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Chat lugng dat - Anh hudng cia cac chit 6 nhiém lén giun
dat (Eisenia fetida) - Xac dinh do doc cap tinh bang cach
str dung nén dat nhan tao

Soil quality - Effects of Pollutants on earthworms (Eisenia fetida) -

Determination of acute toxicity using artificial substrate.

3.1.

3.2.

Pham vi ap dung
Tiéu chuin nay quy dinh phuong phdp xdc dinh do doc t6i da ctia cdc chat doi véi giun
dat - (Eisenia fetida) qua da va qua chat dinh dudng bang cdch sir dung mot chat nén
nhan tao. Phuong phdp nay khong dp dung cho cdc chat dé bay hoi tdc 1a nhitng chat
ma gié tri H (hang s6 Henry) hoac hé s riéng phan khong khi/nude 16n hon 1 hodc cho
céc chat c6 4p suat hoi 16n hon 0,0133 Pa ¢ 25°C.
Phuong phap nay khong tinh dén kha nang phan huy cua chat thu.
Tiéu chuan trich dan.
Nhitng tiéu chudn sau day st dung cling véi tiéu chudn nay. Vi céc tiéu chuin duoc
soat xét lai mot cach thudng xuyén, nén khuyén khich sir dung nhiing tiéu chuan mdéi
nhat.
ISO 11274: - Chat lugng dat - Xac dinh dac tinh gitt nuéc - Phuong phap phong thi
nghiém.
ISO 11461: - Chat luong dat - X4c dinh ham lugng nuéc clia dat trén co s& thé tich -
Phuong phap khéi lugng.
Dinh nghia
Tiéu chudn ndy sir dung cdc dinh nghia sau day:
LC 50: nong do gay chét trung binh: 1a nong do ban dau ctia chat thir giét chét 50%
s0 sdc vat dem thir trong qua trinh thir.
NOEC (n6ng do khong quan sat thiy hiéu ing): nong do cao nhét cta chat thir ma tai
d6 khong quan sat thiy hiéu ting lam chét hoac cac hiéu ung khac (nhu lam giam
trong luong).
Chii thich: Cd hai dai lwong LC 50 va NOEC déu dugc biéu dién bdng miligam cia chdt thit trén
kilogam (khoi luong kho) ciia chdt nén dem thir (5.2).
Nguyén tac
Xac dinh s6 phan tram tr vong cua giun dit da trudng thanh (loai Eisenia fetida) trong
mau dat xdc dinh chita chat thir & cdc nong do khac nhau sau 7 ngay va 14 ngay. Chat
thir dugc dua vao mot 1an va qué trinh thir dugc hoan thanh khong cin phai bo sung
chét thir nong do chit thir duge tinh bang miligam chat thir trén 1 kilogam chat nén
kho dem thir.
Nhitng két qua thu dugc tir nhitng phép thir dugc so sdnh v6i miu chuin va duge dung
dé danh gia nong do gay nén s6 tlr vong 50%r giun dat (LC 50, 14 ngay) .
Chii thich: Cloaxetamit la mot chdt so sanh thich hop.
Qua trinh thir trai qua hai budc:
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5.2.

6.

6.1.

6.2.

7.

7.1.

Phép thir so bo: Phép thir nay cho gia tri gan ding vé nong do tuong ing véi su tiéu
diét hoan toan va su khong gay tir vong. Nhitng két qua nay duoc dung dé xac dinh
khoang nong do cho phép thu cua.
- Phép thir cua xac dinh nhiing nong do gay tlr vong gitta 10% va 90%; nhiing so6 liéu
nay cho két qua cudi cling.
Khong thir cac chat  nong do cao hon 1000mg cho 1 kg chat nén kho.
Néu phép thlr so bo chi rd khong ¢ tlr vong thi khong can thuc hién phép thir ctia
cung.
Thudc thu
Nguyén liéu sinh vat
Nguyén liéu sinh vat 1a giun dat trudng thanh thudc loai Eisenia fetida it nhat hai
thang tudi v6i khoi lugng uét gitta 300mg va 600mg.
Chii thich: Loai Eisenia fetida hién ¢6 2 phdn loai ma mot s6 nha phdn loai xem nhu la loadi riéng
biét: Eisenia fetida va Eisenia, andrei. Chiing giong nhau vé hinh thdi hoc nhung mot loai Eisenia
fetida (E. fetida) c6 soc ngang hodc ddi ddc trung trén cdc phdn dot con lai kia E. fetida andrei
(E.andrei) lai khong cé ddc diém nay nhung lai ¢6 dom mau dd nhat. Cé thé sit dung dvoc cd hai
phan loai(loai).
Céc con giun dat dugc chon cho thir nghiém phai dat dén mot chimng muc dong déu
vé kich thudc va trong Iugng. Trude khi thir cAn phai rita chiing bang nuéc uong.
Chii thich: K7 thudt mdu vé nuoi duong Eeseia fetida duoc chi ra & phu luc A.
Chat nén thu
Mbi chau thuy tinh (6.1) ding mot luong chét nén 1a 500g (khdi lugng kho) .
Chat nén dugc goi 1a “dat nhan tao” c6 cac thanh phan sau:
Phan tram tinh theo khdi luong kho:

- Than bun xay min va khong thay vét tich thuc vat: 10%
- bat sét Caolinit chita khong it hon 30% caolinit: 20%
- Cét thach anh cong nghiép (cat min la chu yéu véi trén: 70%

50% cac hat c6 kich thude 0,05 mm dén 0,2 mm);

- Thém mot luong du canxi cacbonat da dugc nghién nhd va cé do tinh khiét phan
tich dé dua pH clia chit nén da dugc lam 4m dén bang 6,0 + 0,5 (thudng khoang
0,5% khai luong cta thanh phan kho).

Chat nén s& duoc 1am 4m béng nuGc da duoc loai ion hodc bing nuéc cat dé dat duoc
40% - 60% kha nang gilt nudc toan phan cua dat, xac dinh theo ISO 11274.
Xéc dinh ham luong nudc chita trong chat nén theo ISO 11461
Chii thich: Cho phép ding bdt ki loai nudc nao dé dva chdt thit vao ddt.
Thiét bi
Thiét bi thong thuong cua phong thi nghiém.
Chau thuy tinh, m6i chau cho méi thi nghiém, dung tich khoang 1 lit dén 2 lit, day
khong kin dé€ dam bao su trao d6i giita mdi truong thir va khong khi
Thiét bi dé x4c dinh khoi lugng kho ctia chat nén theo ISO 11641.
Moi truong thir
Khu dat c6 hang rao vay quanh c6 thé kiém soat nhiét do & 20 + 2°C
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7.2.  Nguén sang (den ong phit huynh quang trang) c6 kha nang cung cap mot cudng do
séng hang dinh tr 400 Lux dén 800Lx trén cdc chau va kiém tra chu ki sang/toi giita
12 gio: 12 gio va 16 gio, 8 gio.
8.  Quy trinh
8.1.  Chuén bi cho phép thir
Néng do chat thir duoc bi€u dién bing khoi luong chat thir trén khoi luong kho cta
chat nén (mg/kg) (xem 5.2)
8.1.1.  Gi6i thiéu cac chat thur.
8.1.1.1.  Cac chat tan trong nudc
Ngay trudc khi bat diu phép thir, hoa tan mot lugng chat thir can thiét dé tao mot
néng do trong nuée (hoic luong can thiét dé 1am 4m dat dé dat duoc nhitng yéu
ciu cta 5.2) va tron k§j né véi chat nén (5.2) da ndi trén trude khi dua chau thuy
tinh (6.1)
Ti€p tuc nhu mo ta trong 8.1.2.1

8.1.1.2.  Céc chit khong tan trong nuéc nhung tan trong cac dung moéi hitu co. Hoa mot
luong chat thir can thiét dé€ thu dugc nong d6 mong muoén trong dung moi bay
hoi (nhu 1a axeton hodc hexan).
Cho chat thir vao chau thuy tinh (6.1) v6i chét nén (5.2). Tron can than va lam
bay hoi dung moéibang cach dat chau thuy tinh vao t hét. Sau d6 thém nudc theo
(5.2) . Tron cé4n than va tié€p tuc nhu mo ta trong 8.1.2.
Chat ¥: Cdn phdi cdn thdn khi tiép xiic véi hon dung moi dé tranh nguy hiém do bi hit phdi do
né va tranh thiét hai cho thiét bi chiét, bom...
8.1.1.3.  Cac chat khong tan trong nuéc hoac trong dung moi hitu co
Dai vé6i chat khong tan trong dung moi hitu co thi diéu ché mot hon hgp gom 10g
cét thach anh (xem 5.2) da dugc nghién nho va mot luong can thiét chat thir dé
thu duoc néng do mong muén. Chuyén hdn hop, phin con lai clia chit nén (5.2)
va nudc (xem 5.2) vao chau thuy tinh (6.1).
Tron ki va ti€p tuc nhu trinh bay trong 8.1.2
8.1.2.  Gi6i thiéu vat liéu sinh vat
Xéc dinh ham lugng nudc va pH cua dat nhan tao & dau va ctia phép thir (khi chat
thur 1a axit hodc bazo thi khong cén diéu chinh pH).
Lay 10 con giun dat da dugc chuén bi nhu trong 5.1, thim kho ching bing gidy hét
nudce, can va cho chiing vao chau chita mau ,thir.
Che chau chita mau thlr nhu da néi & 6.1 va dat né vao manh dat thlr c6 rao xung
quanh (7.1)

8.1.3.  Chau d6i chung.
Chuan bi chau doi ching giong nhu d6i v6i chau thit. Néu qud trinh thir doi hoi
ding dung moi(xem 8.1.1.2) thi can chuén bi chau doi ching c6 dung moi nhung
khong c6 chat thir day chau nay nhu da néi trong 6.1
8.2. Thurso bo.
Thuc hién phép thir so bd v6i nong do chat thir khdac nhau [vi du: 0,1 mg/kg: 1
mg/kg: 10 mg/kg: 100 mg/kg va 1.000 mg/kg, cdc nong do dugc biéu dién bing
miligam chat thir trén kildgam chat nén kho (5.2)] va mdi phép kiém tra dung 10 con
giun dit cho méi néng do va moéi chau thi.
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8.3.

8.4.

9.2.

10.

11.

Chuén bi chau thir nhu da néi trong 8.1.1 va 8.1.2. Pat chau thir vao moéi trudng nhu
da mo ta ¢ dicu 7.
Sau 7 ngay dém nhiing con giun song va lay ra nhiing con giun chét néu nhin thay.
Sau 14 ngay dém nhitng con giun séng va nhitng con giun chét trong chau (mot con
giun dugc coi la chét néu né khong cé phan tng khi bi gim cham tur phia trudc).
Tinh phan tram tr vong d6i v6i mdi chau chia va & moi ndng do. Ghi chép céc triéu
ching quan sat thay trén con giun.
Phép thtr cudi cung.
Dua trén két qua ctia phép thir so bo, thuc hién phép thir cu6i cung 6 5 néng do chat
thir theo cép s6 nhan gitta nong do cao nhat khong gay ti vong va nong do thap nhat
gay tir vong hoan toan.
Doéng thoi 1ap lai 4 miu theo mdi nong do va mot phép kiém tra khong c6 chat thix
(xem 8.1.3) va néu can thi€t mot phép kiém tra khac c6 dung moi dat mdi chau chita
mau vao moi trudong thir (di€u 7). Trong thoi gian thir va sau 14 ngay thuc hién nhu
chi dan trong 8.2.
Khi két thic phép thir xdc dinh téng s6 va khéi luong giun séng trong mdi chau, ham
luong nudc trong mot chau kiém tra, gid tri pH trong mot chau vé nong do thir.
Chat chuén
Thuc hién phép thlr v6i cloaxetamit tinh khi€t phan tich theo quy trinh dugc mo ta
trong 8.1.1.1
Chii thich: Dai luong LC 50 (3.1) cdn phdi ¢ trong khodng giita 20 mglkg va 80 mglkg.

Tinh toan va thé hién két qua
Tinh toan
Xéc dinh phan tram tlr vong thu duoc tir phép thir clia cting déi v6i mdi nong do.

Chii thich: Khi s6 liéu ddy du thi gid tri LC 50 - 14d (14 ngay) la do tin cdy (T = 0,95) duoc xdc
dinh bdng cdch sit dung cdc phuong phdp tiéu chudn (Litch field and Wilcoxon hodic cdc phuong
phap tuong duong).

Khi hai néng do lién tiép & ti 1€ bé hon hodc bang 1,8 (vi du 10: 18) chi cho duy nhét
0% va 100% tir vong thi hai gia nay 1a du dé chi khoang trong d6 LC 50.

Thé hién két qua

Két qua duogc tinh biang miligam va kilogum chéat nén kho, dai lugng LC 50 -14d
(hoac 1au hon néu phép thir dugc kéo dai hon quy trinh nay, xem diéu 9) nong do thir
cao nhit gay tir vong 0% va nong d¢ thir thap nhat gay tir vong 100%.

Gia tri phap li ciia phép thu

T4t ca cac két qua dugc xem la c6 hiéu luc néu:

Phan tram tir vong quan sét dugc trong phép kiém tra < 10%

Su hao hut trung binh sinh khéi ctia giun trong phép kiém tra khong vuot qua 20%.
Bao cao thir nghiém.

Béo cdo thir nghiém bao gom cdc thong tin sau:

a) Trich din tiéu chu4n nay

b) Céc két qua dugc trinh bay nhu trong 9.2;
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c) Mo ta diay du nguyén liéu sinh vat dugc dung (loai, tudi khoang khoi luong diéu
kién nuoi, nguoi cung cap)
d) Phuong phdp di€u ché chat thir bao gom ca dung moi cho chat khong tan trong
nudc;
e) Chi rd chat chuin va céc két qua thu duoc khi stt dung né;
f) Céc diéu kién clia moi truong thir,
g) Phuong phdp duoc dung dé chuén hod gia tri LC 50;
h) Béng thong ké phin tram tir vong clia mdi chau, mdi néng do va phép kiém tra;
i) Khoi luong giun con séng vao cua phép thir
j) Neéu céc s6 liéu ¢6 san, nong do cao nhat khong quan sét thay hiéu ing (NOEC)
k) Mo ta vé cdc trieu chiing bénh 1 hodc céc thay d6i 16 rét duoc nhan thiy & cc sinh
vat thir
1) Ham luong nudc va pH cla "dat nhan tao" & diém xuat phat va diém clia phép thir
m) Tat ca cdc chi tiét tién hanh khong ghi trong tiéu chuin nay va bat ki qud trinh
tuong tu nao xay ra c6 anh hudng dén cac két qua ;
n) D6 thi biéu dién su phu thuoc giita nong do va tdc dung.
Phu luc A
Vi du vé ki thuat nuoi duong Eisenia fetida
Phu luc nay cho nhiing chi din vé nuoi dudng nhitng sinh vat thi nghiém duoc ding dé xac
dinh ddc tinh t6i da.
Co6 thé nuoi Eisenia fetida trong du loai chat thai dong vat. Moi truong nuoi dudng thich hgp
1a hon hop 50: 50 phan ngua hoac phan trau bo va than bun. Moi trudng can cé pH khoang
tir 5 dén 7 (diéu chinh bing canxi cacbonat), do dan dién thdp (nho hon 6mS) hodc néng do
mudi nho hon 0,5% va khong bi qua nhiém bin amoniac hodc nudc giai gia sic. Chat nén
phai 4m nhung khong qué uét. Cé thé dung nhitng hop nuodi dudng bing gb hoic nhiing
chau thap bat ki ¢6 thé ¢6 dugc nhitng con giun dat tiéu chuin vé tudi va khoi lugng t6t nhat
12 nuoi tir tritng. Pat giun trudng thanh vao hop nuoi dudng chita chat nén dé san xudt tring
va lay chiing ra sau 14 dén 21 ngay. C6 thé dung c4c con giun nay cho dot sinh san tiép.
Cac con giun dat nd ra tur triing duoc dung cho phép thtr khi da truong thanh.

Thuc hién nuoi dudng trong phong diéu hoa nhiét do & 20 + 2°C 1a thich hop nhat. O nhiét
do nay giun sé€ truong thanh sau 2 dén 3 thang.



