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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (ENISO 20227:2017) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147 ,Water quality” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 230 ,Wasseranalytik“ erarbeitet, dessen Sekretariat
von DIN (Deutschland) gehalten wird.

Das zustandige deutsche Gremium ist der Arbeitsausschuss NA 119-01-03 AA ,Wasseruntersuchung” im
DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW).

Flir die in diesem Dokument zitierten internationalen Dokumente wird im Folgenden auf die
entsprechenden deutschen Dokumente hingewiesen:
ISO 5667-16 siche  DIN ENISO 5667-16

[SO 5725-1:1994 /Technical Corrigendum 1:1998 siehe DIN ISO 5725-1:1997-11 und
DIN ISO 5725-1 Berichtigung 1:1998-09

[SO 5725-2:1994 /Technical Corrigendum 1:2002 siehe DIN ISO 5725-2:2002-12
ISO 20079 siehe ~ DIN ENISO 20079

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 5667-16, Wasserbeschaffenheit — Probenahme — Teil 16: Anleitung zur Probenahme und
Durchfiihrung biologischer Testverfahren

DIN EN ISO 20079, Wasserbeschaffenheit — Bestimmung der toxischen Wirkung von Wasserinhaltsstoffen und
Abwasser gegeniiber Wasserlinsen (Lemna minor) — Wasserlinsen-Wachstumshemmtest

DIN ISO 5725-1:1997-11, Genauigkeit (Richtigkeit und Prdzision) von MefSverfahren und MefSergebnissen —
Teil 1: Allgemeine Grundlagen und Begriffe (ISO 5725-1:1994)

DIN ISO 5725-1 Berichtigung 1:1998-09, Berichtigungen zu DIN ISO 5725-1:1997-11 (IS0 5725-1:1994/
Cor. 1:1998)

DIN ISO 5725-2:2002-12, Genauigkeit (Richtigkeit und Prdzision) von Messverfahren und Messergebnissen —

Teil 2: Grundlegende Methode fiir Ermittlung der Wiederhol- und Vergleichprdzision eines vereinheitlichten
Messverfahrens (1SO 5725-2:1994 einschlieflich Technisches Korrigendum 1:2002)
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EUROPAISCHE NORM EN ISO 20227
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE Juli 2017

ICS 13.060.70

Deutsche Fassung

Wasserbeschaffenheit —

Bestimmung der wachstumshemmenden Wirkung
von Abwassern, natiirlichen Wassern und Chemikalien
auf die Wasserlinsenart Spirodela polyrhiza —
Verfahren mittels Stammkultur unabhangigem
mikrobiologischem Test
(IS0 20227:2017)

Water quality — Qualité de l'eau —
Determination of the growth inhibition effects Détermination des effets d'inhibition sur la croissance
of waste waters, natural waters and chemicals de la lentille d'eau Spirodela polyrhiza par les eaux
on the duckweed Spirodela polyrhiza — usées, les eaux naturelles et les produits chimiques —
Method using a stock culture independent Méthode utilisant un bioessai miniaturisé indépendant
microbiotest d'une culture mere
(IS0 20227:2017) (IS0 20227:2017)

Diese Europaische Norm wurde vom CEN am 9. Mai 2017 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschaftsordnung zu erfiillen, in der die Bedingungen festgelegt sind, unter
denen dieser Europaischen Norm ohne jede Anderung der Status einer nationalen Norm zu geben ist. Auf dem letzten Stand
befindliche Listen dieser nationalen Normen mit ihren bibliographischen Angaben sind beim CEN-CENELEC-Management-
Zentrum oder bei jedem CEN-Mitglied auf Anfrage erhaltlich.

Diese Europdische Norm besteht in drei offiziellen Fassungen (Deutsch, Englisch, Franzosisch). Eine Fassung in einer anderen
Sprache, die von einem CEN-Mitglied in eigener Verantwortung durch Ubersetzung in seine Landessprache gemacht und dem
Management-Zentrum mitgeteilt worden ist, hat den gleichen Status wie die offiziellen Fassungen.

CEN-Mitglieder sind die nationalen Normungsinstitute von Belgien, Bulgarien, Ddnemark, Deutschland, der ehemaligen
jugoslawischen Republik Mazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien, Lettland,
Litauen, Luxemburg, Malta, den Niederlanden, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, Ruménien, Schweden, der Schweiz,
Serbien, der Slowakei, Slowenien, Spanien, der Tschechischen Republik, der Tiirkei, Ungarn, dem Vereinigten Konigreich und
Zypern.
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (ENISO 20227:2017) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147 ,Water quality” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 230 ,Wasseranalytik“ erarbeitet, dessen Sekretariat
von DIN gehalten wird.

Diese Europdische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veréffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Januar 2018, und etwaige entgegenstehende nationale
Normen miissen bis Januar 2018 zuriickgezogen werden.

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. CEN ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschéftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europaische Norm zu libernehmen: Belgien, Bulgarien, Danemark, Deutschland, die
ehemalige jugoslawische Republik Mazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island,
Italien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal,
Rumanien, Schweden, Schweiz, Serbien, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Tirkei,
Ungarn, Vereinigtes Konigreich und Zypern.

Anerkennungsnotiz

Der Text von IS0 20227:2017 wurde von CEN als ENISO 20227:2017 ohne irgendeine Abanderung
genehmigt.
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung von Nationalen
Normungsorganisationen (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird
normalerweise von ISO Technischen Komitees durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an
einem Thema hat, fiir welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee
vertreten zu sein. Internationale Organisationen, staatlich und nicht-staatlich, in Liaison mit ISO, nehmen
ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet eng mit der Internationalen Elektrotechnischen Kommission (IEC)
bei allen elektrotechnischen Themen zusammen.

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die fiir die weitere Pflege
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Im Besonderen sollten die fiir die
verschiedenen ISO-Dokumentenarten notwendigen Annahmekriterien beachtet werden. Dieses Dokument
wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der ISO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet (siehe
www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. ISO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.
Details zu allen wahrend der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der
Einleitung und/oder in der ISO-Liste der empfangenen Patenterklarungen (siehe www.iso.org/patents).

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname wird als Information zum Nutzen der Anwender
angegeben und stellt keine Anerkennung dar.

Eine Erlauterung zum freiwilligen Charakter von Normen, der Bedeutung ISO-spezifischer Begriffe und
Ausdricke in Bezug auf Konformitatsbewertungen, sowie Informationen dariiber, wie ISO die Grundsatze
der Welthandelsorganisation (WTO) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse (TBT) beriicksichtigt,
enthéalt der folgende Link www.iso.org/iso/foreword.html.

Dieses Dokument wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147, Water quality, Unterkomitee SC 5, Biological
methods, erarbeitet.
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Einleitung

Wasserlinsen sind freischwebende hohere Wasserpflanzen, die haufig in der 6kotoxikologischen Forschung
zur Beurteilung der Toxizitdt von Abwasser, natiirlichen Gewadssern und Chemikalien verwendet werden
(siehe ISO 20079 und [6] bis [11] sowie [12] speziell fiir Pflanzenschutzmittel).

Bei Wasserlinsen handelt es sich um schnell wachsende Pflanzen, von denen viele weltweit verbreitet sind.
Dadurch sind sie gut als Primarproduzenten zur Gefihrdungsbeurteilung von Schadstoffen in Siif3wasser-
umgebungen geeignet.

Im Gegensatz zu Erdpflanzen, bei denen die Biotests bereits wahrend des ,ruhenden“ Lebensstadiums
(Keimlinge) begonnen werden konnen, sind fiir Toxizitdtsprifungen mit Wasserlinsen eine stiandige
Kultivierung und Pflege des Lebendstimme noétig, einschliefdlich der damit verbundenen biologischen,
technischen und finanziellen Aufwendungen.

Einige Wasserlinsenarten jedoch produzieren ,ruhende vegetative Knospen“ (Turionen), die fiir lange Zeit
gelagert werden konnen und welche zum Zeitpunkt der Durchfithrung des Biotests ,auf Abruf” keimen
koénnen.

Bei einer der turionenproduzierenden Wasserlinsen handelt es sich um Spirodela polyrhiza. Diese Art wurde
letztlich fiir einen einfachen und praktischen Mikrobiotest ausgewdhlt, welcher unabhdngig von der

Stammkultivierung und Pflege des Lebendstammes ist.

Es wurde festgestellt, dass Spirodela polyrhiza genauso empfindlich auf Giftstoffe reagiert wie die
konventionellen Biotests mit Wasserlinsen.

Das Mikrobiotestverfahren in diesem Dokument beinhaltet eine dreitdgige Keimung der Turionen mit
anschlieflendem dreitdgigen Toxizitdtstest auf einer Mikrotiterplatte, wobei die Bestimmung der Wachs-
tumshemmung der ersten Fronds per Bildanalyse erfolgt.

Der Mikrobiotest mit Spirodela polyrhiza ist sehr einfach und leicht durchzufiihren:

a) fiir den Biotest ist keine Kultivierung oder Pflege von Lebendstimmen der Testarten noétig und er kann
durch Verwendung von gelagerten Turionen ,zu jeder Zeit und tiberall“ durchgefiihrt werden;

b) gelagerte Turionen erzielen selbst nach mehreren Monaten in Lagerung einen grofden Keimungserfolg;

c¢) fiir den Mikrobiotest werden wenig Arbeitsfliche und Inkubationsplatz sowie wenig Ausriistung
benotigt;

d) Flachenmessungen der ersten Fronds brauchen nicht sofort erfolgen und kénnen auf eine geeignete Zeit
verschoben werden;

e) die Flachenmessungen durch Bildanalyse erfolgen sehr schnell und genau und dauern fiir einen
kompletten Test weniger als eine Stunde.
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WARNUNG — Anwender dieses Dokuments sollten mit der iiblichen Laborpraxis vertraut sein.
Dieses Dokument gibt nicht vor, alle unter Umstinden mit der Anwendung des Verfahrens
verbundenen Sicherheitsaspekte anzusprechen. Es liegt in der Verantwortung des Arbeitgebers,
angemessene Sicherheits- und Schutzmafnahmen zu treffen und sicherzustellen, dass diese mit
nationalen Festlegungen iibereinstimmen.

WICHTIG — Es ist erforderlich, bei den Untersuchungen nach diesem Dokument Fachleute oder
Facheinrichtungen einzuschalten.

1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Verfahren zur Bestimmung der Wachstumshemmung der ersten Fronds von aus
Turionen gekeimten Spirodela polyrhiza durch Substanzen und Substanzmischungen in Wasser oder
Abwasser einschliefilich behandeltem kommunalen Abwasser und industriellem Abwasser fest.

Der Test ist auch fiir reine Chemikalien und insbesondere fiir Pflanzenschutzmittel und Pestizide geeignet.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon
oder ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschlieflich aller Anderungen).

[SO 5667-16, Water quality — Sampling — Part 16: Guidance on biotesting of samples

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

ISO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— 1EC Electropedia: unter http://www.electropedia.org/
— ISO Online browsing platform: unter http://www.iso.org/obp

3.1
EC,
Konzentration der Untersuchungsprobe, die x-%-Wirkung im Vergleich zur Kontrolle verursacht

3.2
Frond
blattanaloge Struktur, welche sich aus einem gekeimten Turion entwickelt

3.3
Wachstum
zeitabhdngige Zunahme der Biomasse als Ergebnis der Ausbildung neuen Gewebes

Anmerkung 1 zum Begriff:  In diesem Verfahren bezieht sich die Zunahme der Grofde des ersten aus einem gekeimten
Turion entwickelten Fronds.
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3.4
Wachstumsmedium
in diesem Test verwendete Kombination von Verdiinnungswasser und/oder Nahrmedium

Anmerkung 1 zum Begriff:  In diesem Test ist damit das Nahrmedium, welches fiir die Keimung der Turionen und das
Wachstum der Fronds verwendet wird, gemeint.

3.5

Inokulum

Ubertragen eines gekeimten Turions mit seinem kleinen Frond in alle Napfchen zu Beginn des
Toxizitatstests

3.6
Reinwasser
deionisiertes oder destilliertes Wasser mit einer hydraulischen Leitfahigkeit von unter 10 pS/cm

[QUELLE: ISO 19827:2016, 3.4]

3.7

Wurzel

Teil der Pflanze Spirodela polyrhiza, der eine wurzeldhnliche Struktur annimmt und sich unter dem Frond
entwickelt

3.8
Stammkultur
Kultur einer einzelnen Art der Wasserlinse zur Herstellung des Turions

3.9

Testmedium

Kombination aus Untersuchungsprobe, Verdiinnungswasser und Nahrmedium, wie es im Test verwendet
wird

[QUELLE: ISO 20079:2005, 3.23]

3.10

Testgut

einzelne Portion der Probe (d.h. entnommen von Vorfluter, Abwasser, geldsten chemischen Stoffen oder
Mischungen, Produkten und Verbindungen) vorbehandelt nach den Anforderungen dieses Tests
(z. B. Verdiinnung, Filtration, Neutralisation)

3.11

Turion

kleine vegetative Knospe, welche sich aus einer Wasserlinsenkolonie unter bestimmten
Umgebungsbedingungen entwickelt.
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