Vandrensning med aquaporiner
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Vandrensning og specielt fremstillingen af ultrarent vand er et hastigt voksende omrade af forskningen indenfor

miljevenlig og baeredygtig udvikling. Den kombinerede effekt af svindende drikkevandsressourcer og et sterkt

stigende behov for ultrarent vand til fremstilling af nanoteknologiske produkter ggr at vi stdr overfor store teknolo-

giske udfordringer i produktionen afrent vand pd en sa effektiv og energibesparende méde som muligt. Imidlertid

har naturen selv et elegant bud pd hvordan vand renses effektivt. Her belyses hvordan vi kan lade os inspirere af

naturens vandrensning til at udvikle en ny og mere effektiv vandrensningsteknologi.

Indledning

Alt vi kender til i hverdagen er pa en eller anden
made relateret til vand og vands forunderlige egen-
skaber. Thales fra Milet, en greesk naturfilosof fra det
7. arhundrede far vor tidsregning, gik ganske vist for
vidt da han heevdede at urstoffet er vand, men med
ham begyndte diskussionen af hvad naturen er, og han
brad sdledes med den forudgaende mytiske forstaelse
af naturen. Den diskussion Thales begyndte, er fortsat
i et teet parlgb med praktiske anvendelser, et parlgb
som ofte har resulteret i teknologiske landvindinger.
Den naturvidenskabelige historie er rig patilfaelde hvor
grundvidenskab og teknologi har beriget hinanden, og
det er da ogsad det udgangspunkt som kendetegner
det pa én gang grundvidenskabelige og teknologiske
arbejde med naturens egne vandrensningsproteiner -
aquaporiner - som denne artikel beskriver.

Ifglge FNs udviklingsprograms industri  og
miligcenter (UNEP-IE) findes der pa Jorden omkring
1460 Teratons (1 Teraton = 10, ton) vand mest i form
af oceaner og sger som daekker 71 % af planetens
overflade. Kun 1,6 % findes i vandholdige jordlag og
kun 0,001 % i atmosfeeren som vanddamp. Denne
fordeling afspejler hvor lidt vand der umiddelbart
er til radighed som drikkevand og forsyningsvand
til industrielle formdl. Et voksent menneske har et
vaeskeindtag svarende til 2-3 liter per dagn. P& grund
af overbefolkning og forurening mindskes til stadighed
meengden af rent vand. Vand er dermed en strategisk
ressource som spiller en stigende rolle i politiske
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konflikter, og mere end . millioner mennesker der
arligt pa grund af forurenet vand eller tarke. Selvom
vi i Danmark er beriget med drikkevandsressourcer i
verdensklasse, ages til stadighed behovet for vandrens-
ning i forbindelse med fremstilling af industrielt vand
og drikkevand. Specielt behovet for ultrarent vand er
steerkt stigende da eksempelvis halvlederindustrien er
storforbruger af ultrarent vand. Det er ikke ualmindeligt
for en asiatisk producent af halvledere at producere og
anvende mere end .o milioner liter ultrarent vand per
dagn [:] ca svarendetil en promille af verdens samlede
drikkevandsbehov!

Produktion af ultrarent vand foregar i dag tradi-
tionelt ved en kombination af ionbytning og membran-
separation. En ionbytter er et stof, der er i stand til
at tiltreekke og binde oplgste ioner i vand og vaesker.
lonbyttere findes i naturen i form af f.eks. kitosan,
der er en deacetyleret polymer af polysaccharidet kitin
og derfor har frie aminogrupper (kitin udger hovedbe-
standdelen af f.eks. insekter og skaldyrs exoskeletter),
men teknisk anvender man ionbyttere som er tilknyttet
sma polystyrenkugler.

lonbyttere kan klassificeres som enten kationbyttere
eller anionbyttere. Kationbyttere har en negativ ladning
og er karakteriseret ved at indeholde et stort antal
syregrupper, der binder de positive ioner (kationer),
typisk Ca2+, Mg2+ samt forskellige valenstrin af Fe,
Zn og Cr. Anionbyttere har en positiv ladning (typisk
ammoniumioner), der optager anioneme som Cl- , NOT

og SO2-.

Enhed Typisk drikkevand Typisk ultrarent vand i dag

0,004 ~18
3.500 < 10
300 <
22.000 <1
4.000 <.
4500 <
4,780 < 10
29.000 <
15.000 <
740 <
42.000 <

Tabel 1. Tabellen viser en rekke vigtige kvalitetsparametre i forbindelse med vandrensning. Forkortelsen ’ppb’ angiver antal
enheder per milliard molekyler (parts per billion) [2], Ultrarent vand (pH=7) absorberer let atmosfaerisk CO2, som derved danner
kulsyre. Kulsyren dissocierer til bicarbonat og videre til carbonat hvilket resulterer i en pH pa ca. 6 i praksis.
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lonbytning og separation udnyttes i den sakaldte
elektro-deioniseringsproces til fremstilling af ultrarent
vand [3]. En af mademe hvorpa dette kan forega er
ved at vandet som skal filireres passerer et kammer
med en blandning af kation og anion-byttere som pa
den ene side er afgreenset af en membran som kun er
gennemtreengelig for kationer og pa den anden side
afgreenset at en membran som kun er gennemtraen-
gelig for anioner. Fuldt ioniserede atomer/molekyler
opfanges sa i ionbytter blandingen, men da man sam-
tidigt har patrykt et kraftigt elektrisk felt pad tveers
over vandstrgmmen med to elekirodeplader traekkes
de fuldt ioniserede atomer/molekyler ud af ionbytterne
gennem de respektive ionselektive membraner hen mod
modsat ladede elektrodeplader og dermed veek fra vand-
strgmmen. Falger vi vandstremmen vil vi altsa opleve
at koncentrationen af 'steerke’ ioner blivere lavere og
vandets ledningsevne falder. Det staerke elektriske felt
splitter vandet pa overfladen af ionbytterne i Hs 0 +- og
OH- -ioner. Disse kan sa regenere ionbytterne sa de nu
kan ionisere neutrale molekyler sasom CO. (hvor CO:.
+ OH* —HCOQOJj") og svagt ioniserede molekyler. Disse
transporteres savaek fra vandstrgmmen ligesom de fuldt
ioniserede atomer/molekyler.

Naturens vandfiltre - aquaporiner

Elektro-deionisering er ganske effektiv, men ogsa ret
energiforbrugende p.g.a. det ngdvendige steerke elek-
triske felt og kraever tilstedeveerelsen af komplicerede
ionbytter-materialer. Men naturen har selv udviklet en
yderst elegant metode til fremstilling af ultrarent vand.
Faktisk er den livsvigtig for alle kendte organismer,
hvilket vores nyrer demonstrerer hele tiden. De filtrerer
nemlig ca. 180 liter vand i dagnet, men udskiller kun
ca 2 liter urin. SA der er en stor recirkulation af
vand - starre end hvad ionkanaler (hvorigennem vand
transporteres sammen med ioner) og passiv transport
gennem cellemembranen kan forklare. Forklaringen
pa den gade kom med opdagelsen af vandkanaler -
aquaporiner - altsd kanaler som lader vand og kun
vand passere. Evnen til at filtrere store meengder vand
leder naturligt til spergsmalet om hvorvidt proteinet
kan benyttes i en teknologisk sammenheseng hvor man
udnytter vandkanaler i et filter til vandrensning.

Men hvad er egentlig baggrunden for vand-
kanalemes virkemade? Identifikationen af aquaporiner
var et meget taat kapleb mellem flere forskere, som
resulterede i at den amerikanske leege Peter Agre i
2003 fik Nobelprisen for opdagelsen. Agre studerede i
1980’ eme haematologiske problemer - altsa sygdomme
relateret til blodet. Han var i gang med at finde Rhesus-
antigener og stedte gang pa gang ind i et ukendt protein,
som intet havde med Rhesus-antigener at gare. Men
han fandt det alligvel sdinteressant, at hans forsknings-
gruppe gik videre og paviste at proteinet optraeder i sto-
re meengder i rgde blodceller, op til 200.000 proteiner
per celle. Det svarer lidt til at kere en tur i Europa og s
pludselig finde en by med: .0 .000 indbyggere somikke
er pa kortet! Det gav Agre yderligere blod pa tanden sa
at sige, og Agres gamle kliniske vejleder fortalte ham at
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rede blodceller har en ekstrem hgj gennemtreengelighed
for vand - hgjere end hvad simpel diffusion gennem
en proteinfri membran kan forklare. Det farte til Agres
idé, at det ukendte protein kunne veere et protein som
transporterede vand. Herefter var opgaven at bestemme
den DNA sekvens som koder for proteinet. Har man
nemlig den, kan man sadtte en celle til at lave - udtrykke
- proteinet pa en kontrolleret made og sa studere det.
Agre fandt sekvensen og udtrykte proteinet i fraaeg - et
hyppigt anvendt modelsystem til den slags forsgg. Og
nu var der videnskabelig gevinst. Agre anbragte freseg
med proteinet i vand og iagttog at aeggene efter kort tid
‘eksploderede’ ! De sugede vand og svulmede hvorefter
de sprang som popkorn, mens ubehandlede fragaeg ikke
gendrede sig [4], Ovenikabet kunne eksplosionermne
forhindres ved at tilsaette kviksglvforbindelser - noget
som ikke ville have en effekt, hvis der bare var tale om
passiv transport gennem den rene membran. Ydermere
viste det sig at proteinet gav de samme spektakuleere
effekter, nar det var indsat i kunstigt lavede membra-
ner. Dette udelukkede, at det var andre mekanismer i
fraeegget som gav effekten. Maske mest betydningsfuld
var opdagelsen, at nar man havde forskellig surheds-
grad inden for og udenfor cellemembranen blev denne
forskel opretholdt - selvom der transporteredes store
meengder vand. Proteinet var med andre ord en selektiv
vandkanal, og er siden blevet dabt aquaporin-1 (AQP-
1). Som et-tallet antyder, er der siden kommet adskilligt
flere aquaporiner til. Hos pattedyr kendes forelgbigt 13
aquaporiner, mens man i en plante som gasemad il dato
har identificeret ikke mindre end 35 slags aquaporiner

51,

Proton-eksklusion

Den omsteendighed at vandkanaler ikke sendrer cellens
indre surhedsgrad betyder at vandkanaler ikke trans-
porterer protoner. En proton er et brintatom uden sin
elektron (noteres H+ og kan for sa vidt kaldes en
brintion), men hvad har det med vand at gere? Som vi
satidligere vil et steerkt elektrisk felt splitte vand i ioner.
Uden det elektriske felt er langt de fleste vandmolekyler
tilstede i form af H.0, men ganske fa er til stede som
enten OH- eller H: 0 +-ioner - man kan teenke pa det
som to H. O-molekyler hvor ét af dem har givet en
proton (H+) til det andet. Denne omstsendighed er re-
flekteret i ultrarent vands hgje resistivitet (se tabellen).
En definiton pd en syre er noget som kan afgive
en proton og en base er noget der kan modtage en
proton. P& den made er vand pa én gang en meget svag
syre og en meget svag base. Protoner i vand optraeder
aldrig isoleret men altid sammen med ét eller flere
vandmolekyler dvs. som H: 0+ og sandsynligvis ogsa
sammen med to (som Hso 2 +) eller fire (som Hs O. ")
vandmolekyler. | et surt vandigt miljg er der overskud
af H: 0 +-ioner. Det som aquaporinkanalen er i stand
til, er at lade H passere men ikke H:0+. For at s
hvordan det kan lade sig gare, ma vi kigge neermere pa
strukturen af aquaporin.

Som neevnt kunne kanalerne blokeres  af
kviksglvforbindelser. Kviksglvforbindelser reagerer
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gemme med en bestemt slags aminosyre - cystein.
Ved at bruge molekyleerbiologiske teknikker kunne
Agre og kolleger eendre pa kanalemes cysteiner, og
derved fa indirekte information om kanalens form
ved at se hvordan endringermne pavirkede felsomheden
overfor kviksglvforbindelserne. De fandt at kanalen
er opbygget af fire enheder (en tetramer), hvor hver
af de fire enheder i aquaporinkanalen har sin egen
timeglasformede pore. S& vandmolekylere passerede
tilsyneladende gennem proteinet i gasegang gennem de
sneavre porer, lidt som projektiler gennem et firlgbet
geveer. Det blev bekraeftet daman i &r 2000 fik de farste

krystalstrukturer som man kunne lave rgntgenbilleder
af [« ], Man kunne f.eks. se, at der var cystein i den del
af proteinet som vender ind imod den centrale pore, og
sdledes forsta at kviksglvforbindelserne kunne blokere
kanalen. Med rgntgen-krystalbilledet havde man en
komplet tredimensional struktur som man kunne lave
computersimuleringer med (se figur 1). Den udfordring
tog forskellige supercomputergrupper ledet af Klaus
Schulten, Helmut Grobmuller og Bert de Groot op,
og nu begyndte man at forsta aquaporins evne til at si
H; 0+ fra.

Figur 1. En spinat-aquaporin tetramer i en bimolekylar lipidmembran bestdende af palmitoyl-oleoyl-fosfatidylkolin molekyler
omgivet af vand (sma blad symboler) pa hver side. A: setitvearsnit. B: set fra toppen. Tetramerens fire identiske enheder (gren, red bla
og sort) er hver representeret ved amionosyresekvensens rygrad som fremhaver den spirale struktur af de transmembranspaendende
dele. Lipidmolekylerne (orange) arrangerer sig sdledes at de vandskyende (hydrofobe) fedtkeder er skermet fra de vandige faser
og de vandelskende (hydrofile) hovedgrupper med fosfatgruppen (orange kugler). Bemark at representationerne ikke viser alle
atomer og at hele strukturen derfor er mere ’tet’ end det umiddelbart fremgdr. Figur 1A og IB (samt figur 3) er venligst stillet til

rddighed af Dr. Himanshu Khandelia, Syddansk Universitet.

Fer vi med computerens hjeelp begiver os ind i
kanalen, ma vi farst se lidt pa hvordan man generelt
teenker sig at protoner beveeger sig gennem vand. Vand-
molekyler er elektrisk neutrale men poleere da elek-
tronskyen er forskudt fra de to hydrogenatomer mod
oxygen atomet. Herved far vand en 'positiv’ side og
en 'negativ’ side. Positive ioner vil derfor umiddelbart
omgive sig med en vandkappe hvor vandmolekylernes
negative sider vender ind mod den positive ladning.
Man kunne tro at da Hs 0 +-ionen med sin vandkappe,
kun er en anelse mindre end K+ med sin vandkappe, Vil
den beveege sig omtrent lige sahurtigt som K+ hvis man
patrykker et elektrisk felt - dadejo har samme ladning.
Men det viser sig at Hs O + tilsyneladende bevaeger sig
langt hurtigere end K+ ioner. Det er uforklarligt ud fra
standardteorier om vaeskestrgmninger. | et forsgg pa
en forklaring genopdagede forskere omkring 1900 en
godt 1.0 ar eeldre afhandling fra 1806. | den foreslog
den tyskfadte baltiske forsker Christian J. Theodor von
Grotthuss, at vand er opdelt i en positiv brint-del og
en negative ilt-del (henholdsvis benaevnt h og 0) som
kan skilles ad med elektricitet. Han byggede sin teori
pa det man ser, nar man stikker to elektroder ned
i vand og patrykker en speending. Ved den positive
elektrode bobler ilt frem mens der ved den negative
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elektrode bobler brint frem. Grotthuss havde neesten
ret - fem ar senere bestemte en italiensk kemiker
med det imponerende navn grev Lorenzo Romano
Amedeo Carlo Avogadro di Quaregna e Cerreto (blandt
kemikere kendt som Avogadro) vands sammensaetning
somH. 0. Grotthuss lavede ogsa forsag med forskellige
saltoplasninger og beskrev de grenlignede mgnstre der
voksede frem i saltoplgsningen mellem elektroderne,
nar han patrykte en speending. Grotthuss fik sa den idé
at vands 0 og h dele hopper fra molekyle til molekyle
sdledes at nar et vandmolekyle (0 h i Grotthuss for-
malismen) fraspalter sin 0 ved den positive elekirode
hopper h-delen over pa en anden nyankommen o, hvis
h sa finder en ny 0 og sa fremdeles. Noget tilsvarende
skulle ske for h med modsat retning ved den negative
elektrode [7].

Grotthuss' idéer blev fra omkring ar 1900 og frem
udbygget til en Grotthuss-mekanisme, som skulle for-
klare H+ transport. | den udbyggede version blev H+
transport forklaret som H+ hop fra H20 til H.0-
molekyle (se figur 2, gverste reekke). De neutrale H2
molekyler er bundet sammen af svage bindinger mellem
de 'negative’ iltatomer og de 'positive’ brintatomer.
Protonen starter med at knytte sig til det farste vand-
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molekyle (pil 1). Dette resulterer i at en anden proton
fra det farste H. 0-molekyle hopper til det neeste H20 i
reekken (pil 2) og sdfremdeles. Nar dette er sket gennem
hele keeden er resultatet en fri proton for enden af keeden
(pil 3). Hoppene resulterer i en ny keedekonfiguration
svarende til at H.0-molekylerne alle er blevet drejet
(sammenlign HoO-molekylerne i @verste og neder-
ste raekke). Hoppemekanismen kraever sdledes, at alle
vandmolekylerne danner en keede bundet sammen af de
svage bindinger med alle vandmolekylerne orienteret pa
samme made, og efter hoppene er alle vandmolekylerne
effektivt blevet reorienterede.
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Figur 2. Grotthuss mekanismen for protontransport i en
vandkede. Mekanismen involverer bade bindinger mellem
vandmolekyler og reorientering. Protonen hopper langs de
svage brintbindinger (bl& linier) ved at bryde og danne
de sterkere bindinger (sorte linier), som holder de enkelte
vandmolekyler sammen.

Figur 3. Skematisk snit gennem en af de fire identiske
porer, som tilsammen udggr aquaporin tetrameren i mem-
branen. To dele af proteinet (hvor de spirale dele er vist
som gule cylindre) ender hver med animosyresekvensen
alanin-prolin-asparagin. De to asparaginer, vist i bld ’streg-
reprasentation’, reorienterer vandmolekylerne forbigdende
iporen. Herved brydes keeden af de svage bindinger mellem
vandmolekylerne, som er ngdvendig for Grotthuss mekanis-
men (se figur 2). Tilsammen giver arrangementet en stor
vandtransport uden transport af protoner.

Men hvad med aquaporins evne til at si H:CI1
fra? Det som super-computer gruppeme Sa i deres
simuleringer var hvordan kanalen bryder kseden af
vandmolekyler. Proton-eksklusion sker tilsyneladende
ved tre mekanismer. Den ene mekanisme bygger p,
at i porens sneewvreste del er der kun plads til ét vand-
molekyle. Den anden mekanisme bygger pd, at der hvor
poren er sneevrest, sidder den positivt ladede aminosyre
arginin og den delvist positivt ladede aminosyre his-
tidin. De positive ladninger frastader H: O +. Den tredie
mekanisme bygger pa at der lidt leengere inde i poren
sidder to asparagin aminosyrer (se figur 3). De fanger
H. O-molekylerne, og danner begge samtidigt svage
bindinger til H. O-molekylerne, hvilket betyder at H20
en kort overgang reorienteres mellem de to aminosyrer
pa sin vej gennem kanalen og samtidigt forhindres de i
at lave de bindinger med hinanden som er ngadvendige
for Grotthuss-transporten. Ydermere er mekanismen sa
fint justeret at hver pore kan lade en milliard vand-
molekyler passere per sekund [s ]!

Fra natur til teknologi

Opbygningen og funktionen af aquaporin lgser det
samme problem som elektrode-deioniseringsprocessen
gar, men med den forskel at alle processer er samleti ét
og samme protein. Det leder satil muligheden for - i alt
fald i teorien - at fremstille ultrarent vand ved at filtrere
en vandig oplgsning gennem et filter opbygget af aqua-
porin proteiner som de aktive elementer. Selv hvis det
i praksis ikke helt lykkes at bringe alle ppb veerdierne
i tabellen helt ned pa nnl vil man kunne filtrere vand
gennem en aquaporin-holdig membran veesentligt bil-
ligere end elektro-deioniseringsprocessen, da der jo
ikke kraeves et patrykt elektrisk felt. Dog vil der kreeves
en trykforskel svarende til hvad man i dag benytter i
sakaldt omvendt osmose membraner. Disse membraner
bygger pa den osmotiske trykforskel mellem vaesker.
Denne forskel fremkommer ved at en oplasning bringes
i kontakt med det rene oplgsningsmiddel ved hjeelp
af en semi-permeabel membran som kun lader op-
lzsningsmidlet (her vand) passere. Oplgsningens osmo-
tiske tryk fremkommer sdledes som det overtryk der
skal leegges pa oplgsningen for at hindre transport af op-
lgsningsmidlet. Omvendt osmose fremkommer ved at
overtrykket sges udover oplgsningens osmotiske tryk.
Herved presses vandet konvektivt gennem membranen
(mod den osmotiske gradient) og filtreres sdledes. Det
er eksempelvis princippet bag de fleste eksisterende
anleeg til afsaltning af hawand, og benyttes ogsa som
et trin far elektro-deionisering.

En fuldsteendig perfekt ikke-gennemtraengelig mem-
bran med indbyggede aquaporin proteiner, vil princi-
pielt veere en realisering af den ideile semi-permeable
membran. Selvom membranen ikke udelukkende kan
besta af protein, men ogsd ma indeholde en matrix hvori
proteinerne sidder, vil en sadan aquaporin-membran
have en hgjere vandflux end eksisterende omvendt
osmose membraner (ved det samme tryk) pa grund af
proteinets kombination af stor permeabilitet og selek-
tivitet for vandmolekyler, og dermed kunne producere
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ultrarent vand billigere end det kan gares i dag.

P4 DTU Fysik er vi en gruppe som arbejder pa
at forstd vekselvirkningen mellem proteiner og deres
omgivende membraner. Den viden pr@ver vi at omsaette
i AQUAporin A/S, et dansk clean-tech firma grund-
lagt i 2005, hvor vi arbejder med at fremstille bio-
mimetiske membraner (dvs. efterligninger af naturens
lipid-dobbeltlag) til vandrensning hvori aquaporiner er
indlejrede. Figur 4 viser princippet i en sddan mem-
brans opbygning.

Figur 4. Principskitse af opbygningen af en aquaporinfil-
ter til vandrensning. Aquaporinerne (de hvide legemer) er
indbygget i en biomimetisk membran (den gule film) som
holdes pa plads af et beeremateriale (grent). Stgttemateriale
(grat) omgiver og beskytter den biomimetiske membran.

Aquaporinmolekylerne  indeholder  hydrofobe
transmembrane segmenter s3 de kan speende over
membranen. Da den biomimetiske membran-matrix
ngdvendigvis ma veere tilpasset den hydrofobe lsengde
af de transmembrane segmenter (se figur ), vil
tykkelsen af denne membran veere af starrelsesordenen
35 nm. Dette er vigtigt da proteiners funktion
faktisk kan kontrolleres af denne tilpasning [9]. Et
andet designkrav ligger i selve anvendelsen. Hvis en
aquaporin membran skal kunne konkurrere med eksis-
terende teknologier kreever det effektive filterarealer
i storelsesordenen kvadratmeter. En kvadratmeter
stor membran med en tykkelse pa fa nanometer vil
for det forste vaere meget sveer at lave helt perfekt,
og selv hvis man kunne, ville en sadan membran
ikke kunne modsta seerligt store trykforskelle. Disse
problemer kan man minimere, hvis man laver sma
afgreensede membranarealer som er omgivet af et eller
flere stettematerialer. Figur 4 viser hvodan man kan
afgreense den biomimetiske membranmatrix ved at
omgive filter-arealerne med et baeremateriale. Denne
konstruktion omgives sa igen af stgttematerialer som
sikrer at konstruktionen kan holde til de trykforskelle
som anvendelserne kraever. Udfordringen bestar
sdledes i at bygge bro fra vandkanalernes nano-
verden til vores makroskopiske verden, og vi ma i
udviklingsarbejdet involvere mange videnskabelige
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discipliner og teknikker - fra atomar kraftmikroskopi
til blikkenslagerarbejde!

Afslutningsvis kan det som fysikhistorisk kuriosum
neavnes at vi i enforlgber til detvii dag kender som SI-
systemet: Décret relatifaux poids et aux mesures af 7.
april 1795, kan leese at definitionen pa et gram faktisk
bygger pé rent vand: Gramme: le poids absolu d'un
volume d’'eau pure égal au cube de la centieme partie
du metre, et a la temperature de la glace fondante.
Selvom begrebet rent vand videnskabeligt set altsa er
mindst. oo ar gammelt er forskning og udvikling inden
for rent vand salevende som nogensinde.
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