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2. ENSAYO DE INMOVILIZACION AGUDA EN Daphnia sp. (Norma OCDE 202)

2.1- MUESTRA DE ENSAYO
Identificacion:

- Muestra 2: Ecofire Parking Control

Caracteristicas de la muestra: extraida in situ de las pruebas realizadas en el sistema de extincién

de incendios Ecofire Parking Control

2.2 - DESCRIPCION DE ENSAYO
El ensayo consiste en la deteccion de la inmovilizacion del microcrustaceo de agua dulce Daphnia
magna a las 24h y 48h, cuando es expuesto a diferentes diluciones de la muestra acuosa. El ensayo

se ha realizado conforme a la norma OECD 202 (Ed. 23 de noviembre de 2004).

2.3- ESPECIE EMPLEADA EN EL ENSAYO
o Especie: Daphnia magna, Strauss
o Procedencia: Microbiotests Inc. (Ghent, Belgium). Batch: DM121022
o Origen: Neonatos <24h. de vida procedentes de efipias
o Temperatura de cria: 22 £ 1°C
o Temperatura de eclosion: 20 £ 1°C
o Fotoperiodo: 12h:12h (luz : oscuridad) / 24 h durante la eclosién

o Alimentacion: Durante 1h previa al ensayo con alga Pseudokirchneriella subcapitata

2.4- CONDICIONES DEL ENSAYO

- Numero de animales en el ensayo: Se emplearon un total de 20 animales por dilucion (4 réplicas

x 5 individuos). Relacidn de carga: 5 mL dilucién/organismo.

- Acondicionamiento previo de la muestra: La muestra se dejoé decantar 24h a 4°C en nevera, el

sobrenadante fue centrifugado a 2000 rpm. Se ajustd el pH de la muestra con NaOH (pH= 4.38
inicial; pH= 6.50 final).

- Diluciones definitivas ensayadas:

*12,5,1.5,0.25 y 0.05 % de dilucién de la muestra original

» Control (blank) con medio de cultivo

- Modo de exposicidn: Placas de poliestireno tipo multiwell de 30 pocillos.
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- Origen del medio de dilucion: Agua reconstituida segun composicion descrita en norma OECD

202 con las siguientes caracteristicas quimicas generales:

-pH: 7.7+ 01
- Temperatura: 22 £ 1°C
- Oxigeno disuelto: 100% saturacidn por burbujeo continuo previo al ensayo

- Método de preparacién de diluciones: Diluciones, con medio de cultivo reconstituido y aireado,

preparadas inmediatamente antes del test a partir de la muestra convenientemente acondicionada.

- lluminacioén en el test: Luz fria. Intensidad 4000lux. Fotoperiodo 16:8 h. (luz: oscuridad)

- Calculo de la CEso: Los valores de mortalidad en cada dilucion se ajustaron mediante regresion

probit siguiendo el método descrito por Finney (1952) ( (Finney, D. J. (1952). Probit analysis: A statistical

treatment of the sigmoid response cucrve (2nd ed.). Cambridge University Press.).

- Control de calidad y criterios de aceptabilidad: Control interno con toxico de referencia

Dicromato potasico (K,CroO7). CE50-24h = 1.55 ppm. Rango de aceptabilidad para la CEss-24h
segun la norma ISO 6341: 0.6-2.1 mg/L.

El criterio de aceptabilidad del test establece una mortalidad maxima en los controles negativos de

hasta el 20% de lo organismos expuestos inicialmente.



2.5- RESULTADOS A 24 H DE EXPOSICION

2.5.1 - PORCENTAJES DE INMOVILIDAD A 24 h DE EXPOSICION
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Dilucién (%)
Referencia Muestra

Blank | 12 5 1.5 0.25 0.05
Ecofire Parking Confrol 0 20 20 5 2 1
2.5.2. - PARAMETROS ECOTOXICOLOGICOS
CE 5-24 h I.C 95%*

Referencia Muestra (% de dilucién)/ (mg/L)

(% de dilucién)

Ecofire Parking Control 7.55/101925

4.27 -12.08

*Intervalo de Confianza (a = 0.05)

2.5.3. —- RESULTADO EN UNIDADES TOXICAS (U.T. antiguo indice Equitox/m’)

Referencia Muestra U.T. I.C 95%*

Ecofire Parking Control 13.20 23.4 -8.27
*Intervalo de Confianza (a = 0.05)
2.6- RESULTADOS A 48 H DE EXPOSICION
2.6.1 - PORCENTAJES DE INMOVILIDAD A 48 h DE EXPOSICION

Dilucién (%)
Referencia Muestra
Blank | 12 5 1.5 0.25 0.05

Ecofire Parking Conftrol 0 20 20 12 4
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2.6.2. - PARAMETROS ECOTOXICOLOGICOS

Referencia Muestra CE 5-48 h 1.C 95%
(% de dilucién)/ (mg/L) (% de dilucién)
Ecofire Parking Control 1.07 / 14445 0.39-2.92

*Intervalo de Confianza (a = 0.05)

2.6.3. —- RESULTADO EN UNIDADES TOXICAS (U.T. antiguo indice Equitox/m’)

Referencia Muestra U.T. .C 95%*

Ecofire Parking Control 93.10 253.16 - 34.18

*Intervalo de Confianza (a = 0.05)

2.7- COMENTARIO DE RESULTADOS E INCIDENCIAS

Ensayo basado en la norma OECD 202. Durante la realizacién del ensayo no se produjeron

incidencias técnicas resefables.

Los valores de toxicidad en la muestra ensayada, han sido CE 50-24 h de 7.55 (% de dilucién) y a
las 48 horas CE-50-48 h de 1.07 (% de dilucién). Corresponde a una concentracion peso / volumen
de 101.925 mg.L'1 y 14.445 mg.L'1 respectivamente del producto ECOFIRE PARKING CONTROL.

La muestra extraida del ensayo ECOFIRE PARKING CONTROL queda fuera del criterio de
clasificacion de Toxicidad Aguda Acuatica del Globally Harmonized System of Classification
and Labelling of Chemicals (GHS), el cual establece su mas baja categoria (Category Acute 3 for
Daphnia) entre 10 y 100 mg L. Igual criterio es aplicado a partir del Reglamento (CE) n® 1272/2008
del Parlamento Europeo y del Consejo, de 16 de diciembre de 2208, sobre clasificacion, etiquetado

y envasado de sustancias y mezclas, comunmente conocido como Regulacion CLP.
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