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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prENISO 16387:2022) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC190 ,Soil quality” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 444 ,Umweltbezogene Charakterisierung fester
Matrices” erarbeitet, dessen Sekretariat vom NEN (Niederlande) gehalten wird.

Die vorbereitenden Arbeiten wurden von der Arbeitsgruppe , Effects on soil fauna“ (WG 2) des ISO/TC 190/SC 4
durchgefiihrt, deren Federfiithrung bei DIN (Sekretariat: Deutschland) lag.

Das zustandige deutsche Normungsgremium ist der Unterausschuss NA 119-01-02-04 UA , Biologische Verfah-
ren“ des Arbeitsausschusses NA 119-01-02 AA , Abfall- und Bodenuntersuchung (Koordinierung ISO/TC 190;
ISO/TC 275, CEN/TC 308, CEN/TC 444, CEN/SABE/ENV)“im DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW).

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

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

[SO 18400-206 sieche DINISO 18400-206
[SO 10390 sieche DINISO 10390

ISO 10694 siehe DINISO 10694
[SO11260 sieche DINENISO11260
[SO11272 sieche DINISO 11272
[SO11277 sieche DINISO 11277

[SO 11465 siehe DINISO 11465
[SO14240-1 sieche DINENISO 14240-1
ISO 15799 sieche DINISO 15799
Anderungen

Gegeniiber DIN ISO 16387:2014-05 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) Korrektur des Dampfdruckwertes zur Aktualisierung von Abschnitt1 gemaf den Empfehlungen der
ECHA/OECD;

b) Hinzufiigung einer Extraktionsmethode fiir Enchytraeide mit kolloidalem Siliziumdioxid in Anhang D, die
fiir Enchytraeus crypticus geeignet ist;

c) redaktionelle Uberarbeitung.
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 11260, Bodenbeschaffenheit — Bestimmung der effektiven Kationenaustauschkapazitdt und der
Basensdttigung unter Verwendung von Bariumchloridlésung

DIN EN ISO 14240-1, Bodenbeschaffenheit — Bestimmung der mikrobiellen Biomasse von Béden — Teil 1:
Substrat-induziertes Respirationsverfahren

DIN ISO 18400-206, Bodenbeschaffenheit — Probenahme — Teil 206: Entnahme, Behandlung und Lagerung
von Boden unter aeroben Bedingungen fiir die Beurteilung mikrobiologischer Prozesse sowie der Biomasse und
der Diversitdt unter Laboratoriumsbedingungen

DIN ISO 10390, Boden, behandelter Bioabfall und Schlamm — Bestimmung des pH-Wertes

DIN ISO 10694, Bodenbeschaffenheit — Bestimmung von organischem Kohlenstoff und Gesamtkohlenstoff nach
trockener Verbrennung (Elementaranalyse)

DIN ISO 11272, Bodenbeschaffenheit — Bestimmung der Trockenrohdichte

DINISO 11277, Bodenbeschaffenheit — Bestimmung der PartikelgréfSenverteilung in Mineralb6den —
Verfahren mittels Siebung und Sedimentation

DIN ISO 11465, Bodenbeschaffenheit — Bestimmung der Trockensubstanz und des Wassergehalts auf Grundlage
der Masse — Gravimetrisches Verfahren

DIN ISO 15799, Bodenbeschaffenheit — Anleitung zur ékotoxikologischen Charakterisierung von Béden und
Bodenmaterialien
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prENISO 16387:2022) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 190 ,Soil quality” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 444 ,Umweltbezogene Charakterisierung fester
Matrices” erarbeitet, dessen Sekretariat von NEN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen Umfrage vorgelegt.

Dieses Dokument wird EN ISO 16387:2014 ersetzen.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/DIS 16387:2022 wurde vom CEN als prENISO 16387:2022 ohne irgendeine Abdnderung
genehmigt.
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ISO Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler Normungsinsti-
tute (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird iiblicherweise von Tech-
nischen Komitees von ISO 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. Inter-
nationale staatliche und nichtstaatliche Organisationen, die in engem Kontakt mit ISO stehen, nehmen eben-
falls an der Arbeit teil. ISO arbeitet bei allen elektrotechnischen Normungsthemen eng mit der Internationalen
Elektrotechnischen Kommission (IEC) 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. Es sollten insbesondere die unter-
schiedlichen Annahmekriterien fiir die verschiedenen ISO-Dokumentenarten beachtet werden. Dieses Doku-
ment wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der 1SO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet (siehe
www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren kon-
nen. 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 erhaltenen Patenterklarungen (siehe www.iso.org/patents).

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname dient nur zur Unterrichtung der Anwender und bedeutet
keine Anerkennung.

Fiir eine Erlduterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung [SO-spezifischer Begriffe und
Ausdriicke in Bezug auf Konformitdtsbewertungen sowie Informationen dariiber, wie ISO die Grundsatze der
Welthandelsorganisation (WTO, en: World Trade Organization) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse
(TBT, en: Technical Barriers to Trade) berticksichtigt, sieche www.iso.org/iso/foreword.html.

Dieses Dokument wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 190, Soil quality, Unterkomitee SC 4, Biological cha-
racterization erarbeitet.

Diese dritte Ausgabe ersetzt die zweite Ausgabe (ISO 16387:2014), die technisch liberarbeitet wurde.
Die wesentlichen Anderungen im Vergleich zur Vorgingerausgabe sind folgende:

— Korrektur des Dampfdruckwertes zur Aktualisierung von Abschnitt1 gemafl den Empfehlungen der
ECHA/OECD;

— Hinzufiigung einer Extraktionsmethode flir Enchytraeide mit kolloidalem Siliziumdioxid in AnhangD, die
fiir Enchytraeus crypticus geeignet ist.

Riickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des

Anwenders gerichtet werden. Eine vollstandige Auflistung dieser Institute ist unter www.iso.org/members.
html zu finden.
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Einleitung

Okotoxikologische Priifsysteme werden angewendet, um Informationen iiber die Wirkungen von Verunreini-
gungen im Boden zu erhalten, und sie sind zur Ergdnzung der herkdmmlichen chemischen Analysen vorgese-
hen. ISO 15799 enthalt eine Aufstellung und eine kurze Charakterisierung der empfohlenen und genormten
Priifsysteme. Aquatische Priifsysteme mit Bodeneluat werden angewendet, um Informationen iiber den Anteil
der Verunreinigungen zu erhalten, die moglicherweise iiber den Wasserweg (Riickhaltefunktion von Boden)
das Grundwasser erreichen, wogegen terrestrische Priifsysteme zur Bewertung der Lebensraumfunktion der
Boden angewendet werden. Fiir das Letztere wird ein genormtes Priifsystem unter Verwendung von Enchytra-
eidae (Chronische Priifung mit Reproduktion als Endpunkt) vorgeschlagen.

Diese Internationale Norm beschreibt ein Verfahren, das auf der Bestimmung der subletalen Wirkungen der
verunreinigten Boden gegeniiber adulten Enchytraeidae der Gattung Enchytraeus basiert. Optional kann das
Verfahren zur Bewertung von Substanzen, die den Standardbdden (z. B. kiinstlicher Boden) zugefiigt wurden,
auf ihr subletales Gefahrdungspotential gegeniiber Enchytraeidae angewendet werden.

Bodenbewohnende Anneliden der Gattung Enchytraeus sind 6kologisch wichtig, d.h. sie kommen in vielen
Bdden vor, in denen Regenwiirmer selten auftreten, konnen jedoch auch hohe Populationsdichten in Bdden
aufweisen, die ebenfalls von Regenwiirmern bewohnt werden. Enchytraeidae kdnnen sowohl in Laboratori-
umsuntersuchungen als auch in Semi-Geldnde- und Freilanduntersuchungen eingesetzt werden. Unter prak-
tischen Gesichtspunkten ist die Handhabung und Zucht vieler Enchytraeus-Arten einfach, ihre Vermehrungs-
zeit ist erheblich kiirzer als die von Regenwiirmern [die Priifdauer eines Vermehrungstests mit Enchytraeidae
betrédgt vier bis sechs Wochen verglichen mit acht Wochen (12 Wochen einschliefilich Synchronisation) mit
Regenwiirmern]. Zusatzlich wird ein sehr viel geringeres Bodenvolumen im Vergleich zur bendtigten Menge
fiir die Priifung mit Regenwiirmern bendétigt.

Dieses Dokument wurde unter Bertiicksichtigung der durch die Organisation fiir wirtschaftliche Zusammenar-
beit und Entwicklung empfohlenen Priifverfahren (siehe [22], [25]) erstellt.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt eines der Verfahren zur Bewertung der Lebensraumfunktion von Béden und zur Bestim-
mung der Wirkung von Bodenverunreinigungen und Substanzen auf die Reproduktion von Enchytraeus sp. bei
Aufnahme iiber die Haut und durch die Nahrung in einer chronischen Priifung fest. Sie ist anwendbar fiir Boden
und Bodenmaterialien unbekannter Beschaffenheit, z. B. von verunreinigten Standorten, Béden nach der Sanie-
rung, landwirtschaftlichen oder anderen betroffenen Standorten und Abfallmaterialien.

Die Wirkungen der Substanzen werden mit einem Standardboden, vorzugsweise mit einem festgelegten kiinst-
lichen Bodensubstrat, bewertet. Bei verunreinigten Béden werden die Wirkungen im zu priifenden Boden und
in einem Kontrollboden bestimmt. Entsprechend der Zielsetzung der Untersuchung sind die Kontrolle und das
zur Verdiinnung verwendete Substrat (Verdiinnungsreihen des verunreinigten Bodens) entweder ein mit dem
zu priifenden Boden vergleichbarer, nicht verunreinigter Boden (Referenzboden) oder ein Standardboden (z. B.
kiinstlicher Boden).

Dieses Dokument gibt Informationen, wie dieses Verfahren zur Priifung von Substanzen unter gemafligten
Bedingungen anzuwenden ist.

Das Verfahren ist nicht auf Substanzen anwendbar, bei denen der Luft/Boden-Verteilungskoeffizient grofier als
1 ist, oder bei Substanzen, deren Dampfdruck bei 25 °C 300 Pa liberschreitet.

ANMERKUNG  Es kann nicht sichergestellt werden, dass die Priifsubstanz wahrend der gesamten Versuchsdauer stabil
bleibt.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente, die in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes zitiert werden, sind 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
(einschliefilich aller Anderungen).

[SO 18400-206, Soil quality — Sampling — Part 206: Collection, handling and storage of soil under aerobic
conditions for the assessment of microbiological processes, biomass and diversity in the laboratory

ISO 10390, Soil, treated biowaste and sludge — Determination of pH
[SO 10694, Soil quality — Determination of organic and total carbon after dry combustion (elementary analysis)

[SO 11260, Soil quality — Determination of effective cation exchange capacity and base saturation level using
barium chloride solution

IS0 11277, Soil quality — Determination of particle size distribution in mineral soil material — Method by
sieving and sedimentation

[SO 11465, Soil quality — Determination of dry matter and water content on a mass basis — Gravimetric
method

3 Begriffe

Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

31

Reproduktion

durchschnittliche Anzahl der Nachkommen je Priifgefaf} nach Inkubation unter den festgelegten Priifbedin-
gungen

Anmerkung 1 zum Begriff:  Die Priifdauer fiir die Bestimmung der Reproduktion (Hauptpriifung) betragt sechs Wochen.
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Anmerkung 2 zum Begriff:  Nachkommen = geschliipfte Jungtiere.

3.2

Reproduktionsrate

durchschnittliche Anzahl der Nachkommen, die bezogen auf die Anzahl von adulten Tieren liber die Priifdauer
produziert werden

Anmerkung 1 zum Begriff:  Die Priifdauer fiir die Bestimmung der Reproduktion (Hauptpriifung) betragt sechs Wochen.
Anmerkung 2 zum Begriff: = Nachkommen = geschliipfte Jungtiere.

3.3

ECx

Wirkungskonzentration fiir eine Wirkung von x %

Konzentration (Masseanteil) einer Substanz, die x % einer Wirkung an einem gegebenen Endpunkt innerhalb
einer gegebenen Kontaktzeit im Vergleich zur Kontrolle verursacht

BEISPIEL  Eine EC50 ist eine Konzentration, die eine Wirkung auf 50 % der exponierten Population an einem Endpunkt
der Priifung tiber eine festgelegte Kontaktzeit verursacht.

Anmerkung 1 zum Begriff:  Die ECx wird als ein Prozentwert des zu priifenden Bodens (Trockenmasse) je Bodenmi-
schung (Trockenmasse) angegeben. Wenn Substanzen gepriift werden, wird die ECx als Masse der Priifsubstanz je Tro-
ckenmasse des Bodens in Milligramm je Kilogramm angegeben.

3.4

LOEC, en: lowest observed effect concentration

geringste Konzentration, bei der eine Wirkung zu beobachten ist,

niedrigste Konzentration einer Priifsubstanz, die eine statistisch signifikante Wirkung zeigt (Wahrscheinlich-
keit p < 0,05)

Anmerkung 1 zum Begriff:  In dieser Priifung wird die LOEC als Masse der Priifsubstanz je Trockenmasse des zu prii-
fenden Bodens angegeben. Alle Priifkonzentrationen iiber der LOEC sollten iiblicherweise eine Wirkung zeigen, die sich
statistisch von der Kontrolle unterscheidet.

3.5

NOEC, en: no observed effect concentration

hochste Konzentration ohne statistisch signifikante Wirkung

hochste Konzentration einer Priifsubstanz, die gleich unterhalb der LOEC liegt, bei der keine Wirkung beob-
achtet wird

Anmerkung 1 zum Begriff:  In dieser Priifung zeigt die der NOEC entsprechende Konzentration keine statistisch signifi-
kante Wirkung (p < 0,05) iiber eine festgelegte Kontaktzeit im Vergleich zur Kontrolle.

3.6

Priifmischung

Mischung von verunreinigtem Boden oder Priifsubstanz (z. B. Chemikalie, Bio-Feststoffe, Abfall) mit dem Kon-
trollboden

3.7
Priifmischungs-Verhiltnis
Verhaltnis zwischen dem zu priifenden Boden und dem Kontrollboden in einer Prifmischung

3.8

Verunreinigung
Substanz oder Mittel, die bzw. das im Boden als ein Ergebnis menschlicher Tatigkeit vorhanden ist
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3.9

Referenzboden

nicht verunreinigter Boden, der vergleichbare Eigenschaften (Nahrstoftkonzentrationen, pH-Wert, Gehalt an
organischem Kohlenstoff und Gefiige) wie der zu priifende Boden aufweist

3.10

Standardboden

Freilandboden oder kiinstlicher Boden, dessen wesentliche Eigenschaften (pH-Wert, Gefiige, Gehalt an organi-
scher Substanz) innerhalb eines bekannten Bereichs liegen

BEISPIEL  Eurosoils, kiinstlicher Boden, LUFA-Standardboden.

Anmerkung 1 zum Begriff:  Die Eigenschaften des Standardbodens kénnen von denen des zu priifenden Bodens abwei-
chen.

3.11

Kontrollboden

Referenz- oder Standardboden, der als Kontrolle und als Medium fiir die Herstellung der Verdiinnungsreihen
mit den zu priifenden Béden oder einer Referenzsubstanz verwendet wird, der die Validitatskriterien erfiillt

Anmerkung 1 zum Begriff: ~ Bevor ein nattirlicher Boden fiir eine Hauptpriifung verwendet wird, ist es ratsam nachzu-
weisen, dass dieser fiir eine Priifung geeignet ist und die Validitatskriterien erfiillt.

4 Kurzbeschreibung

Es werden die Wirkungen auf das Uberleben und die Reproduktion von adulten Enchytraeidae (Enchytraeus
sp.), die einem Verdiinnungsbereich des verunreinigten Bodens oder einem Konzentrationsbereich einer Priif-
substanz ausgesetzt werden, bestimmt. Die Priifmischungen werden zu Priifbeginn hergestellt und innerhalb
des Priifzeitraumes nicht erneuert.

Die Priifung kann in zwei Stufen unterteilt werden: eine kurze Priifung (zwei Wochen) zur Eingrenzung von
Konzentrationsbereichen, mit der der Bereich toxischer Wirkung (im Wesentlichen die Mortalitdt) bestimmt
wird, und eine Langzeit-Hauptpriifung (sechs Wochen), mit der das Uberleben parentaler Wiirmer und die
Fekunditit (Anzahl an Jungtieren) ermittelt werden. Die aus den Priifungen erhaltenen Ergebnisse werden
mit einer Kontrolle verglichen und fiir die Bestimmung der Verdiinnungen oder Konzentrationen verwendet,
die keine Wirkungen auf die Biomasse, Mortalitdat und Reproduktion (NOEC) hervorrufen und fiir die Konzen-
tration (Verdiinnung), die x % Reduzierung der aus den Kokons geschliipften juvenilen Tiere verglichen mit
der Kontrolle (ECx, 42 d) ergibt.

Alle Priifverdiinnungen/-konzentrationen oberhalb der LOEC weisen eine schadigende Wirkung auf, die gleich
oder grofder ist, als die bei der LOEC beobachteten Wirkung. Besteht keine Vorkenntnis iiber die voraussicht-
lich wirksame Verdiinnung/Konzentration der Priifsubstanz, ist es zweckmafig, den Versuch in zwei Schritten
durchzufiihren:

— ein Versuch zur akuten Toxizitat (Prifung zur Ermittlung des Konzentrationsbereichs) wird durchgefiihrt,
um eine Angabe zur wirksamen Verdliinnung/Konzentration zu erhalten, und der Verdiinnung/Konzentra-
tion die keine Mortalitiat (NOEC) ergibt. AnschliefSend konnen die fiir die Hauptpriifung zu verwendenden
Verdiinnungen/Konzentrationen ausgewahlt werden;

— die Hauptprifung in Bezug auf die Reproduktion zur Bestimmung der subletalen Wirkungen (der Ver-
diinnungen) des verunreinigten Bodens oder der Konzentration einer Substanz, die nach gleichméafiigem
Einmischen in den Standardboden zu keinen signifikanten Wirkungen auf die Anzahl der aus den Kokons
geschliipften Nachkommen im Vergleich zur Kontrolle (NOEC) zeigt sowie der niedrigsten wirksamen Kon-
zentration (LOEC).

ANMERKUNG  Die Verwendung eines geeigneten Referenzbodens ist eine erforderliche Bedingung, um den Status der
Priifpopulation nachzuweisen und Fehlinterpretation der Ergebnisse zu vermeiden.
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5 Reagenzien und Materialien

5.1 Biologisches Material, empfohlene Priifspezies ist Enchytraeus albidus Henle 1837 (Weif3er Topfwurm,
Enchytraeidae, Oligochaeta, Annelida). E. albidus ist einer der grofdten Vertreter, 15 mm bis 40 mm Koérper-
lange, und ist weltweit verbreitet (siehe z. B. [21], [33]). Er kann durch zwei Merkmale leicht erkannt werden:
Vier Borsten je Biindel an der Bauchseite sowie der sehr lange Samenkanal im Clitellarbereich und einige Seg-
mente dahinter. Die Art wird in marinen, limnischen und terrestrischen Habitaten, oft in Ansammlungen orga-
nischen Materials (Seetang, Kompost) und nur selten in Wiesen gefunden. Diese breite 6kologische Toleranz
sowie die morphologische Variabilitiat deuten darauf hin, dass diese Art wahrscheinlich in verschiedenen Ras-
sen (oder Okotypen) vorkommt. E. albidus ist kommerziell als Fischfutter im Handel erhéltlich. Es sollte festge-
stellt werden, ob die Kultur durch andere, meist kleinere Arten verunreinigtist (siehe z. B.[7], [10], [34]). Wenn
eine Verunreinigung der Kultur auftritt, miissen alle Wiirmer in einer Petrischale mit Wasser aufgeschwemmt
werden. Mit Hilfe eines Binokulars sind dann grofde, adulte Individuen von E. albidus zu Beginn einer neuen
Zucht auszuwdahlen. Alle Wiirmer der urspriinglichen Kultur sind zu entsorgen. E. albidus kann leicht in einer
Vielzahl organischer Materialien geziichtet werden (siehe Anhang A) und hat einen kurzen Generationszyklus
mit Erreichen der Geschlechtsreife zwischen 33 d (bei 18 °C) und 74 d (bei 12 °C). Nur Tiere, die mindestens
fiinf Wochen (d. h. einen Generationszyklus) ohne Probleme gehalten wurden, diirfen fiir eine Priifung verwen-
det werden.

Andere Arten der Gattung Enchytraeus, besonders die im Boden lebende, aber kleinere Art E. crypticus
Westheide & Graefe 1992 oder E. buchholzi Vejdovsky 1879 sind ebenfalls als Priiforganismen geeignet (siehe
Anhang B). Wenn andere Arten der Gattung Enchytraeus verwendet werden, miissen diese eindeutig bestimmt
werden. Die Griinde, die fiir ihre Auswahl entscheidend waren, sollten genannt sowie alle Abweichungen von
diesem Priifverfahren in diesem Fall aufgezeichnet werden.

Die in der Priifung eingesetzten Wiirmer sollten adult mit Eiern (weifse Punkte) im Clitellarbereich sein und
sollten ungefahr die gleiche Grofie (etwa 15 mm fiir E. albidus) haben. Eine Synchronisation der Zucht ist nicht
notwendig. Die Enchytraeidae sollten in den Referenzboden, den Standardboden oder in dem unbehandelten
kiinstlichen Bodensubstrat mindestens 24 h vor Priifbeginn unter Priifbedingungen akklimatisiert werden.
Wahrend dieser Zeit sollte das gleiche Futter wie spater in der Prifung in ausreichender Menge verwendet
werden.

Fiir eine Priifung sollte ohne genauere Beobachtung eine Anzahl an adulten Wiirmern, die grof3er als die spater
notwendige Anzahl ist, aus den Zuchtboxen entnommen werden. Am Ende der Akklimatisierungsphase werden
nur Tiere mit Eiern, die keine Verhaltensauffalligkeiten zeigen (z. B. nicht versuchen, das kiinstliche Bodensub-
strat zu verlassen), verwendet. Fiir die Auswahl werden die Tiere in eine mit etwas Wasser gefiillte Petrischale
libertragen. Mit Hilfe eines Binokulars sind dann Tiere ohne Eier auszusondern. Nach Méglichkeit sollte dabei
ein Stfdwasser-Medium (z. B. kiinstliches Wasser nach [24]) verwendet werden, da demineralisiertes oder Lei-
tungswasser (letzteres z. B. wegen seines Kupfergehalts) die Enchytraeidae schadigen kénnen. Wahrend dieser
Auswahl sind alle anderen in den Zuchten vorkommenden Tiere, wie Milben, ebenfalls zu entfernen.

ANMERKUNG  Ein Beispiel fiir die Zuchtbedingungen fiir Enchytraeus sp. ist in Anhang A gegeben.

5.2 Priifmischungen, die aus einem im Freiland entnommenen Boden oder Kontrollboden mit Zugabe einer
Priifsubstanz bestehen kdnnen.

5.2.1 Freilandboden oder Abfall

Die Probe(n) kann (kdnnen) ein im Freiland entnommener Boden von einem industriellen, landwirtschaftli-
chen oder einem anderen Standort mit Priifanlass sein oder aus Abfallmaterialien (z. B. Baggergut, kommuna-
ler Schlamm aus einer Klaranlage, Kompostmaterial oder Stalldung) bestehen, die fiir eine mogliche Landde-
ponie in Betracht kommen.

Die Freilandbdden fiir die Priifung sind durch ein Sieb mit einer Maschenweite von 4 mm zu geben, um grob-
kornige Anteile zu entfernen. Falls notwendig, kann der Boden vor dem Sieben ohne Erwarmung luftgetrock-
net werden. Die Lagerung der zu priifenden Boden sollte so kurz wie moglich sein. Der Boden muss nach
[SO 18400-206 in Behéltern gelagert werden, die die Verluste der Bodenverunreinigungen durch Verfliichti-
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gung und Sorption in die Behalterwande gering halten. Der pH-Wert des Bodens sollte nicht gedndert werden,
da dies die Bioverfiigbarkeit der Bodenverunreinigungen beeinflussen kann.

Fiir die Auswertung der Priifergebnisse miissen die folgenden Eigenschaften fiir jede von einer Freilandflache
entnommene Bodenprobe bestimmt werden:

a) pH-Wertnach ISO 10390;

b) Gefilige (Sand, Lehm, Schluff) nach ISO 11277;
c) Wassergehalt nach ISO 11465;

d) Wasserhaltekapazitdt nach Anhang C;

e) Kationenaustauschkapazitdt nach ISO 11260;

f) organischer Kohlenstoff nach ISO 10694.
ANMERKUNG  Es ist wichtig, die Wasserhaltekapazitat aller bei der Priifung verwendeten Mischungen zu messen.

5.2.2 Kontrollboden, entweder a) Referenzboden (3.9) oder b) Standardboden (3.10), der die Anwesenheit
von Enchytraeidae erlaubt (es miissen mindestens die Validitatskriterien erfiillt sein). Kontrollboden und der
Boden fiir die Verdiinnungsreihen diirfen sich in der gleichen Priifung nicht unterscheiden (entweder a) oder

b)).

a) Sind Referenzbdden von nicht verunreinigten Flachen in der Ndhe eines verunreinigten Standortes verfiig-
bar, sollten sie wie die zu priifenden Béden behandelt und charakterisiert werden. Wenn eine toxische Ver-
unreinigung oder ungewohnliche Bodeneigenschaften nicht ausgeschlossen werden kénnen, sollten Stan-
dardkontrollboden bevorzugt werden.

b) Fiir die Priifung der Wirkungen von Substanzen, die in den Boden eingemischt werden, sind Standardbdden
(z. B. kiinstlicher Boden, LUFA) als Priifsubstrat zu verwenden. Die Eigenschaften des im Freiland entnom-
menen Standardbodens miissen aufgezeichnet werden.

Das als ,kiinstlicher Boden“ bezeichnete Substrat kann als ein Standardboden verwendet werden und besitzt
die folgende Zusammensetzung:

Massenanteile in % bezogen auf

Trockenmasse
— Fein gemahlener Sphagnum-Torf ohne sichtbare Pflanzenreste 10%
— Kaolin, mit mindestens 30 % Kaolinit 20%

— Industrie-Quarzsand (hauptsachlich Feinsand, der zu mehr als 50 % 69 %
eine Korngréfie von 0,05 mm bis 0,2 mm aufweist)

Um einen pH-Wert auf 6,0 + 0,5 einzustellen, sind etwa 0,3 % bis 1,0 % Calciumcarbonat (CaCO3, pulverisiert,
analysenrein) notwendig.

ANMERKUNG1  Unter Beriicksichtigung der Eigenschaften hochunpolarer (log K,, > 2) oder ionisierender Substanzen
hat sich erwiesen, dass 5 % Torf die gewiinschte Struktur des kiinstlichen Bodens aufrechterhalten [22].

Der kiinstliche Boden ist mindestens drei Tage vor Priifbeginn herzustellen, in dem die vorstehend aufgefiihr-
ten Bestandteile in einem groflen Labormischer durchmischt werden. Ein Teil des erforderlichen deionisier-
ten Wassers ist wahrend des Mischens hinzuzufiigen. Die erforderliche Menge an Calciumcarbonat kann sich
abhangig von den Eigenschaften der einzelnen Charge des Sphagnum-Torfes &ndern und sollte unmittelbar vor
der Priifung durch Messung von Teilproben bestimmt werden. Der gemischte kiinstliche Boden ist fiir mindes-
tens zwei Tage zu lagern, um den Sduregehalt ins Gleichgewicht zu bringen. Zur Bestimmung des pH-Wertes
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und der maximalen Wasserhaltekapazitdt ist der trockene kiinstliche Boden durch Zugabe von deionisiertem
Wasser fiir einen oder zwei Tag(e) vor der Prifung anzufeuchten, bis die Halfte des erforderlichen Wasseran-
teils von 40 % bis 60 % der maximalen Wasserhaltekapazitit erreicht ist.

Die gesamte Wasserhaltekapazitdt wird entsprechend Anhang C bestimmt und der pH-Wert nach 1SO 10390.
ANMERKUNG2  Das zum Einbringen der Priifsubstanz in den Boden bendtigte Wasser sollte berticksichtigt werden.
5.3 Futter

Haferflocken, moglichst autoklaviert (erhitzen ist auch moglich), um Verunreinigungen der Zucht mit anderen
Organismen zu vermeiden, sind besonders geeignet [33]. Zu Priifbeginn werden 50 mg gemahlene Haferflo-
cken je Priifgefafs in das Priifsubstrat eingemischt (nach Applikation der Priifsubstanz, aber vor Zugabe der
Wiirmer); bei weiteren Fiitterungen werden 25 mg je Priifgefafd und Woche (aufder nach 28 d) nur auf die Ober-
flache des Prifsubstrats aufgestreut, um Stérungen der Wiirmer zu vermeiden. Da die benétigte Futtermenge
in den verschiedenen Gefafden variieren kann, sollte die Fiitterung dem Bedarf angepasst werden (d. h. Uber-
fiitterung muss vermieden werden). Einige Bodenpartikel sollten auf die Oberflache der Haferflocken gelegt
werden, um das Wachstum von Pilzen zu behindern.

5.4 Reagenzien

5.4.1 Bengalrot.

5.4.2 Ethanol.

5.4.3 Borsdure, geeignet als Referenzsubstanz.

6 Gerate

Ubliche Laborausstattung und folgende.

6.1 Priifgefif3, 0,201 bis 0,251, Durchmesser (z.B. 5cm), der eine Fiillhohe von 1,5cm bis 2 cm Boden
erlaubt, mit Deckel (z.B. Glas oder geldcherte Kunststofffolie). Die Becher enthalten kiinstliches Boden-
substrat, das einer Trockenmasse von 20 g entspricht und miissen als Priifgefafie geeignet sein. Die Deckel
miissen einen Gasaustausch zwischen Bodensubstrat und Atmosphére erlauben.

6.2 Trockenschrank.

6.3 Binokular.

6.4 Waagen mit einem Wagebereich von 50 g bis 32 kg; Wagung mindestens auf 1 g.

6.5 Analysenwaage mit einem Wégebereich von 10 mg bis 200 g; Wagung mindestens auf 1 mg.

6.6 pH-Messgerit.

6.7 Temperaturmessgerite (z. B. Temperatur-/Feuchte-Rekorder).

6.8 Belichtungsmesser.

6.9 Mixer.

6.10 Brutschrank oder ein kleiner Raum mit Klimakontrolle.

6.11 Federstahlpinzette, Haken, Schlingen oder schmale Biirsten.

6.12 Photoschalen mit gewelltem Boden.
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7 Priifbedingungen

Die Priifgefafde (6.1) sind wéhrend der Priifung fiir zwei Wochen (Vorpriifung) oder sechs Wochen (Haupt-
prifung) mit Deckeln abzudecken, um das Austrocknen des Priifsubstrats zu verhindern. Die Priiftemperatur
muss (20 = 2) °C betragen; hohere Temperaturen konnen die Reproduktion beeintrachtigen. Die Priifung wird
unter Langtag-Bedingungen bei einem Hell-Dunkel-Zyklus von vorzugsweise 16 h zu 8 h bei 400 Ix bis 800 Ix
am Standort der Priifgefafde durchgefiihrt, so dass die Wiirmer gehindert werden aus dem Boden zu fliichten.

Die Prifgefafie werden zu Priifbeginn und danach wochentlich gewogen. Der Wasserverlust ist mit einer ent-
sprechenden Menge an deionisiertem Wasser auszugleichen. Dieser Verlust kann durch Aufrechterhaltung
einer hohen Luftfeuchtigkeit (>80 %) im Brutschrank (6.10) minimiert werden. Alle Priifgefafie sind inner-
halb des Brutschranks oder Raums in wochentlich zu wechselnder zufilliger Anordnung aufzustellen.

Zu Beginn und am Ende der Vorpriifung und Hauptpriifung sollten jeweils der Wassergehalt und der pH-Wert
gemessen werden. Zur Vereinfachung der Uberpriifung des pH-Wertes und des Wassergehalts des Priifsub-
strats wird die Verwendung eines zusatzlichen Gefafdes (Wiederholung) fiir jede Konzentration und Kontroll-
probe empfohlen.

8 Durchfiihrung
8.1 Priifaufbau
8.1.1 Allgemeines

Eine Probe des unter Freilandbedingungen entnommenen Bodens kann sowohl mit einer einzelnen Konzen-
tration (liblicherweise 100 %) gepriift oder hinsichtlich der Toxizitdt in einer Priifung mit Mehrfachkonzen-
trationen bewertet werden, wobei eine Reihe von Konzentrationen (Verdiinnungen) durch Mischen abgemes-
sener Mengen mit einem Kontrollboden (5.2.2) hergestellt wird. Abhdngig von der Kenntnis heranziehbarer
Wirkungsschwellen kann eine Priifung zur Ermittlung des Konzentrationsbereichs der Hauptpriifung voraus-
gehen. Jede Hauptpriifung besteht aus einer Reihe von Bodenmischungen (Priifgliedern). Jedes Priifglied ist
mindestens viermal zu wiederholen.

8.1.2 Priifung zur Ermittlung des Konzentrationsbereichs

Eine Prifung zur Ermittlung des Bereichs des Mischungsverhiltnisses, das sich auf die Enchytraeidae
auswirkt, ist optional. Falls es notwendig ist, den fiir die Hauptpriifung verwendeten Konzentrationsbereich
(Verdiinnungen) zu bestimmen, ist eine Priifung zur Ermittlung des Konzentrationsbereichs (Akutprii-
fung) in einem grofien Konzentrationsbereich (Verdiinnungen) des verunreinigten Bodens durchzufiihren
z.B. 0%-1%-5%-25%-50%-75%-100%, oder der Priifsubstanz, z.B. 0 mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg,
100 mg/kg, 1000mg/kg (die Konzentrationen werden in Milligramm der Priifsubstanz je Kilogramm
des trockenen Standardbodens (5.2.2) angegeben) und eine Kontrolle wird mit 10 Wiirmern je Gefaf3
durchgefiihrt.

Die Priifung zur Ermittlung des Konzentrationsbereichs wird ohne Wiederholung durchgefiihrt.
8.1.3 Hauptpriifung

Der Aufbau der Hauptpriifung hingt von den Priifzielen ab. Ublicherweise werden die Lebensraumeigenschaf-
ten eines im Freiland beprobten Bodens dadurch ermittelt, dass die biologischen Auswirkungen fiir den (die)
zu priifenden Boden (Bdden) mit denen in einem Referenzboden, oder falls letzterer nicht verfiigbar bzw. auf-
grund von Toxizitat oder untypischen physikochemischen Eigenschaften nicht geeignet ist, mit den Auswir-
kungen in einem Standardboden verglichen werden. Die fiir den Standardboden ermittelten Ergebnisse helfen
bei der Unterscheidung der von der Verunreinigung ausgehenden Wirkungen von denjenigen, die, verursacht
durch die physikochemischen Bodeneigenschaften nicht von der Verunreinigung ausgehen. Ungeachtet des-
sen, ob ein Referenzboden oder Standardboden fiir die statistischen Vergleiche verwendet wird, dienen die
Ergebnisse mit dem Standardboden zur Beurteilung der Giiltigkeit und Eignung der Priifung [14].
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[st fiir Charakterisierungszwecke ein Priifaufbau erforderlich, der Verdiinnungsreihen einschlief3t, sind drei
Konzepte moglich (die Konzentrationsabstufungen diirfen den Faktor 2 nicht iberschreiten):

— Bei der Vorgehensweise mit NOEC sollten mindestens fiinf Konzentrationen in einer geometrischen Reihe
verwendet werden. Fiir jede Konzentration werden vier Wiederholungen zuziiglich acht Kontrollen emp-
fohlen.

— Bei der Vorgehensweise mit ECx sollten 12 Konzentrationen verwendet werden. Fir jede Kon-
zentration werden zwei Wiederholungen zuziiglich sechs Kontrollen empfohlen. Der Faktor der
Konzentrations-abstufungen kann variabel sein; kleiner bei geringeren Konzentrationen, grofier bei
hoheren Konzentrationen.

— Bei der gemischten Vorgehensweise sollten sechs bis acht Konzentrationen in einer geometrischen Reihe
verwendet werden. Fiir jede Konzentration werden vier Wiederholungen sowie mindestens acht Kontrollen
empfohlen. Diese gemischte Vorgehensweise ermdglicht sowohl eine NOEC- als auch eine ECx-Bewertung.

Eine Grenzwertpriifung kann ausreichend sein, wenn in der Priifung zur Ermittlung des Konzentrationsbe-
reichs keine toxische Wirkung beobachtet wurde. Bei der Grenzwertprifung werden nur der zu priifende
Boden ohne jegliche Verdiinnung (oder zu priifender Boden vs. Kontrollboden) und der Kontrollboden mit
jeweils mindestens vier Wiederholungen gepriift.

Falls der zu priifende Boden Eigenschaften besitzt, die sich wesentlich von den iiblichen Standard- Kontroll-
boden (z.B. OECD kiinstlicher Boden oder LUFA 2.2 Boden) unterscheiden, zum Beispiel ein recht niedriger
oder hoher pH-Wert oder sehr niedrige oder hohe Anteile an organischem Material oder Lehmanteil, ist es
unbedingt notwendig, einen Referenzboden mit dhnlichen Eigenschaften zu haben. In dem Fall kann die Kon-
trolldurchfiihrung der Enchytraeidae weniger gut als ,liblich“ sein und die Qualitdtspriifung ist auf Grundlage
des Referenzbodens nicht moglich. Zur Bewertung der Toxizitdt des zu priifenden Bodens ist es jedoch wich-
tig, solch einen Referenzboden zu haben, der auch zur Herstellung von Verdiinnungsreihen des zu priifenden
Bodens verwendet werden kann. Zur Bewertung der Priifqualitdt ist es in solch einem Fall dufderst wichtig,
einen Referenzboden und einen Standardboden einzubeziehen.

8.2 Herstellung der Priifmischungen
8.2.1 Priifung des verunreinigten Bodens

Entsprechend dem gewahlten Verdiinnungsbereich ist der zu priifende Boden griindlich mit dem Referenzbo-
den oder Standardboden zu durchmischen (entweder manuell oder mit einem Handmischer). Die Homogenitat
der Mischung ist visuell zu iberpriifen. Die Gesamtmasse des zu priifenden Bodens und des Referenz- oder des
Standardbodens muss in jedem Priifgefaf3 (6.1) 20 g (Trockenmasse) betragen. Die Priifmischung ist mit deio-
nisiertem Wasser so anzufeuchten, dass 40 % bis 60 % der gesamten Wasserhaltekapazitit, bestimmt nach
Anhang C, erreicht wird. In einigen Fillen, wenn z. B. Abfallmaterialien gepriift werden, sind hohere Prozent-
anteile erforderlich. Das kann leicht iiberpriift werden, indem das Substrat in der Faust zusammengedriickt
und beobachtet wird, ob zwischen den Fingern Wasser austritt.

Am Anfang und am Ende der Priifung ist fiir jede Prifmischung (ein Gefaf3 je Konzentration) der pH-Wert nach
[SO 10390 zu bestimmen (den pH-Wert nicht einstellen).

WARNUNG — Verunreinigte Béden konnen unbekannte Gemische von toxischen, mutagenen oder auf
andere Art schadlichen Chemikalien oder infektiose Mikroorganismen enthalten. Berufliche Gesund-
heitsrisiken konnen durch Staub oder verdunstete Chemikalien sowie iiber Hautkontakt wiahrend der
Handhabung und Inkubation auftreten.

8.2.2 Priifung von dem Priifsubstrat zugegeben Substanzen

Fiir jedes Priifgefaf3 (6.1) muss die Masse des verwendeten Substrates 20 g (Trockenmasse) entsprechen. Als
Priifsubstrat ist Standardboden (5.2.2) zu verwenden. Die Substanzen werden dem Priifsubstrat zugefiigt und
griindlich eingemischt.
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Fiir die Zugabe der Priifsubstanzen sind entweder Verfahren a), b) oder c) entsprechend anzuwenden:
a) wasserlosliche Substanzen

Unmittelbar vor Priifbeginn ist die Prifsubstanzmenge, die fiir die Wiederholungen jeder Konzentration erfor-
derlich ist, in Wasser (oder in der zur Befeuchtung des Bodens erforderlichen Menge) zu 16sen, um die Anfor-
derungen von 5.2.2 zu erfiillen. Das Wasser ist sorgfaltig mit dem Boden zu vermischen, bevor dieses in ein
Priifgefafd eingeftllt wird.

b) Substanzen, die in Wasser unloslich, aber in organischen Losemitteln 16slich sind

Die zum Erhalt der gewiinschten Konzentration erforderliche Menge der Priifsubstanz ist in einem fliichtigen
Losemittel (z. B. Aceton oder Hexan) zu 16sen und mit einem Anteil des erforderlichen Quarzsandes zu ver-
mischen. Das Gefaf ist unter einen Abzug zu stellen, bis das Losemittel verdunstet ist. Anschlief3end sind der
restliche Boden und das Wasser zuzufiigen und sorgfaltig zu vermischen, bevor die Mischung in die Priifgefaf3e
eingefiillt wird.

ANMERKUNG  Wenn die Priifsubstanz nur schwer wasserldslich ist, kann sie mittels Ultraschalldispersion, organischen
Losemitteln, Emulgatoren oder Dispergenzien geldst werden. Bei Verwendung solcher Tréagerstoffe sollten alle Priifkon-
zentrationen sowie eine zusatzliche Kontrolle die gleiche Mindestmenge Tragerstoff enthalten.

WARNUNG — Geeignete Vorsichtsmafdnahmen sind zu treffen, um beim Umgang mit Losemitteldidmp-
fen Gefahren durch Inhalation oder Explosion und Schiden an den Extraktionsgeraten, Pumpen usw.
zu vermeiden.

c) in Wasser oder organischen Losemitteln unldsliche Substanzen

Bei einer in einem fliichtigen Losemittel unldslichen Substanz ist eine Mischung aus 10 g fein gemahlenem
Industrie-Quarzsand (siehe 5.2.2) und der fiir die gewiinschte Konzentration erforderlichen Priifsubstanz-
menge herzustellen. Diese Mischung, der restliche Boden (5.2.2) und das Wasser sind in die Priifgefafde (6.1)
einzufiillen und sorgfaltig zu vermischen.

Die zur Ermittlung der LOEC/NOEC gewahlten Konzentrationen basieren auf den Ergebnissen der Priifung zur
Ermittlung des Konzentrationsbereichs. Die Konzentrationsabstufungen diirfen den Faktor 2 nicht tiberschrei-

ten.

In das Substrat eingemischte Substanzen brauchen in Konzentrationen tiber 1 000 mg/kg Priifsubstratmasse
nicht gepriift zu werden.

Die Priifung ist gleichzeitig mit der fiir die gewahlte Versuchsanordnung erforderlichen Anzahl von Wiederho-
lungen fortzusetzen (siehe 8.1.3).

Am Anfang und am Ende der Priifung ist fiir jede Prifmischung (ein Gefaf3 je Konzentration) der pH-Wert nach
[SO 10390 zu bestimmen (den pH-Wert nicht einstellen).

8.2.3 Vorbereitung der Kontrollgefifde

Das Kontrollgefafd enthalt den Kontrollboden (5.2.2), der mit deionisiertem Wasser so angefeuchtet ist, dass
40 % bis 60 % der Wasserhaltekapazitat (bestimmt nach Anhang C) erreicht werden.

Ein Kontrollgefafs ist fiir die Priifung zur Ermittlung des Konzentrationsbereichs und mindestens vier bis acht
Kontrollgefafde sind in Abhangigkeit vom Priifverfahren vorzubereiten (siehe 8.1.3).

Die Kontrollgefafse sind ebenso wie die Priifgefafie vorzubereiten. Erfordert die Vorbereitung der Priifung die

Verwendung eines Losemittels (siehe 8.2.2), ist eine zusatzliche Kontrolle mit dem Losemittel, jedoch ohne die
Priifsubstanz vorzubereiten. Die Gefafde sind, wie in 6.1 angegeben, abzudecken.
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