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Sammanfattning

Idag saknar en tredjedel av vérldens befolkning tillgang till rent vatten trots att det &r en ménsklig
rattighet. For att 16sa detta problem har olika reningsmetoder sdsom destillation och
membranfiltrering foreslagits, men pa senare tid har ocksé framstéllning av filter fran animaliska
proteiner sdsom vassle undersokts som alternativ for vattenrening. I ett forsok att 6ka den ekologiska
hallbarheten, amnar detta projekt att undersoka véxtbaserade proteiner som alternativ till
vassleproteinisolat (WPI) for produktion av proteinnanofibrill (PNF)-baserade vattenfilter.
Potatisproteinisolat (PPI) har valts som véaxtproteinkélla och 16slighet samt bildning av PNF-baserade
vattenfilter har undersokts. Slutligen har PPI-filter jamforts med WPI-filter med avseende pa
adsorption av ibuprofen fran vatten. En metod for att 6ka 16sligheten av PPI i vatten har tagits fram.
PPI-filter har d&ven producerats och jamforts med WPI, men det gar inte att dra négra tydliga slutsatser

om skillnaden 1 effektivitet av adsorption av ibuprofen.
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Forkortningslista

WPI: Forkortning for Whey Protein Isolate, vilket dr ett isolat av vassleprotein.

PPI: Forkortning for Potato Protein Isolate, vilket &r ett isolat av potatisprotein.

PNF: En forkortning for protein nanofibriller.

Proteas-inhibitor: Proteiner som himmar enzymer som bryter ned proteiner till mindre polypeptider.

Seeds: Redan bildade proteinnanofibriller som ultraljudbehandlas for att bryta sonder fibrillerna.

Tillsétts som “fron” i syfte att bilda nya proteinnanofibriller.

SDS-PAGE: En forkortning for Sodium Dodecyl Sulfate Polycrylamide Gel Electrophoresis
(Gelelektrofores)

Blank: Absorbansen fran bakgrundsavldsningar som subtraheras for att fa ett resultat fran

absorbansmétningarna.

SDG: Sustainable Development Goals. Forenta nationernas mél for héllbar utveckling.



1. Inledning

Rent vatten dr en ménsklig rittighet. Trots detta saknar en tredjedel av vérldens befolkning tillgang till
sdkert dricksvatten, vilket har lett till att rent vatten och sanering numera &r inkluderat i de 17 globala
miljomalen for ar 2030 - SDG (sustainable development goals) (1). Fororeningarna i form av
mikroféroreningar, tungmetalljoner och organiska &mnen kommer huvudsakligen fran jordbruk,
gruvverksamhet, deponier samt stads- och industriavlopp. For att skapa ett hallbart samhélle kravs
darfor en effektiv och tillgénglig vattenrening som dessutom ar hallbar ur ett socialt, ekonomiskt och

miljomassigt perspektiv.

I ett forsok att 16sa bristen pé rent vatten har metoder sdsom destillation och membranfiltrering
foreslagits, vilka beskrivs kunna avldgsna fororeningar pé ett effektivt sétt (1). Det &r dock dnskvart
med fler metoder eftersom anviandningsomraden kan skilja sig markant, exempelvis rening pa
industriell skala med billig el kontra sméskalig rening utan tillgéng till el. Ett omrade med stor
potential inom vattenrening &r proteinbaserade vattenfilter. Proteinerna &r ofta spill- eller biprodukter
fran livsmedelsindustrin och teknologin anvénder sig av adsorption, vilket dr en energisnal process
som dessutom har en relativt 14g driftkostnad. Teknologin har alltsa potential att vara hallbar i

samtliga av de tidigare nimnda aspekterna.

Proteinbaserade vattenfilter tillverkas och siljs idag av foretaget BluAct technologies i Schweiz (2).
Dessa filter kops bland annat till kranar och industriella &andamal dir de anvénds for att rena
dricksvatten fran exempelvis organiska fororeningar och for utvinning av vardefulla metaller som
guld eller platina ur industriella avloppsvatten. Vattenfilterna ar delvis baserade pa protein
nanofibriller (PNF) av vassleprotein som é&r en restprodukt fran ostindustrin. D& vassle ar en animalisk
produkt &r det associerat med hoga koldioxidutsléapp och &r déarfor inte optimalt att nyttja pa en storre
skala. Darfor 4r malet med projektet att undersoka om liknande filter kan framstillas av vixtbaserat

protein och hur filtrets egenskaper da paverkas.
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1.1 Syfte och frigestillning

Syftet med detta projekt delas in i tva delar dér den forsta delen dr att undersoka om det dr mojligt att
skapa vattenfilter av PNF frén potatisproteinisolat (PPI). Problematiken é&r att potatisprotein har en

délig 16slighet och darfor kan inte redan befintliga metoder anvéndas for att skapa filter. Projektet har
dérfor som mal att utforma en metod for att hdja 16sligheten av PPI. Fragestillningarna for denna del

ar foljande:

e Gadr det att utforma en metod for att 6ka koncentrationen lést potatisprotein i vatten?

o Ar det mojligt att tillverka vattenfilter av PNF:er framstdillda fiin PPI?

Syftet med den andra delen ér att jimfora PPI-filter och WPI-filters forméga att rena vatten fran

ibuprofen. (Detta om det d4r mdjligt att skapa PPI-filter). For denna del &r fragestéllningen foljande:

e Ardet skillnad pa WPI - och PPI-filters formdga att rena vatten fi-in ibuprofen?



2. Teori

2.1 Bildande av aerogeler fran proteiner

Proteiner &r uppbyggda pa varierande sitt av 20 olika aminosyror (3). Det som ger ett protein dess
egenskaper dr dess priméra, sekundira, tertidra och kvartira strukturer. Med det menas ordningen av
aminosyrorna, hur aminosyrorna &r arrangerade (a-helix och B-flak), placering av dessa strukturer i tre
dimensioner, samt placering av molekylens subenheter. Genom att utsétta ett protein for extrema
miljder (till exempel stark syra eller hog virme) kan dess struktur fordndras. Detta kan exempelvis
leda till att flera proteiner kombineras till en supramolekylér fibrill med nya egenskaper. Proteinet
kommer forst att forma en peptidkedja som sedan bildar en B-flak struktur vinkelrétt mot fribillens
langd enligt en tvarbunden B-struktur. For att bildandet av protein nanofibriller (PNF) ska initieras
finns det en hog aktiveringsenergi. Dérfor kan redan bildade PNF tillsdttas for att minska

aktiveringsenergin och pa s sétt underlétta processen.

PNF bildar nitverk genom intrassling av fibriller och icke-kovalenta bindningar (4). Denna egenskap
g0r det mojligt for PNF:er att bilda hydrogeler, vilket innebar att en liten méngd protein bildar ett
porést material dar tomrummet ar fyllt av vatten. For att bilda en aerogel behdver vattnet avldgsnas
utan att PNF nétverket forstors. Detta astadkoms genom frysning av hydrogeler, dér vattnet sedan
sublimeras bort under vakuum. Den bildade aerogelen dr ett material med hog porositet och lag

densitet.

Tack vare aerogels struktur och proteinets egenskaper finns potential att materialet kan anvindas for
vattenrening. Proteiner dr dock vattenlosliga. Genom att utsitta aerogelen for hog virme ges istéllet
ett vattentiligt material, vilket beror pa att det da bildas kemiska tvérbindningar mellan amingruppen

pa aminosyran lysin och karboxylgrupper i proteinerna (5).

2.2 Val av proteinkiilla

Som tidigare ndmnt, har vattenfilter av PNF tidigare skapats av WPI, vilket ar ett animaliskt protein.
For denna undersokning fanns istillet foljande alternativ fran véxtriket att vilja pa: favabonor, raps,

havre och potatis. Av dessa valdes potatis.

Frén tidigare undersdkningar framkommer att de protein som bést skapar PNF &dr de med en hog
proteinhalt och som dessutom dr ndrmast vassle i storlek (6). Enligt tidigare studier beskrivs
potatisprotein vara ett sddant protein som dessutom &r relativt enkelt att framstélla (7,8). Av dessa
anledningar, véljs potatis som proteinkélla. Potatisprotein har dock en relativt 1&g 16slighet i vatten,

sérskilt vid laga pH-virden. Trots detta har PNF:er av potatisprotein visats bildas vid pH 2 i tidigare
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studier (5,6). Potatisproteinets 16slighet &r ddrmed nagonting som bor undersdkas innan vattenfilterna

kan framstéllas.

2.3 Loslighet

PPI har en 1ag 16slighet i vatten jamfort med exempelvis WPI. Parametrar som paverkar proteiners
16slighet dr bland annat pH, temperaturforandringar och jonstyrka. I potatis &r det patatin, en familj av

glykoproteiner, det vill sdga proteiner med kolhydratrester, som utgdr 40% av det 16sliga proteinet (9).

Gallande pH, minskar proteiners formaga att bilda aggregat vid hoga pH-varden, vilket gor att de
16ses upp (9). Detta d& de vid hoga pH har ett Gverskott av samma laddningar, vilket ger upphov till
repulsion mellan molekylerna som gor att de separeras och pé sé sitt 16ser sig. Det finns dock en
punkt dir nettoladdningen hos proteinet &r noll, vilket kallas proteinets isoelektriska punkt (10). Vid
denna punkt dr 16sligheten som 1égst. Under den isoelektriska punkten 4r nettoladdningen positiv och

over den dr nettoladdningen negativ (10). Den isoelektriska punkten for patatin &r mellan 4,5 och 5,2

(11).

2.4 Extraktion av PPI

Metoden for extraktion av vixtprotein beror pé vilken proteinkilla som anvénds. I detta fall r potatis

den valda proteinkédllan. Nedan redovisas olika beprovade metoder for extraktion och isolation av PPI.

PPI kan extraheras fran fruktjuice av potatis (PFJ) (7), vilket har en proteinhalt pd 30-40% av det
fasta materialet (12). PPI kan erhéllas genom dispersion av fruktjuicen i sur 16sning och sedan
kortvarig inkubering vid hog temperatur och till sist kylning (7). Enligt denna studie, erh6lls PPI med
en proteinhalt pa (90.2 &+ 0.22)% jamfort med den initiala mdngden protein i PFJ. Féllning med
ammoniumsulfat for extraktion av PPI fran PFJ kan ocksé anvindas (8). Detta genom att addera delvis
mittad ammoniumsulfat och behélla pH vid sura forhdllanden. Sedan centrifugeras suspensionen och
fallningen suspenderas i destillerat vatten innan den dialyseras mot destillerat vatten. Retentatet
frystorkas och PPI utvinns. I denna studie resulterade denna metod i en proteinhalt pa (98.8 + 0.21) %
jamfort med den initiala méngden protein i PFJ (7). Det finns alltsé olika metoder for att framstélla
PPI. For detta arbete finns fardigt PPI tillhanda, vilket &r det som dédrmed har anvénts. Proteinhalten

for det fiardiga PPI som anvints i denna studie uppges av foretaget vara 81% (se 3.1.1 Material).
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2.5 SDS-PAGE

SDS-PAGE ir en forkortning fér Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis. Detta
ar en analysmetod fOr bestédmning av ett proteins storlek i form av molekylvikt och kvantitet (13).
Metoden gér ut pa att proteinerna blir laddade och dirmed vandrar till andra sidan nir ett elektriskt
falt tillsatts. De minsta proteinerna till molekylvikt vandrar dd med hogst hastighet och kommer
langre &n de storre proteinerna. Vilka proteiner som finns nirvarande i provet kan sedan avlésas, da

det bildas band som kan jaimforas mot en referens som kallas “ladder”.

I denna undersdkning testas 16sningar med PPI, dér patatin forvintas vara narvarande med en storlek

pa 40-42 kDa (11). Aven proteas inhibitorer forekommer i PPI, vilka har en storlek pa 7-21 kDa (6).

2.7 Avlagsnande av fororeningar

2.7.1 Adsorption av fororeningar

Proteiner &r oftast vattenlosliga biomolekyler som kan binda ett brett spektrum av molekyler genom
adsorption (1). Adsorptionen sker genom béde kemiska - och fysiska mekanismer, samt nanosieving.
Nanosieving innebér att molekyler separeras beroende pa storlek. Tungmetalljoner kan exempelvis
avlagsnas genom supramolekylér kalering mellan aminosyror och metalljoner. Kalering innebér att
koordinationsbindningar bildas mellan aminosyror och metalljoner och de aminosyror som

koordinerar metalljoner sérskilt bra dr cystein, asparaginsyra, histidin och glutaminsyra.

Utover supramolekylér kalering och nanosieving, ger 4&ven mekanismer sdsom hydrofoba
interaktioner, lokala elektrostatiska interaktioner och vitebindningar upphov till adsorption av
fororeningar (1). Géllande organiska &mnen sdsom exempelvis n-hexan, kan adsorptionen forklaras
med hog porositet, stor ytarea och sammankopplad poros struktur hos aerogelen, samt hydrofoba
egenskaper orsakade av forekomsten av aromatiska strukturer i molekylen (14). Den sammankopplade
pordsa strukturen mojliggdr en hdg adsorptionskapacitet, da det ger extra utrymme for exempelvis
n-hexan att lagras i (14). Andra mdjliga mekanismer beskrivs vara forekomst av lokaliserade

interaktioner mellan poléra grupper och aminosyrarester vid ytan av aerogelen (14).

Samtliga mekanismer for adsorption ar olika effektiva for olika féroreningar, samt under olika
forutséttningar (1,14). Supramolekylir kalering dr exempelvis effektivt for tungmetalljoner sdsom
palladium och guld, men inte for atomer med légre atomnummer sdsom kalium och natrium (1).
Adsorptionsfrekvensen av organiska &mnen beror istéllet av bland annat forekomsten av aromatiska

substituenter hos molekylerna, vattenloslighet, pK, och molekylstorlek (14). Adsorption av organiska
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dmnen i en aerogel paverkas dven av pH genom jonisering av organiska fororeningar och forandringar

pa PNF ytan (14).

2.7.2 Val av fororening

Fran tidigare undersdkningar av adsorption hos PNF-aerogeler, har det framkommit att vissa
tungmetaller har kunnat avlagsnas néstan helt frén vatten (1). Detta da de, som ovan beskrivet, kan
koordinera olika aminosyror i proteinerna. D4 protein frén potatis ar likt vassle i dess storlek och
vassle har en god adsorptionsformaga av tungmetaller antas dven en god adsorptionsférmaga av
tungmetaller hos potatisproteinet (6). I denna undersékning ar organiska &mnen av storre intresse, dé
det i tidigare undersokningar har visats att 92% av bentazon, 78% av bisfenol A och 98% av ibuprofen
har kunnat renas bort med WPI baserade filter (1). Da ibuprofen &r ett av de mest anvianda
lakemedlen, kommer denna att viljas som férorening for att undersoka acrogelens adsorptionsféormaga

av farmaceutika (14).

2.7.3 Validering av PNF-filtrets adsorptionsformaga

En metod som tidigare har anvénts for bestimning av koncentrationen av organiska féreningar sdsom
bland annat ibuprofen &r UPLC-MSMS (14). Denna beskrivs vara en exakt och kénslig metod.
Ibuprofen kan dock dven identifieras med absorbans av UV med en vaglidngd pa 264 nm (15). Detta ar
en enklare och billigare metod &n UPLC-MSMS och kommer dérfor att véljas i denna undersdkning

for mitning av PPI-filters formaga till adsorption av ibuprofen.

I metoden med UV, méttes absorbansen for fem 16sningar med kénda koncentrationer fran 0,5-2,5 mM
vid 264 nm (15). Fran detta berdknades sedan den moléra extinktionskoefficienten med
Lambert-Beers lag som ett medelvérde av métningarna for dessa fem standardlosningar. Efter detta
16stes kapslar av ibuprofen upp i KOH och koncentrationen av dem bestimdes vid samma végléngd,

det vill sdiga 264 nm (15).

Metoden med absorbans av UV (15), anvindes alltsa inte for exakt samma dndamal som den kommer
anvéndas till i denna undersokning. Den anvindes dock for koncentrationsbestimning av ibuprofen.
Darfor skulle en variant av denna metod kunna anvéndas for koncentrationsbestimmelse av ibuprofen

bade fore - och efter adsorption till PNF-filtret.
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3. Experiment

Under denna rubrik presenteras anvdnda material, kemikalier och instrument, samt de genomférda

experimentens tillvigagéngssatt.

3.1 Material och instrument

Nedan presenteras anvinda material, kemikalier och instrument for samtliga genomforda tester.

3.1.1 Material

Provror i plast med volymen 50, 15, 2, och 1.5 ml anvindes for tillredning av 16sningar samt sparande
av analysmaterial. Petriskalar anvéndes for sparande av fardiga filter. Mikropipetter anvéndes for
overforing av HCI, da volymerna var mindre &n 1 ml. Métkolvar med volymen 2 liter anvéndes vid
dialys. For dialys anvindes dialysmembran 6-8 kDa (spectra/por dialysis standard tubing) och 100
kDa (spectra/por dialysis membrane Biotech CE tubing). Plastklimmor anvéndes for forslutning av

dialysmembranen.

3.1.2 Kemikalier

PPI (85043, Batch 1502000052) 81% protein, 2.5% fett, 1% kolhydrater, 2% aska och 11% moisture)
Lyckeby Starch AB(Kristianstad, Sverige) anvindes.
NaOH, HCl, PPI, GuHCI, N, jq,q- Ibuprofen-natriumsalt (C;H,,NaO,) med > 98% standard fran

méirket Supelco anvéndes for beredning av ibuprofenstamldsning.
STAIN (BIO-Safe coomassie G250 Stain) och SDS buffer (BIO-RAD 10x tris/glycine/SDS buffer)

anvéndes for SDS-analysen.
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3.1.3 Instrument

Anvinda instrument for denna undersékning presenteras i Tabell 1.

Tabell 1: Tabellen visar de anvinda instrumentens modeller och producenter, samt deras trivialnamn som anvéands i denna

rapport.

Trivialnamn Producent och/eller modell.

Vortexmaskin Vortex genie 2

Centrifug Thermofischer Heraus Megafuge 16R

Turning table VWR international Nutating mixer

Ugn Memmert Schutzart DIN 40050 - IP 20

Frystork Heto lab equipment HETOSICC

Pump ALCATEL

SDS GEL BIO-RAD mini-protean TGX Stain free gel

Dialysmembran 6-8kDa (spectra/por dialysis standard tubing) &
100kDa (spectra/por dialysis membrane Biotech
CE tubing)

pH métare Mettler Toledo, inlab micro 3M KCL.

Sprutfilter 0,2pum (whatman puradisc 25), 0,45um & 1pm

UV-VIS spektrometer BMG LABTECH Fluostar omega microplate
reader.

UV-VIS platta UV-STAR microplate 96 well COC F-Bottom
chimney well clear
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3.2 Metod

Nedan beskrivs anvinda metoder for 16slighetstest, filterframstillning och analys av WPI - och

PPI-filters forméaga att adsorbera ibuprofen.

3.2.1 WPI filter

Tva 120 mg/ml WPI 16sningar i 0,1 M HCI (prov W1 och prov W2) blandades till en totalvolym pé 5
ml. Proverna skakades med en vortexmaskin for att dispergera proteinet i vitskan. Sedan justeras pH
till 2 med 1 M och 3 M HCI vilket validerades med en pH maétare. Bada proverna lamnades i en 0,01
M HCI dialys under omrdrning i 24 h dar 6-8 kDa membran anvindes. Efter dialysen hade de tva
proverna en totalvolym pé 17 ml respektive 18 ml, samt koncentrationen 35 mg/ml respektive 34

mg/ml.

2 ml frén vardera prov inkuberades i 48 timmar i 150 °C. Direfter placerades de tva 16sningarna i en
0,01 M HCl dialys i 48 timmar dér 100 kDa membran anvéindes. Sedan ultraljudbehandlades vassle
16sningarna for att bilda seeds. Ultraljudbehandlingen genomfordes i 1 minut med 2 sekunders pulser

och 10 sekunder intervaller samt amplituden 20%.

Utover de tva tidigare losningarna gjordes en ny vasslelosning med hogre koncentration 128 mg/ml
(prov W3). For att bilda hydrogeler blandades vassle l6sningarna med 10 vikt-% av korresponderade
seed och for W3 anvindes seeds fran de tva andra 16sningarna. Samtliga prover inkuberades sedan i

24 timmar i 150 °C.

Ett litet hal gjordes i toppen av 15 ml provréren med en nal. Déarefter placerades hydrogelerna i
flytande kvave tills de var genomfrusna. Proverna fick dérefter sté i en frystork i 48 timmar och sedan

6 dagar i en ugn vid 150 °C.
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3.2.2 PPI Filter

3.2.2.1 PPI Loslighet

8 olika PPI 16sningar (A-H) forbereddes med en koncentration pa 50 mg/ml och en totalvolym pa 10
ml. pH justerades i samtliga prov for att skapa en stegring. De sura proverna justeras med 3 M HCI
och de basiska med 1 M NaOH. Sedan bestimdes pH med en pH métare. Mangden PPI, HCI, NaOH

och resulterande pH finns presenterade i Tabell 2.

Tabell 2: Visar tillsatt massa PPI och tillsatt volym HCI respektive NaOH, samt resulterande pH.

Prov Mingd PPI Mingd HCI [pl]] Miingd NaOH pH

[mg] mi|

A 501 100 4,0

B 500 220 2,0

C 500 400 1,2

D 500 40 5.4
B s 0 107

F 500 300 11,1

G 500 50 8,2

H 501 500 12,2

Proverna A-H ldmnade pa furning table i ca 24 h. Dérefter centrifugerades proverna i 15 minuter,

4500 x G och 20°C. Sedan togs 3 ml av supernatanten for analys.
Samtliga prover A-H spidddes 1:50 och absorbansen mattes vid 280 nm med UV-VIS spektroskopi.
For varje prov skapades en blank med destillerat vatten justerat till motsvarande pH. For varje prov

och blank togs tva prover till analys.

Basiska prover visade pa en hogre 16slighet for potatisprotein, men pH 2 ska anvindas for att

framstilla PNF:er. Darav undersoktes tva tillvigagéngssétt for att fordndra pH. 30 ml 50 mg/ml med
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pH 12 PPI 16sning framstélldes och l[&mnades pa turning table i cirka 24 timmar. Déarefter
centrifugerades proverna i 15 minuter, 4500 x G och 20°C. Supernatanten fordelades i tre - tvd prover
och en referens. 5 ml supernatant placerades i dialys i en HCI-16sning med pH 1,7 i 24 timmar dir 6-8
kDa membran anvindes. Provet hade dérefter ett pH pa cirka 2. For det andra provet tillsattes HCI
direkt i supernatanten tills d&ven den hade ett pH pa cirka 2. Bada proverna dir pH hade foréndrats

centrifugerades i 15 minuter, 4500 x G och 20°C och supernatanten togs for analys.

Fem 16sningar (C1-C5) med olika koncentration av PPI i vardera forbereddes. pH i alla proverna
justerades till 2 med hjélp av 3 M HCI. Tillsatt méngd PPI och volym HCI, samt resulterande pH och

utrdknad teoretisk koncentration presenteras i Tabell 3.

Tabell 3: Visar tillsatt massa PPI, volym HCI, resulterande pH och den teoretiska koncentrationen berdknad utifran tillsatt

méngd PPI och 16sningarnas totalvolymer.

Prov Miingd PPI Miingd HCI [pl] pH Teoretisk
[mg] Koncentration
[mg/ml]
Cl 1206 550 1,9 126,3
C2 1083 500 2,0 114,0
C3 806 370 2,1 86,0
C4 499 250 2,1 54,0
C5 207 130 1,9 22,7

Proverna C1-C5 lamnades pé turning table i cirka 24 timmar. Dérefter centrifugerades provernai 15
minuter, 4500 x G och 20°C. Supernatanten pipetterades ur och de prover som fortfarande var nagot
grumliga filtrerades genom ett 0,45 um sprutfilter. Supernatanten sparades for analys med UV-VIS
(280 nm, pH:2 blank). Utover UV-VIS spektroskopi undersoktes koncentrationen 10st potatisprotein
med torrvikt. 200 pl av vardera prov placerades pa varsin glasbricka och tilldts avdunsta. Dérefter
bestamdes vikten av PPI genom att vikten av den korresponderande glasbrickan subtraherades fran

den uppmitta vikten efter avdunstning.

De tidigare proverna indikerade att proteinkoncentrationen 6kar om storre méngd PPI anvénds. Dock
blev det svart att arbeta med 16sningar med hog halt PPI eftersom det blev hog viskositet. Darfor
undersoktes darfor en stegvis metod for att hoja proteinkoncentrationen. 30 ml 50 mg/ml med pH 2

PPI 16sning framstélldes och l&mnades pa turning table i cirka 24 timmar. Dérefter centrifugerades
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provet i 15 minuter, vid 4500 x G och 20°C. Supernatanten anvéndes for att géra en ny PPI 16sning
med 50 mg/ml och pH 2. Totalvolymen blev 15 ml. Totalt gjordes 3 steg och supernatant sparades
mellan varje steg for analys med UV-VIS (280 nm, pH:2 blank).

Utover de tidigare 10slighetstesterna undersoktes dven 16sligheten vid olika temperaturer och effekten
av guanidin-Cls effekt pa PPI:s l6slighet. Dessa metoder utnyttjades ej for att framstélla PPI-filter.
Metod och resultat for dessa forsok hittas i Bilaga A och Bilaga B

3.2.2.2 Tillverkning av PPI-filter

For att uppna en 16sning med tillricklig koncentration av potatisprotein kombinerades den stegvisa
metoden med metoden att hdja pH pa provet for att sedan surgora snabbt. Alltsa, 50 mg/ml med pH 12
PPI-16sning framstilldes och lamnades pa turning table i cirka 24 timmar. Darefter centrifugerades
provet i 15 minuter, vid 4500 x G och 20°C. Supernatanten anvindes for att géra en ny PPI 16sning
med 50 mg/ml samt pH 12 och ldmnades pa turning table i cirka 24 timmar. Déarefter centrifugerades
provet i 15 minuter, vid 4500 x G och 20°C. Supernatanten togs och surgjordes genom att tillsétta 3 M
HCI for att na pH 2. Dérefter centrifugerades provet i 30 minuter, vid 15000 x G och 20°C.

For att skapa seeds filtrerades supernatanten genom 0,45 pm sprutfilter och efter det inkuberades
provet i 48 timmar vid 150 °C. Dérefter placerades 16sningen i en 0,01 M HCI dialys i 48 timmar, dar
100 kDa membran anvéndes. Sedan ultraljudbehandlades provet i 1 minut med 2 sekunders pulser och

10 sekunder intervaller, samt med amplituden 20%.

Supernatanten framstélldes med den ovan beskrivna metoden och placerades i dialys. Har anvindes
tvé olika dialysmetoder. Den ena bestod av 0,01 M HCl 16sning (prov P1) och i den andra ingick dven
en méangd salt (prov P2) som korresponderade till redan befintlig saltkoncentration i provet (3.18 g/l
NaCl). For bada dialyserna anvéndes 6-8 kDa membran och de ldmnades under omrorning i 24
timmar. Efter dialys filtrerades 16sningarna genom 0,45 um sprutfilter och seed tillsattes. Eftersom
exakta koncentrationer av PPI var okénda, anvindes 10 volym-% seeds istillet for 10 vikt-% som
anvindes for WPI-filterframstéllningen. Bdda proverna lamnades sedan i ugnen tills de bildade

hydrogeler. P1 togs ut efter 7 dagar och P2 togs ut efter 3 dagar.
Ett litet hal gjordes i toppen av 15 ml provroren med en nal och dédrefter placerades hydrogelerna i

flytande kvave tills de var helt genomfrusna. Proverna fick sedan sté i en frystork i 48 timmar och

efter det i en ugn vid 150 °C i 6 dagar.
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Utover de ovan beskrivna metoderna gjordes liknande forsok. Dessa lyckades dock antingen inte
forma hydrogeler eller var ineffektiva. Av dessa metoder testades béde att inte anvinda ett dialyssteg
och att addera salt direkt i PPI-10sningen efter dialyssteget. Dessutom gjordes forsok att upprepa den
ovan nimnda metoden dér dialys i 0,01 M HCI gjordes. Detta forsok till upprepning misslyckades.

3.2.3 Gelelektrofores (SDS-PAGE)

SDS-PAGE anvindes for att pavisa ndrvaro av 10st protein - sérskilt patatin - i PPI-16slighetsforsoken.

Prover for SDS-PAGE forbereddes fran 40 ul supernatant av potatisprotein-losningar blandade i ett
1:1-férhallande med Laemmli buffert och 10 mM DTT. En liten méngd (0.2-0.4 pul) 1 M NaOH
tillsattes i varje prov tills de fick en bla farg. Proverna placerades i ugn vid 95 °C i 10 minuter. En
4-20% gradient gel anvindes och 10 pl av vardera prov samt en molekylviktstege adderades till varsin
brunn i gelen. SDS-PAGE utfordes vid 180 V under 35 minuter i 1x [Tris/Glycine/SDS] buffert.
Darefter tvittades gelen i destillerat vatten i 10 minuter for att sedan férgas med Coomassie-férg i en

timme.

3.2.4. Adsorption av ibuprofen

En stamlésning med ibuprofen forbereddes. 10,1 mg/1 ibuprofen-natriumsalt (C,;H,;NaO,) vigdes upp
och lades i en behallare med 1 liter destillerat vatten. Ibuprofen-natriumsaltets renhet var mer eller
lika med 98 %, vilket motsvarar en koncentration av ibuprofen pa cirka 9,13 mg/l. En
kalibreringskurva for ibuprofen skapades genom att tillreda 10 16sningar med olika Ibuprofen
koncentrationer. Dessa koncentrationer var enligt foljande: 100 pL stamldsning + 900uL destillerat

vatten stegrande upp till 1 ml stamldsning. Kalibreringskurvan visas i Figur 1.
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Figur 1: Figuren visar absorbansen av ibuprofen som funktion av koncentrationen i enheten mg/1, samt trendlinjen for
matningen. Denna graf utgdr kalibreringskurvan for stamldsningen av ibuprofen, fran

vilken den moléra extinktionskoefficienten for ibuprofen berdknades.

Vikten pa samtliga filter (3 WPI och 2 PPI) bestimdes. W1 och P1 anvindes som referenser och 50
ml destillerat vatten tillsattes. Till resterande filter tillsattes 50 ml av ibuprofenstamlésningen.
Direfter placerades samtliga prover pa turning table. Enligt tidsintervallen i Tabell 4, togs 1 ml av

vardera 16sning ut och placerades i 2 ml provror for analys.

Tabell 4: Tabellen visar efter hur lang tid prover togs rdknat fran tillsatsen av ibuprofenldsning, respektive destillerat vatten

till filterna.

Tidsintervall: 10 minuter | 30 minuter | 1,5 timmar | 3,5 timmar | 24 timmar | 72 timmar

Samtliga prover analyserades med UV-VIS spektrofotometri vid 220 nm. Anledningen till detta ar att
absorbansspektrumet for ibuprofen endast visade betydande absorbans vid 220 nm. Efter subtraktion
av blanken som bestod av destillerat vatten, justerades vardena beroende pa vikten av filtret. Sedan
subtraherades blank W1 fran W2 respektive W3 och P1 fran P2 for att berdkna absorbansen fran
ibuprofen. Dérefter utnyttjades kalibreringskurvan i Figur 1 for att bestimma kvarvarande
koncentration av ibuprofen. Utifran detta kunde den totala mangden ibuprofen som fanns kvar i
16sningarna, det vill siga mingden ibuprofen som inte adsorberades av filterna, berdknas med en

massbalans.
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4. Resultat och diskussion

Nedan presenteras resultaten for WPI-filter och PPI-filter med efterfoljande diskussion.

4.1 WPI-filter

De producerade WPI-filterna som senare anvindes for adsorption av ibuprofen visas i Figur 2.

Figur 2: Figuren visar WPI-aerogeler efter 6 dagar i ugn vid 150 °C. Till vénster: visar W1; I mitten: visar W2; till hoger:
visar W3.

Som kan ses i Figur 2, var det storre porer i W3 som ocksa &r det filter som hade hogst koncentration

av dessa tre. En skillnad i framstéllningen av W3 jamfort med W1 och W2 ér, forutom

koncentrationen, ocksa att det inte dialyserades innan hydrogelen framstilldes.
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4.2 PPI

Under denna rubrik presenteras och diskuteras resultaten fran tester av PPI:s 16slighet och

filterframstéllning av PPI.

4.2.1 Loslighet

Resultatet av 16slighetstesterna med dkande startkoncentration presenteras i Figur 3.

Absorbans som funktion av initial konc. PPI
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Figur 3: Figuren visar berdknad koncentration av 16st PPI som funktion av startkoncentrationerna. Den nedersta grafen visar

resultatet dé 16sningen fick avdunsta och den Gversta grafen visar resultatet da absorbansen for det 16sta proteinet méttes.

Som kan avlasas fran Figur 3, visar resultatet fran de tva anvénda analysmetoderna en liknande trend,

det vill sdga att andelen 16st PPI 6kar med den initialt tillsatta PPI-koncentrationen. Detta skulle kunna

forklaras av att endast en viss andel av proteinerna dr vattenlosliga. Det innebér att endast den delen

av det tillsatta PPI 16ser sig och resterande protein forblir oldst vid dessa forhallanden. Att de tva

analysmetoderna - torrvikt och absorbans - visar pa en liknande trend gor att resultatet bedoms vara

rimligt.

Utover 6kande koncentration, gjordes dven 16slighetstester med varierande pH, for vilka resultaten

presenteras i Figur 4.
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Figur 4: Figuren visar relativ koncentration 16st PPI som en funktion av pH. Resultaten visualiserade i figuren ar framtagna

genom métning av absorbans for prov A-H.

Som kan avldsas fran Figur 4, dr absorbansen som lagst for PPI vid pH 4 av de pH-vérden som ar
testade. Lagre absorbans tyder pa ldgre koncentration 16st PPI, da sambandet mellan absorbans och
koncentration &r linjért enligt Lambert Beers lag. Att 16sligheten dr mindre vid pH 4 forklaras av den
isoelektriska punkten som for PPI 4r mellan pH 4.5 och 5,2 (11). Vid den isoelektriska punkten &r
proteinets nettoladdning noll vilket gor att proteinerna inte repellerar varandra och darmed blir svara

att 10sa i vatten (9).

Enligt Figur 4 okar l6sligheten med 6kande pH efter den isoelektriska punkten. Detta forklaras av att
proteinerna denaturerar vid hoga pH och att det d& 4r en negativ nettoladdning som dominerar, vilket
gor att molekylerna repellerar varandra och pa sa sétt 16ser sig (9). Losligheten visar sig vara légre vid
lagt pH jamfort med hogt pH trots att proteinerna dé inte befinner sig vid den isoelektriska punkten.
Enligt tidigare studier, beskrivs 16sligheten av proteiner vara hdgre ju ldngre ifrén den isoelektriska
punkten pH &r (16). Vid hogt pH befinner sig patatin langre ifran den isoelektriska punkten vid starkt
alkaliska forhallanden till skillnad fran vid sura forhéllanden, vilket ger upphov till fler likadana

laddningar och ddrmed en hdgre repulsion och 16slighet (9).
Losligheten ar hogst vid hdga pH, men som tidigare ndmnt under rubrik 2.2 Val av proteinkilla, har

tidigare studier visat att PNF:er med sékerhet kan bildas vid pH 2 (5,6). Darfor surgjordes basiska

PPI-l6sningar pé tva olika satt for vilka resultaten presenteras i Figur 5.
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Figur 5: Figuren visar relativa absorbansen av 16st PPI for Bas—sur - test. Koncentrationen ér beréknad efter
absorbansmaétning med UV-VIS spektrometer. Bas—sur dialys innebir surgdrning med hjélp av dialys vid pH 2. Bas—sur

snabb innebér direkt tillsatt syra till pH 2 utan dialys. Bas innebdr ett prov som ej har surgjorts.

Fran Figur 5 kan det avldsas att absorbansen var hogst for det basiska provet som inte surgjordes.
Efter den var “Bas—sur snabb” och ldgst absorbans hade “Bas—sur dialys”. Detta tolkas som att det
basiska provet hade hogst 16slighet, “bas—sur snabb” nést hdgst och “bas—sur dialys” lagst 16slighet

av dessa prov.

Enligt Figur 4 har PPI béttre 16slighet vid hogre pH-vérden, vilket forklarar varfor det basiska provet
hade hogst 16slighet enligt Figur 5. De andra proven var dock basiska fran borjan och surgjordes
dérefter, vilket innebér att méngden 16st protein maste varit lika vid samma pH, men en del protein
bor sedan ha fillt ut vid surgérandet. Detta skulle kunna forklaras med att sdmre 16slighet rader vid
lagre pH, se Figur 4. Intressant ar dock att det &nda var hogre 16slighet 4n nér det var surt fran borjan.
Detta skulle kunna forklaras av tidigare ndmnd studie (5), dir det framgér fran deras l9slighetstester

att PPI gdrna héller sig 10st nér det vél har 19st sig.

Som kan avlésas fran Figur 5, visar provet som surgjordes snabbt en absorbans pa 54.0 jamfort med
provet som surgjordes genom dialys i 24 timmar som hade en dialys pa 22.7 alltsd mer dn dubbelt s
hog for snabb dialys. Detta skulle kunna forklaras av att pH sdnks 1dngsammare genom dialys, vilket
gOr att 10sningen tillbringar mer tid vid varje nedatgdende pH-vérde. Till foljd av detta befinner sig
provet under en viss tid dven vid pH 4,5-5,2 (isoelektriska punkten for patatin), vilket gor att en del

patatin hinner fallas ut. Nér provet istillet surgdrs snabbt, passerar 16sningen den isoelektriska
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punkten under en kortare tid och en betydligt mindre méngd hinner filla ut, vilket i slutet ger en hogre

koncentration 16st PPI och dirmed en hogre absorbans.

Utover pH-dndring och olika koncentrationer, genomfordes dven 19slighetstester ddr samma

koncentration PPI tillsattes stegvis. Resultatet av dessa tester presenteras i Figur 6.
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Figur 6: Figuren visar absorbansen for 16st PPI for stegvisa tillsatser av PPI i supernatant. Absorbansen dr métt med UV-VIS

spektrometer.

Enligt Figur 6, uppmdttes hogre absorbans vid 6kat antal tillsatser av PPI i supernatanten. Detta

innebdr att méngden 16st protein okar vid fler upprepade tillsatser av PPI i supernatanten.

Baserat pé dessa resultat, togs beslutet att PPI-filterna skulle tillverkas fran en 16sning som i brjan
gjordes basisk och sedan surgjordes snabbt. Detta for att fi en sd hog koncentration 16st PPI som
mdjligt i de slutgiltiga filtren. Anledningen till att en metodik som endast anvinder basiska
PPI-16sningar inte valdes &r att tidigare studier, som tidigare beskrivet, har visat att PNF:er bildas vid

pH 2.
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4.2.2 SDS-PAGE analys

Den férgade gelen efter gelelektrofores visas i Figur 7. Analysen visar att proteiner med en bred
storleksdistribution forekommer i PPI-16sningarna. I 16sning (A) och (C) déremot, syns mer intensiva
band vid 75, 37, 20-25, 15, samt 10 kDa. Dessa band syns inte lika tydligt i de icke-filtrerade
16sningarna (B) och (D), da den hoga proteinkoncentrationen givit en for intensiv fargning for

avlédsning.

Banden vid 75 - och 37 kDa bedéms motsvara patatin, vilket 4r en av de huvudsakliga proteinerna i
potatis. Det forstnimnda bandet tros motsvara dimer-komplex av patatin vilket forklarar den

fordubblade storleken i kDa for dessa band.

Banden kring 20 - och 25 kDa som syns nagot tydligare i 16sning (A) jamfort med (C), anses motsvara

proteasinhibitorer - en annan huvudsaklig grupp av proteiner i potatis. Banden lidngs ned, vid 15 - och

c

10 kDa, kan motsvara kortare peptidkedjor fran hydrolys som denaturerat proteiner.
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Figur 7: Figuren visar gelen fran gelelektrofores (SDS-PAGE) av PPI-16sningar. (M) Molekylvikstege i kDa. (A)
Icke-stegvis, filtrerad. (B) Icke-stegvis, ¢j filtrerad. (C) Stegvis, filtrerad. (D) Stegvis, ej filtrerad.
“Stegvis” innebar metodiken att stegvis 16sa mer PPI i supernatant av PPI-16sningar. Samtliga PPI-16sningar var utspadda

10x.
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SDS-PAGE analysen visar alltsé att patatin, proteas-inhibitorer och kortare peptidkedjor forekommer i

PPI-16sningarna.
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4.2.3 PPI-filter

4.2.3.1 Framstillning

Metoden for framstillning av PPI-filterna var, som tidigare ndmnt, ej beprovad, men baseras i grunden
pa metoden for framstéllning av WPI-filter. Vid framtagandet av filterna uppticktes dock problem

med metoden.

En observation som gjordes var att de prover som placerades i kylen efter surgérandet, var betydligt
svarare att filtrera med sprutfilter &n om provet surgjordes samma dag som det filtrerades. Detta skulle
kunna bero pa att mer protein kan ha fillt ut av den lagre temperaturen och langre tid i sur miljo. Se

Figur 4, som visar att 16sligheten ar 14gre i sur &n 1 basisk milj6.

Filtreringen var dock ett problem dven om losningen surgjordes samma dag. Efter centrifugering var
supernatanten fortfarande grumlig, vilket antagligen beror pa en hég koncentration av partiklar storre
an 0,45 um (filtrets porstorlek). Dessa partiklar skulle kunna vara stirkelse eller proteiner, men ar
ingenting som har undersdkts i detta arbete. Partiklarna gjorde att ndgra droppar filtrerad vitska
slépptes igenom innan filtret var fullt och fick bytas, trots att [6sningarna forst centrifugerades. En

pellet pa cirka 5 mm bildades, men I6sningen var lika svér att filtrera anda.

Da filtreringen var svér att genomfora, bor en ny metod utvecklas om PPI ska anvéndas i framtiden.
Detta genom att kanske filtrera med vakuum innan sprutfiltreringen, alternativt borja med filter av en

storlek pé cirka 0,70 um for att fa bort de storsta partiklarna forst och sedan ga over till mindre filter.

Utover skillnaden i nir de surgjordes i forhallande till placerandet i ugnen, skiljde sig dven tiden for
bildandet av hydrogeler mellan P1 och P2, det vill séga dialys och saltdialys. Det tog 7 dagar for
provet som varit i vanlig dialys att bilda hydrogel och 3 dagar for provet fran saltdialys. Denna
skillnad skulle kunna bero pa att salt i vanlig dialys diffunderar ut genom membranen, medan
saltkoncentrationen i saltdialysen istéllet forblir konstant. Vad saltets exakta funktion for

bildningshastigheten av hydrogelerna skulle vara &r dock utifran denna studie svar att faststélla.
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4.2.3.2 Slutgiltiga filter
Tvé PPI-filter framstilldes, vilka visas i Figur 8.

Figur 8: PPI-aerogels efter 6 dagar i ugn pa 150 °C. Till vénster: Vanlig dialys (P1). Till hoger: Saltdialys (P2).

Béde P1 och P2, som visas i den vénstra respektive hogra bilden i Figur 8, gick sonder nér de flyttades
fran frystorken till ugnen for att virmebehandlas. P1 gick dock sonder till en hogre grad dn P2. Deras

utseende precis efter de togs ut ur frystorken visas i Figur 9.

Figur 9: PPI-acrogeler efter frystorkning. Till vénster: Framstélld med vanlig dialys (P1). Till hoger: Framstélld med
saltdialys (P2)
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4.3 Jamforelse WPI-filter och PPI-filter

Nedan jamfors framstéllning, kvalitet och adsorbans mellan framstéllda WPI-filter och PPI-filter.

4.3.1 Framstillning av slutgiltig produkt

WPI-filterna producerades med en redan beprévad metod. Denna fungerade bra och gav filter som
senare kunde anvéndas utan justeringar. For PPI-filterna utvecklades en ny metod som inte ar
beprovad och var svarare att reproducera, varfor framstéllning av endast tva filter lyckades
framstillas. Ett problem med den nya metoden var, som tidigare ndmnt, att det var nést intill omojligt
att filtrera 16sningen som sedan skulle bilda hydrogel. Intressant ar att filtreringen i sig skiljer sig
mellan WPI-16sningarna och PPI-16sningarna, dd behov att filtrera WPI-16sningarna saknades. Detta

da de var transparenta till skillnad frdn PPI-l6sningarna som var grumliga.

Utover filtreringen var det dven skillnad i tid vid bildningen av hydrogeler, dér det tog 3 respektive 7
dagar innan en gel bildades for PPI, till skillnad frén for WPI dér det tog 20 timmar. En forklaring till
att det tar langre tid for PPI att bilda hydrogels efter dialys skulle kunna vara att &ven proteiner
diffunderar ut under dialysen, vilket ger en ldgre proteinkoncentration. Det membran som anvéndes
hade dock en porstorlek pé 6-8 kDa, medan proteinerna bor ha en storlek pa cirka 45 kDa. Av denna
anledning bor de inte diffundera genom membranet. Det skulle i sa fall vara om de av den kraftigt
basiska miljon i borjan har denaturerats sé starkt att de har gatt sonder och pé sa sétt fatt en mindre
storlek, vilket gor att de kan diffundera ut genom membranet. PPI har dock observerats ta liangre tid
att bilda PNF:er &n WPI dven i andra studier dér PPI har tagit 96 timmar att bilda PNF:er till skillnad
fran WPIL:s 72 timmar. (6). Exakt anledning till att det tar langre tid &r darfor svart att faststélla i

omfattningen av denna undersokning och ar dérfor ndgonting som skulle kunna undersdkas vidare.

Infor framtida undersékningar rekommenderas att parametrar sdsom temperatur, tillsatser och tiden

for PNF-bildning justeras for att forbattra metoden.

4.3.2 Kvalitet av produkt

Vid jamforelse av de fardiga PPI- och WPI-filters fysiska egenskaper, observerades att PPI-filterna var
skorare. Detta d& de bland annat f6ll sonder nér de flyttades fran frystorken till ugnen. Som kan ses i
Figur 8, var bada de fardiga PPI-filterna trasiga, till skillnad fran WPI-filterna i Figur 2 dér samtliga

var intakta.

En anledning till att PPI-filterna var skorare 4an WPI-filterna skulle kunna bero pa sdmre hydrogel, da

de var lite mindre fasta &n WPI-hydrogelerna. Detta skulle i sin tur kunna bero pa ldgre omvandling
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av protein till PNF:er. Detta dr dock svért att konstatera, di det saknas information om huruvida PNF

fanns eller vad koncentrationen for dessa 1 sa fall var.

4.3.3 Adsorption av ibuprofen

WPI-filterna och PPI-filternas forméga att adsorbera ibuprofen validerades genom absorbansmétning

vid olika tidpunkter, fran vilket resultatet presenteras i Figur 10.
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Figur 10: Figuren visar kvarvarande koncentration av ibuprofen i 16sningen i mg/ml som funktion av tiden i timmar.
Punkterna indikerar koncentrationerna vid métningarnas klockslag. Den rdda punkten indikerar stamldsningens

koncentration av ibuprofen.

For resultaten som presenteras i Figur 10, har P1 anvénts som referens for P2 och W1 har anvéints som
referens for W2 och W3, varfor det endast finns tre kurvor i Figur 10. Som kan ses i Figur 10,
Overstiger startkoncentrationen av ibuprofen vid tiden 0 timmar, stamldsningens koncentration och
slutkoncentrationen &r negativ for W2 och P2. Detta beddms inte vara rimligt och innebir att felet 1
méitningen dr betydande. Detta dr troligtvis for att ibuprofen, samt WPI och PPI har ett betydande
overlapp 1 sitt UV-VIS absorbans spektrum. En annan faktor kan vara den stora mingden lost protein
(absorbans flera ganger hogre dn endast ibuprofen) speciellt frdn PPI-filterna. Detta mérktes, da
ibuprofenlosningen innehallande PPI-filterna med tiden blev grumlig. Det kan ocksa bero pa att

PPI-filtrena har producerats med négot olika metoder och att den ena é&r trasig och den andra éar hel.

Filterna verkar dock adsorbera ibuprofen till ndgon grad vilket pekar pé en viss effektivitet. Tidigare
studier har stodjer att WPI-filter kan adsorbera ibuprofen (4), vilket &ven Figur 10 visar en trend till
dven om det inte &r ett sdkert resultat. Detta dr dock nédgonting som skulle behdva undersokas vidare

med nya filter for att 4 ett sikrare resultat.
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5. Slutsats

I denna rapport har foljande fragestéllningar undersokts:

e Gar det att utforma en metod for att 6ka koncentrationen lést potatisprotein i vatten?
o Ar det mdjligt att tillverka vattenfilter av PNF:er framstdillda firin PPI?
e Ardet skillnad pa WPI - och PPI-filters formdga att rena vatten fi-in ibuprofen?

Utifran den forsta frigestéllningen, visade resultatet att det var mdjligt att utforma en metod for att
Oka koncentrationen 10st potatisprotein i vatten, vilket dr grunden for att mdjliggora framstéllning av

PNF, samt vattenfilter av PPI.

Fran den andra fragestillningen visade undersdkningen att det var mdjligt att framstélla PNF-baserade
vattenfilter av PPI. Metoden som anvindes for att producera PPI-baserade PNF-vattenfilter bor dock
justeras, da 16sningarna bland annat var svarfiltrerade. Ett forslag for framtida forskning &r dérfor att
undersdka hur 10sningarna kan goras mer lattfiltrerade, alternativt att undersoka andra sétt att fa

PPI-16sningarna mindre grumliga.

Angaende jaimforelsen av WPI- och PPI-filters forméga att adsorbera ibuprofen i den tredje
fragestillningen, r det svart att dra en slutsats om vilken av dem som var mest effektiv for rening av
ibuprofen. Detta d& métningen av adsorbansen inte gick som forvéntat, dd proteiner antagligen ockséa
har adsorberat vid den métta vaglingden. Mer exakta métningar bor darfor genomforas for att gora en
mer rittvisande jimforelse av PPI - och WPI-filter. Ett forslag dr darfor att vidare forskning fokuserar
pa reproducerbarheten av produktionen av hydrogels fran PPI samt filtrering av partiklar storre dn
0,45 um. Eftersom fokuset var att anvinda PPI som erséttning for WPI kan en annan foérorening
och/eller analysmetod med fordel anvidndas for att underlétta berdkningar av méngden ibuprofen
adsorberad. Exempelvis kan tvéttning av filterna med destillerat vatten goras for att minimera

maéngden l0st protein och forbéttra analysmetoden.

Utifran resultaten fran denna undersokning, kan det konstateras att PPI kan vara en framtida rivara for
produktion av PNF-baserade vattenfilter. D4 bor dock problem sésom Idslighet och forméagan att
filtrera tas i beaktande, samt att nya tester av filtrets reningsformaga undersokas. Detta innebar att

detta projekt inte kan utesluta eller forsékra att PPI &r en bra ravara for PNF-baserade filter.
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7. Bilagor

A. Loslighetstest med temperaturindring

Metod: Tre 50mg/ml PPI prover forbereddes vid pH 2 och placerades i varsin temperatur i ett

vattenbad i 20 min. Sedan l&mnades proven i kylen till analys med UV-VIS.

Resultat: Ingen signifikant skillnad i 16slighet mellan proven och relativt 1ag 16slighet generellt.

Diskussion: Troligen var temperaturskillnaden for liten och eventuella skillnader i 16slighet férsvann

ndr proven sparades i kylen. Temperaturerna var inte heller speciellt hdga. Det finns stor chans att en

annan metod skulle ge bra resultat. Resultatet av métningen presenteras i Figur Al.
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Figur A1l: Visar absorbansen av 16st PPI vid vardera métt temperatur.
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B. Laoslighetstest med Guanidin-Cl

Metod: Prover med 7M Guanidin-HCl och 50mg/ml PPI forbereddes. Efter det méttes absorbansen.

Resultat: Hog 16slighet.

Diskussion: Anvinds inte dé det inte anses tillrdckligt hallbar utifran miljésynpunkt eller om den

skulle anvindas pa storre skala.
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Figur B1: Visar métt absorbans av 16st PPI da 7 M Gu-Cl anvéndes.
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