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FURORD

Foreliggande rapport omfattar utveckling av en analysmetod for
bestdmning av adenositrifosfat (ATP) 1 aktivt slam. Avsikten med
arbetet dr att redovisa en metod som dr anvdndbar i VA-tekniska

sammanhang.

Projektarbetet har utforts pd dinstitutionen for VA-teknik,
Chalmers Tekniska Hogskola.

Forskningsmedel for projektet har beviljats av VAY:s program-
styrelse.

Goteborg i november 1983

Gittan Horkeby
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1. SAMMANFATTNING

Denna undersdkning har syftat till att utveckla en metod for
bestémning av halten ATP 1 aktivt slam fran avloppsreningsverk.

Utgdngspunkten har varit en metod som numera anvands rutinmds-
sigt inom medicin. Metoden innebdr att ATP extraheras frdn
cellerna i provet varefter eldflugeextrakt, luciferas, och
Tuciferin tillsdtts varvid 1jusemission uppstdr. Ljuset mdts med
en fotomuitiplikator.

Vid extraktionsforstok med triklordttiksyra (TCA) resp tris(hy-
droxymetyl)aminometan (TRIS) visade det sig'att TCA var ca 50%
effektivare som extraktionsmedel dn TRIS-buffert samtidigt som
det var enklare att arbeta med.

Den Tldgsta koncentration av ATP som kan analyseras med denna
metod ar ca 3 pg ATP/1.

Efter provtagning, extraktion och utspddning kan extrakten
frysas och fOrvaras flera mdnader. Nedfrysning av proven &r inte
nodvandig om analysen sker inom tre dygn. Reagens- och standard-
16sning for analysen kan gOras fardiga och forvaras infrysta
flera mdnader. Intensiteten pd luciferin-Tuciferas-10sningen
sjunker til11 ca 50% efter 3 mdnaders frysforvaring. Vid analysen
anvidnds smd& reagens- och provvolymer (300 resp 25 ul) varfor
reagenskostnaden per analys blir 13g (0.7 kr).



2. INLEDNING

Vid sdvdl forskningsarbete som vid praktiskt inriktade understk-

ningar 1 Dbiologiska behandlingsanidggningar dr det av stort

viarde att kunna bestdmma madngden aktiva mikroorganismer i

systemet. Traditionellt anvédnds, 1 brist pd bdttre, torrsubstans-
eller g16dgningsfﬁrTustbestﬁmningar.'Begrénsningarna harmed dr

dock uppenbara.

Alltsedan mitten av sextiotalet har forsok gjorts fOr att hitta
Tdmpliga parametrar f8r innehdllet av aktiva mikroorganismer.
Exempel pd sddana parametrar Hr DNA-halt, dehydrogenasaktivitet
och adenosintrifosfathalt (ATP).

Den parameter som torde vara mest intressant dr ATP-halten.
Denna anses namligen std 1 ett ndgorlunda konstant forhadllande
ti11 mdngden aktiva mikroorganismer och ndr cellerna dor sjunker
ATP-halten snabbt.

ATP-analyser biOrjade anvandas for olika &ndamdl redan 1's]utet
av 1960-talet. I princip innebdr analysmetoden att ATP extrahe-
ras frdn cellerna varefter eldflugeextraktet luciferas och
lTuciferin tillsdtts. Harvid emitteras 1jus som mats med en
fotsmultipTikator.

ATP-analys var 1 flera &r en utprdaglad forskningsmetod. Sedan
man lyckats framstdlla renare reagens, har det blivit mojligt
att med relativt enkel idnstrumentell utrustning bestdmma ATP.
Analysen anvdnds numera rutinmdssigt inom medicin,

Syftet med foreliggande undersdkning har varit att arbeta fram
en 1amplig metod for bestdmning av ATP i VA-tekniska sammanhang.

Forskningsmedel f0r projektet har beviljats av VAY:s program-
styrelse.



3. BIOLUMINESCENSREAKTION MED ATP

3.1 Teoretisk bakgrund

Bioluminescens &r en enzymkatalyserad reaktion som resulterar i
1jusemission.

ATP dr ett energidverforande dmne som finns i varje levande
cell. Strukturformeln for ATP visas nedan i figur 1.
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Fig 1. Strukturformel for ATP.

Vid bioluminescens-reaktionen for bestdmning av ATP anvinds
enzymet luciferas fran eldfluga som katalysator samt substratet
luciferin som reagerar med ATP under Tjusemission. Reaktionsfor-
Toppet éskédWiggdrs i figur 2 (Myhrman et al 1978).
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Fig 2. Schematisk beskrivning av reaktionsf6r1oppet for
eldflugeluciferas-reaktionen {Myhrman et al 1978).
*
(P och P betecknar produkt = oxyluciferin)

I den fOrsta reaktionen (A) sker en adenvigruppdverforing fran
ATP til11 carboxylgruppen pd Tuciferin (LHZ) och eliminering av
oorganisk pyrofosfat (PPi). Reaktionen dr snabb och reversibel
men pyrofosfat hdmmar bildning av LHZ-AMP. Fosforhalten i
avloppsvatten medfor dock inga problem vid ATP-analysen.

[ den andra reaktionen (B) reagerar det enzymbundna Tuciferyl-
adenylatet (E'LH2 .
oxyluciferinkomplex (E*AMP'P ) i ett elektronexiterat tillstdnd
samt CO2 och AMP. I detta steg finns tvd hastighetsbestdmmande

-AMP)  med molekyldrt syre och bildar ett

reaktioner, dels ett protonborttagande frdn luciferin och dels
en cmbyggnad av Tuciferas, innan oxidationen.

I den tredje reaktionen (C) gdr oxyluciferinkomplexet Gver frin
exiterat tillstdnd ti11 grundtillstdnd under avgivande av en

foton.

I den fjdrde vreaktionen frigors oxyluciferin och AMP fran
enzymproduktkomplexet (E*P'AMP). Denna reaktion dr 18ngsam och



vid hOga substratkoncentrationer leder den till forbrukning av
enzymet vilket resulterar i en minskning av 1jusproduktionen.

Hela reaktionsforloppet kan sammanfattas enligt reaktionen nedan
(Thore 1979). (PP betecknar organisk pyrofosfat)

ATP + Luciferin + O2 l!El%%ﬁii; AMP+PP+ oxyluciferin + C02 + hv
Mg

3.2 Analysbetingelser

Vid analys mdste fOrst cellernas ATP-innehdll extraheras med
ndgot lampligt extraktionsmedel.

Ndsta steg dr att tillsdtta luciferas och luciferin. I detta
arbete har anvints en reagensldsning innendllande bdde luciferas
och luciferin s& att vid analys har man endast behdvt tillsdtta
ett reagens.

Reagenset innehdller &dven EDTA fOr komplexbildning av metaller
som annars kan medfora att ATP omvandlas fore vreaktion med
luciferin. Dessutom innehdller reagenset bovine serum albumin
for stabilisering av reagenset. Reagensframstdallningen dr i
detalj beskriven i bilaga 1.

Givetvis midste man ocksd ha en ATP-standard i det koncentra-
tionsomrade man skall arbeta. Det fadrdiga reagenset och ATP-
standard fOrvaras fryst 1 Tlagom stora portioner fOr en dacs
arbete.

D& reagenset dr kidnsligt for 1jus &r det viktigt att det forva-
ras morkt och att det dven vid tillredning och analys hanteras
sd morkt som mdjligt. Reagenset skall tinas upp samma dag som

. .. . ~0
den skall anvidndas och forvaras svalt (ca +5°C) under hela

analysen, for att inte intensiteten skall sjunka.



Arbetsforfarande vid analysen ar foljande:

Med konstriktionspipett pipetteras 25 ul prov eller standardiOs-
ning och 300 ul reagens i ett kylt 4 ml:s polyetylenprovror.
Roret placeras sa snabbt som m8jligt 1 en polyetylenadapter i
vatskescintillationsrdknaren och fors ner 1 mdtcellen, didr
mdtningen borjar.

Matning sker i 0.1 min, vdardet registreras och mdtning startar
igen. Efter tre registrerade vdrden avbryts mdtningen. Install-
ning av vatskescintillationsrdknaren framgdr av bilaga 1.

FOr samtliga prover och standarder tas det‘tredje matvérdet for
berdkning av resultat. Det &r vdsentligt att samma tid anvands
for varje analys eftersom ljusintensiteten sjunker ndgot med
tiden. Vid tredje mdtningen, ca 60 sek efter reagenstillsats,
hinner ocksd effekten av eventuell 1juspdverkan utifrdn, pd
adapter och provror elimineras.

Vid varje analystillfdlle analyseras en serie standardldsningar
med kdnd ATP-halt. Ett exempel pd standardkurva visas i fig 3.
Tillsammans med standardserien kors alltid ett nollprov d v s 25
ul TRIS-EDTA-buffert och 300 ul reagens. Vid plottning av
standardkurva korrigeras erhdlina varden pd standarder med

nollprovsvardet.

Lampligt koncentrationsomrdde pad proven #r ~ 3-500 ng/1. Provets
ATP-halt anges ofta som ug ATP/mg flyktiga suspenderade dmnen.

(G2
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Fig 3. Standardkurva med counts/0,1 min som funktion av
ug ATP/1.



4, UNDERSTKNINGAR

4.1 Undersokningens upplaggning

Utprovningen av en ldmplig metod att bestdmma ATP i aktivt slam
har omfattat:

- 1dmplig extraktionsmetod och extraktens hdllbarhet
- reagenskoncentrationer och hdllbarhet

- - provtagning
4.2 Extraktion med TRIS-buffert
4.2.1 Metodbeskrivning

Ett ofta anvdnt extraktionsmedel vid ATP-analys dr kokande
TRIS-buffert (2-Amino-2(hydroxymetyl)-1,3-propandiol).

ExtraktionslGsningen dr 0.1M med avseende pd TRIS-buffert och
justerad till pH 7.75, med dttiksyra, vilket dr det optimala
pH-vdrdet for Tluciferasreaktionen. Dessutom innehd1ler TRIS-
extraktionsl@sningen EDTA (2-8 mM) (Myhrman et al 1978).

Vid extraktion tillsdtts 10 ml aktivt slam till 90 ml kokande
- TRIS-EDTA-buffert. Efter 10 min kokning kyls proven snabbt till
rumstemperatur. ATP bestdms sedan enl avsnitt 3.2 eventuellt
efter spddning med TRIS-EDTA-buffert. Vid aktivt slam mdste man
vanligen spdda extraktet 50-100 ggr.

4.2.2 Inverkan av koncentration av komplexbildare i
extraktions1dsning

Ett stabilt extrakt &dr en forutsdttning for att fd tillfreds-
stdllande resultat vid ATP-analys av aktivt slam. En tillsats av
kompiexbildaren EDTA 1 extraktionslOsningen medfdr att det
extraherade provet blir mer stabilt. I alla biologiska system
finns ndmligen ATP-omvandlingsenzym vilkas aktivitet och stabi-

bk



Titet dr beroende av divalenta metalljoner. Genom att metallerna
kelatbinds til11 EDTA minskar effekten av dessa enzym (Thore,
1981).

Eventuell inverkan av olika halt EDTA (2,4 och 8 mM) i extrak-
tionsmedlet har ddrfor understkts. I tabell 1 visas resultat
erhdlina pd ett aktivt slamprov som analyserats efter 5, 13 resp
23 dyans frysforvaring av extraktet.

Tabell 1. Inverkan av EDTA-halt 1 extraktionsmedlet
vid ATP-analys.

mM EDTA ug ATP/mg flyktiga suspenderade dmnen
5 dygn 13 dvgn 23 dygn

0.27 0.28 0.27
0.23 0.26 0.23
0.24 0.25 0.23

Variationen i resultatet 1igger inom felgrdnsen for analysen. Av
resultatet framgdr att en halt pd 2 mM EDTA i extraktionslOs-
ningen dr tillrdcklig.

4.2.3 Inverkan av forhdllandet extraktionsmedel -
aktivt slam

Extraktion med varierande provvolym respektive spadning av
provet fore extraktion har undersdkts.

Aktivt slam extraherades dels enl 4.2.1 med 10 ml prov och 90 ml
TRIS-EDTA-buffert, dels med spdadning av provet, 5 resp 10 ggr

fOre extraktion.

Dessutom extraherades en mindre volym, 5 ml, aktivt slam i 95 mi
TRIS-EDTA-buffert.

Resultaten, tabell 2, visar att en spddning av provet 10

-3
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fore extraktion ger ca 50% hogre ATP-halt vid analysen.
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storre forhdllande extraktionsmedel - aktivt slam ger alltsd
hogre ATP-halt vilket tyder pd att TRIS-EDTA ej dr tillrdckligt
effektivt for att extrahera all ATP ur provet vid extraktjons-
forhd1landet 90:10.

Tabell 2. Inverkan av forhiallandet extraktionsmedel -
aktivt slam vid TRIS-EDTA-extraktion.

) ug ATP/mg flyktiga suspenderade d@mnen
Prov 10 ml prov 5 ml prov 10 m1 prov 10 m1 prov
90 ml TRIS-EDTA 95 m1 TRIS-EDTA spitt 5 ggr spitt 10 ggr
90 m1 TRIS-EDTA 90 m1 TRIS-EDTA

I 0.24 0.47 0.50
1] 0.44 0.49

4,2.4 Extraktens hallbarhet

Extraktens hdllbarhet vid forvaring undersdoktes vid olika for-
h&d11anden, sdsom tid, temperatur och utspddning.

De extraherade proven fOrvarades upp till 2 mdnader medan ATP-
-halten bestdmdes vid ndgra tidpunkter. FOrvaringstemperaturen
var +49¢C resp -20°C. En del av de extrakerade proven spdddes 100
ggr i TRIS-EDTA fdre foOrvaring med en del forvarades utan spdd-
ning efter extraktionen.

Nagra resultat redovisas i tabell 3 nedan.

O



Tabell 3. TRIS-extraktens hdllbarhet vid ftrvaring.

Forva- Spadn. Prov ug ATP/mg flyktiga suspenderade dmnen
rings- i A
tempera- TRIS5- antal dygn efter provtagning
tur EDTA 1 5 10 20 25 40
o fore I 1.13 0.90
+ 4°C forva- 11 0.27
ring IV 0.60 0.55 0.55 0.53 0.50
o fore I 1.01 1.04
-207°C forva- 11 0.27 0.30 0.27 0.24
ring ITI 0.44 0.50 0.53
IV 0.60 0.63 0,62 0.60 0.58
o efter
-207C forva- 1 1.12 1.03
ring “

Forsoksresultaten visar att TRIS-extraherade prover gdr att
kylforvara en viss tid, men frysforvaring dr att fdredraga vid
ldngre tids (mer dn 1 vecka) f@rvaring.

4.2.5 Reproducerbarhet

Ett vdrde pd metodens reproducerbarhet och precision vid extrak-
tion med TRIS-buffert erh&lls ur statistiska berdkningar pi de
erhd1llna forsdksresultaten.

Medelvdardet av standardavvikelsen resp variationskoefficienten
frén sju extraktionsforstk blev 4'10'2 ug ATP/mg VSS resp 7.7%.
ATP-halten vid dessa extraktionsforsok 1ag mellan 0.2 och 1.2

ug/mg VSS.

4.3 Extraktion med TCA

4.3.1 Metodbeskrivning

TCA (triklordttiksyra) har understkts som extraktionsmedel.
Extraktionen &r mycket enkel eftersom den utfdrs i rumstempera-
tur och dessutom gdr snabbt, 0.5-1 min. Triklordttiksyrans

anjoner inhiberar dock Tluciferasereaktionen varfir de efter

10



ATP-extraktionen mdste tas bort genom extraktion eller spadas
ti11 en koncentration som inte stor reaktionen.

Vid extraktion tillsdtts 1 ml aktivt slam till 9 ml 5%-ig
TCA-10sning. Blandningen omskakas ca 1 min vid rumstemperatur.
Dadrefter spdds provet 50-100 ggr med TRIS-EDTA-buffert och
ATP-halten bestdmmes enligt avsnitt 3.2.

4.3.2  Inverkan av fdrhé]landet extraktionsmedel - aktivt
slam

Aktivt slam extraherades vid nédgra o]ika f6rhé11anden extrak-
tionsmedel - aktivt slam (se tabell 4) och dessutom extraherades
aktivt slam som spatts 3,5 resp 10 ggr med destillerat vatten.

Tabell 4 1Inverkan av f6rhdllandet extraktionsmedel - aktivt
slam vid TCA-extraktion.

Forhd1lande ug ATP/mg flyktigt suspenderat material
extraktions-
medel - aktivt

slam Prov I I1 ITI TV v VI

1 1.39 |

1 0.56 1.35 0.97 1.13  1.03 1.07
19:1 1.36 0.97
27:1 ‘ 1.00
19.5:0.5 - 1.24
90:1 0.9
9:1*(spdn 3ggr) 1.07
9:1*(spdn 5ggr) 0.68
9:1" (spdn 10ggr) 0.62 0.90
iB:Z*(spdn 5ggr) 1.30

ml utspdatt slam

11
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Resultatet visar att extraktionen ej paverkas av forhdllandet
extraktionsmedel - aktivt slam inom det undersdkta omrddet,
vilket indikerar att TCA ar ett effektivt extraktionsmedel.

4.3.3 Inverkan av extraktionsldsningens koncentration

Extraktionsforsdk har utfdrts med tre olika koncentrationer, 5,
10 resp 20%, pd TCA-10sningen. Resultatet visar att utbytet vid
extraktionen blir lika stort for 5%-ig TCA-10sning som 10 resp
20%-ig. Det dr alltsé en fordel att anvinda 5%-ig 18sning
eftersom 10 och 20%-ig 109sning krdver stOrre spddning av extrak-
tet for att inte stora luciferasreaktionen.

4.3.4 Inverkan av extraktionstid

Extraktionstidens inverkan pd analysresultatet undersdktes. Tva
slamprov extraherades bdda under olika tider, 0.5, 1.0 och 4 min.

Resultatet visade att extraktionen dr fullstdndig redan efter
0.5 minuter.

4.3.5 Extraktens hdllbarhet

De extraherade provens hdllbarhet vid ndgra olika forvaringssdtt
har registrerats.

Bdsta sdttet att forvara extrakten, om de inte kan analyseras
inom tre dygn efter provtagningen, dr infrysning. Det dr dock
nddvdndigt att spada proven med TRIS-EDTA-buffert efter extrak-
tionen eftersom ATP annars kommer att sOnderdelas av trik]orQ
dttiksyran sd att halten sjunker. Efter ca 3 veckors frysfirva-
ring utan spddning efter extraktionen har halten sjunkit till
50% och efter 1dng tids forvaring (2-3 mdn) gdr halten ner under
detektionsgransen. Prov som spdtts i1 TRIS-EDTA-buffert efter
extraktionen har en ofdrdndrad ATP-halt efter 3 ménaders frys-
forvaring., Vid sjdlva extraktionen hinner dock ingen sdnderdel-

12



ning ske. Ett prov som spdddes 2 timmar efter extraktionen gav
samma resultat som ett som spdddes genast efter extraktionen.

I tabell % nedan redovisas nagra resultat.

Tabell 5 TCA-extraktens hdllbarhet vid fOrvaring.

Forva- Spdadn Prov ug ATP/mg flyktiga suspenderade dmnen
rings- i TRIS- antal dygn efter provtagningen
temp EDTA
100ggr 1 5 10 20. 30 40 90
Fore I 1.47
+ 4% forv, 11 0.48
cfter
forv. I 0.30
Fore I 2.07 1.96
fory. IT 0.54 0.55 0.56
-20% 111 1.03 1.14 1.18
IV 0.95 1.04 0.95 1.09
Efter
forv. I 1.85 0.90 <0.1

4.3.6 Reproducerbarhet

Ett vidrde pd metodens reproducerbarhet och precision vid extrak-
tion med TCA erh&1ls ur statistiska berdkningar pd de erhdllna
forsoksresultaten.

Medeivdrdet av standardavvikelsen resp variationskoefficienten
fran dtta extraktionsfdrsdk blev 6‘10'2 ug ATP/mg VSS resp 7.6%.
ATP-halten vid dessa extraktionsfdrsok 13g mellan 0.5 och
1.1 ug/mg VSS.



4.4 Jamforelse mellan TRIS- och TCA-extraktion

Vid analys av ndgra slamprov jémfdrdes de tvd olika extraktions-
metoderna. Extraktionen utfordes enligt beskrivning i 4.2.1 resp
4.3.1.

Av detta framgick att TCA dr mycket effektivare som extraktions-
medel dn TRIS-buffert, se tabell 6. TCA-extraktionen ger ca 50%
hogre ATP-halt dn TRIS-extraktion for de undersckta slamproven.

Tabell 6 ATP-koncentrationer i aktivt slam vid TRIS- resp
TCA-extraktion.

ug ATP/mg flyktiga suspenderade dmnen

Prov
Extraktion med TRIS Extraktion med TCA
I 0.9 1.7
11 0.3 0.6
ITI 0.5 1.0

TCA dr dessutom mycket enklare att anvdnda eftersom extraktionen
sker i rumstemperatur och relativt snabbt, ca 1 min. VYid TRIS-
extraktion sker reaktionen i kokande TRIS-buffert i 10 min.

De TCA-extraherade proven madste visseriigen spddas 50-100 gdnger
i TRIS-buffert, men pga den hga halten ATP i aktivt slam miste
de TRIS-extraherade proven spadas lika mycket. Vid de fortsatta
undersdkningarna anvdéndes dérfor endast TCA-extraktion.

4.5 Reagens- och standardldsningar

I nyare litteratur (Myhrman et al 1978, Idahl 1981, Marwell
1981) och vid personlig kontakt (Idahl, Lundin) varierar upp-
gifterna om 1lampliga koncentrationer och Tagringsmdjligheter
gdllande reagens- och standardldsningar.

I foreliggande undersfkning har ddrfdr forsok gjorts med varie-

rande koncentrationer, Tagringstider samt reagenskvaliteter.

14



4.5.1 Inverkan av lLuciferas-reagentets kvalitet

Ljusintensiteten vid Tuciferasreaktionen dr beroende av Tuciferin-
-Tuciferas-reagensets renhetsgrad. Ett renare reagens gdr att
ljusintensiteten hdller sig mer konstant med tiden (Lundin et al
1976).

Tvd typer av reagens har understkts dels ett mycket rent reagens,
ATP-Monitoring Reagent (LKB-Wallac, Turku, Finland), samt ett
mindre renat reagens, FLE-50 (Sigma Chemical Company, St. Louis).

Figur 4 och 5 visar ljusintensiteten (counts/0.1 min) som funk-
tion av tiden fOr vrespektive reagens. Inverkan av Tuciferas-
reagensets kvalitet framgdr tydligt. Ljusintensiteten vid
anvdndning av det renade reagenset sjunker obetydligt med tiden
jamfort med det mindre renade reagenset.

counts /2.1 min
1061

sl 300 ug/1
5.10

T 60 ug/1

10° }
30 ng/1
5.'104 L 4
_
12 ug/1
6 ug/1
—_—
—— 3 ug/]
4
107 ¢
- T 0 ug/1
? 5 s i : reaktionstid i min
Fig 4. Luciferin-iuciferasreaktionens intensitet som fkn av

tiden fOr ndgra standardi@sningar (mycket rent

reagens).
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counts. /0.1 min

.\90 ug/1
\\\\\\\\\\\ 60 ug/1

45 ug/1

30 ug/1

/

15 1
103+ ug/

reaktionstid i min

NS

1

Fig 5. Luciferin-luciferasreaktionens intensitet som fkn av
tiden for ndgra standardlOsningar (mindre renat
reagens).

4.5.2 Luciferin-luciferasreagensets hdllbarhet

Understkning av hdllbarheten pa det fdrdigblandade reagenset
(AMR-HEPES, bilaga 1) har gjorts dels med frysforvaring, dels
med kylforvaring av reagenset. ‘

Aktiviteten pd reagenset sjunker och &r nere pd ca 50% efter 2-3
ménaders frysfdrvaring, men eftersom man vid varje analystill-
fdlle kOr upp en standardkurva dr man oberoende av denna aktivi-
tetssdankning. FoOrsdk med att kylfdrvara reagenset har visat sig
samre dda aktiviteten sjunker mycket snabbare. I figur 6
dskd3d1iggbrs hur reagensets aktivitet sjunker vid frys- resp
kylfiorvaring.
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Fig 6. Reagensets hdllbarhet vid forvaring.

frysforvaring, ------ kylforvaring.

4.5.3 ATP-standardens hallbarhet

ATP-standarder (300-3000 ug/1) som fGrvarats frysta har hallit
sig stabila i minst 6 ménader.

PA utspddda standarder (3-30 ug/1) som kylfdrvarats har ATP-hal-
ten minskat ca 10% efter 1 mdnad.

4.5 Provtagningsbetingeliser

Da& omsdttningen av ATP i biologiska system #r myvcket stor kan
provtagning och provforvaring tdnkas ha betydelse for ATP-inne-
hdilet.

Forstk gjordes ddrfor med aktivt slam for att jamfira effekten
av aercba raspektive anaeroba férhdllanden efter provtagningen.
Ett returslamprov delades upp varvid den ena delen fick sti
anaerobt medan den andra delen luftades. Prov togs direkt vid



provtagningen och sedan vid bestdmda tider for extraktion och
bestdmning.av ATP-halt.

Av resuitatet i figur 7 framgdr att ATP-halten i det anaerobt
forvarade provet sjunker hela tiden medan halten i det luftade
provet initialt Okar ndgot och ddrefter sjunker.

ug ATP/
mg VSS
1.5 }
/7
1.0 & ‘ i
\0
\x
o
0.5 T x |
o“"-~\h\\‘\‘T\\\\‘\\h\\\\\‘\‘\‘
‘\\‘\“"*~\\\\\‘\\‘\~\\\\\\\\\\\‘\‘X
. o
O % 4 ¥ b
0 20 40 60 80 timmar
Fig 7. ATP-haltens variation vid aerob resp anaerob forvaring

av ett aktivslamprov x——x aerob forvaring, o—o0
anaerob forvaring. ATP-analys vid O, 2, 6, 25 och 73
timmar.

Aven provtagningsplatsen i en aktivslamanidggning kan paverka
- ATP-halten i provet. Ett forstk har d&rfor utforts for att
belysa detta.



Ett prov togs pd returslammet pd Goteborgs avloppsreningsverk,
Ryaverket. Sedimenteringsbasséngerna pd Ryaverket arbetade vid
provtagningstil1fdllet T&ngt under den maximala fortjocknings-
kapaciteten och slammets uppehdllstid 1 bassingen var dévrfor
kort. Prov for ATP-analys uttogs omedelbart efter provtagningen
men provet fick sedan std utan luftning i 1 h, for att simulera
en "normal" uppehdlistid 1 en sedimenteringsbassdng, varefter
ett nytt prov for ATP-analys uttogs.

Provet delades sedan upp varvid den ena delen luftades efter
tillsats av ndringsldsning (1 1 aktivt slam + 3 1 300 mg glu-
kos/1). Naringsldsningen simulerar inkommande avloppsvatten. Den
andra delen av det aktiva slamprovet Tuftades utan tillsats av
ndringsldsning. FOrsdket pdgick ca 1 dygn och under tiden togs
ndgra prov ut for ATP-analys. |

Resultatet av forsoket framgdr av figur 8.
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ug ATP/ o
mg VSS

0 10 20 367t1m
Fig 8. ATP-haltens variation vid luftningsforsok.
o———0 med ndringslosning, x—x utan naringsidsning.
ATP-analys vid 0, 1, 1.08, 1.25, 2, 4 och 30 timmar.

ATP-halten sjunker endast obetydligt under de anaeroba forhdll-
andena i slamfickan. Vid ndringslosningstillsatsen Okar ATP-hal-
ten kraftigt for att sedan snabbt sjunka igen och efter 1 dygn

1igger halten ndstan Tika 1agt som halten i provet utan ndrings-
1osning.

De ovanstdende undersdkningarna ar av orienterande karaktir, men
de visar att provtagningsplats och provets fortsatta hantering
kan vdsentligt pdverka de vdrden pd& ATP-nivédn som erhdlls. Dessa
fragor bOr studeras mer ingdende.
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5. PRAKTISKA SYNPUNKTER

Praktisk anvdndning av ATP-analys vid avlcppsreningsverk med
aktivslamanldggningar kan tyckas problematiskt dd& analysen
kraver specialkemikalier och dven speciell utrustning (Tumino-
meter el vdtskescintillationsspektrometer). Men eftersom de
fardigspddda extrakten har visat sig hdlibara nagra dygn vid
kylforvaring och flera mdnader vid frysforvaring, kan man
begrinsa sig till att utfdra extraktionen vid verket och ddr-
efter sanda frysta eller kylda prov till ett Taboratorium.
Extraktionen kan 1dtt utforas av personal med viss Tlaboratcrie-
vana.

Flera av reagensen som anvdnds vid ATP-analysen dr relativt
dyra. Kostnaden per analys blir dock inte mer &n 0.7 kr. Vid
analys av ett enstaka prov midste standardkurva och dubbelprov
kbras varvid reagenskostnaden uppgdr till ca 15 kr.

Antal analyser som kan utfOras per dag dr 50-100 om alla reagens-
16sningar &r fardigblandade i fdrvdg.



6. SLUTSATSER
Denna understkning visar att

- ATP-innehdllet i aktivt slam kan bestdmmas med god
reproducerbarhet

- triklordttiksyra dr att foredraga framfor TRIS-buffert
som extraktionsmedel

- att provtagningsbetingelserna och provforvaringens
inverkan pd ATP-halten bOr studeras mer ingdende.
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8. BILAGA

Bestdmning av ATP-koncentration i aktivt slam.

Kemikalier: TRIS-buffert (2-Amino-2(hydroxymetyl)-1,
3-propandiol)

TCA (Triklordttiksyra)

HEPES-buffert (4-(2-Hydroxyletyl)-1l-pipera-
zinetansulfonsyra) '

Attiksyra koncentrerad
Magnesiumsulfat, pa
EDTA
D-Luciferin
Albumin
ATP-Monotoringreagent (AMR) (LKB, Wallac)
ATP—standard
LOsningar: TRIS-EDTA-buffert, 0.1 M: LOs 12.12 g TRIS-buf-

fert och 0.744 g EDTA i ca 950 ml re-destiilerat
vatten, pH-justera till 7.75 med konc attiksyra

och spad till 1000 mi. Kylforvaras i plast-
flaska.

TCA-16sning, 5%-ig: 5.0 g triklordttiksyra

10ses och spddes ti11 100 ml1 med radestiiierat

vatten.
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Reagenslosning: LOs 8.937 g HEPES-buffert i 140
ml redestillerat vatten, pH-justera till pH 7.5
och spéad ddrefter till 1500 ml.

Till 1372 ml av buffertlOsningen sdttes 1.690
g MgSO4, 1.021g EDTA, 0.686 g albumin och 10 mg
D-Luciferin.

Ldsningen innehdller:

25 mM HEPES-buffert (4-(2-Hydroxylethyl)-i-
piperazinethansulfonsyra),
pH 7.5

5 mM MgSO |

2 mM EDTA

26 uM D-Luciferin

4

0.5 mg/ml albumin

AMR-HEPES-reagens: 1 2 ml HEPES-albumin (0.5 mg
albumin/ml HEPES) 10ses innehdliet i en flaska

med ATP-Monitoring Reagent. Skaka ej eftersom
luftinblandning minskar effekten av Luciferin-
Luciferase. Denna 1dsning blandas ddrefter med
400 ml reagenslidsning. Det fédrdigblandade
AMR-HEPES-reagenset fryses in 1 Tlagom stora
portioner.

DA reagenset dr kidnsligt for 1Tjus dr det
viktigt att det forvaras morkt och att det dven
vid tillredning och analys hanteras sd morkt
som mojligt. Reagenset skall tinas upp samma
dag som den skall anvdndas och fdrvaras svalt
(ca +6OC) under hela analysen, for att inte
intensiteten skall sjunka.

nNo
(8]



ATP-standardlosning: ATP-standardeh spades med
TRIS-EDTA-buffert till en koncentration av
300-3000ug/1 som fryses in i smd plastror. Vid

analystilifdllet spddes dessa 100 génger med
TRIS~EDTA—buffert.

Utforande: Extraktion: Genast vid provtagningen tillsdtts

1 ml aktivt slam ti11 en kolv innehdllande 9 ml
5%-ig TCA-10sning. Blandningen omskakas ca 1
min vid rumstemperatur. Ddrefter spidds 50-100
ggr med TRIS-EDTA-buffert. Det extraherade
provet kylforvaras om analys sker inom 3 dygn,
i annat fall bor provet forvaras fryst fram
till analystilifallet.

Analys: (vid anvdndning av vdtskescintillations-
spektrometer)

Med konstriktionspipett pipetteras 25 ul prov
eller standardiosning och 300 ul reagens i att
kylt 4 ml:s polyetylenprovrdr. ROret b]aceras
sda snabbt som mdjligt i en polyetylenadapter i
apparaten och fors ner i mdtcellen, dar mat-
ningen bdrjar. Mdtning sker i 0,1 min, vdrdet
registreras och mdtning startar igen. Efter tre
registrerade vdrden avbryts mdtningen. Tiden
mellan tvd mdtningar dr 20 sek.

For samtliga prover och standarder tas det
tredje mdatvdrdet for berdkning av resultat. Det
dr vasentligt att samma tid anvinds fOr varje
analys eftersom Tjusintensiteten sjunker néagot
med tiden. Vid den tredje mdtningen, dvs efter
ca 60 sek, hinner ocksd effekten av eventuell
Tjuspdverkan utifrdn p& adapter och provrir
elimineras.



Vid varje analystillfalle analyseras en serie
standardlosningar med kdnd ATP-halt. Tillisam-
mans med standardserien kors alltid ett noll-
prov d v s 25 ul TRIS-EDTA-buffert och 300 ul
reagens. Vid plottning av standardkurva korri-
geras erhdllna vdrden pd standarder med noll-
provsvdrdet.

Ldmpligt koncentrationsomrdde pd proven dr
~ 3-500 ug/1. Provets ATP-halt anges ofta som
ug ATP/mg flyktiga suspenderade dmnen.
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