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1 Muestra con referencia: ECOFIRE (Ref. interna: 032/18).
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TRABAJO QUE SOLICITA

Determinacion de Toxicidad aguda en dafnias.
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La determinacion de la toxicidad aguda en dafnia (Daphnia magna) ha sido llevada a

cabo segun el método operativo MO 03 basado en el método OCDE 202 (2004) (Daphnia sp.,

Acute Immobilisation Test).

El resultado obtenido es el siguiente:

Daphnia magna
CEso (24h CEso (48h
Muestra (Ref) (sg &‘ : ) Pposs (5; /(L ) ) Pposs
ECOFIRE 13,8 1108-17,8 6,0 4,6-7,9
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1.-Resumen

Se ha realizado el Estudio de la toxicidad aguda en dafnias de la muestra referenciada:
ECOFIRE.

Para la determinacién de la inhibicién de la movilidad se ha utilizado la especie de
crustaceos Daphnia magna y se ha seguido el método operativo MO 03 basado en el método
OCDE 202 (2004).

El crustaceo de agua dulce Daphnia magna ha sido sometido a la muestra
ECOFIRE a las concentraciones de ensayo: 0,1, 0,22, 0,48, 1, 2,2, 48 y 10% (1,13, 2,49,
542,113,249, 542 y 113 g/L) de dicha muestra. La duracion total del ensayo ha sido 48
horas.

El resultado obtenido en este ensayo nos indica que la muestra ECOFIRE
presenta un valor de CEso (24h) igual a 13,8 g/L (13.800 mg/L) y un valor de CEso (48h) igual
a 6,0 g/L (6.000 mg/L) para la especie Daphnia magna.

2.-Objetivo del Estudio

El objetivo del estudio es investigar los efectos de la sustancia o producto de ensayo en el

crustaceo de agua dulce Daphnia magna durante 48 horas de exposicion.

3.-Sustancia de ensayo

Muestra con referencia: ECOFIRE
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4.-Organismo de ensavo

YV V. V VY

Cepa: Daphnia magna, Strauss (Cladocera, Crustacea)

Edad: < 24-horas de vida y en buenas condiciones fisioldgicas
Procedencia: Universidad de Stirling de Reino Unido
Condiciones de cultivo. El cultivo de dafnias a partir del cual se han obtenido los
individuos para llevar a cabo el ensayo presenta las siguientes condiciones:

o Temperatura: entre 18 y 22 °C

o Fotoperiodo de 16 horas de luz/ 8 horas de oscuridad

o Sin aeracion

o Alimentacion:

e Tipo de alimento: Chlorella (microalga de agua dulce) y extracto de algas

marinas

e Frecuencia de administracion de alimento: 3 veces/semana

5.-Condiciones de ensayo:

YV V VYV VY

Duracién del ensayo: 48 horas

Temperatura de ensayo: 20 + 2 °C

Fotoperiodo: oscuridad

Descripcion del disefio de ensayo:

e Recipientes de ensayo: Tubos de ensayo (40 mL) tapados con parafilm.

e Volumen de ensayo utilizado: 10 mL

NP° de recipientes de ensayo por concentracion: 4

N° de individuos por concentracion: 20, repartidos en 5 individuos por recipiente de ensayo

Edad de los individuos: menos de 24 horas de vida
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» Composicién Medio de cultivo (agua de dilucién):

Composicidén del medio de cultivo ASTM E 729-96:

— Solucién 1:CaClz 2H20 2,4 ¢/ H,0
— Solucién 2:MgSO4 7H20 49.1 g/L H,O
— Solucién 3:NaHCOs3 38,4 ¢/l H,0O
— Solucion 4:KCl 1,6 g/L H,O
Afiadir a 1000 mL de agua desionizada:
solucién 1 50 mL
solucién 2 5mL
solucion 3 5mL
solucién 4 5mL

6.-Desarrollo del Ensayo

» Concentraciones de ensayo: 0,1%, 0,22%, 0,48%, 1%, 2,2%, 4,8% y 10%, mas un control
(Ginicamente medio de cultivo)

» Numero de concentraciones de ensayo: 7 + control

» Factor de progresidén geométrica utilizado: 2,2

» Preparacidn de las soluciones madre y de ensayo: Se ha preparado una soluciéon madre con
una concentracion de 10% (100 mL/L) del material presentado (ref: ECOFIRE ).
Por lo tanto, 10 mL del material presentado se ha disuelto en 100 mL de medio de cultivo
en un frasco volumétrico, Clase A de 100 mL mediante agitacion, por lo que tenemos una
solucion madre de 1000 mg/L. Las diferentes soluciones utilizadas en el ensayo han sido

preparadas a partir de esta solucion madre de 1000 mg/L de producto de ensayo.

» Las disoluciones utilizadas en el ensayo han sido preparadas a partir de esta solucion

madre, para obtener las concentraciones de ensayo.

» Para poder pasar las concentraciones expresadas en porcentaje (%) en peso (g/L), se han
pesado 100 mL del material presentado (113 g). A partir de esta relacion se ha deducido

las concentraciones:
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% mL/L g/L
0,1 1 1,13
0,22 22 2.48
0,48 4.8 5,42
1 10 11,3
22 22 249
4.8 48 542
10 100 113

» Condiciones de ensayo: Los recipientes de ensayo se colocan en un armario incubador

isotérmico a 20 + 2°C y oscuridad durante un periodo de exposicion de 48 h.

7.-Resultados

» Valores de pH:
o Valor pH medio de cultivo al inicio del ensayo: 7,57
o Valor pH medio de cultivo al final del ensayo: 7,42
o Valor pH concentraciéon minima al inicio del ensayo: 7,60
o Valor pH concentraciéon minima al final del ensayo: 7,39
o Valor pH concentraciéon méaxima al inicio del ensayo: 7,31

o Valor pH concentraciéon maxima al final del ensayo: 7,09

» Valores de concentracion de Oz disuelto (mg/L):
o Valor Oz disuelto medio de cultivo al inicio del ensayo: 8,24
o Valor Oz disuelto medio de cultivo al final del ensayo: 8,12
o Valor Oz disuelto concentracién minima al inicio del ensayo: 8,28
o Valor Oz disuelto concentracién minima al final del ensayo: 8,10
o Valor Oz disuelto concentracién maxima al inicio del ensayo: 8,23

o Valor Oz disuelto concentracién maxima al final del ensayo: 8,17
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Los resultados de numero de individuos moéviles a las 24 y 48 horas estan

representados en las siguientes tablas.

Tabla 1: Numero de individuos moviles a las 24 horas

.. N’ individuos moviles
Conce(l)ltracmn replicas
(%) 1 5 3 y Total

Control 5 5 5 5 20
0,1 5 5 5 5 20
0,22 5 5 5 5 20
0,48 4 4 5 5 18
1 3 3 3 3 12

2,2 1 2 1 1 5

4,8 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0

Tabla 2: Numero de individuos moviles a las 48 horas

I .. N’ individuos moviles
Concentracion

(%) . r(;phcas ; p Total
Control 5 5 5 5 20
0,1 5 5 5 5 20
0,22 4 4 4 4 16
0,48 2 3 3 3 11
1 1 2 2 1 6
2,2 0 0 0 0 0
4,8 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
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En la siguiente tabla, se representa el porcentaje de inhibicidn de la movilidad de las

dafnias a las 24 y 48 horas de ensayo.

Tabla 3: % Inhibicion de la movilidad

% inhibicion %o inhibicion
Conc. movilidad movilidad
% . gL (24h) (48h)
Control 0 0
0,1 1,13 0 0
0,22 2,49 0 20
0,48 5,42 10 45
1 11,3 40 70
2,2 24,9 75 100
4,8 54,2 100 100
10 113 100 100

Resultados

La Concentracion de ECOFIRE
del 50% en Daphnia magna después de 24 y 48 horas de exposicion (CEso 24h y CEso 48h),

que produce una inhibicion de la movilidad

ha sido determinada mediante el método Probit con unos limites de confianza del 95%,
obteniendo el siguiente resultado:
CEso (24h) = 1,2 % (0,96— 1,6)
CEso (24h) = 13,8 ¢/L (10,8 — 17.8)

CEso (48h) = 0,53 % (0,40 — 0,70)
CEso (48h) = 6.0 g/L (4,6 —7,9)
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8.-Conclusion

El resultado obtenido en este ensayo nos indica que la muestra
ECOFIRE presenta un valor de CEso 24h igual a 13,8 g/L (13.800 mg/L) y un valor de CEso
48h igual a 6,0 g/L (6.000 mg/L) en la especie Daphnia magna. Este producto no presenta
toxicidad por debajo de la concentracion 1,13 g/L (1.130 mg/L).

9.-Validacion

El criterio de validacion considerado para este ensayo es:

- el porcentaje de inmovilizacidén observado en los recipientes control es inferior o
igual al 10%
- la CEs0-24h del dicromato de potasio estd comprendida entre 0,6 mg/L y 1,7mg/L.
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