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L&i néi dau
TCVN 6859-3: 2004 hoan toan tuong duong ISO 11268-3: 1999.

TCVN 6859-3: 2004 do Ban ky thuat Tiéu chudn TCVN/TC 190
"Chét Iluong dat" bién soan, Téng cuc Tiéu chuidn Do ludng
Chaét lugng dé nghi, B& Khoa hoc va Céng nghé ban hanh.
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Chat lugng dit — Anh hudng cua cac chat 6 nhiém Ién giun dat —
Phan 3: Huéng dan xac dinh anh hudng trong diéu kién thuc dia

Soil quality — Effect of pollutant on earthworms —
Part 3: Guidance on the determination of effects in field situations

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay moé ta cac ky thuat xac dinh anh hudng clia cac chat lén giun dat ngoai thuc dia, va

cung cap co sd dé xac dinh anh hudng ciia cac hoa chat st dung hoac két hop trong dat.

2 Tiéu chuan vién dan

TCVN 5979: 1995 (ISO 10390: 1994), Chat lugng dat - Xac dinh pH.

TCVN 6642: 2000 (ISO 10694: 1995), Chat lugng dat - Xac dinh ham lugng cacbon hitu cd va cacbon
téng s6 sau khi dét khé (phan tich nguyén t6).

TCVN 6651: 2000 (ISO 11274: 1998), Chat lugng dat - Xac dinh d&c tinh gitr nudc - Phuong phap trong
phong thi nghiém.

TCVN 6862: 2001 (1ISO 11277: 1998), Chéat lugng dat - Xac dinh su phan bé cép hat trong dat khoang -
Phuong phap ray va sa lang.

3 Donvij

Ty lé st dung céc chét thr dugdc tinh bang kilogam trén hecta (kg/ha) hoic lit trén hecta (I/ha) clia chét
st dung. Khi diing ché& pham thi ty 1& st dung dudc tinh 1a luong hoat chat st dung.

4 Nguyén tac

So sanh loai va s6 luong giun dat thu dudc tir cac 6 1dy mau da dudc x{ ly bang chat th&r nghiém véi
cling loai va sé lugng giun nhu vay thu dudc tir 6 d6i chiing va 6 chudn. Khoang thdi gian nghién clu
phu thudc vao d&c tinh clia chat thd, nhung théng thudng l1a mét nam. Cac ngay ldy mau dudc chon

nam trong thoi ky hoat déng cutia giun dat.
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Viéc 18y mau cung cép s6 luong giun dat tuong déi va khéng can thiét phai dinh ra mét s6 tuyét déi.
Phép thir Ia moét thiét k&€ ngau nhién hoan toan véi bén 1an 1ap lai. S dung phuong phap phan tich

thdng ké s6 luong méi loai thu dudc tir méi 14n 18y mau dé xac dinh cac anh hudng cida viéc xu ly.

Chu thich - Phép thir nay ciing c6 thé tao ra cac mau giun & cac 6 dat da x{r ly dung cho phan tich anh hudng
du lugng cla chét thd nghiém khi phu hop.

5  Lay mau quan thé giun dat

51 Khai quat

Vi can phéi 18y dudc s6 lugng 16n mau thir trong khoang thdi gian ngén nhét, cac phuong phap co hoc
nhu thu nhat bang tay, rifa hoac dai bang sang noi chung 1a quéa vat va. Tuy nhién cac phuong phap co

hoc nay cho phép lay duoc mau khi giun khéng hoat déng do thdi tiét.

Véi muc dich cla phép thr dugc mé ta & day, chl yéu st dung cac phuong phap tach bang formaldehyt
(Raw 1959) va phuong phap tach bang dién hodc phuong phap Oktett (Thielemann 1986,
Cuendet et al. 1991). Cac phudng phap tach nay chi st dung dudc khi giun dat hoat dong. Dé tang hiéu
qud cla cac phuong phap nay nén s dung két hop véi phuong phap thu nhat bang tay
(Lee 1985).

Cac mau ca thé dudc |4y theo dang phan bé ngau nhién trén 6 dat tha.

5.2 Phuong phap tach bang formaldehyt

Dung dich formaldehyt (0,2 %) dudc dua vao déng déu véi ty 1é tir 5 1it/0,25 m? @én 10 lit/0,25 m?. Dung
dich formaldehyt duoc dua vao & th(r thanh 2 dén 3 phan theo khd ning ngdm. Thoi gian dé
formaldehyt tac dong téng cong la 30 phut.

T4t ca giun ndi trén bé mat dat trong vung 18y mau dudc thu nhat lai va cho vao chat 1dng bao quan
(formol 5 % hoac con 70 %) (xem 8.1). Sau thdi gian tac ddng 30 phut, kiém tra kj bé mét dat va 16p co

phl bén trén dé thu nhit giun khé nhin thay (thudng 1a nhiing con con bé va loai giun nhd Aporrectodea

rosea).
5.3 Phuong phap tach bang mu tac

Trudc khi tach moét ngay, trén 60 g bot mu tac véi 1 lit nuGe cat. Ngay trude khi s&r dung, cho thém 9 lit
nudc cat vao dung dich nhi tuong nay va st dung gidbng nhu cach s dung d6i véi dung dich
formaldehyt. Cach tién hanh ti€p theo thuc hién giéng nhu phuong phéap tach bang formaldehyt da mé
td & 5.2.

5.4 Phuong phap tach bang dién

Cam cac dién cuc vao trong dat & goc clia 6 dat thi, giun dat sé chui lén trén bé mat khi dua dong dién
vao. C6 nhiéu thiét bi tach bang dién khac nhau, nhiéu diéu kién van hanh khac nhau (dong dién mét

chiéu hodc dong dién xoay chiéu, dd sau cdm dién cuc, su phan doan dién cuc, v.v...). Khi st dung cac
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thiét bi va cach tién hanh riéng thi phai bao cao. Khoang thdi gian tac doéng téng cong la 30 phut. Sau
khi tach 30 phat, phai kiém tra kj bé méat dat dé thu nhat nhiing giun khé nhin thay.

6  Chuan bj thir
6.1 Dia diém thir
6.1.1 Lua chon va mé ta

Phép thit phai dugdc tién hanh & dia diém tuong tu véi dia diém ma chat thlr sé dudc st dung mét cach
thdng thudng, hodc & nai c6 thé xa tran hoac thao di. Dia diém th(r phai 6 noi dat bang va phai c6 cling

loai cay trong va dac tinh dat gidng nhau trén toan ving.

D4t dong cd va dat trong cdy an qua ndi chung thich hgp cho cac nghién ciu thuc dia véi giun hon la
dat tréng vi ching cung cdp quan thé giun d4t cao hon. Tuy nhién, néu can cé théng tin vé anh hudng
clia dat it cay thi cac 6 dat trong c6 thé sif dung nhung mién la phai c6 it nhat 20 con giun trén mot mét

vudng va su da dang Ve loai ré rang.

Mot khu dat déng cd thir nghiém thich hdp can dat mat doé giun it nhat 13 100 céa thé trén mot mét vudng.

Né&u mat do quan thé giun thap hon thi phai [ay nhiéu mau thr hon so véi yéu cau trong 6.1.3.

Cac 6 dat thuc nghiém phai cung cdp mot quan thé hén hop cac sinh vat séng (Bouché 1977) dai dién
chung cho loai méi trudng da chon. Vi du & khu dat ndng nghiép, céac loai quan trong nhu Lumbricus
terrestris va Aporrectodea caliginosa phai cé6 mat do cao vira dd (it nhat 10% quan thé) thi 6 dat méi cd

thé dudc |4y 1am dai dién. Can than dé khong chon cac 6 dat co cac loai khong dién hinh chiém uu thé.

DE& thoad man cac yéu cau nay, trudc khi bat dau nghién ciu phai 1dy mau thir tir cac 6 dat sap téi sé thir

nghiém dé kiém tra so bd vé su phan bé ctia cac loai.

Khi chon dia diém thir tranh khong chon céac loai dat khac nghiét, nhu dat cat, dat sét va dat dam |ay.
M6 ta dia diém thr phai bao gém cac théng tin hoé - ly va sinh hoc sau:

- phau dién dat;

- suphan bd cd hat (TCVN 6862: 2001 (ISO 11277: 1998));

- ham Iugng cacbon hitu cd (TCVN 6642: 2000 (ISO 10694: 1995));

- giatr pH (TCVN 5979: 1995 (ISO 10390: 1994));

- s(ic chita m ddng rudng (trong tang A);

- mé ta vé thuc vét.

Xac dinh cac dac tinh nay phai si dung cac phuong phap tiéu chuan.

Cac phép do vi khi hau (nhiét a6 dat va khong khi, d6 &m ctia dat, luong mua, thdi gian ndng) rat quan

trong d6i vGi giai doan st dung hoa chat, nhiét do va lugng mua phai dudc ghi chép trong ca nam.
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Phai ndm rd ly lich cla dia diém thi (nhu viéc s dung thudc bao vé thuc vat, phan khoang, bun thai,

V...,

Ch thich - Khi thir véi mét hoa chat cu thé, dia diém thlr phai khong dudc ti€p xdc véi hoa chat tuong tu trong

ba nam cudi.
6.1.2 Duy tri hién truéng thur

Khu vuc dat déng cé phai dudc che phll thudng xuyén (tf hai d&n sau 14n mét nam) dé gilt cho 16p cd
thap. Viéc che phl phai tién hanh truéc khi st dung chat thir mét dén hai tuan dé chic chén rang cé 6
trén bé méit déng vai trd nhu la nguén thiic &n cho giun sé ti€p xuc véi cac chat thlr. Chi dé lai trén hién
trudng lan phd cudi cling trude khi st dung chat th(r mién sao khéng tao thanh mét thdm cd bén, dinh
lién. Trong trudng hop phti 1au hon mét nam, 16p phti phai dé lai trén déng duing lam ngudn thic &n cho

mot s6 loai giun dat.

Né&u phép thir ti€n hanh trén dat trong, phai st dung ky thuat canh tac théng thudng. Tuy nhién, dat nay
phai khéng xU ly trong qua trinh thr cang lau cang tét.

Khéng s dung thudc bdo vé thuc vat & khu vuc thlr, nhung néu khoéng tranh dugdc thi phai chon hoéa
chat khong c6 doc cho giun dat. S dung hoa chét tuong tu cho cac 6 ddi chimg. VGi muc dich lam
sang to két qua thr nghiém, phai luu y rang ngay cé khi hoa chéat nay khéng cé anh hudng dén giun dat
thi su tuong tac gilia du lugng hoa chat khéng doc hai véi chat thir van c6 thé xay ra.

Trong trudng hop riéng, viéc tudi U6t nhan tao hién trudng thit c6 thé co ich vi giun dat chi hoat déng va
phat trién trén bé mat khi dat c6 mot dd 4m thich hop. Viéc tusi uét sau khi st dung chat thir cé thé tang
su ti€p xuc truc tiép clia giun vdi hod chat thi. Viéc tudi néi & day phu thudc vao diéu kién cla vung thir
va vi thé khong thé khang dinh 13 Itic nao ciing phai tudi nudc. Tusi mot dén hai tudn trudc khi ldy mau

sé& thuan tién hodc tham chi can thiét cho viéc I8y mau, vi diéu nay phu thudc vao hoat déng cla giun.

6.1.3 Thiét ké thuc nghiém

Phép thlr phai dudc thiét k& theo & ngau nhién. T s6 ngay 18y mau da 1ap k& hoach sé& xac dinh dién
tich bé mat cGia 6 dat tha.
Tuy nhién, cac 6 dat (= cac 1ap lai) phai c6 dién tich it nhat Ia 100 m? (10 m x 10 m). Cac mau th& dugc

I&y duy nhét tir khu vuc trung tdm cla 6 dat sao cho xung quanh khu vuc 18y mau cé mét dai dat rong tir

1 m dén 2 m ciing dugc x{ ly (xem hinh 1).
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Chi dan
1 Khu vuc 18y mau
2 Dai dat bao xung quanh

Hinh 1 - So d6 cua 6 dat thir nghiém

Cac mau ldy ciing mot ngay phai cach nhau it nhat 2 m, va cac khu vuc da 18y mau khéng dudc ding

dé I&y mau cho cac ngay Iay mau tiép sau db.

S6 luong yéu cau mau thr ngau nhién phu thudc vao mat dé va su phan bé quan thé giun trén toan bo
vung th(r (Daniel & Bieri 1988).

V6i mbi phuong an thir khac nhau (d6i chiing, chat d6i chiéu, chat thl), phai lam it nhat bén 1an 13p lai,

va méi lan 13p lai &y b6n mau th( ngau nhién (nghia 1a c6 16 mau th{r riéng I& cho mbi phuang an thir).

Dai v6i dat dong cd, dién tich 18y mau thich hop 1a 0,25 m? cho mét mau riéng biét. Nén st dung moét
chup bao vé bang kim loai hodc bang nhua c6 dudng kinh 56 cm va chiéu cao tir 10 cm dén 15 cm dé
tranh gi6. Déi vai khu dat trong, do mat dd quan thé giun thdp hoac su phan bé khéng déng déu cla

ching, phai tang dién tich 18y mau lén dén 1 m2.

Dai v6i dat dong co, thuc vat & khu vuc 1ay mau phai dudc cit can than trudc khi 14y mau dé c6 thé nhin
thay va thu nhat dudc tat ca giun néi trén bé mat.

Phai can than dé clra hang clia giun khéng bi bit lai, va vi thé ngudi thu nhat giun phai tranh khéng dam

lén khu vuc 18y mau.

6.2 Kiém tra tinh hiéu qua ctia phuong phap tach

Hiéu qua clia phuong phap tach da chon phai dudc kiém tra ngay tir dau giai doan 18y mau. Sau khi lay
mau, dao dat & bén dudi khu vuc 18y mau dén d6 sau tir 30 cm dén 50 cm (phu thudc vao su phan bé
giun trong cac tang dat khac nhau) va dé 1&n trén mot tdm nhua hodc cho vao trong hop. Sau dé lam vé

dat can than bang tay va tim giun. Giai doan tam nghi hodc khéng hoat déng clia giun phai dudc ghi lai.

7



TCVN 6859-3: 2004

Phuang phap tach lua chon phai thu dudc it nhat 1a 60 % lugng giun dat thu nhat theo cach moé ta &
trén. Phai tién hanh dao it nhat & ba viing mau th{r trudc khi &y mau chinh thic.

Khi 18y mau tién hanh trong nhiéu ngay, cac kiém tra tinh hiéu qua trén cac mau thir ngau nhién phai
dugc thuc hién theo cac khoang thsi gian thich hgp dé tranh nhiing thay déi cla thdi tiét hosc dat bi
khé.

7  Céach tién hanh
7.1 Sl dung chat thi

Phai mo ta day da vé chat thir va chat doi chiéu trong bao cao thir nghiém va céac tinh chét ly hoa néu
no giup ich cho viéc lam sang té cac két qua thir nghiém.
Khi cac hoa chat dugc du tinh dung cho dat (vi du cac hoa chat néng nghiép), ty 1é st dung, cong thirc
va cach st dung phai do nha cung cdp qui dinh va phai tuan theo. Trong trudng hdp nhu vay, thiét bi sir
dung trong th& nghiém phai giéng cac thiét bi st dung trong thuc t& (vi du khi thit véi thubc béo vé thuc
vat, phai st dung thiét bi bom néng nghiép thich hop da dudc thiét ké dé phan chia cac thé tich déu
nhau theo cling mét cach). T4t ca cac thiét bi phai dudc diéu chinh truéc khi st dung dé phan chia hoa
chét 6 téc do bang téc d6 cuc dai dung dudc trong thuc té.
Chu thich - Béi v6i cac thudc bdo vé thuc vat dung véi nuGc, ty 1& nudc st dung trén dat trong tur
200 lit/ha dé&n 300 littha. D6i v6i dat déng co 1a tir 400 littha dén 800 littha dé do thdm uét dudc dam bao. Néu
st dung chat thi¥ theo giai doan thi viéc st dung nay phai ti€n hanh & cac khoang thai gian tuong (ing véi cach
tién hanh thong thudng.
Trong qué trinh nghién ctu néu c6 anh hudng clia su ¢d tran hoic ngdm hoa chét thi viéc Gng dung
phai thuc hién cang gan v6i hoan canh thuc t& cang tét, nhung viéc 18y mau van theo qui dinh (vi du
viéc phan bé chan cac 6 dat). G cac nudc 6n ddi, giun dat hoat dong nhiéu nhat vao mua xuan va mua
thu, vi vy nén bat dau tién hanh thir nghiém vao mua xuan.
Khi thir véi thudc diét cd, thi tat ca thuc vat & 6 dat bi chét. Vi diéu nay c6 anh hudng dén quan thé giun
dat ¢ dia diém thr cho nén cac thr nghiém nay t6t nhat nén tién hanh & cac ving dat co it cay. Dat
déng cd vira méi cay dé gieo hat sau d6 ciing c6 thé st dung.
7.2 Ngay lay mau
Sau khi st dung chét th(r, ti€n hanh it nhat ba 14n I8y mau va phai & trong thdi ky hoat déng clia giun:
Lan 18y mau dau tién: khoang 1 thang sau khi st dung chat thif;
Lan 18y mau th( hai:  khoang 4 dén 6 thang sau khi st dung chat thir;

Lan 18y mau thrba:  khoang 12 thang sau khi st dung chét thr.

Khodng thai gian th phu thudc vao tinh chat clia hoa chét thir. Néu can thiét 1dy thém mau thi phai tién

hanh & khoang thdi gian nlfa nAm mét trong thdi ky hoat déng clia giun dat.
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7.3 Chat doi chiéu

Can thiét th(r nghiém déng thdi véi chat déi chiéu (chat chudn ddc) dé co6 théng tin vé anh hudng clia

chat thir trong cac diéu kién clia dia diém thuc nghiém cu thé.

Hoat chat Benomyl va Carbendazim doc véi giun la phu hdp véi muc dich nay (Niklas & Kennel 1978,
Edwards & Brown 1982, Heimbach 1990). Ty |é s& dung cac hoat chéat tir 2 kg dén 4 kg trén hecta dugc
coi 1a phlu hgp dé& thu dugc cac anh hudng mong muén (gidm mat dd tir 40% dén 80 %). Do cac anh
hudng nay c6 thé phu thudc vao ché phdm lua chon nén can tién hanh cac phép thlr so bé hoic sl

dung nhiéu ty |1& s& dung khac nhau.

8 Danh gia phép thi
8.1 Phan loai cac loai giun dat

Phan loai cac loai giun can c vao cac tai liéu thich hgp (Graff 1953, Sims & Gerard 1985), va st dung
cac danh phap clia Easton (1983).

Giun dat sau khi thu nhat dugc cé dinh trong dung dich formadehyt 5 % va luu gilr cho dén khi dua ra
phan loai. Cén 70 % ciing c6 thé dudc sl dung lam dung dich ¢6 dinh va bdo quan. Tuy nhién, cén c6
bat loi la tAy trdng giun nén gay khé khan cho viéc phan loai giun. Viéc phan loai giun dat séng c6 thé

tién hanh ngay ngoai thuc dia nhung doi hdi ngudi phan loai phai c6 ky nang phan loai cac loai.

Tinh riéng sé lugng giun trudng thanh va con non clia mét loai. Bai véi nhitng con giun non khé phan

biét, thi viéc phan loai ching sé dua vao su khac biét gitra Tanylobes va Epilobes.

Chu thich - D& thuan lgi cho viéc phan biét giun dat non thi su khac biét gilta Epilobous (méi sau) va
Tanylobous (mbi trudc) 1a rat can thiét va quan trong. Phan quanh miéng & dét dau tién ma bao quanh miéng,
lung mang mét thuy huéng vé phia truéc goi 1a méi. Khi giun khéng hoat dong, ndé déng vai trd nhu 1a mét céi
nap va bit kin xoang miéng ho#c khoang ma, nhung khi khac né déng vai trd nhu la co quan xuc giac va thu
quan cam giac hoa hoc. & Lumbricus spp.,mdi c6 thém chic ning dung dé 14y cd va & cay vao trong hang.
Mb6i c6 thé ti€p tuc vé phia sau vdi phan quanh miéng (Zygolobous), c6 moét dudng phan cach don gian
(Prolobous), c6 mét mau 16i ngén dang Iudi vé phia sau (Epilobous) hay c6 mau 16i dang Iudi kéo dai vé phia

sau dén gian dét dau tién va phan chia phan quanh miéng & phia lung (Tanylobous).

8.2 Can

Trudc khi can, giun dat da c6 dinh dudc dat vao gidy loc dé loai bd nhiing dich uét bao quanh co thé.

Khéi lugng cla giun dugc tinh cho loai va miic dé trudng thanh cda giun.

9  Tinh toan va biéu thj két qua

Xac dinh s6 giun trudng thanh va giun con non va khéi lugng cla ching déi v6i méi loai giun thu dugdc

trong méi lan 18y mau. S dung phuong phap théng ké thich hop dé so sanh mau da x{ ly va d6i chiing.
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Phép th{r théng ké va suy luan phu thudc vao viéc cac gia tri 1ap lai c6 dudc phan bé chuén va c6 déng

nhét theo su bién thién clia chung khong.

Dé& kiém tra su phan bé chudn va su bién thién déng nhat, si dung tuong (ing cac phuong phap cta
Kolmogoroff-Smirnov va clia Bartlett. V6i cac sé liéu phan bé chudn va déng nhat, cac phép thir t boi cd
thé thuc hién dudc nhu phép thlr clia Dunnett hodc cla William (o = 0,05, mét phia). Mat khac, phép
thr U boi c6 thé tién hanh, nhu phép th U Bonferroni phi hop véi Holm (1979). N&u chi cé6 moét cach x{
ly duoc tién hanh va diéu kién tién quyét (su phan bs chuin, su déng nhat) clia qui trinh thér théng s6

dudc dap Ung, st dung qui trinh th( t Student, hoac khéng thi qui trinh clia phép thir U Mann-Whitney.
Chu thich - Phai luu y rng khi st dung cac phuong phap tach dua theo tinh hoat déng clia giun thi c6 thé moét
vai loai xuét hién quéa nhiéu hodc qua it so véi mic dai dién. Vi du khi si dung phuang phap tach bang dién thi
céac giun déat trudng thanh cla loai Lumbricus terrestris nam sau & duGi dat sé khéng xuét hién (Cuendet et al.
1991). Tuong tu véi loai giun ndi sinh nhd hon & trong dat, c6 thé bi chét khi st dung phuong phap tach bing
formol va do dé & duGi miic dai dién (Raw 1959).

10 Bao cao thir nghiém

Béo céo thr nghiém phai bao gébm céac théng tin sau:
a) vién dan tiéu chuan nay;
b) két qua, mé ta nhu trong diéu 9;
c) mo ta cu thé vé chat thir va thong tin vé tinh chat hoa hoc, Iy hoc dé giup hiéu ré két qua thir:
d) tinh chat cha dia diém thlr (xem 6.1.1);
e) diéu kién thdi tiét trong qua trinh thi;

f) mo ta cu thé vé thiét ké phép thir va kiém soat dia diém thir (kich thudc ctia cac 6 dat thdr, s mau

l&p lai, s6 mau thi);

g) phuong phép tach st dung dé Iay mau;

h) toan bo sé Iuong va khéi ludng téng cong clia giun thu dudc trong tat ca cac ngay lay mau;

i) bang ghi chép phan tram thay d&i trén mét 6 thi, x& ly va ngay thl so sanh véi ddi chiing;

j) toan bd sé lugng va khéi luong clia mbi loai trong tat ca cac ngay lay mau;

k) bang ghi chép s6 luong va khéi lugng trén méi mau va ngay Iay mau clia méi loai;

) d6 thi biéu dién su thay d6i vé s& ludng va khéi luong cho méi loai riéng biét trong qua trinh thi;
m) k&t qua thu dugc bang cac chat déi chiéu riéng;

n) nhing thao tac khéng qui dinh trong tiéu chudn nay va bat ky su ¢ nao cé anh hudng dén két

qua thir.
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