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Anwendungswarnvermerk
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Weil die beabsichtigte Norm von der vorliegenden Fassung abweichen kann, ist die Anwendung dieses
Entwurfs besonders zu vereinbaren.
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im Internet unter www.din.de/go/stellungnahmen-norm-entwuerfe oder fiir Stellungnahmen zu Norm-
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10772 Berlin oder Am DIN-Platz, Burggrafenstr. 6, 10787 Berlin.
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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN17709:2023) 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.

Fiir die in diesem Dokument zitierten Dokumente wird im Folgenden auf die entsprechenden deutschen Doku-
mente hingewiesen:

[SO 5725-2:2019 siehe DIN ISO 5725-2:2022-05

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

Anderungen
Gegeniiber DIN CEN/TS 17709:2022-07 wurden folgende Anderungen vorgenommen:
a) Anderung der Veroffentlichungsform von einer Technischen Spezifikation zu einer Europiischen Norm;

b) Ergdnzung des informativen Anhangs B mit Ringversuchsdaten zur Wiederhol- und Vergleichprézision des
Verfahrens;

c) Ergidnzung des informativen Anhangs ZA zum Zusammenhang mit der Verordnung fiir EU-Diingeprodukte.
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN ISO 5725-2:2022-05, Genauigkeit (Richtigkeit und Prdzision) von Messverfahren und Messergebnissen —
Teil 2: Grundlegende Methode fiir die Ermittlung der Wiederhol- und Vergleichprdzision eines vereinheitlichten
Messverfahrens (1SO 5725-2:2019); Text Deutsch und Englisch
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Europaiisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN17709:2023) 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 17709:2022 ersetzen.

Dieses Dokument wurde im Rahmen eines Normungsauftrages erarbeitet, den die Europaische Kommission
und die Europaische Freihandelsassoziation CEN erteilt haben, und unterstiitzt grundlegende Anforderungen

der EU-Richtlinie(n)/Verordnung(en).

Zum Zusammenhang mit EU-Richtlinie(n)/Verordnung(en) siehe informativen Anhang ZA, der Bestandteil die-
ses Dokuments ist.
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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 Amd 1, ist auch ein Beitrag zur Strategie
JInnovating for Sustainable Growth: A Bio economy for Europe“ Im Rahmen dieses Auftrags wurde die
Arbeitsgruppe 5 ,Kennzeichnung und Bezeichnungen® (en: Labelling and denominations) gebildet, um
ein Arbeitsprogramm zu entwickeln. Das Technische Komitee CEN/TC455 ,Pflanzen-Biostimulanzien®
wurde eingerichtet, um dieses Arbeitsprogramm auszufiithren, wobei eine Normenreihe erarbeitet wird.
Das Interesse an Pflanzen-Biostimulanzien 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 Pflanzen-Biostimulanzien zu férdern. Die Arbeit des CEN/TC 455 ist darauf ausgerichtet,
die Zuverladssigkeit der Lieferkette zu verbessern und so das Vertrauen von Landwirten, Industrie und
Verbrauchern in Pflanzen-Biostimulanzien zu starken, und wird die Kommerzialisierung der europaischen
Biostimulanzienindustrie férdern und unterstiitzen.

Biostimulanzien, die in der Landwirtschaft eingesetzt werden, konnen 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 Komponen-
tenmaterialkategorie 7 des Anhangs Il der EU-Diingeprodukteverordnung angegeben.

Dieses Dokument ist fur alle Pflanzen-Biostimulanzien in der Landwirtschaft, die auf lebenden Mikro-
organismen der Gattung Azotobacter basieren, anwendbar.

Tabelle 1 fasst viele der agrardkologischen Grundsatze und die Rolle von Pflanzen-Biostimulanzien zusammen.

Tabelle 1 — Agrarokologische Grundsitze und die Rolle von Pflanzen-Biostimulanzien

Erhohung der Biodiversitat

durch Verbesserung der Qualitat/Quantitdt der Mikroorganismen im Boden

Starkung biologischer Regulationen und Wechselwirkungen

durch Verstarkung der Wechselwirkungen zwischen Pflanzen und
Mikroorganismen

— symbiotischer Austausch, d. h. Mykorrhizae

— 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 Kreislaufe

— Verbesserung der Aufnahme von Nahrstoffelementen

— Verbesserung der Bioverfiigbarkeit von Nahrstoffelementen im Boden

— Stimulierung des Abbaus organischer Substanz

WARNUNG — Personen, die dieses Dokument anwenden, sollten mit der iiblichen Laborpraxis vertraut
sein. Dieses Dokument erhebt nicht den Anspruch, alle gegebenenfalls zutreffenden Sicherheitspro-
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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 wurde entwickelt, um die Methodik fiir die Zdhlung und Bestimmung von Azoto-

bacter sp.[2] [3] in mikrobiellen Pflanzen-Biostimulanzien in Ubereinstimmung mit der Verordnung
(EU)2019/1009 des Europaischen Parlaments und des Rates [1] bereitzustellen.

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 (einschliefilich aller Anderungen).

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

prEN 17724:—2, Pflanzen-Biostimulanzien — Terminologie

3 Begriffe

Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach prEN 17724:—3 und die folgenden Begriffe.

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

— IEC Electropedia: verfiigbar unter https://www.electropedia.org/

— ISO Online Browsing Platform: verfiigbar unter https://www.iso.org/obp

4 Zahlung von Azotobacter spp.

4.1 Allgemeines

Mit diesem Verfahren soll die Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE) der vorgenannten Bakterien
bestimmt werden. Damit dieses Verfahren schnell, giinstig und wiederholbar ist, basiert es auf Reihen-
verdiinnungen und Plattierung.

4.2 Probenvorbereitung

4.2.1 Allgemeines

Eine reprisentative Probe des nach prEN17702-1:—* zu analysierenden Produkts wird nach dem
folgenden Verfahren hergestellt, das die verschiedenen Formulierungen von Produkten auf Basis von
Pflanzen-Biostimulanzien beriicksichtigt.

4.2.2 Fliissigkeit (wasserbasierte) Formulierungen

25ml 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
10 min lang mit einem Magnetriihrer bei halber Drehzahl [5] gertihrt, bis die Verteilung optimal ist.

In Vorbereitung.
In Vorbereitung.

In Vorbereitung.

BwWw N R

In Vorbereitung.
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4.2.3 Flissigkeit - 6lbasierte Formulierungen mit emulgierbarem Konzentrat (EC, en: emulsifiable
concentrate)

25ml der Probe (oder mehr bei Produkten mit niedriger Konzentration) werden in 225 ml sterile Phosphat-
pufferlosung (PBS) gegeben, die in einem Kolben bei Raumtemperatur gehalten wird, und es wird mindestens
10 min lang mit einem Magnetriihrer bei halber Drehzahl [5] gertihrt, bis die Verteilung optimal ist.

4.2.4 Feststoff - als wasserdispergierbares Pulver (WP, en: wettable powder) 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
20 min lang mit einem Magnetriihrer bei halber Drehzahl [5] geriihrt, bis die Verteilung optimal ist.

4.2.5 Feststoff - als wasserdispergierbares Granulat (WDG) formuliert

25g der Probe (oder mehr bei Produkten mit niedriger Konzentration) werden in 225 g sterile Phosphat-
pufferlosung (PBS) gegeben, die in einem Kolben bei Raumtemperatur gehalten wird, und es wird mindestens
40 min lang mit einem Magnetriihrer bei halber Drehzahl geriihrt, bis die Verteilung optimal ist. Falls erforder-
lich, wird die Dispergierung der Formulierungen mit anderen Geraten, wie z. B. einem Stomacher, unterstiitzt,
nachdem die Partikel abgesiebt (100-Mesh-Sieb) wurden, und anschliefiend werden die abgesiebten Partikel
in derselben Suspension resuspendiert [5].

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

25 g der Probe (oder mehr bei Produkten mit niedriger Konzentration) werden in 225 g sterile Phosphat-
pufferlésung (PBS) gegeben, die in einem sterilen Beutel bei Raumtemperatur gehalten wird, und es wird
40 min lang mit einem Magnetriihrer bei halber Drehzahl dispergiert. Danach wird durch ein 100-Mesh-Sieb
gesiebt; verbleibt Material im Sieb, wird der Vorgang bis zu dreimal wiederholt. Bei der exakten Endberech-
nung sind alle verwendeten Puffer zu berticksichtigen [5].

4.2.7 Feststoff - Substrat

25g der Probe (oder mehr bei Produkten mit niedriger Konzentration) werden in 225 g sterile Phosphat-
pufterlésung (PBS) gegeben, die in einem Kolben bei Raumtemperatur gehalten wird, und es wird mindestens
20 min lang mit einem Magnetriihrer bei halber Drehzahl geriihrt [5], bis die Verteilung optimal ist.

4.3 Plattenzahlungen von Azotobacter sp. in sterilem Verdiinnungsmittel mit
Reihenverdiinnungen

Die Auszdhlung von Bakterien durch Verdiinnung beruht auf dem Prinzip, Reihenverdiinnungen vorzuneh-
men, um die Bakteriendichte so weit zu reduzieren, dass einzelne Zellen unterschieden werden konnen. Dies
darf beispielsweise als lebende Zellen unter dem Mikroskop, als Kolonien, die sich auf Platten aus einzelnen
Zellen entwickeln, oder bei der Pflanzeninfektionstechnik (mit dem Grundsatz, dass eine einzelne Zelle sich
vermehren kann, um eine Infektion zu initiieren) durch Schatzung erfolgen. Die Reihenverdiinnung kann bei
allen Arten von Formulierungen angewendet werden. In den meisten Fallen wird eine 10-fache Reihenver-
diinnung verwendet (Bild 1); wenn jedoch die Anzahl der Zellen von Azotobacter sp. voraussichtlich gering ist,
dann kann auch eine geringere Anzahl von Verdiinnungen vorgenommen werden.

Eine Probe des Produkts wird in ein Verdiinnungsmittel (PBS) eingemischt, was die erste Verdiinnungsstufe
darstellt. Diese wird dann seriell verdiinnt, wobei bei jeder Verdiinnungsstufe eine Probe direkt ausplattiert
wird.

4.4 Herstellung der Nihrmedien

Die Herstellung und Zusammensetzung von stickstofffreiem Agarmedium (Ashby’s Sucrose Agar) ist in
Anhang A beschrieben. Bei der Herstellung und Leistung eines Nahrmediums handelt es sich um einen
grundlegenden Schritt, um die Integritit der mikrobiologischen Untersuchung sicherzustellen. Werden
Fertigmedien verwendet, sollten die Hersteller dieser verfiigbaren Medien iiber ein Qualitéﬁpro ramm
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nach ENISO 11133:2014° verfiigen, das die Qualitit der von ihnen gelieferten Medien sicherstellt. Unter
diesen Bedingungen braucht der Anwender/das Labor keine zusatzlichen Priifungen an solchen Medien
durchzufiihren, muss jedoch die Lagerungsbedingungen entsprechend den Empfehlungen der Hersteller
sicherstellen. Bei Verdiinnungsmitteln und Medien, die vom Anwender/Labor direkt aus handelstiblichen
Trockenformulierungen und/oder aus einzelnen Grundkomponenten hergestellt werden, sollte die Leistung
dieser Verdiinnungsmittel/Medien nach EN ISO 11133:2014° bewertet werden.
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Legende

A in sterilem Verdlinnungsmittel suspendiertes Produkt
B Verdiinnungsreihe bis 10~8 erstellen
C 3 Parallelproben von Petrischalen mit Medien

Bild 1 — Schema einer Reihenverdiinnung
4.5 Plattenzihlungen von Azotobacter sp. in sterilem Verdiinnungsmittel

Das Zahlen von Mikroorganismen auf Platten im Anschluss an eine Verdiinnung wird auch als direkte Auszih-
lung bezeichnet. Es werden nur Platten ausgezahlt, auf denen sich zwischen 30 und 300 Kolonien befinden.

4.6 Spatelplattenverfahren mit Ashby’s Sucrose Agar [5] (zu den verschiedenen Medien siehe
AnhangA)

Das Verfahren umfasst die folgenden Schritte:

1) 0,1 ml der gewiinschten Reihenverdiinnungen (z. B. 105,107 und 10~7) werden auf die Oberfliche des
Nahrmediums in Petrischalen tiberimpft (Bild 1);

2) das 0,1-ml-Aliquot wird mit einem sterilisierten L-formigen Glasausstreicher (oder einem gleichwertigen
Ausstreicher, z. B. einem Drigalskispatel) iiber dem Nahrmedium ausgestrichen;

5 Geéandert durch ENISO11133:2014/A1:2018 und EN IS0 11133:2014/A2:2020. Documents
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