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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva koagulaci huminovychkléktl) a proteinu BSA (Bovine
Serum Albumin), ktery reprezentuje proteinovou klioAOM (Algal Organic Matter —
latky produkované sinicemiiasami). Studovany jsou také vzajemné interakce IBISA
béhem koagulace. Bylo zji&o, Ze pro odstrani huminovych latek je ptebna podstatn
vySSi davka koagutaiho cinidla nez pro stejné mnozstvi BSA. NejvySsiindosti
koagulace bylo pro ablatky dosazeno v oblasti mérkyselého pH, hlavnimi mechanismy
jsou patrig nabojova neutralizace a adsorpce. Za optimalnadimpnek bylo dosazeno
odstrarni az 70 % huminovych latek a az 80 % proteinueB@# ukazalo, Zeripomnost
BSA piiznivé ovliviiuje koagulaci HL (znatethsniZzuje patebnou davku koagutaiho
¢inidla) a naopak, ixemz protein BSA byl vzdy odsttavan s vyssi &innosti nez HL.
Bylo prokazano, Zze mezi organickymi latkami dochéivzajemnym interakcim, a tof{(p
urcitych hodnotach pH) i bezasti koagulaniho cinidla. Podili se na nich patrzejména
hydrofobni efekt a tvorba vodikovychistki. Interakce jsou sikhzavislé na hodnétpH,
ktera je udujici pro nabojové charakteristiky danych latek.sz@vnani BSA se sinicovymi
proteiny vyplyva, Ze jejich chovantigkoagulaci je obdobné a BSA se tak jevi jako vieoodn
modelova latka zastupujici proteinovou slozku AGMo zejména jeji vysokomolekularni

frakci.

Kli ¢ova slova

BSA (Bovine Serum Albumin); huminové latky; intecakNOM (girodnich organickych

latek); koagulace; sinicové proteiny.



Abstract

This diploma thesis is focused on coagulation ahitusubstances (HS) and BSA (Bovine
Serum Albumin) protein which was chosen as a remtasive of proteins contained
in AOM (Algal Organic Matter). Additionally, posd# interactions between these
compounds were also investigated. It was found thatoptimal dosage of coagulant
is much higher for HS compared to BSA. The bestoreahof both HS and BSA was
reached in slightly acidic pH range and it is htited mainly to charge neutralization
and adsorption mechanisms. The maximum removalwage70 % for humic substances
and 80 % for BSA. The results show that BSA hagstpe effect on coagulation of HS
(resulting in a lower coagulant demand) and vicesaevhile BSA was removed more
efficiently than HS. The existence of interactidmetween BSA and humic substantces
during coagulation was demonstrated in certain @hfjes and it can occur even without
the presence of coagulant. These interactionsighdyndependent on pH that determines
charge properties (and hence reactivity) of orgamiatters. Finally, the comparison
of BSA and cyanobacterial proteins shows that thefravior during coagulation is similar.
Consequently, BSA can be used as a model compoepiesenting AOM proteins,

especially their high molecular weight fraction.

Keywords

BSA (Bovine Serum Albumin); humic substances; NOMatlural Organic Matter)

interactions; coagulation; cyanobacterial proteins.



1 Uvod a cil prace

V povrchovych vodnichétesech se dzn¢ vyskytuji girodni organickeé latky (NOM
- Natural Organic Matter)azného fivodu a vlastnosti (Sharp a kol., 2006). Velky podil
zpravidla tvaéi huminové latky (HL) (Marhaba a Van, 2000; Lin alk 2014).
Zanedbatelny neni také obsah latek, které jsouummdiny khem Zivota a odumirani
sinic afas (AOM - Algal Organic Matter) (Her a kol., 2004,to0 zejména sez6&n
v souvislosti s eutrofizaci vod (Cheng a Chi, 2008)kacast AOM (az 65 %) je twvena
peptidy a proteiny (Pivokonsky a kol., 2006, 20133dle se na slozeni AOM podileji fap
polysacharidy, aminocukry, aminokyseliny a enzymiya(kol., 2012).

Pro vyrobu pitné vody jeffiomnost organickych latek nezadouci, a takoiika
duvodi. Bechem hygienického zabezfmni vody pomoci chloru vznikaji reakcemi s NOM
zdravi Skodlivé latky, tzv. desinfection by-produiect DBPs (Jung a kol., 2005; Yang
a kol., 2015). U mnoha z nich byly prokadzany kawmgenni nebo genotoxickétiaky
(Richardson a kol., 2007). Organickeé latky takérgbp organoleptické vlastnosti vody
(Matilainen, 2010). Dale mohou &gobovat technologické problémyi mekterych fazich
Gpravy (Carroll a kol., 2000; Her a kol, 2004) nebdistribwtnim systému vody (Volk
a kol., 2000; Jung a kol., 2005). AOMa#e navic obsahovat toxiny (Chow a kol., 1999;
Harada, 2004)¢asto hepatotoxické (Prakash a kol., 2009) nebootexické (Rositano
a kol., 2001).

BéZnou metodou Upravy vody vyuZivanou i pro odsiva@ni NOM je koagulace
ve spojeni s naslednou sedimentaci, filtraci (Jargl., 2005; Matilainen a kol., 2010),
piipadré flotaci (Henderson a kol.,, 2008b). Koagulace oidamch latek je zaloZena
na interakcich s koagwaimi ¢inidly. Tradicnimi a &zn¢ vyuzivanymi jsou hydrolyzujici
soli hliniku nebo Zeleza (Matilainen a kol., 201€yo &innou koagulaci je nezbytné
vhodné nastaveni paramgtjako je davka koagutaiho cinidla a pH, picemZ optimalni
hodnoty se mohou liSit v zavislosti na sloZzeni arakteru NOM (Volk a kol., 2000; Sharp
a kol., 2006). S uvedenymi reami podminkami souvisi také to, jaké mechanismy
koagulace se upbatji (Duan a Gregory, 2003). Dochazeilza patri i k interakcim mezi
jednotlivymi sloZzkami NOM (Tian a kol., 2013; Myatkol., 2014; Wang a kol., 2015).

Razné typy NOM jsou v laboratornich studiich mnohdgprezentovany
modelovymi latkami (Kim a Dempsey, 2013; Tian a.k@013). Vedle lepSi dostupnosti
jsou vyhodou také jasrdefinované charakteristikg¢ahto latek. V této praci je proteinova
slozka AOM zastupovana proteinem BSA (Bovine Serédibumin). Jako latku



reprezentujici NOM vyuziva BSA napHer a kol. (2003), Mo a kol. (2008), Hashino
a kol. (2011), Jiao a kol. (2015).

Cilem této diplomové prace je:

1) Stanovit optimalni parametry koagulace huminovyéhtek, proteinu BSA
a kombinacegchto latek.

2) Ur¢it, zda dochazi k interakcim mezi huminovymi latkaarBSA. Popsat, jak
piipadné interakce ovliwji U¢innost koagulace a jaké mechanismy se na nich
mohou podilet.

3) Srovnat chovani BSAfpkoagulaci s chovanim AOM, zejména se sinicovymi
proteiny. Posoudit, zda je BSA vhodnou modelovotkoa dostatené

reprezentujici proteinovou slozku AOM.



2 Literarni p Fehled

2.1 Organické latky v povrchovych vodach

Organické latky (NOM) sefpozere vyskytuji v povrchovych vodnich zdrojich.
Jedna se o heterogennié&ntatek stiznymi vlastnostmi, které se liSi v zavislosti nasghi
i éase (Marhaba a Van, 2000; Sharp a kol., 2006). d&j\podil je zpravidla ti@n
huminovymi latkami (HL) (Marhaba a Van, 2000; Lirkal., 2014), vyznamnou sloZkou
NOM jsou také produkty metabolickych progesinic aras (AOM), jejichz dynamicky
rozvoj mize zmsobovat velké vykyvy ve kvaditvody (Leloup a kol., 2013). Koncentrace
NOM v povrchovych vodach seiani, jako obvyklé jsou uv&dy hodnoty v rozmezi
1-5 mg.I' DOC (McDonald a kol., 2004) a? 2-15 mf.DOC (Volk a kol., 2000).
V pribéhu roku mnoZstvi NOM ve ve@dcéasto velmi kolisa i vramci jedné lokality,
maximalni koncentrace mohou dosahovat az nasdokcentraci minimalnich (Sharp
a kol., 2006).

2.1.1 Huminové latky

Huminové latky v povrchovych vodachéame tvori 50-65 % NOM (Marhaba
a Van, 2000; Lin a kol., 2014). Vznikajiifggmeénou oduniielého organického materialu
(McDonald a kol., 2004) a typicky #pobuji Zluté az hwé zbarveni vody (Lu a kol.,
1999). HL jsou heterogenni &1 organickych makromolekul, kterou Izeglid
na nasledujici slozky: fulvokyseliny, huminové Kysga huminy (Jones a Bryan, 1998).

Fulvokyseliny (FA - Fulvic Acid) jsou rozpustné ve vogii celé Skale pH (Jones
a Bryan, 1998) a v povrchovych vodach jsou neje@stoupenou slozkou HL (Lin a kol.,
2014).Huminové kyseliny (HA - Humic Acid) maji oproti fulvokyselinam hydiabnejSi
charakter (Domany a kol., 2002), podil hydrofobmaikE€e byl stanoven az na cca 94 %.
S tim koresponduji vysoké hodnoty SUVA (7,4 fmmg?), coZ sedi o velké aromaticit -
HA maji aromatit¢jSi charakter nez FA (Rodriguez a kol., 2014). ¥dtgm prosedi
(pod pH 2,0) jsou HA nerozpustné (Jones a Brya®8L9FA maji menSi molekulovou
hmotnost nez HA, hodnoty se ale proidbto frakce HL pohybujiadow v jednotkach
kDa. Huminy nejsou ve voé rozpustné B zadné hodnaét pH (Jones a Bryan, 1998;
Domany a kol., 2002; McDonald a kol., 2004).

Presné stanoveni chemické struktury HL je obtiZzné&lazznamé nejsou ani

mechanismy vzniku huminovych latek, existujié¢dzakladni teorie: 1) tvorba HL
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rozkladem ligninu z odubelych rostlin a 2) vznik HL polymerizaci nebo
kondenzaci nizkomolekularnich latek pochéazejicidegradace organického materialu.
Oba zmhované procesy mohouiggmé probihat simultanh HL patrre do jisté miry
odrazeji strukturu vychozich organickych latek (Meci2ld a kol., 2004). V prvkovém
sloZeni pevazuje uhlik, kyslik a vodik, iie se vyskytovat dusik, fosfor, sira (Jones
a Bryan, 1998). Fulvokyseliny maji oproti huminovykyselindAm niz8i obsah uhliku
a naopak vyssi obsah kysliku (Baigorri a kol., 20@becr jsou huminoveé latky tvi@ny
alifatickymi i aromatickymi Useky, obsahuji velkéhazstvi kyslikatych funknich skupin,
zejména karboxylové a fenolové (Jones a Bryan, ;1888iéchi a kol., 2008). Vzhledem
k obsahu &chto ionizovatelnych skupini@vaZzuje u HL @i pH nad hodnotu 4,0 zaporny
naboj (Duan a Gregory, 2003). Konformace huminovgtek vykazuje zeny v zavislosti
na pH, koncentraci vlastnich HL, iontové sile réztoAgregace HL je podporovandi p
klesajicim pH, rostouci koncentraci HL a velké awd sile. Huminové latky jsou schopny
tvorit supramolekularni struktury fipadré micelarni struktury (McDonald a kol., 2004).
Zmeny v konformaci HL nastavaji také diky interakcirdaSimi latkami (Siéliéchi a kol.,
2008).

2.1.2 AOM

U povrchovych vodnich zdrbjje v sodasné dob v souvislosti s eutrofizaci hajn
pozorovan rozvoj sinic &as, coz vede kiffomnosti zvySeného mnozZstvi jejich produkt
(AOM) ve voct. Dochazi tak ke zemam v koncentraci i charakteru NOM (Cheng a Chi,
2003). Mezi velmiasto se vyskytujici sinice gahag. zastupci rodilicrocystis(Jurczak
a kol., 2005; Li a kol., 2012).

AOM je riznorod& srés latek, obsahuje nappeptidy, proteiny, aminokyseliny,
enzymy, polysacharidy, aminocukry, toxiny atd. é.kol., 2012). AOM se &i na EOM
(Extracellular Organic Matter) a IOM (Intracellul@rganic Matter). EOM je produkovan
béhem zivota danych mikroorganisnv disledku jejich metabolickych prodesiOM je
oznaeni pro material vznikajici odumiranim organis(iakaara a kol., 2007).dKdy je
jako dalSi kategorie uvad material zadrZzovany na povrchu Bkin(Surface-retained
Organic Matter — SOM) (Takaara a kol., 2010).

Produkce AOM se liSi v zavislosti na druhu a takédisi Zivotniho cyklu
organismu (Pivokonsky a kol., 2006; Henderson a, i28108a; Leloup a kol., 2013). Ten

sestava zetyi fazi. Délka jejich trvani se ime pro fizné druhy liSit, ale mibch je
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obdobny. P&ateini lag faze, kdy dochazi k adaptaci organismu mnaé darostedi, je
nasledovana exponencialni fazéhbm které se populace velmi rychle rfsta. Poté se
Z davodu ubytku Zivin v progedi prudky rozvoj zastavi a velikost populace abikzuje —
nastava stacionarni faze. Cyklus je zalemnfazi apadku, kdy dochazi k odumirani &un
danych organisih MnoZstvi vznikajicich organickych latek (OL) s¢ednotlivych fazich
meéni. Vyrazré stoupa i exponencialni fazi a maxima dosahuje ve staciinfzi, i
které jsou OL uvalovany jednak viksledku metabolické aktivity Zijicich organi@m
jednak lyzou buék. Ve fazi upadku pak mira produkce OL ébgklesa, organismy
odumiraji a metabolick& aktivita je utlumena (Lgdaukol., 2013).

V z4vislosti na druhu aistové fazi organismu sedm nejen mnoZstvi, ale také
charakter AOM. Nap sinice obsahuji vice proteinoveé slozky oprotenginrasam. IOM
obecrt obsahuje vice proteinové slozky nez EOM. Nezavisée druhu byl Bhem
Zivotniho cyklu pozorovan rostouci podil protein®iézky EOM. Celkow ale ve sloZeni
EOM pievaZzuji latky neproteinového charakteru, zejménaosacharidy, oligosacharidy
a polysacharidy (Pivokonsky a kol., 2006).

Charakter AOM je fevazrie hydrofilni. Dominantni podil hydrofilni frakce byl
prokazan uiznych druli mikroorganisni pro IOM i EOM. U IOM byl stanoven cca
na 90 %, pro EOM odro niZsi, cca 60-70 %. Hydrofobni frakce u I@Mi kolem 10 %,

u EOM cca do 30 %. Pouze malast AOM je transfilni (pod 10 %) (Li a kol., 2012;
Pivokonsky a kol., 2014). Pro AOM jsou typické rézkodnoty SUVA, které se miisi

v zavislosti na druhu a fazi zivotniho cyklu organu, pohybuji se cca v rozmezi 0,1-1,8
l.m™mg*. Tyto hodnoty odpovidaji hydrofilnimu (Pivokonslky kol., 2014) a malo
aromatickému charakteru (Her a kol., 2004; Hendermsdkol., 2008a). AOM obsahuje
latky o iznych molekulovych hmotnostech a jsou patrné rgadizi jednotlivymi druhy.
Napt. AOM Microcystis aeruginosabsahuje 55% podil OL nad 30 kDa a 38% podil pod
1 kDa,Chlorella vulgaris62% nad 30 kDa a 30% pod 1 kD¥esterionella formos&% nad

30 kDa a 81% pod 1 kDaylelosira sp.28% nad 30 kDa a 53% podil pod 1 kDa
(Henderson a kol., 2008a).

2.1.2.1 Proteinova slozka AOM
Proteinova slozka twd podstatnowdst IOM i EOM. Jeji podil na sloZzeni IOM
sinic ¢ini 50-65 %, nap cca 50 % proAnabaena flos-aquyacca 65 % praMicrocystis

aeruginosa U zelenychras byl stanoven podil proteinové slozky na IOM nizéa 30 %
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pro Scenedesmus gadricaudRivokonsky a kol., 2006), podobmpro Chlamydomonas
geitleri (Pivokonsky a kol., 2014). U EOM zavisi mnozstWisahu protein na fazi
Zivotniho cyklu organismu, éhem kterého se zvySuje. U sinidn@baena flos-aqua,
Microcystis aeruginosadosahuje ve stacionarni fazi podil proteinovélgiona EOM cca
30 %, utas Scenedesmus gadricajdeca 20 %. AOM obsahujaizné druhy proteiin
o molekulovych hmotnostech (MH) v rozmezi jednaaékstovek kDa, iixxemzZ proteinoveé
slozeni IOM a EOM se liSi. N&apz IOM Anabaena flos-aquayly izolovany proteiny
o molekulovych hmotnostech kolem 18, 73, 190, 36{ta nez 900 kDa, z EOM proteiny
s MH 18 kDa a vice nez 900 kDa. |IOMicrocystis aeruginosabsahuje proteiny o MH
21, 85, 234, 359, 470, 900 kDa, EOM proteiny kolrkDa a vice nez 900 kDa. V IOM
Scenedesmus gadricaudgly stanoveny proteiny s MH 16, 73, 223, 900 kD& OM
kolem 16 kDa (Pivokonsky a kol., 2006). Sipthem Zivotniho cyklu mikroorganisim
stoupa diverzita protein v EOM (Pivokonsky a kol., 2014). tRné hodnoty
izoelektrickych bod pro proteiny obsazené v AOM &l¢i o rozdilnych nabojovych
charakteristikach jednotlivych protéinale nad pH 4,0 obeémievazuje zaporny naboj
(Pivokonsky a kol., 2012).

2.2 Organickeé latky p¥i Gpravé vody

2.2.1 Divody odstraiiovani organickych latek

Pritomnost NOM ve vo# negativie ovliviiuje jeji organoleptické vlastnosti (barvu,
chw’, zapach) (Matilainen, 2010). Organické latky dilaguji jako prekurzory vzniku
zdravotrg zavadnych latekdhem hygienického zabezfani (tzv. desinfection by-products
- DBPs) (Bolto a kol., 2002; Jung a kol., 2005piipadc AOM je navic problematicky
obsah sinicovych toxin (Harada, 2004). NOM mohou také podporovat usir
mikroorganisni ve vodnim distribénim systému (Volk a kol., 2000) a komplikovat
nékteré metody Upravy vody. Zaiifpmnosti NOM bylo pozorovano napzanaseni
membran (Carroll a kol., 2000; Her a kol., 2004hbméontongnica (Bolto a kol., 2002).
V piipact dccistovani vody pomoci aktivniho uhli je nezadouci kotigge NOM
s latkami, které maji byt touto technologii prim&odstragny (Rodriguez a kol., 2014).
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2.2.1.1 DBPs

Ke vzniku vedlejSich produkt hygienického zabezpeni vody dochazi
za @itomnosti organickych latekéhem chlorace, ifjpadré chloraminace (Marhaba a Van,
2000; Yang a kol., 2015) nebai plesinfekci vody pomoci bromu (Pu a kol., 2013)ldC
je obvykly pro hygienické zabezgmni pitné vody (Marhaba a Van, 2000), brom je
pouzivan nap pro desinfekci bazé&n(Pu a kol., 2013). DBPs zahrnujikolik stovek latek
(Yang a kol., 2015), fiitemZz mnoho z nich ma Skodliv&tiaky na zdravi, zejména

karcinogenni nebo genotoxické (Richardson a k6D;72.

Mezi vyznamné skupiny DBPs pat

- trihalogenmethany (THMsjMarhaba a Van, 2000; Yang a kol., 2015), inap
chloroform (CHC4), bromoform (CHBg), bromdichlormethan (CHBr¢),
dibromchlormethan (CHBEI) (Marhaba a Van, 2000)

- N-nitrosodimethylaminy (NDMAS) (Yang a kol., 20115;a kol., 2012)

- halogenoctové kyseliny (haloacetic acids - HAAsapn kyselina bromoctova
(CzH3Br0O,), dibromoctova (@H,Br,0,), chloroctova (@HsClO,), dichloroctova
(C2H2CI,0,) (Richardson a kol., 2007)

- halogenované acetonitrily (HANs), rapdichloracetonitril (GH.NCI;) nebo
dibromacetonitril (GH.NBr;) (Pu a kol., 2013)

- halogenované furanony, nagMCA (C4;H.Cl,03), MX (CsH3Cl303) (Zheng a kol.,
2015).

Existuje ale celd&ada dalSich DBPs,figemz jejich @inky na zdravi v mnoha
piipadech nejsou znamy (Richardson a kol., 2007).2€ivd vznikajicich DBPs je id&mé
koncentraci NOM ve vag nag. potenciél pro tvorbu THMs&em chlorace dosahuje
desitek pg na mg DOC, potenciél pro tvorbou NDMAfdm chloraminacéadow ng
na mg DOC. Vliv ma také charakter NOM. Nlapro AOM siniceMicrocystis aeruginosa
byl pozorovan ¥tSi potencial pro tvorbu DBPs u IOM oproti EOM. Wglvyznam ma
ityp a mnozstvi desinfékiho ¢inidla. i chloraminaci vznika obeénmérgé THMs
a HAAs neZ p chloraci, ale naopak roste tvorba NDMAs (Li a.kd012). Za vyuziti
nez THMs. Se zvySenou koncentraci desiérfi@ho cinidla pii nemenné koncentraci NOM

byl pozorovan vznik &Siho mnozZstvi DBPs. Wujicim faktorem p tvorbé DBPs je
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i hodnota pH, nap pro desinfekci vody pomoci volného bromu bylo groxano rostouci
mnozstvi vznikajicich DBPs se stoupajicim pH odda®,0 (Pu a kol., 2013).

2.2.1.2 Toxiny

Sinice produkujici toxiny Skodici lidskému zdravsoy EZnou souasti
fytoplanktonu povrchovych vod (Harada, 2004). Véslosti s eutrofizaci dochazi
k jejich rozvoji a ndistu sinicové biomasy (Cheng a Chi, 2003) aitimh tak stoupa
I mnozstvi toxiri. Vice jich je obsazeno v IOM oproti EOM (Li a koR012). Aby se
zamezilo jejich uvalovani, je Zadouci odstravat buiky sinic neposkozené (Chow a kol.,
1999). K desintegraci doposud celistvych #umize dochazet napbéhem chloracdLi
akol.,, 2012; Zamyadi a kol., 2013), naopak porudmmek pasobenim koagutamiho
¢inidla ani mechanickymi postupyfipkoagulaci (michani) nebylo pozorovano (Chow
a kol., 1999).

Mezi velmi kBzr¢ se vyskytujici toxiny pai hepatotoxické microcystiny,ébnym
typem je microcystin-LR (Prakash a kol., 2009; Zadhya kol., 2013), dale nagMC-RR,
MC-YR (Jurczak a kol., 2005). Microcystiny jsou gukovany nap rody Microcystis
Nosto¢ AnabaenaPlantothrix Oscillatoria. Vedle akutni toxicity podporuji microcystiny
pii chronickém fisobeni vznik rakoviny jater (Prakash a kol., 2068patotoxicky fisobi
i nodulariny a cylindrospermopsingasto se vyskytuji také neurotoxické anatoxiny,fnap
anatoxin-a, homoanatoxin-a (Ardoz a kol., 2010)omsdxitoxiny (Rositano a kol., 2001).

2.2.2 Metody a principy odstranovani organickych latek

Obvyklym postupem pro odstravani NOM i Upraw vody je koagulace
za vyuziti ¢inidel na bazi kow (typicky hliniku nebo Zeleza) nasledovana sediant
filtraci (Duan a Gregory, 2003) nebo flotaci (Herstde& a kol., 2008b). Existuji i dalSi
metody (viz kapitola 2.2.2.4), které je mnohdy m@&rkoagulaci kombinovat (Matilainen
a kol., 2010).

2.2.2.1 Koagulace NOM
Pfi koagulaci jsou suspendovangstice zn&stujicich latek destabilizovany

a agreguji ve &sSi (odstranitelné) celky (Bernhardt a kol., 1985egor a kol., 1997) -
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vlocky raznych parametr (velikost, struktura, pevnost) (Gonzalez-Torrekoh, 2014).
Timto postupem jsou &iré odstraaovany anorganické gistoty, @i optimalizaci
podminek je ale vhodny pravi pro NOM. Zasadnimi faktory, které v zavislosti
na charakteru NOM determinuji¢iAnost koagulace, jsou hodnota pH (Gregor a kol.,
1997) a typ a koncentrace koaguil#no ¢inidla (Volk a kol., 2000). Mezi&n¢ vyuzivana
koagul&ni ¢inidla pati nag. siran hlinity, chlorid hlinity, siran Zelezityhlorid Zelezity
(Matilainen a kol., 2010). Z koaguiaiho ¢inidla jsou disociaci uvébvany hlinité (AP
resp. Zelezité (P& ionty, které naslednpodiéhaji hydrolyze, fpsemZ piibéh hydrolyzy
je silre zavisly na hodnétpH. Vznikat mohou i polymerni hydroxokomplexyigadré
amorfni srazenina (Stumm a Morgan, 1996). Existalié cinidla, ktera obsahuji kov
uz v gredpolymerizované podébnag. polyaluminium chlorid (PACI) (Lin a kol., 2014),
polyferric chlorid (Wang a kol., 2012) nebo polyfersulfat (PFS) (Jiang a kol., 1993).
Pritomnost organickych latek v upravované &¥arpravidla vyZaduje zvySené spalty
koagul&nich ¢inidel a nasledy pak vznika ¥tSi mnozstvi kadl (Matilainen, 2010; Wang
a kol., 2014).

VétSina zneistujicich ¢astic (wetne NOM) nese @i pH béZném pro povrchové
vody zaporny naboj, coz vede k jejich koloidni #tab v disledku elektrostatickych
repulzi (Stumm a Morgan, 1996)ednim z hlavnich mechanigrkoagulace je nabojova
neutralizace. Produkty hydrolyzy kibz koagul&nichcinidel nesou v uitém rozmezi pH
kladny naboj, ktery umadgilije interakce se zpravidla zapérmabitymi casticemi
zneistujicich gimesi (NOM). K ndbojové neutralizaci obvykle dochéeistak kyselém
pH pi pomerné nizkych davkach koaguiaiho ¢inidla. Fi urcitych (vySSich) davkéach
koagul&niho cinidla byla ale v gkterych gipadech pozorovana nezadouci restabilizace
zneistujicich castic, ktera zabitamije agregaci. Optimalni davkainidla zavisi jak
na mnoZzstvi a charakteru NOM, tak na hodnpH a bylo prokadzano, Ze souvisi
s hodnotami zeta potencialu interagujicich slozgitésnu. B koagulaci se za titych
podminek niZze uplatiovat také adsorpce NOM na povrchu hydrolytickyclodokii
¢inidla (Duan a Gregory, 2003).

DalSim vyznamnym mechanismem koagulace je tzv. ggwiocculation” (Duan
a Gregory, 2003; Matilainen a kol.,, 2010), v liteta nazyvany také jako ,sweep
coagulation® (Duan a kol., 2014) nebo ,enmeshméHtiang a Shiu, 1996), kdy jsodtip
zvySenych davkach koagdlaho cinidla ¢astice neéistot zachycovany do ,srazeniny®
hydroxidi kovu (Stumm a Morgan, 1996). K tomuto jevu dochgmiavidla v neutralnim
nebo mirg zdsaditém pH. V rdmci koagulace nachéazi uptdttaké tvorba polymernich

15



mustkia nebo hydrofobni interakce (Matilainen a kol., 201®ibéh koagulace rize byt
ovliviiovan gritomnosti gkterych ionfi, nagF. HCO;s, CI, SQ% (Duan a Gregory, 2003).

Jednotlivé slozky NOM koaguluji $znou ®&innosti. Lépe koaguluji velké
molekuly, fddow nad 3-5 kDa, a hydrofobni molekuly (Cheng a CB0Q2 Sharp a kol.,
2006). U¢innost koagulace je whterych gipadech naruSovana tvorbou rozgogth
komplex: mezi kovy a organickymi latkami (Cheng, 2002; $&fava a kol., 2013).
Charakter NOM obeenhovliviuje &innost koagulace — je tedy zZadouci optimalizovat
parametry koagulace v zavislosti na odsikeanych latkdch (Bolto a kol., 2002; Jung
a kol., 2005).

2.2.2.2 Huminoveé latky a koagulace

Pfi koagulaci huminovych latek se uplaji rizné mechanismy v zavislosti
na podminkach koagulace (Duan a Gregory, 2003¢rdkte HL s dalSimi latkami jsou
ovlivnény hodnotou pH, koncentraci viastnich HL, iontowilou roztoku (Jones a Bryan,
1998). ZvySena koncentrace elektrolytuize sniZzovat agregatni stabilitu HL (Baigorri
a kol., 2007). V dsledku interakci rive dochazet i ke zgnam v konformaci huminovych
latek (Siéliéchi a kol., 2008).

Optimélni pH pro koagulaci HA (za vyuzitiianych koagulénich ¢inidel) se
obvykle nachazi v mignkyselé oblasti, kdy je jako hlavni mechanismuskina nabojova
neutralizace (Cheng, 2002; Lin a kol., 2014). pbuZziti ¢inidel na bazi Zeleza (obdobn
pro FeC} a PFS) bylo pozorovano ro#ii optimalniho pH z rozmezi 4,0-5,0 na 4,0-7,0
se zvysujici se davkotinidla (ze 2 mg:f na 10 mg:f Fe pro vychozi koncentraci HA
6 mg.IY). V&S mnozstviinidla v tomto pipads ziejmé kompenzuje zinu nabojovych
charakteristik s gib¢chem pH (rostouci zaporny naboj HA, klesajici kladidpoj produki
hydrolyzy Fe). Pro vysSi davkginidla pod pH 4,5 byl pozorovan pokles &nnosti
koagulace v tisledku casté&né restabilizace. Za optimélnich podminek byly HA
odstragny s vice nez 80%¢cinnosti, za hranici optima ale nésledoval pokled po %,
znatelg prudSi pro PFS nez pro FeCpatrreé z divodu rozdilného gibéhu hydrolyzy
jednotlivych ¢inidel (Cheng, 2002). Rostouci spattacinidla (FeCh) se stoupajicim pH
pii koagulaci HA byla pozorovana i ve studii dalSaitor (Sieliéchi a kol., 2008). Jako
mozny divod je vedle zrn nabojovych porra uvadna i znéna konformace HA
v zavislosti na pH — i vysSich hodnotach pH poskytuji HA vice vazebnyofst pro

interakce inidlem.
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Optimélni pH pro koagulaci HA za vyuZitigdpolymerizovanyckinidel na bazi
Al (polyaluminium chlorid — PACI-Alsa PACI-C) bylo i konstantni davce 2,5 mg.Al
na HA o koncentraci DOC 5 md.Istanoveno na 4,5-5,5 (odstéah aZ cca z 80 %),
piicemz od witého pH nastal prudky poklestianosti odstraéni HA. Pro jednotliva
¢inidla (PACI-Al;3 a PACI-C) byly ale pozorovany odliSnosti. Zatimdé pH 6,0 bylo
dosaZeno &inné koagulace pomoci PACI-Alpii davce odpovidajici 2,5 md.lAl,
za vyuziti PACI-C bylo pro srovnatelné zbytkové &entrace HA pdebné mnozstvi
odpovidajici 4,0 mgi Al a vy3si. B daném pH se uplanji tedy Zejme rozdilné
mechanismy — nabojova neutralizace pro PAGkAI ,sweep flocculation* pro PACI-C
(Lin a kol., 2014). Rozdilna d&nnost fiznych predpolymerizovanych ¢inidel
(polyaluminium chlorid - PACI,it varianty polyaluminium silicate chlorid - PASi®yla
pozorovana také ip koagulaci HA sotasré s kaolinovymi ¢asticemi. NejlepSiho
odstrarni organickych latek bylo dosazeno pomoci PASI@ amirre kyselém pH (cca
mezi pH 5,0 a 6,0). Vedle nabojové neutralizacgiseryuziti PASIC Zejmé uplatiuje
i tvorba polymernich ristki (Yang a kol., 2013).

Pri koagulaci huminovych latek pomoci siranu hlindélx(SQy)3.14H0) bylo
dosazeno lepSicinnosti @ pH 4,5 ve srovnani s pH 7,0, coZz naanja dominantni
vyznam nabojové neutralizace (Wang a kol., 2014dBné vysledky byly zjishy i pri
koagulaci HA za vyuziti siranu hlinittho #$50,)3.18H,0), kdy bylo jako optimalni
stanoveno pH 5,0,fgemzZ byl pozorovan stechiometricky vztah mezi vyéhancentraci
HA a potebnou davkouinidla (Huang a Shiu, 1996). Bylo zj#io, Ze pi koagulaci HA
pomoci siranu hlinittho méa vyznamiitpmnost SG ionti a vedle nabojové neutralizace
se uplatiuji i interakce mezi HA a SO (Duan a kol., 2014).

Vliv na koagulaci HA byl prokazan také pro fosfemany. Ri pH 4,0 byla
s rostouci koncentraci fosf@éreami pii konstantni davcecinidla (siranu hlinitého)
pii hodnotach pH 7,0 a 8,0 s rostouci koncentradbfednani U¢innost koagulace klesala
z divodu kompetice mezi HA a fosfaneany o kladd nabité hydrolytické produkty Al,
kterych se stoupajicim pH ubyva (Cheng a kol., 2004

2.2.2.3 AOM a koagulace
Sezoénni vykyvy v mnozstvi a slozeni AOM mohou vigaovliviiovat kvalitu

vody (Leloup a kol., 2013), coz naslédnyzaduje jeji adekvatni Upravu. Nastaveni
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optimalnich podminek koagulace AOMi#e byt ale vzhledem k variabilnim fyzikalnim
a chemickym vlastnostem této skupiny latek obtiByo nag. prokdzano, Ze procinné
odstragni AOM raznych druli mikroorganismd (Chlorella vulgaris Asterionella
formosa Melosira sp.)jsou potebné rozdilné davky koagulaiho cinidla (Henderson
a kol., 2010).

Neproteinova slozka AOM koaguluje oproti proteinosizce podstatn hif
(Pivokonsky a kol., 2009). Zatimco proteiny obsakiagiu funknich skupin (naf -OH,
-COOH, -SH, -NH', =NH,"), které zfisobuji fizné nabojové charakteristiky prot&in
v zavislosti na pH (Safékova a kol., 2013), neproteinova slozka AOM jeitrm z velké
¢asti polysacharidy, které jsou elektricky neutralNiavic u nich dochazi ke vzniku
kompaktni hydratni vrstvy disledkem pitomnosti velkého mnoZzstvi hydroxidovych
iontd (Pivokonsky a kol., 2009). Zasadnimi faktory oiiliyicimi (kinnost koagulace
AOM jsou obdoba jako pro HL hodnota pH a davka koaginéo cinidla. Tyto
parametry ufuji zbytkové koncentrace organickych latek a koamiho ¢inidla ve voad
upravené koagulaci (Pivokonsky a kol., 2009; Blfaa a kol., 2013).

Pri koagulaci IOM Microcystis aeruginosapomoci siranu Zelezitého bylo
nejnizsSich zbytkovych koncentraci DOC dosaZzenozmexi pH 4,5-6,5. Optimalni pH
bylo shodné protzné vychozi koncentrace IOM i rozdilné davky koaguiho ¢inidla.
NejnizSi zbytkové koncentrace Fe pak byly ggny @i pH 5,5-7,0 (Pivokonsky a kol.,
2009). Obdobné hodnoty byly zgéty pro koagulaci proteinové slozky IOM pomoci
siranu Zelezitého. Nejnizsi zbytkové koncentraceCOyly dosazenyip pH cca 4,0-6,0;
nejnizsi zbytkové koncentrace Fe mezi hodnotami4piHa 7,0 v zavislosti na vychozi
koncentraci proteiin Mezi pH 4,0 a 6,0 je jako hlavni mechanismus ktege uvadna
nabojova neutralizace mezi zapédrmabitymi proteiny a kladh nabitymi Fe-
hydroxopolymery. Nad pH 6,0 se pakibe na koagulaci podilet adsorpce praiein
na povrchu hydrolytickych produkt~e, coz ale zavisi i ha koncentraci AOM. Pod p#i 4,
a nad pH 7,0 byl pozorovan prudky vzestup zbytkbwencentraci DOC i Fe — koagulace
pii tomto pH uz ¥ejmé neprobiha wtbec nebo minimakh(Pivokonsky a kol., 2012).

Optimalni davka koagwaiho ¢inidla roste svychozi koncentraci IOM
(Pivokonsky a kol., 2009), stejny trend vykazujproteinova slozka IOM (Pivokonsky
a kol., 2012). Pro IOMVicrocystis aeruginosa koncentraci DOC 3 mg'lbylo dosaZeno
i¢inného odstraimi uZ i davce siranu Zelezitého odpovidajici 6 mde, zatimco pro
IOM o koncentraci DOC 7 mg'l byly nutné davky podstatrvy3si. Bi prekraseni ugité

koncentrace koaguiaiho cinidla, kdy uz se zvySenim davky nedochazi klepSim
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odstragni AOM, byl ale pozorovan prudky st zbytkovych koncentraci kovu. Najpro
IOM o DOC 3 mg.t tomuto jevu odpovida davka 9 mifffe a vice, pro IOM o DOC
7 mg.I* 18 mg.I' Fe a vice (Pivokonsky a kol., 2009)i Roagulaci fiznych koncentraci
IOM proteini pomoci stejné davky siranu Zelezitého (odpovitlajicmg.I' Fe) byl
pozorovan posun optimalniho pH pro dosazeni ndphiZ€oncentraci zbytkového Zeleza.
Spodni hranice pH procinné odstragni Fe i koncentraci proteiin 8 mg.I' DOC
odpovidala pH 4,0; pro 1 mg.IDOC pH 5,5. To je vysilovano (@i nizkém pH)
nedostatkem zapotnnabitych mist na povrchu protéinkteré by umoznily interakce
s kladré nabitymi produkty Fe (Pivokonsky a kol., 2012).

Pro koagulaci EOM druh Anabaena flos-aquaa Asterionella formosabyla
stanovena rozdilnacinnost fiznych koagulénich ¢inidel (siran hlinity, siran Zelezity,
PACI, PFS), atoippH 7,5 a davceinidla odpovidajici 0,2 mmol Al nebo Fe. Nejitsi
podil DOC byl za danych podminek odstfiarpomoci PFS (70 %), nejmenSi naopak
pomoci PACI (34 %). Rozdil mezinidly byl pozorovan i pro kombinaci EOM a HL,
pricemZ se stoupajici koncentraci huminovych latek (@&.Y) Gcinnost odstraéni
organickych latek za jinak stejnych podminek klagdlang a kol., 1993).

AOM muze také ovliviovat koagulaci anorganickych distot (Takaara a kol.,
2007; Takaara a kol., 2010; Sékova a kol., 2013). Zaffiomnosti AOM Microcystis
aeruginosaa jinak nezranénych podminek (pH, typ a davkanidla) byla pozorovana
podstatd horsi koagulace kaolinovyctastic. tinky IOM byly vyrazrejsi nez EOM
(Takaara a kol., 2007). Velky inhtlii efekt na koagulaci kaolinuihe mit také SOM
(Takaara a kol., 2010). Hodnoty pH f&liné pro tinné odstraovani kaolinu samostatn
a pro kombinaci kaolinu a AOM sedejn¢ |iSi, coz doklada studie srovnavajici optima.
Vhodné pH bylo za vyuZitfinidla na bazi Al stanoveno na 7,0-8,5 pro kadti@timco pro
proteiny (izolované z IOMMicrocystis aeruginosa+ kaolin na 5,0-6,5; za vyuZiinidla
na bazi Fe pak na 6,4-8,0 pro kaolin, pro protéirkaolin na 4,0-6,0. Vyhovujici hodnoty
pH byly obdobné pro tzné testované koncentrace proteirfl-8 mg.I' DOC).
Ke koagulaci p sowasném obsahu kaolinu a proteirdochazelo i bez pouziti
koagul&niho ¢inidla, a to pi pH pod 4,5. Odstrami organickych latek ale bylo mé&n
winné (jen asi  45%). Je tgmé, Ze za uditych podminek dochazi
k (zejména elektrostatickym) interakcim mezi prdaglukydrolyzy koaguléniho cinidla
(na bazi Al i Fe), kaolinem a proteiny. AOM tedyibe mit v zavislosti na koncentraci
a také na parametrech koagulacefizmvé &inky na odstraovani zneéistujicich latek
(Safaikova a kol., 2013).
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Uginnost koagulace fite byt @i urditych hodnotach pH naruSovana tvorbou
rozpusénych komplex mezi kovy (Fe, Al) a AOM. Tento jev byl pozorovanproteini
izolovanych z IOMMicrocystis aeruginosgii hodnotach pH cca 6,0tipvyuziti ¢inidla
nabazi Fe aip pH cca 6,8 pro Al (Saféikova a kol., 2013). Tvorba rozpas§ch
komplexi snizuje mnozstvéinidla dostupného pro koagulaci a zamvdokuje zapors
nabita mista na povrchu AOM, které by se mohtasinit ndbojové neutralizace nebo
adsorpce. Komplexy iejm¢ vznikaji vazbou mezi @ daném pH) disociovanymi
karboxylovymi skupinami protein a klad nabitymi produkty hydrolyzy kovu. Jako
komplexotvorné byly uteny proteinyMicrocystis aeruginosa molekulovou hmotnosti
cca l; 2,8; 6; 6,8; 8; 8,5; 10; 52 kDa (Pivokonskiol., 2012). Komplexotvorné proteiny
byly izolovany inap. z AOM Anabaena flos-aquaZa ucitych podminek koagulace
(optimalni pH, dostatma davka koagutmiho ¢inidla) Ize ale tyto komplexy odstranit

mechanismem ,sweep flocculation* (Pivokonsky a k&006).

2.2.2.4 DalSi metody odstraiovani organickych latek

Vedle koagulace existuji i dalSi metody pro odsiréni NOM, které mohou byt
alternativou nebo dopémim pro eliminaci slozek NOM, které koaguluji olotizJednou
Z moznosti je vyuziti aktivniho uhli (ve foénprasku nebo granuli), které funguje jako
acinny adsorbent. Tato metoda je vhodna zejména phmivmalé molekuly (pesticidy
apod.), zajimava je jeji aplikace pro ods#r@mizkomolekularni slozky NOM (Matilainen
a kol., 2010). DalSi metodou je membranova filtrddemembran s porozitouiadu kDa
bylo ale v gipact jejich samostatného pouziti pozorovano nedostétedstraéni NOM
(Domany a kol., 2002). Pro membrany s mensi pavozimikrofiltrace, nanofiltrace) pak
nékteré frakce NOM zfisobuji jejich ucpavani a snizovaniifwku (Carroll a kol., 2000;
Her a kol., 2004). Tento negativni efektize byt minimalizovan zazenim koagulace
pied membranovou filtraci (Carroll a kol., 2000). @&Hgulaci |ze také kombinovat metody
na bazi iontové vyrmy, které jsou vhodné zejména pro mensiggilabitécastice (Bolto
a kol., 2002). DalSi moznosti je vyuzittedoxidace NOM za dglem zvySeni &nnosti
nasledné koagulace. Jaki®goxid&ni cinidlo Ize vyuzit nap Zelezan draselny (Ma a Liu,
2002), manganistan draselny, ozon nebo chlogktenych gipadech je ale diskutabilni
vznik DBPs v dsledku pedoxidace (Henderson a kol., 2008b).

Koagulace #stava zasadnim a také ekonomickyijgtelnym krokem (
odstraaiovani NOM (Matilainen a kol., 2010). Je tedy ZadaladSi vyzkum objasujici jeji
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principy a mechanismy v zavislosti na charakteret&ujicich latek aktuakypiitomnych
v surové vod, jejich kombinacich a podminkach koagulace. Omanlatky navic fejme
mohou interagovat jak s anorganickysfésticemi (Safdkova a kol., 2013), tak mezi
sebou (Tian a kol., 2013; Myat a kol., 2014).
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3 Materialy a metodika

3.1 Priprava BSA
Jako modelova latka reprezentujici proteinovou kaloAOM byl pouZzit protein
BSA (Bovine Serum Albumin — hegi sérovy albumin). BSA je&asto vyuZivanym
zastupnym proteinem pro laboratorni studie (Estépla 2006; Ang a kol., 2007; Myat
a kol., 2014), a to prévi jako latka pedstavujici organické latkyripomné ve vod (Her
a kol., 2003; Mo a kol., 2008; Hashino a kol., 20Tian a kol., 2013; Jiao a kol., 2015).
V této préaci byl pouzit prasSkovy standard BSA (BwviSerum Albumin> 98 %,
A7096, Sigma-Aldrich, USA). Vyrobcem deklarovanalekmlovd hmotnost je 66 kDa,
coz souhlasi s udaji o BSA nalezenymi v litefatgHirayama a kol., 1990) i vlastnim
meienim (viz kap. 4.1.3). Rozpusim grislusSneého mnozstvi v demineralizované bogl
vytvoren roztok obsahujici 1g.IBSA. Koncentrace DOC tohoto roztoku byla stanovena
na 571,5 mg}. Pozadované experimentalni koncentrace byly nasiedkavanyredsnim

demineralizovanou vodou.

3.2 Pr¥iprava huminovych latek

Jako zdroj huminovych latek byla pouzitdrpdni viaknita raSelina (Aqua Exotic,
Slovensko). RaSelina byla louhovana po dobu dvasidn v demineralizované ved
vznikly vyluh byl nasleda filtrovan (filtr 1,2 um). Koncentrace DOC raSeléimo vyluhu
byla stanovena na 18,6 my.DOC. Potebné experimentalni koncentrace byly poté

piipravovanyrednim demineralizovanou vodou.

3.3 Analyza rozpus€néeho organického uhliku (DOC)

Obsah rozpushého organického uhliku byl stanoven pomoci anabyma
Shimadzu TOC-Vcpy (Shimadzu Corporation, Japonsko). Rozgmgtorganicky uhlik
(DOC - Dissolved Organic Carbon) byl gik&n jako rozdil mezi celkovym obsahem
uhliku (TC — Total Carbon) a anorganickym uhlikel@ ¢ Inorganic Carbon). Jako
kalibratni standard pro stanoveni TC byl pouzit hydrogddiftaraselny, pro stanoveni IC
hydrogenuhliitan sodny a bezvody ubitan sodny. Slepym vzorkem byla
demineralizovana voda, vSechnyiené vzorky byly filtrovany fes 0,22 um membranovy
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filtr (Millipore, USA). Stanoveni byla prov&da fikrat, pricemz chyba réreni byla vzdy

mensi nez 2 %.

3.4 Stanoveni podilu HL a BSA na DOC

Podil huminovych latek na zbytkovych koncentradid®@C byl stanoven pomoci
UV absorbance ip 254 nm. Pro r¥eni absorbance byl vyuzit UV/VIS 8452A
spektrofotometr (Agilent Technologies, USA) s 1 &gvetou. Ri dané vinové délce je
absorbance zajginéna zejména iftomnosti aromatickych jader a konjugovanych
dvojnych vazeb ve strukite HL (Volk a kol., 2000; Wang a kol., 2014). Absanice BSA
pii vinové délce 254 nm je naopak zanedbatelna (pandid¢i meze detekce), coz potvrzuji
i informace uvadné v literatide (Myat a kol., 2014). Stanoveni byla prowda u vzork
po filtraci pges 0,22 um membranovy filtr (Millipore, USA). Jalstepy vzorek byla
pouzita demineralizovana voda. Stanoveni byla e vZdy tikrat, chyba nsieni byla
pod 5 %. Podil BSA byl vygiden jako rozdil mezi celkovou zbytkovou koncent@€C

a zbytkovou koncentraci DOC HL podle rovnice (1).

DO¢ga = DOC celkem— DOCh (1)

3.5 Stanoveni molekulovych hmotnosti

Relativni molekulové hmotnosti byly stanoveny pomoEIPSEC (High
Performance Size Exclusion Chromatography). Vyubigy kolony Agilent Bio SEC-
5100 A, 300 A a 500 A zapojené do sériigemz sepaiai rozsah byl 100-1 250 000
Da. Jako mobilni faze byl pouZit 0,15 M fosfatowfip(pH 7,0), péitok byl 1 ml.min?,
teplota 23 °C. Na#ik vzorku byl o objemu 60 ul. HPSEC analyzy bylyowdcdcny na
HPLC (High Performance Liquid Chromatography) sysié (1260 series, Agilent
Technologies, USA) s pouzitim fluoresé¢atho detektoru (FLD - Fluorescence Detector).
Detekce probihala #p vinovych délkach (excitai/emisni z&eni) 280/350 nm pro
stanoveni BSA (Her a kol., 2003; Myat a kol., 20&42320/450 nm pro stanoveni HL (Her
a kol., 2003; Rodriguez a kol., 2014). Molekulovéndtnosti byly uéeny pomoci
kalibratni kiivky SEC standarid (Sigma-Aldrich, USA) o zndmych molekulovych
hmotnostech vrozmezi 224 Da a 900 kDa (D-Biotiyanocobalamin; aprotinin;

cytochrom c; karboanhydraza; albumin; alkohol debgdnaza; apoferritin; thyroglobulin;
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imunoglobulin). Kontrolnimi vzorky byly ovalbumin wglobulin (BioRad Laboratories,

USA). VSechna r&eni byla provaéha tikrat, odchylka niteni byla vzdy pod 3 %.

3.6 Titrace HL a BSA

Za elem stanoveni mnoZstvi fuirkich skupin, které mohouripdaném pH nést
naboj, byly sestrojeny tittai kiivky studovanych organickych latek. Byl pouzit
automaticky titrator Orion 960 (Thermo ScientifldSA), potenciometricka titrace byla
provedena v progtdi dusikové atmosféryigeplot 25,0 £ 0,2 °C. Vzorky HL/BSA byly
piipravenyiednim jejich zasobnich roztél(viz kap. 3.1 a 3.2) s 0,1 M roztokem NacCl,
ktery byl pouZit i pro slepé stanoveni. Titrace tphaly z pH 11,0 (vzorky byly
alkalizovany za vyuziti 1 M NaOH) do pH 2,0 pom&;05 M HCI. Body ekvivalence
(PEQ) a disocigni konstanty (K) byly urceny na zaklagl derivace titrani kiivky. Pasty
specifickych funknich skupin byly vypé&teny jako rozdil fijatych H' iont mezi déma
sousednimi body ekvivalence dle rovnice (2) (Ch2085).

Nr = Nu" (1) = Ny (12) 2)(

Nr vyjadiuje paset specifickych funénich skupin, N*(11) mnozstvi pidanych H iont
v bock ekvivalence 1 (kde Z&na disociace dané skupiny),NI,) mnoZstvi pidanych H

iontd v bodt ekvivalence 2 (kde disociace dané skupiny ustava).

3.7 Optimaliza¢ni sklenicové zkouSky

Koagul&ni pokusy (sklenicové zkousky) byly prowéy na osmimistné michaci
koloné (LMK 8-03, Ustav pro hydrodynamiku A\CR, v.v.i.). Probihalyétyii typy
sklenicovych zkouSek: 1) BSA + AB(O):.18H,0; 2) huminové latky (HL) +
Al5(S0Oy)3.18H,0; 3) BSA + HL + Ab(SOy)3.18H,0; 4) BSA + HL bez Al(SOr)3.18H:0.
Pro sklenicové zkousky byla pouzita demineralizévaoda s obsahem organickych latek
(HL a/nebo BSA) 5-13 mg DOC. Hodnota KNKs byla upravena na 1,5 mmdl.l
PoZadovanych hodnot pH (v rozsahu 2,5-8,5) byla&eso pomoci 0,1 M HCl a 0,1 M
NaOH. Homogenizmi michani probihaloipstrednim gradientu rychlosé = 150 §' po
dobu 1 minuty. Vlastni agregace pak probihalag= 30 s' po dobu 14 minut u zkousek
s koagulanim inidlem a i G = 20 §' po dobu 44 minut u zkousek bez koagnfao

¢inidla. Po michani nésledovala faze sedimentacenfétut). Ukazka sedimentujicich
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vlocek je uvedena na obr. 1. U kazdého vzorku bylaedas|stanovena hodnota pH
a KNKy 5. Pro dalSi stanoveni — zbytkové koncentrace DG{pdpre rozliSeni DOC BSA
a DOC HL) a u sklenicovych zkousSek s pouzitim kdagniho ¢inidla pro uteni zbytkové
koncentrace hliniku — byly vzorky navic ofstny (20 minut pi RCF 1470 g).
Sklenicové zkouSky a veskerd nasledna stanovegigmghadny tikrat, chyba nifeni je
uvacdtna v gislusnych kapitolach.

Obr. 1: Ukézka sedimentujicich ¢k po koagulaci organickych latek pomoci siranu
hlinitého (za optimalnich podminek koagulace)

3.8 Stanoveni zbytkovych koncentraci hliniku, stanovenpH, stanoveni KNK
Zbytkové koncentrace Al byly stanoveny po reakgysokatecholovou violeti
spektrofotometricky, a toipvinové délce 580 nm naigstroji Spekol 11 (Carl Zeitz Jena,
SRN). Hodnota pH byla &ena potenciometricky za vyuZzitfiptroje Accumet AB15 plus
(Fisher Scientific, USA) s elektrodou Blue Line pBl. KNK (kyselinova neutralizani
kapacita) byla stanovena titraci 0,1 M HCI za vtiulethyloranze jako indikatoru.
PodrobrjSi metodiky stanoveni vySe uvedenych paraingtopisuje Horakova a kol.

(2003). Meteni byla provagha tikrat, chyba stanoveni byla menSi nez 5 %.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Koagulace HL a BSA samostat#

Zasadnimi faktory ovliujicimi (€innost koagulace organickych latek jsou davka
koagul&niho ¢inidla a hodnota pH (Gregor a kol., 1997; Volk al.k@000; Duan
a Gregory, 2003). Pro huminové latky i protein BBAy provedeny sklenicové zkousky

za (telem objaséni vlivu téchto parametr na koagulaci jednotlivych latek.

4.1.1 Vliv davky koagulaéniho ¢inidla

Byly testovany iizné davky koagutmiho ¢inidla (odpovidajici 0,2-8,0 mgtIAl),
ato @i pH 6,0 — tato hodnota odpovid&edpokladanému rozmeziidné koagulace
organickych latek pomoci siranu hlinitého (Gregdwoda, 1997; Matilainen a kol., 2010).
Ukazalo se, Ze ptgbné davky koagutaiho c¢inidla pro &inné odstraéni huminovych
latek a BSA se vyraznlidi. Fi vychozi koncentraci DOC 5 mif.la pH 6,0 byla jako
optimalni stanovena davka odpovidajici 5,5 thd\l pro HL (viz obr. 2), zatimco pro
BSA jen 1,2 mgit (viz obr. 3). Bi téchto davkach koagutaiho ¢inidla bylo dosaZeno
nejnizdich zbytkovych koncentraci DOC (1,5 figpro HL; 0,7 mgf pro BSA).
Se stoupajici davkoudinidla nad stanovené optimum nebylo pozorovano tefedsSi
odstragni HL ani BSA. Ustélenidinnosti odstraéni organickych latekipdosazeni uité
davky ¢inidla je BZné jak pro huminové latky (Liu a kol., 2011; Waadkol., 2014), tak
pro AOM (Pivokonsky a kol., 2009, 2012). Také zlox& koncentrace Al bylyipvyse
uvedenych optimalnich davkach koagmiho cinidla nejniz&i (pod 0,1 mg'lAl pro HL
I pro BSA).

Zjistena optimalni davkainidla pro koagulaci HL se shoduje rtape studii Jung
a kol. (2005), kde je uvé&do jako optimum (p pH 6,0) 1 mg Fe na 1 mg DOC
huminovych latek. Nap Huang a Shiu (1996) ale stanovuje optimalni daviwazre
niz8i. To niize byt vys¥tleno tim, Zze HL jsou v dané studii zastoupeny pougitou
frakci (HA), pricemz fzné frakce HL (huminové kyseliny, fulvokyseliny) jngatrrg
rozdilné vlastnosti, které jsou pro koagulaatujici - nag. nabojovou hustotu (Collins
a kol., 1986).

Davkacinidla optimalni pro BSA je odto niZSi neZz davky stanovené jako vhodné
pro koagulaci sinicovych protein(Pivokonsky a kol.,, 2012). To iw#e byt dano
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do souvislosti s molekulovou hmotnosti — BSA mé&aealMH, zatimco sinicové proteiny
obsahuji i nizkomolekularni frakci (Pivokonsky d.k@006, 2014).

Je patrné, Ze optimalni davku koagdulio cinidla nelze stanovit pouze na zakiad
vychozi koncentrace NOM - vyznamny vliv ma charakteganickych latek, ktery jeédba
zohlednit. Davky, i kterych je BSA dinn¢ odstraiovano, jsou pro koagulaci huminovych
latek zcela nedostateé. Vysoké zbytkové koncentrace DOGiI mizkych davkach
koagul&niho cinidla zarové koresponduji se zvySenymi zbytkovymi koncentracéi
(viz obr. 2 a 3). TotéZz pozoruje rapi Chov a kol. (1999) ip koagulaci AOM
produkovanych sinicMicrocystis aeruginosgomoci siranu hlinitého —fipdavcedcinidla
polovi¢ni oproti optimu byly stanoveny vysSi zbytkové kenttace Al nez ip optimalni
davcecinidla. To je Zejm¢ zpisobeno tim, Ze dané mnozstvi Al nepagj@ pro vznik

sedimentujicich (odstranitelnyctdstic (Gregor a kol., 1997).

5 2,0

E. &
E \ ; E
S 2 S ° 0,8 ‘°§
N W . £
@i @ ccccreereenenns @ -?'

1 04 3

Al davka [mg.I]

Obr. 2: HL - Zbytkové koncentrace DOC a Al v zaosl na davce koaguaiho ¢inidla
(vyjadreno jako Al) gii pH 6; vychozi DOC HL 5 mg]
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Obr. 3: BSA - Zbytkoveé koncentrace DOC a Al v z&s$ na davce koaguiaihocinidla
(vyjadreno jako Al) gii pH 6; vychozi DOC BSA 5 mg

4.1.2 Vliv hodnoty pH

Sklenicové zkousky ip riznych hodnotach pH (3,0-7,5) byly provedeny vzdy
s optimalni davkouinidla pro danou latku (HL nebo BSA). Je patrnépkema zasadni
vliv na koagulaci obou studovanych latek.

Huminové latky byly s nejvySSi¢innosti (cca 70 % DOC) odstrny [
hodnotach pH 4,9-5,7. Nejniz$i zbytkova koncent®&C byla stanovena na 1,5 mg.|
DOC, a to p pH 5,7. Vramci uvedeného rozmezi pH bylo dosazemejnizSich
zbytkovych koncentraci hliniku (0,1 md.IAl). Mimo optimalni pH rostou zbytkové
koncentrace DOC i Al. Nad pH 6,5 uz k odstmainHL takika vibec nedochéazi, podobén
je tomu pod pH 4,5. Bbéh koagulace HL v zavislosti na pH je zobrazen na db
Stanovené optimum pH se shoduje se studiemi LU.gd1@09) a Cheng a kol. (2004), kde
jsou pro koagulaci HL rowZ pouzitacinidla na bazi hliniku. Srovnatelné vysledky byly
dosaZzeny i $ koagulaci HL pomoci f@dpolymerizovanéh@inidla (PACI): optimum
v rozmezi 4,0-5,5; nad pH 6,0 prudky vzestup zbygkm DOC (Lin a kol., 2014).
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NejlepSiho odstrami BSA (cca 80 % DOC) bylo dosazeno v rozmezi pH&2.
Minimalni zbytkova koncentrace DO&ni 0,6 mg.I' DOC a byla dosaZendippH 6,0.
V uvedeném rozmezi pH byly stanoveny i nejnizZSi tkiwye koncentrace hliniku
(minimum 0,1 mg:f Al pfi pH 6,0-6,2). Mimo optimalni pH prudce stoupajiytové
koncentrace DOC i Al. i hodnotach pod 5,5 a nad 6,5 je odstranuZ jen mé# nez
20 % BSA. Winnost koagulace v zavislosti na pH je znazoena obr. 5. Optimalni pH
pro koagulaci BSA je uZzSi nez optima pro sinicoveétginy (Pivokonsky a kol., 2012;
Safaikova a kol., 2014), ale hodnoty séekryvaji. To je patré zpisobeno tim, Ze
sinicové proteiny jsou s#si latek o #iznych vlastnostech (rozdilné molekulové hmotnosti,
nabojové charakteristiky (Pivokonsky a kol., 20@®09, 2012) — rozsah optima pro
jednotlivé slozky se ii¥e liSit), zatimco BSA je pouze jeden protein bammgsi
a zmihované vlastnosti jsou jasrdané. Obdobhlze odivodnit i to, Ze u BSA je oproti
huminovym latkdm (které obsahuji rozdilné frakceltrpy prudSi vaist zbytkovych

koncentraci DOC i Al mimo optimalni pH.
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Obr. 4: HL - Zbytkové koncentrace DOC a Al po koagu HL v zavislosti na pH
(vychozi DOC 5 mg}); davka koagukniho¢inidla odpovida 5,5 mgH Al
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Obr. 5: BSA - Zbytkové koncentrace DOC a Al po kaagi BSA v zavislosti na pH
(vychozi DOC 5 mgl); davka koaguknihocinidla odpovida 1,2 mgHAl

4.1.3 Mechanismy koagulace

Optimalni koagulace obou studovanych latek (HL @&BBylo dosaZzeno v oblasti
mirné kyselého pH. Vzhledem k zasadnimu vlivu hodnoty mad &innost koagulace je
patrné, Ze velky vyznam maji nabojové charaktésstteragujicich slozek systému, které
jsou urkovany pra¢ hodnotou pH. Jako hlavni mechanismus koagulace vHhhirne
kyselém pH je obvykle uv&da nabojova neutralizace (Cheng a kol., 2004; &ukgl.,
2005; Wang a kol., 2014). Huminové latky obsahwgike mnoZstvi ionizovatelnych
skupin, jejichz disociaci ziskavaji HLfipurcitych hodnotach pH zaporny naboj (Jones
a Bryan, 1998; Siéliéchi a kol., 2008). Hodnotyodiscnich konstant i§ danych skupin se
mohou liSit v z&vislosti na jejich lokaci v rAmcotekuly v disledku misobeni fyzikalnich
a chemickych faktdr (Masini, 1993). Zaporny naboj huminovych latek atie ale
pievazuje nad hodnotou pH 4,0 (Duan a Gregory, 2(@@8)ktanoveném optimalnim pH
(4,9-5,7) jsou tedy HL zapotnnabité a v @isledku elektrostatickych repulzi koloign
stabilni. U produkt hydrolyzy Al pii tomto pH gevaZuje kladny naboj (Stumm a Morgan,
1996), ktery umoiuje neutralizaci, destabilizaci a naslednou agregeganickych latek
(Duan a kol., 2014). Elektrostatické repulze iiakee jsou znadzo#ny na obr. 6.

30



Obr. 6: Znazoréni procesu koagulace HL a BSA s vyuziidmidla na bazi Al: a) repulze
mezi organickymi latkami vigledku pevazujiciho zaporného néaboje; bfidavek
koagul&niho ¢inidla; ¢) nabojova neutralizace (destabilizace) @isobenim ¢inidla;

d) adsorpce OL na povrchu hydrokildliniku

Pozn.: fizné formy hydrolytickych produktAl jsou zjednoduSenprezentovany jako ,Al*

Vedle nabojové neutralizace se na koagulaci zejmginavysSich hodnotach
optimalniho pH niZze podilet i adsorpce na povrchu hydraxkdiniku (Duan a Gregory,
2003). Lu a kol. (1999) pro koagulaci huminovychekd pomoci siranu hlinitého
zduraziuje vyznam adsorpce nad pH 5,0, coz koresponduje pH stanovenym

za optimalni v této praci. Kadsorpci dochazi dilgzdilnym nabajm na povrchu
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interagujicich latek (Duan a Gregory, 2003; Matiéai a kol., 2010), upkadvat se ale
muze i tvorba vodikovych fstki (Bernhardt a kol., 1985). Adsorpci znaaaje obr. 6d.

Nabojova neutralizace je pagrinlavnim mechanismem koagulace i pro BSA. P
pH optimalnim pro koagulaci tohoto proteinu (5,2)6xevazuje u molekul BSA zaporny
povrchovy naboj - hodnota izoelektrického bodu BgAt,7 (Norde a Favier, 1992; Ang
a Elimelech, 2007), coz umidje elektrostatické interakce s produkty hydrolyAy
(obdobny mechanismus jako pro HL). Tento principduwace je jako dominantni uwsd
I pro sinicové proteiny (Pivokonsky a kol., 2012A®M celkow (Gonzalez-Torres a kol.,
2014). Obdobé& jako u huminovych latek se na koagulaci BSAzZe roviéz podilet
i adsorpce na povrchu hydroxidliniku.

Protein BSA je koagulaci odstiavan s velmi velkou dinnosti (téndt 90 %),
pricemZ postéujici davkaginidla je pongrng nizka (1,2 mgt Al). Maximalni odstraeni
huminovych latek je o &o mér &inné (nepesahuje 70 %) a pabna davka
koagula&niho ¢inidla je vy3si (5,5 mgl Al). Jednim z dvodi maZe byt to, e BSA ma
velkou molekulovou hmotnost (66 kDa) - je znamo, latky s velkou molekulovou
hmotnosti obvykle ddle koaguluji (Bolto a kol., 2002; Cheng a Chi, 2088arp a kol.,
2006). Analyzu molekulovych hmotnosti studovanyatiek fed a po koagulaci znazwiji
obr. 7 a 8. MolekulovA hmotnost BSA byla dléegpokladu stanovena na 66 kDa.
Molekulovd hmotnost huminovych latek je celkopodstatd mensi, dominuje slozka
kolem 10 kDa a meén Z MH zbytkovych organickych latek po koagulaci @ptimu) je
patrné, Ze slozky s vySSimi molekulovymi hmotnosjstu odstraovany takka uUplre
a na zbytkovych koncentracich OL se tedy podilm&sa nizkomolekularni frakce (pod
10 kDa). To souvisi také s nabojovou hustotou, &t@gr vysSi pro latky s mensSi
molekulovou hmotnosti. Takovétastice pak tire podléhaji destabilizaci (Collins a kol.,
1986). Z titr&nich Kivek HL a BSA zobrazenych na obr. 9 a 10 vyplyvé,HL nesou
oproti BSA podstath vice skupin schopnychripnout/odSepit proton, a tedy nést naboj
v zavislosti na pH. #blizné do pH 8,0 Ize fedpokladat, Ze naboj studovanych
organickych latek je zdfginén zejména disociaci kyselych karboxylovych skumiad
touto hodnotou pak Z@aji mit vliv bazické skupiny (Collins a kol., 188 Konkrétni
hodnoty disocignich konstant () specifickych skupin se [iSi v zavislosti na jgjic
umiseni v rdmci molekuly (Masini, 1993). U HL i BSA byktanoveno vice disogiaich
konstant odpovidajicich hodnotam pro karboxylovépgky. Zatimco ale huminové latky
obsahuji pimérné 9 COOH skupin na 1 g DOC, u BSA je toaperné jen 1,5 COOH
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skupin na 1 g DOC (vygteno z titr&nich Kivek viz obr. 9 a 10 podle rovnice (2)
uvedené v kap. 3.6).

V ramci huminovych latek jsou koagulaci Iépe odsixany HA nez FA, které jsou
mensSi a maji vysSi nabojovou hustotu (Gregor g k8B7). To souhlasi i se zgéim, Ze
nag. Huang a Shiu (1996), Kiepracuji pouze s HA, stanovuji jako optimalni hidavky
¢inidla oproti této préci, ktera vyuziv&ipdni vyluh HL obsahujici huminové kyseliny

i fulvokyseliny.
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Obr. 7: HL — analyza molekulovych hmotnostég koagulaci a po koagulaci v optimu
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Obr. 8: BSA — analyza molekulovych hmotnostgkoagulaci a po koagulaci v optimu
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Obr. 9: HL — titr&ni kiivka s body ekvivalence Hx) a disocignimi konstantami (i)
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Obr. 10: BSA — titréni kiivka s body ekvivalence Hu) a disocig&nimi konstantami (i)

Vliv na koagulaci miZe mit také Ftomnost SG ionti pochazejicich
z koagul&niho ¢inidla. Siranovy aniont ovliwje elektricky potencial hydrolytickych
produkti Al — sniZuje u nich mnozstvi kladného néaboje (Dwaregory, 2003; Duan
akol., 2014). Dsledkem je roz#eni rozmezi pH, ve kterém dochazi ke teorb
separovatelnych viek, a to do kyselé oblasti (Duan a Gregory, 200®)sah SG' ionti

v roztoku niize také ovliviovat jeho iontovou silu a napomahat tak kompresiikzujici
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elektrické dvojvrstvy, kteraip ur¢itych hodnotach pH obklopuje organické &iséujici

¢astice. Vedle vlivu siranového aniontu na elek#ticité interakce Ize cekavat také
tvorbu chemickych vazeb mezi $Oa organickymi latkami. Ovlivin je i charakter
vznikajicich vigéek — nap. pii koagulaci huminovych latek pomoci siranu hlingdbyla

pozorovana tvorba &Sich viaek oproti koagulaci pomoci désianu hlinitého (Duan
a kol., 2014).

Pri nizkych hodnotach pH (pod hranici optima) koagalaistava. Hydrolytické
produkty hliniku nesou v dané oblasti pH kladny agjauan a Gregory, 2003), ktery
z&ina gevazovat i u organickych latek. Takové nabojové grgmrmejsou piznivé pro
pusobeni mechanisimkteré jsou pro koagulaci studovanych latek patdsadni.

Pri vySSich hodnotach pH (u HL i BSA shadnad pH 6,5) ke koagulaci tika
nedochazi. U organickych latek staieyazuje (sili) zaporny naboj. Karboxylové skupiny
jsou v alkalickém prog#tdi vice deprotonovany (Collins a kol., 1986), zyg$se nabojova
hustota OL (Bernhardt a kol., 1985). Napin a kol. (2014) pozoruje nad pH 6,0 velmi
prudky pokles zeta potencidlu OL (nabyva &iltapornych hodnot). U hydrolytickych
produkii Al ale za&inaji ve vysSich hodnotach pHepladat neutralni, fijpadré pak
zaporr nabité formy (Duan a Gregory, 2003; Lu a kol., 998 dochazi tak k inhibici
elektrostatickych interakci mezi sloZzkami systémdodnota izoelektrického bodu
hydroxohlinitari mtze zaviset naad faktoni, za vyuZziti siranu hlinitého se ale da
piedpokladat kolem pH 8,0 (Duan a Gregory, 2003koA koagulace OL nad pH 6,5 uz
neprobiha, zbytkové koncentrace Al (v rozmezi pB-&B5) jsou nizSi nez koncentrace
vychozi. To nize byt zgisobenocasténym vysrdzenim amorfniho hydroxidu hlinitého,
jehoz vyskyt je v neutralni oblasti pH dominantiien je schopen precipitace, ale je
celkow elektricky neutralni (Duan a Gregory, 2003), cozpadporuje vznik
elektrostatickych interakci s OIK odstrani organickych latek mechanismem ,sweep
flocculation* (popsano v kapitole 2.2.2.1.) v ohiaseutrélniho pH p danych davkach
koagul&nihocinidla patr& nedochéazi.

4.2 Koagulace HL a BSA sodasrg — s koagul@&nim ¢inidlem

V povrchovych vodnich zdrojich se zcel&zibeé vyskytuji tizné typy NOM
souasre (Marhaba a Van, 2000; Sharp a kol., 2006). Je Edipuci posuzovat i jejich
vzajemné fisobeni, které fze Ehem koagulace nastat a ovlivnit tak jajininost.
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4.2.1 Vliv davky koagulaé¢niho ¢inidla

Potebna davka koaguiaiho¢inidla pro odstraéni HL a BSA souasrg (pro DOC
10 mg.I*; z toho 5 mgt HL a 5 mg.I' BSA) odpovida 1,6 mgHAl. To je podstaté mérs
neZ pro koagulaci HL o vychozim DOC 5 migdamostati (5,5 mg.I* Al) a naopak vice
neZ pro koagulaci BSA o vychozim DOC 5 rifgdamostatt (1,2 mg.I* Al). Je tedy
patrné, Ze fitomnost BSA pozitivé ovliviiuje koagulaci HL a naopak.

Podobny jev pozoroval napWwang a kol. (2014) pro kombinaci HL &inpdnich
organickych koloidnich latek nehuminového charakt¢organic colloids — OC) ip
koagulaci za pomoci siranu hlinitého §80y)3.14H,0). Za gitomnosti OC a jinak
stejnych podminek dochazelo klepSimu odsmarHL, naopak fidavek HL k OC
zpasoboval jejich horSi odstrani, pripadré zvySeni patbné davky koagutaiho cinidla.
Hor&i koagulace OC byla pozorovana uf kpncentraci HL 1 mg} DOC. Charakter
pouzitych OC neni jagndefinovan, ale negativni vliv HL na koagulaci nefinovych
latek je patrny. Tyto vysledky se shoduji i se 8tpdo kombinaci AOM produkovanych
rozsivkouAsterionella formosa huminovych latek, ve které byla navic testovaizma
koagul&ni cinidla, a to jak na bazi hliniku, tak Zeleza (sikdimity, siran zelezity, PACI,
PFS). Ritomnost HL ve vSech ifpadech sniZovala ¢innost koagulace, ifpadré
vyZzadovala vysSi davkyinidla (Jiang a kol., 1993). Naopak pozitivni viprotein
na koagulaci byl $ urcitych hodnotach pH pozorovan i rfagpro kombinaci proteiin
a anorganickych rgstot — Saféikova a kol. (2013) toto potvrzuje pro proteinovsazku

siniceMicrocystis aeruginosa kaolinov&astice.

4.2.2 Vliv hodnoty pH

Pri koagulaci HL a BSA satasré bylo dosazeno nejlepSiho odstiahorganickych
latek (nad 80 % DOC) vrozmezi pH 4,9-6,0; nejmliSkzbytkovych koncentraci Al
(piblizng 0,1 mg.") v rozmezi pH 5,4-6,0. Nejnizsi zbytkova koncecer®OC¢ini 1,6
mg.l*, a to vrozmezi pH 5,2-5,8. iheh koagulace HL + BSA v zavislosti na pH je
znédzorgn na obr. 11. Vhodné hodnoty pH pro koagulaci HLBSA koresponduji
s vysledky pro jednotlivé latky.

Zajimaveé je, ze cca mezi pH 3,8-4,5 uz dochazidegulaci (odstraimi priblizné
70 % DOC), zatimco zbytkové koncentrace Al jsoumieVysoké (takka odpovidaji
vychozi koncentraci Al). # pH 3,1 je pak patrny prudky n#st zbytkové koncentrace

DOC oproti pH 3,8. Ke koagulaci tedyepre¢ miZze v utitém rozmezi pH v omezené
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miie dochazet i na zakladnterakci mezi BSA a HL bez zasadniho vlivu koagpiho
¢inidla (hlinik se pi tomto pH vyskytuje fevazr v rozpusné podob (Stumm a Morgan,
1996). Moznost interakci mezi BSA a HL nezavisleptitomnosti dalSich latek navrhuje
nag. i Salehi a Madaeni (2010), Tian a kol. (2013),a¥wa kol. (2014), Wang a kol.
(2015). Vzajemné interakce zfi& ujicich gimési pozitivre ovliviujici koagulaci jsou
v jinych studiich pozorovany rowa v oblasti kyselého pH. NapSafaikova a kol. (2013)
pozoruje za fitomnosti sinicovych proteinkoagulaci kaolinovyclastic v rozmezi pH,
kde bez vlivu proteitn koagulace kaolinu neprobiha (pH 4,0-6,Gi pouziti
Fex(SOy)3.9H,0, pH 5,0-6,5 B pouZiti Ab(SOy)3.18H,0).

Nad horni hranici optima (pH 6,0) je patrny prugiiokles @innosti koagulace. Uz
pii pH 6,5 prakticky nedochazi k odst&ain organickych latek a i zbytkové koncentrace
Al jsou vysoké (zbytkové koncentrace DOC i Al dagatenet vychozich hodnot). Tento
stav nasledh setrvava az do nejvysSich testovanych hodnot pb).(& této oblasti pH
tedy nedoché&zi ani k interakcim mezi NOMimgidlem, ani k interakcim mezi jednotlivymi
slozkami NOM.
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Obr. 11: Zbytkové koncentrace DOC a Al po koaguldti+BSA v zavislosti na pH
(vychozi DOC 10 mg} 5 mg.I' HL + 5 mg.I' BSA); davka koagutmiho ¢inidla
odpovida 1,6 mgi Al
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4.2.3 Mechanismy koagulace

Vysledky spoléné koagulace HL a BSA ukazuji, Ze BSA pozitivaovliviiuje
koagulaci HL a naopak. Jiz Bernhardt a kol. (198&)kazuje na skuteost, Zze zejména
vysokomolekularni frakce AOM fZe za witych podminek napomahat tva@rb
meziasticovych vazeb. Ty jsou umany predevSim interakcemi AOM protdin
s ostatnimi koagulujicimi sloZzkami (Henderson a.,k@D10; Saféikova a kol., 2013).
Mezi jednotlivymi typy NOM ale rnize také dochazet ke kompetici o produkty hydrolyzy
koagul&nich c¢inidel, pricemz vznikajici komplexy majiizné vlastnosti determinujici
jejich naslednou odstranitelnost. NapiL ziejm¢ tvori vlocky, které life sedimentuji
(Wang a kol., 2014). Dochéazetie patri i ke vzajemnym interakcim mezi HL a BSA
bez &asti koagulaniho c¢inidla (Myat a kol., 2014). Mozné interakce jsoudpabreji
popsany v kapitole 4.3.2.

Optimalni pH pro koagulaci HL + BSA souhlasi s hodmi pro jednotlivé latky
uvedenymi v kapitole 4.1.2. Lze tedy usuzovat,riterakce s koagutaim cinidlem jsou
zaloZzeny na stejnych principech, které jsou podtpbpopsany v kapitole 4.1.3:

dominantni je #ejm¢ opet nabojova neutralizacefipadré adsorpce.

4.3 Koagulace HL a BSA sodasrg — bez koagul&niho ¢inidla

Byly provedeny sklenicové zkousky pro kombinaci HIBSA bez koagutmiho
ginidla, a to proiizné pondry BSA vici HL (DOC HL vzdy 5 mgf, DOC BSA 3, 5 nebo
8 mg."). Testovan byl vliv hodnoty pH naih koagulace.

4.3.1 Vliv hodnoty pH a poméru BSA / HL

Ukazalo se, Ze ke koagulaci kombinace BSA a HL dech bez pouziti
koagul&niho ¢inidla, pricemz vliv na dinnost ma jak powr jednotlivych slozek, tak
hodnota pH. Optimélni pH se prdizné koncentrace BSA minliSi, obect se ale
pohybuje v nizSich hodnotach nez pro koagulaci HBEABSs vyuZitim koagukniho
¢inidla. Zavislost dinnosti koagulace na pH praizné pondry BSA wvici HL ukazuje
obr. 12.

NejlepSiho odstrami organickych latek (té&h z 80 %) bylo dosazendipvysSich
koncentracich BSA (DOC 5 a 8 m{)J P koncentraci BSA 5 mgi bylo (&inného
odstrarni (nad 70 % DOC) dosazeno v SirSim rozmezi pH-43) nez p koncentraci
BSA 8 mg.l' (pH 3,5-4,3), ale optimalni pH se zvelkésti gekryva (3,5-4,2).
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Maximalniho odstratmi DOC (78 %) pro 5 mg DOC BSA bylo dosaZenorippH 3,4;
pro 8 mg.I' DOC BSA i pH 4,0 (odstraéno 76 % DOC). Mimo uvedena optiméalni
rozmezi pH nastava prudky poklesinnosti koagulace, a to jak $rem k nizkému pH
(testovano do pH 2,5), tak k vysokému pH (testovdmpH 6,0).

Pri niz&i koncentraci BSA (DOC BSA 3 mg)l byla pozorovana obe&rhorsi
acinnost koagulace, ale i tak bylaipurcitém pH (2,5) dosazeno odstéan az 72 %

organickych latek.
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Obr. 12: innost odstragni DOC po koagulaci HL+BSA v zavislosti na pH (v§eif
DOC 8-13 mgt: 5 mg.I' HL + 3-8 mg.I* BSA); bez koaguknihoginidla

Pfi vSech testovanych pamech BSA wi¢i HL je BSA odstréaovano s vyssi
acinnosti nez huminové latky (st€jjako @i pouziticinidla). Srovnani pibéhu koagulace
studovanych latek v zavislosti na pH pro jednotlp@mery BSA vi¢i HL znazonuji
obr. 13-15.

Huminové latky jsou odstii@mvany nejvyse ze 70 %, a téi pH 3,4 a koncentraci
DOC BSA 5 mgf (viz obr. 14). Pro DOC BSA 3 a 8 mg.ke maximalni &nnost
pohybuje mezi 50 a 60 %. Protein BSA je odstken az z vice nez 90 %i{jpOC BSA
3mg.I' a pH 2,5-3,5; viz obr. 15),fpostatnich koncentracich je pakirinost mezi
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80 a 90 %. Vyvoj dinnosti koagulace v zavislosti na pH je pro HL, BEAL celkow

vzdy pro dany powr latek podobny.
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Obr. 13: innost odstragni DOC jednotlivych slozek po koagulaci HL+BSA wisdosti
na pH (vychozi DOC 13 m@5 mg.I* HL + 8 mg.I* BSA); bez koaguknihoginidla
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Obr. 14: &innost odstragni DOC jednotlivych slozek po koagulaci HL+BSA wisdosti
na pH (vychozi DOC 10 m@5 mg.I* HL + 5 mg.I* BSA); bez koaguknihoginidla
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Obr. 15: Winnost odstragni DOC jednotlivych sloZzek po koagulaci HL+BSA wisdosti
na pH (vychozi DOC 8 m@H 5 mg.I' HL + 3 mg.I* BSA); bez koagukniho¢inidla

4.3.2 Mechanismy koagulace

Na interakcich mezi proteinem BSA a huminovymi &k se niZze podilet vice
mechanism. Dialezitym principem kontaktu mezi BSA a HL jsou hyfidoni interakce
(Myat a kol., 2014). Vz4jemny kontakt hydrofobni¢asti gisluSnych molekul je
uptednosiiovan oproti jejich kontaktu s vodou, ktery je z gedického hlediska nezadouci
(Dill, 1990). BSA obsahujgadu aminokyselin (AMK), jejichZz postraniiettzce maji
nepolarni (hydrofobni) charakter. Jedna s&.naprolin, leucin, alanin, valin, cystein nebo
fenylalanin (Huang a Kim, 2004). Ze strany humindvylatek se na hydrofobnich
interakcich mohou podilet jak aromatické, tak &lifee casti jejich molekul (Myat a kol.,

2014). Hydrofobni interakce jsou znazémg na obr. 16.
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hyvdrofilni €ast

Sy hydrofobni cast

Obr. 16: Znazoréni hydrofobnich interakci mezi organickymi latkarei vodnim prosedi

DalSim moZznym typem interakci je tvorba vodikovyaistka (Myat a kol., 2014),
kdy jsou progednictvim vodikového iontu spojovany &dyolarni molekuly (Stumm
a Morgan, 1996). BSA obsahuje Zna mnozstvi AMK s polarnimi (hydrofilnimi)
postrannimiretzci, nag. arginin, serin, lysin, threonin, glutamin nebgoin (Huang
a Kim, 2004). Huminové latky se na tvérbodikovych nfistki podileji Zejmé zejména
prostednictvim karbonylovych (akceptor vodikoveé vazhydroxylovych (akceptor nebo
donor) a aminovych (donor vodikové vazby) skupiryéia kol., 2014).

Na interakcich mezi BSA a HL seiite podilet také tvorba tzv. ,solnychistki*
(,salt bridges") (Myat a kol., 2014). Ty jsowkdy povazovany za zvlastni typ vodikové
vazby (Bosshard a kol., 2004; Myat a kol., 2014¢, souvisi i s nabojem interagujicich
castic (Dill, 1990). Jedna se o kombinaci dvou vakentnich vazeb (neutralni vodikove
vazby a elektrostatické interakce mezi kationteran@mntem). Tato interakce je pairn
pevrEjsi nez samotna vodikova vazba (Myat a kol., 2014).

Pri ur¢ité hodnot pH (4,2-5,3) nastava pro vSechny goynBSA wvici huminovym
latkdm inhibice vzajemnych interakci. To nasnma, Ze &koli se uplatuji rizné
mechanismy, zasadni roli maji nabojové poyrinteragujicich latek (které jsou vzhledem
k charakteru BSA i HL sil&zavislé na hodnstpH). Od utitého pH patra elektrostatické
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repulze v dsledku rostouciho zaporného ndboje BSA i HL za&algiadalSim interakcim,
protoZe molekuly se nemohou dostatepriblizit (Bosshard a kol., 2004).

Za pitomnosti koaguléniho cinidla, které (pi urcitych hodnotach pH) svym
kladnym nabojem Zjsobuje destabilizaci a nabojovou neutralizaci z&panabitych
organickych latek, rize patri k interakcim mezi BSA a HL dochazet i ve vysSim pH
(priblizné do pH 6,0). To lze usuzovat z roZdfipoteb koagulaniho¢inidla pro BSA, HL
a jejich kombinaci za obdobného pH (diskutovanapitole 4.2).

S nabojovymi charakteristikamigmé souvisi také posun optimalnich hodnot pH
se zn¢nou pongru BSA wici huminovym latkam. Podobny jev (rozdily v optimiémpH
pro koagulaci v zavislosti na p&nu interagujicich zn@Stujicich latek) popisuje
Safaikova a kol. (2013) pro proteiny a kaolin. Jakivad jsou uvadny prav zmeny
v poneru naboji interagujicich slozek systému.

V oblasti silré kyselého pH koagulacefipkoncentracich DOC BSA 8 a 5 mi§.|
ustava (i pH 3,3 pro 8 mgt; pi pH pod 3,0 pro 5 mg}). Pro 3 mg:l DOC BSA tento
jev pii nejnizsich testovanych hodnotach pH (2,5) pozanoveni. Vedle vlivu nabojovych
poneria (kyselé karboxylové skupiny &maji byt v nizkém pH protonovany (Stumm
a Morgan, 1996) nelze vyleit ani pisobeni zrin v konformaci BSA. Pod pH 3,0 byly
pozorovany zasadni zmy sekundarni struktury tohoto proteinu (Cao a,kaD13) -

v siln¢ kyselém pH dochazi k denaturaci BSA (Estey a RflQ6). V rozmezi pH 3,0-9,0
nebyly zasadni zémy struktury BSA pozorovany (Cao a kol., 2013).

4.4 Srovnani BSA se sinicovymi proteiny

Sinicové proteiny zahrnuji latky diznych molekulovych hmotnostech, mohou se
pohybovat wadu jednotek, desitek i stovek kDa (Pivokonsky la R®06, 2009, 2014; Li
a kol., 2012). BSA tak se svoji MH spada do tohammmezi. Rozdilné jsou i hodnoty
pl jednotlivych proteifi, nag. pro proteiny izolované Mlicrocystis aeruginosabyly
stanoveny p mezi 4,79 a 8,05 (Pivokonsky a kol., 2012), cox¢émi blizké hodnat
pl BSA, ktera je 4,70 (Norde a Favier, 1992; Ang ianElech, 2007).

Protein BSA byl wad studii pouZzit jako latka reprezentujici proteinov&lozku
organickych latek fitomnych ve vod (nag. Her a kol. 2003; Mo a kol., 2008; Jiao a kol.,
2015). Porovnani optimalnich paraniegpro koagulaci BSA a AOM je popisovano
v kapitole 4.1. Naprosto srovnatelné vysledky pe#di ve své diplomové praci Brabenec
(2015), ktery se zabyva interakcemi sinicovych @rét (izolovanych zMicrocystis
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aeruginosa a huminovych latek #p koagulaci, a to za vyuZiti stejného koagulido
¢inidla a totoZznych postuip

Bylo zjisténo, Ze jak BSA, tak sinicové proteiny (SR)zpiveé ovliviwuji koagulaci
HL. P¥ftomnost SP (o koncentraci DOC 5 riy.Ipodstatst sniZuje patebnou davku
koagul&niho ¢inidla (Alx(SOy)3.18H,0) pro &inné odstraéni HL (o koncentraci DOC
5mg.I") 25,5 mgt Al na 2,8 mg Al (Brabenec, 2015). Bb¢h koagulace HL + SP
v zavislosti na hodnétpH (pi optimalni davceinidla) znazoiiuje obr. 17. Optimalni pH
odpovida hodnotam 5,5-6,1 (Brabenec, 2015), cd2me& Uplne piekryva s optimem pro
koagulaci HL + BSA (viz kapitola 4.2.2) a igii®h mimo optimum je obdobny. Lze tedy
usuzovat, Ze hlavni mechanismy koagulace (vzhlddsiimé zavislosti &innosti pra¢ na
hodnotach pH) jsou shodné. Optimalni davky pro kteg SP a HL + SP jsou cico
vySSi nez pro koagulaci BSA a HL + BSA, cdigjm¢ muze souviset s tim, Zze SP obsahuji
i nizkomolekularni peptidy (Pivokonsky a kol., 20@®14).Cast&né odstraéni OL pod
hranici optima (za vysokych zbytkovych koncentrhaliniku) napovida, Ze (stejnjako
mezi BSA a HL) dochazi zagtitych podminek i k interakcim SP a HL beZmpého vlivu
koagul&niho ¢inidla. Brabenec (2015) toto potvrzuje i koagulkaimbinace SP a HL bez
¢inidla, kdy @i urcitém pH dochazi k odstrani takka 70 % organickych latek.
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Obr. 17: Zbytkové koncentrace DOC a Al po koagulbiti+SP v zavislosti na pH
(vychozi DOC 10 mg} 5 mg.* HL + 5 mg.I* BSA); davka koagutmiho ¢inidla
odpovida 2,8 mg Al (Brabenec, 2015)
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5 Zavér

Vysledky potvrzuji, Ze optimalizace paranietkoagulace organickych latek
nezavisi jen na jejich koncentraci, ale také nachejcharakteru. Pro protein BSA
(o koncentraci DOC 5 md') byla jako optimalni stanovena davka koagniho ¢inidla
odpovidajici 1,2 mgi Al, zatimco pro huminové latky o stejné koncentr8®C je
potiebna davkacinidla podstats vyssi (5,5 mgl Al). Pro kombinaci uvedenych
organickych latek (DOC BSA 5 mg.t DOC HL 5 mgt) pak byla optimalni davka
stanovena na 1,6 mg.Al, coZ je vice neZ pro BSA samostgtale podstath mérs nez
pro HL samostath Vedle zavislosti pdebné davkyinidla na charakteru NOM je tedy
patrné i to, Ze mezi organickymi latkami abe dochazet k interakcim, které
ve svém dsledku ovliviuji U¢innost koagulace. Optimalni pH pro koagulaci jetimpth
typtt NOM i pro jejich kombinaci bylo obdobné (4,9-5,/bpHL; 5,7-6,2 pro BSA; 5,4-6,0
pro jejich kombinaci), coZz nazéaje, Ze hlavni mechanismy koagulace jsou pro ttioyl
stejné. B danych hodnotach pHi@vazuje u obou zkoumanych organickych latek zaporny
naboj, zatimco produkty hydrolyzy koagémého cinidla jsou kladd nabité. Mize tak
dochazet k elektrostatickym interakcim a Zadoudstat®lizaci znéiStujicich @Fimeési.
Hlavnimi principy koagulace jsou nabojova neutiiz a adsorpce. Protein BSA je
odstraiovan s vysSi dinnosti nez huminové latky, coz patrrsouvisi s jeho velkou
molekulovou hmotnosti. Je znamo, Ze takové latkgcabdolie koaguluji (Bolto a kol.,
2002; Cheng a Chi, 2003; Sharp a kol., 2006).

Predpoklad interakci mezi HL a BSA potvrzuje vedledhat optimélnich davek
koagul&niho ¢inidla i zjiS€ni, Ze khem jejich sotiasné koagulace dochazi preitych
hodnotach pH Kast&nému odstragni organickych latek (cca 60 % DOG pH 3,8-4,5),
zatimco zbytkové koncentrace Al jsou vysoké iftak vychozi), coz poukazuje
na minimalni dast ¢inidla na koagulaci. Sklenicové zkousky bez poukdagul&niho
¢inidla tento jev potvrzuji, ficemz vedle hodnoty pH jeitezZity i vzajemny porr mezi
HL a BSA. Nej&inngjsSi koagulace (odstraéni 78 % DOC) bylo bezinidla dosazeno
pii pH 3,4 a pordru HL:BSA 1:1. HL a BSA mohouigjm¢ interagovat zejména diky
hydrofobnimu efektu a prasdnictvim vodikovych a solnych Ustki. Interakce ale
pii uréitém pH (v zavislosti na poenu latek mezi hodnotami pH 4,2-5,3) ustavaji, patrn
v disledku elektrostatickych repulzi, které jsou &#hnez pitazlivé sily. Za pitomnosti
koagul&niho¢inidla, kterécastice destabilizuje a repulze tak pétlig, nize k interakcim
mezi HL a BSA dochazet irpvysSich hodnotach pH.
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Ze srovnani BSA a sinicovych protéinBrabenec, 2015) vyplyva, Ze jejich
chovani pi koagulaci je obdobné r@sné davkyinidla vhodné pro koagulaci BSA a SP se
mirn¢ liSi, v obou pipadech jsou ale podst&tmizSi nez pro srovnatelné mnoZzstvi
huminovych latek. Optimalni hodnoty pH pro koaguRRSA a SP seiekryvaji, Ize tedy
piedpokladat, Ze mechanismy koagulace jsou obdobiico®é proteiny pzniveé
ovliviiuji koagulaci huminovych latek a mohou s nimi iaggvat i bez fitomnosti
koagul&niho ¢inidla, stejré jako tomu je pro protein BSA. Rozdily se dafispzovat
zejména tomu, Ze SP jsou &hproteird, zatimco BSA je jedna latka. Celkose ale BSA
jevi jako vhodna modelové latka zastupujici zejmésokomolekularni frakci sinicovych
proteinti, které jsou BZnou sodasti NOM.
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6 Seznam pouzitych veliin a zkratek

AMK - aminokyselina

AOM (Algal Organic Matter) — organicke latky prodawkané sinicemi &asami
BSA (Bovine Serum Albumine) — héxi sérovy albumin

DBPs (Desinfection By-products) — vedlejSi produkygienického zabezpeni
DOC (Dissolved Organic Carbon) — rozpust organicky uhlik

EOM (Extracellular Organic Matter) — extracelulaonjanické latky

FA (Fulvic Acid) — fulvokyseliny

FLD (Fluorescence Detector) — fluoreséeindetektor

G - stedni gradient rychlosti f§

HA (Humic Acid) — huminové kyseliny

HAAs (Haloacetic Acids) — halogenoctoveé kyseliny

HANs (Haloacetonitriles) — halogenované acetowitril

HL — huminové latky

HS (Humic Substances) — huminové latky

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) — ok@Xinna kapalinova
chromatografie

HPSEC (High Performance Size Exclusion Chromatdgrap vysokodinna velikosti
rozcklujici chromatografie

IC (Inorganic Carbon) — anorganicky uhlik

IOM (Intracellular Organic Matter) — intracelularoiganické latky
KNK 45— celkova kyselinova neutralima kapacita [mmol{]

MCA (Mucochloric Acid) — kyselina mukochlorova {&,Cl,05)
MC-RR — Microcystin-RR

MC-YR — Microcystin-YR

MH — molekulova hmotnost

MX (Mutagen X) - 3-chlor-4-(dichlormetyl)-5-hydrgx2(5H)-furanon (GH3Cl303)
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NDMAs — N-nitrosodimethylaminy

Nu*(1n) — mnoZstvi fidanych H ionti v bods ekvivalence n [mmol§

NOM (Natural Organic Matter) —fsodni organické latky
Nr — mnoZstvi specifickych furthich skupin [mmol.g]
OL — organické latky

OC (Organic Colloids) — organické koloidy

PACI — polyaluminiumchlorid

PASIC - Polyaluminium Silicate Chlorid

pEq— bod ekvivalence

PFS — polyferric sulfat

pK — disocig&ni konstanta

pl — (Isoelectric Point) — izoelektricky bod

RCF (Relative Centripetal Force) — relativni éddivé zrychlen(g]

SOM (Surface-retained Organic Matter) — organiétkyl zachycené na povrchu
organisni

SP — sinicové proteiny
SUVA (Specific UV Absorbance) — specificka UV alisamce [I.nt.mg:Y]
TC (Total Carbon) — celkovy uhlik

THMs (Trihalogenmethans) - trihalogenmethany
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