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5 CONCLUSIONS

EN ELS ASSAIGS DE BIODEGRADACIO | TOXICITAT AGUDA:

1.-

Els tests de toxicitat aguda han demostrat que per tots el's suavitzants estudiats, la
forma microemul sionada és més toxica que laforma emulsionada, i aguest efecte es
dbna en totes les espécies provades.

Pels suavitzants microemulsionants, I'estudi de toxicitat dels agents
microemul sionants suggereix que la major toxicitat esta relacionada amb la menor
mida de les particules de tensioactiu, que permeten incrementar la superficie de
contacte entre les molecules de tensioactiu i les membranes cel*ulars, i una major

absorci6 d’ aquest.

En I’ assaig de biodegradacié inherent, s aconsegueix una eliminacié completa dels
suavitzants del medi i latoxicitat desapareix ales poques hores de comencar |’ assaig.
Aquest assaig no permet, pero, diferenciar si hatingut Iloc una biodegradacio bioldgica
0 els suavitzants han estat adsorbits pels fangs.

En |’ assaig de biodegradacié rapida, en el qual ha estat eliminat e possible paper
segrestant dels fangs, la majoria dels suavitzants, tant emulsionats com
microemulsionats, assoleixen valors de biodegradacié superiors a 70 %. Adquests
resultats s'ajusten a la normativa de biodegradabilitat de I'OCDE i es consideren
acceptables des del punt de vista mediambiental. Els valors de biodegradacié de
DSDMAC, son inferiors alarestai oscil*en entre 20-30 %.

D’entre tots els suavitzants estudiats, €ls tests de toxicitat aguda ens permeten
concloure que DSDMAC és d més toxic, tant en forma emulsionada com
microemulsionada, i DSEMAMS i DAAIMS els menys toxics.

Donat que els valors de biodegradaci 6 rapida per DSDMAC s6n baixos, juntament amb
I’ elevadatoxicitat d’ aquest tensioactiu en els tests de toxicitat aguda, es recomana no
utilitzar-lo com a matéria primera per la fabricacié de suavitzants comercials, degut al
seu impacte potencial en el medi ambient.

Els resultats obtinguts en els tests de toxicitat aguda, tant pels suavitzants en emulsio
com en microemulsio, ens indiquen que Daphnia magna i Photobacterium
phosphoreum son, respectivament, |es espécies mési menys sensibles.
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Els resultats obtinguts suggereixen que Daphnia magna pot ser considerada com
I’espécie d'eleccié per la realitzacié d'assaigs de toxicitat amb aquest tipus de
suavitzants, donada la sensibilitat de la seva resposta, la repetibilitat d aquesta, la
facilitat de manteniment en condicions de laboratori i la curta durada de I’ assaig.

ENS ELS ASSAIGS DE TOXICITAT SUBCRONICA AMB ELS SUAVITZANTS DSDMAC |

DAAIMS.

9.-

10.-

11.-

12.-

En I’ assaig de toxicitat subcronica en que la truitairisada (Oncorhynchus mykiss) va
estar sotmesa d tractament amb DSDMAC i DAAIMS, emulsionats i
microemulsionats, van aparéixer alteracions histologiques en els organs estudiats,
branquiai fetge. Aquestes alteracions no van variar segons el suavitzant o laformaen
gue aquest es trobava en el medi (emulsié o microemulsio).

La branquia va ser |I'0rgan que va presentar més alteracions. Les lesions
histopatol 0giques observades inclouen: separaci6 de I’ epiteli lamel*ar amb infiltrtacié
de leucocits en els espais interepitelials, fusions lameltars, desaparicié dels microsolcs
de les céltules pavimentaries, augment del nombre de cél*ules mucosesi de la seva
activitat, i augment de célxules de clorur i canvis en la seva morfologia. Aquestes
lesions branquials suggereixen alteracions en lafunci6 d’ aquest organ, amb pérdua de la
seva capacitat respiratoriai osmoreguladora.

En el fetge les alteracions observades son inespecifiquesi les Uniques célxules afectades
han estat els hepatocits. En aguests s’ ha observat un augment en el nombre de gotes
lipidiquesi alteracions en els mitocondrisi en el RER.

En els dos organs estudiats s’ observa un augment en el nombre de célxules fosques, i
elstipus cel *ulars més afectats son les céelstules de clorur i els hepatdcits. Possiblement
aquest fet esta relacionat amb una hiperactivitat cel*ular causada per la preséncia dels

tensioactius.
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Annex material i métodes

ANNEX 1. DEMANDA BIOLOGICA D'OXIGEN (AFNOR T 90-103)

Composici6 de I'aigua de dilucio:
— soluci6 de fosfats: 8,5 g/l de Na,HPO, 2H,0
17 g/l deK,HPO, 12H,0
2,8 g/l de KH,PO,

— soluci6 de sulfats: 20 g/l de MgSO, 7H,0
— soluci6 de clorurs: 0,2 g/l de NH,CI,
0,25 g/l de FeCl, 6H,0
2,5 g/l de CaCl,

Preparaci6 de |’ aigua de dilucio:

Per cada litre de solucio que es prepari cal afegir al'aigua destil lada 5 ml de solucié de fosfats,
10 ml de soluci6 de sulfatsi 10 ml de solucio de clorurs. Aquesta solucié es deixa airejar durant
dues hores; |'aire ha de ser net, per la qual cosa aquest ha de passar primer per una série de
filtres (el primer amb una solucio de S;C,, el segon amb mescla cromicai el tercer amb llana
devidre). Aquesta aigua es deixa reposar durant 12 horesa 20 °C.

Cal preparar I'aigua de diluci6 a partir d'aquesta soluci6 afegint-hi 7 ml de suspensié de bacteris
per litre.

Suspensid de bacteris:

Cal agitar 20 g de terra amb 200 ml d'aigua destil lada, deixar reposar i filtrar.
Procediment:

S had’introduir en cada matras aforat de 250 ml, un volum conegut de mostra, enrassar amb
aigua de dilucié i homogeneitzar. Comprovar que el pH estigui entre 6-8. Repartir el contingut
del matras entre dos flascons d'incubaci6 (erlenmeyers de 100 ml) i tapar hermeticament
sense deixar cap bombolla d'aire al'interior. Valorar |'oxigen dissolt de I'aigua de dilucio6 al
temps O hores. Per cada compost prepararem dues concentracions diferents de les quas
tindrem dues répliques. Cal preparar dos flascons com a testimoni solament amb aigua de
dilucio.

Cal posar els flascons d’incubaci6 tancats en una caixa en una camera d'incubacié a les
fosques durant cinc dies a 20 °C de temperatura. Valorar el contingut d'oxigen dissolt que resta
amb el éctrode selectiu (oximetre). EI consum ha d'estar entre 40-60 % perqué |'assaig sigui
correcte.
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ANNEX 2. DEMANDA QUIMICA D'OXIGEN (AFNOR T 90-101)

Reactius:

— soluci6 dicromat potassic (K,Cr,0,) 0,25 N: 12,2588 g de K,Cr, en 1000 ml
d'aigua destil¥ada

— soluci6 A: dissoldre 6,6 g d' Ag,SO, en 1000 ml d'H,SO, concentrat.

— sal de Mohr: dissoldre 98 g de Fe(NH,),S0O, 6H,0 en aigua destil lada i 20 ml
d'H,0,.

— Soluci6 de ferroina: dissoldre 1,485 g de 1,10-fenantrolinai 0,695 g de FeSO,
7H,0 en 100 ml d'aigua destil lada

Normalitzaci6é de la Sal de Mohr:

En un erlenmeyer de 250 ml s'afegeixen
—10 ml de soluci6 0,25 N de K,Cr,0,,
— 60 ml d'aigua destil lada
— 30 ml de H,S0O, concentrat
Es deixarefredar atemperatura ambient i es valoraamb la solucié de sal de Mohr:

Procediment:

En balons de 500 ml sintrodueix una quantitat de mostra (mg), 50 ml d'aigua destil 1ada, 25 ml
de soluci6 0,25 K,Cr,0, i 75 ml de solucié A. Es fa un testimoni amb aigua destil lada. En
cada bal 6 sintrodueixen uns cristalls de silicat per a evitar una ebullicié violenta. Els balons es
posen en una placa calefactora amb reflux d'aigua durant dues hores a ebullicid. Es deixen
refredar unamicai shi afegeixen 100 ml d'aigua a través dels Soxhlet.

El Cr® residual esvaloraamb sal de Mohr amb preséncia d'una gota de ferroina

ANNEX 3. BIODEGRADACIO INHERENT (OCDE 302B, 1992)

Composici6 de la solucid de nutrients minerals:
38,5 g/l de NH,Cl
33,49/l de NaH,PO, 2H,0
8,5 g/l de KH,PO,
21,75 g/l de K,HPO,.
— Fangs activats de depuradora urbana (Manresa)

Procediment:
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En cada un dels bidons s'afegeixen una solucié de quantitat equivalent a 20 mg/l del compost
en solucig, 2,5 ml/l de solucié de nutrientsi 1,0 g/l de fangs activats en pes sec, i Sha
d’enrassar a 2 litres. Sha d'ajustar el pH a 7-8. Shan de fer un blanc (aigua destil lada) i un
control (dietilenglicol).

Els bidons s'han d'airejar i agitar continuament, a temperatura 22 °C (3 °C), i el pH s'hade
controlar periodicament. Les pérdues per evaporacio son reemplagades amb aigua destil lada
abans de cada presa de mostra.

La determinaci6 del carboni organic dissolt es fa mitjancant un analitzador TOCOR. Es fa una
primera mesura del carboni organic dissolt atemps 0 h i una altra atemps 3 h; les posteriors
mesures es fan cada 48 hores durant 28 dies.

Cada presa de mostra es filtrai s'acidificaamb HCI per a eliminar-ne els carbonats presents
gue ens podrien interferir en el resultat.

ANNEX 4. BIODEGRADABILITAT RAPIDA (OCDE 301E, 1992)

Composici6 de la soluci6 de nutrients: s'ha de barrejar 1 ml de cada una de les solucions
seglientsi enrassar a 100 ml:

a) KH,PO, 8,59/l
K,HPO, 21,75 g/l
Na,HPO, 33,44/l
NH,Cl 20,0 g/l

b) MgSO, 7H,0 22,59/l

c) CaCl, 275l

d) FeCl; 6H,0 0,25 g/l

€) MnSO, 4H,0 39,9 mg/l
H3;BO; 57,2 mg/l
ZnS0O, 7H,0 42,8 mg/l
(NH,)¢Mo0;0,, 4H,0 36,85 mg/l
FeCl; -EDTA 100 mg/|

f) Llevat 15 mg/ 100 ml

— Inocul bacteria: suspensio de bacteris procedents de sol de jardi

Procedi ment:

Es prepara una solucio estoc per a cada un dels composts dels quals sagafa la quantitat
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necessaria pergqué tinguin uns 30-40 mg/l de carboni organic total i Safegeixen alasoluci6 de
nutrients fins a assolir 900 ml. S'afegeixen 0,5 ml/l d'inocul en cada un dels flascons. Aquests
son tapats amb paper d'alumini i posats en un aparell d'agitacio continua a temperatura 20-25
°C. Es preparen paral lelament al'assaig un bidé blanc (amb aigua, nutrientsi inocul) i un
testimoni de degradacio coneguda (dietilenglicol).

En el curs de la biodegradacio, |es concentracions de carboni organic sén determinades per
duplicat al comencament (temps 0) i als dies 27 i 28 dassaig; es fan tres analitzacions
addicionalselsdies 7, 14 21.

Cada presa de mostra és filtrada i analitzada el mateix dia, i les pérdues per evaporacio son
corregides afegint-hi aigua abans de la presa de mostra.

ANNEX 5.- DETERMINACIO DE TENSIOACTIUS CATIONICS (Comité
Internacional d’Analisi de la Detergéencia: determinaci6 de detergents anionics i

cationics):

Reactius:
%4 indicador de bromur dimidium — blau disulfine:
- 6,5 ml etanol dissolts en 45 ml H,O destil *ada

- 20 mg bromur dimidium, 10 mg blau xile dissolts en 8 ml de la
solucio anterior en calent.

- Transvasar la segona solucié a un matras de 250 ml que contingui
100 ml d'H,0 destil #ada, afegir 10 ml H,SO, 2,5M i enrassar.

¥ soluci6 de Lauril sulfat sodic 0,004M: pesar 1,15 g de LSNaii dissoldre en
1000 ml d'H20 destilfada.

Pes LSNax % puresa LSNa
M (real) =
288,4 x 100
M resal
Factor (f) = M tedrica

Procedi ment:

Afegir 20 ml de la mostra, 10 ml H,O destil*ada, 19 ml de solucié indicadorai 15 ml de
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cloroform en un erlenmeyer. Valorar amb solucié de LSNa 0,004M fins que canvii de color
(rosa).

Cdlculs:
Gast ml x 1792

mg TAC/I =
MI mostra

ANNEX 6.- ASSAIG AMB BACTERIS BIOLUMINICENTS (AENOR T 90-320):

Reactius:

— solucié reconstituent de bacteris: preparada a partir daigua ultrapura
(Microbics Reconstitution Solution)

— solucié diluent: solucié de NaCl 2% (Microbics Diluent)

— solucio d'gjustador osmotic: solucio de NaCl 22% (Microbics Osmotic
Adjusting Solution, MOAYS)

Espécie utilitzada: Photobacterium phosphoreum, NRRL B-11177, en formalliofilitzada.
Procediment:

Els bacteris, en forma liofilitzada, sén reconstituits per rehidratacié amb 1 ml de solucié
reconstituent, preparant 1 ml de suspensi6 de bacteris, els quals es mantindran a5 °C de
temperatura. S'afegeixen 10 ul d'aguesta suspensio bacteriana en cada un dels vials preparats
(dos per concentracio i dos de blancs) els quals contenen solucié diluent. Aquests sdn incubats
a 15 °C de temperatura durant 15 minuts, i llavors es determina l'emissi6 de [lum de cada un
dels vials atemps 0 (abans d'afegir-hi la mostra). Les dilucions de |es mostres es preparen
sempre afegint-hi 10% de solucié MOAS (22% NaCl), per a proporcionar proteccié osmotica
als microorganismes. Lalecturade llum es fa als 15 minuts d'haver posat en contacte les
dilucions de la mostra amb la suspensi6 bacteriana.

ANNEX 7. ASSAIG DE TOXICITAT AGUDA PER MICROALGUES (OCDE 201, 1984)

Composicié del medi de cultiu per a microalgues:
Solucions base;

—solucié 1:  nitrat de calci (Ca(NO3), 4H,0) 0,4 ¢g/100 mi
H,O dest.

—solucié 2:  nitrat potassic (KNO,) 10 g/100 ml H,O dest.

—solucié 3:  sulfat de magnesi (MgSO, 7H,0) 3 9/100 ml H,O dest.

221



Annex material i métodes

—solucié 4:  monohidrogenfosfat potassic (K,HPO,) 4 ¢g/100 ml
H,O dest.
—solucio 5:  sulfat de coure (CuSO, 5H,0) 30 mgl/l
heptamolibdé amonic (NH,)sM0,0,, 4H,0) 60 mg/l
sulfat de zenc (ZnSO, 7H,0) 60 mg/l
clorur de cobalt (CoCl, 6H,0) 60 mg/l
nitrat manganés (Mn(NO;), 4H,0) 60 mg/l
acid citric (CgHgO; H,0) 60 mg/l
acid boric (H;BOs) 60 mg/l
—solucié 6: citrat de ferro Il (CgHsFeO; 5H,0) 1,62 g/l
sulfat de ferro Il (FeSO, 7H,0) 0,62 g/l
clorur deferro 111 (FeCl; 6H,0) 0,62 g/l

Medi de cultiu i d'assaig: en 1000 ml d'aigua destil lada

— soluci6 1. 1ml
— solucié 2: 1ml
— solucié 3: 1ml
— soluci6 4. 1ml
— solucié 5: 0,5 ml
— soluci6 6: 0,5 ml

Cal gjustar apH 7,1+ 0,1 i esterilitzar en autoclau a 121 + 1 °C durant 20 minuts.

ANNEX 8. ASSAIG DE TOXICITAT AGUDA PER A Daphnia magna (OCDE 202, 1984):

Composicio de l'aigua de dilucio per Daphnia magna:

— Bicarbonat sodic (NaHCO) 0,200 g/l
— Clorur célcic (CaCl,) 0,224 g/l
— Sulfat potassic (K,S0,) 0,026 g/l

Cal gjustar apH 8,0 + 0,2.

ANNEX 9. ESTUDI MORFOLOGIC | ULTRASTRUCTURAL DELS ORGANS

Annex 9.1 Fixacid i inclusid en parafina per a MO

— Fixaci6: formaldehid 10 % en tampo fosfat
(tampo fosfat: 4 g/l de NaH,PO, + 7,5 g/l de Na,HPO, 2H,0)
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— Inclusié: formol 10% tamponat
alcohol 50°
alcohol 80°
alcohol 96°
alcohol 96°
alcohol 100°
alcohol 100°
xile
xileé
xile
parafina
parafina

1 hora

1 hora 30 min
1 hora 30 min
1 hora 30 min
1 hora 30 min
1 hora 30 min
1 hora 30 min
1 hora 30 min
1 hora 30 min
1 hora 30 min
2 hores

2 hores

Annex 9.2 Tincions dels talls en parafina per a microscopia general

Annex 9.2 1 Tincio Hematoxilina de Mayer/Eosina acéticaa l’l %

— Desparafinat i hidratacio:

Xile 10 minuts
Xile 10 minuts
alcohol 100° 5 minuts
alcohol 96° 5 minuts
alcohol 70° 5 minuts
alcohol 50° 5min
aigua dedtillada 10 min

— Tincié:
Hematoxilina de Mayer 1-6 minuts
Rentat en aigua corrent 20 minuts
Eosina acética 2 minuts

— Deshidratacio;
alcohol 96° 30 segons
alcohol 96° 10 minuts
alcohol 100° 10 minuts
alcohol 100° 10 minuts
Xilé o Histoclear 10 minuts
Xilé o Histoclear 10 minuts

— Montatje:

Annex 9.3.Fixacio i inclusio per MO i MET:

1r dia Procés de fixacio:

— Fixaci6: glutaraldehid 5% en tampd cacodilat 0,1M (pH=7,2-7,4)

(tampo cacodilat 0,1M: 21,4 g/l de cacodilat)

— Rentats: 4 0 5 rentats amb tamp6 cacodilat (12-18 hores)
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2ndia

3rdia

4t dia

5edia

— Postfixacio: 0sO, 2% en tampo cacodilat 0,1M
(19 0s0, /25 ml H,O dest. (0sO, 4%) + 25 ml tampo cacodilat 0,2 M
— Rentats: 2 rentats de 10 minuts en aigua destil lada

— Deshidrataci6: Alcohol de 30°: 3 banys de 20 min
Alcohol de 50°: 2 banys de 30 min
Alcohol de 70°: 1 bany de 45 min

— Contrast: amb acetat d'uranil 2% en alcohol de 70° (12-18 hores)
(2 g d'acetat d'uranil en 100 ml d'alcohol de 70°)

— Deshidratacio: Alcohol de 96°: 3 banys de 30 min
Alcohol de 100°: 2 banys de 30 min

1 bany de 15 min
oxid de propile: 2 banys de 90 min

Procés d'inclusio:

— Araldite |-0xid de propilé en proporcions 1-3 1 hora

1-1 1 hora
3-1  12-18 hores
Aralditel: Resina (A/M) 10ml
Enduridor B 10 ml (temperatura 50 °C)
Plastificant D 0,4 ml

— Aradlditel: 2 banysde 90 min (temperatura 50 °C)
1 bany de 18 hores (temperatura ambient)

— Aralditell: 1 bany d'1 hora (temperatura 50 °C)

es posen les mostres en els motlles amb Araldite 11 70 °C

durant 96 hores
Aralditell: Araldite | 60 ml
Component C 0,15 ml

Annex 9.4. Tincid per a microscopia optica (MQO)

Blau de toluidinal% en tamp6 borax (pH=12):

— tetraborat de sodi (borax): 1 ¢/100 ml
— blau de toluidina: 1 g/100 mi

Procés de tincio6:

— soluci 6 blau de toluidina 1% durant 1-2 minuts a80 °C,
— aclarat amb aigua de l'aixetai aigua destil'lada,
— contrastament amb alcohol etilic a 70°.
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Annex 9.5. Tincié per microscopia electronica de transmissié (MET)

Formula de Reynols (1963) modificada:

— Solucié d'1 g de NaOH en 25 ml d'HO destil ladai bullida

— 1,33 g dePb(NO3), + 2,14 g CsHsNazO; 2H,0 en 30 ml d'aigua destil ladai
bullida; agitar durant 20 min i afegir-hi 8 ml de la soluci6 d hidroxid sodic. Acabar d'enrasar a
50 ml. Protegir de lallum i guardar a4 °C de temperatura.

Annex 9.6.-Fixacio per microscopia electronica d'escanning (SEM)

— Fixaci6: formol 4% tamponat (pH=7,2-7,4)
NaH,PO, 49/l
Na,HPO, 7549/
Formaldehid 40% 100 ml/i

— Rentats: 4-5 rentats amb tamp0 fosfat de 25 min cada un

NaH,PO, 4 g/l
Na,HPO, 7549/
— Deshidratacio: Alcohol de 30°: 3 banys de 10 min
Alcohol de 50°: 2 banys de 10 min
Alcohol de 70°: 2 banys de 10 min
Alcohol de 100°: 2 banysd'1 hora

— Acetat d'isoamil:
- Acetat d'isoamil-alcohol 100°: 1-3 1 bany de 30 min
1-1 1 bany de 30 min
3-1 1 bany de 30 min
- Acetat d'isoamil: 1 bany de 15 min

— Punt critic i metal.litzacié amb or
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BIODEGRADACIO/TOXICITAT EN Photobacterium phosphoreum

TAULA |I: Relacio dels percentatges de biodegradaci6 (Biodegradacio inherent 302B OCDE) i
de toxicitat (Photobacterium phosphoreum) per a cada un dels suavitzants emulsionats.

EMULSIONS
DSDMAC DSEMAMS DSCEEMAMS DSAEMIMS DAAIMS
Temps Biodeg. Tox. Biodeg. Tox. Biodeg. Tox. Biodeg. Tox. Biodeg. Tox.
(Dies) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
0,125 93,1 0,5 74,3 9,4 714 20,4 88,2 17,9 83,4 15,3
97,2 0 83,2 7,6 85,5 10,7 93 7,6 89,1 5,3
2 99,2 0 86,1 14 92,1 6,1 97,1 2,3 93,2 19
3 100 0 91,2 0,9 96,2 13 98,5 1,7 94,9 0,4
4 99,9 0 98,4 0 97,9 0 99 0,7 97,7 0
7 99,9 0 99,8 0 100 0,5 100 0 99,9 0
9 100 0 100 0,5 99,9 0 100 0 100 0
11 100 0 99,7 0 100 0 100 0 100 0
14 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
16 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
18 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
21 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
23 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
25 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
28 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
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TAULA II: Relaci6 dels percentatges de biodegradacié (Biodegradaci6 inherent 302B OCDE) i
de toxicitat (Photobacterium phosphoreum) per a cada un dels suavitzants microemul sionats.

MICROEMULSIONS
DSDMAC DSEMAMS DSCEEMAMS DSAEMIMS DAAIMS
Temps Biodeg. Tox. Biodeg. Tox. Biodeg. Tox. Biodeg. Tox. Biodeg. Tox.
(Dies) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
0,125 53,6 7,2 31,5 9,5 40,3 8,4 36,3 8,2 57,4 8,6
1 82,6 6,4 72,2 3,6 81,2 6,3 44,4 7,2 86,6 7,4
2 90 3,1 81,7 9,6 90 5,2 59,2 34 91,5 2,3
3 97 2,0 90,6 74 93,7 3,3 71,9 2,1 98,1 0
4 99,7 12 91,8 6,3 93,7 12 90 0,4 100 0,9
7 100 0,3 92,1 5,2 95,2 0 99,9 0 100 0
9 100 0,2 94,5 0 95,3 0,8 100 0 100 13
11 100 0 96,2 12 97,6 0 100 0,9 100 0
14 100 0 97,8 0,5 98,3 0 100 0 100 0
16 100 0 99,4 0 98,6 0,5 100 0 100 0,5
18 100 0 99,1 0,3 99,3 0 100 0,4 100 0
21 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
23 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
25 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
28 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
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TOXICITAT AGUDA EN Photobacterium phosphoreum

TAULA 111.- Relacio dels valors de reduccié de llum emesa (GAMMA, T') en Photobacterium
phosphoreum corresponents a les concentracions utilitzades per as cinc suavitzants
emulsionats i microemulsionats (n,- n,: repeticions).

a) DSDMAC
EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. T T r T Conc. r T T r
(mg/1) n n n_ n, (mg/1) n n_ n n,

13,37 0,217 0,350 0,211 0,301 1,97 0,095 0,227 0,237 0,211
17,82 0,336 0,495 0,297 0,404 3,95 0,495 0,380 0,699 0,379

23,75 0,763 1,072 0,798 0,927 7,90 1,070 0,832 0,443 0,925
31,66 1,147 1,538 1,087 1,331 15,80 3,920 2,355 4,485 2,120
42,21 1,505 1,743 1,397 1,719 32,59 14,31 7,911 13,14 9,261
56,26 2,879 2,848 2,948 2,855 63,18 60,24 24,44 41,00 24,02

b) DSEMAMS
EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. T T r T Conc. r T T r
(mg/1) n n n_ n, (mg/1) n n_ n n,

17,82 0,122 0,118 0,129 0,098 2,15 0,277 0,277 0,330 0,258
23,75 0,244 0,209 0,265 0,225 4,30 0,478 0,493 0,484 0,501
31,66 0,308 0,388 0,375 0,372 8,60 0,848 0,919 0,809 0,899
42,21 0,596 0,707 0,621 0,742 17,19 1,627 1,553 1,589 1,648
56,26 1,128 1,091 1,121 1,064 34,38 2,457 2,302 2,794 2,899
75,00 2,046 2,124 2,244 2,062 68,76 11,97 11,77 11,79 11,57

¢) DSCEEMAMS

EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. r T r r Conc. r r T r
(mg/1) n, n n n, (mg/l) n, n n n,
20,05 0,040 0,064 0,081 0,082 1,15 0,055 0,093 0,057

26,73 0,165 0,122 0,135 0,199 2,30 0,387 0,242 0,353 0,315
35,62 0,318 0,317 0,294 0,427 4,59 0,535 0,474 0,599 0,438
47,49 0,807 0,715 0,75 0,864 9,18 1,050 0,863 1,275 1,120
63,30 1,006 1,178 1,158 1,219 18,36 5,052 4,414 4,790 3,947
84,38 1,933 2,116 2,154 2,212 36,72 13,18 12,08 12,19 9,460

d) DSAEMIMS
EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. r r r r Conc. r r r r
(mg/1) n n_ n n. (mg/1) n n_ n_ n,

13,37 0,055 0,034 0,059 0,013 1,92 0,258 0,182 0,310 0,173
17,82 0,093 0,078 0,128 0,102 3,84 0,669 0,477 0,622 0,547
23,75 0,190 0,161 0,246 0,252 7,67 1,076 1,933 0,978 1,691
31,66 0,345 0,336 0,352 0,536 15,35 5,905 5,696 5,035 5,365
42,21 0,649 0,650 0,739 0,646 30,69 10,84 12,37 10,35 9,756
56,26 1,265 1,432 1,444 1,274 62,38 27,20 40,94 20,84 29,06
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e) DAAIMS
EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. T T r T Conc. r T T r
(mg/1) n n n_ n, (mg/1) n n_ n n,

20,05 0,046 0,073 0,021 0,034 2,05 0,259 0,349 0,280 0,289
26,73 0,171 0,129 0,143 0,121 4,08 0,485 0,665 0,437 0,567
35,62 0,270 0,191 0,179 0,211 8,17 1,417 1,174 1,564 1,336
47,49 0,665 0,503 0,503 0,432 16,34 4,968 3,004 3,658 2,436
63,30 0,831 0,856 0,807 0,807 32,67 11,53 12,05 9,833 9,333
84,38 1,366 1,714 1,375 1,432 65,34 37,02 27,82 31,95 19,37

TOXICITAT AGUDA EN MICROALGUES

TAULA 1V - Percentatges d'inhibici6 del creixement en Chlorella vulgaris corresponents a
les concentracions utilitzades per als cinc suavitzants emulsionats i microemulsionats (n,-n,:

repeticions; cada n repetici6 és la mitjana de 3 répliques).

a) DSDMAC
EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. T T T T Conc. T T T T
(mg/l) n n n n, (mg/1) n n_ n n.
13 88,0 87,6 88,9 86,0 3,4 80,0 76,8 78,2 79,4
10 57,0 64,5 64,4 59,8 2,1 45,5 50,3 50,5 60,1
6,2 31,4 23,5 29,0 25,7 1,3 43,5 39,1 379 38,1
3,7 17,9 11,3 11,4 19,1 0,75 20,9 19,0 23,6 25,0
2,2 5,7 6,4 9,5 8,2 0,44 13,8 10,6 10,2 19,0
1,3 1,8 1,7 0,5 1,1 0,34 7,0 55 4.8 7,1

b) DSEMAMS

EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. r T I r Conc. I r T I

(mg/1) n, n n n, (mg/1) n n n n,
100 81,8 86,5 84,0 87,2 14,1 84,6 88,2 89,7 81,4
62 79,5 68,2 74,7 78,4 8,4 65,1 54,8 54,5 59,5
37 49,9 40,7 44.8 40,3 5 49,7 48,7 46,2 40,9
22 40,4 29,5 355 25,3 3,8 30,2 24,9 37,3 26,7
13 25,7 23,8 28,2 22,0 24 222 19,6 17,8 16,8
10 18,1 17,8 20,6 14,7 14 12,9 10,2 11,2 10,3

0,84 47 3,5 5,0 3,1
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c) DSCEEMAMS

EMULSIO MICROEMULSIO

Conc. r r r r Conc. r r r r

(mg/1) n, n n n, (mg/1) n, n n n,
94 88,8 88,6 90,2 85,8 15,1 89,2 86,3 84,9 87,1
58,3 56,2 75,3 73,0 68,3 9 69,3 80,3 774 76,0
34,8 46,5 53,0 39,7 52,0 53 59,1 65,7 76,1 59,8
20,7 13,3 16,5 18,4 15,7 4,1 51,3 49,0 473 50,4
12,2 9,0 9,9 6,1 5,2 25 47,0 45,3 40,5 38,9
9,4 3,1 24 1,2 1,3 15 29,8 39,1 30,4 25,2
0,90 255 18,3 254 19,7
0,53 10,5 13,9 17,3 15,2

0,41 4,5 6,6 7,5 53

d) DSAEMIMS

EMULSIO MICROEMULSIO

Conc. r T T r Conc. r r T r

(mg/1) n, n_ n_ n, (mg/1) n, n_ n_ n,
110 95,6 98,3 99,1 100 34,1 96,4 96,9 100 97,4
65 89,7 93,9 93,0 91,8 21,1 84,2 87,3 88,7 87,0
50 85,3 88,7 86,6 87,8 12,6 77,3 70,3 75,4 69,2
31 51,2 60,2 56,4 53,6 75 49,3 65,2 48,2 63,7
18,5 19,8 24,2 20,0 19,5 4.4 45,7 56,5 43,0 44,0
11 11,0 16,5 14,3 15,3 3,4 29,1 32,8 26,6 30,3
6,5 6,3 9,5 8,2 53 2,1 23,0 19,9 19,0 28,8
5 1,9 4.2 0,5 15 1,3 12,8 10,7 10,2 16,5

e) DAAIMS
EMULSIO MICROEMULSIO

Conc. T T T T Conc. T T T T

(mg/1) n, n n n, (mg/Il) n n_ n n,
200 90,1 90,5 87,9 86,1 36,3 89,2 84,2 89,3 87,9
124 83,2 70,2 70,4 79,1 225 70,4 75,3 80,1 70,5
74 48,9 59,1 50,7 61,8 13,4 63,2 59,5 59,7 69,5
44 32,3 20,9 28,0 30,2 8 61,1 58,8 55,4 66,8
26 23,3 20,4 23,6 26,7 4.7 59,4 55,4 48,8 58,6
20 11,8 16,0 10,5 14,0 3,6 53,7 53,8 46,4 51,0
2,3 42,9 35,3 44,0 36,9
1,3 23,1 26,5 25,8 33,6
0,80 15,0 19,4 17,5 16,4

0,47 9,5 75 6,6 6,4

0,36 0,0 1,4 0,6 0,0
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TAULA V- Percentatges dinhibici6 del creixement en Scenedesmus subspicatus
corresponents a les concentracions utilitzades per als cinc suavitzants emulsionats i
microemulsionats (n,-n,: repeticions; cada n repeticio és la mitjana de 3 répliques).

a) DSDMAC
EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. n1 n2 n3 n4 Conc. nl n2 n3 n4
(mg/h) ) o) ) ) (mg/D ) ) ) )
100 92,7 89,9 88,3 89,4 12,6 100 100 100 100
62 81,2 79,3 80,3 83,3 75 96,3 91,4 94,8 96,7
37 78,1 75,9 78,6 72,2 4.4 86,0 84,7 80,5 81,2
22 721 74,1 73,2 71,1 34 64,8 76,5 69,3 68,6
13 70,8 69,9 69,2 69,2 2,1 52,3 50,1 65,8 64,9
10 55,0 58,4 60,1 59,4 1,3 39,6 40,7 30,3 41,7
6,2 49,2 50,9 45,2 53,7 0,75 12,7 20,4 17,3 18,8
3,7 36,1 40,4 42,9 43,12 0,44 9,7 9,8 11,2 13,7
2,2 34,9 36,9 34,0 334 0,34 0,0 45 6,5 33
1,3 15,2 18,6 14,7 15,2
1 7.6 9,0 8,5 6,4
b) DSEMAMS
EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. n1 n2 n3 n4 Conc. nl n2 n3 n4
(mg/D) %) ) ) ) (mg/D ) o) ) %)

370 95,3 96,1 96,1 98,4 38,2 99,5 100,1 98,3 100
220 83,9 77,1 79,2 81,8 23,7 89,6 86,1 89,6 88,1
130 75,1 72,3 68,0 61,6 14,1 84,6 79,9 80,5 83,8

100 47,8 48,8 54,9 48,0 8,4 59,2 63,2 61,0 60,5
62 35,4 33,6 47,2 40,0 5 42,9 41,1 39,0 39,5
37 18,4 16,1 16,0 19,2 3,8 12,0 13,9 13,8 11,9
22 13,3 10,3 10,5 13,2

13 9,6 6,4 2,8 4,6

10 -0,1 -0,2 -0,5 0,0

c) DSCEEMAMS

EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. n, n, n, n, Conc. n, n, n, n,
(mg/D) %) () (%) %) (mg/D (%) ) (€D) (%)

940 98,6 100,1 99,9 100,1 40,8 96,0 96,4 93,5 94,1
583 86,5 80,0 85,7 83,2 25,3 87,6 80,5 81,8 83,0
348 69,7 77,2 70,2 75,1 15,1 70,8 76,5 77,1 79,7

207 66,2 69,0 69,7 69,9 9 68,2 69,7 56,2 63,8
122 65,4 59,9 67,9 63,7 53 48,6 49,7 53,9 40,2
94 50,6 55,0 56,0 50,3 4,1 43,0 38,8 43,8 38,8
58,3 54,5 54,2 55,1 48,9 2,5 35,2 37,0 40,3 34,3
34,8 41,8 40,2 40,8 39,8 1,5 24,3 20,2 15,9 18,5

20,7 34,8 38,8 38,9 34,8
12,2 30,0 37,2 29,3 28,3
9,4 23,0 33,0 27,1 26,2
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d) DSAEMIMS

EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. n n n n Conc. n n n n
| | ® | ® | @ [[cmam| o | B | » | ®%
110 70,3 68,8 70,6 69,4 34,1 98,8 100 99,5 100
65 68,5 65,4 61,0 59,7 21,1 89,8 86,0 89,5 88,2
50 429 52,6 58,6 50,7 12,6 72,6 68,6 65,7 70,3
31 34,2 37,3 35,3 38,2 75 65,4 61,3 57,6 74,5
18,5 33,7 36,2 293 35,7 4.4 62,9 53,9 56,2 55,6
11 20,1 17,7 24,7 17,0 34 50,2 53,9 51,0 493
6,5 17,8 12,5 12,4 13,2 21 22,4 30,3 21,9 26,2
5 10,3 6,4 6,4 6,6 1,3 10,9 9,6 15,2 13,6
e) DAAIMS
EMULSIO MICROEMULSIO

Conc. n n n n Conc. n n n n

ma]| @ | @ | @ | @ [[mam]| @ | o | @ | @
740 80,6 87,6 81,5 82,9 134,3 96,5 94.4 100 98,3
440 78,9 72,0 79,6 80,0 79,9 88,3 87,0 90,0 88,4
260 67,4 63,7 64,5 74,2 47,2 65,5 79,6 79,5 65,4
200 60,2 54,1 61,2 57,5 36,3 64,3 58,0 55,7 58,5
124 57,6 52,8 50,7 47,2 22,5 52,7 47,2 51,0 55,5

74 41,9 41,3 39,4 36,0 13,4 50,4 39,8 49,1 42,0
44 33,0 32,6 31,0 28,8 8 31,0 37,7 29,5 40,6
26 24,6 31,2 20,9 26,0 4,7 28,7 18,2 18,6 17,7
20 18,9 26,6 17,6 23,0 3,6 10,4 10,8 11,0 12,7
12,4 10,8 19,2 15,2 11,2
7,4 7,5 12,4 10,8 10,0

TAULA VI.- Percentatges dinhibici6 del creixement en Selenastrum capricornutum
corresponents a les concentracions utilitzades per as suavintzants emulsionats i
microemulsionats (n,-n,: repeticions; cada n repeticio és la mitjana de 3 repliques).

a) DSDMAC
EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. n, n, n, n, Conc. n, n, n, n,
(mg/D) ) o) ) %) (mg/D ) ) ) )
37 97,3 100 95,0 97,2 34 90,1 90,5 90,2 88,3
22 89,1 90,1 85,5 86,7 2,1 64,7 60,7 63,8 59,5
13 63,1 73,7 71,7 78,2 1,3 43,0 38,0 45,0 40,1
10 59,9 62,4 64,2 61,8 0,75 194 18,7 15,3 19,8
6,2 29,6 223 30,6 28,1 0,44 10,2 134 9,3 12,2
3,7 13,3 16,8 19,9 13,3 0,34 6,4 3,3 43 59
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b) DSEMAMS

EMULSIO MICROEMULSIO

Conc. n n n n Conc. n n n n
ma| @ | @ | @ | @ [[mam]| @ | o | @ | @
370 89,6 86,5 85,0 87.8 38,2 97,1 93,1 100 96,5

220 73,2 83,9 774 70,6 23,7 89,8 86,6 88,4 85,8

130 69,5 62,4 59,7 69,4 14,1 59,7 65,1 66,5 70,5

100 60,4 52,5 55,5 55,3 8,4 30,2 25,1 23,2 28,0
62 38,9 40,5 35,0 33,0 5 10,5 9,0 10,3 11,4
37 26,3 27,0 25,6 25,9 3,8 5,2 4,0 6,0 3,5
22 25,3 19,3 20,1 20,4

13 10,3 15,3 14,0 14,9

10 6,7 3,3 6,2 4,3

c) DSCEEMAMS

EMULSIO MICROEMULSIO

Conc. n, n, n, n, Conc. n, n, n .,
ma/h| ) o) ) ) |[ (mg/D %) ) %) %)
940 100,0 100,0 100 98,7 40,8 85,2 87,2 89,7 90,1

583 84,9 89,2 87,6 86,3 25,3 80,6 77,1 80,7 83,8

348 78,2 73,4 81,2 77,5 15,1 54,4 40,3 50,6 40,5

207 74,9 71,3 76,6 76,3 9 41,8 38,0 39,9 36,0
122 69,4 69,5 70,3 66,9 5,3 30,0 26,2 29,1 26,9
94 67,2 64,6 68,2 60,3 4,1 27,0 21,6 23,6 22,1
58,3 54,1 49,1 44,7 54,8 2,5 12,6 14,7 12,9 14,2
34,8 38,0 48,7 38,5 49,9 1,5 4,6 7,2 3,4 5,0

20,7 29,9 36,2 25,1 38,9

12,2 21,7 20,0 22,6 16,1

9,4 12,3 10,1 11,7 12,8

d) DSAEMIMS

EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. n, n, n, n, Conc. n, n, n, n,
(mg/D) ) o) ) %) (mg/D ) ) ) )
500 100 99,3 100 100,1 34,1 96,6 97,4 94,1 100

310 87,2 88,0 90,2 86,3 21,1 85,9 89,3 89,0 88,8

185 85,0 86,3 88,2 78,3 12,6 65,4 67,8 70,9 68,2

110 66,4 73,4 63,6 71,1 7,5 57,8 59,2 60,2 64,9
65 56,6 60,5 57,3 59,4 4,4 16,7 29,2 18,9 28,9
50 53,7 51,7 53,4 55,2 3,4 10,2 11,6 16,5 14,1
31 52,5 49,6 40,8 44,7

18,5 36,5 30,8 39,7 34,7

11 15,7 20,9 15,7 15,8

6,5 12,7 13,7 14,9 11,6

5 4,0 7,0 3,9 5,7
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e) DAAIMS

EMULSIO MICROEMULSIO

Conc. n n n n Conc. n n n n
mam| | ® | ® | @ [[amam| o | B | » | ®%
740 95,9 97,4 94,1 100,1 36,3 88,2 86,5 90,1 86,8
440 88,0 75,0 80,4 85,1 22,5 84,2 82,0 87,8 85,4
260 70,5 73,3 71,4 75,3 13,4 55,4 63,5 61,4 59,1

200 69,2 63,3 69,4 60,3 8 50,1 49,5 46,4 51,2
124 60,5 61,2, 61,6 58,6 4,7 45,1 36,5 43,3 36,0
74 55,5 49,4 57,3 48,5 3,6 21,5 24,8 17,3 20,2
44 30,8 30,7 31,8 31,8 2,3 13,7 18,9 16,1 16,5
26 22,9 23,5 28,6 23,8 1,3 9,5 8,6 55 7,4
20 20,8 20,8 17,7 17,9

12,4 20,0 16,3 13,7 14,9

7,4 7,0 4,1 3,2 4,9

TOXICITAT AGUDA EN Daphnia magna

TAULA VII.- Percentatges dinhibicié de lamobilitat en Daphnia magna corresponents a
les concentracions utilitzades per als cinc suavitzants emulsionats i microemulsionats (n,
-n,: repeticions).

a) DSDMAC
EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. n n, n, n, Coc. n, n, n, n,
(mg/D (/M
51 100 100 100 100 1,3 85 90 80 85
3,9 100 100 95 95 0,99 50 55 50 60
3 95 90 85 90 0,75 45 45 45 40
23 75 80 75 70 0,58 35 30 40 20
1,8 70 70 65 65 0,44 15 15 15 10
14 50 50 50 55 0,34 0 5 0 5
1,1 30 35 25 30
0,85 15 15 10 15

b) DSEMAMS

EMULSIO MICROEMULSIO

Conc. n n, n, n, Coc. n n, n, n,
(@1°70) g/
85,1 100 100 100 100 18,3 100 95 95 95
66,7 100 95 100 95 14,1 80 85 80 80
50,6 90 90 90 85 11 70 70 70 65
39,1 75 80 75 75 8,4 25 30 25 30
29,9 60 65 50 55 6,5 15 15 15 15

23 30 25 40 30 5 10 10 10 10
18,4 20 15 20 25 3,8 0 5 0 0
14,3 10 10 15 10

11 5 5 5 0
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c) DSCEEMAMS

EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. n n, n, n, Coc. n n, n, n,
(mg/D g/

23 95 90 90 85 15,1 85 90 85 85
18,4 60 55 65 60 11,8 70 65 75 75
14,3 35 40 30 40 9 40 45 40 30

11 15 15 20 20 6,9 15 15 20 10
8,5 5 10 10 5 53 5 10 10 5
6,7 0 0 0 0 41 0 0 0 0

d) DSAEMIMS

EMULSIO MICROEMULSIO
Conc. n, n, n, n, Conc. n n n, n,
(mg/D (mg/D
85,1 100 100 95 100 10 85 90 85 90
66,7 90 90 90 90 75 80 80 80 75
50,6 80 85 80 85 5,8 50 45 40 45
39,1 45 55 40 45 4.4 20 20 25 15
29,9 25 30 25 30 34 15 15 10 15
23 10 10 15 10 2,7 5 10 5 10
2,1 0 5 0 0
1,6 0 0 0 0
e) DAAIMS
EMULSIO MICROEMULSIO
Coc. n n, n, n, Coc. n n, n, n,
(@1°70) g/
85,1 100 100 95 100 134 90 90 85 90
66,7 85 85 90 90 10,5 80 75 80 85
50,6 65 60 60 70 8 50 50 55 45
39,1 35 30 35 30 6,2 30 35 25 30
29,9 20 15 15 10 4,7 20 15 20 25
23 5 10 5 5 3,6 10 10 10 10
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