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Abstrakt

Prispévek se zabyva vyzkumem koagulace huminovych latek v pritomnosti
peptidové/proteinové slozky latek produkovanych fytoplanktonem (AOM). Pouzity byly
peptidy/proteiny izolované z AOM sinice Microcystis aeruginosa. Studovana byla
ucinnost koagulace uvedenych latek samostatné i soucasné s ddrazem na jejich
vzajemné plsobeni. Ukdzalo se, Ze pro odstranéni huminovych latek je potrebna
podstatné vyssi davka koagulacniho Cinidla nez pro srovnatelné mnozstvi sinicovych
peptidd/proteinl. Nasledné bylo také zjisténo, Ze pritomnost AOM peptid{/proteind
priznivé ovliviiuje koagulaci huminovych latek (vyznamné snizuje potrebnou davku
koagulac¢niho cinidla) a naopak, prokazatelné tedy dochazi k interakcim mezi rliznymi
typy organickych latek. Nejvyssi Gcinnosti koagualce bylo pro vSechny sledované latky
dosazeno v oblasti mirné kyselého pH, odstranéno bylo az 80 % DOC.

Uvod

Pfirodni organické latky (NOM — natural organic matter) rlizného charakteru se zcela
bézné vyskytuji v povrchovych vodnich zdrojich [1]. Vyznamné byvaji zastoupeny
huminové latky (az 50-65 % NOM) [2, 3], dalsi dlleZitou slozkou jsou latky
produkované fytoplanktonem (AOM - algal organic matter) [4], jejichz mnoZstvi mlze
béhem roku silné kolisat a zplsobovat tak vykyvy ve kvalité surové vody [5]. Velky
podil AOM (az 65 %) je tvoren peptidy a proteiny [6, 7], dale AOM obsahuji napft.
polysacharidy, aminocukry, aminokyseliny a enzymy [8]. Z hlediska vyroby pitné vody
je prfitomnost NOM neZadouci. Dlvody jsou napf. tvorba zdravotné zavadnych
vedlejsich produktl desinfekce vody, poruchy koagulace, zanaseni membranovych filtrl
nebo inhibice adsorpce mikropolutantd [9]. K odstranéni znecist'ujicich pfimési véetné
prirodnich organickych latek se v ramci Upravy vody béZzné vyuZziva koagulace [10].
Nezbytné je pfi ni optimalizovat parametry, kterymi jsou hlavné davka koagulacniho
c¢inidla a hodnota pH, pfiemz tyto jsou silné zavislé na charakteru znecist'ujicich latek
[1, 6, 10]. Vlivem rozdilnych vlastnosti odstrafiovanych latek a podminek koagulace se
uplatfiuji rlizné mechanismy interakci s koagulaCnimi Cinidly [11], pfedpokladat Ize
i vzajemné plsobeni organickych latek [12]. Rada studii se vénuje vyzkumu koagulace
jednotlivych organickych latek [10, 13, 14], zadouci je ale zaméfit se i na jejich
kombinace, jelikoz v pfirodnich vodach se bézné vyskytuji rlzné typy NOM soucasné
[1,3]. Tato studie se zabyva optimalizaci koagulace huminovych latek (HL),
peptidové/proteinové slozky AOM  sinice  Microcystis — aeruginosa  (sinicové
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peptidy/proteiny — SP) a jejich kombinace. Pozornost je vénovana mechanismim
interakci koagulace a vzajemnému plsobeni organickych latek.

Material a metodika

Huminové latky byly ziskany vylouhovanim vlaknité raseliny (Aqua Exotic, Slovensko).
Kultivace sinice Microcystis aeruginosa a izolace peptidové/proteinové slozky je blize
popsana vV literature [7, 15]. Koncentrace rozpusténého organického uhliku
(DOC - dissolved organic carbon) byla méfena analyzatorem Shimadzu TOC-V cpy
(Shimadzu Corporation, Japonsko). Koagulacni pokusy (sklenicové zkousky) byly
provadény pro HL i SP samostatné (vychozi koncentrace 5 mg.I* DOC) a pro kombinaci
HL a SP (5mg.I" DOC HL + 5 mg.I" DOC SP) za vyuZiti Al,(SO4);.18H,0 jako
koagulacniho (Cinidla; pro HL+SP pak jesté zcela bez pouziti cinidla. Zvolené
koncentrace DOC odpovidaji hodnotam béZnym pro pfirodni vody [16, 17]. Pro
sklenicové zkousky byla pouzita osmimistna michaci kolona (LMK 8-03, Ustav pro
hydrodynamiku AV CR, v.v.i.). Hodnota pH byla vzdy predem upravena pomoci
0,1 M HCl nebo 0,1 M NaOH. Podil huminovych latek na zbytkovych koncentracich DOC
byl stanovovan pomoci UV absorbance pfi 254 nm [17, 18]. Pouzit byl UV/VIS 8452A
spektrofotometr (Agilent Technologies, USA) s 1 cm kyvetou. Podil peptidl/proteint byl
vypocten jako rozdil mezi celkovou koncentraci DOC a koncentraci DOC HL. Relativni
molekulové hmotnosti byly méreny pomoci HPSEC (1260 series, Agilent Technologies,
USA) s fluorescenénim detektorem (FLD) za vyuZiti kolon Agilent Bio SEC-5 100 &, 300
R a 500 A zapojenych do série (separaéni rozsah 100-1250000 Da). Detekce probihala
pfi vinovych délkach (excitacni/emisni zareni) 280/350 nm pro proteiny a 320/450 nm
pro stanoveni HL [19]. Molekulové hmotnosti byly ur¢eny pomoci kalibracni kfivky SEC
standardll o molekulovych hmotnostech 224 Da aZz 900 kDa (Sigma-Aldrich, USA).

Vysledky a diskuze

1) Koagulace huminovych latek a AOM peptidli/proteini samostatné

Testovanymi parametry koagulace byly davka koagulacniho cinidla a hodnota pH.
Pouzity byly davky ¢inidla odpovidajici koncentracim Al 0,2-8,0 mg.I™". Pro optimalizaci
davky bylo na zakladé studii vyuZzivajicich siran hlinity pfi koagulaci organickych latek
[10, 20] zvoleno pH 6,0. Bylo zjiSténo, Ze potfebna davka koagulacniho Cinidla se pro
jednotlivé NOM vyznamné li§i. Pro huminové latky o vychozi koncentraci DOC 5 mg.|™
&ini optimum 5,5 mg.I™ Al, zatimco pro AOM peptidy/proteiny o stejné koncentraci DOC
jen 2,0 mg.I" Al. Za vyuziti uvedenych davek koagulatniho &inidla bylo dosaZeno
ke zlepseni ucinnosti koagulace. Z vysledk{ vyplyva, Ze optimalni davku koagula¢niho
Cinidla nelze stanovit jen na zakladé vychozi koncentrace NOM, urlujici je také
charakter organickych latek. Molekulova hmotnost pouzitych huminovych latek byla
stanovena v rozmezi asi 4-11 kDa, zatimco molekulové hmotnosti SP se pohybuiji
radové od jednotek po stovky kDa, na stejnou koncentraci DOC tak pripada
u huminovych latek vétsi mnozstvi molekul, které je tfeba destabilizovat. Pri nizkych
davkach cinidla dochazi kromé nedostatecného odstranéni organickych latek i k nardstu
zbytkovych koncentraci Al, a to z ddivodu nizké tvorby odstranitelnych Castic [20]. Pro
sledovani vlivu pH na ucinnost koagulace (pfi optimalni davce cinidla) byly zvoleny
hodnoty vrozmezi pH 4,0 az 7,5. Vychozi koncentrace HL i SP byly opét
5 mg.I'* DOC. Nejlepsiho odstranéni huminovych latek (asi 70 % DOC) bylo dosaZeno
pfi hodnotach pH 4,9-5,7. Mimo uvedené optimum rostou zbytkové koncentrace DOC
i Al, zavislost ucinnosti koagulace na hodnoté pH je zndzornéna na obr. 1. Stanovené
optimum pH pro koagulaci HL se shoduje i s dalSimi studiemi, kde jsou vyuzita cinidla
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Obr. 1. Zbytkové koncentrace DOC a Al Obr. 2. Zbytkové koncentrace DOC a Al
po koagulaci HL (pfi optimalni po koagulaci SP (pfi optimalni
davce koagulacniho cinidla) davce koagulacniho cinidla)
v zavislosti na pH v zavislosti na pH
(vychozi DOC 5 mg.I™") (vychozi DOC 5 mg.I™)

na bazi Al [2, 21, 22]. Sinicové peptidy/proteiny byly nejucinnéji odstranény (asi 75 %
DOC) v rozmezi pH 5,2 az 6,7. To jsou hodnoty srovnatelné pro pouziti Cinidel na bazi
Fe [14]. Pribéh koagulace SP v zavislosti na pH ukazuje obr. 2. V uvedenych
mg.I"). Ze zavislosti Ucinnosti koagulace na pH vyplyva, Ze zdsadni vyznam maiji
nabojové charakteristiky interagujicich latek, které jsou urcovany pravé hodnotou pH.
Optimum pro koagulaci jak huminovych latek, tak peptidové/proteinové slozky AOM se
nachazi v mirné kyselé oblasti pH, kde je hlavnim mechanismem koagulace nabojova
neutralizace [18, 21, 23]. Huminové latky maji velké mnozstvi ionizovatelnych skupin
(napr. -OH, -COOH), které pri urcitém pH podIéhaji disociaci a HL tak ziskavaji zaporny
naboj [24, 25]. Ten u huminovych latek prevazuje nad pH 4,0 [11], pfi stanoveném
optimu jsou tedy huminové latky zaporné nabité. Rovnéz peptidy a proteiny nesou
fadu funkcnich skupin (-OH, -COOH, -SH, -NHs;", =NH," apod.), které v zavislosti na
pH ovliviiuji nabojové charakteristiky peptid/proteint. Hodnoty izoelektrickych bodl p/
peptidl/proteinl sinice Microcystis aeruginosa (pI4,8; 5,1; 5,3; 5,5; 5,6; 5,8; 6,1; 6,3;
6,5, 6,6; 7,0; 7,4, 7,8; 7,9; 8,1) ukazuji, Ze pfi stanoveném optimalnim pH u nich
rovnéz prevlada zaporny naboj [15]. Lze tedy usuzovat, Ze dominantni mechanismy
koagulace jsou pro obé skupiny latek podobné. Kromé nabojové neutralizace se na
koagulaci pfi vyssich hodnotach optimalniho pH milze castecné podilet i adsorpce
organickych latek na povrchu hydroxid@ hliniku [10, 11, 22].

2) Vliv AOM peptidii/proteind na koagulaci huminovych latek

Pro zjisténi vlivu sinicovych peptidd/proteind na koagulaci huminovych latek byly
provedeny sklenicové zkousky se smési téchto latek. Pfi vychozi koncentraci 5 mg.I™
DOC HL + 5 mg.I* DOC SP a pfi hodnoté pH 6,0 byla optimalni davka dinidla
stanovena na 2,8 mg.I* Al. To je podstatné méné neZ pro huminové latky, a naopak
vice nez pro samotné peptidy/proteiny. Je tedy patrné, ze proteinova slozka AOM
priznivé ovliviuje koagulaci huminovych latek. Nejucinnéjsiho odstranéni HL+SP (az
80 % DOC; pri optimalni davce cinidla) bylo dosazeno v rozmezi pH asi 4,9-6,1, coz se
prekryva s optimalnimi hodnotami pro HL i SP samostatné, na koagulaci se tedy patrné
podileji obdobné mechanismy. Peptidy/proteiny jsou odstrafiovany s vyssi ucinnosti nez
huminové latky (SP tvorfi jen asi 25 % zbytkovych koncentraci DOC). To souhlasi

© W&ET Team, doc. Ing. Petr Dolej$, CSc., Ceské Budé&jovice 2016



Citace — Novotna K., Drdova S., Nageradska J., Pivokonsky M., Janda V.: Vliv organickych latek produkovanych
fytoplanktonem na koagulaci huminovych latek.

Shornik konference Pitna voda 2016, s. 63-68. W&ET Team, C. Bud&jovice 2016. ISBN 978-80-905238-2-1

s predpokladem, Ze latky o malé molekulové hmotnosti koaguluji hdfe [14, 15],
i s HPSEC analyzou nezkoagulovanych latek. Ukazalo se, Ze v roztoku zlstavaji hlavné
nizkomolekulari frakce NOM. Z vysledk( je ziejmé, ze dochazi i k interakcim mezi
huminovymi latkami a peptidy/proteiny. SP diky svému castecné polymernimu
charakteru patrné funguji jako pomocné koagulacni Cinidlo a umoznuji tvorbu
mezicasticovych vazeb [14], coZ ma za nasledek vyssi Ucinnost koagulace. Zavislost
prbéhu koagulace HL+SP na pH je znazornéna na obr. 3. Pfi pH pod dolni hranici
optima lze pozorovat Castecné odstranéni organickych latek (hodnoty DOC pod

vV

takika rovnaji koncentracim vychozim. K interakcim mezi HL a SP tedy mlze za
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Obr. 3. Zbytkové koncentrace DOC a Al po koagulaci HL+SP
(pri optimalni davce koagulacniho cinidla) v zavislosti na pH
(vychozi DOC 10 mg.I'*: 5 mg.I" HL + 5 mg.I"" SP)

urcitych hodnot pH dochazet i zcela bez Gcasti koagulacniho Cinidla. Tento predpoklad
potvrzuji i vysledky sklenicovych zkousek bez cinidla, kdy pfi uréitych hodnotach pH
(3,5 a méné) bylo odstranéno az 50 % DOC. Interakce peptid(/proteinl s dalSimi
koagulovanymi slozkami byla pozorovana jiz drive [13, 15], pricemZ koagulaci patrné
podporuje zejména vysokomolekularni frakce AOM [14, 26]. Na interakcich mezi HL
a SP se mize podilet vice mechanismi, jednim z nich jsou hydrofobni interakce. DalSi
moznosti kontaktu mezi NOM je tvorba vodikovych mistkl mezi polarnimi molekulami
a vznik solnych mdstk{, coz je kombinace vodikové vazby a elektrostatické interakce
[12]. Pri koagulacnich pokusech bez cinidla byly pozorovany interakce jen do urcité
hodnoty pH (5,0). To Ize vysvétlit rostoucim zapornym nabojem HL i SP, a tedy silicimi
elektrostatickymi repulzemi, které brani dostatecnému pfiblizeni molekul HL a SP.
Protoze pfi pouziti koagulacniho cinidla dochdzi k destabilizaci a neutralizaci
huminovych latek i AOM peptidd/proteind, jsou interakce mezi nimi mozné v podstatné
SirSim rozmezi pH. V oblastech elektrostatickych repulzi mezi HL a SP pak pUsobi
Castice hydrolyzovanych kov{ jako spojovaci Clanek mezi obéma typy organickych
latek.
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Shrnuti

Optimalizace parametrl koagulace je silné zavisla na charakteru odstranovanych latek.
Potfebna davka koagulacniho cinidla pro AOM peptidy/proteiny o koncentraci DOC
5 mg.I" byla stanovena na 2,0 mg.I" Al, zatimco pro stejné mnoZzstvi huminovych latek
na 5,5 mg.I" Al. Ukdzalo se, Ze proteinova slozka AOM priznivé ovliviiuje koagulaci
HL — pfi vychozi koncentraci 5 mg.I" DOC HL + 5 mg.I™* DOC SP byla optimaini davka
&inidla stanovena na 2,8 mg.I* Al, co? je takika dvakrat méné neZ pro HL samostatné.
Prokazatelné tedy dochazi kinterakcim mezi huminovymi latkami a AOM
peptidy/proteiny, pfiCemz zvySena koncentrace organickych latek v dlsledku
pritomnosti AOM patrné nemusi vzdy vyZadovat navysSeni davky koagulacniho cinidla.
Optimalni hodnoty pH se pro vSechny studované latky nachazeji v mirné kyselé oblasti,
kde je hlavnim mechanismem koagulace nabojova neutralizace. Organické latky byly
odstranény az témér z 80 %, pricemz AOM peptidy/proteiny koaguluji snaze nez HL.
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