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Resumen

Entre los diversos problemas ambientales, aquellos relacionados con el agua destacan sobre el
resto debido a la importancia que presenta ésta para el desarrollo de la vida y para la realizacién de
distintas actividades humanas.

La industria del procesamiento del corcho genera, como consecuencia del proceso de produccidn
del mismo, unas aguas residuales que presentan altos niveles de compuestos organicos y fendlicos,
los cuales destacan por una baja biodegradabilidad y una toxicidad significativa. Estos compuestos
no se eliminan facilmente por un tratamiento de aguas residuales municipales convencional. Por
esta razon, en la actualidad se estan utilizando, cada vez mas, tratamientos de oxidacidn avanzada.

El propésito de este trabajo es evaluar la eficacia de un tratamiento foto-Fenton en la
detoxificacién de soluciones acuosas que contienen una mezcla de compuestos relacionados con la
industria del corcho y tratadas a distintos tiempos, utilizando bioensayos con el microcrustaceo
Daphnia magna y con el nematodo Caenorhabditis elegans. Los compuestos que se han estudiado
en este trabajo son los acidos galico, tanico, eldgico, protocatecuico, vanilico, siringico y sinapico y
el 2,4-dinitrofenol.

Los resultados obtenidos en el ensayo de toxicidad aguda con D. magna indican que, para las
soluciones acuosas no tratadas, el acido protocatecuico y el 2,4-dinitrofenol son los que presentan
un mayor efecto sobre la movilidad del microcrustaceo, mientras que para las soluciones acuosas
tratadas, los tiempos de tratamiento intermedios son los que mas efecto tienen. Para el ensayo de
toxicidad crénica con este mismo organismo se observa, en general, un ligero aumento de la
reproduccion para todos los tiempos de tratamiento respecto a la muestra control, destacando de
forma significativa, la muestra tratada a 120 minutos. Finalmente, del ensayo de toxicidad aguda
realizado con C. elegans no se pueden extraer resultados concluyentes debido a que el nematodo
no muestra ninguna tendencia cuando se expone a las muestras contaminadas. Los resultados
obtenidos con D. magna demuestran que el tratamiento durante 210 min, mediante foto-Fenton,
resulta ser eficaz en la detoxificacion de las aguas contaminadas con los derivados del corcho.
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Resum

Entre els diversos problemes ambientals, aquells relacionats amb |'aigua destaquen sobre la resta a
causa de la importancia que presenta aquesta per al desenvolupament de la vida i per a la
realitzacio de diferents activitats humanes.

La industria del processament del suro genera, com a conseqliencia del procés de produccié del
mateix, unes aiglies residuals que presenten alts nivells de compostos organics i fenolics, els quals
destaquen per una baixa biodegradabilitat i una toxicitat significativa. Aquests compostos no
s'eliminen facilment per un tractament d'aiglies residuals municipals convencional. Per aquesta
rad, en l'actualitat s'estan utilitzant, cada vegada més, tractaments d'oxidacié avancada.

El proposit d'aquest treball és avaluar I'eficacia d'un tractament foto-Fenton en la detoxificacié de
solucions aquoses que contenen una mescla de compostos relacionats amb la inddstria del suro i
tractades a diferents temps, utilitzant bioassaigs amb el microcrustaci Daphnia magna i amb el
nematode Caenorhabditis elegans. Els compostos que s'han estudiat en aquest treball sén els acids
gal - lic, tannic, elagic, protocatecuico, vanilic, siringico i sindpico i el 2,4-dinitrofenol.

Els resultats obtinguts en l'assaig de toxicitat aguda amb D. magna indiquen que, per a les
solucions aquoses no tractades, I'acid protocatecuico i el 2,4-dinitrofenol sén els que presenten un
major efecte sobre la mobilitat del microcrustaci, mentre que per a les solucions aquoses
tractades, els temps de tractament intermedis sén els que més efecte tenen. Per a l'assaig de
toxicitat cronica amb aquest mateix organisme s'observa, en general, un lleuger augment de la
reproduccio per a tots els temps de tractament respecte a la mostra control, destacant de forma
significativa, la mostra tractada a 120 minuts. Finalment, de |'assaig de toxicitat aguda realitzat
amb C. elegans no es poden extraure resultats concloents a causa que el nematode no mostra cap
tendéncia quan s'exposa a les mostres contaminades. Els resultats obtinguts amb D. magna
demostren que el tractament durant 210 min, mitjancant foto-Fenton, resulta ser efica¢ en la
detoxificacié de les aiglies contaminades amb els derivats del suro.
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Abstract

Among the several environmental problems, those related to water stand above the rest because
of the importance it has for the development of life and human activities.

The cork processing industry generates, as a result of the production process, a wastewater with
high levels of organic and phenolic compounds, which are distinguished by a low biodegradability
and significant toxicity. These compounds are not easily removed by a conventional treatment of
municipal wastewater. For this reason, advanced oxidation treatments are being used increasingly.

The purpose of this research is to evaluate the efficacy of a photo-Fenton treatment in the
detoxification of aqueous solutions containing a mixture of compounds related to the cork industry
and treated at different times, using bioassays with Daphnia magna and Caenorhabditis elegans.
The compounds that have been studied in this work are the gallic, tannic, ellagic, protocatechuic,
vanillic, syringic and sinapic acids and 2,4-dinitrophenol.




The results obtained in the acute toxicity test with D. magna indicate that for untreated aqueous
solutions, protocatechuic acid and 2,4-dinitrophenol are those having the greatest effect on the
mobility of microcrustacean, while for treated aqueous solutions, intermediate processing times
are those who have the most effect. For chronic toxicity test with the same organism, a slight
increase of reproduction was observed for all treatment times compared to the control sample,
highlighting significantly, the sample treated at 120 minutes. Finally, the acute toxicity test
performed with C. elegans was unable to draw conclusive results because the nematode shows no
trend when exposed to contaminated samples. The results obtained with D. magna demonstrate
that photo-Fenton treatment for 210 min proves to be efficient in the detoxification of
contaminated waters derived from cork industries.
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1. INTRODUCCION

1.1. Importancia del agua

Entre los diversos problemas ambientales, los relacionados con el agua son quizds los mas
importantes debido a la seria amenaza que representan para la humanidad, pues de acuerdo al
Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (UNEP), alrededor de un quinto de la
poblacién mundial vive en dreas de escasez fisica de agua. Por tanto, el agua es un recurso natural
importantisimo para el desarrollo de la vida y para el sostenimiento del medio ambiente, asi como
para la realizacidn de distintas actividades humanas.

En los ultimos tiempos, el rdpido desarrollo humano y econdmico que trajo consigo la
industrializacion y el aumento de la demanda de agua asociada a este desarrollo, unido a la escasez
de los recursos hidricos anteriormente mencionada, ha impuesto la necesidad de recuperar y
reutilizar las aguas residuales de una manera respetuosa con el medio ambiente (Kamizoulis et al.,
1999).

En la actualidad, las medidas legislativas adoptadas tratan de evitar la contaminacién del agua.
Es por ello, que la mayoria de las aguas domésticas e industriales son colectadas y posteriormente
depuradas antes de ser vertidas nuevamente al medio natural (rios, lagos, mares, etc.).

Las Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales (EDARs) estdn concebidas para reducir el
contenido en materia orgdnica y contaminantes minerales antes de su vertido al medio natural. La
mayoria de ellos se eliminan en mayor o menos medida mediante los métodos tradicionales de
tratamiento de agua (primario o fisico-quimico y secundario o biolégico) y, en mayor grado,
mediante los tratamientos terciarios (cloracidn, rayos UV, etc.). No obstante, estos sistemas no son
capaces de degradar por completo los compuestos derivados de la industria del corcho. Por lo tanto,
se hace necesario el uso de tecnologias avanzadas para el tratamiento de aguas residuales, como los
biorreactores de membrana, la nanofiltracién/ultrafiltracion y la ésmosis inversa, asi como de las
tecnologias que emplean procesos de oxidacién avanzada, ya que pueden ser una solucion muy
eficaz y viable para garantizar una mejor depuracién de las aguas.

1.2. La industria del corcho

La produccidn y facturacién del corcho obtenido de la corteza de Quercus suber L. es una
actividad econdmica importante en paises mediterraneos como Espafia y Portugal, ya que el corcho
se utiliza principalmente para la produccién de tapones para embotellar distintos tipos de vinos. En
los dltimos afios se ha hecho un esfuerzo en mejorar la calidad de los tapones, poniendo especial
interés en determinar cémo los cambios en la composicion del corcho durante las distintas etapas de
produccién pueden afectar a la calidad del tapén (Benitez et al., 2003).

El proceso de produccidn del corcho comienza con el descorche o extraccidon de la capa
externa de Quercus suber y su posterior limpieza, desinfeccién y humidificacion. A continuacidn, las
planchas de corcho se sumergen en un bafio de agua caliente durante una hora aproximadamente
para eliminar cualquier material extrafio y para mejorar las propiedades texturales y pldsticas del
corcho, haciendo que este material sea mas ligero, flexible y homogéneo (Geraldes et al., 2008; Dias-
Machado et al., 2006). Este proceso consume una gran cantidad de agua y como resultado se
generan unas aguas residuales oscuras que contienen varios extractos de alcornoque.



1.3. Contaminantes derivados de la industria del corcho

Entre los compuestos que se encuentran presentes en las aguas residuales obtenidas del
proceso anteriormente comentado destacan los siguientes: acidos fendlicos, taninos, 2,4,6-
tricloroanisol, pentaclorofenol, etc. De manera especifica, los siguientes acidos han sido identificados
mediante HPLC en la fraccién fendlica: galico, protocatecuico, vanilico, siringico, ferulico y elagico.
Las aguas residuales que se generan sélo pueden ser usadas durante 6-8 cargas de planchas de
corcho debido a que una buena calidad del corcho debe tener una baja concentracion de estos
compuestos organicos vy, algunos taninos y compuestos fendlicos, si se encuentran presentes en el
corcho, pueden dafiar la calidad organoléptica del vino. Otros compuestos, como los acidos benzoico
y cindmico, no influyen directamente en las caracteristicas organolépticas, pero son precursores de
fenoles volatiles que pueden afectar al aroma del vino (Benitez et al., 2003).

El agua residual resultante del proceso presenta una considerable carga organica con una
demanda quimica de oxigeno (DQO) en el rango de 4-6 g-L'}, y una demanda bioquimica de oxigeno
entre 1,1-1,8 g-L'!, ademas de un pH &cido alrededor de 5. Este contenido sobrepasa ampliamente los
limites permitidos por la ley (0,5 g-L™") para que estas aguas residuales puedan ser vertidas a los
cauces publicos o ser usadas en terrenos agricolas. A pesar de ello, estas aguas son vertidas de
manera frecuente sin ser tratadas previamente, lo que supone un peligro debido a la naturaleza de
los contaminantes que contienen y pueden ocasionar efectos medioambientales indeseados en los
ecosistemas acudticos. Por lo tanto, se deben aplicar tratamientos antes de que puedan ser vertidas
o usadas, aunque se debe tener en cuenta determinados inconvenientes técnicos y econdmicos
relacionados principalmente con los elevados volimenes de aguas residuales que se producen (400
L-ton de corcho) y con su naturaleza compleja, lo que hace necesario tratamientos sofisticados para
tratarlas (Benitez et al., 2009; Dias-Machado et al., 2006).

Ademas de presentar altos niveles de compuestos organicos y fendlicos, las aguas residuales
obtenidas del procesado del corcho presentan también una baja biodegradabilidad y una toxicidad
significativa. Es por ello que estos compuestos no son facilmente eliminados por tratamientos de
aguas residuales convencionales, los cuales estan basados en gran medida de una sedimentacién
primaria seguida de un tratamiento bioldgico.

La biodegradabilidad es un factor importante a considerar al elegir un tratamiento de aguas
residuales apropiado, ya que la eficiencia de los tratamientos bioldgicos estd significativamente
influenciada por la buena disposicion de los compuestos presentes a ser biodegradados. Varios
estudios han reportado que los procesos bioldgicos usados para el tratamiento de aguas residuales
procedentes de la industria del corcho, como por ejemplo el uso de fangos activados, promueven
una reduccidn insuficiente de un 13-37% de la demanda quimica de oxigeno (DQO) debido a la baja
biodegradabilidad del contenido orgdnico, especialmente los compuestos fendlicos, los cuales
presentan una elevada toxicidad (Bernardo et al., 2011; Guedes et al., 2003).

Por todas estas razones, el tratamiento de las aguas residuales procedentes de la industria del
corcho ha sido objeto de investigacion en los ultimos afios. La mayoria de estos estudios se centran
en procesos quimicos destructivos como la oxidacidn quimica de la materia orgdnica mediante
ozono, oxidacion Fenton, procesos fotoquimicos que implican radiaciones UV y perdxido de
hidrégeno, y precipitacion quimica.



En vez de centrar la atencién en cdmo tratar estas aguas residuales, también es atractivo
encontrar usos eficientes para estos materiales en términos medioambientales y preventivos de la
pérdida de recursos. Los taninos que se pueden encontrar en las aguas residuales del procesado del
corcho pueden ser usados en la industria del cuero como agentes de curtido, sugiriendo un enfoque
mucho mas sostenible que el propio tratamiento de las aguas. El uso de los taninos del corcho en Ila
industria del cuero puede llevar a la produccién de cuero de alta calidad libre de cromo (Geraldes et
al., 2008).

A continuacién, se describen brevemente algunas de las propiedades mads caracteristicas de los
ocho compuestos presentes en las aguas residuales procedentes de la industria del corcho, y en la
Figura 1 se muestra la estructura quimica de cada uno de ellos.

Mot oo
(a) (B) () ‘A*r"“‘
O 0 COOH NO.
2
HO
OCH " OCH H:C0 ocHs NO.
3 3 OH .

(E) (F) (6) (H)

Figura 1. Estructura quimica de los compuestos derivados de la industria del corcho: Acido eldgico (A); Acido
gdlico (B); Acido protocatecuico (C); Acido tdnico (D); Acido vanilico (E); Acido sindpico (F); Acido siringico (G)
y 2,4-dinitrofenol (H).

Respecto a los 4cidos eldgico, galico y protocatecuico se podria destacar que son compuestos
fendlicos que se encuentran en diversas plantas, frutas y verduras. Ademas, poseen propiedades
antiinflamatorias, antibacterianas, antivirales, anticancerigenas y antioxidantes, beneficiosas para la
salud humana. Es por ello, que pueden encontrar diversas aplicaciones en la industria farmacéutica,
alimentaria y quimica (Kilic et al., 2014; Hsieh et al., 2014).

El acido tanico es otro compuesto fendlico que ha sido muy usado en diversas industrias
(peletera, quimica, etc.) y, ademas, también posee actividad anticancerigena y antioxidante. Tiene
una peculiar estructura que hace que hace que tenga una capacidad quelante elevada con algunos
iones metalicos como Mg**, A** (Zhang et al., 2012).

Por otra parte, el acido sinapico pertenece a la familia de los fenilpropanoides y suele
encontrarse en el vino y en el vinagre. Se ha visto que posee actividad antiinflamatoria y que podria
tener un papel importante en la proteccidn neuronal (Kim et al., 2010). Otros fenoles derivados de la
industria del corcho, como el acido siringico, han demostrado tener un efecto antidiabético en ratas
(Muthukumaran et al., 2013).



En cuanto al acido vanilico, es un acido dihidroxibenzoico usado como agente saborizante. Se
trata de la forma oxidada de la vanilina, la cual ha mostrado efectos antimutagénicos y
anticarcinogénicos in vivo (Gonzalez-Baro et al., 2008).

Por ultimo, el 2,4-dinitrofenol es una sustancia orgdnica cominmente usada en la industria
para la produccion de plaguicidas y tintes, la cual produce su efecto téxico en animales, plantas y
microorganismos mediante el desacoplamiento del proceso de fosforilacién oxidativa en la
mitocondria. Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos, el 2,4-dinitrofenol
puede ser considerado como un compuesto carcinogénico (Bagal y Gogate, 2013).

1.4. Procesos de oxidacion avanzada: foto-Fenton

Los compuestos presentes en las aguas residuales procedentes de la industria del corcho no
son facilmente eliminados por tratamientos convencionales, los cuales se basan principalmente en
una sedimentacion primaria seguida de un tratamiento bioldgico, como ya se ha comentado
anteriormente.

En algunas estaciones depuradoras también se llevan a cabo tratamientos terciarios que
abarcan diversos tratamientos fisico-quimicos que tienen como fin eliminar o recuperar los
contaminantes que contienen estas aguas. Sin embargo, estos tratamientos tampoco parecen ser
eficaces contra contaminantes persistentes.

Los procesos de oxidacion avanzada (AOPs, por sus siglas en inglés) se consideran un método
altamente efectivo para eliminar estos compuestos que no pueden ser tratados por técnicas
convencionales debido a que las plantas de tratamiento no suelen estar preparadas para gestionar
este tipo de contaminantes debido a su elevada estabilidad quimica y/o baja biodegradabilidad. Sin
embargo, estos procesos presentan ciertos inconvenientes como el elevado coste de los reactivos
utilizados y/o el elevado consumo eléctrico que se requiere. Asi, el uso de la energia solar como
fuente de energia se esta planteando como una estrategia realmente interesante (De Torres-Socias
etal., 2014).

Los AOPs, basados en la generacidn in situ de radicales hidroxilo (HO®), de gran poder oxidante
debido a su elevado potencial redox (2,80 V), pueden ser usados antes o después de tratamientos
convencionales para eliminar los contaminantes emergentes (farmacos, tintes, etc.) de las aguas
residuales e incluso para alcanzar la mineralizacion total cuando se dan las condiciones ideales
(Yamal-Turbay et al., 2014).

En general, los radicales OH" generados se encargan de la oxidacién de los compuestos
organicos (RH en la ecuacion 1) por captura de hidrégeno y formacién de un radical organico
(ecuacion 1), el cual puede reaccionar con el oxigeno atmosférico dando lugar a peroxirradicales
(ecuacion 2). Todo ello hace que se produzcan una serie de reacciones de degradacién oxidativa,
alcanzando en algunos casos la mineralizacién completa de la materia organica (Pey Clemente,
2008).

OH" +RH > R" +H,0 (ecuacion 1)
R+ 0,-> RO," > CO, + Productos (ecuacion 2)

Existen diversas clasificaciones de los procesos de oxidacion avanzada, siendo la mas
destacada la que los diferencia entre procesos fotoquimicos y no fotoquimicos (Tabla 1). Los



procesos fotoquimicos se caracterizan por el uso de una fuente de radiacidon (normalmente radiacion
UV) mientras que los no fotoquimicos no usan ningun tipo de radiacién. A continuacién se indican
algunos de los procesos de oxidacién avanzada mas usados en la actualidad:

Tabla 1. Clasificacion de los procesos de oxidacién avanzada (AOPs).

Procesos fotoquimicos Procesos no fotoquimicos

. , e (Ozonizacién.
e Ultravioleta de vacio.

o UV/Hzoz
e UV/O;.
e Foto-Fenton.

e Ozonizacion con H,0,/0s.
e Procesos Fenton (Fe*'/H,0,).
e Oxidacion electroquimica.

e Fotocatdlisis heterogénea: * Radidlisis y y tratamiento con
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El proceso de foto-Fenton solar ha sido ampliamente estudiado debido a su alta eficiencia de
degradacion de distintas familias de contaminantes como farmacos, tintes o pesticidas. (De Torres-
Socias et al., 2014). El proceso consiste en la generacién de radicales HO® por la reaccién entre H,0, y
Fe(ll) en medio acido, bajo radiacién natural o artificial. El proceso es catalitico, ya que el Fe** oxidado
a Fe’* en la reaccién de Fenton (ecuacién 3), se reduce de nuevo a Fe2+ por accién de la radiacién
(ecuacidn 4). Ambas reacciones generan radicales hidroxilo.

Fe* + H,0, > Fe** + OH + OH" (ecuacién 3)
Fe(OH)* + hv = Fe®* + OH’ (ecuacién 4)

El ratio de radicales hidroxilo generados en este proceso depende de varias variables, pero las
concentraciones iniciales de H,0, y Fe(ll), el pH, el poder de irradiacidn y la longitud de onda han
demostrado tener una particular importancia (Yamal-Turbay et al., 2014; Pignatello et al., 2006).

Actualmente, el proceso de foto-Fenton se encuentra en un uso creciente continuo debido
principalmente a los beneficios que aporta frente a otros procesos (reactivos baratos, posibilidad de
usar la luz solar, etc.) y a su alta eficiencia, pues es capaz de conseguir una mineralizacién completa
de muchos contaminantes y de manera rapida. Hasta un 66% de mineralizacién se puede alcanzar en
tan sdlo 10 minutos de reaccion (Silva et al., 2004).

1.5. Utilizacion de bioensayos en estudios de toxicidad.

La oxidacién parcial de los contaminantes emergentes presentes en las aguas residuales
mediante procesos de oxidacidon avanzada puede resultar en la formacién de intermediarios mas
téxicos incluso que los compuestos parentales. Es por ello que estos tratamientos deben ser llevados
a cabo de manera cuidadosa y monitorizada y, ademas, se deben usar bioensayos de toxicidad para
evaluar si la detoxificaciéon se ha llevado a cabo de manera correcta (Rizzo, 2011).



Los bioensayos de toxicidad son definidos por la FAO como pruebas en las cuales se emplea un
tejido vivo, organismo o grupo de organismos para determinar la potencia de cualquier sustancia
fisioldgicamente activa de actividad desconocida. De esta manera se permite comparar la toxicidad
de diferentes compuestos y conocer asi la sensibilidad de las diversas especies utilizadas (Reish y
Oshida, 1987).

La seleccion del organismo adecuado para la realizacion del bioensayo depende de diversos
factores (Capd, 2007):

e Sensibilidad del organismo a los factores ambientales.

e Distribucidon amplia y disponibilidad suficiente.

e Debe ser importante desde el punto de vista econdmico.

e Estabilidad genética y uniformidad de las poblaciones.

e Facil cultivo y adaptacion a las condiciones del laboratorio.
e Libre de pardsitos o enfermedades.

e Compatible con las técnicas de bioensayo.

Los bioensayos se pueden clasificar principalmente en dos categorias en funcion de la
informacidn toxicoldgica que van a proporcionar: agudos y crénicos. Por un lado, los bioensayos de
toxicidad aguda son de corta duracién (24-96 horas), se llevan a cabo en un rango de dosis crecientes
y permiten estimar las concentraciones del contaminante que causan una respuesta en un tiempo
determinado, como la ECsy, que es la concentracidon de una sustancia que se espera que produzca un
efecto en el 50% de los organismos testados.

Por otra parte, las pruebas de toxicidad crénica implican experimentaciones a un mayor plazo,
estudiandose los efectos que se producen en los organismos como consecuencia de esta exposicion
prolongada. Tales efectos pueden ser aquellos relacionados con el metabolismo, la mortalidad, la
bioestimulacion o crecimiento poblacional, el comportamiento y el desarrollo de los individuos
expuestos (Pinilla, 1998).

Existen muchas especies que se utilizan actualmente en los ensayos de toxicidad,
pertenecientes a diferentes niveles tréficos. Algunos de los organismos mds usados son: peces (Danio
rerio, Pimephales promelas, Oncorhyncus mykiss), invertebrados (Daphnia magna, Eisenia fetida),
algas (Pseudokirchneriella subcapita, Selenastrum capricornutum) y bacterias (Vibrio fischeri).

A continuacién, se exponen las principales caracteristicas de las especies utilizadas en los
bioensayos de este trabajo.

1.5.1. Daphnia magna

Dentro del grupo de cladéceros, las especies del género Daphnia son las mas utilizadas como
organismos de prueba o referencia en pruebas de toxicidad.

La especie Daphnia magna (Figura 2), también conocida como pulga de agua, es un
microcrustaceo propio de ambientes dulces y que presenta las caracteristicas anteriormente
mencionadas para la seleccion de un organismo para realizar un bioensayo. Ademas de estas
caracteristicas, otras como la reproduccidn partenogenética, que nos asegura una descendencia
genéticamente estable, y el corto ciclo de vida, con la produccién de un alto nimero de crias, hacen



de Daphnia magna un organismo ideal para la evaluacién de la toxicidad en el laboratorio (Diaz et al.,
2008).

Debido a la elevada sensibilidad que presentan los dafnidos frente a las condiciones
ambientales, es importante mantener unas condiciones de cultivo estables en las que parametros
como la temperatura, la concentracion de oxigeno o el alimento no dificulten el desarrollo del
cultivo, influyendo asi en la obtencidn de neonatos y en los resultados que se obtengan.

Figura 2. Daphnia magna

1.5.2. Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans, un nematodo que vive libremente en los suelos, es uno de los
organismos mejor caracterizados a nivel genético, fisiolégico, molecular y de desarrollo v,
actualmente, esta siendo reconocido como un modelo invertebrado atractivo para estudios
toxicoldgicos debido a su pequeiio tamafio, el corto ciclo de vida, la facilidad de cultivo y su bajo
coste. Ademas, la vida media del nematodo es de dos semanas, es altamente tolerante al pH,
salinidad y a la dureza del agua, y la temperatura adecuada para su desarrollo es de entre 12 y 252 C.

C. elegans es uno de los organismos mas simples con un sistema nervioso centralizado y
rudimentario, lo que hace que este organismo tenga un fuerte potencial para ser utilizado en
estudios de neurotoxicidad. En nematodos, los comportamientos de locomocidn son susceptibles de
sufrir cambios cuando son sometidos a estreses ambientales, pudiendo ser facilmente monitorizados
bajo un microscopio (Xing et al., 2009).

Ademads del comportamiento, otras alteraciones que ayudan a entender los mecanismos
envueltos en la respuesta tdxica cuando el nematodo es expuesto a contaminantes son los cambios
en su rapidez reproductiva, su ciclo de vida, etc. Mediante estas propiedades se han ido
desarrollando en los ultimos tiempos pruebas de toxicidad que emplean C. elegans para la
evaluacidn tanto de aguas como de suelos (Shen et al., 2009).



Figura 3. Caenorhabditis elegans




2. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son:

1. Determinar la toxicidad de una mezcla de contaminantes derivados de la industria del
corcho en soluciones acuosas tratadas a diferentes tiempos mediante proceso foto-
Fenton, utilizando una bateria de bioensayos con el microcrustdceo Daphnia magna y con
el nematodo Caenorhabditis elegans.

2. Evaluar la eficacia del tratamiento foto-Fenton en la detoxificacién de aguas residuales
procedentes de la industria del corcho.



3. MATERIALES Y METODOS

Todos los ensayos realizados en este trabajo de investigacion se han realizado en el laboratorio
de Ecotoxicologia del Departamento de Biotecnologia de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria
Agrondémica y del Medio Natural (ETSIAMN).

A continuacidn se detalla la procedencia de las muestras a ensayar, asi como la metodologia
empleaday las caracteristicas de los ensayos.

3.1. Muestras de ensayo

Las muestras de agua utilizadas en los bioensayos proceden del Departamento de Ingenieria
Textil y Papelera de la Escuela Politécnica Superior de Alcoy (EPSA) de la Universidad Politécnica de
Valencia. Dichas muestras consisten en soluciones acuosas que contienen ocho compuestos de
interés toxicolégico relacionados con la industria del corcho: los acidos galico, tanico, eldgico,
protocatecuico, vanilico, siringico y sindpico y el 2,4-dinitrofenol, a una concentracion de 1mg/L cada
uno.

Estas muestras fueron sometidas a un tratamiento de oxidacion avanzada (foto-Fenton)
durante diferentes tiempos (0, 5, 10, 20, 60, 120, 180 y 210 minutos) con el fin de estudiar su
eliminacion del agua. Antes de iniciar el tratamiento, las soluciones acuosas han sido
caracterizadas en la EPSA, determinando la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), la Demanda
Bioquimica de Oxigeno (DBO), el Carbono Organico Total (COT), el pH, la conductividad y la tension
superficial. Al finalizar el tratamiento de ozonizacidn se realiza un andlisis de cromatografia gaseosa
con detector de masas (MS-GC) de las soluciones acuosas (Bernabeu et al., 2012).

El tratamiento de las soluciones acuosas con los ocho compuestos anteriormente citados
se ha llevado a cabo en una planta solar (Modelo Solardetox Acadus 2005-0.25 de la casa
Ecosystem) instalada en la azotea de la Escuela Politécnica Superior de Alcoy (Figura 4). Esta planta
consta de cuatro tubos de Pyrex paralelos, conectados entre si por medio de conectores de plastico,
a través de los cuales fluye la disolucidn a tratar. Detrds de cada tubo hay un concentrador cilindro-
parabdlico de aluminio que concentra toda la radiacidon dispersa hacia el centro del tubo. Estd
provista de un depdsito en el cual se introducen los cuatro litros de muestra a tratar junto con los
reactivos empleados en la oxidacidn avanzada. La radiacidn solar a la que es sometida la muestra se
mide con un radiémetro (Acadus 85).

Figura 4. Planta piloto azotea UPV Alcoy
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Ademas, se han preparado soluciones acuosas de los compuestos puros de los acidos vanilico,
siringico, sinapico y protocatecuico (Sigma-Aldrich), a unas concentraciones de 2000, 3000, 2000 y
600 mg/L, respectivamente. No se ha utilizado ninguna sustancia vehiculizante, al tener estos
compuestos una buena solubilidad. Se ha utilizado agua de reconstitucién (apartado 3.2.1.1) para
preparar, tanto las diluciones de las muestras tratadas a diferentes tiempos como las soluciones
acuosas de los compuestos puros.

3.2. Ensayos de toxicidad
3.2.1. Ensayo de toxicidad aguda con Daphnia magna

3.2.1.1. Metodologia empleada

El objetivo de este ensayo es determinar la inhibicion del cladécero Daphnia magna Strauss
cuando se expone a compuestos o muestras toxicas. Para ello se ha seguido el protocolo normalizado
UNE.EN.ISO 6341.

Los individuos de Daphnia magna que se emplean para la realizacion de este ensayo tienen
menos de 24 horas y proceden de la eclosion de los huevos de resistencia (efipias) suministradas por
la empresa EcoTest S.L. (Valencia). Para lograr su eclosidn, se siguen las instrucciones del ensayo para
Ecotoxicidad DaphToxKit F TM, seguin directiva 84/449 de la CE.

El cultivo de las efipias de Daphnia debe realizarse cuatro dias antes de iniciar el ensayo de
toxicidad. Para ello, hay que vaciar el contenido de un vial de efipias en un tamiz y lavar
abundantemente con agua corriente para eliminar cualquier traza de medio en el que vienen
almacenadas. Seguidamente se transfieren a una placa Petri de 9-10 cm de didmetro con 12 mL de
medio de reconstitucion, cuya composicion quimica es la siguiente: 11,76 g/L CaCl, - 2H,0; 4,93 g/L
de MgS0, - 7H,0; 2,59 g/L de NaHCO; y 0,23 g/L de KClI.

A continuacidn, las efipias se incuban a 222 C bajo iluminacidn constante (3000-4000 lux, 3-4
tubos fluorescentes de 8 W a 20-25 cm de distancia) en una cdmara climatizada modelo LMS (Figura
5). Una vez obtenidos los neonatos de menos de 24 h ya se puede iniciar el ensayo de toxicidad
aguda.

Las condiciones fisico-quimicas del agua de reconstitucién utilizada en el ensayo de
inmovilizacion de dafnias fueron las siguientes: pH 7,8 + 0,2, dureza total de 250 + 25 mg/L
(expresados en CaCOs), concentracidn de oxigeno disuelto superior a 7 mg/L, y temperatura de 22
19C.
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Figura 5. Cadmara climatizada modelo LMS.

Las diluciones ensayadas para las soluciones acuosas tratadas a diferentes tiempos (0, 5, 10,
20, 60, 120, 180 y 210 min) han sido 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32. Las concentraciones iniciales
ensayadas de los compuestos puros han sido 2000, 3000, 2000 y 600 mg/L, para los acidos vanilico,
siringico, sindpico y protocatecuico, respectivamente.

Las placas utilizadas en los ensayos de toxicidad aguda son placas transparentes, de fondo
plano y de 12 pocillos (Corning Inc.; Figura 6). Para cada muestra, se prepara una placa de lavado y se
llena cada pocillo con 10 mL de las diluciones preparadas. A cada pocillo de lavado se transfieren
entre 20 y 25 neonatos. De esta manera se logra prevenir la dilucién de la muestra durante la
transferencia de los neonatos a los pocillos de ensayo, disminuyendo el error por dilucién. A
continuacion, se transfieren cinco dafnias a los pocillos de ensayo con 10 mL de la dilucién
correspondiente. La transferencia de los neonatos de Dafnia a los pocillos se hace con la ayuda de
una pipeta de plastico con un orificio adecuado para no dafiar los organismos. Para cada dilucién se
realizan cuatro réplicas. Los ensayos se llevan a cabo en oscuridad, a una temperatura constante de
21+1 2C. Los organismos no se alimentan durante el ensayo.

Figura 6. Microplacas de 12 pocillos usadas
para el ensayo de toxicidad aguda con Daphnia
magna (Corning Inc).
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Se realiza un recuento de los individuos inmdéviles (y muertos), a las 24 y 48 horas de ensayo.
Se consideran inmoviles aquellos individuos que tras una ligera agitacion del recipiente no se
desplazan en los 15 segundos siguientes.

3.2.1.2. Procesamiento de los resultados

Cuando ha sido posible, los datos expresados como porcentajes de inmovilizaciéon se han
utilizado para calcular los valores ECsy (concentracién requerida para inmovilizar un 50% de los
individuos) de los compuestos puros, y los valores MID (factor de dilucién requerido para producir un
50% de efecto) de las muestras contaminadas, no tratadas y tratadas a diferentes tiempos. Ambos
pardmetros se han calculado mediante analisis Probit, utilizando el programa estadistico SPSS
(version 16.0).

Ademas, los porcentajes de inhibicion de la movilidad también se han analizado mediante
ANOVA para determinar diferencias significativas entre los diferentes niveles de dilucién y los
controles, para cada muestra estudiada y, para calcular los valores NOEC (maxima concentracidn
ensayada sin efecto observable) y los valores LID (minima dilucidn sin efecto) de las muestras. Estos
analisis se han realizado con el programa estadistico Statgraphics Plus versién 5.1.

3.2.2. Ensayo de toxicidad crénica con Daphnia magna
3.2.2.1. Metodologia empleada

La evaluacién de la toxicidad crénica de las soluciones acuosas contaminadas sobre el
microcrustaceo D. magna se ha llevado a cabo de acuerdo a la normativa OCDE 211, 2012. El objetivo
del ensayo es determinar los efectos sobre la supervivencia y reproduccion del organismo expuesto a
las diferentes muestras, durante 21 dias.

La preparacién del medio de reconstitucidon y el cultivo de las efipias se realiza de la misma
forma que para el ensayo agudo. El ensayo crénico se realiza en recipientes de vidrio de 100 mL de
capacidad; se preparan 10 réplicas por muestra y cada recipiente se llena con 50 mL de muestra.
Ademas, se preparan 10 réplicas control, con 50 mL de medio de reconstitucién.

El ensayo se lleva a cabo en camara climatizada, a una temperatura de 20 + 2 2C, la luz se
ajusta a un ciclo de luz:oscuridad de 16:8h (OCDE 211, 2012) y una intensidad luminica de 800 lux.
Cada 48h los organismos se alimentan afiadiendo a cada recipiente de ensayo 600 pL de un cultivo
de algas verdes (1,5 x 10° células/mL). El crecimiento, la reproduccién y la supervivencia de
invertebrados en el laboratorio pueden sufrir variaciones en funcidn de distintos factores
ambientales por ello, es importante controlar estos factores con el fin de que no interfieran en los
resultados obtenidos en los ensayos de toxicidad (Buikema et al., 1980).

A lo largo del ensayo, el medio de cultivo es renovado dos veces por semana, (ensayo semi-
estatico), utilizando agua de reconstitucidon y aireada hasta alcanzar un nivel de saturaciéon de
oxigeno adecuado. El recuento de crias, en cada recipiente, se realiza al mismo tiempo que se
renueva el medio de cultivo. La transferencia de los individuos adultos de un recipiente a otro se
debe llevar a cabo con precaucién evitando, en la medida de lo posible, el estrés mecanico, utilizando
una pipeta de plastico con un orificio adecuado para evitar dafar a los organismos. Para el recuento
de crias se emplea papel de filtro, embudo y vaso de precipitados. Una vez filtrada el agua, las crias
retenidas sobre el papel de filtro pueden ser contadas con facilidad.
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3.2.2.2. Procesamiento de los resultados

Al finalizar el ensayo se determina la mortalidad y la capacidad reproductora. Para determinar
esta Ultima se tiene en cuenta el nimero de neonatos totales/hembra a lo largo de los 21 dias de
ensayo, asi como el tiempo que tardan en realizar las puestas.

Los datos obtenidos se analizan mediante ANOVA para determinar diferencias significativas
entre las diferentes muestras y el control, mediante el programa estadistico Statgraphics Plus version
5.1.

3.2.3. Ensayo de toxicidad aguda con Caenorhabditis elegans
3.2.3.1. Metodologia empleada

La toxicidad de las soluciones acuosas tratadas a distintos tiempos también se ha evaluado
mediante un ensayo agudo con C. elegans, cedido por la Dra. Nuria Flames Bonilla, (Instituto de
Biomedicina de Valencia). El nematodo se ha mantenido en el laboratorio en placas Petri de 9 cm de
didmetro, en el medio de crecimiento de nematodo (NGM) y alimentado con Escherichia coli de
acuerdo a un protocolo estandar (Brenner, 1974).

Para determinar la mejor forma de llevar a cabo el ensayo de toxicidad se realizan dos pruebas
distintas con tres réplicas cada una. En la primera prueba se afiaden 100 plL de agua MiliQ estéril en
una mitad de la placa y en la otra mitad se anaden 100 pL de la muestra correspondiente. Tanto el
agua MiliQ como la muestra se extienden bien sobre el agar con cuidado de no mezclarlas en la linea
media. La segunda prueba se realiza de la misma forma, afnadiendo ademas un inéculo de E. coli en
cada mitad de la placa para estimular el movimiento del nematodo, indistintamente a un lado o a
otro.

En ambos casos se han realizado controles a los que se afiade el mismo volumen de 100 pL de
agua MiliQ en las dos mitades de la placa.

Ademas, se ha ensayado una sustancia de referencia de elevada toxicidad, como el dicromato
potasico (K,Cr,05, Sigma-Aldrich) para observar el comportamiento del nematodo expuesto a ella 'y
poder comparar estos resultados con los obtenidos en el ensayo.

La preparacion de los ensayos se realiza cerca de un mechero Bunsen para mantener en todo
momento las condiciones de esterilidad. El medio de ensayo ha sido PCA (Plate Count Agar) y las
placas utilizadas en los ensayos han sido placas Petri de 5 cm de didmetro.

A continuacién se cogen 10 nematodos de las placas madre con la ayuda de un asa de siembra
acabada en punta y una lupa binocular y se depositan el centro de cada placa.

Inmediatamente tras depositar los nematodos, las placas se van observando a lo largo del
tiempo bajo lupa binocular y a las 24 horas y 48 horas para determinar cudl ha sido el
comportamiento de los nematodos en contacto con las muestras contaminadas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En el siguiente apartado se procede a exponer los resultados de los ensayos realizados, tras el
analisis estadistico de los datos obtenidos (7. Anexos). Los apartados se han ordenado segun el
ensayo realizado con D. magna y C. elegans y segln las muestras estudiadas, tanto para los
productos puros como para las tratadas mediante foto-Fenton.

4.1. Ensayo de toxicidad aguda con Daphnia magna
4.1.1. Productos puros

4.1.1.1. Ensayo de inmovilizacion a las 24 horas

En las Tablas siguientes (Tablas 2 a 5) se presentan los valores medios de los datos obtenidos a
las 24 horas en el ensayo de toxicidad, expresados como porcentajes de inhibicién de la movilidad
del microcrustdceo, para cada nivel de concentracion, de acido sindpico, siringico, vanilico o
protocatecuico, respectivamente. También se presentan los valores RSD, que es una medida de la
variabilidad de los datos. El analisis ANOVA de la variable dependiente % de inhibicion de la movilidad
con respecto al factor concentracidon de dcido sindpico, siringico, vanilico o protocatecuico muestra
gue existen diferencias significativas en la respuesta del microcrustdceo a estos cuatro compuestos
(p<0,05) (Anexo 7.1). Para determinar las medias que son significativamente diferentes unas de
otras, se ha realizado un Test de Rango Multiple.

Tabla 2. Inhibicién de la movilidad (%) de D. magna expuesta a
diferentes concentraciones de dcido sindpico, a las 24 horas de ensayo.

Concentracion Inhibicion Movilidad
(mg/L) (%)*
2000 100,0 +0,0°
1000 100,0 +0,0°
500 25,0 +5,0°
250 0,0+0,0°
125 0,0 £0,0°
62,5 0,0 £0,0°
31,3 0,0+0,0°

*: media de cuatro réplicas + RSD (Desviacion Estandar Relativa).
Los superindices en la columna indican diferencias significativas (p < 0.05).
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Tabla 3. Inhibicién de la movilidad (%) de D. magna expuesta a
diferentes concentraciones de dcido siringico, a las 24 horas de ensayo.

Concentracion Inhibicion Movilidad
(mg/L) (%)*
3000 100,0 0,0
1500 60,0 +7,1°
750 15,0+ 5,0°
375 0,0 +0,0°
187,5 0,0 +0,0°
93,8 0,0 +0,0°
46,9 0,0 +0,0°

*: media de cuatro réplicas + RSD (Desviacion Estandar Relativa).
Los superindices en la columna indican diferencias significativas (p < 0.05).

Tabla 4. Inhibicién de la movilidad (%) de D. magna expuesta a
diferentes concentraciones de dcido vanilico, a las 24 horas de ensayo.

Concentracion Inhibicion Movilidad
(mg/L) (%)*
2000 100,0 + 0,0
1000 45,0 5,0°
500 10,0+ 5,8
250 0,0 +0,0°
125 0,0 +0,0°
62,5 0,0 +0,0°
31,3 0,0 +0,0°

*: media de cuatro réplicas + RSD (Desviacion Estandar Relativa).
Los superindices en la columna indican diferencias significativas (p < 0.05).

Tabla 5. Inhibicién de la movilidad (%) de D. magna expuesta a
diferentes concentraciones de dcido protocatecuico, a las 24 horas de
ensayo.

Concentracion Inhibicion Movilidad
(mg/L) (%)*
600 100,0 +0,0°
300 100,0 + 0,0°
150 100,0 +0,0°
75 55,0 + 9,6
37,5 25,0+2,9°
18,8 10,0 + 5,8°
9,4 0,0 +0,0°

*: media de cuatro réplicas + RSD (Desviacion Estandar Relativa).
Los superindices en la columna indican diferencias significativas (p < 0.05).
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Se puede observar que para el acido sinapico (Tabla 2), concentraciones de 1000 y 2000 mg/L
han producido una inhibicién de la movilidad del 100,0%, reduciéndose dicha inhibicién de forma
significativa a una concentracién de 500 mg/L, con un valor del 25,0%. Concentraciones entre 31,3 y
250,0 mg/L no han tenido un efecto significativo sobre la movilidad del microcrustaceo (Anexo 7.1.1).

Para el acido siringico (Tabla 3), existen diferencias estadisticamente significativas en la
respuesta del microcrustdceo expuesto a concentraciones entre 375 y 3000 mg/L, con unos valores
de inhibicion de la movilidad entre 0,0 y 100,0% (Anexo 7.1.2).

Para el acido vanilico (Tabla 4), existen diferencias estadisticamente significativas en la
respuesta del microcrustdceo expuesto a concentraciones entre 250 y 2000 mg/L, con unos valores
de inhibicion de la movilidad entre 0,0 y 100,0% (Anexo 7.1.3)

Para el acido protocatecuico (Tabla 5), concentraciones entre 150 y 600 mg/L, han producido
una inhibicién de la movilidad del 100,0%, reduciéndose dicha inhibiciéon de forma significativa a una
concentracién de 75 mg/L, con un valor del 55,0%. Concentraciones de 9,4 y 18,8 mg/L no han
producido un efecto significativo sobre la movilidad de dafnia (Anexo 7.1.4).

La Figura 7 muestra la evolucién de la inhibicién de la movilidad de D. magna expuesta a
diferentes concentraciones de los acidos sinapico, siringico, vanilico o protocatecuico, durante las 24
horas de ensayo.
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Figura 7. Inhibicion de la movilidad de D. magna expuesta a diferentes concentraciones de dcido
sindpico, siringico, vanilico o protocatecuico, a las 24 horas.

Como se puede observar tanto en las Tablas como en la Figura anteriores, a las 24 horas de
ensayo, el acido protocatecuico ha tenido mayor efecto sobre la movilidad del microcrustaceo que el
resto de compuestos. Por ejemplo, para una concentracion de 150 mg/L, la inmovilizacion de las
dafnias expuestas al 4cido protocatecuico ha sido del 100,0%, mientras que, para el resto de
compuestos, concentraciones similares no han tenido efecto sobre la movilidad (0,0%). En la Figura
17 también se observa que el 4cido sindpico tiene mayor efecto sobre dafnia que los acidos siringico
y vanilico; el efecto de estos dos ultimos sobre la movilidad ha sido similar.
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En la Tabla 6 se muestran las ecuaciones de regresién correspondientes a la evolucién de la
inhibicién de la movilidad de D. magna expuesta a las diferentes concentraciones de los compuestos
puros; del andlisis de regresidn realizado se deduce que la dindmica de disminucién de la inhibicion
de la movilidad del microcrustaceo es similar para los acidos sindpico, siringico y vanilico, con un
ajuste lineal y pendientes de 0,06, 0,0364 y 0,0526, respectivamente. En el caso del acido
protocatecuico, el ajuste es logaritmico, debido a un comportamiento diferente por su elevada
toxicidad.

Tabla 6. Evolucion de la inhibicion de la movilidad de D. magna expuesta a diferentes diluciones de los
compuestos puros, durante 24 horas de ensayo.

Compuesto Modelo Ecuacion de regresion R?

Sinapico Lineal y =0,06x - 1,8685 R?2=0,83
Siringico Lineal y =0,0364x - 5,949 R?2=0,97
Vanilico Lineal y =0,0526x - 7,6731 R?=0,98
Protocatecuico Logaritmico y = 28,615In(x) - 67,854 R?=0,92

En la Tabla 7 se muestran los valores NOEC (concentracién mdas alta que no muestra
diferencias significativas con respecto al control), calculados mediante analisis ANOVA, y los valores
ECso, con sus limites de confianza al 95%, calculados mediante analisis Probit, para los cuatro
productos puros estudiados (Anexos 7.1.1a 7.1.4).

Tabla 7. Valores NOEC y EC5, de los compuestos puros (mg/L) para D. magna, a las 24
horas de ensayo.

Compuesto \'[o]Je \ ECso \
Sinapico 250 583 (550 — 619)
Siringico 375 1249 (1157 — 1349)
Vanilico 250 948 (866 —1041)
Protocatecuico 18,8 55,5 (47,4 -65,2)

Al observar los valores NOEC se comprueba que el 4cido protocatecuico es el compuesto que
presenta mayor grado de toxicidad; los acidos vanilico y sindpico presentan el mismo grado de
toxicidad. El orden de toxicidad de los cuatro compuestos, segun valores ECs, es: acido
protocatecuico>acido sindpico>acido vanilico>acido siringico.

Kamaya et al. (2004), en un estudio realizado para determinar la toxicidad de diferentes acidos
benzoicos sobre la movilidad de D. magna, encontraron un valor ECsy (24 horas), del vanilico de 1180
mg/L, similar al calculado en este trabajo.

En un estudio realizado por el Grupo POA (Proyecto AQUAFOTOX; 2013) para determinar el
efecto de los compuestos derivados del corcho: acido tanico, acido elagico, acido galico y 2,4-
dinitrofenol, sobre la movilidad de D. magna, obtuvieron unos valores de toxicidad de 49,7 44,1; 69,4
y 12,4 mg/L, respectivamente; siendo por lo tanto, el 2,4-dinitrofenol el compuesto mas tdxico. En la
Figura 8 se puede observar el mayor efecto del 2,4-dinitrofenol sobre la movilidad del
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microcrustaceo, seguido por el acido eldgico, con respecto al acido gdlico y tdnico, los cuales
presentaron una evolucion similar.
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Figura 8. Inhibicion de la movilidad de D. magna expuesta a diferentes concentraciones de dcido
tdnico, eldgico, gdlico o dinitrofenol, a las 24 horas.

4.1.1.2. Ensayo de inmovilizacion a las 48 horas

En las Tablas 8 a 11 se presentan los valores medios de los datos obtenidos a las 48 horas en el
ensayo de toxicidad, expresados como porcentajes de inhibicidn de la movilidad del microcrustaceo,
para cada nivel de concentracién, de acido sindpico, siringico, vanilico o protocatecuico,
respectivamente. También se presentan los valores RSD. El analisis ANOVA de la variable
dependiente % de inhibicion de la movilidad con respecto al factor concentracion de dcido sindpico,
siringico, vanilico o protocatecuico muestra que existen diferencias significativas en la respuesta del
microcrustaceo a estos cuatro compuestos (p<0,05) (Anexo 7.2). Para determinar las medias que son
significativamente diferentes unas de otras, se ha realizado un Test de Rango Mdltiple.

Tabla 8. Inhibicién de la movilidad (%) de D. magna expuesta a
diferentes concentraciones de dcido sindpico, a las 48 horas de ensayo.

Concentracion Inhibicion Movilidad

(mg/L) (%)*
2000,0 100,0 +0,0°
1000,0 100,0 +0,0°

500,0 55,0 + 18,9"

250,0 60,0 +8,2°

125,0 45,0 +9,6°

62,5 35,0+9,6°

31,3 5,0+5,0°

*: media de cuatro réplicas + RSD (Desviacion Estandar Relativa).
Los superindices en la columna indican diferencias significativas (p < 0.05).
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Tabla 9. Inhibicién de la movilidad (%) de D. magna expuesta a
diferentes concentraciones de dcido siringico, a las 48 horas de ensayo.

Concentracion Inhibicion Movilidad
(mg/L) I )
3000,0 100,0 0,0
1500,0 80,0 +8,2°

750,0 55,0+ 9,6°
375,0 10,0  5,8°
187,5 0,0 +0,0°
93,8 0,0 +0,0°
46,9 10,0 + 10,0°

*: media de cuatro réplicas + RSD (Desviacion Estandar Relativa).
Los superindices en la columna indican diferencias significativas (p < 0.05).

Tabla 10. Inhibicion de la movilidad (%) de D. magna expuesta a
diferentes concentraciones de dcido vanilico, a las 48 horas de ensayo.

Concentracion Inhibicion Movilidad
(mg/L) I )
2000,0 100,0 + 0,0
1000,0 80,0 +8,2°

500,0 20,0 +0,0°
250,0 0,0 +0,0°
125,0 0,0 +0,0°
62,5 10,0 + 10,0°
31,3 5,0+ 5,0

*: media de cuatro réplicas + RSD (Desviacion Estandar Relativa).
Los superindices en la columna indican diferencias significativas (p < 0.05).

Tabla 11. Inhibicion de la movilidad (%) de D. magna expuesta a
diferentes concentraciones de dcido protocatecuico, a las 48 horas de
ensayo.

Concentracion Inhibicion Movilidad
(mg/L) (%)*
600,0 100,0 +0,0°
300,0 100,0 +0,0°
150,0 100,0 + 0,0°
75,0 100,0 +0,0°
37,5 100,0 + 0,0°
18,8 15,0 + 5,0°
9,4 0,0+0,0°

*: media de cuatro réplicas £ RSD (Desviacion Estandar Relativa).

Los superindices en la columna indican diferencias significativas (p < 0.05).
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En la Tabla 8 se observa que concentraciones de acido sindpico entre 62,5 y 500 mg/L no
muestran diferencias significativas, con valores de inhibicién de la movilidad entre 35,0 y 60,0%.
(Anexo 7.2.1). Para el acido vanilico (Tabla 10), estas mismas concentraciones producen una
inhibicidn de la movilidad menor, de 0,0 a 20,0% (Anexo 7.2.3).

Para el acido siringico (Tabla 9), existen diferencias estadisticamente significativas en la
respuesta del microcrustdceo expuesto a concentraciones entre 375 y 3000 mg/L, con unos valores
de inhibicion de la movilidad entre 10,0 y 100,0% (Anexo 7.2.2).

Para el acido protocatecuico (Tabla 11), concentraciones entre 37,5 y 600 mg/L, han producido
una inhibicién de la movilidad del 100,0%, reduciéndose dicha inhibicion de forma significativa a una
concentracién de 18,8 mg/L, con un valor del 15,0% (Anexo 7.2.4).

En general, se observa un aumento de la inhibicion de la movilidad de D. magna a medida que
aumenta el tiempo de exposicidn a cada uno de los compuestos estudiados. Concentraciones de 500,
1500, 1000 y 75 mg/L de &cido sinapico, siringico, vanilico y protocatecuico han producido una
inhibicion de la movilidad de 25,0; 60,0; 45,0 y 55,0%, respectivamente, a las 24 horas de ensayo.
Estas mismas concentraciones han producido una mayor inhibicién de la movilidad a las 48 horas de
ensayo, con unos valores de 55,0; 80,0; 80,0 y 100,0%.

La Figura 9 muestra la evolucién de la inhibicién de la movilidad de D. magna expuesta a
diferentes concentraciones de los acidos sinapico, siringico, vanilico y protocatecuico, durante 48
horas de ensayo.
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Figura 9. Inhibicion de la movilidad de D. magna expuesta durante 48 horas a diferentes
concentraciones de dcido sindpico, siringico, vanilico o protocatecuico.

Como se puede observar tanto en las Tablas como en la Figura anteriores, a las 48 horas, el
acido protocatecuico ha tenido mayor efecto sobre la movilidad del microcrustaceo que el resto de
compuestos, al igual que ocurre a las 24 horas. Por ejemplo, para una concentracion de 600 mg/L, la
inmovilizacién de las dafnias expuestas al acido protocatecuico ha sido del 100,0%, mientras que,
para el resto de compuestos, han sido necesarias concentraciones mayores para producir el mismo
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efecto de inhibicién, de 2000, 3000 y 1000 mg/L para los acidos vanilico, siringico y sinapico,
respectivamente.

En la Tabla 12 se muestran las ecuaciones de regresién correspondientes a la evoluciéon de la
inhibicién de la movilidad de D. magna expuesta a las diferentes concentraciones de los compuestos
puros; del andlisis de regresidn realizado se deduce que la dindmica de disminucién de la inhibicion
de la movilidad del microcrustaceo es similar para los acidos siringico y vanilico, con un ajuste lineal y
pendientes de 0,0358 y 0,0548, respectivamente. Para los acidos sindpico y protocatecuico el ajuste
es logaritmico, debido a un comportamiento diferente por la elevada toxicidad presentada por
ambos compuestos, a las 48 horas de ensayo.

Tabla 12. Andlisis de regresion de la evolucion de la inhibicion de la movilidad de D. magna, expuesta
durante 48 horas a las diversas concentraciones de los compuestos puros.

Compuesto Modelo Ecuacion de regresion R?
Sinapico Logaritmico y =21,903In(x) - 63,797 R%2=0,92
Siringico Lineal y =0,0358x + 5,9477 R?=0,86
Vanilico Lineal y =0,0548x - 0,3455 R?=0,90

Protocatecuico Logaritmico y =24,224In(x) - 31,033 R?=0,64

En la Tabla 13 se muestran los valores NOEC, calculados mediante andlisis ANOVA, y los valores
ECso, con sus limites de confianza al 95%, calculados mediante analisis Probit, para los cuatro
productos puros (Anexos 7.2.1a7.2.4).

Tabla 13. Valores NOEC y ECs, de los compuestos puros (mg/L) para D. magna, a las
48 horas de ensayo.

Compuesto NOEC \ ECso
Sinapico 31,3 170 (109 - 256)
Siringico 375 782 (662 —923)
Vanilico 250 707 (657 — 760)

Protocatecuico 9,4 -

Al observar los valores NOEC se comprueba que el acido protocatecuico sigue siendo el
compuesto que presenta mayor grado de toxicidad, con un valor de 9,4; si bien, el grado de toxicidad
ha aumentado con respecto a las 24 horas (NOEC 18,8 mg/L). Los acidos vanilico y siringico han
presentado el mismo grado de toxicidad, tanto a las 24 como a las 48 horas, con unos valores NOEC
de 250 y 375 mg/L, respectivamente. En el caso del dcido sindpico, se observa un importante
aumento del grado de toxicidad a las 48 horas de ensayo (NOEC 31,3 mg/L) con respecto a las 24
horas (NOEC 250 mg/L).

En cuanto a los valores ECsg, se observa una mayor toxicidad del dcido sindpico, con respecto a
los acidos siringico y vanilico. Aunque, para el acido protocatecuico, no se ha podido calcular el valor
ECso, éste ha sido el compuesto mas téxico con un porcentaje de inhibicion de la movilidad del
100,0% a la concentracion de 37,5 mg/L. El orden de toxicidad de los cuatro compuestos, a las 48
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horas de ensayo es: acido protocatecuico>acido sindpico>acido vanilico>acido siringico, que coincide
con el orden de toxicidad observado a las 24 horas de ensayo.

Kamaya et al. (2004), en un estudio realizado para determinar la toxicidad de diferentes acidos
benzoicos sobre la movilidad de D. magna, encontraron unos valores ECs, (48 horas), de 908 mg/L
para el acido vanilico, de 370 mg/L para el acido protocatecuico y de 1330 mg/L para el acido
siringico. En este trabajo el efecto téxico de estos mismos compuestos sobre Dafnia ha sido mayor,
con unos valores ECsq de 707 y 782 mg/L para los acidos vanilico y siringico, respectivamente y con
un valor NOEC de 9,4 mg/L para el acido protocatecuico.

4.1.2. Soluciones acuosas tratadas mediante foto-Fenton
4.1.2.1. Ensayo de inmovilizacion a las 24 horas

En la Tabla 14 se presentan los valores medios de los datos obtenidos a las 24 horas en el
ensayo de toxicidad, expresados como porcentajes de inhibicién de la movilidad del microcrustéaceo,
para cada nivel de dilucion de las soluciones acuosas contaminadas, no tratadas (0 min) y tratadas a
diferentes tiempos (5, 10, 20, 60, 120, 180 y 210 min). También se presentan los valores RSD
(Desviacién Estandar Relativa), que son una medida de la variabilidad de las réplicas.

El analisis ANOVA de la variable dependiente % de inhibicion de la movilidad con respecto al
factor dilucion muestra que existen diferencias significativas en la respuesta del microcrustaceo
(p<0,05). Para determinar las medias que son significativamente diferentes unas de otras se ha
realizado, para cada tratamiento, un Test de Rango Muiltiple (Anexos 7.3y 7.3.1).

La Figura 10 muestra el efecto de las muestras tratadas mediante foto-Fenton a diferentes
tiempos sobre la movilidad de D. magna para la dilucién 1:1.

Dilucion 1:1

100

Inhibicién de la movilizacion (%)

20
60
120

Tiempo de tratamiento (min)

Figura 10. Porcentajes de inhibicion de la movilidad de D. magna expuesta a la dilucion 1:1 de
soluciones acuosas tratadas a diferentes tiempos mediante foto-Fenton, a las 24 horas de ensayo.
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Tabla 14. Porcentajes de inhibicion de la movilidad de D.magna expuesta a diferentes diluciones de soluciones acuosas tratadas a diferentes tiempos, a las 24
horas de ensayo.

Inhibicién de la movilidad (%)*

Tiempo de tratamiento

Diluciones

20 min 120 min 180 min 210 min

1:1 65,0 +5,0° 0,0+0,0° 25,0+9,6° 50,0 +5,8° 15,0 + 9,6 10,0 +5,8° 0,0+0,0° 0,0+0,0°

1:2 0,0+0,0° 5,0 +5,0° 0,0+0,0° 15,0 + 5,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 50+5,0° 0,0+0,0°

1:4 0,0 +0,0° 0,0 0,0° 0,0+0,0° 0,0 £ 0,0° 5,0 + 5,0 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0°

1:8 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 50 +5,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0°
1:16 50+5,0° 0,0+0,0° 504+5,0° 5,0+5,0™ 0,0+0,0° 50 +5,0° 0,0+0,0° 50+5,0°
1:32 0,0 +0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0 £ 0,0° 0,0+0,0° 0,0 +0,0° 0,0+ 0,0° 5,0+5,0°

*: media de cuatro réplicas + RSD.
Los superindices en cada columna indican diferencias significativas (p < 0,05).



Para las muestras tratadas mediante foto-Fenton a distintos tiempos se observa que la dilucién
1:1 presenta diferencias estadisticamente significativas respecto al resto de diluciones para los
tiempos de tratamiento de 0, 10,20 y 60 min, con porcentajes de inmovilizacién de 65,0; 25,0; 50,0 y
15,0%, respectivamente. Ademads, para las mismas muestras, al aumentar la dilucién se observa una
importante disminucidn del efecto de las mismas sobre el microcrustaceo siendo la inhibicién del
0,0-5,0%, excepto para las muestras tratadas durante 20 min con una inhibicién del 15,0%. Las
muestras tratadas durante 5, 120, 180 y 210 min no tuvieron un efecto significativo sobre dafnia.

Con el fin de calcular los valores LID (Tabla 15) de las muestras tratadas a diferentes tiempos se
ha realizado un andlisis ANOVA (Anexo 7.3.2). El calculo de los valores MID, con sus intervalos de
confianza al 95%, se ha realizado mediante analisis Probit para la muestra no tratada y tratada
durante 20 min, ya que, en el resto de muestras los porcentajes de inhibicion han sido inferiores al
50,0% (Anexo 7.3.3).

Tabla 15. Valores LID para D. magna de las soluciones
acuosas tratadas mediante foto-Fenton a diferentes
tiempos, a las 24 horas de ensayo.

Tiempo de t.ratamlento Valores LID
(min)

0 1:2
5 <11
10 1:2
20 1:4
60 1:2
120 <1:1
180 <1:1
210 <1:1

Los valores LID demuestran la efectividad del tratamiento foto-Fenton. Durante los primeros
20 min de tratamiento se observa un aumento del grado de toxicidad con un valor LID de 1:4 para la
muestra de 20 min y a partir de ella, el grado de toxicidad disminuye. Este aumento puede ser
debido a la formacion de compuestos intermedios mas toxicos que los compuestos de los cuales
derivan (Rizzo, 2011). Las muestras de 0 y 20 min presentan una toxicidad similar, tal y como
demuestran los valores MID calculados mediante andlisis Probit, 1:1,1 (1:1,2 - 1:1,0) y 1:1,0 (1:1,2 —
1:0,9) mg/L, respectivamente.

En un estudio realizado por el Grupo POA (Proyecto AQUAFOTOX; 2013) se determind la
eficacia de un tratamiento de ozonizacion sobre la detoxificacion de soluciones acuosas
contaminadas con los compuestos derivados del corcho, acido tanico, acido elagico, acido galico y
2,4-dinitrofenol, mediante bioensayos con diferentes organismos. Los resultados de toxicidad
obtenidos con la bacteria Vibrio fischeri y el alga Pseudokirchneriella subcapitata muestran una
disminucién de la toxicidad a los 60 min de tratamiento, mientras que para D. magna (Figura 11), los
tiempos de tratamiento estudiados fueron insuficientes para determinar su eficacia en el caso de los
acidos tanico y elagico. Como ya se ha comentado anteriormente, esto puede deberse,
probablemente, a la aparicién de compuestos intermedios toxicos.
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Figura 11. Porcentajes de respuesta de inhibicion de la movilidad de D. magna expuesta a
soluciones acuosas tratadas a diferentes tiempos mediante foto-Fenton, a las 24 horas de
ensayo.

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos de toxicidad con los derivados del corcho
acido tanico, acido elagico, acido galico y 2,4-dinitrofenol tratados mediante ozonizacidn, el grupo
POA aumentd los tiempos del tratamiento foto-Fenton, de las soluciones acuosas con los ocho
compuestos, hasta los 210 min.

4.1.2.2. Ensayo de inmovilizacion a las 48 horas

En la Tabla 16 se presentan los valores medios de los datos obtenidos a las 48 horas en el
ensayo de toxicidad, expresados como porcentajes de inhibicidn de la movilidad del microcrustaceo,
para cada nivel de dilucién de las soluciones acuosas contaminadas, no tratadas (0 min) y tratadas a
diferentes tiempos (5, 10, 20, 60, 120, 180 y 210 min). También se presentan los valores RSD
(Desviacién Estandar Relativa).

El andlisis ANOVA de la variable dependiente % de inhibicion de la movilidad con respecto al
factor dilucion muestra que existen diferencias significativas en la respuesta del microcrustaceo
(p<0,05). Para determinar las medias que son significativamente diferentes unas de otras se ha
realizado, para cada tratamiento, un Test de Rango Multiple (Anexos 7.4y 7.4.1).
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Tabla 16. Porcentajes de inhibicion de la movilidad de D. magna expuesta a diferentes diluciones de soluciones acuosas tratadas a diferentes tiempos, a las 48

horas de ensayo.

Inhibicién de la movilidad (%)

Tiempo de tratamiento

Diluciones

0 min 5 min 10 min 20 min 60 min 120 min 180 min 210 min

1:1 90,0 +5,7° 50+5,0° 100,0 + 0,0° 100,0 + 0,0° 350+9,6° 30,0+5,8° 10,0 + 10,0° 0,0+0,0°

1:2 0,0+0,0° 5,0 £ 5,0° 80,0 +11,5° 100,0 £ 0,0° 20,0+ 8,1%° 0,0+0,0° 10,0 + 10,0° 0,0+0,0°

1:4 0,0+0,0° 0,0 £ 0,0° 5,0+5,0° 10,0 +5,8° 15,0 + 5,0 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0°

1:8 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 50+5,0° 0,0+0,0° 15,0 +9,6° 5,0+5,0%°
1:16 50+5,0° 0,0+0,0° 10,0 +£5,7° 504+5,0° 15,0 +9,6® 50%+5,0° 0,0+0,0° 10,0 + 5,8
1:32 0,0+0,0° 0,0 +0,0° 5,0+5,0° 10,0 + 10,0° 0,0+0,0° 50%+5,0° 50+5,0° 20,0+ 14,1°

*: media de cuatro réplicas + RSD.

Los superindices en cada columna indican diferencias significativas (p < 0,05).
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La Figura 12 muestra el efecto de las muestras tratadas mediante foto-Fenton a diferentes
tiempos sobre la movilidad de D. magna para las diluciones 1:1y 1:2.
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Figura 12. Porcentajes de inhibicion de la movilidad de D. magna expuesta a las diluciones 1:1y 1:2 de
soluciones acuosas tratadas a diferentes tiempos mediante foto-Fenton, a las 48 horas de ensayo.

En la Figura 13 se muestra la evoluciéon de la inhibicién de la movilidad de D. magna cuando se
pone en contacto con las soluciones acuosas no tratadas y tratadas a 10 y 20 min.

Tiempo de tratamiento: 0, 10 y 20 min
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Figura 13. Evolucién de la inhibicién de la movilidad de D. magna expuesta a las soluciones acuosas
tratadas a 0, 10 y 20 min, a las 48 horas de ensayo.
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Tanto en la Tabla 16 como en las Figuras 12 y 13, se puede observar el mayor efecto sobre la
movilidad de dafnia de las muestras tratadas a 0, 10 y 20 min. Ademas, para las mismas muestras, al
aumentar la dilucién se observa una importante disminucién del efecto de las mismas sobre el
microcrustaceo. Destaca la rapida disminucion de la inhibicidn de la movilidad, entre 90 y 95%, en la
muestra de 0 min, a partir de la dilucién 1:2 y de las muestras de 10 y 20 min, a partir de la dilucion
1:4. Las muestras tratadas durante 5, 180 y 210 min no tuvieron un efecto significativo sobre dafnia.

Con el fin de calcular los valores LID (Tabla 17) de las muestras tratadas a diferentes tiempos se
ha realizado un andlisis ANOVA (Anexos 7.4.2). El calculo de los valores MID (Tabla 18), con sus
intervalos de confianza al 95%, se ha realizado mediante andlisis Probit para las muestras de 0, 10 y
20 min, ya que, en el resto de muestras los porcentajes de inhibicion han sido inferiores al 50%
(Anexo 7.4.3).

Tabla 17. Valores LID para D. magna de las soluciones
acuosas tratadas mediante foto-Fenton a diferentes tiempos,
a las 48 horas de ensayo.

Tiempo de t.ratamiento Valores LID
(min)

0 1:2
5 <11
10 1:4
20 1:4
60 1:4
120 1:2
180 <1:1
210 1:2

Tabla 18. Valores MID para D. magna de las soluciones
acuosas tratadas mediante foto-Fenton a diferentes tiempos,
a las 48 horas de ensayo.

Tiempo de tratamiento Valores MID
(min)
0 1:1,3 (1:1,4-1:1,2)
10 1:2,5(1:2,8 - 1:2,2)
20 1:3,2 (1:3,4-1:2,7)

Los valores LID muestran un mayor grado de toxicidad de las muestras tratadas a 10, 20 y 60
min y una disminucién del grado de toxicidad a partir de la muestra de 120 min. Teniendo en cuenta
los valores MID obtenidos, se puede afirmar que la muestra tratada durante 20 min ha sido la mas
téxica, seguida por las muestra de 10y O min.

Como ya se ha comentado anteriormente la mayor toxicidad observada en los tratamientos
intermedios puede deberse a la formacién de compuestos mas téxicos que los compuestos de los
cuales derivan como consecuencia del proceso foto-Fenton (Rizzo, 2011).
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4.2. Ensayo de toxicidad cronica con Daphnia magna

El ensayo de toxicidad crénica se ha realizado con la dilucién 1:8 de las muestras; esta dilucién
se ha seleccionado en base a los resultados obtenidos en el ensayo de toxicidad aguda, ya que no
produjo ningun efecto significativo sobre la movilidad de D.magna. A lo largo del ensayo se analizan
diversos parametros que nos ayudan a identificar el efecto tdxico de las soluciones acuosas no
tratadas y tratadas a diferentes tiempos. Los resultados del ensayo se muestran en el Anexo 7.5. Los
siguientes apartados recogen las observaciones y resultados segun los distintos parametros fijados.

4.2.1. Mortalidad

Durante el ensayo se registra el nUmero de muertes y el nimero de crias en cada uno de los
recipientes. El ensayo se considera vélido ya que el porcentaje de mortalidad observado en los
recipientes control ha sido < 20% (OCDE 211, 2012).

La Figura 14 muestra, en diagrama de barras, el porcentaje medio de mortalidad de D. magna
expuesta a las soluciones acuosas contaminadas tratadas a distintos tiempos. En general, se puede
observar un aumento de la mortalidad el dltimo dia de ensayo, pero esta mortalidad ha sido siempre
inferior al 20%.
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- 40
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210
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Figura 14. Porcentaje medio de la mortalidad de D. magna expuesta a las diferentes soluciones
tratadas a distintos tiempos en el ensayo de toxicidad cronica.

4.2.2. Reproduccion

El efecto téxico sobre la reproduccidn se ha evaluado mediante el andlisis de la fecundidad de
las hembras, registrando los tiempos de las puestas y el nimero de neonatos por hembra. Si en
cualquier réplica el parental muere durante el ensayo o resulta ser macho, entonces la repeticidn se
excluye del analisis (OCDE 211, 2012).

El primer pardmetro estudiado es el tiempo para la primera puesta expresado en dias y se
trata del tiempo transcurrido desde que se inicia el ensayo hasta que el individuo libera la primera
camada de descendientes. Este tiempo es el requerido para alcanzar la madurez sexual.
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En general, tanto para el control como para los distintos tiempos de tratamiento, las hembras
expulsaron la primera camada entre el dia 8 y el dia 11 de dar comienzo el ensayo.

En la Figura 15 se presenta el nimero medio de crias acumuladas/hembra durante todo el
ensayo, para cada tiempo de tratamiento. También se presentan los valores RSD en forma de barras

de error.
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EDial0 mDial4 mDial7 Dia 21

Figura 15. Numero medio de crias/hembra de D. magna para cada muestra y dia.

La Tabla 19 muestra el nimero medio total de crias/hembra, a los 21 dias de ensayo. Para
determinar las medias que son significativamente diferentes unas de otras, se ha realizado un Test
de Rango Multiple (Anexo 7.5y 7.5.2).

Tabla 19. Nimero medio de crias acumuladas/hembra para
cada muestra, al finalizar el ensayo (dia 21).

N2 medio de
Tiempo de tratamiento crias/hembra
(min) (dia 21)

Control 15,1+1,1°
0 18,2 +1,7°
5 17,6 +1,9%°
10 18,7 +2,5°
20 19,5 +2,4°
60 21,5 +5,0%
120 23,5+2,7°
180 20,2 +2,0%
210 19,3+1,3"

*: media de diez réplicas + RSD (Desviacion Estandar Relativa).
Los superindices en la columna indican diferencias significativas (p <
0.05).
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Tanto en la Figura 15 como en la Tabla 19, aunque se observa un ligero aumento del nimero
medio de crias para las muestras tratadas a distintos tiempos, respecto al control, el analisis
estadistico realizado no indica diferencias estadisticamente significativas para todos los tratamientos,
excepto para el tratamiento de 120 min, con un valor de 23,5 crias/hembra. Estos resultados
muestran cierto efecto de las soluciones tratadas sobre las dafnias, estimulando levemente su
reproduccion.

En la Figura 16 y Tabla 20 se muestran la evolucién del nimero total de crias /dia, para el
control y para cada tiempo de tratamiento y las ecuaciones de regresion correspondientes a dicha
evolucidn; de las pendientes de las ecuaciones de regresion se deduce que la dindmica de aumento
del nimero de crias del microcrustaceo expuesto a las soluciones acuosas contaminadas es muy
similar, para todos los tiempos de tratamiento. Ademas, los valores de las pendientes de las
muestras se encuentran por encima del valor del control (28,6) y, las muestras tratadas a 120, 180y
210 min, presentan los valores mas elevados (51,70; 50,7 y 54,7, respectivamente).
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o
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Figura 16. Evolucién del nimero total de crias acumuladas/dia de D.magna para cada tiempo de
tratamiento durante el ensayo de toxicidad cronica.

Tabla 20. Andlisis de regresion de la evolucion del numero total de crias acumuladas/dia de D. magna
para cada tiempo de tratamiento durante el ensayo de toxicidad crénica.

Tletnpo es . Modelo Ecuacion de regresion
tratamiento (min)

Control Lineal y =28,6x+28 R?=0,80

0 Lineal y =45,9x - 26 R?=0,96

5 Lineal y=37,5x+3,5 R?=0,84

10 Lineal y=47,7x-21,5 R?2=0,98

20 Lineal y =38,8x + 6,5 R?=0,98

60 Lineal y=449x -4 R?=0,95

120 Lineal y=51,7x-10,5 R?=0,95
180 Lineal y =50,7x- 10 R?=0,95
210 Lineal y=54,7x-12,5 R?2=0,93
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Mientras que algunos autores como Villarroel et al. (2000) mostraron en sus estudios una
disminucién de la reproduccion respecto al control conforme se aumentaba la concentracién de un
compuesto organico denominado tetradifon, otros autores como Rossetto et al. (2014) observaron el
efecto totalmente contrario al trabajar con nanoparticulas de CuO, lo que podria indicar que el
microcrustaceo intenta preservar la especie bajo condiciones de estrés. Por otra parte, los resultados
obtenidos en este trabajo se asemejan mas a los obtenidos por estos ultimos autores, ya que algunas
de las muestras contaminadas con los compuestos derivados de la industria del corcho (dilucién 1:8),
también produjeron una ligera estimulacion de la reproduccién del microcrustaceo, lo que podria
demostrar que durante el proceso foto-Fenton se forman compuestos intermedios tdxicos que
estimulan la reproduccién.

4.3. Ensayo de toxicidad aguda con Caenorhabditis elegans

En la Tabla 21 se presenta el efecto de inhibicién (-), estimulacién (-) o no efecto (0), que ha
producido la sustancia de referencia, dicromato potdsico, sobre el crecimiento de E. coli, mientras
que la Tabla 22 muestra el efecto de atraccidn (+), repulsién (-) o no efecto (0), que han producido las
muestras tratadas a distintos tiempos mediante foto-Fenton.

Tabla 21. Efecto del K,Cr,0; y las muestras tratadas sobre E. coli.

Tiempo de

tratamiento
(min)

Control 0 Control
100 - 0
50 0
12,5 0 10
6,3 0

120
180
210

N
o
OO0 0O/0O|O|+ |O

0 No efecto
- Inhibicién del crecimiento de E. coli.
+ Estimulacién del crecimiento de E. coli (+ efecto leve; ++ efecto medio)
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Tabla 22. Efecto de las muestras tratadas a diferentes tiempos sobre C. elegans.

Tiempo de

tratamiento
(min)

Control 0
0 0
5 -

10 -

20 -

60
120
180
210

Control
100
50
12,5
6,3

OO0 |+ |O

oo |O|O

0 No efecto
+ Atraccion de C. elegans por la muestra (++ atraccidn leve; ++ atraccién media)
- Repulsién por la muestra

Como se puede observar en las tablas anteriores, no se pueden extraer resultados
concluyentes para este ensayo debido a que no se ha observado ninguna tendencia por C. elegans a
evitar la zona de la placa que contiene la muestra contaminada (sustancia de referencia o muestra
tratada). En la mayoria de los casos, se ha observado que los nematodos se reparten indistintamente
en ambos lados de la placa. En el caso de las muestras tratadas a diferentes tiempos esto podria ser
debido a que el nematodo no es sensible para detectar la toxicidad de las muestras a las
concentraciones de estudio (concentracion inicial de la muestra no tratada de 1 mg/L), por lo que
seria necesario aumentar la concentracién inicial de los compuestos, teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en el ensayo con D. magna y otros organismos como el alga Pseudokirchneriella
subcapitata. En cuanto a la sustancia de referencia deberian repetirse los ensayos utilizando
concentraciones mas altas.

En el ultimo ensayo realizado se afiade la bacteria E. coli tras observar en un ensayo preliminar
sin la bacteria que los nematodos permanecian moviéndose sélo por la linea central.

Por todo ello, se hace necesario realizar mas experimentos con el fin de determinar la mejor
forma para obtener una buena reproducibilidad y sensibilidad del ensayo con C. elegans y que pueda
utilizarse posteriormente en la evaluacidn de la toxicidad de aguas contaminadas.

Estos resultados forman parte de un estudio mas amplio necesario para poner a punto un
bioensayo de evitacidn o repulsién del nematodo de sustratos contaminados. Este tipo de ensayo de
evitacion se realiza, actualmente, con el gusano de tierra Eisenia fetida (ISO 17512-1. 2008), con el
que se han conseguido muy buenos resultados.

Diversos autores han realizado estudios usando C. elegans en ecotoxicologia. Por ejemplo, Xing
et al. (2009) utilizaron diferentes estadios de desarrollo del nematodo para evaluar la toxicidad de
cuatro metales (Pb, Hg, Cd y Cr) a diferentes concentraciones durante cuatro horas, obteniendo que
los nematodos mads adultos no veian afectado su comportamiento mientras que aquellos que
presentaban una fase de desarrollo menor si que veian alterada su capacidad locomotora. Por otro
lado, en este trabajo los nematodos utilizados eran los que poseian un tamafio mayor, ya que su
manipulacion resulta mas facil. A pesar de no conocer con exactitud el estadio de desarrollo de los
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nematodos utilizados, quizas este parametro podria haber influido en los resultados obtenidos en el
ensayo.
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5. CONCLUSIONES

1. En los ensayos de toxicidad aguda, de los cuatro compuestos puros estudiados, el que
presenta mayor grado de toxicidad frente a D. magna es el acido protocatecuico y, el que
presenta menor grado de toxicidad, es el acido siringico.

2. De los resultados obtenidos en este trabajo y en trabajos similares con algunos compuestos
derivados de la industria del corcho se concluye que, el 2,4-dinitrofenol y el acido
protocatecuico son los mas toxicos para el microcrustaceo D. magna.

3. En los ensayos de toxicidad aguda, con las soluciones acuosas contaminadas, la muestra no
tratada y la muestra tratada durante 20 min han producido mayor toxicidad sobre D. magna,
a las 24 horas de ensayo, con unos valores MID de 1:1,1 y 1:1,0. A las 48 horas de ensayo,
ademas de las muestras de 0 y 20 min, también la muestra de 10 min, con unos valores MID
de 1:1,3; 1:3,2 y 1:2,5, respectivamente.

4. En los bioensayos de toxicidad aguda de D. magna, con las muestras tratadas, se observa un
ligero aumento del grado de toxicidad a tiempos intermedios que indican la formacion,
durante el tratamiento, de subproductos mads téxicos que los compuestos parentales. Esta
toxicidad detectada disminuye cuando se prolonga el tiempo de tratamiento.

5. Los resultados obtenidos en el ensayo crénico con D. magna, para la dilucién 1:8, aunque
muestran un efecto de las soluciones acuosas tratadas a tiempos intermedios sobre la
reproduccion del microcrustaceo, estimulando dicho pardmetro, este efecto sélo ha sido
significativo para la muestra de 120 min.

6. Segun los resultados obtenidos, el tiempo de tratamiento foto-Fenton (210 min) es suficiente
para la completa detoxificacion de las soluciones acuosas contaminadas. Esto demuestra la
eficacia del tratamiento que permitiria la reutilizacién de las aguas, asi como la implantacion
de estos procesos en plantas de tratamiento.

7. No se pueden extraer resultados concluyentes respecto al ensayo realizado con
Caenorhabditis elegans, ya que el nematodo no mostrd ninguna tendencia al desplazarse por
el sustrato, en presencia de las muestras contaminadas, con respecto al control. Serian
necesarias mas pruebas para poder obtener una mejor reproducibilidad y sensibilidad, con el
fin de utilizar posteriormente este ensayo en la evaluacién de aguas contaminadas.
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7. ANEXOS
7.1. Ensayo de toxicidad aguda con D. magna y productos puros a las 24 horas.
7.1.1. Acido sinadpico

7.1.1.1. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracion de dcido
sindpico (mg/L)

Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Sindpico
Factor: Concentracidén Sindpico

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para Sindpico. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de Sindpico para los 7 diferentes niveles de
Concentracién Sinapico. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia
significativa entre las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicaran las medias
que son significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores
atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias.
Los diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacidén practica de los resultados, y le
permitiradn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de 1la
varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para Sindpico segun Concentracidén Sinapico

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 53571,4 6 8928,57 625,00 0,0000
Intra grupos 300,0 21 14,2857

Total (Corr.) 53871,4 27
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Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupos homogéneos

125 4 0,0 X

31,25 4 0,0 X

250 4 0,0 X

62,5 4 0,0 X

500 4 25,0 X

2000 4 100,0 X

1000 4 100,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
31,25 - 62,5 0,0 5,55801
31,25 - 125 0,0 5,55801
31,25 - 250 0,0 5,55801
31,25 - 500 *-25,0 5,55801
31,25 - 1000 *-100,0 5,55801
31,25 - 2000 *-100,0 5,55801
62,5 - 125 0,0 5,55801
62,5 - 250 0,0 5,55801
62,5 - 500 *-25,0 5,55801
62,5 - 1000 *-100,0 5,55801
62,5 - 2000 *-100,0 5,55801
125 - 250 0,0 5,55801
125 - 500 *-25,0 5,55801
125 - 1000 *-100,0 5,55801
125 - 2000 *-100,0 5,55801
250 - 500 *-25,0 5,55801
250 - 1000 *-100,0 5,55801
250 - 2000 *-100,0 5,55801
500 - 1000 *-75,0 5,55801
500 - 2000 *-75,0 5,55801
1000 - 2000 0,0 5,55801

* indica una diferencia significativa.

7.1.1.2. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracion de dcido
sindpico (mg/L). Determinacion del valor NOEC.

Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Sinapico
Factor: Concentracidédn Sindpico

Numero de observaciones: 32
Numero de niveles: 8

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para Sindpico. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de Sindpico para los 8 diferentes niveles de
Concentracién Sindpico. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia
significativa entre las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicaran las medias
que son significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores
atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias.
Los diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacién practica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.
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Inhibicion de la
movilidad (%)

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

110
90
70
50
30

10

-10

k3 X X ¥ ¥

0 31,2562,5 125 250 500 1000 2000
Concentracion Sinapico

Tabla ANOVA para Sindpico segun Concentracién Sindpico

Andlisis de la Varianza

Entre grupos
Intra grupos

Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
57187,5 7 8169, 64 653,57 0,0000
300,0 24 12,5
57487,5 31

Total (Corr.)

Contraste Multiple de Rango para Sindpico segun Concentracién Sinépico

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel

31,25 - 62,5
31,25 - 125
31,25 - 250
31,25 - 500
31,25 - 1000
31,25 - 2000

62,5 - 125
62,5 - 250
62,5 - 500
62,5 - 1000
62,5 - 2000
125 - 250

125 - 500

125 - 1000

Media Grupos homogéneos

*-25,0
*-100, 0
*-100, 0
0,0

*-25,0
*-100, 0

5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
5,15976
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125 - 2000
250 - 500

250 - 1000
250 - 2000
500 - 1000
500 - 2000
1000 - 2000

5,1
5,1
5,1
5,1
5,1
5,1
5,1

5976
5976
5976
5976
5976
5976
5976

* indica una diferencia significativa.

7.1.1.3. Andlisis Probit. Determinacion de la ECsg.

Informacién sobre los datos

N° de casos
Validos 28
Rechazados Perdidos 4
La transformacion log no se puede 0
realizar
Ndmero de respuestas > Numero de 0
sujetos
Grupo control 0
Estimaciones de los parametros
Intervalo de confianza al 95%
Parametro Estimacion | Error tipico z Sig. Limite inferior | Limite superior
a ———
PROBIT"  ConcSinapico 6,449 324 19,897 000 5,814 7,085
Interseccion -17,840 ,896 -19,908 ,000 -18,736 -16,943

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccién + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base
10,000.)

Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado

gl

2 Sig.

PROBIT

Contraste de la bondad de ajuste de

Pearson

57,599

26

,000°

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en casos agregados.

b. Como el nivel de significacién es menor que ,150, se utiliza un factor de heterogeneidad en el célculo de

los limites de confianza.

Limites de confianza

Limites de confianza al 95% para
Limites de confianza al 95% para ConcSinapico log(ConcSinapico)”
Probabilidad] Estimacién Limite inferior | Limite superior Estimacion Limite inferior | Limite superior
PROBIT* ,010 254,298 216,418 287,232 2,405 2,335 2,458
,020 280,291 242,413 313,005 2,448 2,385 2,496
,030 298,144 260,450 330,610 2,474 2,416 2,519
,040 312,320 274,862 344,547 2,495 2,439 2,537
,050 324,346 287,145 356,350 2,511 2,458 2,552
,060 334,947 298,007 366,743 2,525 2,474 2,564
,070 344,526 307,848 376,130 2,537 2,488 2,575
,080 353,335 316,917 384,760 2,548 2,501 2,585
,090 361,543 325,378 392,802 2,558 2,512 2,594
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,100 369,266 333,351 400,373 2,567 2,523 2,602
,150 403,037 368,273 433,559 2,605 2,566 2,637
,200 432,067 398,275 462,286 2,636 2,600 2,665
1250 458,632 425,610 488,838 2,661 2,629 2,689
,300 483,879 451,393 514,389 2,685 2,655 2,711
,350 508,512 476,296 539,689 2,706 2,678 2,732
,400 533,045 500,787 565,307 2,727 2,700 2,752
,450 557,906 525,245 591,739 2,747 2,720 2,772
,500 583,506 550,021 619,475 2,766 2,740 2,792
,550 610,280 575,484 649,054 2,786 2,760 2,812
,600 638,744 602,068 681,120 2,805 2,780 2,833
,650 669,560 630,324 716,509 2,826 2,800 2,855
,700 703,646 661,011 756,398 2,847 2,820 2,879
,750 742,379 695,257 802,572 2,871 2,842 2,904
,800 788,025 734,898 857,996 2,897 2,866 2,933
,850 844,784 783,308 928,227 2,927 2,894 2,968
,900 922,044 847,952 1025,813 2,965 2,928 3,011
,910 941,740 864,239 1051,016 2,974 2,937 3,022
,920 963,615 882,246 1079,148 2,984 2,946 3,033
,930 988,254 902,432 1111,010 2,995 2,955 3,046
,940 1016,518 925,468 1147,774 3,007 2,966 3,060
,950 1049,741 952,395 1191,273 3,021 2,979 3,076
,960 1090,163 984,953 1244,590 3,037 2,993 3,095
,970 1141,996 1026,399 1313,559 3,058 3,011 3,118
,980 1214,735 1084,040 1411,410 3,084 3,035 3,150
,990 1338,901 1181,194 1581,095 3,127 3,072 3,199

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.
b. Base del logaritmo = 10.

7.1.2. Acido siringico

7.1.2.1. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracion de dcido
siringico (mg/L).

Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Siringico
Factor: Concentracidédn Siringico

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para Siringico. Realiza
varios tests y graficos para comparar los valores medios de Siringico para los 7 diferentes
niveles de Concentracién Siringico. El1 F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna
diferencia significativa entre las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicaréan
las medias que son significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia
de valores atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de
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las medias. Los diferentes graficos le ayudardn a juzgar la significacién préactica de los
resultados, y le permitirédn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el

andlisis de la varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para Siringico segin Concentracién Siringico

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 37800,0 6 6300,0 120,27 0,0000
Intra grupos 1100,0 21 52,381

Total (Corr.) 38900,0 27

Contraste Mualtiple de Rango para Siringico segun Concentracidén Siringico

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupos homogéneos

46,9 4 0,0 X

187,5 4 0,0 X

375 4 0,0 X

93,75 4 0,0 X

750 4 15,0 X

1500 4 60,0 X

3000 4 100,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
46,9 - 93,75 0,0 10,6428
46,9 - 187,5 0,0 10,6428
46,9 - 375 0,0 10,6428
46,9 - 750 *-15,0 10,6428
46,9 - 1500 *-60,0 10,6428
46,9 - 3000 *-100,0 10,6428
93,75 - 187,5 0,0 10,6428
93,75 - 375 0,0 10,6428
93,75 - 750 *-15,0 10,6428
93,75 - 1500 *-60,0 10,6428
93,75 - 3000 *-100,0 10,6428
187,5 - 375 0,0 10,6428
187,5 - 750 *-15,0 10,6428
187,5 - 1500 *-60,0 10,6428
187,5 - 3000 *-100,0 10,6428
375 - 750 *-15,0 10,6428
375 - 1500 *-60,0 10,6428
375 - 3000 *-100,0 10,6428
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750 - 1500 *-45,0 10,6428
750 - 3000 *-85,0 10,6428
1500 - 3000 *-40,0 10,6428

* indica una diferencia significativa.

7.1.2.2. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracion de dcido

siringico (mg/L). Determinacion del valor NOEC.

Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Siringico
Factor: Concentracidén Siringico

Numero de observaciones: 32

Numero de niveles: 8

El1 StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para Siringico.

Realiza

varios tests y graficos para comparar los valores medios de Siringico para los 8 diferentes
niveles de Concentracién Siringico. El1 F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna
diferencia significativa entre las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicarén
las medias que son significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia
de valores atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de
las medias. Los diferentes graficos le ayudardn a Jjuzgar la significacién practica de los
resultados, y le permitiradn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el

andlisis de la varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para Siringico segun Concentracién Siringico

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 39987,5 7 5712,5 124,064 0,0000
Intra grupos 1100,0 24 45,8333

Total (Corr.) 41087,5 31

Contraste Multiple de Rango para Siringico segun Concentracién Siringico

Método: 95,0 porcentaje LSD
Nivel Frec. Media Grupos homogéneos
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0 4
93,75 4
46,9 4
375 4
187,5 4
750 4
1500 4
3000 4
Contraste

0 - 46,9

0 - 93,75

0 - 187,5

0 - 375

0 - 750

0 - 1500

0 - 3000

46,9 - 93,75
46,9 - 187,5
46,9 - 375

46,9 - 750

46,9 - 1500

46,9 - 3000
93,75 - 187,5
93,75 - 375
93,75 - 750
93,75 - 1500
93,75 - 3000
187,5 - 375
187,5 - 750
187,5 - 1500
187,5 - 3000

375 - 750

375 - 1500

375 - 3000

750 - 1500

750 - 3000

1500 - 3000

9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8
9,8

8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018
8018

* indica una diferencia significativa.

7.1.2.3. Andlisis Probit. Determinacion de la EC50.

Informacién sobre los datos

N° de casos
Validos 28
Rechazados Perdidos 4
La transformacion log no se puede 0
realizar
Numero de respuestas > Namero de 0
sujetos
Grupo control 0
Estimaciones de los parametros
Intervalo de confianza al 95%
Pardmetro Estimacion | Error tipico 4 Sig. Limite inferior | Limite superior
a —
PROBIT"  ConcsSiringico 5,365 237| 22610 ,000 4,900 5,830
Interseccién -16,612 734 -22,625 ,000 -17,347 -15,878

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccién + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base

10,000.)
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Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado

g

Ia

Sig.

PROBIT

Contraste de la bondad de ajuste de
Pearson

86,056

26

,000°

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en casos agregados.

b. Como el nivel de significacion es menor que ,150, se utiliza un factor de heterogeneidad en el célculo de
los limites de confianza.

Limites de confianza

Limites de confianza al 95% para
Limites de confianza al 95% para ConcSiringico Iog(ConcSiringico)'J
Probab
ilidad Estimacion | Limite inferior | Limite superior | Estimacion Limite inferior | Limite superior
PROBIT® 010 460,247 372,765 537,812 2,663 2,571 2,731
1020 517,375 427,993 595,821 2,714 2,631 2,775
030 557,244 467,082 635,993 2,746 2,669 2,803
040 589,248 498,741 668,099 2,770 2,698 2,825
050 616,632 526,004 695,493 2,790 2,721 2,842
,060 640,941 550,324 719,765 2,807 2,741 2,857
070 663,041 572,522 741,807 2,822 2,758 2,870
,080 683,476 593,111 762,173 2,835 2,773 2,882
,090 702,606 612,437 781,234 2,847 2,787 2,893
,100 720,689 630,742 799,251 2,858 2,800 2,903
150 800,644 711,987 879,055 2,903 2,852 2,944
,200 870,470 783,075 949,195 2,940 2,894 2,977
250 935,208 848,798 1014,883 2,971 2,929 3,006
»300 997,438 911,560 1078,858 2,999 2,960 3,033
350 1058,793 972,833 1142,932 3,025 2,988 3,058
400 1120,500 1033,677 1208,534 3,049 3,014 3,082
450 1183,623 1094,976 1276,971 3,073 3,039 3,106
500 1249,215 1157,586 1349,578 3,097 3,064 3,130
550 1318,443 1222,442 1427,870 3,120 3,087 3,155
,600 1392,717 1290,676 1513,707 3,144 3,111 3,180
650 1473,885 1363,764 1609,551 3,168 3,135 3,207
,700 1564,548 1443,779 1718,908 3,194 3,160 3,235
1750 1668,655 1533,836 1847,154 3,222 3,186 3,267
,800 1792,755 1639,059 2003,313 3,254 3,215 3,302
850 1949,104 1768,936 2204,461 3,290 3,248 3,343
900 2165,343 1944,644 2489,591 3,336 3,289 3,396
910 2221,072 1989,310 2564,236 3,347 3,299 3,409
920 2283,240 2038,874 2648,028 3,359 3,309 3,423
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1930 2353,608 2094,658 2743,509 3,372 3,321 3,438
940 2434,765 2158,605 2854,436 3,386 3,334 3,456
1950 2530,746 2233,728 2986,694 3,403 3,349 3,475
1960 2648,356 2325,090 3150,263 3,423 3,366 3,498
970 2800,459 2442 212 3364,133 3,447 3,388 3,527
980 3016,263 2606,576 3671,805 3,479 3,416 3,565
1990 3390,653 2887,320 4216,400 3,530 3,460 3,625

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.
b. Base del logaritmo = 10.

7.1.3. Acido vanilico

7.1.3.1. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracion de dcido
vanilico (mg/L).

Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Vanilico
Factor: Concentracidén Vanilico

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para Vanilico. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de Vanilico para los 7 diferentes niveles de
Concentracién Vanilico. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia
significativa entre las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicaran las medias
que son significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores
atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias.
Los diferentes graficos le ayudaradn a juzgar la significacién practica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para Vanilico segun Concentracidén Vanilico

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 34771,4 6 5795, 24 173,86 0,0000
Intra grupos 700,0 21 33,3333

Total (Corr.) 35471,4 27

Contraste Multiple de Rango para Vanilico segun Concentracién Vanilico

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec Media Grupos homogéneos

31,25 4 0,0 X

125 4 0,0 X

250 4 0,0 X

62,5 4 0,0 X

500 4 10,0 X

1000 4 45,0 X

2000 4 100,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
31,25 - 62,5 0,0 8,49001
31,25 - 125 0,0 8,49001
31,25 - 250 0,0 8,49001
31,25 - 500 *-10,0 8,49001
31,25 - 1000 *-45,0 8,49001
31,25 - 2000 *-100,0 8,49001
62,5 - 125 0,0 8,49001
62,5 - 250 0,0 8,49001
62,5 - 500 *-10,0 8,49001
62,5 - 1000 *-45,0 8,49001
62,5 - 2000 *-100,0 8,49001
125 - 250 0,0 8,49001
125 - 500 *-10,0 8,49001
125 - 1000 *-45,0 8,49001
125 - 2000 *-100,0 8,49001
250 - 500 *-10,0 8,49001
250 - 1000 *-45,0 8,49001
250 - 2000 *-100,0 8,49001
500 - 1000 *-35,0 8,49001
500 - 2000 *-90,0 8,49001
1000 - 2000 *-55,0 8,49001

* indica una diferencia significativa.

7.1.3.2. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracion de dcido

vanilico (mg/L). Determinacién del valor NOEC.

Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Vanilico
Factor: Concentracién Vanilico

Numero de observaciones:

Numero de niveles: 8

E1 StatAdvisor

32

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para Vanilico.

Concentracién Vanilico.
significativa entre las medias.
que son significativamente diferentes unas de otras.
atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias.
Los diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacién practica de los resultados,

Si hay,

Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de Vanilico para los 8 diferentes niveles de
El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia
los Tests de Rangos Multiples le indicaran las medias
Si le preocupa la presencia de valores



permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el anadlisis de 1la

varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

110
90
70
50
30

movilidad (%)
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Tabla ANOVA para Vanilico segun Concentracidédn Vanilico

Andlisis de la Varianza

Cuadrado Medio Cocien

te-F P-Valor

5212,5
29,1667

178,71

Fuente Sumas de cuad. Gl
Entre grupos 36487,5 7
Intra grupos 700,0 24
Total (Corr.) 37187,5 31

Contraste Multiple de Rango para Vanilico segun Concentracién Vanilico

Método: 95,0 porcentaje LSD
Nivel Frec. Media

31,25 - 62,5
31,25 - 125
31,25 - 250
31,25 - 500
31,25 - 1000
31,25 - 2000

62,5 - 125
62,5 - 250
62,5 - 500

62,5 - 1000
62,5 - 2000
125 - 250

7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
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125 - 500

125 - 1000
125 - 2000
250 - 500

250 - 1000
250 - 2000
500 - 1000
500 - 2000
1000 - 2000

7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166
7,88166

* indica una diferencia significativa.

7.1.3.3. Andlisis Probit. Determinacion de la EC50.

Informacion sobre los datos

N° de casos
Validos 28
Rechazados Perdidos 4
La transformacién log no se puede 0
realizar
Ndmero de respuestas > Nimero de 0
sujetos
Grupo control 0
Estimaciones de los parametros
Intervalo de confianza al 95%
Parametro Estimacion | Error tipico z Sig. Limite inferior | Limite superior
a o
PROBIT"  ConcVanilico 5,564 250| 22,298 ,000 5,075 6,054
Interseccién -16,564 , 740 -22,371 ,000 -17,304 -15,824

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccién + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base

10,000.)
Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado gl Sig.
PROBIT Contraste de la bondad de ajuste de 124,096 26 .000°
Pearson

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en casos agregados.

b. Como el nivel de significacion es menor que ,150, se utiliza un factor de heterogeneidad en el calculo de
los limites de confianza.

Limites de confianza

Limites de confianza al 95% para
Probab Limites de confianza al 95% para ConcVanilico log(ConcVanilico)®
ilidad Estimacion | Limite inferior | Limite superior | Estimacion Limite inferior | Limite superior
PROBIT* ,010 361,984 280,824 431,469 2,559 2,448 2,635
,020 405,209 322,617 475,136 2,608 2,509 2,677
,030 435,272 352,189 505,269 2,639 2,547 2,704
,040 459,349 376,129 529,300 2,662 2,575 2,724
,050 479,913 396,736 549,774 2,681 2,599 2,740
,060 498,140 415,110 567,895 2,697 2,618 2,754
,070 514,689 431,872 584,339 2,712 2,635 2,767
,080 529,974 447,411 599,524 2,724 2,651 2,778
,090 544,268 461,988 613,729 2,736 2,665 2,788
,100 557,767 475,787 627,153 2,746 2,677 2,797
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,150 617,310 536,920 686,599 2,791 2,730 2,837
,200 669,135 590,217 738,893 2,826 2,771 2,869
,250 717,050 639,286 787,969 2,856 2,806 2,897
,300 762,996 685,924 835,900 2,883 2,836 2,922
,350 808,197 731,219 884,067 2,908 2,864 2,946
,400 853,561 775,944 933,561 2,931 2,890 2,970
,450 899,873 820,737 985,377 2,954 2,914 2,994
,500 947,903 866,211 1040,539 2,977 2,938 3,017
,550 998,498 913,029 1100,203 2,999 2,960 3,041
,600 1052,674 961,989 1165,792 3,022 2,983 3,067
,650 1111,760 1014,123 1239,198 3,046 3,006 3,093
,700 1177,621 1070,865 1323,119 3,071 3,030 3,122
,750 1253,080 1134,359 1421,705 3,098 3,055 3,153
,800 1342,809 1208,108 1541,932 3,128 3,082 3,188
,850 1455,542 1298,568 1697,021 3,163 3,113 3,230
,900 1610,926 1420,087 1917,180 3,207 3,152 3,283
,910 1650,879 1450,838 1974,868 3,218 3,162 3,296
,920 1695,406 1484,898 2039,645 3,229 3,172 3,310
,930 1745,754 1523,158 2113,486 3,242 3,183 3,325
,940 1803,753 1566,922 2199,304 3,256 3,195 3,342
,950 1872,258 1618,214 2301,667 3,272 3,209 3,362
,960 1956,074 1680,425 2428,323 3,291 3,225 3,385
,970 2064,273 1759,922 2594,019 3,315 3,245 3,414
,980 2217,428 1871,035 2832,549 3,346 3,272 3,452
,990 2482,213 2059,717 3255,164 3,395 3,314 3,513

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

7.1.4. Acido protocatecuico

7.1.4.1. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracion de dcido
protocatecuico (mg/L).

Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Protocateuico
Factor: Concentracién Proto

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para Protocateuico. Realiza
varios tests y graficos para comparar los valores medios de Protocateuico para los 7
diferentes niveles de Concentracién Proto. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay
alguna diferencia significativa entre las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le
indicaran las medias que son significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la
presencia de valores atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en
lugar de las medias. Los diferentes graficos le ayudarédn a juzgar la significacidédn préctica
de 1los resultados, vy le permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones
subyacentes en el andlisis de la varianza.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

110 F 3
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9,37 18,75 37,5 75 150 300 600
Concentracion Proto

Tabla ANOVA para Protocateuico segln Concentracién Proto

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 48085, 7 6 8014,29 93,50 0,0000
Intra grupos 1800,0 21 85,7143

Total (Corr.) 49885, 7 27

Contraste Multiple de Rango para Protocateuico segun Concentracidédn Proto

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupos homogéneos

9,37 4 0,0 X

18,75 4 10,0 X

37,5 4 25,0 X

75 4 55,0 X

300 4 100,0 X

600 4 100,0 X

150 4 100,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
9,37 18,75 -10,0 13,6143
9,37 - 37,5 *-25,0 13,6143
9,37 - 75 *-55,0 13,6143
9,37 - 150 *-100,0 13,6143
9,37 - 300 *-100,0 13,6143
9,37 - 600 *-100,0 13,6143
18,75 - 37,5 *-15,0 13,6143
18,75 - 75 *-45,0 13,6143
18,75 - 150 *-90,0 13,6143
18,75 - 300 *-90,0 13,6143
18,75 - 600 *-90,0 13,6143
37,5 - 175 *-30,0 13,6143
37,5 150 *-75,0 13,6143
37,5 - 300 *-75,0 13,6143
37,5 - 600 *-75,0 13,6143
75 - 150 *-45,0 13,6143
75 - 300 *-45,0 13,6143
75 - 600 *-45,0 13,6143
150 - 300 0,0 13,6143
150 - 600 0,0 13,6143
300 - 600 0,0 13,6143

* indica una diferencia significativa.



7.1.4.2. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracion de dcido
protocatecuico (mg/L). Determinacién del valor NOEC.

Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Protocateuico
Factor: Concentracidén Proto

Numero de observaciones: 32
Numero de niveles: 8

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para Protocateuico. Realiza
varios tests y graficos para comparar los valores medios de Protocateuico para los 8
diferentes niveles de Concentracién Proto. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay
alguna diferencia significativa entre las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le
indicaran las medias que son significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la
presencia de valores atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en
lugar de las medias. Los diferentes graficos le ayudardn a juzgar la significacidén préctica
de 1los resultados, vy le permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones
subyacentes en el andlisis de la varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

110 F 3
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e - ]
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0 93718,7537,5 75 150 300 600
Concentracion Proto

Tabla ANOVA para Protocateuico segln Concentracién Proto

Anédlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 58950,0 7 8421,43 112,29 0,0000
Intra grupos 1800,0 24 75,0

Total (Corr.) 60750,0 31

Contraste Multiple de Rango para Protocateuico segun Concentracién Proto

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupos homogéneos
0 4 0,0 X

9,37 4 0,0 X

18,75 4 10,0 X

37,5 4 25,0 X

75 4 55,0 X

300 4 100,0 X

150 4 100,0 X

55



Contraste Diferencias +/- Limites
0 - 9,37 0,0 12,6388
0 - 18,75 -10,0 12,6388
0 - 37,5 *-25,0 12,6388
0 - 75 *-55,0 12,6388
0 - 150 *-100,0 12,6388
0 - 300 *-100,0 12,6388
0 - 600 *-100,0 12,6388
9,37 - 18,75 -10,0 12,6388
9,37 - 37,5 *-25,0 12,6388
9,37 - 175 *-55,0 12,6388
9,37 - 150 *-100,0 12,6388
9,37 - 300 *-100,0 12,6388
9,37 - 600 *-100,0 12,6388
18,75 - 37,5 *-15,0 12,6388
18,75 - 75 *-45,0 12,6388
18,75 - 150 *-90,0 12,6388
18,75 - 300 *-90,0 12,6388
18,75 - 600 *-90,0 12,6388
37,5 - 75 *-30,0 12,6388
37,5 - 150 *-75,0 12,6388
37,5 - 300 *-75,0 12,6388
37,5 - 600 *-75,0 12,6388
75 - 150 *-45,0 12,6388
75 - 300 *-45,0 12,6388
75 - 600 *-45,0 12,6388
150 - 300 0,0 12,6388
150 - 600 0,0 12,6388
300 - 600 0,0 12,6388

* indica una diferencia significativa.

7.1.4.3. Andlisis Probit. Determinacion de la EC50.

Informacién sobre los datos

N° de casos
Validos 28
Rechazados Perdidos 4
La transformacion log no se puede 0
realizar
Ndmero de respuestas > Nimero de 0
sujetos
Grupo control 0
Estimaciones de los parametros
Intervalo de confianza al 95%
Parametro Estimacion | Error tipico z Sig. Limite inferior | Limite superior
a
PROBIT"  ConcProto 3,542 125 28,312 ,000 3,297 3,787
Interseccion -6,177 ,219 -28,153 ,000 -6,397 -5,958

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccién + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base
10,000.)

Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado g Sig.

PROBIT Contraste de la bondad de ajuste de

b
Pearson ,000

239,484 26

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en casos agregados.



Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado

gl Sig.

PROBIT

Contraste de la bondad de ajuste de

Pearson

239,484

26

,000°

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en casos agregados.

b. Como el nivel de significacién es menor que ,150, se utiliza un factor de heterogeneidad en el calculo de
los limites de confianza.

Limites de confianza

Limites de confianza al 95% para

Limites de confianza al 95% para ConcProto log(ConcProto)”
Probab
ilidad Estimacion | Limite inferior | Limite superior | Estimacion Limite inferior | Limite superior
PROBIT® 010 12,223 7,781 16,521 1,087 ,891 1,218
020 14,593 9,725 19,185 1,164 ,088 1,283
030 16,329 11,196 21,106 1,213 1,049 1,324
040 17,770 12,444 22,684 1,250 1,095 1,356
050 19,036 13,558 24,061 1,280 1,132 1,381
060 20,184 14,580 25,304 1,305 1,164 1,403
070 21,247 15,537 26,452 1,327 1,191 1,422
080 22,247 16,445 27,528 1,347 1,216 1,440
090 23,197 17,313 28,549 1,365 1,238 1,456
;100 24,107 18,151 29,526 1,382 1,259 1,470
1150 28,271 22,037 33,995 1,451 1,343 1,531
1200 32,088 25,650 38,115 1,506 1,409 1,581
1250 35,771 29,153 42,140 1,554 1,465 1,625
300 39,437 32,633 46,215 1,596 1,514 1,665
350 43,168 36,149 50,453 1,635 1,558 1,703
/400 47,036 39,747 54,954 1,672 1,599 1,740
450 51,106 43,471 59,825 1,708 1,638 1,777
500 55,456 47,370 65,186 1,744 1,675 1,814
550 60,177 51,503 71,186 1,779 1,712 1,852
600 65,385 55,951 78,019 1,815 1,748 1,892
650 71,242 60,821 85,956 1,853 1,784 1,934
/700 77,983 66,274 95,394 1,892 1,821 1,980
/750 85,976 72,560 106,966 1,934 1,861 2,029
800 95,843 80,096 121,763 1,982 1,904 2,086
850 108,783 89,677 141,925 2,037 1,953 2,152
900 127,574 103,116 172,537 2,106 2,013 2,237
910 132,580 106,617 180,931 2,122 2,028 2,258
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920 138,241 110,543 190,538 2,141 2,044 2,280
930 144,744 115,010 201,718 2,161 2,061 2,305
940 152,370 120,195 215,015 2,183 2,080 2,332
950 161,559 126,371 231,294 2,208 2,102 2,364
960 173,066 134,006 252,055 2,238 2,127 2,401
970 188,340 143,987 280,228 2,275 2,158 2,448
980 210,752 158,351 322,742 2,324 2,200 2,509
990 251,613 183,816 403,523 2,401 2,264 2,606

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.
b. Base del logaritmo = 10.

7.2. Ensayo de toxicidad aguda con D. magna y productos puros a las 48 horas.
7.2.1. Acido sindpico

7.2.1.1. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracion de dcido
sindpico (mg/L).

ANOVA Simple - Sinédpico segln Concentracién Sinadpico
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Sinapico
Factor: Concentracidédn Sindpico

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para Sindpico. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de Sinédpico para los 7 diferentes niveles de
Concentracién Sinédpico. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia
significativa entre las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicaran las medias
que son significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores
atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias.
Los diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacidédn practica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de 1la
varianza.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

140 [ ]
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31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
Concentracion Sinapico

Inhibiciéon de la
movilidad (%)

Tabla ANOVA para Sindpico segun Concentracién Sindpico

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 28171,4 6 4695,24 12,97 0,0000
Intra grupos 7600, 0 21 361,905

Total (Corr.) 35771,4 27

Contraste Multiple de Rango para Sindpico segun Concentracién Sinépico

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupos homogéneos

31,25 4 5,0 X

62,5 4 35,0 X

125 4 45,0 X

500 4 55,0 X

250 4 60,0 X

2000 4 100,0 X

1000 4 100,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
31,25 - 62,5 *-30,0 27,9747
31,25 - 125 *-40,0 27,9747
31,25 - 250 *-55,0 27,9747
31,25 - 500 *-50,0 27,9747
31,25 - 1000 *-95,0 27,9747
31,25 - 2000 *-95,0 27,9747
62,5 - 125 -10,0 27,9747
62,5 - 250 -25,0 27,9747
62,5 - 500 -20,0 27,9747
62,5 - 1000 *-65,0 27,9747
62,5 - 2000 *-65,0 27,9747
125 - 250 -15,0 27,9747
125 - 500 -10,0 27,9747
125 - 1000 *-55,0 27,9747
125 - 2000 *-55,0 27,9747
250 - 500 5,0 27,9747
250 - 1000 *-40,0 27,9747
250 - 2000 *-40,0 27,9747
500 - 1000 *-45,0 27,9747
500 - 2000 *-45,0 27,9747
1000 - 2000 0,0 27,9747

* indica una diferencia significativa.
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7.2.1.2. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracion de dcido
sindpico (mg/L). Determinacion del valor NOEC.

ANOVA Simple - Sindpico segln Concentracidén Sindpico
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Sinépico
Factor: Concentracidén Sindpico

Numero de observaciones: 32
Numero de niveles: 8

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para Sindpico. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de Sindpico para los 8 diferentes niveles de
Concentracién Sinédpico. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia
significativa entre las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicaréan las medias
que son significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores
atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias.
Los diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacidén practica de los resultados, y le
permitiradn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de 1la
varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

130 -

100 | [ I .
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Tabla ANOVA para Sindpico segun Concentracidédn Sindpico

Anédlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 39600,0 7 5657,14 17,86 0,0000
Intra grupos 7600, 0 24 316,667

Total (Corr.) 47200,0 31

Contraste Multiple de Rango para Sindpico segun Concentracién Sindpico

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupos homogéneos
0 4 0,0 X
31,25 4 5,0 X
62,5 4 35,0 X
125 4 45,0 X
500 4 55,0 X
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25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702
25,9702

250 4 60,0 X
1000 4 100,0 X
2000 4 100,0 X
Contraste Diferencias
0 - 31,25 -5,0
0 - 62,5 *-35,0
0 - 125 *-45,0
0 - 250 *-60,0
0 - 500 *-55,0
0 - 1000 *-100,0
0 - 2000 *-100,0
31,25 - 62,5 *-30,0
31,25 - 125 *-40,0
31,25 - 250 *-55,0
31,25 - 500 *-50,0
31,25 - 1000 *-95,0
31,25 - 2000 *-95,0
62,5 - 125 -10,0
62,5 - 250 -25,0
62,5 - 500 -20,0
62,5 - 1000 *-65,0
62,5 - 2000 *-65,0
125 - 250 -15,0
125 - 500 -10,0
125 - 1000 *-55,0
125 - 2000 *-55,0
250 - 500 5,0
250 - 1000 *-40,0
250 - 2000 *-40,0
500 - 1000 *-45,0
500 - 2000 *-45,0
1000 - 2000 0,0

25,9702

* indica una diferencia significativa.

7.1.1.3. Andlisis Probit. Determinacion de la EC50.

Informacion sobre los datos

N° de casos
Validos 28
Rechazados Perdidos 0
La transformacion log no se puede 0
realizar
Ndmero de respuestas > Nimero de 0
sujetos
Grupo control 0
Estimaciones de los parametros
Intervalo de confianza al 95%
Pardmetro Estimacion | Error tipico 4 Sig. Limite inferior | Limite superior
a P
PROBIT"  ConcSinapico 1,718 058 29,866 ,000 1,606 1,831
Interseccion -3,835 ,135 -28,459 ,000 -3,969 -3,700

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccién + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base

10,000.)
Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado gl Sig.
PROBIT Contraste de la bondad de ajuste de 674.729 26 000°
Pearson

61



a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en casos agregados.

b. Como el nivel de significacién es menor que ,150, se utiliza un factor de heterogeneidad en el calculo de
los limites de confianza.

Limites de confianza

Limites de confianza al 95% para ConcSinéapico

Limites de confianza al 95% para
log(ConcSinapico)”

il;&c;%ab Estimacion | Limite inferior | Limite superior | Estimacion Limite inferior | Limite superior
PROBIT* ,010 7,546 1,220 18,770 ,878 ,086 1,273
,020 10,873 2,123 24,796 1,036 ,327 1,394
,030 13,709 3,015 29,618 1,137 479 1,472
,040 16,320 3,923 33,877 1,213 ,594 1,530
,050 18,806 4,857 37,808 1,274 ,686 1,578
,060 21,219 5,823 41,529 1,327 , 765 1,618
,070 23,588 6,824 45,108 1,373 ,834 1,654
,080 25,932 7,864 48,589 1,414 ,896 1,687
,090 28,266 8,943 52,003 1,451 ,951 1,716
,100 30,600 10,064 55,372 1,486 1,003 1,743
,150 42,497 16,355 72,056 1,628 1,214 1,858
,200 55,173 23,930 89,308 1,742 1,379 1,951
,250 69,021 32,992 107,947 1,839 1,518 2,033
,300 84,397 43,762 128,730 1,926 1,641 2,110
,350 101,685 56,485 152,544 2,007 1,752 2,183
,400 121,355 71,427 180,548 2,084 1,854 2,257
,450 143,999 88,875 214,345 2,158 1,949 2,331
,500 170,406 109,154 256,213 2,231 2,038 2,409
,550 201,656 132,674 309,458 2,305 2,123 2,491
,600 239,285 160,021 379,007 2,379 2,204 2,579
,650 285,570 192,113 472,489 2,456 2,284 2,674
,700 344,070 230,472 602,400 2,537 2,363 2,780
, 750 420,715 277,710 790,816 2,624 2,444 2,898
,800 526,315 338,572 1080,920 2,721 2,530 3,034
,850 683,300 422,643 1570,297 2,835 2,626 3,196
,900 948,968 553,321 2536,545 2,977 2,743 3,404
,910 1027,314 589,826 2851,390 3,012 2,771 3,455
,920 1119,775 631,956 3239,218 3,049 2,801 3,510
,930 1231,073 681,455 3728,483 3,090 2,833 3,572
,940 1368,503 740,969 4364,926 3,136 2,870 3,640
,950 1544,065 814,759 5227,345 3,189 2,911 3,718
,960 1779,311 910,293 6464,952 3,250 2,959 3,811
,970 2118,189 1042,360 8401,899 3,326 3,018 3,924
,980 2670,616 1246,591 11917,303 3,427 3,096 4,076
,990 3848,073 1649,254 20717,857 3,585 3,217 4,316

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.
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7.2.2. Acido siringico

7.2.2.1. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracién de dcido
siringico (mg/L).

ANOVA Simple - Siringico segun Concentracién Siringico
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Siringico
Factor: Concentracidédn Siringico

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para Siringico. Realiza
varios tests y graficos para comparar los valores medios de Siringico para los 7 diferentes
niveles de Concentracidén Siringico. El1 F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna
diferencia significativa entre las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicaréan
las medias que son significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia
de valores atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de
las medias. Los diferentes graficos le ayudardn a juzgar la significacién préactica de los
resultados, y le permitiradn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el
andlisis de la varianza.
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Tabla ANOVA para Siringico segln Concentracién Siringico

Anédlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 41342,9 6 6890,48 41,34 0,0000
Intra grupos 3500,0 21 166,667

Total (Corr.) 44842,9 27

Contraste Mualtiple de Rango para Siringico segln Concentracidén Siringico

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupos homogéneos
93,75 4 0,0 X
187,5 4 0,0 X
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46,9 4 10,0
375 4 10,0
750 4 55,0
1500 4 80,0
3000 4 100,0
Contraste

46,9 - 375
46,9 - 750
46,9 - 1500
46,9 - 3000

375 - 750

375 - 1500
375 - 3000
750 - 1500
750 - 3000
1500 - 3000

* indica una diferencia significativa.

7.2.2.2. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracion de dcido
siringico (mg/L). Determinacion del valor NOEC.

ANOVA Simple - Siringico segun Concentracién Siringico

Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Siringico
Factor: Concentracidén Siringico

Numero de observaciones: 32

Numero de niveles: 8

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza

simple para Siringico. Realiza

varios tests y graficos para comparar los valores medios de Siringico para los 8 diferentes

niveles de Concentracidén Siringico.
diferencia significativa entre las medias.
las medias que son significativamente diferentes unas de otras.

El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna

Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicaréan

Si le preocupa la presencia

de valores atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de
las medias. Los diferentes graficos le ayudardn a juzgar la significacidén préactica de los
resultados, y le permitiran buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el

andlisis de la varianza.

64



Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para Siringico segln Concentracién Siringico

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 45987,5 7 6569, 64 45,05 0,0000
Intra grupos 3500,0 24 145,833

Total (Corr.) 49487,5 31

Contraste Multiple de Rango para Siringico segUn Concentracidén Siringico

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupos homogéneos

187,5 4 0,0 X

93,75 4 0,0 X

0 4 0,0 X

375 4 10,0 X

46,9 4 10,0 X

750 4 55,0 X

1500 4 80,0 X

3000 4 100,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0 - 46,9 -10,0 17,6239
0 - 93,75 0,0 17,6239
0 - 187,5 0,0 17,6239
0 - 375 -10,0 17,6239
0 - 750 *-55,0 17,6239
0 - 1500 *-80,0 17,6239
0 - 3000 *-100,0 17,6239
46,9 - 93,75 10,0 17,6239
46,9 - 187,5 10,0 17,6239
46,9 - 375 0,0 17,6239
46,9 - 750 *-45,0 17,6239
46,9 - 1500 *-70,0 17,6239
46,9 - 3000 *-90,0 17,6239
93,75 - 187,5 0,0 17,6239
93,75 - 375 -10,0 17,6239
93,75 - 750 *-55,0 17,6239
93,75 - 1500 *-80,0 17,6239
93,75 - 3000 *-100,0 17,6239
187,5 - 375 -10,0 17,6239
187,5 - 750 *-55,0 17,6239
187,5 - 1500 *-80,0 17,6239

187,5 - 3000 *-100,0 17,6239



375 - 750

375 - 1500
375 - 3000
750 - 1500
750 - 3000
1500 - 3000

* indica una diferencia significativa.

7.2.2.3. Andlisis Probit. Determinacion de la EC50.

Informacion sobre los datos

N° de casos
Validos 20
Rechazados Perdidos 8
La transformacién log no se puede 0
realizar
Ndmero de respuestas > Nimero de 0
sujetos
Grupo control 0
Estimaciones de los parametros
Intervalo de confianza al 95%
Parametro Estimacion | Error tipico z Sig. Limite inferior | Limite superior
PROBIT*  ConcSiringico
3,888 ,147 26,428 ,000 3,600 4,176
Interseccion -11,248 ,428 -26,270 ,000 -11,677 -10,820

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccién + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base

10,000.)

Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado

g

i Sig.

PROBIT

Pearson

Contraste de la bondad de ajuste de

186,110

18

,000°

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en casos agregados.
b. Como el nivel de significacién es menor que ,150, se utiliza un factor de heterogeneidad en el calculo de

los limites de confianza.

Limites de confianza

Limites de confianza al 95% para

Probab Limites de confianza al 95% para ConcSiringico Iog(ConcSiringico)b

ilidad Estimacion | Limite inferior | Limite superior | Estimacion Limite inferior | Limite superior
PROBIT* ,010 197,177 118,221 270,842 2,295 2,073 2,433]

,020 231,725 146,250 309,279 2,365 2,165 2,490

,030 256,720 167,301 336,621 2,409 2,223 2,527

,040 277,284 185,050 358,889 2,443 2,267 2,555

,050 295,220 200,817 378,179 2,470 2,303 2,578

,060 311,398 215,249 395,491 2,493 2,333 2,597

,070 326,310 228,714 411,391 2,514 2,359 2,614

,080 340,268 241,447 426,235 2,532 2,383 2,630
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,090 353,479 253,608 440,259 2,548 2,404 2,644
,100 366,093 265,308 453,633 2,564 2,424 2,657
,150 423,291 319,288 514,260 2,627 2,504 2,711
,200 475,059 369,085 569,457 2,677 2,567 2,755
,250 524,489 417,062 622,836 2,720 2,620 2,794
,300 573,246 464,449 676,463 2,758 2,667 2,830
,350 622,464 512,033 731,866 2,794 2,709 2,864
,400 673,069 560,414 790,419 2,828 2,749 2,898]
,450 725,942 610,131 853,533 2,861 2,785 2,931
,500 782,030 661,752 922,805 2,893 2,821 2,965
,550 842,452 715,963 1000,179 2,926 2,855 3,000
,600 908,631 773,659 1088,166 2,958 2,889 3,037
,650 982,501 836,095 1190,215 2,992 2,922 3,076
,700 1066,857 905,114 1311,372 3,028 2,957 3,118]
,750 1166,033 983,580 1459,576 3,067 2,993 3,164
,800 1287,358 1076,306 1648,495 3,110 3,032 3,217
,850 1444,800 1192,356 1904,758 3,160 3,076 3,280
,900 1670,533 1352,257 2291,377 3,223 3,131 3,360
,910 1730,147 1393,444 2396,906 3,238 3,144 3,380
,920 1797,323 1439,404 2517,427 3,255 3,158 3,401
,930 1874,201 1491,456 2657,373 3,273 3,174 3,424
,940 1963,954 1551,541 2823,387 3,293 3,191 3,451
,950 2071,577 1622,697 3026,045 3,316 3,210 3,481
,960 2205,579 1710,053 3283,613 3,344 3,233 3,516
,970 2382,254 1823,338 3631,652 3,377 3,261 3,560
,980 2639,212 1984,722 4153,977 3,421 3,298 3,618
,990 3101,632 2266,650 5138,239 3,492 3,355 3,711

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.
b. Base del logaritmo = 10.

7.2.3. Acido vanilico

7.2.3.1. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracion de dcido
vanilico (mg/L).

ANOVA Simple - Vanilico segUn Concentracidn Vanilico
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Vanilico
Factor: Concentracidén Vanilico

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para Vanilico. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de Vanilico para los 7 diferentes niveles de
Concentracién Vanilico. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia
significativa entre las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicaréan las medias
que son significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores
atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias.
Los diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacién practica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el analisis de la
varianza.

67



Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para Vanilico segun Concentracién Vanilico

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 41285,7 6 6880, 95 62,83 0,0000
Intra grupos 2300,0 21 109,524

Total (Corr.) 43585,7 27

Contraste Multiple de Rango para Vanilico segin Concentracidén Vanilico

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupos homogéneos

125 4 0,0 X

250 4 0,0 X

31,25 4 5,0 XX

62,5 4 10,0 XX

500 4 20,0 X

1000 4 80,0 X

2000 4 100,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
31,25 - 62,5 -5,0 15,3894
31,25 - 125 5,0 15,3894
31,25 - 250 5,0 15,3894
31,25 - 500 -15,0 15,3894
31,25 - 1000 *-75,0 15,3894
31,25 - 2000 *-95,0 15,3894
62,5 - 125 10,0 15,3894
62,5 - 250 10,0 15,3894
62,5 - 500 -10,0 15,3894
62,5 - 1000 *-70,0 15,3894
62,5 - 2000 *-90,0 15,3894
125 - 250 0,0 15,3894
125 - 500 *-20,0 15,3894
125 - 1000 *-80,0 15,3894
125 - 2000 *-100,0 15,3894
250 - 500 *-20,0 15,3894
250 - 1000 *-80,0 15,3894
250 - 2000 *-100,0 15,3894
500 - 1000 *-60,0 15,3894
500 - 2000 *-80,0 15,3894



* indica una diferencia significativa.

7.2.3.2. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracién de dcido
vanilico (mg/L). Determinacién del valor NOEC.

ANOVA Simple - Vanilico seguUn Concentracidén Vanilico
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Vanilico
Factor: Concentracién Vanilico

Numero de observaciones: 32
Numero de niveles: 8

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para Vanilico. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de Vanilico para los 8 diferentes niveles de
Concentracién Vanilico. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia
significativa entre las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicaréan las medias
que son significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores
atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias.
Los diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacidén practica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el anadlisis de la
varianza.
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Tabla ANOVA para Vanilico segun Concentracién Vanilico

Anédlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 44587,5 7 6369, 64 66,47 0,0000
Intra grupos 2300,0 24 95,8333

Total (Corr.) 46887,5 31

Método: 95,0 porcentaje LSD
Nivel Frec. Media Grupos homogéneos
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500 - 2000
1000 - 2000

*-20,0
*-80, 0
*-100, 0
-5,0
5,0
5,0
*-15,0
*-75,0
*-95,0
10,0
10,0
-10,0

14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867
14,2867

* indica una diferencia significativa.

7.2.3.3. Andlisis Probit. Determinacio

Informacion sobre los datos

de la EC50.

N° de casos
Validos 20]
Rechazados Perdidos 8
La transformacion log no se 0
puede realizar
NUmero de respuestas > Numero 0
de sujetos
Grupo control 0
Estimaciones de los parametros
Intervalo de confianza al 95%
Parédmetro Estimacion | Error tipico z Sig. Limite inferior |Limite superior
PROBIT* ConVanilico 6,008 ,276 21,778 ,000 5,468 6,549
Interseccién -17,121 ,788| -21,735 ,000 -17,908 -16,333

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el

logaritmo en base 10,000.)

Contrastes de chi-cuadrado
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Chi-cuadrado g

12 Sig.

PROBIT

Contraste de la bondad de ajuste

de Pearson

57,769

18

,000

b

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en casos
agregados.

b. Como el nivel de significacién es menor que ,150, se utiliza un factor de heterogeneidad en el
calculo de los limites de confianza.

Limites de confianza

Limites de confianza al 95% para Limites de confianza al 95% para
ConVanilico Iog(ConVaniIico)b
Proba Limite Limite
bilidad] Estimacién |Limite inferior| superior Estimaciéon |Limite inferior| superior
PROBIT? ,010 289,936 236,861 335,947 2,462 2,374 2,526
,020 321,863 268,240 367,939 2,508 2,429 2,566
,030 343,920 290,203 389,890 2,536 2,463 2,591
,040 361,503 307,855 407,322 2,558 2,488 2,610}
,050 376,466 322,968 422,123 2,576 2,509 2,625
,060 389,689 336,383 435,183 2,591 2,527 2,639
,070 401,665 348,577 447,001 2,604 2,542 2,650]
,080 412,700 359,844 457,886 2,616 2,556 2,661
,090 422,998 370,385 468,043 2,626 2,569 2,670}
,100 432,705 380,340 477,620 2,636 2,580 2,679
,150 475,323 424,190 519,754 2,677 2,628 2,716
,200 512,167 462,158 556,431 2,709 2,665 2,745
,250 546,045 496,966 590,502 2,737 2,696 2,771
,300 578,374 529,968 623,442 2,762 2,724 2,795
,350 610,037 561,983 656,212 2,785 2,750 2,817
,400 641,684 593,584 689,552 2,807 2,773 2,839
,450 673,865 625,241 724,125 2,829 2,796 2,860]
,500 707,110 657,390 760,597 2,849 2,818 2,881
,550 741,996 690,497 799,709 2,870 2,839 2,903
,600 779,207 725,114 842,363 2,892 2,860 2,925
,650 819,630 761,952 889,735 2,914 2,882 2,949
,700 864,502 801,999 943,485 2,937 2,904 2,975
,750 915,685 846,734 1006,144 2,962 2,928 3,003
,800 976,253 898,576 1081,927 2,990 2,954 3,034
,850 1051,928 961,982 1178,771 3,022 2,983 3,071
,900 1155,533 1046,843 1314,678 3,063 3,020 3,119
,910 1182,050 1068,261 1350,011 3,073 3,029 3,130]
,920 1211,547 1091,959 1389,558 3,083 3,038 3,143
,930 1244,831 1118,548 1434,477 3,095 3,049 3,157
,940 1283,087 1148,922 1486,476 3,108 3,060 3,172
,950 1328,154 1184,469 1548,222 3,123 3,074 3,190]
,960 1383,129 1227,507 1624,223 3,141 3,089 3,211
,970 1453,842 1282,391 1723,025 3,163 3,108 3,236
,980 1553,470 1358,897 1864,102 3,191 3,133 3,270
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| 990 | 1724539 1488,301]  2111,053 3,237 3,173 3,324
a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

7.2.4. Acido protocatecuico

7.2.4.1. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracion de dcido
protocatecuico (mg/L).

ANOVA Simple - Protocatecuico segln Concentracidn Proto
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Protocatecuico
Factor: Concentracidédn Proto

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para Protocatecuico. Realiza
varios tests y graficos para comparar los valores medios de Protocatecuico para los 7
diferentes niveles de Concentracién Proto. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay
alguna diferencia significativa entre las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le
indicaran las medias que son significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la
presencia de valores atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en
lugar de las medias. Los diferentes graficos le ayudardn a juzgar la significacidén préctica
de 1los resultados, vy le permitirdn buscar 1las posibles violaciones a las asunciones
subyacentes en el andlisis de la varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para Protocatecuico segtn Concentraciédn Proto

Anédlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 49342,9 6 8223,81 575,67 0,0000
Intra grupos 300,0 21 14,2857

Total (Corr.) 49642,9 27
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Contraste Multiple de Rango para Protocatecuico segun Concentracién Proto

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupos homogéneos

9,37 4 0,0 X

18,75 4 15,0 X

37,5 4 100,0 X

150 4 100,0 X

300 4 100,0 X

600 4 100,0 X

75 4 100,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
9,37 - 18,75 *-15,0 5,55801
9,37 - 37,5 *-100,0 5,55801
9,37 - 175 *-100,0 5,55801
9,37 - 150 *-100,0 5,55801
9,37 - 300 *-100,0 5,55801
9,37 - 600 *-100,0 5,55801
18,75 - 37,5 *-85,0 5,55801
18,75 - 175 *-85,0 5,55801
18,75 - 150 *-85,0 5,55801
18,75 - 300 *-85,0 5,55801
18,75 - 600 *-85,0 5,55801
37,5 - 75 0,0 5,55801
37,5 - 150 0,0 5,55801
37,5 - 300 0,0 5,55801
37,5 - 600 0,0 5,55801
75 - 150 0,0 5,55801
75 - 300 0,0 5,55801
75 - 600 0,0 5,55801
150 - 300 0,0 5,55801
150 - 600 0,0 5,55801
300 - 600 0,0 5,55801

* indica una diferencia significativa.

7.2.4.2. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun concentracion de dcido
protocatecuico (mg/L). Determinacion del valor NOEC.

ANOVA Simple - Protocatecuico segln Concentracidn Proto
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: Protocatecuico
Factor: Concentracidédn Proto

Numero de observaciones: 32
NUumero de niveles: 8

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para Protocatecuico. Realiza
varios tests y graficos para comparar los valores medios de Protocatecuico para los 8
diferentes niveles de Concentracién Proto. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay
alguna diferencia significativa entre las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le
indicarén las medias que son significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la
presencia de valores atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en
lugar de las medias. Los diferentes graficos le ayudardn a juzgar la significacidédn préactica
de 1los resultados, vy le permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones
subyacentes en el andlisis de la varianza.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para Protocatecuico segtn Concentracién Proto

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 68287,5 7 9755, 36 780,43 0,0000
Intra grupos 300,0 24 12,5

Total (Corr.) 68587,5 31

Contraste Multiple de Rango para Protocatecuico segun Concentracién Proto

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupos homogéneos

0 4 0,0 X

9,37 4 0,0 X

18,75 4 15,0 X

150 4 100,0 X

75 4 100,0 X

300 4 100,0 X

600 4 100,0 X

37,5 4 100,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0 - 9,37 0,0 5,15976
0 - 18,75 *-15,0 5,15976
0 - 37,5 *-100,0 5,15976
0 - 75 *-100,0 5,15976
0 - 150 *-100,0 5,15976
0 - 300 *-100,0 5,15976
0 - 600 *-100,0 5,15976
9,37 - 18,75 *-15,0 5,15976
9,37 - 37,5 *-100,0 5,15976
9,37 - 75 *-100,0 5,15976
9,37 - 150 *-100,0 5,15976
9,37 - 300 *-100,0 5,15976
9,37 - 600 *-100,0 5,15976
18,75 - 37,5 *-85,0 5,15976
18,75 - 75 *-85,0 5,15976
18,75 - 150 *-85,0 5,15976
18,75 - 300 *-85,0 5,15976
18,75 - 600 *-85,0 5,15976
37,5 - 175 0,0 5,15976
37,5 - 150 0,0 5,15976
37,5 - 300 0,0 5,15976
37,5 - 600 0,0 5,15976



75 - 150 0,0 5,15976
75 - 300 0,0 5,15976
75 - 600 0,0 5,15976
150 - 300 0,0 5,15976
150 - 600 0,0 5,15976
300 - 600 0,0 5,15976

* indica una diferencia significativa.

7.3. Ensayo de toxicidad aguda con D. magna y soluciones acuosas tratadas
mediante foto-Fenton a distintos tiempos (24 horas).

7.3.1. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun el factor de dilucién de la
solucién acuosa

7.3.1.1. Tiempo de tratamiento: 0 min

ANOVA Simple - TO segln Dil
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: TO
Factor: Dil

Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para TO. Realiza varios tests
y graficos para comparar los valores medios de TO para los 6 diferentes niveles de Dil. E1l F-
test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las medias.
Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicardn las medias que son significativamente
diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir el
test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los diferentes graficos
le ayudaran a juzgar la significacidn préactica de los resultados, y le permitirdn buscar las
posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para TO segun Dil
Anédlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
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Entre grupos 13733,3 5 2746,67 82,40 0,0000
Intra grupos 600, 0 18 33,3333

Total (Corr.) 14333,3 23

Contraste Multiple de Rango para TO segun Dil

Dil Frec. Media Grupos homogéneos
0,125 4 0,0 X
0,0312 4 0,0 X
0,25 4 0,0 X
0,5 4 0,0 X
0,0625 4 5,0 X
1 4 65,0 X
Contraste Diferencias +/- Limites
0,0312 - 0,0625 -5,0 8,577
0,0312 - 0,125 0,0 8,577
0,0312 - 0,25 0,0 8,577
0,0312 - 0,5 0,0 8,577
0,0312 - 1 *-65,0 8,577
0,0625 - 0,125 5,0 8,577
0,0625 - 0,25 5,0 8,577
0,0625 - 0,5 5,0 8,577
0,0625 - 1 *-60,0 8,577
0,125 - 0,25 0,0 8,577
0,125 - 0,5 0,0 8,577
0,125 - 1 *-65,0 8,577
0,25 - 0,5 0,0 8,577
0,25 -1 *-65,0 8,577
0,5 -1 *-65,0 8,577
* indica una diferencia significativa.
7.3.1.2. Tiempo de tratamiento: 5 min
ANOVA Simple - T5 segUn Dil
Resumen del Procedimiento
Variable dependiente: T5
Factor: Dil
Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6
El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T5. Realiza varios tests
y graficos para comparar los valores medios de TS5 para los 6 diferentes niveles de Dil. El1 F-

test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las medias.
Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicardn las medias que son significativamente
diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir el
test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los diferentes graficos
le ayudarén a Jjuzgar la significacién practica de los resultados, y le permitirdn buscar las
posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la varianza.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para TS5 segun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 83,3333 5 16,6667 1,00 0,4457
Intra grupos 300,0 18 16,6667

Total (Corr.) 383,333 23

Contraste Multiple de Rango para T5 segun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0,0312 4 0,0 X

0,125 4 0,0 X

0,25 4 0,0 X

0,0625 4 0,0 X

1 4 0,0 X

0,5 4 5,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0,0312 - 0,0625 0,0 6,06485
0,0312 - 0,125 0,0 6,06485
0,0312 - 0,25 0,0 6,06485
0,0312 - 0,5 -5,0 6,06485
0,0312 - 1 0,0 6,06485
0,0625 - 0,125 0,0 6,06485
0,0625 - 0,25 0,0 6,06485
0,0625 - 0,5 -5,0 6,06485
0,0625 - 1 0,0 6,06485
0,125 - 0,25 0,0 6,06485
0,125 - 0,5 -5,0 6,06485
0,125 - 1 0,0 6,06485
0,25 - 0,5 -5,0 6,06485
0,25 -1 0,0 6,06485
0,5 -1 5,0 6,06485

* indica una diferencia significativa.

7.3.1.3. Tiempo de tratamiento: 10 min
ANOVA Simple - T10 segtn Dil
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Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T10
Factor: Dil

Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para TI10. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T10 para los 6 diferentes niveles de Dil.
El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las

medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicaridn 1las medias gque son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los

diferentes graficos le ayudardn a juzgar la significacién préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T10 segtn Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 2000,0 5 400,0 5,14 0,0042
Intra grupos 1400,0 18 77,7778

Total (Corr.) 3400,0 23

Contraste Mualtiple de Rango para T10 segun Dil

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0,125 4 0,0 X

0,0312 4 0,0 X

0,25 4 0,0 X

0,5 4 0,0 X

0,0625 4 5,0 X

1 4 25,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0,0312 - 0,0625 -5,0 13,1016
0,0312 - 0,125 0,0 13,1016
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0,0312 - 0,25 0,0 13,1016
0,0312 - 0,5 0,0 13,1016
0,0312 - 1 *-25,0 13,1016
0,0625 - 0,125 5,0 13,1016
0,0625 - 0,25 5,0 13,1016
0,0625 - 0,5 5,0 13,1016
0,0625 - 1 *-20,0 13,1016
0,125 - 0,25 0,0 13,1016
0,125 - 0,5 0,0 13,1016
0,125 - 1 *-25,0 13,1016
0,25 - 0,5 0,0 13,1016
0,25 - 1 *-25,0 13,1016
0,5 - 1 *-25,0 13,1016

* indica una diferencia significativa.

7.3.1.4. Tiempo de tratamiento: 20 min

ANOVA Simple - T20 segun Dil
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T20
Factor: Dil

Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T20. Realiza wvarios
tests y graficos para comparar los valores medios de T20 para los 6 diferentes niveles de Dil.
El F-test en la tabla de ANOVA comprobarad si hay alguna diferencia significativa entre las

medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples 1le indicarédn las medias que son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los

diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacién préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de 1la
varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T20 segun Dil

Andlisis de la Varianza

Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F

Entre grupos 7733,33 5
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Intra grupos 1000,0 18 55,5556

Total (Corr.) 8733,33 23

Contraste Multiple de Rango para T20 segun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0,125 4 0,0 X

0,0312 4 0,0 X

0,25 4 0,0 X

0,0625 4 5,0 XX

0,5 4 15,0 X

1 4 50,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0,0312 - 0,0625 -5,0 11,0729
0,0312 - 0,125 0,0 11,0729
0,0312 - 0,25 0,0 11,0729
0,0312 - 0,5 *-15,0 11,0729
0,0312 - 1 *-50,0 11,0729
0,0625 - 0,125 5,0 11,0729
0,0625 - 0,25 5,0 11,0729
0,0625 - 0,5 -10,0 11,0729
0,0625 - 1 *-45,0 11,0729
0,125 - 0,25 0,0 11,0729
0,125 - 0,5 *-15,0 11,0729
0,125 - 1 *-50,0 11,0729
0,25 - 0,5 *-15,0 11,0729
0,25 -1 *-50,0 11,0729
0,5 -1 *-35,0 11,0729

* indica una diferencia significativa.

7.3.1.5. Tiempo de tratamiento: 60 min

ANOVA Simple - T60 segun Dil
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T60
Factor: Dil

Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T60. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T60 para los 6 diferentes niveles de Dil.
El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las

medias. Si  hay, los Tests de Rangos Multiples le indicaridn 1las medias gque son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los

diferentes graficos le ayudardn a juzgar la significacién préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T60 segtn Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 733,333 5 146,667 1,89 0,1470
Intra grupos 1400,0 18 77,7778

Total (Corr.) 2133,33 23

Contraste Multiple de Rango para T60 segun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0,125 4 0,0 X

0,0312 4 0,0 X

0,0625 4 0,0 X

0,5 4 0,0 X

0,25 4 5,0 XX

1 4 15,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0,0312 - 0,0625 0,0 13,1016
0,0312 - 0,125 0,0 13,1016
0,0312 - 0,25 -5,0 13,1016
0,0312 - 0,5 0,0 13,1016
0,0312 - 1 *-15,0 13,1016
0,0625 - 0,125 0,0 13,1016
0,0625 - 0,25 -5,0 13,1016
0,0625 - 0,5 0,0 13,1016
0,0625 - 1 *-15,0 13,1016
0,125 - 0,25 -5,0 13,1016
0,125 - 0,5 0,0 13,1016
0,125 - 1 *-15,0 13,1016
0,25 - 0,5 5,0 13,1016
0,25 -1 -10,0 13,1016
0,5 -1 *-15,0 13,1016

* indica una diferencia significativa.

7.3.1.6. Tiempo de tratamiento: 120 min

ANOVA Simple - T120 segln Dil
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Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T120
Factor: Dil

Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T120. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T120 para los 6 diferentes niveles de
Dil. El1 F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre
las medias. Si hay, los Tests de Rangos Mualtiples le indicardn las medias gque son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los
diferentes graficos le ayudardn a juzgar la significacién préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T120 segtun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 333,333 5 66,6667 1,20 0,3486
Intra grupos 1000,0 18 55,5556

Total (Corr.) 1333,33 23

Contraste Multiple de Rango para T120 segun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD
Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0,0312 - 0,0625 -5,0 11,0729
0,0312 - 0,125 -5,0 11,0729
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0,0312 - 0,25 0,0 11,0729
0,0312 - 0,5 0,0 11,0729
0,0312 -1 -10,0 11,0729
0,0625 - 0,125 0,0 11,0729
0,0625 - 0,25 5,0 11,0729
0,0625 - 0,5 5,0 11,0729
0,0625 - 1 -5,0 11,0729
0,125 - 0,25 5,0 11,0729
0,125 - 0,5 5,0 11,0729
0,125 - 1 -5,0 11,0729
0,25 - 0,5 0,0 11,0729
0,25 -1 -10,0 11,0729
0,5 -1 -10,0 11,0729
* indica una diferencia significativa.
7.3.1.7. Tiempo de tratamiento: 180 min
ANOVA Simple - T180 segun Dil
Resumen del Procedimiento
Variable dependiente: T180
Factor: Dil
Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6
El StatAdvisor
Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T180. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T180 para los 6 diferentes niveles de
Dil. El F-test en la tabla de ANOVA comprobarad si hay alguna diferencia significativa entre
las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicarédn las medias que son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los

diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacién préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de 1la
varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T180 segun Dil
Anédlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
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Entre grupos 83,3333 5 16,6667 1,00 0,4457
Intra grupos 300,0 18 16,6667

Total (Corr.) 383,333 23

Contraste Multiple de Rango para T180 segun Dil

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0,0 6,06485
0,0312 - 0,125 0,0 6,06485

0,0 6,06485
5,0 6,06485

0,0312 - 0,5 =y
0,0312 - 1 0,0 6,06485
0,0625 - 0,125 0,0 6,06485
0,0625 - 0,25 0,0 6,06485
0,0625 - 0,5 -5,0 6,06485
0,0625 - 1 0,0 6,06485
0,125 - 0,25 0,0 6,06485
0,125 - 0,5 -5,0 6,06485
0,125 - 1 0,0 6,06485
0,25 - 0,5 -5,0 6,06485
0,25 -1 0,0 6,06485
0,5 -1 5,0 6,06485
* indica una diferencia significativa.
7.3.1.8. Tiempo de tratamiento: 210 min
ANOVA Simple - T210 segln Dil
Resumen del Procedimiento
Variable dependiente: T210
Factor: Dil
Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6
El StatAdvisor
Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T210. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T210 para los 6 diferentes niveles de
Dil. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre
las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicardn las medias gque son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los

diferentes graficos le ayudaréan a juzgar la significacidén préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el anadlisis de 1la
varianza.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T210 segtun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 133,333 5 26,6667 0,80 0,5640
Intra grupos 600, 0 18 33,3333

Total (Corr.) 733,333 23

Contraste Multiple de Rango para T210 segun Dil

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

1 4 0,0 X

0,125 4 0,0 X

0,25 4 0,0 X

0,5 4 0,0 X

0,0625 4 5,0 X

0,0312 4 5,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0,0312 - 0,0625 0,0 8,577
0,0312 - 0,125 5,0 8,577
0,0312 - 0,25 5,0 8,577
0,0312 - 0,5 5,0 8,577
0,0312 - 1 5,0 8,577
0,0625 - 0,125 5,0 8,577
0,0625 - 0,25 5,0 8,577
0,0625 - 0,5 5,0 8,577
0,0625 - 1 5,0 8,577
0,125 - 0,25 0,0 8,577
0,125 - 0,5 0,0 8,577
0,125 - 1 0,0 8,577
0,25 - 0,5 0,0 8,577
0,25 -1 0,0 8,577
0,5 -1 0,0 8,577

* indica una diferencia significativa.



7.3.2. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun el factor de dilucién de la
solucién acuosa. Determinacién del valor LID.

7.3.2.1. Tiempo de tratamiento: 0 min

Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: TO
Factor: Dil

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para TO. Realiza varios tests
y graficos para comparar los valores medios de TO para los 7 diferentes niveles de Dil. El F-
test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las medias.
Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicardn las medias que son significativamente
diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir el
test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los diferentes graficos
le ayudardn a juzgar la significacién préactica de los resultados, y le permitirdn buscar las
posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para TO segun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 14200,0 6 2366,67 82,83 0,0000
Intra grupos 600, 0 21 28,5714

Total (Corr.) 14800,0 27

Contraste Multiple de Rango para TO segun Dil

Dil Frec. Media Grupos homogéneos
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1 4 65,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0 - 0,0312 0,0 7,86022
0 - 0,0625 -5,0 7,86022
0 - 0,125 0,0 7,86022
0 - 0,25 0,0 7,86022
0-0,5 0,0 7,86022
0 -1 *-65,0 7,86022
0,0312 - 0,0625 -5,0 7,86022
0,0312 - 0,125 0,0 7,86022
0,0312 - 0,25 0,0 7,86022
0,0312 - 0,5 0,0 7,86022
0,0312 - 1 *-65,0 7,86022
0,0625 - 0,125 5,0 7,86022
0,0625 - 0,25 5,0 7,86022
0,0625 - 0,5 5,0 7,86022
0,0625 - 1 *-60,0 7,86022
0,125 - 0,25 0,0 7,86022
0,125 - 0,5 0,0 7,86022
0,125 - 1 *-65,0 7,86022
0,25 - 0,5 0,0 7,86022
0,25 - 1 *-65,0 7,86022
0,5 -1 *-65,0 7,86022

* indica una diferencia significativa.

7.3.2.2. Tiempo de tratamiento: 5 min

Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T5
Factor: Dil

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T5. Realiza varios tests
y graficos para comparar los valores medios de T5 para los 7 diferentes niveles de Dil. E1 F-
test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las medias.
Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicardn las medias que son significativamente
diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir el
test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los diferentes graficos
le ayudaradn a juzgar la significacidn préactica de los resultados, y le permitirdn buscar las
posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la varianza.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para TS5 segun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 85,7143 6 14,2857 1,00 0,4512
Intra grupos 300,0 21 14,2857

Total (Corr.) 385,714 27

Contraste Multiple de Rango para T5 segtn Dil

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0,0312 4 0,0 X

0 4 0,0 X

0,125 4 0,0 X

0,25 4 0,0 X

0,0625 4 0,0 X

1 4 0,0 X

0,5 4 5,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0 - 0,0312 0,0 5,55801
0 - 0,0625 0,0 5,55801
0 - 0,125 0,0 5,55801
0 - 0,25 0,0 5,55801
0 -20,5 -5,0 5,55801
0 -1 0,0 5,55801
0,0312 - 0,0625 0,0 5,55801
0,0312 - 0,125 0,0 5,55801
0,0312 - 0,25 0,0 5,55801
0,0312 - 0,5 -5,0 5,55801
0,0312 - 1 0,0 5,55801
0,0625 - 0,125 0,0 5,55801
0,0625 - 0,25 0,0 5,55801
0,0625 - 0,5 -5,0 5,55801
0,0625 - 1 0,0 5,55801
0,125 - 0,25 0,0 5,55801
0,125 - 0,5 -5,0 5,55801
0,125 - 1 0,0 5,55801
0,25 - 0,5 -5,0 5,55801
0,25 -1 0,0 5,55801
0,5 -1 5,0 5,55801



* indica una diferencia significativa.

7.3.2.3. Tiempo de tratamiento: 10 min

Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T10
Factor: Dil

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T10. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T10 para los 7 diferentes niveles de Dil.
El F-test en la tabla de
ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las medias. Si hay, los Tests
de Rangos Multiples le indicaréan las medias que son significativamente diferentes unas de
otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis
que compara las medianas en lugar de las medias. Los diferentes graficos le ayudarédn a juzgar
la significacién practica de los resultados, y le permitirédn buscar las posibles violaciones a
las asunciones subyacentes en el anadlisis de la varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T10 segtn Dil

Anédlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 2085,71 6 347,619 5,21 0,0020
Intra grupos 1400,0 21 66,6667

Total (Corr.) 3485,71 27

Contraste Multiple de Rango para T10 segtun Dil

Dil Frec. Media Grupos homogéneos
0,0312 4 0,0 X
0 4 0,0 X
0,125 4 0,0 X
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0,25 4 0,0 X
0,5 4 0,0 X
0,0625 4 5,0 X
1 4 25,0 X
Contraste Diferencias +/- Limites
0 - 0,0312 0,0 12,0067
0 - 0,0625 -5,0 12,0067
0 - 0,125 0,0 12,0067
0 - 0,25 0,0 12,0067
0 -0,5 0,0 12,0067
0 -1 *-25,0 12,0067
0,0312 - 0,0625 -5,0 12,0067
0,0312 - 0,125 0,0 12,0067
0,0312 - 0,25 0,0 12,0067
0,0312 - 0,5 0,0 12,0067
0,0312 - 1 *-25,0 12,0067
0,0625 - 0,125 5,0 12,0067
0,0625 - 0,25 5,0 12,0067
0,0625 - 0,5 5,0 12,0067
0,0625 - 1 *-20,0 12,0067
0,125 - 0,25 0,0 12,0067
0,125 - 0,5 0,0 12,0067
0,125 - 1 *-25,0 12,0067
0,25 - 0,5 0,0 12,0067
0,25 -1 *-25,0 12,0067
0,5 -1 *-25,0 12,0067
* indica una diferencia significativa.
7.3.2.4. Tiempo de tratamiento: 20 min
Resumen del Procedimiento
Variable dependiente: T20
Factor: Dil
Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7
El1 StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T20. Realiza varios

tests y graficos para comparar los valores medios de T20 para los 7 diferentes niveles de Dil.
El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las

medias. Si hay, los Tests de Rangos Mualtiples le indicardn 1las medias dque son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los

diferentes graficos le ayudardn a juzgar la significacién préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Inhibicion de la
movilidad (%)

Tabla ANOVA para T20 segtn Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 8200,0 6 1366,67 28,70 0,0000
Intra grupos 1000,0 21 47,619

Total (Corr.) 9200,0 27

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0,0312 4 0,0 X

0 4 0,0 X

0,125 4 0,0 X

0,25 4 0,0 X

0,0625 4 5,0 XX

0,5 4 15,0 X

1 4 50,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0 - 0,0312 0,0 10,1475
0 - 0,0625 -5,0 10,1475
0 - 0,125 0,0 10,1475
0 - 0,25 0,0 10,1475
0 -20,5 *-15,0 10,1475
0 -1 *-50,0 10,1475
0,0312 - 0,0625 -5,0 10,1475
0,0312 - 0,125 0,0 10,1475
0,0312 - 0,25 0,0 10,1475
0,0312 - 0,5 *-15,0 10,1475
0,0312 - 1 *-50,0 10,1475
0,0625 - 0,125 5,0 10,1475
0,0625 - 0,25 5,0 10,1475
0,0625 - 0,5 -10,0 10,1475
0,0625 - 1 *-45,0 10,1475
0,125 - 0,25 0,0 10,1475
0,125 - 0,5 *-15,0 10,1475
0,125 - 1 *-50,0 10,1475
0,25 - 0,5 *-15,0 10,1475
0,25 -1 *-50,0 10,1475

0,5 - 1 *-35,0 10,1475



* indica una diferencia significativa.

7.3.2.5. Tiempo de tratamiento: 60 min

Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T60
Factor: Dil

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T60. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T60 para los 7 diferentes niveles de Dil.
El F-test en la tabla de
ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las medias. Si hay, los Tests
de Rangos Multiples le indicaréan las medias que son significativamente diferentes unas de
otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis
que compara las medianas en lugar de las medias. Los diferentes graficos le ayudarédn a juzgar
la significacién practica de los resultados, y le permitirédn buscar las posibles violaciones a
las asunciones subyacentes en el anadlisis de la varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T60 segtn Dil

Anédlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 771,429 6 128,571 1,93 0,1231
Intra grupos 1400,0 21 66,6667

Total (Corr.) 2171,43 27

Dil Frec. Media Grupos homogéneos
0,0625 4 0,0 X
0 4 0,0 X
0,125 4 0,0 X
0,0312 4 0,0 X
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0,25 4 5,0 XX
1 4 15,0 X
Contraste Diferencias +/- Limites
0 - 0,0312 0,0 12,0067
0 - 0,0625 0,0 12,0067
0 - 0,125 0,0 12,0067
0 - 0,25 -5,0 12,0067
0 -0,5 0,0 12,0067
0 -1 *-15,0 12,0067
0,0312 - 0,0625 0,0 12,0067
0,0312 - 0,125 0,0 12,0067
0,0312 - 0,25 -5,0 12,0067
0,0312 - 0,5 0,0 12,0067
0,0312 - 1 *-15,0 12,0067
0,0625 - 0,125 0,0 12,0067
0,0625 - 0,25 -5,0 12,0067
0,0625 - 0,5 0,0 12,0067
0,0625 - 1 *-15,0 12,0067
0,125 - 0,25 -5,0 12,0067
0,125 - 0,5 0,0 12,0067
0,125 - 1 *-15,0 12,0067
0,25 - 0,5 5,0 12,0067
0,25 -1 -10,0 12,0067
0,5 -1 *-15,0 12,0067
* indica una diferencia significativa.
7.3.2.6. Tiempo de tratamiento: 120 min
Resumen del Procedimiento
Variable dependiente: T120
Factor: Dil
Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7
El StatAdvisor
Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T120. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T120 para los 7 diferentes niveles de
Dil. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre
las medias. Si hay, los Tests de Rangos Mualtiples le indicardn las medias gque son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los

diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacidén préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de 1la
varianza.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T120 segtun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 371,429 6 61,9048 1,30 0,3001
Intra grupos 1000,0 21 47,619

Total (Corr.) 1371,43 27

Contraste Multiple de Rango para T120 segun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0 4 0,0 X

0,5 4 0,0 X

0,0312 4 0,0 X

0,25 4 0,0 X

0,0625 4 5,0 X

0,125 4 5,0 X

1 4 10,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0 - 10,0312 0,0 10,1475
0 - 0,0625 -5,0 10,1475
0 - 0,125 -5,0 10,1475
0 - 0,25 0,0 10,1475
0-0,5 0,0 10,1475
0 -1 -10,0 10,1475
0,0312 - 0,0625 -5,0 10,1475
0,0312 - 0,125 -5,0 10,1475
0,0312 - 0,25 0,0 10,1475
0,0312 - 0,5 0,0 10,1475
0,0312 - 1 -10,0 10,1475
0,0625 - 0,125 0,0 10,1475
0,0625 - 0,25 5,0 10,1475
0,0625 - 0,5 5,0 10,1475
0,0625 - 1 -5,0 10,1475
0,125 - 0,25 5,0 10,1475
0,125 - 0,5 5,0 10,1475
0,125 - 1 -5,0 10,1475
0,25 - 0,5 0,0 10,1475
0,25 -1 -10,0 10,1475
0,5 -1 -10,0 10,1475

* indica una diferencia significativa.

94



7.3.2.7. Tiempo de tratamiento: 180 min

Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T180
Factor: Dil

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T180. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T180 para los 7 diferentes niveles de
Dil. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre
las medias. Si hay, los Tests de Rangos Mualtiples le indicardn las medias gque son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los
diferentes gréaficos le ayudardn a juzgar la significacidén préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el anadlisis de la
varianza
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Tabla ANOVA para T180 segtun Dil

Anédlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 85,7143 6 14,2857 1,00 0,4512
Intra grupos 300,0 21 14,2857

Total (Corr.) 385,714 27

Contraste Multiple de Rango para T180 segun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD
Dil Frec. Media Grupos homogéneos

Contraste Diferencias +/- Limites
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0 - 0,0312 0,0 5,55801
0 - 0,0625 0,0 5,55801
0 - 0,125 0,0 5,55801
0 - 0,25 0,0 5,55801
0 -0,5 -5,0 5,55801
0 -1 0,0 5,55801
0,0312 - 0,0625 0,0 5,55801
0,0312 - 0,125 0,0 5,55801
0,0312 - 0,25 0,0 5,55801
0,0312 - 0,5 -5,0 5,55801
0,0312 - 1 0,0 5,55801
0,0625 - 0,125 0,0 5,55801
0,0625 - 0,25 0,0 5,55801
0,0625 - 0,5 -5,0 5,55801
0,0625 - 1 0,0 5,55801
0,125 - 0,25 0,0 5,55801
0,125 - 0,5 -5,0 5,55801
0,125 - 1 0,0 5,55801
0,25 - 0,5 -5,0 5,55801
0,25 -1 0,0 5,55801
0,5 -1 5,0 5,55801
* indica una diferencia significativa.
7.3.2.8. Tiempo de tratamiento: 210 min
Resumen del Procedimiento
Variable dependiente: T210
Factor: Dil
Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7
El StatAdvisor
Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T210. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T210 para los 7 diferentes niveles de
Dil. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre
las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicarédn las medias gque son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los

diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacidén préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T210 segun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 142,857 6 23,8095 0,83 0,5577
Intra grupos 600,0 21 28,5714

Total (Corr.) 742,857 27

Contraste Multiple de Rango para T210 segun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0 4 0,0 X

1 4 0,0 X

0,125 4 0,0 X

0,25 4 0,0 X

0,5 4 0,0 X

0,0625 4 5,0 X

0,0312 4 5,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0 - 0,0312 -5,0 7,86022
0 - 0,0625 -5,0 7,86022
0 - 0,125 0,0 7,86022
0 - 0,25 0,0 7,86022
0 -20,5 0,0 7,86022
0 -1 0,0 7,86022
0,0312 - 0,0625 0,0 7,86022
0,0312 - 0,125 5,0 7,86022
0,0312 - 0,25 5,0 7,86022
0,0312 - 0,5 5,0 7,86022
0,0312 - 1 5,0 7,86022
0,0625 - 0,125 5,0 7,86022
0,0625 - 0,25 5,0 7,86022
0,0625 - 0,5 5,0 7,86022
0,0625 - 1 5,0 7,86022
0,125 - 0,25 0,0 7,86022
0,125 - 0,5 0,0 7,86022
0,125 - 1 0,0 7,86022
0,25 - 0,5 0,0 7,86022
0,25 - 1 0,0 7,86022
0,5 -1 0,0 7,86022

* indica una diferencia significativa.
7.3.3. Andlisis PROBIT: Determinacion del valor MID.

7.3.3.1. Tiempo de tratamiento: 0 min

Informacién sobre los datos

N° de casos
\Validos 16
Rechazados Perdidos 13
La transformacion log no se 0
puede realizar
NUmero de respuestas > Numero 0
de sujetos
Grupo control 0

Estimaciones de los parametros



Intervalo de confianza al 95%

Parametro Estimacion | Error tipico Z Sig. Limite inferior |Limite superior
PROBIT® Dil 8,102 ,564 14,356 ,000 6,996 9,208
Interseccion ,367 ,064 5,709 ,000 ,303 431

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el
logaritmo en base 10,000.)

Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado

gl® Sig.

de Pearson

PROBIT Contraste de la bondad de ajuste

20,959

14

,103°

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en casos

agregados.

b. Como el nivel de significacion es menor que ,150, se utiliza un factor de heterogeneidad en el
célculo de los limites de confianza.

Limites de confianza

Limites de confianza al 95% para Dil Limites de confianza al 95% para Iog(DiI)b
Proba Limite Limite
bilidad | Estimacion | Limite inferior superior Estimacion |Limite inferior superior
PROBIT® ,010 ,465 ,398 ,520 -,332 -,401 -,284
,020 ,503 437 ,555 -,299 -,360 -,255
,030 ,528 ,463 ,579 =277 -,334 -,237
,040 ,548 ,485 ,598 -,261 -,315 -,223
,050 ,565 ,502 ,614 -,248 -,299 -,212
,060 ,579 ,518 ,628 -,237 -,286 -,202
,070 ,592 ,532 ,640 -,227 -,274 -,194
,080 ,604 ,545 ,651 -,219 -,263 -,186
,090 ,615 ,657 ,662 -211 -,254 -,179
,100 ,626 ,569 ,672 -,203 -,245 -,173
,150 ,671 ,618 714 -,173 -,209 -,146|
,200 ,709 ,659 ,750 -,149 -,181 -,125
,250 744 ,697 , 783 -,129 -,157 -,106
,300 176 , 7132 ,815 -,110 -,136 -,089
,350 ,808 , 765 ,846 -,093 -,116 -,073
,400 ,838 197 877 -,077 -,098 -,057
,450 ,869 ,829 ,909 -,061 -,081 -,042
,500 ,901 ,861 ,942 -,045 -,065 -,026
,550 ,934 ,893 ,978 -,030 -,049 -,0101
,600 ,968 ,926 1,017 -,014 -,033 ,007
,650 1,005 ,960 1,060 ,002 -,018 ,025
,700 1,046 ,997 1,108 ,019 -,001 ,044
, 750 1,091 1,037 1,163 ,038 ,016 ,066
,800 1,144 1,083 1,229 ,059 ,035 ,090]
,850 1,210 1,138 1,312 ,083 ,056 ,118
,900 1,297 1,210 1,425 ,113 ,083 , 154
,910 1,319 1,228 1,453 ,120 ,089 ,162
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,920 1,343 1,248 1,486 ,128 ,096 172
,930 1,370 1,270 1,522 ,137 ,104 ,182
,940 1,402 1,295 1,563 ,147 112 ,194
,950 1,438 1,324 1,612 ,158 ,122 ,207
,960 1,482 1,359 1,672 171 ,133 ,223
,970 1,538 1,403 1,748 ,187 ,147 ,242
,980 1,615 1,464 1,855 ,208 ,165 ,268
,990 1,745 1,564 2,037 ,242 ,194 ,309

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

7.4. Ensayo de toxicidad aguda con D. magna y soluciones acuosas tratadas
mediante foto-Fenton a distintos tiempos (48 horas).

7.4.1. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun el factor de diluciéon de la
solucién acuosa

7.4.1.1. Tiempo de tratamiento: 0 min

ANOVA Simple - TO segln Dil
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: TO
Factor: Dil

Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para TO. Realiza varios tests
y graficos para comparar los valores medios de TO para los 6 diferentes niveles de Dil. E1l F-
test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las medias.
Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicardn las medias que son significativamente
diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir el
test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los diferentes graficos
le ayudaradn a juzgar la significacidn préctica de los resultados, y le permitirdn buscar las
posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la varianza.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para TO segun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 26483,3 5 5296, 67 136,20 0,0000
Intra grupos 700,0 18 38,8889

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0,125 4 0,0 X

0,0312 4 0,0 X

0,25 4 0,0 X

0,5 4 0,0 X

0,0625 4 5,0 X

1 4 90,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0,0312 - 0,0625 -5,0 9,26422
0,0312 - 0,125 0,0 9,26422
0,0312 - 0,25 0,0 9,26422
0,0312 - 0,5 0,0 9,26422
0,0312 - 1 *-90,0 9,26422
0,0625 - 0,125 5,0 9,26422
0,0625 - 0,25 5,0 9,26422
0,0625 - 0,5 5,0 9,26422
0,0625 - *-85,0 9,26422
0,125 - 0,25 0,0 9,26422
0,125 - 0,5 0,0 9,26422
0,125 - 1 *-90,0 9,26422
0,25 - 0,5 0,0 9,26422
0,25 -1 *-90,0 9,26422
0,5 -1 *-90,0 9,26422

* indica una diferencia significativa.

7.4.1.2. Tiempo de tratamiento: 5 min

ANOVA Simple - T5 segun Dil
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Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T5
Factor: Dil

Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T5. Realiza varios tests
y graficos para comparar los valores medios de T5 para los 6 diferentes niveles de Dil. El F-
test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las medias.
Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicardn las medias que son significativamente
diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir el
test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los diferentes graficos
le ayudaréan a Jjuzgar la significacién practica de los resultados, y le permitirdn buscar las
posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T5 segun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 133,333 5 26,6667 0,80 0,5640
Intra grupos 600, 0 18 33,3333

Total (Corr.) 733,333 23

Contraste Multiple de Rango para T5 segun Dil

Dil Frec. Media Grupos homogéneos
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0,0312 - 1 -5,0 8,577
0,0625 0,125 0,0 8,577
0,0625 - 0,25 0,0 8,577
0,0625 0,5 -5,0 8,577
0,0625 - 1 -5,0 8,577
0,125 - 0,25 0,0 8,577
0,125 - 0,5 -5,0 8,577
0,125 - 1 -5,0 8,577
0,25 - 0,5 -5,0 8,577
0,25 -1 -5,0 8,577
0,5 -1 0,0 8,577
* indica una diferencia significativa.
7.4.1.3. Tiempo de tratamiento: 10 min
ANOVA Simple - T10 segun Dil
Resumen del Procedimiento
Variable dependiente: T10
Factor: Dil
Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6
El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de 1la varianza simple para T10. Realiza varios

tests y graficos para comparar los valores medios de T10 para los 6 diferentes niveles de Dil.
El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las

medias. Si  hay, los Tests de Rangos Multiples le indicardn las medias gque son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los

diferentes graficos le ayudardn a juzgar la significacién préactica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el anadlisis de la
varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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-10

Tabla ANOVA para T10 segtn Dil

Anédlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 39533,3 5 7906,67 54,74 0,0000
Intra grupos 2600,0 18 144,444
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Total (Corr.) 42133,3 23

Contraste Multiple de Rango para T10 segun Dil

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0,125 4 0,0 X

0,0312 4 5,0 X

0,25 4 5,0 X

0,0625 4 10,0 X

0,5 4 80,0 X

1 4 100,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0,0312 - 0,0625 -5,0 17,8544
0,0312 - 0,125 5,0 17,8544
0,0312 - 0,25 0,0 17,8544
0,0312 - 0,5 *-75,0 17,8544
0,0312 -1 *-95,0 17,8544
0,0625 - 0,125 10,0 17,8544
0,0625 - 0,25 5,0 17,8544
0,0625 - 0,5 *-70,0 17,8544
0,0625 - 1 *-90,0 17,8544
0,125 - 0,25 -5,0 17,8544
0,125 - 0,5 *-80,0 17,8544
0,125 - 1 *-100,0 17,8544
0,25 - 0,5 *-75,0 17,8544
0,25 -1 *-95,0 17,8544
0,5 -1 *-20,0 17,8544

* indica una diferencia significativa.

7.4.1.4. Tiempo de tratamiento: 20 min

ANOVA Simple - T20 segun Dil
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T20
Factor: Dil

Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T20. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T20 para los 6 diferentes niveles de Dil.
El F-test en la tabla de ANOVA comprobara si hay alguna diferencia significativa entre las

medias. Si  hay, los Tests de Rangos Multiples 1le indicarédn las medias que son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los

diferentes graficos le ayudarédn a juzgar la significacidén préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T20 segun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 47150,0 5 9430,0 89,34 0,0000
Intra grupos 1900,0 18 105,556

Total (Corr.) 49050,0 23

Contraste Multiple de Rango para T20 segun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0,125 4 0,0 X

0,0625 4 5,0 X

0,25 4 10,0 X

0,0312 4 10,0 X

1 4 100, 0 X

0,5 4 100,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0,0312 - 0,0625 5,0 15,2629
0,0312 - 0,125 10,0 15,2629
0,0312 - 0,25 0,0 15,2629
0,0312 - 0,5 *-90,0 15,2629
0,0312 - 1 *-90,0 15,2629
0,0625 - 0,125 5,0 15,2629
0,0625 - 0,25 -5,0 15,2629
0,0625 - 0,5 *-95,0 15,2629
0,0625 - 1 *-95,0 15,2629
0,125 - 0,25 -10,0 15,2629
0,125 - 0,5 *-100,0 15,2629
0,125 - 1 *-100,0 15,2629
0,25 - 0,5 *-90,0 15,2629
0,25 -1 *-90,0 15,2629
0,5 -1 0,0 15,2629

* indica una diferencia significativa.

7.4.1.5. Tiempo de tratamiento: 60 min

ANOVA Simple - T60 segun Dil
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Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T60
Factor: Dil

Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un anadlisis de la varianza simple para T60. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T60 para los 6 diferentes niveles de Dil.
El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las

medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicardn las medias gque son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los

diferentes graficos le ayudardn a juzgar la significacién préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T60 segtn Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 3000,0 5 600,0 3,00 0,0384
Intra grupos 3600,0 18 200,0

Total (Corr.) 6600,0 23

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0,0312 4 0,0 X

0,125 4 5,0 X

0,25 4 15,0 XX

0,0625 4 15,0 XX

0,5 4 20,0 XX

1 4 35,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0,0312 - 0,0625 -15,0 21,0093
0,0312 - 0,125 -5,0 21,0093
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0,0312 - 0,25 -15,0 21,0093
0,0312 - 0,5 -20,0 21,0093
0,0312 - 1 *-35,0 21,0093
0,0625 - 0,125 10,0 21,0093
0,0625 - 0,25 0,0 21,0093
0,0625 - 0,5 -5,0 21,0093
0,0625 - 1 -20,0 21,0093
0,125 - 0,25 -10,0 21,0093
0,125 - 0,5 -15,0 21,0093
0,125 - 1 *-30,0 21,0093
0,25 - 0,5 -5,0 21,0093
0,25 -1 -20,0 21,0093
0,5 -1 -15,0 21,0093

* indica una diferencia significativa.

7.4.1.6. Tiempo de tratamiento: 120 min

ANOVA Simple - T120 segln Dil
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T120
Factor: Dil

Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T120. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T120 para los 6 diferentes niveles de
Dil. El1 F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre
las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicarédn las medias que son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los
diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacién préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T120 segun Dil
Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor

Entre grupos 2733,33 5 546,667 9,84 0,0001
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Intra grupos 1000,0 18 55,5556

Total (Corr.) 3733,33 23

Contraste Multiple de Rango para T120 segun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos
0,125 4 0,0 X
0,5 4 0,0 X
0,25 4 0,0 X
0,0312 4 5,0 X
0,0625 4 5,0 X
1 4 30,0 X
Contraste Diferencias +/- Limites
0,0312 - 0,0625 0,0 11,0729
0,0312 - 0,125 5,0 11,0729
0,0312 - 0,25 5,0 11,0729
0,0312 - 0,5 5,0 11,0729
0,0312 - 1 *-25,0 11,0729
0,0625 - 0,125 5,0 11,0729
0,0625 - 0,25 5,0 11,0729
0,0625 - 0,5 5,0 11,0729
0,0625 - 1 *-25,0 11,0729
0,125 - 0,25 0,0 11,0729
0,125 - 0,5 0,0 11,0729
0,125 - 1 *-30,0 11,0729
0,25 - 0,5 0,0 11,0729
0,25 -1 *-30,0 11,0729
0,5 -1 *-30,0 11,0729
* indica una diferencia significativa.
7.4.1.7. Tiempo de tratamiento: 180 min
ANOVA Simple - T180 segun Dil
Resumen del Procedimiento
Variable dependiente: T180
Factor: Dil
Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6
El StatAdvisor
Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T180. Realiza wvarios
tests y graficos para comparar los valores medios de T180 para los 6 diferentes niveles de
Dil. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre
las medias. Si hay, los Tests de Rangos Mualtiples le indicardn las medias que son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los

diferentes graficos le ayudardn a juzgar la significacién préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T180 segtun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 733,333 5 146,667 0,69 0,6341
Intra grupos 3800,0 18 211,111

Total (Corr.) 4533,33 23

Contraste Multiple de Rango para T180 segun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0,25 4 0,0 X

0,0625 4 0,0 X

0,0312 4 5,0 X

1 4 10,0 X

0,5 4 10,0 X

0,125 4 15,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0,0312 - 0,0625 5,0 21,585
0,0312 - 0,125 -10,0 21,585
0,0312 - 0,25 5,0 21,585
0,0312 - 0,5 -5,0 21,585
0,0312 - 1 -5,0 21,585
0,0625 - 0,125 -15,0 21,585
0,0625 - 0,25 0,0 21,585
0,0625 - 0,5 -10,0 21,585
0,0625 - 1 -10,0 21,585
0,125 - 0,25 15,0 21,585
0,125 - 0,5 5,0 21,585
0,125 - 1 5,0 21,585
0,25 - 0,5 -10,0 21,585
0,25 -1 -10,0 21,585
0,5 -1 0,0 21,585

* indica una diferencia significativa.

7.4.1.8. Tiempo de tratamiento: 210 min
ANOVA Simple - T210 segln Dil
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Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T210
Factor: Dil

Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 6

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T210. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T210 para los 6 diferentes niveles de
Dil. El1 F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre
las medias. Si hay, los Tests de Rangos Mualtiples le indicardn las medias gque son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los
diferentes graficos le ayudardn a juzgar la significacién préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T210 segun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 1283,33 5 256,667 1,49 0,2420
Intra grupos 3100,0 18 172,222

Total (Corr.) 4383,33 23

Contraste Multiple de Rango para T210 segun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

1 4 0,0 X

0,5 4 0,0 X

0,25 4 0,0 X

0,125 4 5,0 XX

0,0625 4 10,0 XX

0,0312 4 20,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
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0,0312 - 0,0625 10,0 19,4958

0,0312 - 0,125 15,0 19,4958
0,0312 - 0,25 *20,0 19,4958
0,0312 - 0,5 *20,0 19,4958
0,0312 - 1 *20,0 19,4958
0,0625 - 0,125 5,0 19,4958
0,0625 - 0,25 10,0 19,4958
0,0625 - 0,5 10,0 19,4958
0,0625 - 1 10,0 19,4958
0,125 - 0,25 5,0 19,4958
0,125 - 0,5 5,0 19,4958
0,125 - 1 5,0 19,4958
0,25 - 0,5 0,0 19,4958
0,25 -1 0,0 19,4958
0,5 -1 0,0 19,4958

* indica una diferencia significativa.

7.4.2. ANOVA Simple: Inhibicion de la movilidad (%) segun el factor de dilucién de la
solucién acuosa. Determinacion del valor LID.

7.4.2.1. Tiempo de tratamiento: 0 min

ANOVA Simple - TO segUn Dil
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: TO
Factor: Dil

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para TO. Realiza varios tests
y graficos para comparar los valores medios de TO para los 7 diferentes niveles de Dil. El F-
test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las medias.
Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicardn las medias que son significativamente
diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir el
test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los diferentes graficos
le ayudarén a Jjuzgar la significacién practica de los resultados, y le permitirdn buscar las
posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para TO segun Dil
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Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 27342,9 6 4557,14 136,71 0,0000
Intra grupos 700,0 21 33,3333

Total (Corr.) 28042,9 27

Contraste Multiple de Rango para TO segun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0,0312 4 0,0 X

0 4 0,0 X

0,125 4 0,0 X

0,25 4 0,0 X

0,5 4 0,0 X

0,0625 4 5,0 X

1 4 90,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0 - 0,0312 0,0 8,49001
0 - 0,0625 -5,0 8,49001
0 - 0,125 0,0 8,49001
0 - 0,25 0,0 8,49001
0-20,5 0,0 8,49001
0 -1 *-90,0 8,49001
0,0312 - 0,0625 -5,0 8,49001
0,0312 - 0,125 0,0 8,49001
0,0312 - 0,25 0,0 8,49001
0,0312 - 0,5 0,0 8,49001
0,0312 - 1 *-90,0 8,49001
0,0625 - 0,125 5,0 8,49001
0,0625 - 0,25 5,0 8,49001
0,0625 - 0,5 5,0 8,49001
0,0625 - 1 *-85,0 8,49001
0,125 - 0,25 0,0 8,49001
0,125 - 0,5 0,0 8,49001
0,125 - 1 *-90,0 8,49001
0,25 - 0,5 0,0 8,49001
0,25 -1 *-90,0 8,49001
0,5 -1 *-90,0 8,49001

* indica una diferencia significativa.

7.4.2.2. Tiempo de tratamiento: 5 min

ANOVA Simple - T5 segUn Dil
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T5
Factor: Dil

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T5. Realiza varios tests
y graficos para comparar los valores medios de T5 para los 7 diferentes niveles de Dil. E1 F-
test en la tabla de ANOVA comprobarada si hay alguna diferencia significativa entre las medias.
Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicardn las medias que son significativamente
diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir el
test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los diferentes graficos
le ayudarén a Jjuzgar la significacién préactica de los resultados, y le permitirdn buscar las
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posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T5
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Dil

segun Dil

Andlisis de la Varianza

Entre grupos
Intra grupos

Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
142,857 6 23,8095 0,83 0,5577
600,0 21 28,5714
742,857 27

Total (Corr.)

Contraste Multiple de Rango para T5 segtn Dil

Dil Frec.

0,0312 - 0,0625
0,0312 - 0,125
0,0312 - 0,25
0,0312 - 0,5
0,0312 - 1
0,0625 - 0,125
0,0625 - 0,25
0,0625 - 0,5

0,0625 - 1
0,125 - 0,25
0,125 - 0,5
0,125 - 1
0,25 - 0,5
0,25 - 1

0,5 - 1

Media

7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
7,86022
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* indica una diferencia significativa.

7.4.2.3. Tiempo de tratamiento: 10 min

ANOVA Simple - T10 segun Dil
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T10
Factor: Dil

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para TI10. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T10 para los 7 diferentes niveles de Dil.
El F-test en la tabla de ANOVA comprobara si hay alguna diferencia significativa entre las

medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples 1le indicaréan 1las medias que son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los

diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacidén practica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de 1la
varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T10 segun Dil

Anédlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 43342,9 6 7223,81 58,35 0,0000
Intra grupos 2600,0 21 123,81

Total (Corr.) 45942,9 27

Contraste Mualtiple de Rango para T10 segtun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos
0,125 4 0,0 X
0 4 0,0 X
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0,0312 4 5,0 X

0,25 4 5,0 X

0,0625 4 10,0 X

0,5 4 80,0 X

1 4 100,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0 - 0,0312 -5,0 16,3623
0 - 0,0625 -10,0 16,3623
0 - 0,125 0,0 16,3623
0 - 0,25 -5,0 16,3623
0 -20,5 *-80,0 16,3623
0 -1 *-100,0 16,3623
0,0312 - 0,0625 -5,0 16,3623
0,0312 - 0,125 5,0 16,3623
0,0312 - 0,25 0,0 16,3623
0,0312 - 0,5 *-75,0 16,3623
0,0312 -1 *-95,0 16,3623
0,0625 - 0,125 10,0 16,3623
0,0625 - 0,25 5,0 16,3623
0,0625 - 0,5 *-70,0 16,3623
0,0625 - 1 *-90,0 16,3623
0,125 - 0,25 -5,0 16,3623
0,125 - 0,5 *-80,0 16,3623
0,125 - 1 *-100,0 16,3623
0,25 - 0,5 *-75,0 16,3623
0,25 - 1 *-95,0 16,3623
0,5 -1 *-20,0 16,3623

* indica una diferencia significativa.

7.4.2.4. Tiempo de tratamiento: 20 min

ANOVA Simple - T20 segun Dil
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T20
Factor: Dil

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T20. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T20 para los 7 diferentes niveles de Dil.
El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las

medias. Si  hay, los Tests de Rangos Multiples le indicaridn 1las medias gque son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los

diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacién préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T20 segun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio
Entre grupos 51971,4 6 8661, 9
Intra grupos 1900,0 21 90,4762
Total (Corr.) 53871,4 27

Contraste Multiple de Rango para T20 segun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos
0 4 0,0 X
0,125 4 0,0 X
0,0625 4 5,0 X

0,25 4 10,0 X
0,0312 4 10,0 X

1 4 100,0 X

0,5 4 100,0 X
Contraste Diferencias
0 - 10,0312 -10,0
0 - 0,0625 -5,0

0 - 0,125 0,0

0 - 0,25 -10,0
0-0,5 *-100,0
0 -1 *-100,0
0,0312 - 0,0625 5,0
0,0312 - 0,125 10,0
0,0312 - 0,25 0,0
0,0312 - 0,5 *-90,0
0,0312 - 1 *-90,0
0,0625 - 0,125 5,0
0,0625 - 0,25 -5,0
0,0625 - 0,5 *-95,0
0,0625 - 1 *-95,0
0,125 - 0,25 -10,0
0,125 - 0,5 *-100,0
0,125 - 1 *-100,0
0,25 - 0,5 *-90,0
0,25 -1 *-90,0
0,5 -1 0,0

* indica una diferencia significativa.

1

Cociente-F
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7.4.2.5. Tiempo de tratamiento: 60 min

ANOVA Simple - T60 segun Dil
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T60
Factor: Dil

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T60. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T60 para los 7 diferentes niveles de Dil.
El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre las

medias. Si  hay, los Tests de Rangos Multiples le indicaridn las medias que son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los

diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacién préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de 1la
varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T60 segun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 3771,43 6 628,571 3,67 0,0120
Intra grupos 3600,0 21 171,429

Total (Corr.) 7371,43 27

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos
0 4 0,0 X

0,0312 4 0,0 X

0,125 4 5,0 XX

0,0625 4 15,0 XX

0,25 4 15,0 XX

0,5 4 20,0 XX

1 4 35,0 X
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0 - 0,0312 0,0 19,2535
0 - 0,0625 -15,0 19,2535
0 - 0,125 -5,0 19,2535
0 - 0,25 -15,0 19,2535
0-0,5 *-20,0 19,2535
0 -1 *-35,0 19,2535
0,0312 - 0,0625 -15,0 19,2535
0,0312 - 0,125 -5,0 19,2535
0,0312 - 0,25 -15,0 19,2535
0,0312 - 0,5 *-20,0 19,2535
0,0312 - 1 *-35,0 19,2535
0,0625 - 0,125 10,0 19,2535
0,0625 - 0,25 0,0 19,2535
0,0625 - 0,5 -5,0 19,2535
0,0625 - 1 *-20,0 19,2535
0,125 - 0,25 -10,0 19,2535
0,125 - 0,5 -15,0 19,2535
0,125 - 1 *-30,0 19,2535
0,25 - 0,5 -5,0 19,2535
0,25 - 1 *-20,0 19,2535
0,5 - 1 -15,0 19,2535

* indica una diferencia significativa.

7.4.2.6. Tiempo de tratamiento: 120 min

ANOVA Simple - T120 segln Dil
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T120
Factor: Dil

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T120. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T120 para los 7 diferentes niveles de
Dil. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre
las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicarédn las medias que son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los
diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacidén préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T120 segtun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 2885, 71 6 480,952 10,10 0,0000
Intra grupos 1000,0 21 47,619

Total (Corr.) 3885,71 27

Contraste Multiple de Rango para T120 segun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0 4 0,0 X

0,5 4 0,0 X

0,125 4 0,0 X

0,25 4 0,0 X

0,0625 4 5,0 X

0,0312 4 5,0 X

1 4 30,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0 - 10,0312 -5,0 10,1475
0 - 0,0625 -5,0 10,1475
0 - 0,125 0,0 10,1475
0 - 0,25 0,0 10,1475
0-0,5 0,0 10,1475
0 -1 *-30,0 10,1475
0,0312 - 0,0625 0,0 10,1475
0,0312 - 0,125 5,0 10,1475
0,0312 - 0,25 5,0 10,1475
0,0312 - 0,5 5,0 10,1475
0,0312 - 1 *-25,0 10,1475
0,0625 - 0,125 5,0 10,1475
0,0625 - 0,25 5,0 10,1475
0,0625 - 0,5 5,0 10,1475
0,0625 - 1 *-25,0 10,1475
0,125 - 0,25 0,0 10,1475
0,125 - 0,5 0,0 10,1475
0,125 - 1 *-30,0 10,1475
0,25 - 0,5 0,0 10,1475
0,25 -1 *-30,0 10,1475
0,5 -1 *-30,0 10,1475

* indica una diferencia significativa.
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7.4.2.7. Tiempo de tratamiento: 180 min

ANOVA Simple - T180 segun Dil
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T180
Factor: Dil

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T180. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T180 para los 7 diferentes niveles de
Dil. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre
las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples 1le indicardn las medias que son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los
diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacién préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.
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Tabla ANOVA para T180 segun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 885,714 6 147,619 0,82 0,5698
Intra grupos 3800,0 21 180,952

Total (Corr.) 4685,71 27

Contraste Mualtiple de Rango para T180 segun Dil

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

XXX X X X X

119



0 - 0,0312 -5,0 19,7811
0 - 0,0625 0,0 19,7811
0 - 0,125 -15,0 19,7811
0 - 0,25 0,0 19,7811
0-0,5 -10,0 19,7811
0 -1 -10,0 19,7811
0,0312 - 0,0625 5,0 19,7811
0,0312 - 0,125 -10,0 19,7811
0,0312 - 0,25 5,0 19,7811
0,0312 - 0,5 -5,0 19,7811
0,0312 - 1 -5,0 19,7811
0,0625 - 0,125 -15,0 19,7811
0,0625 - 0,25 0,0 19,7811
0,0625 - 0,5 -10,0 19,7811
0,0625 - 1 -10,0 19,7811
0,125 - 0,25 15,0 19,7811
0,125 - 0,5 5,0 19,7811
0,125 - 1 5,0 19,7811
0,25 - 0,5 -10,0 19,7811
0,25 - 1 -10,0 19,7811
0,5 - 1 0,0 19,7811

* indica una diferencia significativa.

7.4.2.8. Tiempo de tratamiento: 210 min

ANOVA Simple - T210 segln Dil
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: T210
Factor: Dil

Numero de observaciones: 28
Numero de niveles: 7

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para T210. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de T210 para los 7 diferentes niveles de
Dil. El F-test en la tabla de ANOVA comprobard si hay alguna diferencia significativa entre
las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicardn las medias gque son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los
diferentes graficos le ayudaran a juzgar la significacidén préctica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Tabla ANOVA para T210 segtun Dil

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 1400,0 6 233,333 1,58 0,2020
Intra grupos 3100,0 21 147,619

Total (Corr.) 4500,0 27

Contraste Multiple de Rango para T210 segun Dil

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dil Frec. Media Grupos homogéneos

0,5 4 0,0 X

1 4 0,0 X

0 4 0,0 X

0,25 4 0,0 X

0,125 4 5,0 XX

0,0625 4 10,0 XX

0,0312 4 20,0 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0 - 10,0312 *-20,0 17,8665
0 - 0,0625 -10,0 17,8665
0 - 0,125 -5,0 17,8665
0 - 0,25 0,0 17,8665
0-0,5 0,0 17,8665
0 -1 0,0 17,8665
0,0312 - 0,0625 10,0 17,8665
0,0312 - 0,125 15,0 17,8665
0,0312 - 0,25 *20,0 17,8665
0,0312 - 0,5 *20,0 17,8665
0,0312 - 1 *20,0 17,8665
0,0625 - 0,125 5,0 17,8665
0,0625 - 0,25 10,0 17,8665
0,0625 - 0,5 10,0 17,8665
0,0625 - 1 10,0 17,8665
0,125 - 0,25 5,0 17,8665
0,125 - 0,5 5,0 17,8665
0,125 - 1 5,0 17,8665
0,25 - 0,5 0,0 17,8665
0,25 -1 0,0 17,8665
0,5 -1 0,0 17,8665

* indica una diferencia significativa.
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7.4.3. Andlisis PROBIT: Determinacion del valor MID.

7.4.3.1. Tiempo de tratamiento: 0 min

Informacion sobre los datos

N° de casos
Validos 16
Rechazados Perdidos 13
La transformacion log no se 0
puede realizar
NUmero de respuestas > Nimero 0
de sujetos
Grupo control 0
Estimaciones de los pardmetros
Intervalo de confianza al 95%
Parametro Estimacion | Error tipico Z Sig. Limite inferior | Limite superior
PROBIT® Dil 12,502 797 15,681 ,000 10,939 14,064
Interseccién 1,319 ,087 15,221 ,000 1,232 1,405

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el
logaritmo en base 10,000.)

Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado

g Sig.

PROBIT

Contraste de la bondad de ajuste
de Pearson

50,253

14

,000°

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en casos

agregados.

b. Como el nivel de significacion es menor que ,150, se utiliza un factor de heterogeneidad en el
célculo de los limites de confianza.

Limites de confianza

Limites de confianza al 95% para Dil Limites de confianza al 95% para Iog(DiI)b
Proba Limite Limite
bilidad | Estimacion | Limite inferior superior Estimacion | Limite inferior superior
PROBIT* ,010 ,511 412 ,583 -,292 -,385 -,235
,020 ,537 441 ,607 -,270 -,356 -,217
,030 ,555 ,460 ,623 -,256 -,338 -,205
,040 ,568 474 ,635 -,246 -,324 -,197
,050 ,579 ,487 ,646 -,237 -,313 -,190]
,060 ,589 ,498 ,655 -,230 -,303 -,184
,070 ,598 ,507 ,662 -,224 -,295 -,179
,080 ,606 ,516 ,670 -,218 -,287 -,174
,090 ,613 ,524 ,676 -,213 -,281 -,170]
,100 ,619 ,5632 ,682 -,208 -,274 -,166
,150 ,648 ,564 ,709 -,188 -,249 -,150]
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,200 ,672 ,591 ,730 -,173 -,228 -,136
,250 ,693 ,615 ,750 -,159 -,211 -,125
,300 712 ,637 ,768 -,147 -,196 -,115
,350 ,731 ,658 ,785 -,136 -,182 -,105
,400 ,749 ,679 ,802 -,126 -,168 -,096
,450 ,766 ,699 ,819 -,116 -,156 -,087
,500 ,784 ,719 ,837 -,105 -,143 -,077
,550 ,803 ,740 ,855 -,095 -,131 -,068
,600 ,822 ,761 ,874 -,085 -,119 -,058
,650 ,842 ,783 ,895 -,075 -,106 -,048
,700 ,864 ,807 ,918 -,064 -,093 -,037
,750 ,888 ,832 ,944 -,052 -,080 -,025
,800 ,916 ,860 ,975 -,038 -,065 -,011
,850 ,949 ,893 1,014 -,023 -,049 ,006
,900 ,993 ,935 1,068 -,003 -,029 ,029
,910 1,004 ,945 1,082 ,002 -,025 ,034
,920 1,016 ,955 1,097 ,007 -,020 ,040
,930 1,029 ,967 1,114 ,013 -,014 ,047
,940 1,044 ,980 1,134 ,019 -,009 ,055
,950 1,062 ,996 1,157 ,026 -,002 ,063
,960 1,083 1,013 1,186 ,035 ,006 ,074
,970 1,109 1,035 1,221 ,045 ,015 ,087
,980 1,145 1,065 1,272 ,059 ,027 ,104
,990 1,204 1,112 1,356 ,081 ,046 ,132
a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.
b. Base del logaritmo = 10.
7.4.3.2. Tiempo de tratamiento: 10 min
Informacién sobre los datos
N° de casos
validos 16
Rechazados Perdidos 13
La transfor_macién log no se 0
puede realizar
NUme_ro de respuestas > NUumero 0
de sujetos
Grupo control 0
Estimaciones de los pardmetros
Intervalo de confianza al 95%
Pardmetro Estimacioén | Error tipico 4 Sig. Limite inferior |Limite superior
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PROBIT® Dil

Interseccion

8,306

3,348

413

172

20,128

19,415

,000

,000

7,497

3,176

9,115

3,521

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccién + BX (Las covariables X se transforman utilizando el
logaritmo en base 10,000.)

Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado

gl® Sig.

PROBIT

Contraste de la bondad de ajuste
de Pearson

164,949

14

,000°

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en casos

agregados.

b. Como el nivel de significacion es menor que ,150, se utiliza un factor de heterogeneidad en el
célculo de los limites de confianza.

Limites de confianza

Limites de confianza al 95% para Dil Limites de confianza al 95% para log(Dil)°
Proba Limite Limite
bilidad | Estimacion | Limite inferior superior Estimacioén | Limite inferior superior
PROBIT® ,010 ,207 ,137 ,255 -,683 -,863 -,593
,020 ,224 ,154 271 -,650 -,813 -,568
,030 ,235 ,166 ,281 -,630 -, 781 -,551
,040 ,243 ,175 ,289 -,614 -, 757 -,539
,050 ,251 ,183 ,296 -,601 -,738 -,529
,060 ,257 ,190 ,302 -,590 -, 722 -,520
,070 ,263 ,196 ,307 -,581 -,707 -,513|
,080 ,268 ,202 ,312 -,572 -,694 -,506)
,090 ,273 ,208 ,317 -,565 -,683 -,499|
,100 277 ,213 ,321 -,557 -,672 -,493
,150 ,297 ,235 ,340 -,528 -,629 -,469
,200 ,313 ,254 ,356 -,504 -,595 -,448
,250 ,328 271 ,371 -,484 -,567 -,430
,300 ,342 ,287 ,386 -,466 -,542 -,413
,350 ,355 ,302 ,401 -,450 -,519 -,397|
,400 ,368 ,317 ,416 -,434 -,499 -,381]
,450 ,382 ,331 432 -,418 -,480 -,365]
,500 ,395 ,346 ,448 -,403 -,461 -,348
,550 ,409 ,360 467 -,388 -,444 -,331
,600 424 375 ,487 -,373 -,426 -,313
,650 ,440 ,390 ,509 -,357 -,409 -,293
,700 ,457 ,405 ,535 -,340 -,392 -,271
,750 ATT 422 ,566 -,322 -,375 -,247
,800 ,499 441 ,603 -,302 -,356 -,220
,850 ,527 ,463 ,651 -,278 -,335 -,187
,900 ,564 ,490 ,718 -,249 -,309 -,144
,910 ,573 ,497 ,736 -,242 -,303 -,133
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,920 ,583 ,505 , 755 -,234 -,297 -,122
,930 ,595 ,513 J77 -,225 -,290 -,109]
,940 ,608 ,522 ,803 -,216 -,282 -,095
,950 ,624 ,533 ,834 -,205 -,273 -,079]
,960 ,642 ,546 ,871 -,192 -,263 -,060
,970 ,666 ,562 ,920 -177 -,250 -,036
,980 ,698 ,583 ,989 -,156 -,234 -,005
,990 ,753 ,619 1111 -,123 -,208 ,046

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

7.4.3.3. Tiempo de tratamiento: 20 min

Informacion sobre los datos

N° de casos
Validos 16
Rechazados Perdidos 13
La transformacion log no se 0
puede realizar
NUmero de respuestas > Numero 0
de sujetos
Grupo control 0
Estimaciones de los pardmetros
Intervalo de confianza al 95%
Parametro Estimacion | Error tipico z Sig. Limite inferior |Limite superior
PROBIT* Dil
14,773 1,704 8,672 ,000 11,434 18,112
Interseccion 7,560 1,014 7,452 ,000 6,546 8,574

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el
logaritmo en base 10,000.)

Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado gl Sig.

PROBIT Contraste de la bondad de ajuste

49,080 14 ,000°
de Pearson

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en casos
agregados.

b. Como el nivel de significacién es menor que ,150, se utiliza un factor de heterogeneidad en el
célculo de los limites de confianza.

Limites de confianza

Proba Limites de confianza al 95% para DIl Limites de confianza al 95% para log(Dil)°
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bilidad Limite Limite
Estimacion | Limite inferior superior Estimacién | Limite inferior superior
PROBIT* ,010 214 ,181 ,230 -,669 -, 742 -,638
,020 ,223 ,195 ,238 -,651 -,709 -,624
,030 ,230 ,205 ,243 -,639 -,689 -,614
,040 ,234 ,212 ,248 -,630 -,674 -,606
,050 ,238 217 ,251 -,623 -,663 -,600
,060 ,242 ,222 ,255 -,617 -,653 -,594
,070 ,245 ,226 ,258 -,612 -,645 -,588
,080 247 ,230 ,261 -,607 -,638 -,583
,090 ,250 ,233 ,264 -,603 -,632 -,578
,100 ,252 ,236 ,267 -,598 -,626 -,573
,150 ,262 ,248 ,281 -,5682 -,606 -,552
,200 ,270 ,256 ,294 -,569 -,592 -,532
,250 277 ,262 ,306 -,557 -,581 -,514
,300 ,284 ,268 ,319 -,547 -,573 -,497
,350 ,290 ,272 ,331 -,538 -,565 -,481
,400 ,296 277 ,343 -,529 -,558 -,465
,450 ,302 ,281 ,355 -,520 -,551 -,450
,500 ,308 ,286 ,368 -,512 -,544 -,435
,550 ,314 ,290 ,381 -,503 -,538 -,419
,600 ,320 294 ,395 -,495 -,532 -,404
,650 ,327 ,299 410 -,486 -,525 -,388
,700 334 ,303 426 -,476 -,518 -,370
,750 ,342 ,308 ,445 -,466 -,511 -,352
,800 ,351 314 467 -,455 -,503 -,331
,850 ,362 321 ,493 -,442 -,493 -,307|
,900 ,376 ,330 ,529 -,425 -,482 -,276)
,910 ,379 ,332 ,538 -,421 -,479 -,269
,920 ,383 ,334 ,548 -,417 -,476 -,261]
,930 ,387 ,337 ,560 -,412 -,472 -,252
,940 ,392 ,340 572 -,407 -,469 -,242
,950 ,398 ,343 ,588 -,400 -,464 -,231
,960 ,404 347 ,606 -,393 -,459 -,218
,970 413 ,352 ,629 -,384 -,453 -,201
,980 424 ,359 ,661 -,373 -,445 -,180
,990 442 ,369 , 715 -,354 -,432 -,146

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.
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7.5. Ensayo de toxicidad cronica con D. magna expuesta a las soluciones acuosas tratadas mediante foto-Fenton a distintos

tiempos

7.5.1. Evolucion del nimero de neonatos acumulados por cada hembra de D. magna durante el ensayo

Réplica | Dial0 | Dial4 | Dial7 Dia 21 Dial0 | Dial4 | Dia 17 Dia 21 Dial0 | Dial4 | Dial7 | Dia21
1 1 10 10 13 5 11 20 23 0 6 9 9
2 6 16 16 21 0 10 19 20 3 20 20 28
3 0 10 10 12 0 3 4 - 0 10 10 16
4 3 10 12 12 2 10 15 22 4 18 18 18
5 6 15 15 18 0 8 14 18 5 12 20 22
6 9 11 13 15 2 5 19 22 4 - -
7 2 9 9 13 0 1 1 - 0 4 -
8 4 10 14 14 0 7 12 13 5 11 17 18
9 5 11 11 18 2 7 9 9 0 11 13 16
10 4 10 - - 2 6 15 19 0 8 10 14
Réplica | Dial0 | Dial4 | Dial7 | Dia21 | Dial0 | Dial4 | Dial7 | Dia21 | Dial0 | Dial4d | Dial7 | Dia21

1 7 10 20 28 4 8 16 21 13 13 13
2 4 12 21 27 5 - - - 31 35 50
3 0 6 10 15 4 8 - - 0 6 6 24
4 0 11 13 17 5 16 20 24 12 15 20 30
5 3 12 14 19 5 11 16 21 0 8 8

6 2 15 16 25 5 13 15 4 6 6

7 0 1 - 0 12 12 0 1 2 -
8 4 9 12 21 11 21 25 33 0 3 3 -
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9 6 7 12 13 12 25 25
10 14 17 9 9 16
Réplica | Dia 10 Dia 14 Dia 17 Dia 21 Dia 10 Dia 14 Dia 17 Dia 21 Dia 10 Dia 14 Dia 17 Dia 21
1 0 5 10 12 0 9 11 15 5 14 17 17
2 6 15 21 21 6 20 24 31 6 16 22 24
3 3 13 13 20 6 11 17 23 0 9 10 16
4 6 21 27 35 0 8 11 15 0 11 12 16
5 5 12 19 25 0 10 15 19 0 13 18 21
6 0 3 3 - 0 5 6 - 5 20 20 25
7 5 21 21 28 3 15 22 28 0 6 12 12
8 2 3 3 - 7 15 20 20 3 12 19 24
9 0 13 17 31 4 11 15 4 9 16 20
10 0 7 13 16 0 12 16 1 10 14 18

- : Hembras que murieron a lo largo del ensayo o se convirtieron en machos.
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7.5.2. ANOVA Simple: Nimero medio de neonatos/hembra para cada muestra, al finalizar
el ensayo

ANOVA Simple - crias2l segun tiempo2l
Resumen del Procedimiento

Variable dependiente: crias2l
Factor: tiempo2l

Numero de observaciones: 77
Numero de niveles: 9

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para crias2l. Realiza varios
tests y graficos para comparar los valores medios de crias2l para los 9 diferentes niveles de
tiempo2l. El F-test en la tabla de ANOVA comprobarda si hay alguna diferencia significativa
entre las medias. Si hay, los Tests de Rangos Multiples le indicardn las medias que son
significativamente diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos,
puede elegir el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los
diferentes graficos le ayudardn a juzgar la significacién préactica de los resultados, y le
permitirdn buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el andlisis de la
varianza.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

29

26

23

20

crias21

17

14

11

0 10 120 180 20 210 5 60 C
tiempo21

Tabla ANOVA para crias2l segUn tiempo2l

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 380,392 8 47,549 0,91 0,5109
Intra grupos 3539, 92 68 52,0576

Total (Corr.) 3920,31 76

Contraste Multiple de Rango para crias2l segun tiempo2l

Método: 95,0 porcentaje LSD

tiempo2l Frec. Media Grupos homogéneos
c 9 15,1111 X
5 8 17,625 XX
0 8 18,25 XX
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10 9 18,6667 XX

210 10 19,3 XX

20 8 19,5 XX

180 9 20,2222 XX

60 8 21,5 XX

120 8 23,5 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0 - 10 -0,416667 6,99594
0 - 120 -5,25 7,19877
0 - 180 -1,97222 6,99594
0 - 20 -1,25 7,19877
0 - 210 -1,05 6,82935
0 -5 0,625 7,19877
0 - 60 -3,25 7,19877
0-2¢ 3,13889 6,99594
10 - 120 -4,83333 6,99594
10 - 180 -1,55556 6,78706
10 - 20 -0,833333 6,99594
10 - 210 -0,633333 6,61521
10 - 5 1,04167 6,99594
10 - 60 -2,83333 6,99594
10 - C 3,55556 6,78706
120 - 180 3,27778 6,99594
120 - 20 4,0 7,19877
120 - 210 4,2 6,82935
120 - 5 5,875 7,19877
120 - 60 2,0 7,19877
120 - C *8,38889 6,99594
180 - 20 0,722222 6,99594
180 - 210 0,922222 6,61521
180 - 5 2,59722 6,99594
180 - 60 -1,27778 6,99594
180 - C 5,11111 6,78706
20 - 210 0,2 6,82935
20 - 5 1,875 7,19877
20 - 60 -2,0 7,19877
20 - C 4,38889 6,99594
210 - 5 1,675 6,82935
210 - 60 -2,2 6,82935
210 - C 4,18889 6,61521
5 - 60 -3,875 7,19877
5-2C 2,51389 6,99594
60 - C 6,38889 6,99594

* indica una diferencia significativa.
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