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Abstrakt 
 

Příspěvek se zabývá výzkumem koagulace huminových látek v přítomnosti 
peptidové/proteinové složky látek produkovaných fytoplanktonem (AOM). Použity byly 
peptidy/proteiny izolované z AOM sinice Microcystis aeruginosa. Studována byla 
účinnost koagulace uvedených látek samostatně i současně s důrazem na jejich 
vzájemné působení. Ukázalo se, že pro odstranění huminových látek je potřebná 
podstatně vyšší dávka koagulačního činidla než pro srovnatelné množství sinicových 
peptidů/proteinů. Následně bylo také zjištěno, že přítomnost AOM peptidů/proteinů 
příznivě ovlivňuje koagulaci huminových látek (významně snižuje potřebnou dávku 
koagulačního činidla) a naopak, prokazatelně tedy dochází k interakcím mezi různými 
typy organických látek. Nejvyšší účinnosti koagualce bylo pro všechny sledované látky 
dosaženo v oblasti mírně kyselého pH, odstraněno bylo až 80 % DOC. 
 

Úvod 
 

Přírodní organické látky (NOM – natural organic matter) různého charakteru se zcela 
běžně vyskytují v povrchových vodních zdrojích [1]. Významně bývají zastoupeny 
huminové látky (až 50-65 % NOM) [2, 3], další důležitou složkou jsou látky 
produkované fytoplanktonem (AOM – algal organic matter) [4], jejichž množství může 
během roku silně kolísat a způsobovat tak výkyvy ve kvalitě surové vody [5]. Velký 
podíl AOM (až 65 %) je tvořen peptidy a proteiny [6, 7], dále AOM obsahují např. 
polysacharidy, aminocukry, aminokyseliny a enzymy [8]. Z hlediska výroby pitné vody 
je přítomnost NOM nežádoucí. Důvody jsou např. tvorba zdravotně závadných 
vedlejších produktů desinfekce vody, poruchy koagulace, zanášení membránových filtrů 
nebo inhibice adsorpce mikropolutantů [9]. K odstranění znečišťujících příměsí včetně 
přírodních organických látek se v rámci úpravy vody běžně využívá koagulace [10]. 
Nezbytné je při ní optimalizovat parametry, kterými jsou hlavně dávka koagulačního 
činidla a hodnota pH, přičemž tyto jsou silně závislé na charakteru znečišťujících látek 
[1, 6, 10]. Vlivem rozdílných vlastností odstraňovaných látek a podmínek koagulace se 
uplatňují různé mechanismy interakcí s koagulačními činidly [11], předpokládat lze 
i vzájemné působení organických látek [12]. Řada studií se věnuje výzkumu koagulace 
jednotlivých organických látek [10, 13, 14], žádoucí je ale zaměřit se i na jejich 
kombinace, jelikož v přírodních vodách se běžně vyskytují různé typy NOM současně 
[1, 3]. Tato studie se zabývá optimalizací koagulace huminových látek (HL), 
peptidové/proteinové složky AOM sinice Microcystis aeruginosa (sinicové 
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peptidy/proteiny – SP) a jejich kombinace. Pozornost je věnována mechanismům 
interakcí koagulace a vzájemnému působení organických látek. 
 
Materiál a metodika 
 

Huminové látky byly získány vylouhováním vláknité rašeliny (Aqua Exotic, Slovensko). 
Kultivace sinice Microcystis aeruginosa a izolace peptidové/proteinové složky je blíže 
popsána v literatuře [7, 15]. Koncentrace rozpuštěného organického uhlíku  
(DOC - dissolved organic carbon) byla měřena analyzátorem Shimadzu TOC-V CPH 
(Shimadzu Corporation, Japonsko). Koagulační pokusy (sklenicové zkoušky) byly 
prováděny pro HL i SP samostatně (výchozí koncentrace 5 mg.l-1 DOC) a pro kombinaci 
HL a SP (5 mg.l-1 DOC HL + 5 mg.l-1 DOC SP) za využití Al2(SO4)3.18H2O jako 
koagulačního činidla; pro HL+SP pak ještě zcela bez použití činidla. Zvolené 
koncentrace DOC odpovídají hodnotám běžným pro přírodní vody [16, 17]. Pro 
sklenicové zkoušky byla použita osmimístná míchací kolona (LMK 8-03, Ústav pro 
hydrodynamiku AV ČR, v. v. i.). Hodnota pH byla vždy předem upravena pomocí  
0,1 M HCl nebo 0,1 M NaOH. Podíl huminových látek na zbytkových koncentracích DOC 
byl stanovován pomocí UV absorbance při 254 nm [17, 18]. Použit byl UV/VIS 8452A 
spektrofotometr (Agilent Technologies, USA) s 1 cm kyvetou. Podíl peptidů/proteinů byl 
vypočten jako rozdíl mezi celkovou koncentrací DOC a koncentrací DOC HL. Relativní 
molekulové hmotnosti byly měřeny pomocí HPSEC (1260 series, Agilent Technologies, 
USA) s fluorescenčním detektorem (FLD) za využití kolon Agilent Bio SEC-5 100 Å, 300 
Å a 500 Å zapojených do série (separační rozsah 100-1250000 Da). Detekce probíhala 
při vlnových délkách (excitační/emisní záření) 280/350 nm pro proteiny a 320/450 nm 
pro stanovení HL [19]. Molekulové hmotnosti byly určeny pomocí kalibrační křivky SEC 
standardů o molekulových hmotnostech 224 Da až 900 kDa (Sigma-Aldrich, USA). 
 
Výsledky a diskuze 
 

1) Koagulace huminových látek a AOM peptidů/proteinů samostatně 
 

Testovanými parametry koagulace byly dávka koagulačního činidla a hodnota pH. 
Použity byly dávky činidla odpovídající koncentracím Al 0,2-8,0 mg.l-1. Pro optimalizaci 
dávky bylo na základě studií využívajících síran hlinitý při koagulaci organických látek 
[10, 20] zvoleno pH 6,0. Bylo zjištěno, že potřebná dávka koagulačního činidla se pro 
jednotlivé NOM významně liší. Pro huminové látky o výchozí koncentraci DOC 5 mg.l-1 
činí optimum 5,5 mg.l-1 Al, zatímco pro AOM peptidy/proteiny o stejné koncentraci DOC 
jen 2,0 mg.l-1 Al. Za využití uvedených dávek koagulačního činidla bylo dosaženo 
nejnižších zbytkových koncentrací DOC i Al, při dalším zvyšování dávky už nedocházelo 
ke zlepšení účinnosti koagulace. Z výsledků vyplývá, že optimální dávku koagulačního 
činidla nelze stanovit jen na základě výchozí koncentrace NOM, určující je také 
charakter organických látek. Molekulová hmotnost použitých huminových látek byla 
stanovena v rozmezí asi 4-11 kDa, zatímco molekulové hmotnosti SP se pohybují 
řádově od jednotek po stovky kDa, na stejnou koncentraci DOC tak připadá 
u huminových látek větší množství molekul, které je třeba destabilizovat. Při nízkých 
dávkách činidla dochází kromě nedostatečného odstranění organických látek i k nárůstu 
zbytkových koncentrací Al, a to z důvodu nízké tvorby odstranitelných částic [20]. Pro 
sledování vlivu pH na účinnost koagulace (při optimální dávce činidla) byly zvoleny 
hodnoty v rozmezí pH 4,0 až 7,5. Výchozí koncentrace HL i SP byly opět  
5 mg.l-1 DOC. Nejlepšího odstranění huminových látek (asi 70 % DOC) bylo dosaženo 
při hodnotách pH 4,9-5,7. Mimo uvedené optimum rostou zbytkové koncentrace DOC 
i Al, závislost účinnosti koagulace na hodnotě pH je znázorněna na obr. 1. Stanovené  
optimum pH pro koagulaci HL se shoduje i s dalšími studiemi, kde jsou využita činidla  
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na bázi Al [2, 21, 22]. Sinicové peptidy/proteiny byly nejúčinněji odstraněny (asi 75 % 
DOC) v rozmezí pH 5,2 až 6,7. To jsou hodnoty srovnatelné pro použití činidel na bázi 
Fe [14]. Průběh koagulace SP v závislosti na pH ukazuje obr. 2. V uvedených 
optimálních rozmezích pH bylo vždy dosaženo i nejnižších koncentrací Al (pod 0,1 
mg.l-1). Ze závislosti účinnosti koagulace na pH vyplývá, že zásadní význam mají 
nábojové charakteristiky interagujících látek, které jsou určovány právě hodnotou pH. 
Optimum pro koagulaci jak huminových látek, tak peptidové/proteinové složky AOM se 
nachází v mírně kyselé oblasti pH, kde je hlavním mechanismem koagulace nábojová 
neutralizace [18, 21, 23]. Huminové látky mají velké množství ionizovatelných skupin 
(např. -OH, -COOH), které při určitém pH podléhají disociaci a HL tak získávají záporný 
náboj [24, 25]. Ten u huminových látek převažuje nad pH 4,0 [11], při stanoveném 
optimu jsou tedy huminové látky záporně nabité. Rovněž peptidy a proteiny nesou 
řadu funkčních skupin (-OH, -COOH, ˗SH, -NH3

+, =NH2
+ apod.), které v závislosti na 

pH ovlivňují nábojové charakteristiky peptidů/proteinů. Hodnoty izoelektrických bodů pI 
peptidů/proteinů sinice Microcystis aeruginosa (pI 4,8; 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) ukazují, že při stanoveném optimálním pH u nich 
rovněž převládá záporný náboj [15]. Lze tedy usuzovat, že dominantní mechanismy 
koagulace jsou pro obě skupiny látek podobné. Kromě nábojové neutralizace se na 
koagulaci při vyšších hodnotách optimálního pH může částečně podílet i adsorpce 
organických látek na povrchu hydroxidů hliníku [10, 11, 22].  
 
2) Vliv AOM peptidů/proteinů na koagulaci huminových látek 
 

Pro zjištění vlivu sinicových peptidů/proteinů na koagulaci huminových látek byly 
provedeny sklenicové zkoušky se směsí těchto látek. Při výchozí koncentraci 5 mg.l-1 
DOC HL + 5 mg.l-1 DOC SP a při hodnotě pH 6,0 byla optimální dávka činidla 
stanovena na 2,8 mg.l-1 Al. To je podstatně méně než pro huminové látky, a naopak 
více než pro samotné peptidy/proteiny. Je tedy patrné, že proteinová složka AOM 
příznivě ovlivňuje koagulaci huminových látek. Nejúčinnějšího odstranění HL+SP (až 
80 % DOC; při optimální dávce činidla) bylo dosaženo v rozmezí pH asi 4,9-6,1, což se 
překrývá s optimálními hodnotami pro HL i SP samostatně, na koagulaci se tedy patrně 
podílejí obdobné mechanismy. Peptidy/proteiny jsou odstraňovány s vyšší účinností než 
huminové látky (SP tvoří jen asi 25 % zbytkových koncentrací DOC). To souhlasí 

Obr. 1. Zbytkové koncentrace DOC a Al   
             po koagulaci HL (při optimální    
            dávce koagulačního činidla)  
            v závislosti na pH  
            (výchozí DOC 5 mg.l-1)  
 

Obr. 2. Zbytkové koncentrace DOC a Al  
             po koagulaci SP (při optimální   
            dávce koagulačního činidla)    
            v závislosti na pH  
            (výchozí DOC 5 mg.l-1)  
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Obr. 3.  Zbytkové koncentrace DOC a Al po koagulaci HL+SP  
             (při optimální dávce koagulačního činidla) v závislosti na pH  
              (výchozí DOC 10 mg.l-1: 5 mg.l-1 HL + 5 mg.l-1 SP)  

s předpokladem, že látky o malé molekulové hmotnosti koagulují hůře [14, 15], 
i s HPSEC analýzou nezkoagulovaných látek. Ukázalo se, že v roztoku zůstávají hlavně 
nízkomolekulární frakce NOM. Z výsledků je zřejmé, že dochází i k interakcím mezi 
huminovými látkami a peptidy/proteiny. SP díky svému částečně polymernímu   
charakteru patrně fungují jako pomocné koagulační činidlo a umožňují tvorbu 
mezičásticových vazeb [14], což má za následek vyšší účinnost koagulace. Závislost 
průběhu koagulace HL+SP na pH je znázorněna na obr. 3. Při pH pod dolní hranicí 
optima  lze  pozorovat  částečné   odstranění  organických  látek (hodnoty  DOC  pod 
5 mg.l-1), zatímco zbytkové koncentrace Al jsou vysoké a v nejnižších hodnotách  pH se  
takřka  rovnají   koncentracím  výchozím. K  interakcím  mezi  HL a  SP  tedy může za 
  
 

 
určitých hodnot pH docházet i zcela bez účasti koagulačního činidla. Tento předpoklad 
potvrzují i výsledky sklenicových zkoušek bez činidla, kdy při určitých hodnotách pH 
(3,5 a méně) bylo odstraněno až 50 % DOC. Interakce peptidů/proteinů s dalšími 
koagulovanými složkami byla pozorována již dříve [13, 15], přičemž koagulaci patrně 
podporuje zejména vysokomolekulární frakce AOM [14, 26]. Na interakcích mezi HL 
a SP se může podílet více mechanismů, jedním z nich jsou hydrofobní interakce. Další 
možností kontaktu mezi NOM je tvorba vodíkových můstků mezi polárními molekulami 
a vznik solných můstků, což je kombinace vodíkové vazby a elektrostatické interakce 
[12]. Při koagulačních pokusech bez činidla byly pozorovány interakce jen do určité 
hodnoty pH (5,0). To lze vysvětlit rostoucím záporným nábojem HL i SP, a tedy sílicími 
elektrostatickými repulzemi, které brání dostatečnému přiblížení molekul HL a SP. 
Protože při použití koagulačního činidla dochází k destabilizaci a neutralizaci 
huminových látek i AOM peptidů/proteinů, jsou interakce mezi nimi možné v podstatně 
širším rozmezí pH. V oblastech elektrostatických repulzí mezi HL a SP pak působí 
částice hydrolyzovaných kovů jako spojovací článek mezi oběma typy organických 
látek.  
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Shrnutí 
 

Optimalizace parametrů koagulace je silně závislá na charakteru odstraňovaných látek. 
Potřebná dávka koagulačního činidla pro AOM peptidy/proteiny o koncentraci DOC 
5 mg.l-1 byla stanovena na 2,0 mg.l-1 Al, zatímco pro stejné množství huminových látek 
na 5,5 mg.l-1 Al. Ukázalo se, že proteinová složka AOM příznivě ovlivňuje koagulaci 
HL – při výchozí koncentraci 5 mg.l-1 DOC HL + 5 mg.l-1 DOC SP byla optimální dávka 
činidla stanovena na 2,8 mg.l-1 Al, což je takřka dvakrát méně než pro HL samostatně. 
Prokazatelně tedy dochází k interakcím mezi huminovými látkami a AOM 
peptidy/proteiny, přičemž zvýšená koncentrace organických látek v důsledku 
přítomnosti AOM patrně nemusí vždy vyžadovat navýšení dávky koagulačního činidla. 
Optimální hodnoty pH se pro všechny studované látky nacházejí v mírně kyselé oblasti, 
kde je hlavním mechanismem koagulace nábojová neutralizace. Organické látky byly 
odstraněny až téměř z 80 %, přičemž AOM peptidy/proteiny koagulují snáze než HL.  
 
Poděkování 
 

Financováno z účelové podpory na specifický vysokoškolský výzkum (MŠMT č.  
20-SVV/2016). 
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