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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN17708:2023) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC455 ,Pflanzen-
Biostimulanzien“ erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR (Frankreich) gehalten wird.

Das zustdndige nationale Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA057-03-06 AA ,Pflanzen-
Biostimulanzien“ im DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschliefRen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die Nutzungs-
bedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafien auch fiir den englischen Text.

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument konnen iiber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch eine
Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.

Anderungen
Gegeniiber DIN CEN/TS 17708:2022-07 wurden folgende Anderungen vorgenommen:
a) Anderung der Veréffentlichungsform von einer Technischen Spezifikation zu einer Europdischen Norm;

b) Anderung des Anhangs B von normativ zu informativ.
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Europaiisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN17708:2023) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC455 ,Pflanzen-
Biostimulanzien“ erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.
Dieses Dokument wird CEN/TS 17708:2022 ersetzen.

Dieses Dokument wurde im Rahmen eines Normungsauftrages erarbeitet, den die Europaische Kommission
und die Europaische Freihandelsassoziation CEN erteilt haben.
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Einleitung

Dieses Dokument wurde von den Experten des CEN/TC455 ,Pflanzen-Biostimulanzien“ erarbeitet. Das
Europdische Komitee fiir Normung (CEN) wurde von der Europdischen Kommission (EC) beauftragt, Euro-
paische Normen bzw. europdische Normungsergebnisse zu verfassen, die der Umsetzung der Verordnung
(EU)2019/1009 vom 5.]Juni 2019 mit Vorschriften fiir die Bereitstellung von EU-Diingeprodukten auf dem
Markt (,Diingeprodukteverordnung”) dienen sollen.

Dieser Normungsauftrag, vorgestellt als SRM /564 und M/564/Amd1, ist auch ein Beitrag zur Strategie , Inno-
vating for Sustainable Growth: A Bio economy for Europe® Im Rahmen dieses Auftrags wurde die Arbeits-
gruppe 5 ,Kennzeichnung und Bezeichnungen“ (en: Labelling and denominations) gebildet, um ein Arbeitspro-
gramm zu entwickeln. Das Technische Komitee CEN/TC 455 , Pflanzen-Biostimulanzien“ wurde eingerichtet,
um dieses Arbeitsprogramm auszufiihren, wobei eine Normenreihe erarbeitet wird. Das Interesse an Biosti-
mulanzien als wertvolles Hilfsmittel fiir die Landwirtschaft ist in Europa deutlich gestiegen. Es wurde erkannt,
dass der Normung eine wichtige Rolle zukommt, wenn es darum geht, den Einsatz von Biostimulanzien zu
fordern. Die Arbeit des CEN/TC 455 ist darauf ausgerichtet, die Zuverladssigkeit der Lieferkette zu verbessern
und so das Vertrauen von Landwirten, Industrie und Verbrauchern im Bereich Biostimulanzien zu starken, und
wird die Kommerzialisierung der europdischen Biostimulanzienindustrie fordern und unterstiitzen.

Biostimulanzien, die in der Landwirtschaft eingesetzt werden, kdonnen auf vielfiltige Weise angewendet
werden: auf dem Boden, auf der Pflanze, als Samenbehandlung usw. Ein mikrobielles Pflanzen-Biostimulans
besteht aus einem Mikroorganismus oder einem Konsortium von Mikroorganismen, wie in der Komponenten-
materialkategorie 7 des Anhangs Il der EU-Dilingeprodukteverordnung angegeben.

Dieses Dokument ist fiir alle mikrobiellen Biostimulanzien in der Landwirtschaft anwendbar.

Tabelle 1 fasst viele der agrarokologischen Grundsitze und die Rolle von Biostimulanzien zusammen.

Tabelle 1 — Agrarokologische Grundsitze und die Rolle von Biostimulanzien [1]

Erhéhung der Biodiversitat

durch Verbesserung der Qualitat/Quantitdt der Mikroorganismen im Boden

Starkung biologischer Regulations- und Wechselwirkungsmechanismen

durch Verstarkung der Wechselwirkungen zwischen Pflanzen und
Mikroorganismen

— symbiotischer Austausch, d. h. Mycorrhizae

— symbiotischer Austausch, d. h. Rhizobiaceae/Fabaceae

— Sekrete, die Pflanzenhormone nachahmen (d. h. Trichoderma)

durch Regulierung pflanzenphysiologischer Prozesse

— zum Beispiel Wachstum, Stoffwechsel, Pflanzenentwicklung ...

Verbesserung der biogeochemischen Kreisldufe

— Verbesserung der Aufnahme von Nahrstoffelementen

— Verbesserung der Bioverfligbarkeit von Nahrstoffelementen im Boden

— Stimulierung des Abbaus organischer Substanz

Dieses Dokument legt die allgemeinen Regeln fiir die Vorbereitung von Proben, die Herstellung von
Erstverdiinnungen und nachfolgenden Verdiinnungen fiir mikrobiologische Untersuchungen von Pflanzen-
Biostimulanzien fest.

Alle speziellen Verdiinnungsmittel oder Vorgehensweisen, die in spezifischen Standardverfahren erforderlich
sind, haben gegeniiber den allgemeinen in diesem Dokument aufgefiihrten Regeln Vorrang.
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WARNUNG — Personen, die dieses Dokument anwenden, sollten mit der iiblichen Laborpraxis vertraut
sein. Dieses Dokument erhebt nicht den Anspruch, alle gegebenenfalls zutreffenden Sicherheitspro-
bleme im Zusammenhang mit seiner Anwendung zu behandeln. Es liegt in der Verantwortung des
Anwenders, geeignete Vorsichtsmafdnahmen fiir den Arbeits- und Gesundheitsschutz zu treffen und

die Einhaltung nationaler Vorschriften sicherzustellen.

WICHTIG — Es ist unerlidsslich, dass nach diesem Dokument durchgefiihrte Priifungen von entspre-
chend geschultem Personal durchgefiihrt werden.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt allgemeine Regeln fiir die aerobe Herstellung von Erstverdiinnungen und Verdiinnungen
fiir mikrobiologische Untersuchungen von mikrobiellen Pflanzen-Biostimulanzien fest.

Dieses horizontale Verfahren ist fiir bestimmte Produkte nicht unbedingt bis ins Detail geeignet. In diesem
Fall konnen andere Verfahren, die speziell auf diese Produkte zutreffen, angewendet werden, wenn dies aus
gerechtfertigten technischen Griinden notwendig ist.

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).

prEN 17702-1:—1, Pflanzen-Biostimulanzien — Probenahme und Probenvorbereitung — Teil 1: Probenahme

prEN 17724:—1, Pflanzen-Biostimulanzien — Terminologie

3 Begriffe

Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach prEN 17724:—! und die folgenden Begriffe.

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

— [EC Electropedia: verfiigbar unter https://www.electropedia.org/
— SO Online Browsing Platform: verfiigbar unter https://www.iso.org/obp

31
Laborprobe
Probe, die dem Labor zugesendet wird und zur Kontrolle oder Priifung vorgesehen ist

3.2

Untersuchungsprobe

aus der Laborprobe (3.1) nach der im Priifverfahren festgelegten Verfahrensweise hergestellte Probe, von der
Priifmengen (3.3) entnommen werden

3.3

Priifmenge

aus der Laborprobe (3.1) entnommene, abgemessene (Volumen oder Masse) reprasentative Probe zur Verwen-
dung bei der Herstellung der Erstverdiinnung (3.4)

3.4

Erstverdiinnung

Suspension, Losung oder Emulsion, die entsteht, wenn eine eingewogene oder abgemessene Menge des zu
prifenden Produkts mit iiblicherweise der neunfachen Menge Verdiinnungsmittel oder fiir besondere Zwecke
in anderen Verhaltnissen gemischt wird, wobei eventuell vorhandene grofiere Partikel sedimentieren kénnen

1 InVorbereitung.
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3.5

weitere Verdiinnung

Suspension oder Losung, die durch Mischen eines abgemessenen Volumens der Erstverdiinnung (3.4) mit dem
x-fachen Volumen des Verdiinnungsmittels und durch Wiederholen dieses Verfahrensschrittes mit weiteren
Verdiinnungen erhalten wird, bis eine Verdiinnungsreihe erreicht ist, die sich fiir die Beimpfung von Nahr-
medien eignet

Anmerkung1l zum Begriff: Zehnfache Verdiinnungen werden {blicherweise verwendet, um eine Dezimal-
verdiinnungsreihe herzustellen, jedoch kdnnen fiir spezielle Zwecke andere Verhéltnisse erforderlich sein.

3.6
spezifische Norm

Norm oder Leitlinie, die die Untersuchung eines bestimmten Produktes fiir den Nachweis oder die Zahlung
eines bestimmten Mikroorganismus beschreibt

4 Kurzbeschreibung

Die Erstverdiinnung (3.4) wird so hergestellt, dass in der Priifmenge (3.3) eine moglichst homogene Verteilung
der Mikroorganismen erreicht wird.

Falls erforderlich werden weitere Verdiinnungen (3.5) hergestellt, um die Anzahl der Mikroorganismen je Volu-
meneinheit so zu verringern, dass nach der Bebriitung ihr Wachstum bzw. fehlendes Wachstum (im Fall von

Reagenzglisern oder Flaschen) beobachtet werden kann bzw. (im Fall von Platten) ihre Kolonien gezahlt wer-
den kénnen.

5 Verdiinnungsmittel

Bei der Zubereitung von Verdiinnungsmitteln sind die gdngigen Laborpraktiken und die Herstellerangaben fiir
handelstibliche Praparate zu beachten.

In Anhang B sind Beispiele fiir Verdiinnungsmittel zur allgemeinen Verwendung aufgefiihrt.
Es ist moglich, Verdiinnungsmitteln Tenside zuzusetzen, um die Gleichmaf3igkeit der Suspension zu verbessern

und die Bildung von Clustern von Mikroorganismen zu vermeiden, wobei zu iiberpriifen ist, ob die zugesetzte
Konzentration die Lebensfahigkeit der Zellen nicht verandert.

6 Gerate

Die libliche Ausstattung eines mikrobiologischen Labors ist nachstehend aufgefiihrt:

6.1 Gerate fiir die Trockensterilisation (Heif3luft-Sterilisator) und Dampfsterilisation (Autoklav).

6.2  Schutzschranke, fiir alle Arbeiten, bei denen mit mikrobiologischen Produkten umgegangen wird.
6.3 Waagen, geeignet zum Wagen auf 1 % der Masse.

6.4 Brutschrank, der bei den fiir die Priifung erforderlichen Temperaturen betrieben werden kann.
6.5 Pipetten mit Vollauslauf, steril, Nennvolumen 1 ml, mit einer Skalenteilung von 0,1 ml.

6.6 Wasserbad oder ein dhnliches Gerét, das eine bestimmte Temperatur aufrechterhalten kann.

6.7 pH-Messgerit, mit einer Fehlergrenze von 0,1 pH-Einheiten bei 25 °C.

6.8 Flaschen, Kolben und Reagenzgliser, zum Aufkochen und Aufbewahren von Ndhrmedien und zur Her-
stellung von Verdiinnungen.
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6.9 Petrischalen, steril, aus Glas oder Kunststoff, mit einem Durchmesser von 90 mm bis 100 mm.

6.10 Lichtmikroskop, fur bakteriologische Untersuchungen, Objektive mit einer Vergréfierung von 10-fach
(Trockenobjektiv) bis ungefahr 100-fach (Olimmersion).

6.11 Ausstreicher, aus Glas oder Kunststoff (mit einem Durchmesser von weniger als 2 mm und einer Lange
von 80 mm). Der Durchmesser der Ausstreicher sollte 2 mm nicht iiberschreiten, um die Menge der am Ende

des Ausstreichvorgangs daran haftenden Proben moglichst gering zu halten.

6.12 Binokularlupe, zur Unterscheidung und Differenzierung von Kolonien/Zellen von Hefen und Schim-
melpilzen (Vergrofderung 6,5- bis 50-fach).

6.13 Kiihlschrank, Kammern, die eine Aufrechterhaltung der Kiihllagerung ermdoglichen.
6.14 Zentrifuge, zur Trennung von Schwebstoffen von Fliissigkeiten.

Fiir die Herstellung der Untersuchungsprobe, der Erstverdiinnung oder fiir die Dezimalverdiinnungsreihe sind
eines oder mehrere der nachstehenden angegebenen gangigen Gerate zu verwenden:

6.15 Peristaltischer Mischer (Stomacher) mit sterilen Beuteln

6.16 Rotationshomogenisator (Mixer), mit sterilisierbaren Glas- oder Metallschalen mit Abdeckungen
(Drehzahl zwischen 8 000 min~! und 45 000 min~1)

6.17 Vibrationsmischer (Pulsifier) mit sterilen Beuteln (iibliche Betriebszeit zwischen 0,5 min und
1 min)

6.18 Ultraturrax, ein Dispergier- und Homogenisiergerdt, das homogene, einheitliche Proben-
aufbereitungen erzeugt

6.19 Ultraschallgerit (en: Ultrasonic sonicator)

6.20 Mechanisches Riihrgerit

6.21 Magnetriihrwerk

6.22 Vortex-Mischer, hauptsichlich fiir die Herstellung von fliissigen Proben und Dezimalverdiinnungen

6.23 Glasperlen konnen fiir die Herstellung von Erstverdiinnungen bestimmter viskoser oder dickfliissiger
Produkte durch Schiitteln verwendet werden.

7 Probenahme und Lagerung

Die Probenahme wird nach prEN 17702-1:—2 durchgefiihrt. Es ist wichtig, dass das Labor eine Probe erhalt,
die reprasentativ ist und wahrend des Transports oder der Lagerung nicht beschadigt oder verandert wurde.

Die Proben sollten moglichst unter Beibehaltung der urspriinglichen Lagerbedingungen an das Labor geliefert
werden.

Die Probe sollte im originalen, ungedffneten Behélter zugestellt werden.

Bei Eingang wird der Zustand der Proben gepriift. Die Proben werden eindeutig und vollstdndig gekennzeich-
net, und die Probeninformationen werden aufgezeichnet.

2 In Vorbereitung.
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Durch die Art des Transports der Proben zum Labor und die Lagerung der Proben bis zur Untersuchung muss
sichergestellt sein, dass sie unter Bedingungen aufbewahrt werden, die Veranderungen der Anzahl der vor-
handenen Mikroorganismen minimal halten.

8 Herstellung der Proben und Suspensionen
8.1 Protokoll zur Zihlung niitzlicher Mikroorganismen
8.1.1 Allgemeines

Eine reprasentative Probe des Produkts wird nach dem folgenden Verfahren hergestellt, das die verschiedenen
Formulierungen von Produkten auf Basis von Biostimulanzien berticksichtigt.

Abweichungen, die auf der Art der Probe beruhen, sollten zum Zeitpunkt der Versuchsphase bewertet werden.
Gegebenenfalls konnen andere Gerdte und Verdlinnungsmittel verwendet werden.

8.1.2 Fliissigkeit - wasserbasierte Formulierungen

25 ml der Probe werden in 225 ml sterile Phosphatpufferlosung (PBS) gegeben, die in einem Kolben bei Raum-
temperatur gehalten wird, und es wird mindestens 10 min lang mit einem Magnetrithrwerk bei halber Dreh-

zahl geriihrt, bis die Verteilung optimal ist.

Fiir Produkte auf Mykorrhiza-Basis gilt als Basiskonzentration eines Produkts ein Produkt von 500 upm/g. Die
gesamte Herstellung sollte nach diesen Vorgaben erfolgen.

H = Hohe Konzentration = hoher als 100 000 upm/g
M = Mittel = zwischen 1 000 upm/g und 100 000 upm/g
L =Niedrig = unter 1 000 upm/g

Bei Proben mit unterschiedlichen Konzentrationen sollten unterschiedliche Mengen in einer verhaltnisglei-
chen Menge Leitungswasser eingebracht werden, um das Verhaltnis 1 : 10 wie folgt einzuhalten:

— fiir Hsind 2,5 g in 22,5 ml Leitungswasser zu verwenden;
— fiir M sind 25 g in 225 ml Leitungswasser zu verwenden;
— fiir L sind 250 g in 2 250 ml Leitungswasser zu verwenden.

Die von der Produktkonzentration (H/M/L) abhdngige Menge des Produkts wird in Leitungswasser dosiert,
das bei Raumtemperatur gehalten wird, und es wird wie vorstehend angegeben verfahren.

8.1.3 Fliissigkeit - 61basierte Formulierungen (emulgierbares Konzentrat - EC)

25 g der Probe werden in 225 ml sterile Phosphatpufferlosung (PBS) gegeben, die in einem Kolben bei Raum-
temperatur gehalten wird, und es wird mindestens 10 min lang mit einem Magnetrithrwerk bei halber Dreh-
zahl geriihrt, bis die Verteilung optimal ist.

Bei Produkten auf Mykorrhiza-Basis wird die von der Produktkonzentration (H/M/L) abhingige Menge des

Produkts in Leitungswasser dosiert, das bei Raumtemperatur gehalten wird, und es wird wie vorstehend ange-
geben verfahren.
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8.1.4 Feststoff - als wasserdispergierbares Pulver (WP, en: wettable powder) formuliert

25 g der Probe werden in 225 ml sterile Phosphatpufferlésung (PBS) gegeben, die in einem Kolben bei Raum-
temperatur gehalten wird, und es wird mindestens 20 min lang mit einem Magnetriihrwerk bei halber Dreh-
zahl geriihrt, bis die Verteilung optimal ist.

Bei Produkten auf Mykorrhiza-Basis wird die von der Produktkonzentration (H/M/L) abhingige Menge des
Produkts in Leitungswasser dosiert, das bei Raumtemperatur gehalten wird, und es wird wie vorstehend ange-
geben verfahren.

8.1.5 Feststoff - als wasserdispergierbares Granulat (WDG, en: water dispersible granules)
formuliert

25 g der Probe (oder mehr bei Produkten mit niedriger Konzentration) werden in 225 ml sterile Phosphat-
pufferlésung (PBS) gegeben, die in einem Kolben bei Raumtemperatur gehalten wird, und es wird mindestens
40 min lang mit einem Magnetriihrwerk bei halber Drehzahl geriihrt. Falls erforderlich, wird die Dispergierung
der Formulierungen mit anderen Gerdten, wie z. B. einem Stomacher, unterstiitzt, nachdem die Partikel abge-
siebt (100-Mesh-Sieb) wurden, und anschlieféend werden die abgesiebten Partikel in der gleichen Suspension
resuspendiert.

Bei Produkten auf Mykorrhiza-Basis wird die von der Produktkonzentration (H/M/L) abhdngige Menge des
Produkts in Leitungswasser dosiert, das bei Raumtemperatur gehalten wird, und es wird wie vorstehend ange-
geben verfahren.

8.1.6 Feststoff - als Pellets, Granulat, Mikrogranulat (langsame Freisetzung) formuliert

25 g der Probe werden in 225 ml sterile Phosphatpufferlosung (PBS) gegeben, die in einem Kolben bei Raum-
temperatur gehalten wird, und es wird mindestens 40 min lang mit einem Magnetriihrwerk bei halber Dreh-
zahl geriihrt. Danach wird durch ein 100-Mesh-Sieb gesiebt; verbleibt Material im Sieb, wird der Vorgang bis
zu dreimal wiederholt, was erfordert, dass alle verwendeten Puffer berticksichtigt werden, um die exakte Kon-
zentration der Suspension zu berechnen.

Bei Produkten auf Mykorrhiza-Basis wird die von der Produktkonzentration (H/M/L) abhdngige Menge des
Produkts in Leitungswasser dosiert, bei Raumtemperatur gehalten und wie vorstehend angegeben verfahren.

8.1.7 Feststoff - Substrat
25 g der Probe werden in 225 ml sterile Phosphatpufferlosung (PBS) gegeben, die in einem Kolben bei Raum-
temperatur gehalten wird, und es wird mindestens 20 min lang mit einem Magnetriihrwerk bei halber Dreh-

zahl geriihrt, bis die Verteilung optimal ist.

Bei Produkten auf Mykorrhiza-Basis wird die von der Produktkonzentration (H/M/L) abhingige Menge des
Produkts in Leitungswasser dosiert, bei Raumtemperatur gehalten und wie vorstehend angegeben verfahren.

8.2 Protokoll zur Zihlung nicht niitzlicher (einschlief3lich pathogener) Mikroorganismen
8.2.1 Allgemeines

Eine reprasentative Probe des Produkts wird nach dem folgenden Verfahren hergestellt, das die verschiedenen
Formulierungen von Produkten auf Basis von Biostimulanzien bertcksichtigt.

8.2.2 Fliissigkeit - wasserbasierte Formulierungen
25 goder ml der Probe werden in 225 ml sterile Phosphatpufferlosung (PBS) gegeben, die in einem Kolben bei

Raumtemperatur gehalten wird, und es wird mindestens 10 min lang mit einem Magnetrithrwerk bei halber
Drehzahl geriihrt, bis die Verteilung optimal ist.
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