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Vorwort

Diese Norm wurde vom Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL), Arbeits-
ausschuss NA 057-01-06 AA ,Mikrobiologische Lebensmitteluntersuchung einschlieRlich Schnellverfahren®,
erarbeitet.
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1 Anwendungsbereich

Diese Norm legt die Grundlagen zur Reinheitsiiberwachung und zur Kontrolle des Reinigungserfolges durch
Erfassung des mikrobiellen und somatischen Adenosintriphosphats (ATP) mit dem Luciferin-Luciferase-
System (Biolumineszenz) im Bereich der Herstellung und Distribution von Lebensmitteln und Futtermitteln fest.

2 Normative Verweisungen

Das folgende zitierte Dokument ist fir die Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschlieBlich aller Anderungen).

DIN 10113-1, Bestimmung des Oberfldchenkeimgehaltes auf Einrichtungs- und Bedarfsgegenstdnden im
Lebensmittelbereich — Teil 1: Quantitatives Tupferverfahren

3 Begriffe
Fir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

3.1

Adenosintriphosphat

ATP

in allen Zellen niederer und hoherer Lebewesen vorhandenes Stoffwechselmolekdl

3.2
Biolumineszenz
durch biologische Ursachen hervorgerufenes Lichtsignal

BEISPIEL Ein Beispiel sind Glihwirmchen.

3.3
Biomasse
Gesamtmasse des organischen Materials biologischen Ursprungs

3.4

Desinfektion

Verfahren zur Abtétung von Mikroorganismen auf ein Niveau, das weder gesundheitsschadlich ist noch die
Qualitat der Lebensmittel beeintrachtigt

3.5
extrazelluldres ATP
ATP aulierhalb biologischer Zellen

3.6
Desinfektionsmittel
chemisches und physikalisches Mittel, das dazu beitragt, eine Desinfektion zu erzielen

3.7
Gesamt-ATP
Summe aus intrazellularem und extrazellularem ATP

3.8

Inhibition
Abschwachung des Lichtsignals durch chemische oder physikalische Interferenz der Lumineszenzreaktion
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3.9
interner Standard
Vergleichsmenge ATP in einer Lumineszenzprobe zur Quantifizierung der ATP-Menge in der Probe

3.10
intrazellulares ATP
ATP in mikrobiellen und/oder somatischen Zellen

3.1

Linearitat

Grad der Konformitat mit einer Regressionsgeraden zwischen der Menge an Biomasse oder ATP und der
Starke des Lichtsignals

3.12

Lumineszenzreagenz

Enzymmischung, die aus Luciferin und Luciferase besteht und die in Verbindung mit ATP zur Biolumineszenz
fuhrt

3.13
Luminometer
Geréat zur Messung von Licht

3.14
mikrobielles ATP
ATP von Mikroorganismen

3.15
Mikroorganismen
einzellige prokaryotische und eukaryotische Organismen wie Bakterien, Hefen und Schimmelpilze

3.16
Reinigung
Entfernung unerwiinschter Substanzen von Raumen, Anlagen und Einrichtungen

ANMERKUNG Unerwiinschte Substanzen sind zum Beispiel Lebensmittelreste, Belage usw.

3.17
Reinigungsmittel
chemische Verbindungen, die zur Reinigung verwendet werden

3.18

relative Lichteinheiten

RLE

RLU (en: Relative light units)

MaReinheit flir die Lichtemission in Luminometern

3.19

somatisches ATP
nicht mikrobielles ATP in somatischen Zellen
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4 Kurzbeschreibung

4.1 Allgemeines
In Bakterien, Hefen und Schimmelpilzen sowie in allen tierischen und pflanzlichen Materien einschlieRlich

Lebensmitteln und Lebensmittelresten ist Adenosintriphosphat (ATP) enthalten. Aus der ATP-Menge kann die
Menge an Biomasse mit Hilfe der Luciferin-Luciferase-Reaktion geschatzt werden.

4.2 Erfassung des Gesamt-ATP-Gehaltes

Eine Oberflache wird mit einem Tupfer oder durch Sammlung einer Waschwasserprobe beprobt. Die
ATP-Menge in der Probe spiegelt die Menge an ATP bzw. der Biomasse auf der Oberflache wider.

Die ATP-Menge in der Probe wird mit dem Luciferin-Luciferase-Enzymkomplex der Glihwirmchen bestimmt,

siehe nachfolgende Reaktionen. Das Reaktionsprodukt ist Licht, das mit einem Luminometer gemessen wird.
Die bei der Enzymreaktion entstehende Lichtmenge ist proportional zur ATP-Menge in der Probe.

Luciferase + Luciferin + ATP L) Luciferase-Luciferin-AMP + PP
Luciferase-Luciferin-AMP + O, — Oxyluciferin* + CO, + AMP + Licht

* instabiler angeregter Zustand

Die Messdaten werden in relativen Lichteinheiten (RLE) ausgedrickt. Der RLE-Wert einer Probe ist daher ein
Mal fir die Reinheit der beprobten Oberflache.

4.3 Erfassung des mikrobiellen ATP-Gehaltes

Fir die alleinige Erfassung des ATP aus Mikroorganismen wird zuvor durch geeignete Verfahren das
somatische ATP beseitigt.

Zur Beseitigung des somatischen ATP wird das in dem jeweiligen Test-Kit hierfiir vorgesehene Reagenz
verwendet.

ANMERKUNG Es kénnen vom Hersteller zur Verfliigung gestellte Reagenziensatze verwendet werden.

5 Chemikalien und Reagenzien

5.1 Allgemeines

Falls nicht anders angegeben, sind analysenreine Chemikalien und Reagenzien zu verwenden.

5.2 Wasser
Alle Reagenzien und Verdinnungen missen mit ATP-freiem Wasser zubereitet werden.

ANMERKUNG 1  Adenosintriphosphat ist eine sehr stabile Verbindung, die durch Autoklavieren nicht entfernt werden
kann. Lokale Wasserreinigungssysteme (Umkehrosmose oder lonenaustausch) neigen zu biologischer Kontamination und
sind keine sichere Quelle ATP-freien Wassers.

ANMERKUNG 2  Frisches zweifach in Glasapparaturen destilliertes Wasser kann als ATP-frei angesehen werden,
sofern die Auffangbehalter ATP-frei sind. Alternativ wird die Verwendung von Wasser pharmazeutischer Qualitat wie
pyrogen-freies Wasser fur Injektionszwecke empfohlen.
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