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ChÊt l|îng ®Êt - ¶nh h|ëng cña c¸c chÊt « nhiÔm lªn giun 

®Êt (Eisenia fetida) - X¸c ®Þnh ®é ®éc cÊp tÝnh b»ng c¸ch 
sö dông nÒn ®Êt nh©n t¹o 
Soil quality - Effects of Pollutants on earthworms (Eisenia fetida) -  

Determination of acute toxicity using artificial substrate. 

 

1. Ph¹m vi ¸p dông  

Tiªu chuÈn nµy quy ®Þnh ph|¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ®é ®éc tèi ®a cña c¸c chÊt ®èi víi giun 
®Êt - (Eisenia fetida) qua da vµ qua chÊt dinh d|ìng b»ng c¸ch sö dông mét chÊt nÒn 
nh©n t¹o. Ph|¬ng ph¸p nµy kh«ng ¸p dông cho c¸c chÊt dÔ bay h¬i tøc lµ nh÷ng chÊt 

mµ gi¸ trÞ H (h»ng sè Henry) hoÆc hÖ sè riªng phÇn kh«ng khÝ/n|íc lín h¬n l hoÆc cho 
c¸c chÊt cã ¸p suÊt h¬i lín h¬n 0,0133 Pa ë 250C. 

Ph|¬ng ph¸p nµy kh«ng tÝnh ®Õn kh¶ n¨ng ph©n huû cña chÊt thö. 

2. Tiªu chuÈn trÝch dÉn.  

Nh÷ng tiªu chuÈn sau ®©y sö dông cïng víi tiªu chuÈn nµy. V× c¸c tiªu chuÈn ®|îc 
so¸t xÐt l¹i mét c¸ch th|êng xuyªn, nªn khuyÕn khÝch sö dông nh÷ng tiªu chuÈn míi 
nhÊt. 

ISO l1274: - ChÊt l|îng ®Êt - X¸c ®Þnh ®Æc tÝnh gi÷ n|íc - Ph|¬ng ph¸p phßng thÝ 
nghiÖm. 

ISO l1461: - ChÊt l|îng ®Êt - X¸c ®Þnh hµm l|îng n|íc cña ®Êt trªn c¬ së thÓ tÝch -  
Ph|¬ng ph¸p khèi l|îng. 

3. §Þnh nghÜa 

Tiªu chuÈn nµy sö dông c¸c ®Þnh nghÜa sau ®©y:  

3.1. LC 50: nång ®é g©y chÕt trung b×nh: lµ nång ®é ban ®Çu cña chÊt thö giÕt chÕt 50% 
sè sóc vËt ®em thö trong qu¸ tr×nh thö. 

3.2. NOEC (nång ®é kh«ng quan s¸t thÊy hiÖu øng): nång ®é cao nhÊt cña chÊt thö mµ t¹i 
®ã kh«ng quan s¸t thÊy hiÖu øng lµm chÕt hoÆc c¸c hiÖu øng kh¸c (nh| lµm gi¶m 
träng l|îng). 

Chó thÝch: C¶ hai ®¹i l|îng LC 50 vµ NOEC ®Òu ®|îc biÓu diÔn b»ng miligam cña chÊt thö trªn 
kilogam (khèi l|îng kh«) cña chÊt nÒn ®em thö (5.2). 

4. Nguyªn t¾c 

X¸c ®Þnh sè phÇn tr¨m tö vong cña giun ®Êt ®· tr|ëng thµnh (loµi Eisenia fetida) trong 
mÉu ®Êt x¸c ®Þnh chøa chÊt thö ë c¸c nång ®é kh¸c nhau sau 7 ngµy vµ 14 ngµy. ChÊt 
thö ®|îc ®|a vµo mét lÇn vµ qu¸ tr×nh thö ®|îc hoµn thµnh kh«ng cÇn ph¶i bæ sung 
chÊt thö nång ®é chÊt thö ®|îc tÝnh b»ng miligam chÊt thö trªn 1 kilogam chÊt nÒn 
kh« ®em thö. 

Nh÷ng kÕt qu¶ thu ®|îc tõ nh÷ng phÐp thö ®|îc so s¸nh víi mÉu chuÈn vµ ®|îc dïng 
®Ó ®¸nh gi¸ nång  ®é g©y nªn sè tö vong 50%r giun ®Êt (LC 50, 14 ngµy) . 

Chó thÝch: Cloaxetamit lµ mét chÊt so s¸nh thÝch hîp. 

Qu¸ tr×nh thö tr¶i qua hai b|íc: 
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PhÐp thö s¬ bé: PhÐp thö nµy cho gi¸ trÞ gÇn ®óng vÒ nång ®é t|¬ng øng víi sù tiªu 
diÖt hoµn toµn vµ sù kh«ng g©y tö vong. Nh÷ng kÕt qu¶ nµy ®|îc dïng ®Ó x¸c ®Þnh 
kho¶ng nång ®é cho phÐp thö cña. 

- PhÐp thö cña x¸c ®Þnh nh÷ng nång ®é g©y tö vong gi÷a 10% vµ 90%; nh÷ng sè liÖu 
nµy cho kÕt qu¶ cuèi cïng. 

Kh«ng thö c¸c chÊt ë nång  ®é cao h¬n 1000mg cho l kg chÊt nÒn kh«. 

NÕu phÐp thö s¬ bé ch× râ kh«ng cã tö vong th× kh«ng cÇn thùc hiÖn phÐp thö cña 
cïng. 

5. Thuèc thö 

5.1. Nguyªn liÖu sinh vËt 

Nguyªn liÖu sinh vËt lµ giun ®Êt tr|ëng thµnh thuéc loµi Eisenia fetida Ýt nhÊt hai 
th¸ng tuæi víi khèi l|îng |ít gi÷a 300mg vµ 600mg. 

Chó thÝch: Loµi Eisenia fetida hiÖn cã 2 ph©n loµi mµ mét sè nhµ ph©n lo¹i xem nh| lµ loµi riªng 
biÖt: Eisenia fetida vµ Eisenia, andrei. Chóng gièng nhau vÒ h×nh th¸i häc nh|ng mét loµi Eisenia 
fetida (E. fetida) cã säc ngang hoÆc d¶i ®Æc tr|ng trªn c¸c phÇn ®èt cßn l¹i kia E. fetida andrei 
(E.andrei) l¹i kh«ng cã ®Æc ®iÓm nµy nh|ng l¹i cã ®èm mµu ®á nh¹t. Cã thÓ sö dông ®|îc c¶ hai 
ph©n loµi(lo¹i). 

C¸c con giun ®Êt ®|îc chän cho thö nghiÖm ph¶i ®¹t ®Õn mét chõng mùc ®ång ®Òu 
vÒ kÝch th|íc vµ träng l|îng. Tr|íc khi thö cÇn ph¶i röa chóng b»ng n|íc uèng. 

Chó thÝch: KÜ thuËt mÉu vÒ nu«i d|ìng Eeseia fetida ®|îc chi ra ë phô lôc A. 

5.2. ChÊt nÒn thö 

Mçi chËu thuû tinh (6.l) dïng mét l|îng chÊt nÒn lµ 500g (khèi l|îng kh«) . 

ChÊt nÒn ®|îc gäi lµ “®Êt nh©n t¹o” cã c¸c thµnh phÇn sau: 

PhÇn tr¨m tÝnh theo khèi l|îng kh«: 

- Than bïn xay mÞn vµ kh«ng thÊy vÕt tÝch thùc vËt:   10% 

- §Êt sÐt Caolinit chøa kh«ng Ýt h¬n 30% caolinit:  20% 

- C¸t th¹ch anh c«ng nghiÖp (c¸t mÞn lµ chñ yÕu víi trªn:  70% 

50% c¸c h¹t cã kÝch th|íc 0,05 mm ®Õn 0,2 mm); 

- Thªm mét l|îng ®ñ canxi cacbonat ®· ®|îc nghiÒn nhá vµ cã ®é tinh khiÕt ph©n 
tÝch ®Ó ®|a pH cña chÊt nÒn ®· ®|îc lµm Èm ®Õn b»ng 6,0 + 0,5 (th|êng kho¶ng 
0,5% khèi l|îng cña thµnh phÇn kh«). 

ChÊt nÒn sÏ ®|îc lµm Èm b»ng n|íc ®· ®|îc lo¹i ion hoÆc b»ng n|íc cÊt ®Ó ®¹t ®|îc 
40% - 60%  kh¶ n¨ng gi÷ n|íc toµn phÇn cña ®Êt, x¸c ®Þnh theo ISO 11274. 

X¸c ®Þnh hµm l|îng n|íc chøa trong chÊt nÒn theo ISO 11461 

Chó thÝch: Cho phÐp dïng bÊt k× lo¹i n|íc nµo ®Ó ®|a chÊt thö vµo ®Êt. 

6. ThiÕt bÞ 

ThiÕt bÞ th«ng th|êng cña phßng thÝ nghiÖm. 

6.1. ChËu thuû tinh, mçi chËu cho mçi thÝ nghiÖm, dung tÝch kho¶ng 1 lÝt ®Õn 2 lÝt, ®Ëy 
kh«ng kÝn ®Ó ®¶m b¶o sù trao ®æi gi÷a mçi tr|êng thö vµ kh«ng khÝ  

6.2. ThiÕt bÞ ®Ó x¸c ®Þnh khèi l|îng kh« cña chÊt nÒn theo ISO 11641. 

7. M«i tr|êng thö 

7.1. Khu ®Êt cã hµng rµo v©y quanh cã thÓ kiÓm so¸t nhiÖt ®é ë 20 + 20C  
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7.2. Nguån s¸ng (®Ìn èng ph¸t huúnh quang tr¾ng) cã kh¶ n¨ng cung cÊp mét c|êng ®é 
s¸ng h»ng ®Þnh tõ 400 Lux ®Õn 800Lx trªn c¸c chËu vµ kiÓm tra chu k× s¸ng/tèi gi÷a 
12 giê: 12 giê vµ 16 giê, 8 giê.  

8. Quy tr×nh  

8.1. ChuÈn bÞ cho phÐp thö  

Nång ®é chÊt thö ®|îc biÓu diÔn b»ng khèi l|îng chÊt thö trªn khèi l|îng kh« cña 
chÊt nÒn (mg/kg) (xem 5.2) 

8.1.1. Giíi thiÖu c¸c chÊt thö. 

8.1.1.1. C¸c chÊt tan trong n|íc 

Ngay tr|íc khi b¾t ®Çu phÐp thö, hoµ tan mét l|îng chÊt thö cÇn thiÕt ®Ó t¹o mét 
nång  ®é trong n|íc (hoÆc l|îng cÇn thiÕt ®Ó lµm Èm ®Êt ®Ó ®¹t ®|îc nh÷ng yªu 
cÇu cña 5.2) vµ trén kü nã víi chÊt nÒn (5.2) ®· nãi trªn tr|íc khi ®|a chËu thuû 
tinh (6.l) 

TiÕp tôc nh| m« t¶ trong 8.l.2.l 

8.1.1.2. C¸c chÊt kh«ng tan trong n|íc nh|ng tan trong c¸c dung m«i h÷u c¬. Hoµ mét 
l|îng chÊt thö cÇn thiÕt ®Ó thu ®|îc nång ®é mong muèn trong dung m«i bay 
h¬i (nh| lµ axeton hoÆc hexan). 

Cho chÊt thö vµo chËu thuû tinh (6.1) víi chÊt nÒn (5.2). Trén cÈn thËn vµ lµm 
bay h¬i dung m«ib»ng c¸ch ®Æt chËu thuû tinh vµo tñ hÕt. Sau ®ã thªm n|íc theo 
(5.2) . Trén cÈn thËn vµ tiÕp tôc nh| m« t¶ trong 8.l.2. 

Chó ý: CÇn ph¶i cÈn thËn khi tiÕp xóc víi h¬n dung m«i ®Ó tr¸nh nguy hiÓm do bÞ hÝt ph¶i do 
næ vµ tr¸nh thiÖt h¹i cho thiÕt bÞ chiÕt, b¬m… 

8.1.1.3. C¸c chÊt kh«ng tan trong n|íc hoÆc trong dung m«i h÷u c¬ 

§èi víi chÊt kh«ng tan trong dung m«i h÷u c¬ th× ®iÒu chÕ mét hçn hîp gåm l0g 
c¸t th¹ch anh (xem 5.2) ®· ®|îc nghiÒn nhá vµ mét l|îng cÇn thiÕt chÊt thö ®Ó 
thu ®|îc nång  ®é mong muèn. ChuyÓn hçn hîp, phÇn cßn l¹i cña chÊt nÒn (5.2) 
vµ n|íc (xem 5.2) vµo chËu thuû tinh (6.l). 

Trén kÜ vµ tiÕp tôc nh| tr×nh bµy trong 8.l.2 

8.1.2. Giíi thiÖu vËt liÖu sinh vËt 

X¸c ®Þnh hµm l|îng n|íc vµ pH cña ®Êt nh©n t¹o ë ®Çu vµ cña phÐp thö (khi chÊt 
thö lµ axit hoÆc baz¬ th× kh«ng cÇn ®iÒu chØnh pH). 

LÊy l0 con giun ®Êt ®· ®|îc chuÈn bÞ nh| trong 5.l, th¾m kh« chóng b»ng giÊy hÕt 
n|íc, c©n vµ cho chóng vµo chËu chøa mÉu ,thö. 

Che chËu chøa mÉu thö nh| ®· nãi ë 6.l vµ ®Æt nã vµo m¶nh ®Êt thö cã rµo xung 
quanh (7.l) 

8.1.3. ChËu ®èi chøng. 

ChuÈn bÞ chËu ®èi chøng gièng nh| ®èi víi chËu thö. NÕu qu¸ tr×nh thö ®ßi hái 
dïng dung m«i(xem 8.l.l.2) th× cÇn chuÈn bÞ chËu ®èi chøng cã dung m«i nh|ng 
kh«ng cã chÊt thö ®Ëy chËu nµy nh| ®· nãi trong 6.l 

8.2. Thö s¬ bé. 

Thùc hiÖn phÐp thö s¬ bé víi nång  ®é chÊt thö kh¸c nhau [vÝ dô: 0,l mg/kg: l 
mg/kg: l0 mg/kg: l00 mg/kg vµ l.000 mg/kg, c¸c nång  ®é ®|îc biÓu diÔn b»ng 
miligam chÊt thö trªn kil«gam chÊt nÒn kh« (5.2)] vµ mçi phÐp kiÓm tra dïng l0 con 
giun ®Êt cho mçi nång ®é vµ mçi chËu thö. 
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ChuÈn bÞ chËu thö nh| ®· nãi trong 8.l.l vµ 8.l.2. §Ët chËu thö vµo m«i tr|êng nh| 
®· m« t¶ ë ®iÒu 7.  

Sau 7 ngµy ®ªm nh÷ng con giun sèng vµ lÊy ra nh÷ng con giun chÕt nÕu nh×n thÊy. 

Sau 14 ngµy ®Õm nh÷ng con giun sèng vµ nh÷ng con giun chÕt trong chËu (mét con 
giun ®|îc coi lµ chÕt nÕu nã kh«ng cã ph¶n øng khi bÞ gim ch©m tõ phÝa tr|íc). 

TÝnh phÇn tr¨m tö vong ®èi víi mçi chËu chøa vµ ë mçi nång ®é. Ghi chÐp c¸c triÖu 
chøng quan s¸t thÊy trªn con giun. 

8.3. PhÐp thö cuèi cïng. 

Dùa trªn kÕt qu¶ cña phÐp thö s¬ bé, thùc hiÖn phÐp thö cuèi cïng ë 5 nång ®é chÊt 
thö theo cÊp sè nh©n gi÷a nång ®é cao nhÊt kh«ng g©y tö vong vµ nång ®é thÊp nhÊt 
g©y tö vong hoµn toµn. 

§ång thêi lÆp l¹i 4 mÉu theo mçi nång ®é vµ mét phÐp kiÓm tra kh«ng cã chÊt thö 
(xem 8.l.3) vµ nÕu cÇn thiÕt mét phÐp kiÓm tra kh¸c cã dung m«i ®Æt mçi chËu chøa 
mÉu vµo m«i tr|êng thö (®iÒu 7). Trong thêi gian thö vµ sau 14 ngµy thùc hiÖn nh| 
chØ dÉn trong 8.2. 

Khi kÕt thóc phÐp thö x¸c ®Þnh tæng sè vµ khèi l|îng giun sèng trong mçi chËu, hµm 
l|îng n|íc trong mét chËu kiÓm tra, gi¸ trÞ pH trong mét chËu vÒ nång ®é thö. 

8.4. ChÊt chuÈn 

Thùc hiÖn phÐp thö víi cloaxetamit tinh khiÕt ph©n tÝch theo quy tr×nh ®|îc m« t¶ 
trong 8.1.1.1 

Chó thÝch:  §¹i l|îng LC 50 (3.1) cÇn ph¶i ë trong kho¶ng gi÷a 20 mglkg vµ 80 mg/kg. 

9. TÝnh to¸n vµ thÓ hiÖn kÕt qu¶ 

9.1. TÝnh to¸n 

 X¸c ®Þnh phÇn tr¨m tö vong thu ®|îc tõ phÐp thö cña cïng ®èi víi mçi nång  ®é. 

Chó thÝch: Khi sè liÖu ®Çy ®ñ th× gi¸ trÞ LC 50 - 14d (14 ngµy) lµ ®é tin cËy (T = 0,95) ®|îc x¸c 
®Þnh b»ng c¸ch sö dông c¸c ph|¬ng ph¸p tiªu chuÈn (Litch field and Wilcoxon hoÆc c¸c ph|¬ng 
ph¸p t|¬ng ®|¬ng). 

Khi hai nång ®é liªn tiÕp ë tØ lÖ bÐ h¬n hoÆc b»ng l,8 (vÝ dô l0: 18) chØ cho duy nhÊt 

0% vµ 100% tö vong th× hai gi¸ nµy lµ ®ñ ®Ó chØ kho¶ng trong ®ã LC 50.  

9.2. ThÓ hiÖn kÕt qu¶ 

KÕt qu¶ ®|îc tÝnh b»ng miligam vµ kilogum chÊt nÒn kh«, ®¹i l|îng LC 50 -14d 
(hoÆc l©u h¬n nÕu phÐp thö ®|îc kÐo dµi h¬n quy tr×nh nµy, xem ®iÒu 9)  nång ®é thö 
cao nhÊt g©y tö vong 0% vµ nång ®é thö thÊp nhÊt g©y tö vong 100%. 

10. Gi¸ trÞ ph¸p lÝ cña phÐp thö  

TÊt c¶ c¸c kÕt qu¶ ®|îc xem lµ cã hiÖu lùc nÕu:  

PhÇn tr¨m tö vong quan s¸t ®|îc trong phÐp kiÓm tra < l0% 

Sù hao hôt trung b×nh sinh khèi cña giun trong phÐp kiÓm tra kh«ng v|ît qu¸ 20%. 

11. B¸o c¸o thö nghiÖm. 

B¸o c¸o thö nghiÖm bao gåm c¸c th«ng tin sau: 

a) TrÝch dÉn tiªu chuÈn nµy  

b) C¸c kÕt qu¶ ®|îc tr×nh bµy nh| trong 9.2; 
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c) M« t¶ ®Çy ®ñ nguyªn liÖu sinh vËt ®|îc dïng (loµi, tuæi kho¶ng khèi l|îng ®iÒu 
kiÖn nu«i, ng|êi cung cÊp) 

d) Ph|¬ng ph¸p ®iÒu chÕ chÊt thö bao gåm c¶ dung m«i cho chÊt kh«ng tan trong 
n|íc; 

e) ChØ râ chÊt chuÈn vµ c¸c kÕt qu¶ thu ®|îc khi sö dông nã; 

f) C¸c ®iÒu kiÖn cña m«i tr|êng thö; 

g) Ph|¬ng ph¸p ®|îc dïng ®Ó chuÈn ho¸ gi¸ trÞ LC 50; 

h) B¶ng thèng kª phÇn tr¨m tö vong cña mçi chËu, mçi nång ®é vµ phÐp kiÓm tra; 

i) Khèi l|îng giun cßn sèng vµo cña phÐp thö 

j) Nªu c¸c sè liÖu cã s½n, nång ®é cao nhÊt kh«ng quan s¸t thÊy hiÖu øng (NOEC) 

k) M« t¶ vÒ c¸c triÖu chøng bÖnh lÝ hoÆc c¸c thay ®æi râ rÖt ®|îc nhËn thÊy ë c¸c sinh 
vËt thö 

l) Hµm l|îng n|íc vµ pH cña "®Êt nh©n t¹o" ë ®iÓm xuÊt ph¸t vµ ®iÓm cña phÐp thö 

m) TÊt c¶ c¸c chi tiÕt tiÕn hµnh kh«ng ghi trong tiªu chuÈn nµy vµ bÊt k× qu¸ tr×nh 
t|¬ng tù nµo x¶y ra cã ¶nh h|ëng ®Õn c¸c kÕt qu¶ ; 

n) §å thÞ biÓu diÔn sù phô thuéc gi÷a nång ®é vµ t¸c dông. 

Phô lôc A 

VÝ dô vÒ kÜ thuËt nu«i d|ìng Eisenia fetida 

Phô lôc nµy cho nh÷ng chØ dÉn vÒ nu«i d|ìng nh÷ng sinh vËt thÝ nghiÖm ®|îc dïng ®Ó x¸c 
®Þnh ®éc tÝnh tèi ®a. 

Cã thÓ nu«i Eisenia fetida trong ®ñ lo¹i chÊt th¶i ®éng vËt. M«i tr|êng nu«i d|ìng thÝch hîp 
lµ hçn hîp 50: 50 ph©n ngùa hoÆc ph©n tr©u bß vµ than bïn. M«i tr|êng cÇn cã pH kho¶ng 
tõ 5 ®Õn 7 (®iÒu chØnh b»ng canxi cacbonat), ®é dÉn ®iÖn thÊp (nhá h¬n 6mS) hoÆc nång ®é 
muèi nhá h¬n  0,5% vµ kh«ng bÞ qu¸ nhiÔm bÈn amoniac hoÆc n|íc gi¶i gia sóc. ChÊt nÒn 
ph¶i Èm nh|ng kh«ng qu¸ |ít. Cã thÓ dïng nh÷ng hép nu«i d|ìng b»ng gç hoÆc nh÷ng 
chËu thÊp bÊt k× cã thÓ cã ®|îc nh÷ng con giun ®¹t tiªu chuÈn vÒ tuæi vµ khèi l|îng tèt nhÊt 
lµ nu«i tõ trøng. §Æt giun tr|ëng thµnh vµo hép nu«i d|ìng chøa chÊt nÒn ®Ó s¶n xuÊt trøng 
vµ lÊy chóng ra sau 14 ®Õn 21 ngµy. Cã thÓ dïng c¸c con giun nµy cho ®ît sinh s¶n tiÕp. 
C¸c con giun ®Êt në ra tõ trøng ®|îc dïng cho phÐp thö khi ®· tr|ëng thµnh. 

Thùc hiÖn nu«i d|ìng trong phßng ®iÒu hoµ nhiÖt ®é ë 20 + 20C lµ thÝch hîp nhÊt. ë nhiÖt 
®é nµy giun sÏ tr|ëng thµnh sau 2 ®Õn 3 th¸ng. 

                                                                             


