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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN17712:2023) 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 17712:2022-07 wurden folgende Anderungen vorgenommen:
a) Anderung der Veréffentlichungsform von einer Technischen Spezifikation zu einer Europdischen Norm;

b) Ergianzung von Kaliumtellurit-Losung als A.3.2 und Kompletten Medium (modifizierte Giolitti-Cantoni-
Bouillon) als A.3.3;

c) Ergidnzung des informativen Anhangs B mit Ringversuchsdaten zur Wiederhol- und Vergleichprazision des
Verfahrens;

d) Ergidnzung des informativen Anhangs ZA zum Zusammenhang mit der Verordnung fiir EU-Diingeprodukte.
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Europaiisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN17712:2023) 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 17712:2022 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/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 for-
dern. Die Arbeit des CEN/TC 455 ist darauf ausgerichtet, die Zuverlassigkeit der Lieferkette zu verbessern und
so das Vertrauen von Landwirten, Industrie und Verbrauchern in Pflanzen-Biostimulanzien zu starken, und
wird die Kommerzialisierung der europdischen Biostimulanzienindustrie fordern und unterstiitzen.

Biostimulanzien, die in der Landwirtschaft eingesetzt werden, konnen auf vielfdltige Weise am Boden, an
Pflanzen, als Samenbehandlung usw. angewendet werden. Ein mikrobielles Pflanzen-Biostimulans besteht aus
einem Mikroorganismus oder einem Konsortium von Mikroorganismen, wie in der Komponentenmaterial-
kategorie 7 des Anhangs Il der EU-Diingeprodukteverordnung 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]

Erhohung der Biodiversitit

durch Verbesserung der Qualitat/Quantitdt der Mikroorganismen im Boden

Stirkung 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 Bioverfligbarkeit von Nahrstoffelementen im Boden

— Stimulierung des Abbaus organischer Substanz

WARNUNG — Personen, die dieses Dokument anwenden, sollten mit der tiblichen Laborpraxis vertraut sein.
Dieses Dokument erhebt nicht den Anspruch, alle gegebenenfalls zutreffenden Sicherheitsprobleme im Zusam-
menhang mit seiner Anwendung zu behandeln. Es liegt in der Verantwortung des Anwenders, geeignete Vor-
sichtsmafdnahmen fiir den Arbeits- und Gesundheitsschutz zu treffen und die Einhaltung nationaler Vorschrif-
ten sicherzustellen.
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WICHTIG — Es ist unerlasslich, dass nach diesem Dokument durchgefiihrte Priifungen von entsprechend
geschultem Personal durchgefiihrt werden.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument stellt ein Verfahren zur Verfiigung, mit dem verifiziert werden kann, dass das Pathogen Sta-
phylococcus aureus in Pflanzen-Biostimulanzien die Grenzwerte der EU-Diingeprodukteverordnung [2] nicht
tiberschreitet.

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 (einschlieBlich aller Anderungen).

EN 17724:—1, Biostimulanzien fiir die pflanzliche Anwendung — Terminologie

3 Begriffe

Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach prEN 17724:—2 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

31

Staphylococcus aureus

Bakterium, das auf dem angegebenen Selektivmedium nach 24 h Bebriitung bei einer Temperatur von 37 °C
unter aeroben Bedingungen Kolonien bildet, die der Beschreibung der Art entsprechen

Anmerkung 1 zum Begriff:  Beschreibung der Kolonien von S. aureus:

— kugelformig;

— konvex;

— ganzrandig;

— grau bis schwarz (durch die Reduktion von Kaliumtellurit zu Tellurid).

Anmerkung 2 zum Begriff:  Der Koloniedurchmesser variiert zwischen 1 mm und 2 mm.

Anmerkung 3 zum Begriff:  S. aureus ist ein fakultativ anaerober, grampositiver Kokkus, der unter dem Mikroskop als
traubenférmige Haufen erscheint und bei Ziichtung auf selektiven Blutagarplatten runde, zumeist goldgelbe Kolonien, oft
mit Hamolyse, aufweist.

Anmerkung 4 zum Begriff: ~ Der Begriff, koagulase-positive Staphylokokken“ bezieht sich auf Bakterien, die auf der Ober-
flache eines selektiven Ndhrmediums typische und/oder atypische Kolonien bilden und eine positive Koagulasereaktion
zeigen, wenn die Untersuchung nach dem in diesem Dokument angegebenen Verfahren durchgefiihrt wird.

1 In Vorbereitung. Stufe zum Zeitpunkt der Veroffentlichung: prEN 17724:2023.

2 In Vorbereitung.
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3.2

Nachweis der koagulase-positiven Staphylokokken

Ermittlung des Nachweises oder Nichtnachweises von Staphylococcus aureus (3.2) in 25 g oder 25 ml eines
Produktes, wenn die Untersuchungen nach diesem Dokument durchgefiihrt werden

4 Kurzbeschreibung

Nach der Probenvorbereitung, die spezifisch fiir mikrobielle Biostimulanzien ist, erfolgt der Nachweis von
Staphylococcus aureus. Diesbeziiglich wird auf die Abschnitte der EN ISO 6888-3:2003 verwiesen, die sich mit
der physikalischen/chemischen Beschaffenheit der Untersuchungsprobe fiir den Nachweis von Staphylococcus
aureus befassen. Wenn das Produkt fliissig ist, wird ein bestimmtes Volumen der Untersuchungsprobe auf ein
fliissiges Selektivnahrmedium tiberimpft. Bei anders formulierten Produkten wird ein bestimmtes Volumen
einer Erstverdiinnung auf das Selektivmedium {iberimpft. Die Bebriitung erfolgt unter anaeroben Bedingun-
gen 24 h und 48 h bei 37 °C.

Es konnten Plattengussverfahren und Spatelplattenverfahren verwendet werden. Das Spatelplattenverfahren
wird als ausreichend angesehen, um das Vorliegen dieser Spezies nachzuweisen. In diesem Fall kénnte die
Beimpfung mit einer sterilen Ose (die ungefihr 10 ul des Produkts, der Verdiinnung oder der Suspension ent-
halt) erfolgen, um isolierte Kolonien zu erhalten, ohne nach dem Plattengussverfahren zu verfahren, das nor-
malerweise fiir die Zahlung verwendet wird.

Wird das Plattengussverfahren durchgefiihrt, sollten die folgenden Verfahrensschritte berticksichtigt werden.
Festes Selektivnahrmedium durch Plattengussverfahren, mit einer bestimmten Menge der Erstverdiinnung.
Beimpfung, unter den gleichen Bedingungen, mit Dezimalverdiinnungen der Erstverdiinnung. Die Platten wer-
den bei 37 °C aerob bebriitet und gegebenenfalls sowohl nach 24 h als auch nach 48 h untersucht. Die Angabe
des Ergebnisses erfolgt als Vorliegen oder Nichtvorliegen des betreffenden Keims in einer Priifmenge von 25 g
oder 25 ml.

5 Probenahme
Die Probenahme ist kein Bestandteil des in diesem Dokument festgelegten Verfahrens (siehe prEN 17702-13,
die sich mit dem betreffenden Produkt befasst). Liegt keine spezifische Internationale oder Europdische Norm

vor, wird den Vertragspartnern empfohlen, diesbeziiglich eine Vereinbarung zu treffen.

Es ist wichtig, dass das Labor eine Probe erhilt, die reprasentativ ist und wahrend des Transports oder der
Lagerung nicht verandert wurde.

6 Vorbereitung der Untersuchungsprobe
Die Erstverdiinnung wird aus mindestens 25 g oder 25 ml des gut gemischten Produkts und der entsprechen-

den Menge des Verdiinnungsmittels hergestellt, so dass sich ein Verdiinnungsverhéltnis von 1: 10 ergibt. So
wird sichergestellt, dass eine reprasentative Probe der Produktmaterialien erhalten wird.

7 Verfahren
7.1 Allgemeines
Nach der Probenvorbereitung, die spezifisch fiir mikrobielle Biostimulanzien ist, erfolgt der Nachweis von Sta-

phylococcus aureus. Es wird auf EN ISO 6888 verwiesen, um Staphylococcus aureus nach diesem Verfahren nach-
zuweisen.

3 In Vorbereitung.
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7.2 Verdiinnungsmittel

Siehe ENISO 6887-1 und die spezifische Norm, die sich mit dem zu analysierenden Produkt befasst.
7.3 Modifizierte Giolitti-Cantoni-Bouillon

Siehe AnhangA.

7.4 Baird-Parker-Agarmedium

Siehe Anhang A.

8 Gerite und Glasgerate

Ubliche Ausstattung eines mikrobiologischen Labors (fiir weitere Einzelheiten siehe EN IS0 7218:2007) und
insbesondere Folgendes:

8.1 Gerit zur Dampfsterilisation (Autoklav).
Vor der Sterilisation werden alle Gerate aus Glas und Metall, die im Autoklav zu sterilisieren sind, gereinigt.

Werden Volumenmessgerate aus Glas sterilisiert, ist die Genauigkeit der gemessenen Volumina regelmafdig zu
iberprifen.

Die Temperatur muss im gesamten Autoklav einheitlich sein. Er muss mit einem Thermostat und einem Ther-
mometer oder einem Temperaturaufzeichnungsgerat mit geeigneter Genauigkeit ausgestattet sein.

Er sollte mit einer Zeitanzeige, einem Programmgeber oder einer Zeitschaltuhr ausgestattet sein.
Nach der Sterilisation sollten die Glasgerate vor der Entnahme im Autoklav abkiihlen, um Risse zu vermeiden.

8.2 Brutschrank, der die beimpften Medien, Platten und R6hrchen innerhalb eines Temperaturbereichs von
35°C+1°Coder 37 °C+1°C aufrechterhalten kann.

8.3 Trocken- oder Brutschrank, der 25°C+1°C und 50 °C + 1 °C aufrechterhalten kann.

8.4 Wasserbad oder dhnliches Gerit, das 47 °C £ 2 °C aufrechterhalten kann.

8.5 Kulturréhrchen, Kolben oder Flaschen mit Schraubverschluss und geeignetem Fassungsvermogen,
fiir die Sterilisation und Lagerung von Ndahrmedien und die Bebriitung von fliissigen Medien; insbesondere
sterile Himolyserohrchen oder Rundbodenflaschen mit den ungefahren Abmessungen 10 mm x 75 mm.

8.6 Petrischalen, steril, aus Glas oder Kunststoff.

8.7 Glatter Impfdraht, bei Umgang mit pathogenen Bakterien bevorzugt, da er Spritzer vermeidet und das
Risiko einer Kreuzkontamination ausschliefdt.

8.8 Ausgliihgerit, zur Sterilisation von Metallimpfésen und glatten Impfdrahten.
8.9 Pasteurpipette

8.10 Messpipetten mit Vollablauf, Nennvolumen 1 ml, 2 ml und 10 ml, mit einer Skalenteilung von 0,1 ml,
0,1 ml bzw. 0,5 ml.

8.11 Ausstreicher, steril, aus Glas oder Kunststoff.
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8.12 pH-Messgerit, bei 25 °C auf 0,01 pH-Einheiten ablesbar, ermdglicht Messungen mit einer Genauigkeit
von 0,1 pH-Einheiten.

8.13 Paddle Blender zum Extrahieren und Spiilen von intakten Mikroben in eine Losung, die dann fiir nach-
geschaltete Analysen verwendet wird.

9 Vorgehensweise

9.1 Priifmenge, Erstverdiinnung und Verdiinnungen

9.1.1 Allgemeines

Siehe prEN 17708% und die spezifische Norm fiir das entsprechende Produkt.

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

— 25g der Probe werden in 225 ml gepuffertes Peptonwasser (BPW, en: buffered peptone water) gegeben
(xml oder x g der Priifmenge zu 9x ml Verdiinnungsmittel).

9.1.2 Feste Formulierungen

— Unmittelbar danach wird die gesamte Suspension in einem Paddle Blender 2 min lang bei h6chster Dreh-
zahl aufbereitet.

— Die gesamte Suspension wird in 2250 ml (90x ml) einfach konzentrierte modifizierte Giolitti-Cantoni-
Bouillon tiberfiihrt.

— Anschlief3end erfolgt die Bebriitung.
9.1.3 Fliissige Formulierungen

— Unmittelbar danach wird die gesamte Suspension in 2 250 ml (90x ml) einfach konzentrierte modifizierte
Giolitti-Cantoni-Bouillon tiberfiihrt.

— Anschlief3end erfolgt die Bebriitung.
9.2 Anreicherung und Isolierung

Die Erstverdiinnung wird 24 h + 2 h bei 37 °C anaerob bebriitet. Die Anaerobiose kann erreicht werden, indem
Paraffin auf die Suspension gegeben wird. Wird eine Schwarzfarbung oder ein schwarzer Niederschlag festge-
stellt, erfolgt als Nachstes die Beimpfung von selektiven Agarmedien. Wenn sich keine Schwarzfarbung ent-
wickelt hat, wird weitere 24 h+2h bei 37 °C bebriitet; anschlief}end werden die Baird-Parker-Agarplatten
beimpft.

Nach der Bebriitung werden 1,0 ml der Suspensionen mittels Plattengussverfahren auf Baird-Parker-Agar,
angereichert mit Kaninchenplasma/Fibrinogen (RPF), iiberimpft. Beim Spatelplattenverfahren werden 0,1 ml
der Suspensionen mit einer Ose auf Baird-Parker-RFP-Agar iiberimpft. Das Medium wird 24 h bis 48 h bei
37 °C bebriitet.

ANMERKUNG1  Liegt eine Storflora in hoher Konzentration vor, bildet sich moéglicherweise kein Hof aus. Es ist notwen-
dig, mehrere Verdiinnungen vorzunehmen, um gut abgegrenzte Kolonien zu erhalten.

4  In Vorbereitung.
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