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1. SAMMANFATTNING 

Denna undersokning har syftat till att utveckla en metod for 
best~mning av halten ATP i a ivt slam avloppsreningsverk. 

UtgAngspunkten har varit en metod som numera anvtinds rutinm~s-

sigt inom medicine Metoden inneb~r att ATP extraheras n 
cellerna provet va r eldflugeextrakt, luci och 

luciferin tillsatts varvid ljusemission uppstAr. Ljuset mats med 

en fotomultiplikator. 

Vi d extrakti onsforsok rned tri kl oratt i ksyra (TCA) resp tri s (hy

droxymetyl )aminometan (TRIS) visade det sig att TCA var ca 50% 
effektivare sam extraktionsmedel an TRIS-buffert samtidigt sam 

det var enklare att arbeta med. 

Den 1 agsta koncentrati on av 

metod ar ca 3 ~g ATP/l. 

som kan analyseras med denna 

Efter provtagning, extraktion och utspadning kan extrakten 

frysas och forvaras flera mAnader. Nedfrysning av proven ar inte 

nodvandig om analysen sker inom tre dygn. Reagens- och standard
losning for analysen kan goras fardiga och forvaras infrysta 

flera mAnader. Intensiteten pA luciferin luciferas-losningen 
sjunker till ca 50% efter 3 manaders frysforvaring. Vid analysen 

anvands sma reagens- och provvolymer (300 resp 25 fll) varfor 
reagens tnaden per analys blir lag (0.7 kr). 



2. INLEDNING 

Vid sav~l farskningsarbete sam vid praktiskt inri undersc5k-
ningar i biologiska behandl ingsanl aggningar ar det av s 

v~rde att kunna t~m~a mangden aktiva mikroorganismer 
systemet. Traditionellt anvands, i brist battre, torrs stans-

eller glodgningsforlustbestamni f. Begransningarna harmed ar 
dock uppenbara. 

Alltsedan mitten av sextiotalet har forsok gjorts for att hitta 
12impliga parametrar for innehallet av aktiva mikroorganismer. 
Exempel p~ sadana parametrar ar DNA-halt, dehydrogenasaktivitet 

oeh adenosintrifosfatha1t (ATP). 

Den parameter sam torde vara mest intressant ar ATP-halten. 

Denna anses nam1 i gen sta i ett gor1 unda konstant farha 1 i ande 

11 mangden aktiva mikroorganismer oeh nar eellerna dor sjunker 

ATP-halten snabbt. 

ATP-analyser borjade anv2indas for olika andamal redan i slutet 

av 1960-tal I prineip i r analysmetoden extrahe-
ras fran eellerna va r eldflugeextraktet luciferas Dch 

lueiferin tillsatts. Harvid tteras ljus sam en 
fotomultiplikator. 

ATP-ana'lys var i era elr en utpragl forskningsmetod. Seda.n 
man lyckats frams 11a renare reagens, har blivit moj1igt 

att re1ativt enkel instrumen 1 utrustning s 

Analysen anvands numera rutinmtissi inom medicine 
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3. BIOLUMINESCENSREAKTION p 

3.1 

Bioluminescens ~r en enzymkatalyserad reaktian sam resulterar i 

ljusemissian. 

ATP ar energioverforande amne sam nns varje 1 evande 
1. St~ukturformeln for ATP visas nedan i figur 1. 

Fig 1. Strukturformel for ATP. 

Vid bioluminescens reaktionen for tamning av ATP anvands 
enzymet luciferas n dfluga sam katalysatar samt substratet 

luciferin sam reagerar med ATP under ljusemiss;on. Reaktiansfor
lappet AskAdliggors i figur 2 (Myhrman et al 1978). 
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Fig 2. Schematisk beskrivning av reaktionsforloppet for 

eldflugeluciferas-reaktionen (Myhrman et al 1978). 
* (p och P betecknar produkt = oxyluciferin) 

I den forsta reaktionen (A) sker en adenylgruppoverforing fran 

ATP till carboxylgruppen pa luciferin (LH2) och eliminering av 

oorganisk pyrofosfat (PP i ). Reaktionen ar snabb och reversibel 

men pyrofosfat hammar bildning av LH 2-AMP. Fosforhalten 

aVloppsvatten medfor dock inga problem vid ATP-analysen. 

I den andra'reaktionen (8) reagerar det enzymbundna luciferyl

adenylatet (E"LH 2-AMP) med molekylart syre och bildar ett 
* oxyluci rinkomplex (E"AMp·P ) i ett elektronexiterat till stand 

samt CO 2 och . I detta s teg fi nns has t i ghetsbestammande 

reaktioner, IS protonborttagande fra.n luciferin och dels 

en ombyggnad av luci ras, innan oxida onen. 

I den tredje reaktionen (C) gar oxyluci rinkomplexet ~ver n 

exiterat tillstand till grundtills nd under avgivande av en 

I reaktionen frigors oxyluciferin och 

lexet (E"P' ). na reaktion ar langsam och 
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vid hoga substratkoncentrationer leder den till forbrukning av 
vilket resulterar i en minskning av ljusproduktionen. 

a reaktions rloppet kan samnianfa s enligt reaktionen nedan 
(Thore 1979). ( betecknar organisk pyrafosfat) 

ATP + Luciferin + 02 --~~--~ AMP+PP+ oxyluci n + CO 2 + hv 

3.2 er 

Vid analys maste forst cellernas ATP-innehall extraheras med 
nagot lamp1igt extraktionsmede1. 

Nasta steg ar att ti1lsatta luciferas och luciferin. I detta 
arbete har anvants en reagenslosning innehallande bade luci ras 
och luci rin sa att vid analys har man endast behovt till satta 

ett reagens. 

Reagenset innehAller aven for komplexbildning av metaller 

sam annars kan medfora ATP omvandlas fore reaktion med 
luci n. Dessutom innehaller reagenset bovine serum albumin 

for stabilisering av reagenset. Reagensframstallningen ar i 

detalj beskriven i bilaga 1. 

Gi vetvi s maste man ocksa ha en ATP- ndard i det koncentra-

onsomrade man skall arbeta. Oet fardiga reagenset och ATP

standard forvaras fryst i 1 agom stora portioner for en dags 

arbete. 

rea s sl; r 1jus ar det vi a det forva 

ras morkt och att det vid tillredning och anal h ras 
sa morkt sam mOjligt. Reagens skall tinas upp samma 9 sam 
den s 11 anvandas oeh rvaras sval t (ca r he a 

anal en, for att inte intensi skall unka. 
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Arbetsf5rfarande vid analysen ~r j 

kons ktionspipett pipetteras 25 ~l prov eller standardl~s
ning och 300 ]Jl reagens i kylt 4 ml:s polyetylenprovror. 
Roret placeras sa snabbt som mojligt i en polyetylenadapter -j 

vatskescintillationsraknaren och f~rs ner i matcellen, dar 
matningen borjar. 

ing sker i 0.1 min, va regis ras och matning startar 
igen. Efter tre registrerade varden avbryts matningen. Install

ning av vatskescintillationsraknaren framg~r av bilaga 1. 

For samtliga prover och standarder tas det tredje matvardet for 

berakning av resultat. Det ar vasentligt att samma tid anvands 

for varje analys eftersom ljusintensiteten sjunker nagot med 
tiden. Vid tredje matningen, ca 60 sek efter reagenstillsats, 
hinner ocks~ effekten av eventuell ljuspaverkan utifran, pa 

adapter och provr~r elimineras. 

Vid varje analystillfalle analyseras en serie standardlosningar 

kand ATP-halt. E exempel pa standardkurva visas i fig 3. 
Tillsammans med standardserien kors alltid ett nollprov d v s 25 
]Jl TRIS-EDTA-buffert och 300 ~l reagens. Vid plottning av 
standardkurva korrigeras erha.llna va 

nollprovsvardet. 

standarder med 

Lampligt koncentrationsomrade pa proven ar ~ 3-500 ~g/l. Provets 

halt anges ofta som ]Jg ATP/mg iga suspenderade amnen. 
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counts / 0,1 min 

3 10 30 100 300 ygATP/l 

Fig 3. Standardkurva med cQunts/O,l min sam funktion av 
].19 ATP/l. 
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4. UNOERSUKNINGAR 

4.1 

Utprovningen av en lamplig metod att bestamma ATP i aktivt slam 

har omfattat: 

4.2 

4.2.1 

lamplig extraktionsmetod och extraktens hallbarhet 
reagenskoncentrationer och hallbarhet 
provtagning 

Metodbeskrivning 

Ett ofta anvant extraktionsmedel vid ATP-analys ar kokande 

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

Extraktionslosningen ar 0.1~1 med avseende pa TRIS-buffert och 

justerad till pH 7.75, med attiksyra, vilket ar det optimala 

pH-vardet for luciferasreaktionen. Dessutom innehaller TRIS
extraktionslosningen EOTA (2-8 mM) (Myhrman et al 1978). 

Vid extraktion tillsatts 10 ml aktivt slam till 90 ml kokande 
TRIS-EOTA-buffert. Efter 10 min kokning kyls proven snabbt till 
rumstemperatur. ATP bestams sedan enl avsnitt 3.2 eventuellt 

efter spadning med TRIS-EOTA-buffert. Vid aktivt slam maste man 
vanligen spada extraktet 50-100 ggr. 

4.2.2 Inverkan av koncentration av komplexbildare 
extraktionslosning 

silt extra ar en forutsattning for att tillfreds-

s llande resultat vid ATP analys av aktivt slam. En tillsats av 
komplexbildaren extraktionslosningen medfor att 

herade provet blir mer stabilt. lalla biologiska system 
finns nEimligen ATP-omvandlingsenzym vilkas a ivitet och stabi 
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litet ar beroende av divalenta meta1ljoner. Genom att metal lerna 
kelatbinds till EDTA minskar effekten av dessa enzym (Thore, 

1981) . 

Eve n t u e 11 i n v e r k a n a v 0' i k a hal tED T A (2,4 a c h 8 m~/1) i ex t r a k -
ti onsmedl ha r darfor undersokts. I tabe 11 1 vi sas resul 

erhallna pa ett aktivt slamprov sam ana1ysera efter 5, 13 resp 

23 dygns frysforvaring av extraktet. 

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

m~1 EDTA 

2 

4 

8 

~g ATP/mg yktiga suspenderade amnen 

0.27 

0.23 

0.24 

0.28 

0.26 

0.25 

0.27 

0.23 

0.23 

Variationen i resu1tatet ligger inom felgransen for analysen. Av 

resultatet framgar att en halt pa 2 mM EDTA i extraktionslos
ningen ar tillrack1ig. 

4.2.3 Inverkan av forhal1andet extraktionsmedel -

aktivt slam 

Extraktion med varierande provvolym respektive spadning av 

provet fore extraktion har undersokts. 

Ak vt slam extraherades dels enl 4.2.1 med 10 ml prov och 90 ml 

IS-EDTA-buffert, s med spadning av provet 5 5 resp 10 ggr 

re extraktion. 

sutom extrahe en mindre vol ,5 ml, aktivt slam 

TRIS buffert. 

Resul ,tabell 2, visar att en spadning av provet 
re extraktion rca 50% hogre -halt vid anrtlysen. 
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storre forhallande extraktionsmedel - aktivt slam ger alltsa 
hogre ATP-halt vilket tyder pa att TRIS-EDTA ej ar tillrackligt 
effektivt for att extrahera all ATP ur provet vid extraktions 
forhallandet 90:10. 

Tabell 2. Inverkan av forh~llandet extraktionsmed~l -
aktivt slam vid TRIS-EDTA-extraktion. 

~g ATP/mg flyktiga suspenderade amnen 
Prov 10 ml pray 5 ml prov 10 ml pray 

90 ml TRIS-EDTA 95 ml TRIS-EDTA spatt 5 
90 

I o 24 0.47 
II 0.44 0.49 

4.2.4 Extraktens hallbarhet 

0.50 

Extraktens hallbarhet vid forvaring undersoktes vid olika for
hallanden, sasom tid, temperatur och utspadning. 

De extraherade proven forvarades upp till 2 manader medan ATP
-halten bestamdes vid nagra tidpunkter. Forvaringstemperaturen 
var +4oC resp -20°C. En del av d~ extrakerade proven spaddes 100 
ggr i TRIS-EDTA fore forvaring med en del forvarades utan spad
ning efter extraktionen. 

Nagra resultat redovisas i tabell 3 nedan. 

9 
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Tabell 3. TRIS-extraktens hallbarhet vid forvaring. 

rings- i 
tempera- TRI antal dygn efter provtagning 
tur EDTA 1 5 10 20 25 40 

o 90 
+ 

fore I 1.01 1.04 
20°C farva- I I 0.27 0.30 0.27 0.24 

ring III 0.44 o 50 o 53 
IV o 60 0.63 0.62 0.60 0.58 

-20°C forva- I 1.12 1.03 

Forsoksresultaten visar att TRIS-extraherade 

kylforvara en viss tid, men frysforvaring ar 
langre tids (mer an 1 vecka) forvaring. 

prover gar att 
foredraga vi d 

4.2.5 Reproducerba 

yarde pa metodens reproducerbarhet och precision vid extrak-

tion med TRIS-buffert erhAlls ur statistiska berakningar de 

erhal1na forsoksresul 

~1edelvardet av standardavvikelsen resp variationskoefficienten 
. ,. 4-2 

SJU extraktions rsok blev "10 ~g ATP/mg VSS resp 7. 

AT P 1 ten v ids s a ext r a k t ion s for so k lag me -11 an O. 2 1 2 

pg/mg VSS. 

4.3 Extraktion 

4.3.1 t!1etodbes k vn i ng 

TCA klo ttik har u 
Extraktionen ar en 
tur 
anjoner 

ssutom r snabbt, 

ra dock 1 Lie i 

rsi) som extra ion 

om n utfars i rums ra-
0 5-1 n. 0 flS 

raserea ionen e r 



ATP-extrakti onen mas tas bort genom extrakti on ell er spadas 
till en koncentration sam inte star reaktionen. 

Vid extraktion tillsatts 1 ml aktivt slam till 9 ml S%-ig 
TCA-losning. Blandn'ingen omskakas ca 1 min vid rumstemperatur. 

Darefter spads provet SO-100 ggr med TRIS-EDTA-buffert och 

ATP-halten bestammes enligt avsnitt 3.2. 

4.3.2 Inverkan av forhallandet extraktionsmedel - aktivt 
slam 

Akt i vt slam extraherades vi d nagra 01 i ka . forha 11 anden extrak
tionsmedel - aktivt slam (se tabell 4) och dessutom extraherades 

aktivt slam som spatts 3,S resp 10 ggr m~d destillerat vatten. 

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

Forhallande 

extraktions

medel - aktivt 
lam 

4:1 
9:1 

19:1 
27:1 
19.5:0.5 
90:1 

* 9:1 (spdn 3ggr) 
9: (spdn Sggr) 

* 9:1 (spdn lOggr) 

ml utspatt slam 

~g ATP/mg flyktigt suspenderat material 

Pr~y I I I I I I IV I 

1.39 
0.S6 1.35 0.97 1.13 1.03 1.07 

1.36 0.97 
1.00 

1.24 
o 9 

1.07 
0.68 

0.62 0.90 

1 
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Resultatet visar att extraktionen ej paverkas av forhallandet 
extraktionsmedel aktivt slam inom det undersokta omradet, 
vilket indikerar TCA ar ett effektivt extraktionsmedel. 

4.3.3 Inverkan av extraktionslosningens koncentration 

Extraktionsforsok har utforts med tre olika koncentrationer, 5, 

10 resp 20%, pa TCA-losningen. Resultatet visar att utbytet vid 
extraktionen blir lika stort for 5%-ig TCA-losning som 10 resp 

20%-i9. Det ar alltsa en Tardel att anvanda 5%-ig l~sning 

eftersom 10 och 20%-ig losning kraver storre spadning av extrak
tet for att inte stora luciferasreaktionen. 

4.3.4 Inverkan av extraktionstid 

Extraktionstidens inverkan pa analysresultatet undersoktes. Tva 
slamprov extraherades bada under olika tider, 0.5, 1~0 och 4 min. 

Resultatet visade att extraktionen ar fullstandig redan efter 

0 .. 5 minuter. 

4.3.5 Extraktens hallbarhet 

De extraherade provens hallbarhet vid nagra olika farvaringssatt 
har registrerats. 

Basta sattet att forvara extrakten, om de inte kan analyseras 

i nom dygn efter provtagn i ngen, ar i nfrysn i ng. Det ar dock 

nodvandigt att spada proven med TRIS-EDTA-buffert efter extrak
tionen efter'som ATP annars kommer att sonderdelas av triklor
attiksyran sa att halten sjunker. Efter ca 3 veckors frysforva
ring utan spadning efter extraktionen har halten sjunkit till 

50% och efter lang tids rvaring (2 man) gar halten ner under 

detektionsg sen Prov som spatts i TRIS-EDTA-buffert efter 

extraktionen har en oforandrad ATP-halt efter 3 manaders frys
forvaring. Vid sjtilva extraktionen hinner dock ingen sonderdel-

12 



ning ske. prov som spaddes 2 timmar efter extraktionen gay 

samma resultat som ett som spaddes genast r extraktionen. 

T 
.I. 

1 

Forva-

rings-

temp 

+ 4°C 

-20°C 

4.3.6 

l' r;:' 
i I ..; 

5 

rde 

tion med 

n isas n~gra resultat 

TCA-extraktens hall vid forvaring. 

Spadn Prov 

i TRIS-

EDTA 

1 5 10 20 30 40 90 

Fore 1.47 
.(:,. 

I orv. I I 0.48 

Efter 

forv. I 0.30 

Fore I 2.07 1.96 

forv. I I 0.54 o. 0.56 

I I I 1.03 1.14 1.18 

IV 0.95 1.04 0.95 1.09 

Efter 

for'l. I 1. 0.90 <0.1 

Reproducerbarhet 

metodens reproducerba et och precision vid extrak-

11 s ur s tistis r de erha11na 

ksresulta 

av standardavvikelsen res variations cienten 

ionsforstik blev 6"10 1J9 ATP/mg VSS resp 7. 

1 ten vid dessa extra ions rstik lag mellan 0.5 och 
1 1 VSS. .!. 
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4 4 Jamforelse mellan TRIS- och TCA-extrakti 

Vid analys av nagra slamprov jamfordes de tva olika extraktions
metoderna. Extraktionen utfordes enligt beskrivning 4.2.1 resp 
4.3.1. 

Av detta framgick att TCA ar mycket ktivare som extraktions
medel an TRIS-buffert, se tabell 6. TCA-extraktionen ger ca 50% 

hogre ATP-halt an TRIS-extraktion for de undersokta slamproven. 

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

Prov 

I 0.9 1.7 

I I 0.3 0.6 

I I I 0.5 1.0 

TCA ar dessutom mycket enklare att anvanda eftersom extraktionen 

sker i rumstemperatur och rel vt snabbt, ca 1 min. Vid TRIS

extraktion sker reaktionen i kokande TRIS-buffert i 10 min. 

De TCA-extraherade proven maste visserligen spadas 50-100 ganger 
i IS-buffert5 men pga den hoga halten i aktivt slam maste 
de TRIS-extraherade proven spadas lika mycket. Vid de fortsatta 

undersokningarna anvandes darfor endast TCA-extraktion. 

4.5 

I n y are 1 itt era t u r ( rm an a1 1978, Idahl 1, 

) och vid onlig kon (I 1, Lundin) va 
rna om lamp1iga koncentrationer och lagri 1i 

reagens- och s rdlosningar. 

I religgande unders~kning har r fa orts va e-
koncentrationer, ngsti r samt kvaliteter. 



4 5 I Inverkan av Luc; reagentets kvalitet 

Ljus;ntens; vid luci reaktionen av luciferin-
-1 uci feras-reagensets renhetsgrad renare reagens gor a 
1jusintens;teten 11er sig mer konstant med tiden (Lundin et a1 

1976). 

Tva typer av reagens har undersokts de1s mycket rent reagens, 

ATP-Monitoring Reagent (LKB-ltJa1lac, Turku, Finland), samt 
mindre renat reagens, FLE-50 (Sigma Chemical Company, St. Louis). 

Figur 4 och 5 visar ljusintensiteten (counts/D.I min) sam funk
tion av tiden for respektive reagens. Inverkan av luciferas
reagensets kvalitet framgar tydligt. Ljusintensiteten vid 

anvandning av det renade reagenset sjunker obetydligt med ti 

jamfort med det mindre renade reagens 

Fig 

counts-,/O. 1 
106 ,\ 

L uc i 

den 
rea s) 

n 

2 3 

n-luci rasr2a 

r gr'a s 

4 

15 

5 

300 119/1 

60 l1g/l 

30 l1g/l 

12 l1g/l 

6 119/1 

3 119 /1 

o l1g/l 

reaktionstid min 

s i ntens i tet sam av 
rdlosni r 



coun s~ min 

10

5 

~ ~ 
5.104 90 ~g/l 

~ 60 jJg/l 

104 45 ~g/l 

5.103 
30 119/1 

+---+----t----reaktionstid i min 
1 2 

Fig 5. Luciferin-luciferasreaktianens intensitet sam fkn av 
tiden for nagra standardlosningar (mindre renat 

reagens). 

4.5.2 Luciferin-luciferasreagensets hallbarhet 

Undersokning av hallbarheten pa det ftirdigblandade reagens 
(AMR-HEPES; bilaga 1) har gjorts dels med frysforvaring, dels 
med kylforvaring av et. 

Aktiviteten 
manaders frys 

lle kor upp 

reagenset sjunker oeh tir nere pa ea 50% efter 2 

rvaring, men eftersam man vid varje analystill

en s nda kurva ~r man oberoende av denna aktivi-
s~nkning. med att kylforvara reagens har visat sig 

samre da a iviteten sjunker myeket snabbare. I figur 6 

skadliggors hur 

rva ng. 
sets a ivi sjunker vid resp 



Re1ativ aktivitet. 

0/ 
/0 

100 

50 

o~ __________ ~ ____________ ~ ________ ~ 
o 50 1 0 aygn 

Fig 6. 

4 5.3 

Reagensets ha11barhet vid forvaring. 

--- frysfo'rvaring, ----- ky1 forvaring. 

ATP-standardens hal1barhet 

ATP-standarder (300-3000 ilg/l) som forvarats frysta har hall it 

sig stabila i minst 6 manader. 

Pa utspadda sta (3 ilg/l) sam kylf~rvarats har hal-

ten minskat ca 10% efter 1 manad. 

4.6 

Da 1 av i bio10g;5 sys ar mycket star kan 

pravta ing provforvari nkas ha lse r inne-

11 et 

rsok s r a ivt slam r j ra 

av a 'rh "11 a ingen. 

tt s u varvid '1 en fick s 
na ra delen 1 u di vid 
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provtagni ngen och sedan vi d 
bestamning av ATP-halt. 

der for extrakti on och 

Av resultatet i figur 7 framgaY' att ATP-halten i det anaerobt 
forvarade provet sjunker hela tiden medan hal n i det luftade 
provet initialt okar got och da r sjunker. 

11g ATPj 

mg VSS 

1 .5 

x 

1 .0 
/ 
\ 

0 

,\x 

o~ 
0.5 

o 
o 

Fig 7. 

x 

0 

:X 

0 

.20 40 60 80 timmar 

ATP-haltens vari ion 'lid aerob resp anaerob forvaring 

av ett aktivslamprov x-x aerob rvaring, 0--0 

anaerob forvaring. ATP anal 

timmar. 
vid 0, 23 6, 25 och 73 

en provtagnings atsen en a ivslamanlaggning kan pave 
-halten 

belysa 
rsok har r ut ,(·ts r att 



prov togs pa returs 1 ammet pa Goteborgs avl opps ren i ngsverk, 
Ryaverket. Sedimenteringsbassangerna pa Ryaverket a vid 
provtagningstillfallet langt under den maximala fortjockni 
kapaci och slammets uppehallstid i s var 
kort. Prov for ATP-analys uttogs omedelbart efter provtagningen 

men provet fick sedan sta utan luftning i 1 h, r a simulera 
en IInormalll uppehall stid i en s imenteringsbas ,varefter 

ett nytt prov for ATP-analys uttogs. 

Provet delades sedan upp varvid den ena delen luftades 

tills av naringslosning (1 1 aktivt slam + 3 1 300 mg glu

kos/l). Naringslosningen simulerar inkommande aVloppsvatten. Den 
andra delen av det aktiva slamprovet luftades utan tillsats av 
naringslosning. Forsoket pagick ca 1 dygn och under tiden togs 

nagra prov ut for ATP-analys. 

Resultatet av forsoket framgar av figur 8. 

19 



]1g ATP/ 
mg VSS 

4 

3 
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o 

Fig 8. 

10 20 30 tim 

ATP haltens variation vid luftningsforsok. 

o---v med naringslosning, x---x utan naringslosning. 

ATP-analys vid 0, 1, 1.08, 1 ,2, 4 och 30 timmar. 

ATP-halten sjunker endast obetyd1i u r de anaeroba forh~ll

andena i slamfickan. Vid naringslosningstills en okar ATP-ha1-

ten krafti for att sedan snabbt unka igen och r 1 dygn 

1i r halten s n 1ika lagt som halten i provet utan narings 
ning. 

ovans 

visar a 
kan ligt 

r r s 

underso ingarna ar 

provtagningsplats och 

a varden 

ras mer ingaende. 
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5. PRAKTISKA SYNPUNKTER 

Praktisk anv~ndning av ATP-analys vid avloppsreningsverk med 
aktivslamanl kan tyckas problematiskt da analysen 
kr~ver specialkemikalier och aven speciell utrustning (lumino

meter el vatskescintillationsspektrometer). Men eftersom de 
fardigspadda extrakten har v'isat sig hallbara gra dygn vid 
kylforvaring och flera manader vid frysforvaring, kan man 
begransa sig till att utfora extraktionen vid verket och dar

efter sanda frysta eller kylda prov till ett laboratorium. 

Extraktionen kan latt utforas av personal med viss laboratorie

vana. 

Flera av reagensen som anvands vid ATP-analysen ar relativt 

dyra. Kostnaden per analys blir dock inte mer an 0 .. 7 kr. Vid 

analys av ett enstaka prov maste standardkurva och dubbel prov 
koras varvid reagenskostnaden uppgar till ca 15 kr. 

Antal analyser sam kan utforas per dag ar 50-100 am alla reagens
losningar ar fardigblandade i forvag. 

21 



6. SLUTSATSER 

Denna undersokning visar att 

ATP-innehallet 
reproducerbarhet 

akt i vt slam kan bes tammas med god 

triklor~ttiksyra ~r att foredraga framfor TRIS-buffert 
sam extraktiQnsmedel 

att provtagningsbetingelserna och provfijrvaringens 

inverkan pa ATP-halten bor studeras mer ingaende. 
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8. B IL AGA 

Bes aktivt slam. 

Kemikalier: 

L ningar: 

TRIS-buffert (2-Amino-2(hydroxymetyl) 1, 

3-propandiol) 

TCA (Triklor~ttiksyra) 

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

~ttiksyra koncentrerad 

Magnesiumsulfat, pa 

EDT A 

D-Luciferin 

Albumin 

ATP-Manatoringreagent ) (L KB, t~ a 11 a c) 

ATP-standard 

rt, 0.1 M: L5s 12.12 9 TRIS buf-
--------------~----

fert och 0.744 9 EDTA i ca 950 ml re- stillerat 
vatten, pH ustera till 7.75 med kane iksyra 

och sp~d till 1000 ml. Kylf5rvaras i plast-
aska. 

i : 5.0 9 triklorattiksyra 
----~---""-

till 100 m 1 med tilie 
vatten. 
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8.937 9 H -buffe 140 
ml redestillerat vatten, pH-justera till pH 7.5 

oeh spad darefter till 1500 ml. 

Till 1372 ml av buffertlosningen s 1.690 
9 MgS04 , 1.021g EOTA, 0.686 9 albumin oeh 10 mg 

O-Luei n. 

Losningen inneha.ller: 

mM HEPES-buffert (2-Hydroxylethyl)-1-

5 mM MgS04 
2 m~l EOTA 

26 ~M O-Luciferin 
0.5 mg/ml albumin 

piperazinethansulfon ), 
pH 7.5 

AMR-HEPES-reagens: I 2 ml HEPES-albumin (0.5 mg 
albumin/ml HEP ) loses inneh let i en flaska 

med ATP-Monitoring Reagent. Skaka ej rsom 
luftinblandning minskar effekten av Luciferin
Luciferase. Denna losning blandas darefter med 

400 ml reagenslosning. Oet rdigblandade 

AMR-HEPES-reagenset fryses in 1 agom stora 
portioner. 

Oa reagenset ar kansligt for ljus ar det 

viktigt det farvaras ma t och t det liven 

vid tillredning och analys h s sa rkt 

sam mojl i gt. skall tinas upp samma 
dag sam den s 11 anvandas ach rvaras sval t 

(ca ) under hela anal r t in 
intensiteten s 11 sjunka. 



Utforande: 

ATP-standarden spades med 
TRIS-EDTA-buffert till en koncentration av 
300-3000ug/l som fryses in i sm~ plastror. Vid 
analystillf~nlet spades dessa 100 ganger med 

EDTA-buffert. 

Extrakti : Genast vid provtagningen tillsatts 

1 ml aktivt slam till en kolv innehallande 9 ml 

5%-ig TCA-losning. Blandningen omskakas ca 1 
mi n vi d rumstemperatur. Darefter spads 50-100 

ggr med TRIS-EDTA-buffert. Det extraherade 
provet kylforvaras 6m analys sker inom 3 dygn, 

i annat fall bor provet forvaras fryst fram 
till analysti11fallet. 

Analys: ('lid anvandning av vatskescintillations
spektrometer) 

ti1 e d k 0 n s t r i k t ion s pip e t t pip e t t era s u 1 prov 
Eller standardlosning och 300 ul reagens i 2tt 
kylt 4 ml:s polyety1enprovror. Roret placeras 
sa snabbt som moj1igt i en polyetylenadapter i 

apparaten och fors ner i matcellen, dar mat

n i n 9 e n b 0 r jar . ~~ a t n i n 9 s k e riO, 1 min, va rd e t 
registreras och matning startar ;gen. r tre 

regi strerade varden avbryts matni ngen. Ti den 
mellan tva matningar ar 20 sek. 

For samtliga prover och standarder tas det 
tredje matvardet for berakning av resul . Det 

a r vas e n t 1 i 9 tat t sa mma tid a n van d s frj r va r j e 

analys rsom ljusintensi ten sjunker 

med tiden. Vid den tredje matningen, s r 

ca 60 sek, hinner ock kten av even 
ljuspaverkan utif n pa ada r och r 

neras. 



Vid var-je analystillfalle analyseras en serie 

standardlosningar med kand ATP halt. Tillsam

mans med standardserien kors alltid noll

prov d v s ~ 1 TRIS- buffert och 300 ~ 1 

reagens. Vid plottning av standardkurva korri

geras erhallna varden pa standarder med noll

provsvardet. 

Lampligt koncentrationsomrade pa proven ar 

'\, 500 l1g/1. Provets ATP-ha 1 t anges ofta sam 

~g ATP/mg flyktiga suspenderade amnen. 
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