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Lêi nãi ®Çu

TCVN  6859 - 2 : 2001 hoµn toµn t−¬ng ®−¬ng víi ISO 11268 -2 : 1998.

TCVN  6859 - 2 : 2001 do Ban kü thuËt tiªu chuÈn TCVN/TC190

ChÊt l−îng ®Êt biªn so¹n, Tæng côc Tiªu chuÈn §o l−êng ChÊt l−îng ®Ò
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t i ª u   c h u È n   v i Ö t   n a m                              TCVN 6859 - 2 : 2001

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

(Eisenia fetida) −

PhÇn 2:  X¸c ®Þnh ¶nh h−ëng ®èi víi sù sinh s¶n

Soil quality - Effects of pollutants on earthworms (Eisenia fetida) −

Part 2 : Determination of effects on reproduction

1   Ph¹m vi ¸p dông

Tiªu chuÈn nµy m« t¶ ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh nh÷ng ¶nh h−ëng cña c¸c chÊt lªn sù sinh s¶n, tö vong vµ

sù sinh tr−ëng cña loµi giun Eisenia fetida fetida vµ Eisenia fetida andrei th«ng qua da vµ thøc ¨n cña

chóng khi sö dông nÒn ®Êt 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 1, hoÆc cho c¸c chÊt cã ¸p suÊt h¬i lín h¬n

0,0133 Pa ë 25oC.

Chó thÝch 1 - Kh«ng cã ®iÒu kho¶n nµo trong ph−¬ng ph¸p thö nµy dµnh cho viÖc gi¸m s¸t ®é bÒn cña c¸c

chÊt trong qu¸ tr×nh thö nghiÖm.

Chó thÝch 2 - Nh÷ng ®Ò nghÞ lµm cho ph−¬ng ph¸p nµy thÝch øng ®Ó so s¸nh hoÆc gi¸m s¸t chÊt l−îng ®Êt

hoÆc ho¹t ®éng n«ng nghiÖp,  thÝ dô ®¸nh gi¸ ¶nh h−ëng cña thuèc b¶o vÖ thùc vËt, ®−îc tr×nh bµy ë phô lôc D

vµ E.

2   Tiªu chuÈn  trÝch dÉn

TCVN 5979:1995 (ISO 10390:1974),  ChÊt l−îng ®Êt - X¸c ®Þnh pH.

TCVN 5961:1995 (ISO 11268-1:1993),  ChÊt l−îng ®Êt - ¶nh h−ëng cña c¸c chÊt « nhiÔm lªn giun ®Êt

(Eisenia fetida) - PhÇn 1: X¸c ®Þnh ®é ®éc cÊp tÝnh b»ng c¸ch sö dông nÒn ®Êt nh©n t¹o.
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TCVN 6651:2000 (ISO 11274:1998), ChÊt l−îng ®Êt - X¸c ®Þnh ®Æc tÝnh gi÷ n−íc - Ph−¬ng ph¸p phßng

thÝ nghiÖm.

TCVN 6648:2000 (ISO 11465:1986)   ChÊt l−îng ®Êt - X¸c ®Þnh chÊt kh« vµ hµm l−îng n−íc trªn c¬ së

khèi l−îng - Ph−¬ng ph¸p khèi l−îng.

3   §Þnh nghÜa

C¸c ®Þnh nghÜa sau ®−îc sö dông ®èi víi tiªu chuÈn nµy:

3.1   Sù sinh tr−ëng

Sù t¨ng sinh khèi, (nghÜa lµ khèi l−îng t−¬i cña c¬ thÓ sèng) ®−îc biÓu thÞ b»ng phÇn tr¨m khèi l−îng

t−¬i cña c¬ thÓ sèng ë thêi ®iÓm b¾t ®Çu thö.

3.2   Sù sinh s¶n

Sù  t¨ng sè l−îng trung b×nh cña giun con trong mét b×nh thö sau t¸m tuÇn Êp ë nh÷ng ®iÒu kiÖn thö

nhÊt ®Þnh.

3.3   Tû lÖ sinh s¶n

Sè trung b×nh cña giun con në tõ æ trøng vµ sèng ®Õn thêi ®iÓm kÕt thóc phÐp thö  trªn mét giun tr−ëng

thµnh cßn sèng sãt sau bèn tuÇn.

3.4 Nång ®é thÊp nhÊt quan s¸t thÊy hiÖu øng

LOEC

Nång ®é thÊp nhÊt cña chÊt thö  quan s¸t thÊy cã hiÖu øng ®¸ng kÓ khi so s¸nh víi phÐp thö ®èi chøng,

nång ®é nµy ®−îc biÓu thÞ b»ng khèi l−îng chÊt thö  trªn khèi l−îng kh« cña  chÊt nÒn.

3.5 Nång ®é kh«ng quan s¸t thÊy hiÖu øng

NOEC

Nång ®é cao nhÊt cña chÊt thö mµ ë ®ã kh«ng quan s¸t thÊy hiÖu øng g©y chÕt giun hoÆc c¸c hiÖu øng

kh¸c (nh−  lµm thay ®æi khèi l−îng) nång ®é nµy ®−îc biÓu thÞ b»ng khèi l−îng chÊt thö trªn khèi l−îng

kh« cña  chÊt nÒn.

3.6   EC 50

Nång ®é ®−îc −íc tÝnh lµ lµm gi¶m tû lÖ sinh s¶n 50% ë thêi ®iÓm kÕt thóc phÐp thö so s¸nh víi ®èi

chøng, biÓu thÞ b»ng khèi l−îng chÊt thö  trªn khèi l−îng kh« cña chÊt nÒn.
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4   Nguyªn t¾c

X¸c ®Þnh ®−îc nh÷ng ¶nh h−ëng ®èi víi sinh s¶n, sinh tr−ëng vµ tû lÖ tö vong cña giun tr−ëng thµnh

(loµi Eisenia fetida fetida hay Eisenia fetida andrei)  trong mÉu ®Êt nh©n t¹o ®· x¸c ®Þnh, cã chøa chÊt

thö ë c¸c nång ®é kh¸c nhau. Sau mét lÇn sö dông chÊt thö x¸c ®Þnh ¶nh h−ëng ®èi víi tØ lÖ tö vong vµ

sinh khèi sau bèn  tuÇn. ¶nh h−ëng ®èi víi sinh s¶n ®−îc tÝnh b»ng c¸ch ®Õm sè giun në tõ æ trøng sau

bèn tuÇn tiÕp theo.

TÊt c¶ c¸c nång ®é thö cao h¬n LOEC ph¶i cã hiÖu øng xÊu b»ng hoÆc lín h¬n hiÖu øng quan s¸t ®−îc

ë LOEC. NÕu kh«ng biÕt tr−íc nång ®é cña chÊt thö cã ¶nh h−ëng th× nªn tiÕn hµnh thö theo hai b−íc:

-   tiÕn hµnh thö s¬ bé x¸c ®Þnh ®éc tÝnh cÊp nh− m« t¶ ë TCVN 5961:1995 (ISO 1268-1:1993) ®Ó cã

nh÷ng chØ dÉn vÒ nång ®é g©y ¶nh h−ëng vµ nång ®é lµm chÕt toµn bé giun, sau ®ã thö c¸c nång ®é

sö dông trong lÇn thö  cuèi  cã thÓ lùa chän.

-   thö lÇn cuèi ®èi víi sinh s¶n cña giun x¸c ®Þnh ®−îc nång ®é ho¸ chÊt, khi trén ®Òu víi ®Êt nh©n

t¹o, kh«ng g©y ¶nh h−ëng ®¸ng kÓ ®èi víi sè giun në tõ æ trøng so víi nång ®é ®èi chøng (NOEC), vµ

x¸c ®Þnh ®−îc nång ®é thÊp nhÊt g©y ¶nh h−ëng (LOEC).

5   Thuèc thö

5.1   Nguyªn liÖu sinh vËt

Nguyªn liÖu sinh vËt lµ giun ®Êt tr−ëng thµnh thuéc loµi Eisenia fetida fetida hoÆc Eisenia fetida andrei

(xem tµi liÖu tham kh¶o ë phô lôc F), cã ®é tuæi tõ 2 th¸ng ®Õn 1 n¨m cã bói tuyÕn da (clitellum) vµ khèi

l−îng t−¬i gi÷a 300 mg ®Õn 600 mg.

TiÕn hµnh ®ång thêi  viÖc sinh s¶n b»ng c¸ch ®Ó giun tr−ëng thµnh vµo hép nu«i giun (xem phô lôc A)

vµ lÊy chóng ra sau bèn tuÇn. Cßn giun con ë l¹i  sÏ ®¹t tuæi tr−ëng thµnh sau Ýt nhÊt 2 th¸ng.

Tr−íc khi tiÕn hµnh thö, giun ph¶i cã thêi gian l−u trong nÒn ®Êt nh©n t¹o kho¶ng 1 ®Õn 7 ngµy. Nguån

thøc ¨n ®−îc sö dông lµm thøc ¨n trong khi thö (5.3) ph¶i ®−îc cung cÊp ®Çy ®ñ (xem 5.2.1).

5.2    ChÊt nÒn thö

5.2.1     ChÊt nÒn ®Êt

ChÊt nÒn dïng ®Ó chÕ t¹o ®Êt nh©n t¹o (5.2.2) ph¶i cã nh÷ng thµnh phÇn sau:

Thµnh phÇn ®Êt nh©n t¹o PhÇn tr¨m ®−îc tÝnh theo khèi l−îng kh«

Than bïn, ph¬i kh« trong kh«ng khÝ, xay mÞn

kh«ng thÊy vÕt tÝch thùc vËt (nh×n b»ng m¾t)

10%
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§Êt sÐt caolinit, ph¬i kh« trong kh«ng khÝ, chøa Ýt

nhÊt lµ 30% caolinit

20%

C¸t th¹ch anh c«ng nghiÖp, ph¬i kh« trong kh«ng

khÝ,  (phÇn lín lµ c¸t mÞn cã h¬n 50% khèi l−îng

lo¹i h¹t cã kÝch th−íc 0,05 mm ®Õn 0,2 mm), phô

thuéc vµo l−îng CaCO3 cÇn cã

70%

Tr−íc khi tiÕn hµnh thö, trén  chÊt thö vµo thøc ¨n. NÕu dïng ph©n bß ph¬i kh« (xem 5.3), th× nªn dïng

mét l−îng lµ 5g trªn 500g khèi l−îng kh« cña ®Êt .

Bæ sung ®ñ l−îng canxi cacbonat (kho¶ng 0,5%), ®−îc xay thµnh bét mÞn, vµ cã ®é tinh khiÕt ph©n tÝch,

®Ó ®iÒu chØnh pH cña nÒn ®Êt −ít ®Õn 6,0 ± 0,5 ë thêi ®iÓm b¾t ®Çu phÐp thö.

Chó thÝch - L−îng CaCo3 cÇn phô thuéc vµo c¸c thµnh phÇn cña chÊt nÒn ®Êt bao gåm c¶ thøc ¨n vµ ph¶i

®−îc x¸c ®Þnh ngay tr−íc khi thö b»ng c¸ch sö dông c¸c mÉu phô.

Sö dông tõ 500 g ®Õn 600g chÊt ®Êt kh« cho mét thïng thö (6.1)  ®Ó chÕ t¹o ®Êt nh©n t¹o.

5.2.2   §Êt nh©n t¹o

§Ó t¹o thµnh ®Êt nh©n t¹o, dïng n−íc lo¹i ion hoÆc n−íc cÊt lµm Èm chÊt nÒn ®Êt (5.2.1) ®Ó hµm l−îng

n−íc ®¹t kho¶ng 40% ®Õn 60% khèi l−îng cña kh¶ n¨ng chøa n−íc toµn phÇn, x¸c ®Þnh theo TCVN

6651 : 2000 (ISO 11274 :1998).

Chó thÝch - §¸t nh©n t¹o ph¶i ®−îc lµm Èm cho tíi khi kh«ng cã n−íc tù do hoÆc n−íc ch¶y ra khi nÐn ®Êt. Sö

dông ph−¬ng ph¸p tr×nh bµy ë phô lôc C ®Ó x¸c ®Þnh ®Æc tÝnh gi÷ n−íc.

X¸c ®Þnh hµm l−îng n−íc vµ pH víi sù cã mÆt cña dung dÞch KCl 1 mol/lit cña ®Êt nh©n t¹o trong mÉu

hçn hîp, ngay tr−íc khi thö vµ ë thêi ®iÓm kÕt thóc phÐp thö  trong mÉu ®èi chøng vµ trong mÉu cña

mçi nång ®é thö (khi thö  chÊt axit hoÆc baz¬ th× kh«ng ®iÒu chØnh pH), theo TCVN6648:2000 (ISO

11465 :1998) vµ TCVN 5979 :1995 (ISO 10390 :1994).

5.3   Thøc ¨n

BÊt kú nguån thøc ¨n nµo víi chÊt l−îng Ýt nhÊt cã thÓ duy tr× quÇn thÓ giun, ®Òu cã thÓ ®−îc sö dông

trong khi thö.

§Ó ®¹t ®−îc sù sinh s¶n ®Çy ®ñ cÇn ph¶i cho giun ¨n trong thêi gian thö. Ph©n bß ®· kh« trong kh«ng

khÝ ®−îc nghiÒn mÞn, lµ nguån thøc ¨n thÝch hîp cho giun ®Êt. Mçi lÇn cho thøc ¨n ph¶i ®−îc kiÓm tra

®Ó x¸c ®Þnh xem giun cã ¨n kh«ng, hoÆc ph¶i xem cã ¶nh h−ëng xÊu nµo kh«ng (thÝ dô do amoniac
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hoÆc chÊt phô gia cã tiÒm Èn g©y h¹i). Sù sinh tr−ëng vµ l−îng trøng giun kh«ng ®−îc gi¶m so víi giun

nu«i trong chÊt nÒn kh«ng cã thøc ¨n [®iÒu kiÖn ®· ®−îc m« t¶ ë TCVN 5961:1995 (ISO11268- :1993)].

6   ThiÕt bÞ, dông cô

C¸c thiÕt bÞ phßng thÝ nghiÖm chuÈn, vµ:

6.1  C¸c thïng chøa, cã dung tÝch 1 lÝt ®Õn 2 lÝt cã mÆt c¾t chÐo víi diÖn tÝch kho¶ng 200 cm2, lo¹i

thïng cã chiÒu s©u cña líp ®Êt nÒn tõ 5 cm ®Õn 6 cm chøa 500 g ®Õn 600g khèi l−îng kh«. Nh÷ng

thïng chøa nµy ph¶i cã qu¸ tr×nh trao ®æi khÝ gi÷a m«i tr−êng bªn trong thïng vµ kh«ng khÝ bªn ngoµi,

ph¶i cã ¸nh s¸ng lät vµo (thÝ dô b»ng c¸ch sö dông líp phñ trong suèt vµ cã lç) vµ ph¶i cã nh÷ng biÖn

ph¸p ng¨n ngõa giun chui ra (thÝ dô dïng b¨ng cè ®Þnh líp phñ).

6.2  ThiÕt bÞ, ®o pH vµ hµm l−îng n−íc cña  chÊt nÒn.

6.3  M«i tr−êng thö

6.3.1  Phßng thö cã bao che, cã thÓ kiÓm so¸t nhiÖt ®é ®Õn 20oC ± 2oC.

6.3.2   Nguån s¸ng, cã kh¶ n¨ng cung cÊp mét c−êng ®é ¸nh s¸ng æn ®Þnh tõ 400 lx ®Õn 800 lx trªn

c¸c thïng chøa vµ kiÓm tra chu kú  s¸ng / tèi gi÷a 12 h :12 h vµ 16 h : 8 h.

7   C¸ch tiÕn hµnh

7.1   Thö s¬ bé

NÕu nh− cÇn ph¶i x¸c ®Þnh kho¶ng cña nång ®é sö dông trong phÐp thö chÝnh, th× ph¶i tiÕn hµnh thö s¬

bé theo TCVN 5961 :1995 (ISO 11268 -1 :1993) cho bèn nång ®é cña chÊt thö vµ mét ®èi chøng (thÝ dô

0mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg, 100 mg/kg vµ 1000 mg/kg). Nång ®é ®−îc biÓu thÞ b»ng miligam chÊt thö

trªn kilogam nÒn ®Êt kh« (5.2.1), sö dông 10 con giun cho mét nång ®é trªn mét thïng.

7.2   PhÐp thö cuèi cïng

7.2.1   §−a chÊt thö vµo chÊt nÒn

Sö dông hoÆc ph−¬ng ph¸p a) hoÆc b) hoÆc c), nÕu thÝch hîp.

a) 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 yªu cÇu cña 5.2.2 vµ trén kü víi nÒn ®Êt tr−íc khi

®−a vµo thïng thö.

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

hoÆc hexan) vµ trén dung dÞch trªn víi mét phÇn c¸t th¹ch anh theo yªu cÇu. Sau khi lµm bay h¬i

dung m«i b»ng c¸ch ®Ó thïng chøa d−íi tñ hèt, bæ sung phÇn cßn l¹i cña chÊt nÒn víi n−íc vµ trén

thËt kü tr−íc khi cho chóng vµo thïng thö. TiÕp tôc lµm nh− ®· m« t¶ ë 7.2.3.

Chó thÝch - Cã thÓ dïng siªu ©m, dung m«i h÷u c¬, chÊt t¹o huyÒn phï hoÆc chÊt ph©n t¸n ®Ó ph©n t¸n

c¸c chÊt Ýt tan trong n−íc. Khi sö dông c¸c chÊt phô trî ®ã, th× tÊt c¶ c¸c nång ®é thö vµ mét ®èi chøng bæ

sung ph¶i chøa cïng mét l−îng nhá nhÊt chÊt phô trî ®ã.

C¶nh b¸o: Ph¶i cã biÖn ph¸p thÝch hîp khi tiÕp xóc víi h¬i dung m«i ®Ó tr¸nh nguy hiÓm do

bÞ hÝt ph¶i hoÆc næ, vµ tr¸nh lµm thiÖt h¹i cho thiÕt bÞ chiÕt, b¬m...

c)   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 bay h¬i, th× ®iÒu chÕ mét hçn hîp gåm 10g c¸t th¹ch anh

c«ng nghiÖp nghiÒn mÞn (xem 5.2.1) vµ mét l−îng cÇn thiÕt chÊt thö ®Ó thu ®−îc nång ®é mong

muèn. Cho hçn hîp trªn phÇn cßn l¹i cña chÊt nÒn ®Êt (5.2.1) vµ n−íc vµo thïng thö (6.1) vµ trén

thËt ®Òu.

Trén chÊt thö vµo nÒn ®Êt nh©n t¹o theo TCVN 5961:2000 (ISO 11268-1:1993) tr−íc khi bæ sung giun

®Êt.

Trªn c¬ së c¸c kÕt qu¶ cña phÐp  thö s¬ bé, ®Æt c¸c nång ®é ®· chän ®Ó ®−a ra LOEC/NOEC. §Ó c¸ch

c¸c nång ®é b»ng c¬ sè kh«ng lín h¬n 2.

C¸c chÊt trén vµo chÊt nÒn kh«ng cÇn thö ë nång ®é lín h¬n 1000 mg/kg khèi l−îng chÊt thö.

TiÕn hµnh ®ång thêi Ýt nhÊt bèn mÉu lÆp l¹i cho mét nång ®é vµ cho c¸c ®èi chøng.

7.2.2   Thïng ®èi chøng

ChuÈn bÞ thïng ®èi chøng gièng nh− c¸ch chuÈn bÞ thïng thö nh−ng kh«ng cã chÊt thö bªn trong. NÕu

qu¸ tr×nh thö yªu cÇu cã c¸c chÊt phô trî (xem 8.2.1), th× sö dông thªm mét thïng ®èi chøng t−¬ng tù

nh− thïng thö nh−ng kh«ng cã chÊt thö.

7.2.3   Bæ sung vËt liÖu sinh vËt

ChuÈn bÞ, röa s¹ch vµ lau (sö dông giÊy thÊm) 10 con giun (5.1) cho mçi thïng thö (6.1) vµ thïng ®èi

chøng. §Ó tr¸nh sai sè hÖ thèng khi ph©n phèi giun vµo c¸c thïng  ph¶i tiÕn hµnh x¸c ®Þnh ®é ®ång ®Òu

cña giun ®−îc thö b»ng c¸ch c©n mÉu gåm 20 con giun riªng biÖt. Khi ®· ch¾c ch¾n ®¹t ®é ®ång ®Òu,

c¸c mÎ gåm 10 con giun sÏ ®−îc chän, c©n vµ cho cµo mçi thïng. C¸c mÎ giun sÏ ®−îc ph©n chia sö

dông theo quy luËt ngÉu nhiªn.

§Ëy c¸c thïng nh− ®· chØ dÉn ë 6.1.
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§Æt c¸c thïng vµo buång thö hoÆc phßng thö cã bao che (6.3.1).

7.2.4   TiÕn hµnh thö

Sau khi cho giun vµo thïng thö mét ngµy, r¾c 5 g thøc ¨n kh« nghiÒn mÞn ph¬i kh« trong kh«ng khÝ vµo

mçi thïng thö trªn bÒ mÆt ®Êt vµ lµm Èm ®Êt b»ng n−íc uèng ®−îc, (kho¶ng tõ 5 ®Õn 6 ml cho mét

thïng). Cho ¨n mét lÇn trong mét tuÇn trong suèt thêi gian thö. NÕu nhu cÇu tiªu thô thøc ¨n chËm th×

gi¶m l−îng thøc ¨n ®Õn møc thÊp nhÊt. Ghi l¹i hµnh vi giun ¨n, cho ¨n, l−îng thøc ¨n ®· dïng trong

thêi gian thö ®èi víi mçi thïng.

Duy tr× hµm l−îng n−íc  cña chÊt nÒn ®Êt trong thïng thö (6.1) trong thêi gian thö b»ng c¸ch c©n chóng

trong kho¶ng thêi gian nhÊt ®Þnh vµ bæ sung l−îng n−íc mÊt nÕu cÇn. ë thêi ®iÓm kÕt thóc thö, hµm

l−îng n−íc kh«ng ®−îc thay ®æi qu¸ 10% hµm l−îng n−íc lóc b¾t ®Çu thö.

Gi÷ nh÷ng con giun tr−ëng thµnh trªn 4 tuÇn lÔ trong chÊt nÒn thö. Khi thêi gian nµy kÕt thóc, lÊy giun

tr−ëng  thµnh ra vµ ghi l¹i tæng sè vµ khèi l−îng giun sèng ë mçi thïng. Gi÷ c¸c thïng thªm 4 tuÇn n÷a

trong m«i tr−êng thö (6.3) ®Ó cho giun con ph¸t triÓn. Khi b¾t ®Çu thêi kú nµy, cho giun con ¨n mét lÇn

b»ng c¸ch trén b»ng tay 5g thøc ¨n vµo chÊt nÒn ë mét thïng. Sau thêi kú ®· ®Þnh, dïng ph−¬ng ph¸p

thÝch hîp ®Õm sè giun con ®−îc në tõ æ trøng.

Chó thÝch - Phô lôc B cho thÝ dô cña hai ph−¬ng ph¸p thÝch hîp bao gåm c¶ ph−¬ng ph¸p ®Õm trøng.

7.3   ChÊt ®èi chiÕu

Carbendazim ®−îc chän lµm chÊt ®èi chiÕu. NÕu nh− hîp chÊt nµy ®−îc trén vµo chÊt nÒn, th× tiÕn

hµnh quan s¸t c¸c ¶nh h−ëng ®èi víi qu¸ tr×nh sinh s¶n (α = 0,05) ë nång ®é tõ 1 mg ®Õn 5 mg ai

carbendazim trªn kil«gam khèi l−îng chÊt nÒn kh«. ( §èi víi ¸p dông trªn bÒ mÆt xem phô lôc D).

8     TÝnh  to¸n vµ biÓu thÞ kÕt qu¶

8.1   TÝnh to¸n

§èi víi mçi nång ®é, x¸c ®Þnh phÇn tr¨m tö vong, phÇn tr¨m t¨ng / gi¶m sinh khèi cña giun tr−ëng

thµnh vµ sè l−îng giun con ®−îc sinh ra trong phÐp thö  sau cïng.

So s¸nh c¸c gi¸ trÞ trung b×nh víi ®èi chøng b»ng ph−¬ng ph¸p thèng kª thÝch hîp thÝ dô nh− ph−¬ng

ph¸p William, Dunnet' hoÆc  Student' víi møc ý nghÜa (α = 0,05).

8.2   BiÓu thÞ kÕt qu¶

ChØ râ, ë nång ®é thö cao nhÊt kh«ng tö vong, tÝnh theo miligam trªn kilogam khèi l−îng cña chÊt nÒn

®¸t kh«, sù thay ®æi sinh khèi cña giun tr−ëng thµnh, nång ®é thÊp nhÊt cã ¶nh h−ëng (LOEC) vµ nÕu

cã thÓ th× tÝnh tû lÖ LC/EC 50.
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9   TÝnh ®óng ®¾n cña phÐp thö

C¸c kÕt qu¶ ®−îc coi lµ ®óng nÕu:

a)   tû lÖ sinh s¶n giun con Ýt nhÊt lµ 30 con trong mét thïng ®èi chøng;

b)   hÖ sè biÕn thiªn sinh s¶n trong phÐp thö ®èi chøng kh«ng v−ît qu¸ 30% ;

c)   phÇn tr¨m tö vong trong thïng ®èi chøng cña giun tr−ëng thµnh ≤ 10%.

10   B¸o c¸o thö nghiÖm

B¸o c¸o kÕt qu¶ sÏ dùa theo tiªu chuÈn nµy vµ phÇn bæ sung cho c¸c kÕt qu¶ nªu ë 8.2 sÏ cung cÊp

nh÷ng th«ng tin sau.

-   m« t¶ cô thÓ vÒ chÊt thö vµ th«ng tin vÒ tÝnh chÊt ho¸ häc, lý häc ®Ó gióp  hiÓu râ kÕt qu¶ thö;

-   m« t¶ toµn bé nguyªn liÖu sinh vËt ®· dïng (loµi, ®é tuæi, kho¶ng khèi l−îng, ®iÒu kiÖn sinh s¶n,

ng−êi cung cÊp);

-   ph−¬ng ph¸p ®iÒu chÕ chÊt thö vµ bÊt kú chÊt phô trî nµo ®−îc dïng cho nh÷ng chÊt thö tan

chËm, hoÆc kh«ng tan trong n−íc;

-   kÕt qu¶ ®¹t ®−îc víi chÊt ®èi chiÕu nÕu sö dông;

-   ®iÒu kiÖn chi tiÕt cña m«i tr−êng thö;

-   b¶ng ghi chÐp phÇn tr¨m tö vong ®èi víi mçi thïng vµ ®èi víi mçi nång ®é vµ ®èi víi phÐp thö

®èi chøng;

-   tæng sè khèi l−îng giun tr−ëng thµnh lóc b¾t ®Çu thö, tæng sè khèi l−îng giun tr−ëng thµnh cßn

sèng trong thïng thö sau 4 tuÇn;

-   sè l−îng giun con trong mçi thïng thö  khi kÕt thóc phÐp thö;

-   nång ®é cao nhÊt kh«ng g©y ¶nh h−ëng (NOEC) vµ nång ®é thÊp nhÊt g©y ¶nh h−ëng (LOEC);

-   m« t¶ c¸c triÖu chøng bÖnh lý hoÆc thay ®æi b¶n n¨ng quan s¸t ®−îc (thÝ dô: gi¶m ®é ¨n) trong

c¸c c¬ thÓ thö trªn mét thïng thö;

-   hµm l−îng n−íc vµ pH cña ®Êt nh©n t¹o ë thêi ®iÓm b¾t ®Çu vµ kÕt thóc phÐp thö ®èi víi mçi

nång ®é thö vµ thö ®èi chøng;

- tÊt c¶ nh÷ng thao t¸c kh«ng qui ®Þnh trong tiªu chuÈn nµy vµ bÊt kú sù cè nµo cã ¶nh h−ëng

®Õn kÕt qu¶ thö.
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Phô lôc A

(tham kh¶o)

ThÝ dô vÒ kü thuËt nu«i giun Eisenia fetida fetida vµ E. fetida andrei

Phô lôc nµy ®−a ra nh÷ng chØ dÉn vÒ nu«i nh÷ng sinh vËt thö ®−îc sö dông ®Ó x¸c ®Þnh ®éc tÝnh tèi ®a.

C¶ hai loµi ®Òu cã thÓ nu«i b»ng chÊt th¶i cña ®éng vËt. M«i tr−êng nu«i thÝch hîp lµ hçn hîp ph©n

ngùa hoÆc ph©n bß víi than bïn trén theo tû lÖ 50:50. M«i tr−êng nu«i cã pH  kho¶ng 6 ®Õn 7 (®−îc

®iÒu chØnh b»ng canxi cacbonat), cã ®é dÉn ®iÖn thÊp (nhá h¬n 6mg 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.

Thïng nu«i giun cã dung tÝch 10 lÝt ®Õn 50 lÝt ®Òu thÝch hîp.

§Ó cã ®−îc nh÷ng con giun víi khèi l−îng vµ ®é tuæi ®ñ tiªu chuÈn, tèt nhÊt nªn b¾t ®Çu nu«i tõ trøng.

§Æt giun ®· tr−ëng thµnh vµo hép nu«i chøa chÊt nÒn míi ®Ó nã ®Î trøng vµ lÊy chóng ra sau 14 ®Õn 28

ngµy. Giun nµy cã thÓ sö dông cho ®ît sinh s¶n tiÕp. Nh÷ng con giun con në ra tõ æ trøng ®−îc dïng ®Ó

thö khi ®· tr−ëng thµnh (sau Ýt nhÊt lµ 2 th¸ng, nh−ng ph¶i Ýt h¬n 12 th¸ng tuæi).

Thùc hiÖn nu«i trong phßng ®iÒu hoµ ë nhiÖt ®é 20oC ± 2oC lµ thÝch hîp nhÊt. ë nhiÖt ®é nµy giun sÏ

tr−ëng thµnh sau 2 th¸ng ®Õn 3 th¸ng.
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Phô lôc B

(tham kh¶o)

C¸c kü thuËt ®Õm giun con në tõ trøng

ViÖc ®Õm giun con b»ng tay rÊt tèn phÝ thêi gian. Cã hai ph−¬ng ph¸p t¸ch giun con khái chÊt nÒn ®Êt

kh¸ nhanh ®−îc giíi thiÖu.

a)   Thïng thö ®−îc ®Æt vµo nåi c¸ch thuû, ë nhiÖt ®é 50oC ®Õn 60oC. Sau kho¶ng 20 phót giun con

xuÊt hiÖn trªn bÒ mÆt cña chÊt nÒn vµ cã thÓ dÔ dµng t¸ch chóng ra vµ ®Õm. Ph¶i kiÓm tra hiÖu

qu¶ cña ph−¬ng ph¸p. NÕu nh− giun con ®−îc thu nhÆt b»ng tay, th× cÇn ph¶i kiÓm tra l¹i.

b)   NÕu nh− than bïn vµ ph©n bß ®−îc nghiÒn thµnh bét mÞn, ®Êt thö cã thÓ ®−îc röa trªn r©y sö

dông ph−¬ng ph¸p sau [9], ph−¬ng ph¸p nµy cho phÐp x¸c ®Þnh sè l−îng trøng còng nh− sè l−îng

giun con nÕu cÇn ®Õm.

Dïng 2 r©y cã lç lµ 0,5 mm (®−êng kÝnh 30 cm) chång lªn nhau. C¸c vËt bªn trong thïng thö ®−îc röa

trªn r©y b»ng tia n−íc m¹nh, giun con vµ trøng ë l¹i trªn r©y. CÇn ph¶i l−u ý ®Ó cho bÒ mÆt phÝa trªn

cña r©y lóc nµo còng −ít trong suèt qu¸ tr×nh nµy, ®Ó cho giun con bß trªn líp n−íc máng, tr¸nh cho

chóng kh«ng chui vµo c¸c lç r©y. KÕt qu¶ tèt nhÊt nÕu dïng vßi hoa sen. Sau khi ®Êt nÒn tr«i hÕt, giun

con vµ trøng ®−îc tr¸ng b»ng n−íc vµ cho vµo hép riªng.

C¸c trøng rçng sÏ næi lªn trªn mÆt n−íc, giun con sÏ ch×m phÝa ®¸y hép. Khi ®· ch¾t hÕt n−íc, giun con

®−îc chuyÓn vµo ®Üa Petri víi mét chót n−íc. Dïng k×m  hoÆc kÑp ®Ó nhÆt giun ra vµ ®Õm tõng con mét.
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Phô lôc C

(tham kh¶o)

X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng gi÷ n−íc cña ®Êt nh©n t¹o

X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng gi÷ n−íc cña ®Êt nh©n t¹o theo TCVN 6651:2000 (ISO 11274:1998),  ChÊt l−îng

®Êt- X¸c ®Þnh ®Æc tÝnh gi÷ n−íc - Ph−¬ng ph¸p phßng thÝ nghiÖm.
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Phô lôc D

(tham kh¶o)

Thö  ¶nh h−ëng ch−a tö vong cña thuèc b¶o vÖ thùc vËt ®èi víi giun ®Êt Eisenia fetida

fetida hoÆc E. fetida andrei

D.1   Kh¸i qu¸t

Ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ thÝch hîp ®èi víi viÖc nghiªn cøu trong phßng thö c¸c hiÖu øng phô ®èi víi

giun ®Êt. Chó ý c¸c ¶nh h−ëng ch−a g©y tö vong, b»ng c¸ch sö dông nång ®é thuèc phï hîp víi thùc tÕ

canh t¸c. Møc ®é ¸p dông trªn tõng vïng ®−îc ®iÒu chØnh, cã l−u ý ®Õn chiÒu s©u ®Êt sö dông trong khi

thö, sao cho nång ®é cña chÊt thö trong ®Êt th−êng cao h¬n nång ®é ¸p dông trªn thùc tÕ.

Khi thö  thuèc  b¶o vÖ thùc vËt, ph−¬ng thøc ¸p dông sao cho gièng víi thùc tÕ canh t¸c, thÝ dô sö dông

b×nh phun ®èi víi ruéng ®−îc thö  cho c¸c « nhá. Sè l−îng chÊt sö dông ph¶i ®−îc kiÓm tra b»ng kü

thuËt hiÖu chuÈn (thÝ dô b»ng c¸ch c©n).

§èi víi thuèc b¶o vÖ thùc vËt, phÐp  thö cuèi cïng ph¶i ®−îc tiÕn hµnh ®èi víi mét hoÆc nhiÒu tû lÖ

®−îc dùa trªn tÝnh to¸n sö dông thuèc ®· dù ®Þnh tr−íc víi l−îng n−íc tõ 600l/ha ®Õn 800l/ha.

C¸c d¹ng ®Æc biÖt cña thuèc b¶o vÖ thùc vËt nh− bét, h¹t hoÆc viªn ph¶i ®−îc dïng theo c¸ch phï hîp

víi sö dông th«ng th−êng trong n«ng nghiÖp.

Kh«ng ®−îc dïng thuèc b¶o vÖ thùc vËt khi giun cßn trªn mÆt ®Êt!

Sau khi cho thuèc b¶o vÖ thùc vËt, ®Ó thïng thö ë tr¹ng th¸i hë trong vßng 1 giê ®Ó cho dung m«i bay

h¬i.

D.2   ChÊt ®èi chiÕu (xem 7.3)

Mét l−îng 250g ai/ha ®Õn 500g ai/ha chÊt carbendazim ®−îc khuyÕn c¸o ®Ó sö dông nh− chÊt ®éc

chuÈn. ChÊt ®éc chuÈn ph¶i ®−îc kiÓm tra 2 lÇn trong 1 n¨m.

D.3    BiÓu thÞ kÕt qu¶

ChØ râ b»ng ®¬n vÞ miligam trªn mÐt vu«ng mÆt ®Êt, tû lÖ sö dông cao nhÊt mµ kh«ng g©y tö vong, sù

thay ®æi ®¸ng kÓ trong sinh khèi cña giun tr−ëng thµnh, vµ sù gi¶m ®¸ng kÓ sè giun con.
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Phô lôc E

(tham kh¶o)

X¸c ®Þnh nh÷ng ¶nh h−ëng ®èi víi sinh s¶n cña giun trong ®Êt « nhiÔm

E.1   Giíi thiÖu

Ph−¬ng ph¸p ®−îc m« t¶ trong tiªu chuÈn nµy cã thÓ thÝch hîp ®Ó so s¸nh sinh s¶n cña  giun trong mét

sè lo¹i ®Êt.

E.2   Nguyªn t¾c

Nh÷ng ¶nh h−ëng ®èi víi sù t¨ng tr−ëng vµ sinh s¶n cña giun tr−ëng thµnh (Eisenia fetida fetida hoÆc

E. fetida andrei) vµ tû lÖ sèng khi trøng në ®−îc x¸c ®Þnh trong c¸c ®Êt thö vµ ®Êt ®èi chøng. NÕu nh−

môc ®Ých lµ ®¸nh gi¸ ¶nh h−ëng cña ®Êt bÞ nghi lµ « nhiÔm, th× tÊt c¶ tÝnh chÊt cña ®Êt ®èi chøng ph¶i

gÇn gièng ®Õn møc tèi ®a víi ®Êt thö, chØ kh¸c lµ kh«ng cã c¸c chÊt « nhiÔm.

E.3   ThiÕt bÞ, dông cô

Sö dông c¸c thiÕt bÞ ®−îc m« t¶ ë ®iÒu 6.

E.4   C¸ch tiÕn hµnh

E.4.1   ChuÈn bÞ ®Êt thö

NÕu mét mÉu ®Êt ®· ®−îc chän th× c¸c tÝnh chÊt sau ph¶i ®−îc x¸c ®Þnh vµ b¸o c¸o.

a)   pH, theo TCVN 5979:1995 (ISO 10390);

b)   Kh¶ n¨ng trao ®æi cation, theo TCVN 6646:2000 (ISO 11260);

c)   Hµm l−îng chÊt h÷u c¬, theo TCVN 6642:2000 (ISO 10694);

d)   Ph©n bè kÝch th−íc h¹t, theo TCVN 6862 : 2001 (ISO 11277);

e)   Tû khèi, theo TCVN 6860 : 2001 (ISO 11272);

f)   Hµm l−îng n−íc, theo TCVN 6648:2000 (ISO 11465);

g)   Kh¶ n¨ng gi÷ n−íc, theo TCVN 6651:2000 (ISO 11274);

h)   Sinh khèi vi sinh, theo TCVN 6856 - 2 : 2001 (ISO 14240);

Ph¶i sö dông it nhÊt 5 mÉu lÆp l¹i ®èi víi mçi lo¹i ®Êt vµ ®Êt ®èi chøng. §Êt ®−îc sö dông ph¶i ®¹t kh¶

n¨ng gi÷ n−íc tõ 40% ®Õn 60%.
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Ýt nhÊt ph¶i x¸c ®Þnh vµ ghi l¹i pH vµ hµm l−îng n−íc trong ®Êt ë thêi ®iÓm b¾t ®Çu vµ kÕt thóc phÐp

thö.

E.4.2   TiÕn hµnh thö

Cho giun vµo mçi thïng theo 7.2.3 vµ ®Æt c¸c thïng vµo phßng thö  cã bao che (6.3.1) vµ tiÕn hµnh x¸c

®Þnh theo 7.2.4.

E.5   BiÓu thÞ kÕt qu¶

§èi víi mçi mÉu ®Êt, x¸c ®Þnh phÇn tr¨m tö vong, phÇn tr¨m t¨ng/gi¶m trong sinh khèi cña giun tr−ëng

thµnh vµ sè giun con sinh ra.

So s¸nh c¸c gi¸ trÞ trung b×nh víi ®èi chøng b»ng ph−¬ng ph¸p thèng kª thÝch hîp víi møc y nghÜa

(α=0,05).
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Phô lôc F

(tham kh¶o)

C¸ch thùc hiÖn hoµn chØnh ph−¬ng ph¸p

F.1   Kh¸i qu¸t

Tãm t¾t viÖc hoµn chØnh ph−¬ng ph¸p dùa trªn kÕt qu¶ cña 30 c«ng tr×nh ®−îc tiÕn hµnh trªn 9 lo¹i

ph−¬ng tiÖn thö ®−îc tr×nh bµy trong c¸c b¶ng d−íi ®©y. Ph−¬ng ph¸p ®−îc sö dông phï hîp víi thö

c¸c hiÖu øng phô cña thuèc b¶o vÖ thùc vËt nh− ®· tr×nh bµy ë phô lôc D.

F.2   ChØ tiªu hîp lÖ

B¶ng F.1 - ChØ tiªu hîp lÖ vµ phÇn tr¨m cña c¸c phÐp thö  ®¸p øng c¸c chØ tiªu ®ã

ChØ tiªu Gi¸ trÞ giíi h¹n

Phï hîp víi %
c«ng tr×nh

(n = 30)

Tû lÖ giun chÕt trong phÐp thö ®èi chøng ≤10% 100

Tû lÖ sinh s¶n giun con trong thïng ®èi chøng ≥ 30 83

CV cña giun con trong thïng ®èi chøng ≤ 30% 67(33 gi÷a 30 vµ 50)

F.3   §é nh¹y cña hÖ thèng thö

§é nh¹y cña hÖ thèng thö ®−îc ®o b»ng c¸ch tÝnh to¸n tÊt c¶ kÕt qu¶ cña c¸c lÇn thö kh¸c nhau, nã sÏ

chØ ra sù kh¸c biÖt ®¸ng kÓ vÒ sè giun con so víi phÐp thö ®èi chøng. §Ó sù so s¸nh tèt h¬n th× tû lÖ %

gi¶m sÏ ®−îc chia lµm 8 lo¹i. B¶ng F.2 chØ ra kÕt qu¶ cña tÊt c¶ c¸c phÐp thö víi nh÷ng liÒu kh¸c nhau

®¸p øng ®−îc chØ tiªu hîp lÖ.

B¶ng nµy chØ râ sù kh¸c biÖt tõ 30% ®Õn 40% gi¶m sè giun con cña hÖ thèng thö so víi phÐp thö ®èi

chøng lµ ®¹t yªu cÇu.
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B¶ng F.2 - §é nh¹y cña hÖ thèng thö  nghiÖm dùa trªn 45 kÕt qu¶

cña 19 phÐp thö ®¸p øng ®−îc chØ tiªu hîp lÖ

% giun con gi¶m so víi ®èi chøng Sè kÕt qu¶
KÕt qu¶ quan träng, tÝnh b»ng % cña
c¸c kÕt qu¶ (ph−¬ng ph¸p William)

<5 6 0

5 – 10 2 0

10 – 20 10 30

20 – 30 5 60

30 – 40 4 100

40 – 50 2 100

50 – 60 1 100

>60 15 100

F.4   KÕt qu¶ cña phÐp thö sö dông chÊt ho¹t ®éng benomyl vµ carbendazim lµm chÊt ®èi

chøng.

 B¶ng F.3 - KÕt qu¶ cña 11 phÐp thö sö dông hoÆc benomyl hoÆc carbendazim lµm chÊt ®èi

chøng

ChÊt ®èi chøng
Tû lÖ sö dông

g ai/ha % sinh s¶n cña ®èi chøng

Benomyl 125 39*

625 36*

625 0*

625 4*

750 0*

850 0*

1000 10*

1000 8*

Carbendazim 900 5*

1260 19*

2520 5*

* Kh¸c biÖt tin cËy so víi ®èi chøng
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B¶ng F.3  chØ râ h¬n 30% gi¶m sinh s¶n ®èi víi tÊt c¶ tû lÖ sö dông. So s¸nh víi ®èi chøng th× ¶nh

h−ëng ®èi víi sè giun con lµ ®¸ng kÓ trong tÊt c¶ mäi tr−êng hîp. KÕt qu¶ cho thÊy liÒu 750g ai/ha cã

thÓ ®−îc gi¶m b»ng hÖ sè 2 hoÆc lín h¬n.
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