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Anwendungswarnvermerk

Dieser Norm-Entwurf mit Erscheinungsdatum 2019-11-29 wird der Offentlichkeit zur Priifung und
Stellungnahme vorgelegt.

Weil die beabsichtigte Norm von der vorliegenden Fassung abweichen kann, ist die Anwendung dieses Entwurfs
besonders zu vereinbaren.

Stellungnahmen werden erbeten

- vorzugsweise online im Norm-Entwurfs-Portal von DIN unter www.din.de/go/entwuerfe bzw. fiir Norm-
Entwiirfe der DKE auch im Norm-Entwurfs-Portal der DKE unter www.entwuerfe.normenbibliothek.de,
sofern dort wiedergegeben;

- oder als Datei per E-Mail an naw@din.de méglichst in Form einer Tabelle. Die Vorlage dieser Tabelle kann im
Internet unter www.din.de/go/stellungnahmen-norm-entwuerfe oder fiir Stellungnahmen zu Norm-
Entwiirfen der DKE unter www.dke.de/stellungnahme abgerufen werden;

- oder in Papierform an den DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW), 10772 Berlin, Saatwinkler
Damm 42/43, 13627 Berlin.

Die Empfanger dieses Norm-Entwurfs werden gebeten, mit ihren Kommentaren jegliche relevanten
Patentrechte, die sie kennen, mitzuteilen und unterstiitzende Dokumentationen zur Verfiigung zu stellen.
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Nationales Vorwort

Der Text von ISO 18763:2016 wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 190 ,Soil quality“ der
Internationalen Organisation fiir Normung (ISO) erarbeitet und als prEN ISO 18763:2019 durch das
Technische Komitee CEN/TC 444 ,Priifverfahren fiir die umweltbezogene Charakterisierung fester Matrices”
iibernommen, dessen Sekretariat von NEN (Niederlande) gehalten wird.

Das zustdndige deutsche/nationale Normungsgremium ist der Unterausschuss NA 119-01-02-04 UA
,Biologische Verfahren“im DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlief3en, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die
Nutzungsbedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafien auch fiir den
englischen Text.

Flir die in diesem Dokument zitierten internationalen Dokumente wird im Folgenden auf die
entsprechenden deutschen Dokumente hingewiesen:

[SO 5725-2 siehe DIN ISO 5725-2
[SO 10993-10:2010 siehe DIN EN ISO 10993-10:2010-12
[SO 11074:2015 siehe DIN ENISO 11074:2015-11
[SO 11269-1 siehe DIN EN ISO 11269-1
[SO 11269-2 siehe DIN EN ISO 11269-2
[SO 11274 siehe DIN EN ISO 11274
ISO 17512-2 siehe DIN ISO 17512-2
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Europdisches Vorwort

Der Text von ISO 18763:2016 wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 190 ,Soil quality“ der
Internationalen Organisation fiir Normung (ISO) erarbeitet und als prEN ISO 18763:2019 durch das
Technische Komitee CEN/TC 444 ,Priifverfahren fiir die umweltbezogene Charakterisierung fester Matrices”
iibernommen, dessen Sekretariat von NEN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.
Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO 18763:2016 wurde von CEN als prENISO 18763:2019 ohne irgendeine Abdnderung
genehmigt.
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Vorwort

[SO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler
Normungsorganisationen (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird
tiblicherweise von Technischen Komitees von ISO durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an
einem Thema hat, flir welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee
vertreten zu sein. Internationale staatliche und nichtstaatliche Organisationen, die in engem Kontakt mit ISO
stehen, nehmen ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet bei allen elektrotechnischen Themen 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
unterschiedlichen Annahmekriterien fiir die verschiedenen ISO-Dokumentenarten beachtet werden. Dieses
Dokument 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
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 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 Erlauterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung ISO-spezifischer Begriffe und
Ausdriicke in Bezug auf Konformitdtsbewertungen sowie Informationen dartiber, wie ISO die Grundséitze der
Welthandelsorganisation (WTO, en: World Trade Organization) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse
(TBT, en: Technical Barriers to Trade) beriicksichtigt, siehe www.iso.org/iso/foreword.html.

Dieses Dokument wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 190, Soil quality, Unterkomitee SC 4, Biological
methods, erarbeitet.
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Einleitung

Die okotoxikologische Priifung von Priifbdden oder von auf dem Boden zu beseitigenden Abfillen ist
erforderlich, um das aus Bodenverunreinigung oder der Beseitigung von Abfallen, wie z. B. Klarschlamm auf
Ackerland, resultierende potentielle Risiko fiir die Umwelt zu beurteilen. Es ist auch erforderlich, die
Bodenbeschaffenheit nach der Sanierung von Industriegeldnden zu liberwachen. Daher wurde eine sehr
praktische und schnelle Keim- und Wachstumspriifung entwickelt, die auf der Keimung von Samen und dem
Wachstum von Sdmlingen unter kontrollierten Umgebungsbedingungen beruht.

Die Untersuchung, die keine Vorbehandlung der Samen erfordert, wird in ,transparenten Priifplatten”
durchgefiihrt, die vertikal inkubiert werden, damit die Wurzeln und die Sprosse der gekeimten Samen
gesehen werden konnen. Nach einer Einwirkungsdauer von 72 h wird ein Bild der transparenten Priifplatten
aufgenommen und kann ,durch Bildanalyse” in Bezug auf mehrere Endpunkte analysiert werden, wie z. B.
den Prozentsatz der Samenkeimung und Liange der Wurzeln und Sprosse. Um der Variabilitit der
Empfindlichkeit der Pflanzenarten Rechnung zu tragen, werden die Untersuchungen mit den Samen von drei
Pflanzenarten durchgefiihrt: eine einkeimblattrige (Monokotyle) (Sorghum saccharatum) und zwei
zweikeimblattrige (Dikotyle) (Lepidium sativum und Sinapis alba).

Ein Hauptvorteil dieser Priifung besteht darin, dass nach dem Aufnehmen und Speichern der Bilder der
Priifplatten die Messungen durch Bildanalyse auf einen geeigneten Zeitpunkt verschoben werden kénnen.

Als Negativkontrollen koénnen Referenz- oder Standardbdden verwendet werden, wie zum Beispiel
kiinstlicher ISO-Standardboden nach ISO 11269-1 und ISO 11269-2.

Handelstibliche Samen mit einer Haltbarkeit von mehr als einem Jahr ermdglichen die Anwendung dieser
Priifung zu jeder Jahreszeit.

In zwei internationalen Ringversuchen wurde nachgewiesen, dass die Priifung zu guten Ergebnissen fiihrt.

In einer betrachtlichen Anzahl von Studien werden Daten zur Anwendung dieser Priifung auf verschiedene
Arten von Boden und Bodenmaterialien mit verschiedenen Pflanzenarten berichtet.
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1 Anwendungsbereich

Die vorliegende Internationale Norm beschreibt eine Verfahren zur Bestimmung der Wirkungen von Boden
und bodendhnlichen Materialien auf die Samenkeimung und das friithe Wachstum hoéherer Pflanzen. Diese
Endpunkte sind niitzliche Indikatoren fiir die Beurteilung der Qualitat eines Bodens als Lebensraum fiir
Organismen. Diese Internationale Norm ist auf alle Boden anwendbar, in denen Bodenorganismen aktiv sind,
und darf zur Bewertung von Folgendem angewendet werden:

— der Wirkungen auf Pflanzen aufgrund der Toxizitdt von festen oder fliissigen Chemikalien, die den
Boden oder Materialien (Kompost, Schlamm, Abfille) verunreinigen, und Chemikalien, die dem Boden
zugegeben werden;

— der Anderungen der Wirkung des Bodens auf Pflanzen nach Sanierungsmafinahmen.

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 (einschlieRlich aller Anderungen).

ISO 11269-1, Soil quality — Determination of the effects of pollutants on soil flora — Part 1: Method for the
measurement of inhibition of root growth

ISO 11269-2, Soil quality — Determination of the effects of pollutants on soil flora — Part2: Effects of
contaminated soil on the emergence and early growth of higher plants

[SO/TS 20281, Water quality — Guidance on statistical interpretation of ecotoxicity data

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

31
kiinstlicher Boden
Gemisch aus Sand, Kaolinit, Torf und Calciumcarbonat, hergestellt nach ISO 11269-1 und ISO 11269-2

3.2

Kontrollboden

Referenz- oder Standardboden, der als Kontrolle und als Medium zur Herstellung von Verdiinnungsreihen
mit den Priifboden oder einer Referenzsubstanz verwendet wird

3.3

Referenzboden

nicht verunreinigter standortspezifischer Boden (z.B. in der Nihe eines verunreinigten Standortes
entnommen), der ahnliche Eigenschaften (N&hrstoffkonzentration, pH-Wert, Gehalt an organischem
Kohlenstoff und Struktur) aufweist wie der Priifboden
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3.4

Standardboden

im Feld entnommener Boden oder kinstlicher Boden, dessen wesentliche Eigenschaften (z.B. pH-Wert,
Struktur, Gehalt an organischer Substanz) innerhalb eines bekannten Bereichs liegen

Anmerkung 1 zum Begriff: Die Eigenschaften des Standardbodens konnen sich von denen des Priifbodens
unterscheiden.

BEISPIEL Euro-Béden [1], kiinstlicher Boden [2], LUFA-Boden1.

3.5

Priifboden

entweder ein natiirlicher oder ein kiinstlicher sauberer (schadstofffreier) Boden, der mit der Priifsubstanz
angereichert wurde, oder ein verunreinigter natiirlicher Boden (ein Standortboden) [5]

3.6
Saatauflauf
Erscheinen eines sichtbaren Keimlings oberhalb der Oberflache des Abdeckmaterials

[QUELLE: ISO 17126:2005, 3.1, modifiziert]

3.7
Keimung
Erscheinen einer Wurzel mit einer Lange von mindestens 1 mm

3.8

Reinwasser

Wasserqualitat, die zum Beispiel durch einfache Destillation, durch Entionisierung, durch Ultrafiltration oder
durch Umkehrosmose erzeugt wird [5].

3.9
Wurzellinge
Lange der Wurzel vom Samen bis zur Wurzelspitze

3.10
Sprosslange
Lange des nach oben wachsenden Teils, vom Samen bis zur Spitze

3.11

Wassersittigung

Wassergehalt, den ein Boden in ungestorter Lagerung maximal gegen die Schwerkraft speichern kann,
konventionell angegeben als Wassergehalt zwei bis drei Tage nach voller Wassersattigung

[QUELLE: ISO 11074:2015, 2.1.5 Feldkapazitit, modifiziert]

3.12
wassergesittigter Boden
Boden, der seinen maximalen Wassergehalt erreicht hat

1 Euro-Boden, kiinstlicher Boden und LUFA-Boden sind Beispiele fiir geeignete handelsiibliche Produkte. Diese
Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung
dieser genannten Produkte durch ISO.
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3.13

Wasserriickhaltevermogen

Masse des Wassers, das aus dem mit Wasser gesattigten Boden verdampft, wenn der Boden bei 105 °C bis
zur Massekonstanz getrocknet wird, dividiert durch die Trockenmasse des Bodens [7]

3.14

Negativkontrolle

beliebige(s) gut beschriebene(s) Material oder Substanz, das/die, wenn nach einem bestimmten Verfahren
gepriift, die Eignung des Verfahrens zur Erzielung einer reproduzierbaren, in geeignetem Mafde negativen,
nicht reaktiven oder minimalen Reaktion im Priifsystem nachweist

[QUELLE: ISO 10993-10:2010, 3.12, modifiziert]

3.15

prozentuale Wirkung

prozentuale Abnahme der Samenkeimung und des Wachstums der Pflanzenwurzeln und/oder -sprosse im
Priifboden im Vergleich zum Kontrollboden

4 Kurzbeschreibung

Dieses Verfahren vergleicht die Keimung der Samen und das friihe Wachstum von ein- und
zweikeimblattrigen Pflanzen in einem Priifboden und/oder einer Reihe von Gemischen mit einem
Kontrollboden. Das vorliegende Verfahren darf auch zur Priifung von Kompost, Schlamm oder Abfillen
angewendet werden.

Die Samen von einer einkeimblattrigen Pflanze, wie z.B. Sorghum saccharatum (L.) Moench, und zwei
zweikeimblattrigen Pflanzen, wie z. B. Lepidium sativum L. und Sinapis alba L., werden unter kontrollierten
Bedingungen dem Priifmaterial ausgesetzt. Nach (72 +1)h wird die Anzahl der gekeimten Samen
aufgezeichnet und die Lange der Wurzeln der Priifpflanzen im Priifboden und im Kontrollboden gemessen.

Wenn unterschiedliche Samenarten verwendet werden, darf die Liange der Inkubationsdauer in
Abhéangigkeit von der Keimzeit der Samen und der Wachstumsgeschwindigkeit der Wurzeln angepasst
werden.

Flir die Priifung werden spezifische flache und schmale transparente Priifplatten (6.3) verwendet, die aus
zwei Kammern bestehen, von denen die untere hydratisierten Boden enthalt.

Samen der ausgewdhlten Priifpflanzen werden in gleichem Abstand in der Ndhe des Mittelstegs der
Prifplatte (6.3) auf einem auf der Oberseite des hydratisierten Bodens befindlichen schwarzen Filtrierpapier
(6.5) angeordnet.

Nach dem Schlieflen der Priifplatten (6.3) mit dem zugehorigen transparenten Deckel werden die
Prifplatten vertikal in einem Halter (6.4) angeordnet und (72 + 1) h bei (25 + 1) °C inkubiert.

Am Ende der Inkubationsdauer kann die Lange jeder Wurzel (und jedes Sprosses, falls gewilinscht) direkt mit
einem Lineal gemessen und aufgezeichnet werden.

Alternativ wird ein ,digitales” Bild der Priifplatten (6.3) mit den gekeimten Pflanzen (entweder mit einer
Digitalkamera, einer Webcam (Netzkamera) oder einem Flachbett-Papierscanner) zur Speicherung in einer
Computerdatei aufgenommen. Die anschliefienden Messungen der Wurzelldnge werden mittels Bildanalyse
durchgefiihrt. Die Analysen zur Keimung und zum Wurzelwachstum kénnen dann sofort durchgefiihrt oder
auf einen geeigneten Zeitpunkt verschoben werden.

ANMERKUNG  Die gleiche Verfahrensweise kann auch bei der Messung der Sprosshohe, falls gewtiinscht, angewendet
werden. Die Berechnung des Verhaltnisses Spross-/Wurzelldnge ist ein moglicher zusatzlicher Wirkungsparameter.
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5 Reagenzien, Priiforganismen und Medien
5.1 Wasser.

Reinwasser mit einer Leitfdhigkeit unter 10 puS/cm.

5.2 Priiforganismen.

Die Priiforganismen sind Samen von einer einkeimblattrigen Pflanze, wie z. B. Sorghum saccharatum (L.)
Moench, und zwei zweikeimblattrigen Pflanzen, wie z. B. Lepidium sativum L. und Sinapis alba L.

Untersuchungen wurden nicht nur mit den drei in 5.2 angegebenen Pflanzenarten durchgefiihrt, sondern
auch mit anderen einkeimblattrigen und zweikeimblattrigen Pflanzenarten. Eine Zusammenfiithrung dieser
veroOffentlichten Studien ist in Anhang A angefiihrt.

Mit Insektiziden und/oder Fungiziden gebeizte Samen sollten vermieden werden.
5.3 Kontrollboden.

Als Kontrollboden konnen entweder Referenz- oder Standardbdden verwendet werden, wenn in diesen
Bdden ein ungehindertes Wachstum der Priifpflanzen erwartet werden kann.

Beim Vergleich des Wurzellingenwachstums in Béden von bekannter und unbekannter Beschaffenheit
sollten der Kontrollboden und der zu untersuchende Boden derselben Gefiigeklasse angehdren und
hinsichtlich aller anderen Aspekte, mit Ausnahme des Vorliegens der zu untersuchenden Chemikalien oder
Verunreinigungen, so dhnlich wie praktisch moglich sein. Tatsachlich kénnen signifikante Unterschiede in
den Bodenkennwerten, mit Ausnahme des Vorliegens von Verunreinigungen, zu Unterschieden in der
Wurzelldnge und somit zu falsch positiven Priifergebnissen fiihren.

Alternativ darf kinstlicher Boden nach ISO 11269-1 und ISO 11269-2 verwendet werden. Das als
JKiinstlicher Boden“ bezeichnete Substrat hat folgende Zusammensetzung:

Prozentualer Anteil
bezogen auf die
Trockenmasse
fein gemahlener Sphagnum-Torf ohne sichtbare Pflanzenreste 10 %
Kaolin, der mindestens 30 % Kaolinit enthalt 20%
Industrie-Quarzsand (hauptsachlich Feinsand, der zu mehr als 50 % eine 69 %
Korngréfie von 0,05 mm bis 0,2 mm aufweist) 0

ANMERKUNG  Wie in ISO 11269-1 angegeben, haben sich 5 % Torf zum Aufrechterhalten der gewtinschten Struktur
des kiinstlichen Bodens als hinreichend erwiesen (bei einer entsprechenden Erhéhung des prozentualen Anteils von
Sand auf 75 %). Ein geringerer prozentualer Anteil von Kaolin (10 % anstelle von 20 %) liegt zudem sehr nahe am
Tongehalt von LUFA 2.2 und ist somit reprisentativer fiir einen natiirlichen Boden. Deshalb wird die folgende
Zusammensetzung des kiinstlichen Bodens empfohlen: 5 % Torf, 10 % Kaolin und 85 % Sand.

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

Documents
Document Sharing)Hub

Full document details: E DIN EN ISO 18763:2020-01


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-18763-2020-01
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-18763-2020-01

E DIN EN ISO 18763:2020-01 - Entwurf -
prEN ISO 18763:2019 (D)

6 Priifeinrichtung und Materialien

6.1 Inkubator oder Raum mit Temperaturregelung, geeignet zum Aufrechterhalten der festgelegten
Bedingungen bei (25 + 1) °C.

6.2 Digitalkamera, Webcam oder Flachbett-Papierscanner, um Bilder der Priifplatten mit den
gekeimten Samen zur Speicherung in einer Computerdatei aufzunehmen.

6.3 Priifplatten, transparente Platten aus Polyvinylchlorid (PVC).

Die Prifplatten bestehen aus einem Unterteil, das durch einen Mittelsteg in einen oberen Teil und einen
unteren Teil getrennt ist, und einem flachen Deckel. Priifplatten kdnnen mit Hilfe einer transparenten
PVC-Platte und kleinen rechteckigen Staben ,handgefertigt* werden, wie in Anhang B beschrieben.

Alternativ kénnen handelsiibliche? Priifplatten verwendet werden. Der untere Teil dieser Priifplatten ist

dafiir vorgesehen, etwa 90 cm3 Priifboden aufzunehmen. Die letzteren Priifplatten haben auf beiden Teilen
an der Seite kleine rechteckige Vertiefungen, um die Platten durch ein einzigartiges Klick-System dicht zu
verschliefden. Die Prifplatten miissen mit einem Etikett versehen werden, um die Besonderheiten jeder
Priifplatte (Bodenart, Samenart, Nummer der Parallelprobe) aufzuzeichnen.

L L
L U

L] [
[ [J

Bild 1 — Priifplatte mit Vertiefungen auf der Seite zum dichten Verschlief3en der Platte

2 Die von MicroBioTests Inc. Mariakerke-Gent, Belgien, gelieferten Priifplatten sind Beispiele fiir geeignete
handelsiibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieser Internationalen Norm
und bedeutet keine Anerkennung dieser genannten Produkte durch ISO.
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6.4 Priifplattenhalter, Halter aus Karton fir die vertikale Inkubation von jeweils sechs Priifplatten (6.3).
6.5 Schwarze Filtrierpapiere, rechteckige schwarze Filtrierpapiere hoher Reinheit (z.B. 85 g/m?2,
0,17 mm dick, Filtriergeschwindigkeit 45 s), die auf den unteren Teil der Priifplatte passen und auf die

Oberseite des Boden in der unteren Kammer der Priifplatten gelegt werden (6.3).

6.6 Mikrosieb-Zylinder, kleiner Kunststoffzylinder, der am Boden mit einem Nylongewebe ausgestattet
ist, zur Bestimmung des dem Priifboden zuzugebenden Wassers.

6.7 Mikropipette mit breiter Offnung, Mikropipette aus Kunststoff, die mit dem Mikrosieb-Zylinder (6.6)
zur Bestimmung des dem Priifboden zuzugebenden Wassers zu verwenden ist.

6.8 Sieb, Sieb mit einer Maschenweite von 2 mm zum Sieben des Priifbodens vor der Verwendung fiir die
Untersuchungen.

6.9 Diinner Spatel, Handwerkzeug mit einer diinnen Klinge, das zum Mischen des Priifbodens mit Wasser
verwendet wird.

6.10 Flacher Spatel, Handwerkzeug mit einer breiten, flachen Klinge, das zum Verteilen und Ebnen des
Priifbodens in der unteren Kammer der Priifplatten (6.3) verwendet wird.

6.11 Pinzette, kleines zangendhnliches Werkzeug fiir die Handhabung der Samen.

7 Behandlung und Vorbereitung von Proben

7.1 Bodenproben
Die Untersuchungen werden mit wassergesattigten Béden zu Beginn der Priifungen durchgefiihrt.
7.1.1 Bestimmung des Wasserriickhaltevermogens

Der wassergesattigte Boden kann durch Hinzufligen des geeigneten Volumens an Reinwasser zur
Bodenmasse erhalten werden, wobei das Wasserriickhaltevermégen bestimmt wird.

7.1.2  Alternatives Verfahren zur Bestimmung des in die Priifplatten zur Hydratation von
luftgetrockneten Boden hinzuzufiigenden Wasservolumens

Ein einfaches und schnelles alternatives Verfahren kann zur Bestimmung des zu luftgetrockneten Boden in
den Prifplatten (6.3) hinzuzufiigenden Wasservolumens angewendet werden.

Filir den in 5.3 empfohlenen kiinstlichen Boden wurde die Menge an Wasser, die zur Hydratation hinzugefiigt
werden musste, experimentell bestimmt. Auf der Grundlage eines Verhaltnisses Wasser/Boden (auf einer
Volumen:Volumen-Basis) von 0,39 miissen 35 ml Reinwasser zu den 90 cm3 Kontrollboden in der
Priifplatte (6.3) hinzugefiigt werden.

Fiir andere Kontrollboden muss die Menge an Wasser, die zur Hydratation hinzugefligt werden muss, nach
dem im nachsten Absatz fiir Proben von Priifboden angefiihrten Verfahren experimentell bestimmt werden.

Proben von Priifbéden miissen zuerst luftgetrocknet werden, dann wird der trockene Boden durch ein Sieb
(6.8) gesiebt, um das gesamte grobe Material zu entfernen.

ANMERKUNG  Die Lufttrocknung ist nur an einer getrennten Bodenprobe zur anschlief;enden Bestimmung des den
Prifplatten zuzugebenden Wasservolumens erforderlich.
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50 ml Reinwasser und 90 cm3 Priifboden werden in einem Becherglas mit Hilfe eines diinnen Spatels (6.9)
griindlich vermischt. Nach 1 min bis 2 min erscheinen zwei Schichten: der hydratisierte Boden und eine
Wasserschicht dartiber.

Der Mikrosieb-Zylinder (6.6) wird senkrecht in das Becherglas bis zur Oberfldche des hydratisierten Bodens
abgesenkt und dann etwas weiter nach unten, so dass er beginnt, sich mit Uberstand zu fiillen.

Mit der Mikropipette mit breiter Offnung (6.7) wird das Wasser im Mikrosieb abgesaugt und in einen
Messzylinder tiberfiihrt.

Der Mikrosieb-Zylinder (6.6) wird erneut in das Becherglas eingebracht und etwas weiter nach unten
gedriickt, damit er zusatzliches Wasser aus dem Boden aufnimmt. Das riickgewonnene Wasser wird erneut
in den Messzylinder tiberfiihrt und die vorherigen Handhabungen werden wiederholt, bis kein Wasser mehr
aus dem Boden austritt.

Es wird berechnet, wie viel Wasser fiir eine vollstindige Hydratation des Priifbodens benotigt wurde. Dieses
Volumen (Vsat) ist das Volumen an Wasser, das urspringlich zum Boden hinzugefiigt wurde (= 50 ml),
minus das Volumen des lberstehenden Wassers (S), das im Messzylinder zuriickgewonnen wurde,
(Vsat =50 — S).

8 Durchfiihrung

Die nachstehend beschriebene Verfahrensweise ist fiir die Verwendung von 90 cm3 Boden in den
Prifplatten (6.3) vorgesehen.

Bei der Beurteilung der Dosis-Wirkungs-Beziehung an einer unbekannten festen Probe muss eine
vollstandige Priifung durchgefiihrt werden, die eine Reihe von Gemischen des Kontrollbodens mit der Probe
(z. B. Kompost, Schlamm, Abfdlle) umfasst. Die Verdiinnungen miissen innerhalb einer geometrischen Reihe
mit einem Trennquotienten von héchstens 2,0 hergestellt werden (siehe ISO 11269-1). In Ubereinstimmung
mit dem gewdhlten Verdliinnungsbereich wird der Priifboden griindlich mit dem Referenzboden oder dem
Standardboden gemischt (entweder mit der Hand oder mit einem Handmischer). Die Homogenitit des
Gemisches wird visuell gepriift. Fiir alle sich ergebenden Verdiinnungen muss das den Priifplatten (6.3)
zuzugebende Volumen an Wasser experimentell bestimmt werden (7.1.2).

8.1 Priifverfahren zur Bestimmung der Wirkungen von verunreinigten Béden

8.1.1 Zugabe von Kontrollboden und Priifboden zu den Priifplatten und Hydratation der Boden
8.1.1.1 Kontrollboden

Wenn der kiinstliche Boden (5.3) als Kontrolle verwendet wird, werden 90 cm3 Kontrollboden (5.3) in die
untere Kammer einer Priifplatte (6.3) gegeben, dann werden langsam 35 ml Reinwasser iiber die gesamte

Oberflache des Kontrollbodens in der Priifplatte getropft.

Wird ein anderer Kontrollboden verwendet, wird die experimentell bestimmte Menge an Wasser (7.1.2)
hinzugefigt.

Es wird 1 min bis 2 min gewartet, damit das Wasser den Boden vollstdndig hydratisiert.

Mit dem Spatel mit flacher Klinge (6.10) wird der nasse Boden gleichmafiig {iber die gesamte Oberflache der
unteren Kammer der Priifplatte (6.3) geebnet, um eine Schicht von gleichméfiiger Tiefe zu erhalten.

Die vorherigen Arbeitsablaufe werden fiir alle Priifplatten (6.3) mit Negativkontrollen wiederholt (= neun
Prifplatten).
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8.1.1.2 Priifboden

90 cm3 gesiebter Priifboden werden in die untere Kammer einer Priifplatte (6.3) gegeben, dann wird der
Priifboden wie vorstehend fiir den Kontrollboden angefiihrt durch Tropfen eines Volumens an Reinwasser
gleich Vsat (7.1.2) auf die Oberfliche des Bodens in der Priifplatte hydratisiert und mit dem Spatel mit
flacher Klinge (6.10) geebnet.

Die vorherigen Arbeitsabldufe werden fiir alle anderen Platten mit Priifboden wiederholt (= neun
Priifplatten).

ANMERKUNG  An alternatives Verfahren zur wiederholten Messung eines Volumens von 90 cm3 Boden in einem
Messgefif besteht darin, die Masse des Priifbodens zu bestimmen, die 90 cm3 entspricht, und derartige Massen fiir die
Uberfithrung in die entsprechenden Priifplatten (6.3) vorzubereiten.

8.1.2 Einbringen der Samen

Auf den hydratisierten Boden wird in allen Priifplatten (6.3) ein schwarzes Filtrierpapier (6.5) gelegt, um das
Einschliefien von Luftblasen unter dem Filter zu vermeiden, und 1 min bis 2 min gewartet, bis das Filter
vollstandig nass ist.

Die Untersuchung wird an drei Parallelproben mit drei verschiedenen Samen durchgefiihrt. Das bedeutet,
dass drei Priifplatten (6.3) mit Kontrollboden und drei Priifplatten mit Priifboden mit jeder Samenart
,beimpft“ werden miissen.

Mit Hilfe einer Pinzette (6.11) werden 10 Samen von derselben Priifpflanze genommen und in gleichem
Abstand voneinander und etwa 1 cm vom Mittelsteg der Priifplatte (6.3) entfernt in einer Reihe auf das
schwarze Filterpapier (6.5) gelegt.

Das Deckelteil der Priifplatte wird auf das Unterteil gelegt, die Priifplatte wird dicht verschlossen und
beschriftet, indem die Besonderheiten der Priifung (Bodenart, Samenart, Nummer der Parallelprobe)

angegeben werden.

Die vorherigen Arbeitsabldufe werden fiir alle Samen fiir die drei Kontroll-Priifplatten und die drei
Parallelproben mit Priifboden wiederholt.

8.1.3 Inkubation der Priifplatten

Die sechs Priifplatten (6.3), die mit den gleichen Samen ,beimpft“ sind, (drei mit Priifboden und drei mit
Kontrollboden) werden vertikal in einem Priifplattenhalter (6.4) angeordnet.

Dieser Arbeitsablauf wird fir die anderen beiden Samen wiederholt.

Die drei Priifplattenhalter (6.4) mit den entsprechenden Priifplatten (6.3) werden im Inkubator (6.1)
angeordnet und (72 + 1) h bei (25 %+ 1) °C inkubiert.

ANMERKUNG  Licht scheint wéahrend der kurzen Inkubationszeit (drei Tage) keinen Einfluss auf die Keimung der

Samen oder das Wachstum der Wurzeln zu haben. Es wird daher empfohlen, wéhrend der Priifdauer keine Beleuchtung
im Inkubator vorzusehen.

8.1.4 Bildaufnahme
Das Bild der Priifplatten am Ende der Einwirkungsdauer kann entweder mit einer Webcam, einer

Digitalkamera oder einem Flachbett-Papierscanner aufgenommen werden. Das Bild muss in eine Datei auf
einem Computer iibertragen werden.
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Fiir die nachfolgenden Analysen kann eine beliebige Art von Bildanalyseprogramm angewendet werden,
vorausgesetzt, es ermdglicht Lingenmessungen.

ANMERKUNG Ein bequemes und praktisches Bildanalyseprogramm ist ,Image]“, das direkt aus dem Internet
heruntergeladen werden kann (http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html).

9 Messung

Samtliche Messungen sollten innerhalb von (60 + 10) min nach dem Ende der Einwirkungsdauer erfolgen
oder sie konnen durch Bildaufnahme (8.1.4) der Priifplatten (6.3) auf einen geeigneten Zeitpunkt
verschoben werden.

9.1 Zahlen der Anzahl der gekeimten Samen

Die Anzahl der gekeimten Samen, N, in den Priifplatten (6.3) wird gezahlt und der Zahlenwert wird im
Ergebnisblatt ,Einzeldaten“ eingetragen.

9.2 Messung der Wurzellingen der gekeimten Samen

9.2.1 Messung aller Wurzelldngen in jeder Priifplatte

9.2.1.1 Verfahren fiir die direkte visuelle Lingenmessung

Ein gekeimter Samen wird auf ein schwarzes Blatt Papier iiberfiihrt.

Mit Hilfe der Pinzette (6.11) wird die Wurzel lang gezogen und deren Lange LR wird mit einem Lineal auf
einen Millimeter gemessen. Die Zahlenwerte fiir alle Wurzeln werden im Ergebnisblatt ,Einzeldaten”
eingetragen.

Die Verfahrensweise wird fiir alle Samen einer Priifplatte (6.3) und fiir alle Priifplatten wiederholt.

Die gleiche Verfahrensweise darf zur Messung der Sprosshohe angewendet werden; in diesem Fall kann das
Verhaltnis Spross-/Wurzelldnge berechnet werden.

9.2.1.2 Verfahren zur Bildanalyse der Lingenmessung
Das Bildanalyseprogramm, das die Durchfiihrung von Langenmessungen ermoglicht, wird geoffnet.

Die Datei mit den gespeicherten Bildern der Priifplatten (6.3) wird gedffnet und eines der gespeicherten
Bilder wird ausgewahlt.

Die Messeinheit fiir die Langenmessung der Wurzeln (in Millimeter) wird nach den Anweisungen des
Bildanalyseprogramms kalibriert.

Die Messung der Liange LR wird an allen Wurzeln der gekeimten Samen in den Priifplatten (6.3)
durchgefiihrt, jede Lange LR wird im Ergebnisblatt ,Einzeldaten” eingetragen (siehe Tabelle 1).

Diese Arbeitsablaufe werden fiir alle Priifplatten (6.3) wiederholt.
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