysoce pravdépodobné, ze v oblasti pH < 5,5
bude hrat, obdobné¢ jako pii interakcich COM peptidii a proteinti s hydratovanymi oxidy
zeleza (kap. 4.3.3.), vyznamnou roli mechanismus patch modelu (Gregory, 2006),
kdy se kladné nabité funkéni skupiny na povrchu peptidii a proteinti poutaji k zdporné
nabitym ¢asticim kaolinu. Takto na povrchu kaolinovych ¢astic vazané peptidy
a proteiny zaroven mohou interagovat svymi zaporné nabitymi funkénimi skupinami
s kladn¢ nabitymi Fe-hydroxopolymery. Postupné tak vznikaji konglomeraty
kaolinovych ¢astic s peptidy/proteiny a Fe-hydroxopolymery. Pfi vzajemné srazce
téchto konglomeratti dochdzi soucasné k upevnéni opacné nabitych ploch na povrchu
jinych obdobné formovanych castic (obr. 27). Prestoze tento model koagulace plné
popisuje koagulaci kaolinovych ¢astic i COM peptidi/proteinti pomoci hydrolyzujicich
koagulacnich ¢inidel, je tfeba zminit i n€které dal$i mechanismy, které na koagulaci
v této oblasti pH mohou mit vliv. Jedna se pfedevSim o polymer bridging zptuisobeny
stérickymi interakcemi (Gregory, 2006; Pivokonsky a kol., 2011).

Pti pH okolo 6 dochazi k ptednostni tvorbé Fe-peptidovych/proteinovych
komplexi mezi rozpusténym ¢i mikrokoloidnim Fe a —-COOQO" funkénimi skupinami
na povrchu peptidd a proteinti, viz kap. 4.2.2.. Fe ionty jsou tak vazany v organické
hmot¢ aneucastni se koagulacnich procest aiinterakce mezi peptidy a proteiny
na jedné strané a kaolinovymi ¢asticemi na stran€é druhé je vzhledem ke klesajicimu
mnozstvi kladn¢ nabitych funkénich skupin malo pravdépodobna (Bernhardt a kol.,

1985; Pivokonsky a kol., 2006, 2012; Takaara a kol., 2007).
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ADSORPCE
ANABOJOVA
NEUTRALIZACE

castice kaolinu

Obr. 27 Koagulace adsorpci COM peptidi/proteint  na povrchu kaolinovych ¢astic

a nabojovou neutralizaci Fe-hydroxopolymery

Pii pH mezi 6 a8 je kaolin koagulovan siranem Zelezitym mechanismem
nabojové neutralizace, viz kap. 4.4.3., a proteiny se jiz koagulace netcastni. Divodem
absence proteinll v této oblasti koagulace jsou pravdépodobné jiz znamé elektrostatické
repulze mezi zédporn¢ nabitymi kaolinovymi ¢asticemi a —COQO" skupinami, které v této
oblasti pH zna¢n¢ dominuji nad skupinami kladn€¢ nabitymi. S dal§im ristem pH
nad hodnotu 8 dochdzi ikrepulznim interakcim mezi kaolinovymi c¢asticemi
a aniontovou formou zelezitych hydroxopolymert, tj. [Fe(OH)4], ktera je v této oblasti

pH dominantni formou vyskytu Fe, viz kap. 4.4.3..
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5. Zavér

Bylo prokazéano, Ze nékteré peptidy a proteiny produkované sinici Microcystis
aeruginosa maji schopnost tvorby rozpustnych povrchovych komplexii se zelezem
pouzivanym jako koagula¢ni ¢inidlo. Jako komplexotvorné byly izolovany peptidy
a proteiny s MW 1; 2,8; 6; 8; 8,5; 10 a 52 kDa. Dale bylo prokdzano, ze mira tvorby
Fe-peptidovych/proteinovych komplexii Gizce souvisi s hodnotou disociani konstanty
karboxylové skupiny vazané na povrchu COM peptidi a proteinl, respektive
s hodnotou pH. Hodnota pH ovlivituje nejen disociaci —COOH skupiny, ale ma také
zésadni vliv na formy vyskytu Fe’ iont. Maximalni vazebna kapacita peptidii/proteint
(BC > 1,2 mmol.g™") byla zjisténa v oblasti pH 6-7, kdy jsou umoznény elektrostatické
interakce vedouci ke vzniku koordinacni vazby mezi disociovanymi karboxylovymi
skupinami na povrchu fetézcl peptidi a proteinli a pozitivné nabitymi povrchovymi
skupinami Zelezitych hydroxopolymeri a hydratovanych oxidi zeleza.

Dale bylo prokazano, ze se zménami nabojovych charakteristik COM
peptidi/proteini a Fe-hydroxopolymerti a hydratovanych oxidi se v zavislosti na pH
meéni 1vzajemné mechanismy interakci mezi témito latkami. Pfi hodnoté pH < 4,
kdy peptidy/proteiny i produkty hydrolyzy Zzeleza nesou kladny naboj, v dasledku
elektrostatickych repulzi koagulace prakticky neprobiha. Naopak nejvyssi ucinnosti
koagulace je dosahovano pii pH vrozmezi 4 az 6, kdy peptidy/proteiny nesou
jiz  dostatecné mnozstvi  disociovanych  karboxylovych  skupin (-COQ)
a Fe-hydroxopolymery maji zna¢ny kladny naboj. V oblasti slabé kyselého pH (oblast
pH 6-7) je pribéh koagulace zna¢né ovlivnén tvorbou Fe-peptidovych/proteinovych
komplexti. Tyto komplexni slouceniny vznikaji jiz voblasti pH cca 6-8,
kde je dominantnim mechanismem koagulace adsorpce. U¢innost koagulace adsorpci
je tizce zavisla na poméru koncentraci peptidovych/proteinovych COM/Fe. Pfi nizkém
pomeéru, kdy je ucinnost koagulace vysokd, dochazi k tvorbé mezic¢asticovych mustka
popisovanych mechanismem elektrostatického patch modelu. Naopak pii vysokém
poméru COM/Fe muze silnd adsorpce COM na celém povrchu c¢astic hydratovanych
oxidli Fe vést k jejich stérické stabilizaci a inhibici koagulace. Pti pH > 8, kdy nesou
peptidy/proteiny jiz vysoky zaporny naboj aformy Zeleza postupné piechazi
do aniontové podoby, probihaji mezi témito Casticemi elektrostatické repulze
a koagulace se zastavuje.

Obdobn¢ ivzijemné interakce COM peptidi/proteind, kaolinovych castic

a produktti hydrolyzy zeleza jsou, v zavislosti na hodnoté pH, ovlivnény predevSim
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nabojovymi poméry. Bylo zjist€no, Ze pii pH vrozmezi 4-5,5 peptidy/proteiny
ptispivaji ke koagulaci kaolinovych ¢astic mechanismem néabojové neutralizace
aadsorpce. Pifi pH 6,5-7,5 se jiz peptidy/proteiny koagulace netcastni a kaolin
je odstranén mechanismem adsorpce na hydratovanych oxidech Fe.

Pfi optimalnich reak¢nich podminkach (pH 5) jsou koagulaci zcela odstranény
pouze vysokomolekuldrni peptidy aproteiny (MW > 10kDa). K odstranéni
nizkomolekuldrnich peptidi/proteini nedochazi. Pfi pH v oblasti nizké uc¢innosti
koagulace (pH 8) nebyly odstranény téméf zadné peptidy a proteiny. Pfi hodnoté pH
nejvyssi vazebné kapacity Fe peptidi/proteint (pH = 6,2) byly po koagulaci
identifikovany témét stejné peptidy/proteiny jako pii izolaci komplexotvornych
peptidi/proteinti afinitni chromatografii (MW 1; 2.8; 6; 8; 8,5; 10 a 52 kDa). Tato
skutecnost potvrzuje hypotézu, Ze v této oblasti je dominantnim mechanismem inhibice

koagulace vznik Fe-peptidovych/proteinovych komplexd.
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6. Prakticky vyznam vysledkii prace

Z vysledku prace plyne, Ze odstranitelnost COM peptidii/proteind je Uizce zavisla
na hodnoté pH. V Upravarenské praxi je koagulace béZzné provadéna pii hodnoté pH
okolo 7 (hodnoty se mohou ¢astecné lisit v zavislosti na pouzitém koagulacnim ¢inidle
a charakteru surové vody). Neutralni oblast pH (pH 6,5-7,5) je obvykle vhodna
pro upravu zakalenych vod (Hall a Packham, 1965), coz dokazuji i vysledky uvedené
v kap. 4.4.2.. Pro odstranovani pfirodnich organickych latek je jiz obvykle vyhodné,
opct v zavislosti na jejich charakteru apouzitém koagulacnim Ccinidle, snizit pH
do oblasti okolo 6. Z vysledkl této prace je patrné, ze peptidova/proteinova slozka
COM ma maximalni G¢innost odstranéni dokonce pii pH v rozsahu 4-6 (viz kap. 4.3.2.).
Toto zjisténi odpovida poznatkiim i dalSich praci, podle kterych jsou rozpusténé
organické latky nejucinngji odstranitelné pii pH v rozsahu 5-6,5 (n€kdy dokonce i <5)
(Edzwald akol., 1982; Edwards a Amirtharajah, 1985; Gregor akol., 1997; Duan
a Gregory, 2003; Pivokonska a Pivokonsky, 2007; Pivokonska a kol., 2008; Pivokonsky
a kol., 2008, 2009a, b, 2012). Skutecnosti je, ze v této oblasti pH se obvykle v praxi
uprava pitné vody spiSe neprovadi. Dlivodem jsou predevsim obavy o zvySeni
zbytkovych koncentraci hliniku ale 1izeleza v upravené vodé, ato predevSim
pii odstranovani huminovych latek mechanismem neutralizace jejich povrchového
naboje. V ptipadé vyskytu produktl sinic a fas je vSak vyrazné snizeni pH do oblasti
pod 6 nezbytnym predpokladem jejich u€inného odstranéni. Z tohoto divodu
je vyhodné k odstranovani peptidovych/proteinovych COM pouzit Zelezita koagulacni
¢inidla, ktera poskytuji dostatek kladné¢ho naboje nutného k elektrostatickym interakcim
s —COQO" skupinami i v oblasti pH okolo 4-5 (Pivokonsky a kol., 2009a, b). Pti pH 6-8
se zacind uplatiiovat mechanismus elektrostatického patch modelu, ktery je ucinny
pouze piimalém poméru DOC COM peptidi/proteini a Fe (COM/Fe <0,33).
Pii poméru COM/Fe > 0,33 naopak dochéazi k inhibici koagulacnich procesu
mechanismem stérické stabilizace (viz kap. 4.3.3.). Nizkd Gc¢innost koagulace v oblasti
4.2.2.,45.1. a4.5.2.), které vazi znacnou Cast zeleza obsazené¢ho v hydrolytickych
produktech koagula¢niho Cinidla. Takto vazané zelezo se nemulze efektivné zucastnit
koagulace. Naopak v oblasti maximalni G¢innosti koagulace peptidovych/proteinovych
COM (pH okolo 5) k tvorbé téchto komplext prakticky nedochézi.

Dal$im moznym problémem upravy vody s obsahem peptidovych/proteinovych

COM muze byt skutecnost, Ze na tyto latky neni optimalizovana davka koagulacniho
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¢inidla. Ta je velmi Casto optimalizovana na zakal a nebo na koncentraci organickych
latek vyskytujicich se ve vodé v pritb&hu celého roku (huminové latky). Sinicové COM
jsou ale v naSich klimatickych podminkach obvykle sezonni zalezitosti a jsou tak velice
Casto pri optimalizacich koagula¢nich procesti opomijeny, ato ipiesto, ze v dobé
rozvoje vodniho kvétu mohou tvofit dominantni podil organickych latek obsazenych
v surové vodé (Pivokonsky akol., 2011). V ptipadé¢ vyskytu sinicovych COM neni
hlavnim problémem ani tak narist koncentrace organickych latek (ten ostatné ani vzrist
nemusi, protoze pravé v letnich mésicich byvaji naopak koncentrace huminovych latek
na relativné nizké trovni), ale zasadni je predevS§im zména jejich charakteru
(molekulovd hmotnost, nabojové poméry atd.). Tato zména pak obvykle vede
k problémim diskutovanym v uvodnich kapitoldch této prace. Dochdzi k nartstu
zbytkovych koncentraci DOC, Al/Fe, snizeni uCinnosti filtrace, nartistu DBPs atd.
Reseni této situace je mozné, viz kap. 4.3.2. a4.5.1., pouze zménou reakéniho pH
do oblasti 4-6, kde se za¢ne uplatiovat mechanismus nébojové neutralizace COM
peptidi/proteintt  Fe-polyhydroxokomplexy. V této oblasti pH navic dochazi
v pritomnosti peptidovych/proteinovych COM ik velmi G¢innému odstranéni zdkalu
1 zbytkového zeleza, jak bylo prezentovano v kap. 4.5.1., a upravena voda tak dosahuje
vysoké kvality.

Zavérem je, bohuzel, nutné konstatovat, Ze v praxi jsou problémy s vyskytem
sinicovych COM velmi ¢asto feSeny prostym zvySenim davky koagulacniho ¢inidla,
coz vSak samo o sob¢ je krok naprosto nedostacujici a bez zdsadni zmény reak¢nich
podminek vyplyvajici z charakteru sinicovych COM (ostatné¢ to plati pro vSechny

organické latky) nema opodstatnéni.
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7. Seznam pouzitych zkratek a symbolii
o, — relativni povrchovy naboj (mmol. g™

AC (Activated Carbon) — aktivni uhli

AOM (Algal Organic Matter) — organické latky produkované fytoplanktonem

BC (Binding Capacity) — vazebna kapacita

¢1— mnozstvi Fe po filtraci 0,22 pm membranovym filtrem (mmol.I™")

¢>— mnozstvi Fe po ultrafiltraci ultrafiltraéni membranou Plac 1000 Da (mmol.1™)

COM (Cellular Organic Matter) — celularni organické latky

DAD (Diode Array Detector) — detektor s diodovym polem

DAF (Dissolved Air Flotation) — flotace rozpusténym vzduchem
DBPs (Disinfection By-Products) — vedlejsi produkty desinfekce vody
DCAA (Dichloroacetic Acid) — kyselina dichloroctova (CHCl,COOH)
DCAN (Dichloracetonitrile) — dichloracetonitril

DOC (Dissolved Organic Carbon) — rozpustény organicky uhlik
DOCyp — rozpustény organicky uhlik neproteinovych latek

DOC5 — rozpustény organicky uhlik proteinovych latek

DOCr — celkovy rozpustény organicky uhlik

EOM (Extracellular Organic Matter) — extracelularni organické latky
G- stiedni gradient rychlosti (s™)

GAC (Granular Activated Carbon) — granulované aktivni uhli

GSM — geosmin (trans-1,10-dimetyl-trans-9-decalol)

HAAs (Haloacetic Acids) — halogenderivaty kyseliny octové

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) — vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPSEC (High Performance Size Exclusion Chromatography) — vysokou¢inna velikostné

rozde€lujici chromatografie

IC (Inorganic Carbon) — anorganicky uhlik

IEF (Isoelectric Focusing) — izoelektricka fokusace

IOM (Intracellular Organic Matter) — intracelularni organické latky
KNK - kyselinova neutraliza¢ni kapacita

KNK, 5 — celkova kyselinova neutralizacni kapacita

m —navazka kaolinu (g)

MCAA (Monochloroacetic Acid) — kyselina chloroctova (CH,CICOOH)
MC-LR — microcystin-LR (L — leucin, R — arginin)

MIB - 2-metylisoborneol

MW (Molecular Weight) — molekulova hmotnost

MX (Mutagen X) — (3-chlor-4-(dichlormetyl)-5-hydroxy-2(5H)-furanon)
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n — rozdil ktivky slepé titrace a titrace kaolinové suspenze (mmol)

NDMA (Nitrosodimethylamin) — nitrosodimetylamin

NOM (Natural Organic Matter) — pfirodni organické latky

PAC (Powdered Activated Carbon) — praskové aktivni uhli

PACI - polyaluminiumchlorid

pHxen — pH nulového bodu naboje

p! (Isoelectric Points) — izolelektrické body

pK, — kyselinova disociacni konstanta

Re — Reynoldsovo ¢islo

RNA (Ribonucleic Acid) — ribonukleova kyselina

SOM (Surface-bonded/Surface-retained Organic Matter) — organické latky vazané na povrchu
bun¢k

T&O (Taste and Odor Compounds) — slouceniny zpasobujici nepiijemny zapach a negativné
ovliviiyjici chutové vlastnosti vody

t — ¢as (min)

TC (Total Carbon) — celkovy uhlik

TCAA (Trichloroacetic Acid) — kyselina trichloroctova (CCl;COOH)

THMs (Trihalogenmethanes) — trihalogenmetany
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