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Con questo Notiziario trimestrale Ulstituto di Ricerca sulle Acque del CNR intende dare un coniributo alle di-
vilgazione ed al trasferimento dei risultati di studi relativi all’'ammodernamento ed aggiornamenio dei mefodi uffi-
ciali di analisi degli inguinanti nelle acque, con riferimento allo sviluppo di nuove tecniche analitiche, alla determinazione
di nuovi indici, alle definizione ed ai rimedi per nuove interferenze. In tal senso il Notiziario si rivolee ai laboratori
di analisi e controllo pubblici e privati ed ai centri di ricerca specializzati nel settore dell’analisi delle acque ai quali
intende fornire un utile strumento di lavoro. Le metodologie che vengono proposte per la determinazione di ingui-
Ranti non potranne, in ogri caso, essere considerati ufficiali finché non verranno recepite nel Manuale IRSA «Meto-

di Analitici per le acques.

MNORME REDAZIOMNALI

1. Il Notiziario accoglie lavori originali, contributi e comunicazioni a carattere sperimentale e applicativo, reviews ¢ informazioni
su attivitd relative alle metodologie applicate all’analisi delle acque. Inoltre pubblica rubriche speciali dedicate a particolari argo-
menti di carattere ambientale ivi incluse normative nazionali e comunitarie. I lavori vengono sottoposti per ["approvazione al Comi-
tato di Redazione che provvedera a comunicare agli autori il proprio parere in merito,

2. I testi dei lavori debbono pervenire in originale, dattiloscritti con interlinea due e debbono essere corredati da: 1) il titolo del
lavoro; 2) i nomi completi degli Autori e dei rispettivi enti di appartenenza; 3) un breve riassunto (non pid di 10 righe) in italiano
¢ in inglese,

3. I materiale illustrative deve essere di oftima qualitd e consistere in originali disegnati con inchiostro di china su carta non milli-
metrata, oppure copie eliografiche o fotografiche, oppure fotografie in bianco e nero, possibilmente su carta opaca. Figure (Fig.)
e tabelle (Tab.) debbono avere la relativa didascalia, essere numerate progressivamente con numeri arabi e richiamate nel testo.
E preferibile non appesantire le figure con scritte esplicative, che trovano migliore collocazione nella didascalia a pié pagina con
numerarione di richiamo nella figura.

4., Lo Bibliografia sard riportata alla fine del testo e dovra essere ordinata alfabeticamente indicando, nel seguente ordine, il cogno-
me e le iniziali del mome di tutti ghi Autord, 'anno di pubblicazione, possibilmente il titolo dell’articolo, il titolo del periodico, il

numero del volume, la prima e ["ultima pagina del lavoro.
La Bibliografia dovrd essere citata nel testo indicando il cognome degli Autori e 1’anno di pubblicazione di cascun lavoro,

Per I"abbreviazione dei titoli dei periodici si prega di attenersi alle norme internazionali oppure si consighia di citarli per esteso.
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PROGRAMMA DI CALCOLO PER ELABORAZIONE DEI RISULTATI DI UN SAGGIO DI TOS-
SICITA MEDIANTE ANALISI DEI PROBITS

A. Puddu
Istituto di Ricerca sulle Acque CNR - ROMA

Riassunto

Vengono riportati due programmi di calcolo, scritti in Fortran ed eseguibili con Personal Computer,
per elaborare mediante ’analisi dei Probits I'LC1 e I'LCS50 da dati di mortalita ottenuti con saggi condotti
con animali e I'EC1 e ’EC50 da dati di crescita ottenuti con saggi algali.

Summary

Two computer programs, written in Fortran, to calculate LCI and LC50 from mortality data (animal
bioassays) or ECI and EC50 from growth data (algal bioassays) using Probit Analysis are reported.

L'obiettivo di un test di tossicita é quello di mettere in relazione la concentrazione di tossico con la
quantitd di effetto prodotto sugli organismi sottoposti al saggio. Cid, corrispondendo alla titolazione di
un principio bielogicamente attivo mediante la sua attivitd, non & altro che la ricerca della soglia di tolle-
ranza al tossico degli organismi sottoposti al saggio. Il risultato viene espresso come concentrazione di
tossico che produce un effetto negativo su una percentuale definita di organismi sottoposti al saggio nelle
condizioni sperimentali adottate, che possono differire sia per il tempo di esposizione che per il tipo di
effetto studiato (sopravvivenza, crescita, riproduzione, sviluppo, etc.), esprimendolo a seconda dei casi co-
me concentrazione letale (LC) e efficace (EC).

Nei saggi per valutare la tossicita acuta di una sostanza, di una miscela di sostanze o di un effluente
si adotta pitl frequentemente come punto finale I"EC50 (o LC50), cioé la concentrarzione di tossico (che
nel caso di un effluente corrispondera alla diluizione) che provoca I'effetto osservato sul 50% degli organi-
smi saggiati nel tempo determinato. Se invece si vogliono valutare effetti di tossicitd a livello cronico, sard
pit opportuno stimare 1"EC1 (o LC1) che, corrispondendo alla concentrazione che produce un effetto ne-
gativo sull’'1% della popolazione, rappresenta la concentrazione di soglia, intesa come concentrazione pil
bassa capace di produrre un effetto negativo relativamente ai parametri osservati.

Per ottenere |'esatto risultato ricercato é necessario elaborare i risultati sperimentali del saggio che
se opportunamente condotto fornird una serie di percentuali di effetto in corrispondenza delle diverse
concentrazioni testate.

Tra i diversi metodi statistici proposti trova ampia diffusione I’analisi dei probits (Lison 1961, Finney
1971) che, operando su valori percentuali di sopravvivenza & in grado di fornire la stima della concen-



trazione di tossico che produce un effetto su una determinata percentuale di organismi, unitamente all’in-
tervallo di confidenza di tale stima. I probits (probability units) sono valori trasformati delle percentuali
di sopravvivenza con il valore centrale di 5 corrispondente ad una sopravvivenza del 50% e valori maggiori
o minori di 5 a seconda che la percentuale sia superiore o inferiore a tale valore. [I calcolo viene effettnato
dopo averne normalizzato la distribuzione attraverso la trasformazione in logaritmo delle concentrazioni
di tossico saggiate.

Per elaborare le percentuali di sopravvivenza volute (1%, 50% od altre) a partire da quelle misurate
sperimentalmente non & possibile effettuare la semplice analisi della regressione lineare perché i valori spe-
rimentali non hanno tutti la stessa varianza, che invece dipende dal valore della percentuale, con il massi-
mo quando la percentuale & del 50% e valori sempre pii bassi all’avvicinarsi dei valori estremi pari a 0%
e 100%. E necessario percid attribuire ad ogni percentuale trasformata in probit un appropriato peso che
& uguale al reciproco della sua varianza e che non pud essere calcolato direttamente dai valori osservati
ma attraverso un processo iterativo per approssimazioni successive, :

Questa operazione & nella pratica estremamente complessa e laboriosa se effettuata manualmente.
Sono stati percid proposti nel passato metodi semplificati, basati su approssimazioni grafiche o su proce-
dimenti di calcolo pin rapidi che utilizzano tabelle ¢ nomogrammi (Litchfield e Wilcoxon, 1949; Marchet-
ti, 1979) la cui esecuzione é comunque relativamente laboriosa, con una precisione di risposta in alcuni
casi dipendente dall’abilita dell’operatore.

L'attuale diffusione degli elaboratori, del tipo Personal Computers, permette invece l"esecuzione inte-
grale dell’analisi dei probits in modo rapido ed esatto e soprattutto standardizzabile mediante 1'impiego
di uno stesso programma di calcolo da parte di tutti gli utenti.

Si & proceduto pertanto alla stesura in linguaggio RM/Fortran di due programmi, denominati PROB-
FIS e PROBALG, che permettono, partendo dai risultati di un saggio di tossicitd, di stimare rispettiva-
mente LC ed EC ai livelli di effetto 1% e 50%, unitamente ai limiti di confidenza al 95% di probabilita
asgociati alle stime. :

PROBFIS & dedicato all’elaborazione di dati di mortalit ottenuti da un saggio condotto con animali,
crostacei o pesci ad esempio, mentre PROBALG ¢ applicato all’elaborazione dei risultati di saggi di cresci-
ta legale.

Ambedue i programmi sono stati ottenuti traducendo e modificando le versioni proposte da Horning
e Weber, 1985, originariamente scritte in Fortran Plus IV e che prevedevano la stima delle sole LCl ed EC1.

Moduli eseguibili dei programmi, che possono funzionare su qualsiasi macchina operante in ambien-
te MS-DOS versione 3.0 o successiva, possono essere direttamente richiesti all'Istituto di Ricerca Sulle Ac-
que, specificando il tipo di supporto magnetico necessario (dischetti da 5,25 o 3,5 pollici).

Nel seguito, oltre ad illustrare il tipo di input richiesto dai programmi e un esempio dei risultati, ne
vengono riportati integralmente i listati.

I programmi prevedono I'introduzione dei dati sia da tastiera che mediante un file dati che deve essere
costruito in precedenza e di cui si fornisce un esempio nel seguito.

I risultati possono essere visualizzati su video, inviati ad una stampante o memorizzati in un file il
cui nome, richiesto durante 1'esecuzione del programma, non dovra corrispondere a guello di un altro file
gia esistente.
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PROBFIS

Permette di stimare la concentrazione letale (LC1 e LC50) nei tests di tossicitd condotti con crostacei

O pesci.

I dati richiesti dal programma sono, nell’ordine:
— numero di concentrazioni testate;
— numero di organismi morti nel controllo;
— numero di organismi nel controllo;

€ per ogni concentrazione:

— valore della concentrazione;
— numero di organismi morti;
— numero di organismi trattati.

Per I'inserimento dei dati mediante file questo deve essere predisposto come nell’esempio che segue:

5

0

0.12
0.16
0.20
0.40
0.50

=T B = |

numero di concentrazioni
morti e n. trattati per il controllo;
10 concentrazione, morti ¢ n. trattati per le successive concentrazioni.
10 -
10
10
10
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Esempio dei risultati dell’analisi dei Probit effettuata con i dati ottenuti in un saggio di tossicita con
Daphnia magna:

COMNCENTRAZIONE LOG({CONC) MNTRATTATI MN. MORTI
osservati attesi
0.12 —0.9208 10. 0. 0.72
0.l6 —0.7959 10. L. 1.73
0.20 —0.6990 10. 4. 295
0.40 —0.3979 10. A 7.64
0.50 —0.3010 10, 9, B.69
Controllo 10. 0. 0.00
PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y = a + bX:
{Y = probits ponderati; X = log(conc) ponderati)
Intercetta (a) = 7.5871
Pendenza (b) = 4.6320 es = (L9578
Media delle X = —0.6051
Media delle ¥ = 4,7842
CHI guadro = 1.6409
ALTRI PARAMETRI STATISTICL:
Numero di punti = 5
Gradi di liberta = 3
Mortalitd naturale = 0.0000 es = 0.0001
MNumero di cicli = 1
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (25%0)
Inferiore " superiore
LC1 0.869 0.0406 0.1234
LC50 0.2764 0.2240 0.3557

NOTA:
Se LC ¢ al di fuori del range di conc. analizzate, il valore deve essere preso con estrema cautela trattandosi di un valore
stimato per estrapolazione. La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza. Se ¢ necessaria altra assistenza, rivol-

gersi ad un esperto di statistica.



Listato del programma "Probfis”, scritto in RM/Fortran, per I'analisi dei Probits in saggi di
tossicita con animali.

PROGRAM PROBFIS

CHARACTER"12 NAME1,NAME2

CHARACTER"4 LC{2)

IMPLICIT REAL"B (A-H,0-2)

DIMENSION FMT(13),5G(20), SAVER(20),SAVEN(20),VEC{13)
DIMENSION EXPY(20),A998(20),A999(20),X 14{20), TOS(18)
DIMENSION BIGP(20),CHISO(18), 0BSY(20), ENP(20)
DIMENSION X(20),EN(20),R(20).SMALP({20)

COMMON OBSY X A BNEW BIGC N ILOG

DIMENSION OP(1),0¥(2)

DATA OP,0Y/0.01,2 6737,5./

DATA LC/LC1 *,'LCSOY

DATA TOS5,CHISQ/12.706,4.303,3.182,2.776,2.571,

* 2.447,2.365,2.306,2.262,2.228,2.201,2.179,2.160,

* 2.145,2.131,2.120,2.110,2 101,3.841,5.991,7.815,
*9.488,11.07,12.592,14.067,15.507,16.919,18.307,

* 19.675,21.026,22 362,23 685,24.996 26 296,27.587,

* 28 869/
MIN=5
Iﬂ;;ml_lh_l‘T‘.' ANALISI DEI PROBIT USATA PER CALCOLARE LA LC
PRINT NUMERO MASSIMO DI PUNTI = 20
PRINT"," "
PRINT",' A.Puddu, lstitulo di Ricerca Sulle Acgque - CNR'
PRINT, Via Rena 1 - 00158 Roma, Tel. 06/B841451"
PRINT" Marzo 1989
PRINT* " *
128 WRITE(",130)

130 FORMAT(" Inserimento dei dati da TASTIERA (1) o da FILE (2) ?/
+'(batiere 1, 2 oppure CTAL+C per abbandanara) /¥,
+15X, === ]
READ(* *)L1
IF(L1.EQ.1)GO TO 140
WRITE(®,132)
132 FORMAT(' Inserisci il nome (NAME1) del file di dati di ingresso’,
+Hf 15K, ===s 9
READ{*,133)NAME1
133 FORMAT{A12)
OPEN(13 FILE=NAME1,STATUS='0LD")
140 WRITE(",134)
134 FORMAT(" Risultati su SCHERMO (1), STAMPANTE (2) ',
+'oppure FILE (8) 7"/, 15X, s == )
READ{".")L2
|F[L2*2]135.1m,13?
135 OPEN(16,FILE="CON')
GO TO 145
136 OPEN(16,FILE="PRN’)
GO TO 145
137 WRITE(", 138)
138 FORMAT(" Inserisci il nome (NAMEZ2) del file per | risultati,
15K '==== 1
READ(",133)NAME2
OPEN(16 FILE=NAME2 STATUS="NEW)
145 IF(L1-2)150,160,100
150 WRITE(".2)
2 FORMAT(/, NUMERO DI CONCENTRAZIONI (escluso il confrolio) =) -
READ(".")N
1 WRITE(" 4)
4 FORMAT(' NUMERC MORTI NEL CONTROLLO = ')
READ({","JDEAD
WRITE(",5)
5 FORMAT(' NUMERO ORGANISMI NEL CONTROLLO =)
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200 ILOG=1
GO TO 280

230 DO 250 J=1,N
EN(J)=SAVEN(J)
RiJ)=SAVER(J)

250 X(J)=DLOG10{X(J))
IND=2
ILOG=2

260 ICYCL=-1
B=0.D0
K=N-2
IF{CNTRL)280,280,270

270 SMALC=DEAD/CNTRL
BIGC=SMALC+0.00000010D0
GO TO 280

280 SMALC=(-1.D0)
BIGC=0.D0

290 GO TO (300,320) ILOG

300 PRINT*,""
PRINT* === INIZIA A INSERIRE | DATI DALLA CONC. INFERIORE'
PRINT**
DO 310 J=1 N
WRITE(" 311)

311 FORMAT(' CONCENTRAZIONE =)
READ(","}X[J)
X14()=X{(J)
WRITE(*,213)

313 FORMAT(" NUMERO MORTI = 1)
READ(*,")R(J)
WRITE(* 316)

316 FORMAT([' NUMERO TRATTATI ="
READ (*,*)EN(J)
PRINT**
SAVEN(J)=EN(J)
SAVER{J)=R(J)

310 CONTINUE
IF{({CNTRL.LE 0).OR{ICYCL.GE.0})GO TO 320
ANUM=0.0D0
DENOM=0.0D0
DO 315 I=1,N
IF{R{IVEN(I).GE .2 DO"SMALC)GO TO 315
ANUM=ANUM=R(l)
DENOM=DENOM+EN(1)

315 CONTINUE
IF{DENOM EQ.0)GO TO 320
BIGC={ANUM+DEAD)(DENOM-CNTRL)

320 IF(IND.LT.1)GO TO 230
GO TO 333

160 READ(13,")N
READ(13,")DEAD.CNTRL
IND=0

201 ILOG=1
G0 TO 281

231 DO 251 J=1,N
EN(J)=SAVEN(J)
R{J)=SAVER(J)

251 X{J}=DLOG10{X{J))
IND=2
ILOG=2

261 ICYCL=-1
B=0.00
K=N-2
IF{CNTRL)281,281,271

271 SMALC=DEAD/CNTRL
BIGC=SMALC+0.0000001 D0
GO TO 291

281 SMALC=(-1.D0)
BIGC=0.D0

291 GO TO (301,303) ILOG ’

301 DO 302 J=1,N
READ(13,")X(J),R{J),EN({J)
X14()=X(J)



SAVEN(J)=EN{J)
SAVER(J)=R{J)

302 CONTINUE
IF{{CNTRL.LE 0). OR (ICYCL GE.0))GO TO 303
ANUM=0.0D0
DENOM=0.0D0
DO 304 I=1,N
IF{A{IVEMN(I).GE.2.DO"SMALC)G0 TO 304
ANUM=ANUM+R(l)
DENOM=DENOM-+EN(I)

304 CONTINUE
IF{DEMOM.EQ.0)GO TO 303
BIGC=(ANUM+DEAD)(DENOM+CNTHL)

303 IF(IND.LT_1)GO TO 231
GO TO 333

333 DO 400 I=1,N
SMALP(I)={R{I)/EN(I}-BIGC)/{1.00-BIGC}

& FORMAT{13)
IF{ICYCL)350,380,390

350 IF{SMALP{1).LE.0.DO)GO TO 330
IF{SMALP{I).GE.1.D0)GO TO 340
GO TO 380

330 SMALP({[}=0.0001D0
GO TO 380

340 SMALP(l)= 269900

380 OBSY(l)=PROBIT{SMALP{I))

GO TO 400

390 OBSY(1)=EXPY{l)

400 CONTINUE
SWN=0.D0
SWNX=0.D0
SWNY=0.D0
SWNXX=0D0
SWNXY=0.D0
SWNYY=0.D0
SWNT=0.D00
SWHNXT=0.00
SWNTT=0.00
SWNTY=0.D0
DO 470 I=1,N
ED=0BSY{|}-5.00
IF{DABS(ED)-18.D0) 401,401,402

401 Z=.39809422040143300°DEXP(-(ED"ED" 500))
GO TO 403

402 Z=. 10-15

403 IF {ICYCL) 410,420,420

410 BIGP {I)=SMALP(l)

GO TO 440

420 AH=DABS{ED*DSQRT(.5D0))
IF(AH LT.30.D0) GO TO 430
Al=5D0
GO TO 431

430 Al={(0.0000430638D0* AH+0.0002765672D0)"AH+0.000152014300)"AH+0.008
+2705272D0 : =
Al= 500 5D0/({(AI"AH+ 042282012300)"AH+ 0705230784D0)" AH+1.D0)""1

+5

431 BIGP({l)=5D0+DSIGN{AILED)

440 EXPY()=OBSY{l)+({SMALP{|}-BIGP({I)¥Z
WNP=EN(IWBIGP(l)+BIGC/(1.D0-BIGC))
TP={1.DO-BIGP(1))
IF{{BIGP(1).LT.1.D0).AND (DABS(ED).LE.13.D0)) GO TO 441
WiN=0.00
GO TO 442

441 WN=WNP*Z*ZTP

442 EX=X(l) -

EXWN=EX"WN
PRET=EXPY(l)

SWN = SWN + WN
YWHN=PRET"WN z
SWNYY=SWNYY+PRETYW
SWNX=SWNX+EXWN
SWNY=SWNY+YWN



SWNXX=SWNXX+EX EXWN
SWNXY=SWNXY+EX"YWN
IF {ICYCL) 470,450 450

450 IF{SMALC)470,460 460

460 CONTINUE
TWN=WNP*Z
SWNT=SWNT+TWN
SWNXT=SWNXT+EX'TWN
SWNTT=SWNTT+WNP"TP
SWNTY=SWNTY+TWN*PRBT

470 CONTINUE
IF(SWN.EQ.0.D0) GO TO 520
AVGX=SWNXSWN
AVEY-SWNYSWN
AVGT=SWNT/SWN
SWNXX=SWNXX-SWNX"AVGY
SWNXY=SWNXY-SWNX AVGY
SWNYY=SWNYY-SWNY AVGY
IF({(SWNXX.EQ.0).0R.(SWNXY.EQ.0)) GO TO 520
BNEW=SWNXY/SWNXX
BB=BNEW
A=AVGY-BNEW AVGX
IF{SMALC) 471,472,472

471 REGSS=BNEW'SWNXY
C11=1.DO/SWNXX
C12=0.D0
C22=0.D0

472 IF (ICYCL) 480,500,500

480 DO 480 |=1,N

490 EXPY(I)=A+BNEW"X(!)
B=BNEW
ICYCL=ICYCL+1
GO TO 320

500 IF(SMALC) 520,510,510

510 SWNXT=SWNXT-SWNX*AVGT
CNST=SMALC-BIGC
SWNTY=SWNTY-SWNT AVGY+{{CNST/BIGC)*CNTRL)
SWNTT=SWNTT-SWNT*AVGT+(1.D0-BIGC)BIGC*CNTRL
SWNYY=SWNYY+CNTRL'CNST/BIGC*CNST/1.D0-BIGC)
£11=1.DO{SWNXX-SWNXT/SWNTT SWNXT)
C12=1.DO/SWNXT-SWNTT/SWNXT"SWNXX)
C22-1.DOASWNTT-SWNXT/SWNXX'SWNXT)
BNEW=C11"SWNXY+C12*SWNTY

512 DOOMC=C12"SWNXY+C22 SWNTY
A=AVGY-BNEW AVGX-DOOMC*AVGT
BIGC=BIGC+DOOMG*(1.D0-BIGC)
REGSS=BNEW'SWNXY+DOOMC 'SWNTY

520 DO 530 I=1,N

530 EXPY(l}=A+BNEW"X{l)
ICYCL=ICYCL+1
TEST=-BNEW-B
XSO-SWNYY-REGSS
IF(TEST)540,550,550

540 TEST=-TEST

550 IF{ICYCL-100)560,580,580

560 IF(SMALC)561,565,565

561 IF(TEST.LE.00001D0) GO TO 610
GO TO 570

565 IF({TEST.LE..01D0).0R.(DABS(ENEW-BB).LT..005D0)) GO TO 610

570 B=BNEW
GO TO 320

580 TEST-BNEW-B

590 WRITE(16,600)TEST

600 FORMAT({'SONO STATI COMPLETATI 100 CICLIL. B(100) - B(99) = "F14.7)

810 L=0
IF{K.EQ.0) GO TO 820
IF(XSQ.GE CHISQ(K)) GO TO 650
U=1.96

845 GO TO 820

650 WRITE(16,660)XSQ
U=TOS(K)

660 FORMAT (' STIMA DI CHI QUADRQ OTTENUTA PER SOTTRAZIONE =" F10.5/)
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670 DO 680 |=1,N

680 ENP{1)=EN(I)"(BIGP(l)"(1.D0-BIGC)+BIGC)

820 FK=K
IF(K.EQ.0) GO TO 850
HET=XSQ/FK
FEXP=TOS{K)'TOS5(K)
FCAL=REGSS/HET
IF(FCAL-FEXP)830 830,850

830 WRITE(16,840)

840 FORMAT('REGRESSIONE NON SIGNIFICATIVA' /)

850 G=U*U"C11/BNEW/BNEW
DO 920 J=1.N
EXPY{J)=BIGP{J)"(1.D0-BIGC}+BIGC
ENP{J}=SAVEN({J)"EXPY(J)
OBSY(J)=(SAVER(JVSAVEN{J}-BIGC)/(1.D0-BIGC)
IF{OBSY(J).LE.0.DO) GO TO 860
IF(OBSY(J).GE.1.00) GO TO 870
OBSY(J)=PROBIT(OBSY(J))
GO TO 820

B80 OBSY(J)=1.D0
GO TO 820

870 OBSY(J)=8.D0

820 BIGP(J)=SAVER(J)-ENP{J)
WRITE(16,933)

833 FORMAT(/,70('="),))
IF(ILOG.EQ.2)WRITE(16,930)(X 14(J), X{J), SAVEN(J),
+SAVER(J),ENP(J),J=1N)

830 FORMAT(5X, CONCENTRAZIONE' 3%, 'LOG{CONG) 4X.'N. TRATTATI, 10X,
+'N.MORTI' / 49X 'osservati’ 4X,"attesi' /.
+(BX F6.2, 7% FB 47X F6.0,8X F6.0,3X F8.2))
SEB=DSQAT(C11)
SEC=(1.D0-BIGC)"DSQRT(C22)
IF{SMALC.LT.0.D0)GO TO 940
TEST=CNTRL"BIGC
B=DEAD-TEST
WRITE(16 935)CNTRL,DEAD, TEST

835 FORMAT(/, 17X, Controllo’, 10X, F6.0,8X F6.0,3X FB.2)
WRITE(16,833)
WRITE(186,1020)

1020 FORMAT(6X,'PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX '/}
WRITE(186,1025) .

1025 FORMAT{BX, 'Y= probits ponderati; X= log(conc) ponderati)’./)
WRITE(16,1080)A

1080 FORMAT(EX,’ intercetta (a) = F12.4)
WRITE(18,1070)BNEW, SEB )

1070 FORMAT(EX,' Pandenza (b) = F12.4 3X 'es = "F6.4)
WRITE(16,1040)AVGX

1040 FORMAT(BX, Media delle X =" F12.4)
WRITE( 16, 1030)AVGY

1030 FORMAT(BX,' Media delle Y =' F12.4)
WRITE(16,1080)XS0

1090 FORMAT(BX,' CHI quadro =' F12.4/)
IF(XSQ.GE CHISQ{K))WRITE( 16, 1095)

1095 FORMAT(/, CHI guadro significativo. |l fattore di eterogene’,
+d' /" non & utilizzato. Usare molta cautela™./)

WRITE(16,950)

950 FORMAT(/,6X.'ALTRI PARAMETRI STATISTICI /)
WRITE(16,970)N

970 FORMAT(EX,  Numero di punti = *,I6)
WRITE(16,980)K

980 FORMAT(EX,  Gradi di liberta = ',I6)
WRITE(16,1060)BIGC, SEC

1060 FORMAT(6X,” Mortalita naturale ='F12.4,3X,'es = 'F6.4)
WRITE(16,1010)ICYCL

1010 FORMAT(6X.”  Numero di cich = *16.//)

840 IF(L.GT 0)WRITE(16.945)

945 FORMAT(/, 48X, " =atteso <5' /49X, =atteso >N-5)
WRITE(16,933)

1105 WRITE(16,1100)

1100 FORMAT(5X, END POINT 6X, CONCENTRAZIONE', 12X,
+LIMITI FIDUCIALI (85%)')
WRITE(16,987)
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987 FORMAT(42X,inferiore superiona’ /)
M=0

1108 M=M+1
ONE=G/H1.D0-G)

THREE=U/{BNEW"(1.D0-G))

FIVE=G"(1.DO/SWN +AVGTAVGT (C22-C127C12/C11))
EM=({OY(M)-AYENEW

IF(THREE.LE.0.DO) GO TO 1150

1110 EMLSX=EM-AVGX
TWO=EMLSX-AVGT C12/C11
FOUR=1.DO/SWN+AVGT*AVGT*C22-2 DO"EMLSX"AVGT*C12+EMLSX EMLSX"C11
PART2=EM+ONE"TWO
PART3=THREE*DSQRT(FOUR-FIVE)

XLL=PART2-PART3
XUL=-PART2+PART3
GO TO (1130,1120),ILOG

1120 EM=DEXP(2.30258500"EM)
XLL=DEXP(2.202585D0"XLL}
XUL=DEXP(2.302585D0"XUL)

1130 IF(EM.GT.X 14(N)JAS99(J)=0P(1)* 100
IF(EM.LT.X14{1))A998(J)=0P(1)* 100
WRITE{16,1140)LC{M),EM XLL XUL

1140 FORMAT(7X A4, 2%, F16.4,12X F8.4,9X F8.4)
IF(M.EQ.1)G0O TO 1108
GO TO 1190

1150 GO TO (1170,1160) ILOG

1160 EM=DEXP(2.302585D0"EM)

1170 WRITE(16,1180) LC{M),OP(1)"100. EM

1180 FORMAT(TX.A4,2X,F30,F1648X'NON CALCOLABILE)
IF{M.EQ.1)GO TO 1108

1190 WRITE(16,933)

WRITE(16,1192)

1192 FORMAT(//'NOTA: Se LC & al di fuori del range di conc. ',

+'analizzate,’/, 1l valore deve essere preso con estrema cautela’,
+ trattandosi’ /. 'di un valore stimato per estrapolazicna.’/,

+'La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.”)
WRITE(16,1183)

1193 FORMAT('Se & necessaria altra assistenza, rivolgersi’,

+ ad un esperto’ /,'di statistica.’)
CLOSE(13,STATUS="KEEP")

9999 STOP

END )

REAL FUNCTION PROBIT{PROP)

IMPLICIT REAL'S (A-H,O-Z)

TEMP=DMIN1{PROP,1.-PROP)

TEMP=SQRT(-2 *"DLOG(TEMP))

TEMP=TE MP—I_Z.EI&E1T+TEMF‘{D.BL‘IEESS+TEMP'D.D‘IMEE]}I'
+{1.+TEMP*(1 432788+ TEMP*(0.180269+ TEMP"0.001308)))
PROBIT=5.+SIGN(TEMP (PROP-0.5))

RETURN

END
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PROBALG

Permette di stimare |'effetto di inibizione della crescita (EC1 o EC50) in saggi algali.
I dati richiesti dal programma sono, nell’ordine:

— numero di concentrazioni testate;

— numero di repliche per il controllo, che sard uguale a quello delle concentrazioni;

— numero di cellule per le successive repliche del controllo;

e, per ogni concentrazione:

— valore della concentrazione;
— numero di cellule per ogni replica.

Per I'inserimento dei dati mediante file deve essere preparato un file che in ogni record contenga un’u-
nica informazione del tipo richiesto, in successione, Es:

5 numero di concentrazioni

3 numero di repliche

1209 conte per il controllo

1180

1340

5 prima concentrazione

1212 conte per la prima concentrazione
1186

1204

10 seconda concentrazione

826 conte per la seconda concentrazione
628

816

e di seguito.
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Esempio dei risultati dell’analisi dei Probit effettuata con i dati ottenuti in un saggio di tossicita condotto
osservando gli effetti del tossico sulla crescita algale:

CONCENTRAZIONE MEDIA DI 3 CONTE %% EFFETTO
Controllo 1243.00 —
5.00 1200.67 341
10.00 756.67 39.13
20.00 440.67 64.55
40.00 140.33 88.71
80.00 44.43 96.43

PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y = a + bX:

(Y = probits ponderati; X = log(conc) ponderati)

Intercetta (a) = 1.6650

Pendenza (b) = 2.8363 es = 0.2100
Media delle X = 1.2082
Media delle Y = 5.0917

CHI guadro = B8.1895

ALTRI PARAMETRI STATISTICI:

Numero di punti = 5
Gradi di liberta = 3
Numero di cicli = 9
END POINT CONCENTRAZIONE LIMITI FIDUCIALI (95%)
Inferiore superiore
EC1 2.2681 1.1959 3.4151
EC50 14.9914 12.3526 18.0354

NOTA:
Se LC ¢ al di fuori del campo di conc. analizzate, il valore deve essere preso con esirema cautela trattandosi

di un valore stimato per estrapolazione. La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza. Se & necessaria
altra assistenza, rivolgersi ad un esperto di statistica.
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Listato del pr rarnma "Probalg”, scritto in RM/Fortran, per I'analisi dei Probits in saggi
di crescita algale

PROGRAM PROBALG
CHARACTER"12 NAME1 NAME2
CHARACTER"4 EC{2)
IMPLICIT REAL"8 (A-H,0-Z)
DIMENSION FMT (13).SAVER(20),SAVEN(20),VEC{13)
DIMENSION EXPY(20), AS98( 20),A999(20), X 14(20), TOS(18)
DIMENSION BIGP([20),CHISO(18),0BSY|(20),ENP(20)
DIMENSION X(20),R7(20),R{20), SMALP{20),0¥(2)
DIMENSION SG(20),R1(20),R2({20),P5(20),CONCNT(20)
COMMON OBSY X A BNEW BIGC N,ILOG
DATA OYi2 67375/
DATA EC/EC1 " ECS0Y
DATA TOS,CHISQ/12.706,4.303,3.1822776.2 571,
+2.447 2.365,2 306,2.262,2.228,2.201,2.179,2.160,
+2.145,2.131,2.120,2.110,2 101,3.841 5.901,7.815,
+9.488,11.07,12.592,14 067 ,15.507,16.919,18.307,
+19.675,21.026,22.362,23.685 24 096 26.296 27 587,
+28.869/
MiN=5
CNT=0
ANUM=0
103:??_?,'AMUSI DEI PROBIT USATA PER CALCOLARE EC (TEST ALGALIY
INT*
PRINT®"  A.Puddu, Istitulo di Ricerca Sulle Acgque - CNR'
PRINT* Via Reno 1 - 00188 Roma, Tel. 06/8841451"
PRINT*" Marzo 1989°
PRINT*,"
128 WRITE(*,130)
130 FORMAT(' Inserimento dei dati da TASTIERA (1) o da FILE (2) 7/
+(battere 1, 2 oppure CTRL+C per abbandonare)'.//,
+15.‘I! ST '}
READ(*,")L1
IF{L1.EQ.1)GO TO 140
WRITE(*,132)
132 FORMAT( lnsansv;l il nome (NAME 1) del file di dati di ingresso’,
15K ‘===
Dr 133)NAME
133 FORMAT(A12)
OPEN(13,FILE=NAME1 STATUS="0LD")
140 WRITE(*,134)
134 FORMAT(’ Risultati su SCHERMO (1), STAMPANTE (2) ",
+'oppure FILE (3) 7" /15X, '===> )
READ(*,")L2
IF(L2-2)135,136,137
135 OPEN(16,FILE='"CON")
GO TO 145
136 OPEN(16,FILE="PRN
GO TO 145
137 WRITE(*.138)
128 FORMAT(" Inserisci il nome (NAME2) del file per | risultati’,
HI 5K '==m> )
FIEAD[ 133)NAMEZ
OPEN(16,FILE=NAME2 STATUS="NEW)
145 IF(L1-2)150,160,100
150 WRITE(*,2)
2 FORMAT(/ NUMERO DI CONCENTRAZIONI {escluso il controllo) = ")
READ({*."} N
WRITE(".5)
5 FORMAT(' NUMERO DI REPLICHE =)
READ(*") K1
WRITE(*, 1)K1
1 FORMAT (" INSERIRE LE"13," CONTE PER IL CONTROLLO.' /)
DO 10 J=1.K1
WRITE(* 501)
501 FORMAT(' N. CELLULE CDNTHGLLEI N
READ(*,*) CONCNT{J)
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CNT=CNT+CONCNT(J}

10 CONTINUE
CNT=CNT/K1
IND=0

200 ILOG=1
GO TO 260

230 IND=2
ILOG=2

260 ICYCL=-1
B=0
K=N-2
SMALC=0
BIGC=.001
GO TO(300,320)ILOG

300 PRINT®' === INIZIA A INSERIRE | DATI DALLA CONC. INFERICRE'
DO 310 J=1 N
WRITE(*,311)

311 FORMAT( CONCENTRAZIONE =)
READ(™ "1%({J)
X14{)=X(J)
X(J)=LOG10(X(J))
WRITE(* 314)K1,X14(J)

314 FORMAT(" INSERISCI LE"13,” CONTE PER LA CONCENTRAZIONE " F7.2)
DO 313 K=1,K1
WRITE(",318)

316 FORMAT(' NUMERC CELLULE ="
READ(* ")R7(K)
R1{=R1{J)+R7(K)

313 CONTINUE
R1{(=R1{JyK1
R2{Jj=R1{J)

310 CONTINUE
DO 231 I=1,N
PS{)=R1{IVCNT
R1{l)=1-P5(l)
Ril)=R1(1)
SAVER(I)=R{l)
ANUM=ANLIM+R(l)
DENOMs=(N+1)"100.
SAVEN(l)=N

231 CONTINUE
CNTRL=100.
BIGC=ANUMDENOM

320 IKIND LT 1)GO TO 230
GO TO 333

160 READ(13,") N
READ{13,") K1,

DO 170 J=1,K1
READ(13,*) CONCNT({J)
CNT=CNT+CONCNT(J)

170 CONTINUE
CNT=CNT/K1
IND=0

180 ILOG =1
GO TO 195

190 IND=2
ILOG = 2

195 ICYCL=-1
B=0
K=N-2
SMALC=0
BIGC =001
GO TO{ 197,250),ILOG

197 DO 205 J=1,N
READ{13,*1%(J)
X14{dy=X(J)
R{J)=LOGI0(X(0))

DO 213 K=1,K1
READ{13,"R7{K)
R1{J)=R1{J)+R7(K)

213 CONTINUE

R1(J)=R1(JyK1
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R2(J)=R1(J)

205 CONTINUE
DO 240 I=1,N
PS{)=R1{IVCNT
R1{l)=1-P5(1)

R{l)=R1{l)
SAVER(l)=R(1)
ANUM=ANUM-=R(1)
DENOM=(N+1)*100.
SAVEN(l)=N

240 CONTINUE
CNTRL=100.

BIGC=ANUM/DENOM

250 IF{IND.LT.1)GO TO 190
GO TO 333

333 DO 400 I=1,N
SMALP()=R1(l)

IF(ICYCL)350,390,390

350 IF(SMALP{I).LE.0.) GO TO 330
IF(SMALP(1).GE.1.) GO TO 340
GO TO 380

330 SMALP({l)=.0001
GO TO 380

340 SMALP(1)=.9999

380 OBSY(1)=PROBIT(SMALP(I))

GO TO 400

390 OBSY(1)=EXPY(l)

400 CONTINUE
SWN=0.

SWNX=0.
SWNY=0.
SWNXX=0.
SWNXY=0.
SWNYY=0.
SWNT=0,
SWNXT=0.
SWNTT=0,
SWNTY=0.
DO 470 I=1,N
ED=0BSY(l}-5.
IF(ABS(ED)-18.) 401,401,402

401 2= 39894220401433'EXP(-(ED"ED" 5))
GO TO 403

402 Z=1D-15

403 IF (ICYCL) 410,420,420

410 BIGP (I)=SMALP(1)

GO TO 440

420 AH=ABS(ED*SQRT(5))
IF(AH.LT.30.) GO TO 430
Al=5
GO TO 431

430 Al=((0.0000430638° AH+0.0002765672) AH+0,0001520143)"AH+0.009
+2705272
Al=_5- 5/{(Al"AH+ D422820123)" AH+ 0705230784) AH+1.)"" 16

431 BIGP(1)=.5D0+SIGN{AI,ED)

440 EXPY(I)=OBSY(l)+(SMALP(1)-BIGP(I))Z
WNP=100./(BIGP(l)+BIGC/(1.-BIGC))
TP={1.-BIGP(I})
m%mpm.u.1.1.mu.:msqﬁn:-.|.e.1a_n GO TO 441

GO TO 442

441 WN=WNP*Z*ZTP

442 EX=X(I)
EXWN=EX"WN
PRBT=EXPY{l)
SWN = SWN + WN
YWN=PRBT"WN
SWNYY=SWNYY+PRBT"YWN
SWNX=SWNX+EXWN
SWNY=SWNY+YWN 1
SWNXX=SWNXX+EX"EXWN
SWNXY=SWNXY+EX"YWN
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IF (ICYCL) 470,450,450
450 IF(SMALC)4 70,460 460
450 CONTINUE
TWN=WNP*Z
SWNT=SWNT+TWN
SWHNXT=SWNXT+EX'TWN
SWNTT=SWHNTT+WNP'TP
SWNTY=SWNTY+TWN*'PRET
470 CONTINUE
IF{(SWN.EQ.0.) GO TO 520
AVGX=SWNX/SWN
AVGY=SWNY/'SWN
AVGT-SWNT/SWN
SWNX K =SWHNXX-SWNX"AVGX
SWNXY=SWNXY-SWNX"AVGY
SWNYY=SWNYY-SWNY AVGY
IF{{SWNXX ECL.0).OR.(SWNXY EQ.0)) GO TO 520
BHNEW=SWNXY/SWNXX
BB=BNEW
A=AVGY-BNEW"AVGX
IF(SMALC) 471,472,472
471 REGSS=BNEW"'SWNXY
C11=1/SWHNXX
C12=0.
G22=0.
472 IF (ICYGL) 480,500,500
480 DO 490 |=1 N
EXPY(I)=A+BNEW*X(I)
480 CONTINUE
B=BMNEW
ICYCL=ICYCL+1
GO TO 320
500 IF(SMALC) 520,510,510
510 SWNXT=SWHNXT-SWHNX"AVGT
CNST=SMALC-BIGC
SWHNTY=SWNTY-SWNT*AVGY+{({CNST/BIGC)"CNTAL)
SWNTT=SWNTT-SWNT*AVGT+(1.-BIGCYBIGC CNTRL
SWNYY=SWNYY+CNTRL*'CNST/BIGC CNST/1.-BIGC)
~ CH=1ASWNXK-SWNXT/SWNTT SWNXT)
C12=1/(SWNXT-SWNTT/SWHNXT"SWNXX)
C22=1/{SWNTT-SWNXT/SWNXOCSWNXT)
BNEW=C11"SWHNXY+C12*SWNTY
512 DOOMC=C12*SWNXY+C22"SWNTY
A=AVGY-BENEW"AVGX-DOOMC*AVGT
BIGC=BIGC+DOOMC(1.-BIGC)
REGSS-BNEW"SWNXY+DOOMC*SWNTY
520 DO 530 I=1 N
530 EXPY(I)=A+ENEW"X(1)
Y CL=ICYCL+1
TEST=BNEW-B
XSO=5SWNYY-REGSS
IF(TEST)540,550,550
540 TEST=-TEST
550 IF(ICYCL-100)560 580,580
560 IF(SMALC)561,565 565
561 IF(TEST.LE.00001) GO TO 610
@0 TO 570
565 |F{(TEST LE..00001) OR.(ABS{BNEW-BB).LT..00000005)) GO TOB10
570 B=BNEW
GO TO 320
580 TEST-BNEW-B
590 WRITE(16,600)TEST .
600 FORMAT({"'SONO STATI COMPLETATI 100 CICLI. B{100) - B(39] = F14.7)
610 L=0
IF{K.EQ.0) GO TO 820
IF(XS0.GE CHISQ(K)) GO TO 650
U=196 -
645 WRITE(16,648)
646 FORMAT(' CHI QUADRO NON SIGNIFICATIVO." /)
GO TO 820 . i
660 FORMAT ('NOTA: VALORI DI CHI QUADRO OTTENUTI PER SOTTRAZIONE' /)
650 WRITE(16,660)
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U=TOS{K)

670 DO 680 |=1,N

680 ENP(l)=100_*(BIGP(I)*(1.-BIGC)+BIGC)

B20 FK=K
IF(K.EQ.0) GO TO 850
HET=XS0Q/FK
FEXP=TOS{K)* TOS(K)
FCAL=REGSS/HET
IF{FCAL-FEXP)830,830 850

830 WRITE( 16 840)

840 FORMAT({'REGRESSIOME NON SIGNIFICATIVA'./)

850 G=U"U"C11/BNEW/BNEW
DO 920 J=1.N
EXPY(J)=BIGP(J)
ENP{J}=N"EXPY(J)
OBSY(J)=R1{J)
IF(OBSY(J).LE.0) GO TO 880
IF(OBSY(J).GE.1.) GO TO 870
OBSY(J)=PROBIT(OBSY(J))
GO TO 920

B60 OBSY(J)=1.
GO TO 920

870 OBSY(J)=8.

820 BIGP(J)=R1(J}-ENP{J)
WRITE(16,933)

833 FORMAT(/, 70('=")./)
WRITE(18,828)K1

929 FORMAT(5X,'CONCENTRAZIONE' 8X,'MEDIA DI',13,
+ CONTE.7X,"% EFFETTO' /)
WRITE(16,930)CNT

830 FORMAT(BX, Controflo’, 12X, F10.2,16X.,-)
WRITE(16,831)(X14{J),R2(J).R1({J)* 100, J=1,N)

831 FORMAT(6X, F8.2,15X F10.2,14X F5.2)
SEB=SQRT(C11)
IF(SMALC LT.0)GO TO 832
TEST=0.
B=DEAD-TEST

832 WRITE(16,933)
WRITE(186,1020)

1020 FORMAT(EX, PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX /)
WRITE(16,1025)

1025 FORMAT({6X, (Y= probits ponderati; X= log(conc) ponderati)'./)
WRITE(18,1080)A

1080 FORMAT(&X," Imercetta (a) =",F12.4)
WRITE(16,1070)BNEW.SEB

1070 FORMAT{&X, Pendenza (b) =" F12.4,3X,'es =" F6.4)
WRITE(16, 104Q)AVGX

1040 FORMAT(EX,' Media delle X =’ ,F12.4)
WRITE(16,1030JAVGY

1030 FORMAT(EX," Media dalle ¥ =" F12.4)
WRITE(16,1000)X50

1090 FORMAT(6X, CHI quadro =" F12.4/)
WRITE(16,950)

950 FORMAT(/ 6%, ALTRI PARAMETRI STATISTICI /)
WRITE(16,970)N

970 FORMAT(EX, Numero di punti = " 16)
WRITE(16,980)K

980 FORMAT(EX,'  Gradi di liberta = ' |§)

840 WRITE(16,1010)ICYCL

1010 FORMAT(6X, Numero di cicli = " 16/)
WRITE(16,933)

1105 WRITE(16,1100)

1100 FORMAT(5X, END POINT 6X,'CONCENTRAZIONE" 12X,
+LIMITI FIDUCIALI (85%)°)
WRITE(16,987)

987 FORMAT{41X inferiore  superiore’ /)
M=0 '

1108 M=M+1
0OP=0.01
ONE=G/1.-G) :
THREE=L/(BNEW"(1.-G)}
FIVE=G"(1/SWN+AVGT AVGT"(C22-C12*C12/C11))
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Jul
EM={OY(M)-AVBNEW
IF(THREE.LE.0.) GO TO 1150

1110 EMLSX=EM-AVGX
TWO=EMLSX-AVGT'C12/C11
FOUR=1./SWN+AVGT AVGT*C22-2 *EMLSX"AVGT'C12+EMLESX"EMLSX"C11
PART2=EM+ONE*TWO
PART3=THREE'SQRT(FOUR-FIVE)
XLL=PART2-PART3
XUL=PART2+PART3
GO TO (1130,1120),ILOG

1120 EM=EXP(2.302585°EM)
XLL=EXP(2 302585"XLL)
XUL=EXP(2.302585"XUL)

1130 IF(EM.GT.X14({N))A888(J)=0OP* 100
IF{EM.LT X14(1))A298(J)=0P* 100
WRITE(16,1140) EC{M),EM, XLL XUL

1140 FORMAT{7X, A4, 2X F16.4, 12X F8.4,9X F8.4)

IF (M.EQ.1) GO TO 1108
GO TO 1180

1150 GO TO {1170,1160),ILOG

1160 EM=EXP{2 302585"EM)

1170 WRITE(16,1180) EC{M),EM

1180 FORMAT(9X A4, 2% F1648X' NON CALCOLABILE])

IF (M.EQ.1) GO TO 1108

1190 WRITE(16,933)
WRITE{16,1192)

1192 FORMAT(/ 'NOTA: Se LC & al di fuon del campo di conc. ',
+'analizzate,’ /il valore deve essere preso con estrema cautela’,
+" trattandosi',/,'di un valore siimato per estrapolazions. '/,
+'La stessa avvertenza vale per i limiti di confidenza.’)
WRITE(16,1183) ) ;

1193 FORMAT("Se & necessana alira assistenza, rivolgersi’,

+ ad un esperio’ /. 'di statistica ')
CLOSE(13,STATUS="KEEP")

8999 STOP
END
REAL FUNCTION PROBIT{PROP)

IMPLICIT REAL"B (A-H,0-Z)

TEMP=DMIN1{PROP,1.-PROP)
TEMP=SQAT(-2.*DLOG(TEMP))
TEMP=TEMP-{2 515517+ TEMP"{0.802853+TEMP"0.010328))/
+H1.+TEMP*(1.432788+TEMP*(0.189269+ TEMP*0.001308}})
PROBIT=5+SIGN{TEMP (PROP-0.5})

RETURN

END



