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1. ENSAYO DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO EN ALGAS DE AGUA DULCE
Y CIANOBACTERIAS (Norma OCDE 201)

1.1- MUESTRA DE ENSAYO
Identificacion:

- Muestra 1: Ecofire forest

Caracteristicas de la muestra: Solucién de cargas organicas en base agua (datos aportados por el

cliente).

1.2-OBJETIVO DEL ESTUDIO

Establecer el riesgo de Toxicidad relacionada con el producto comercial denominado como
ECOFIRE Forest sobre cultivos de algas verdes de agua dulce Desmodesmus subspicatus, a través

del Test de Inhibicion de Crecimiento Celular incluido en la Guia OCDE n° 201.

1.3- ESPECIE EMPLEADA EN EL ENSAYO

Se ha procedido a estudiar el grado de toxicidad que exhibe el producto comercial ECOFIRE Forest,
siguiendo la directriz 201 OCDE para ensayo de productos quimicos sobre el crecimiento de
microalgas de agua dulce. La cepa Desmodesmus subspicatus (BEA 0141/1; Banco Espanol de
Algas, Gran Canaria, Espafa) fue la seleccionada para la realizacion de los ensayos de exposicion

al producto.

1.4- DESCRIPCION DEL ENSAYO

Una concentracion inicial de 5x10° cel mL™ fueron expuestas al producto sobre medio de cultivo
BBM (Bold’s Basal Medium), con un volumen inicial de 50 mL en frascos Erlenmeyer de 100 mL de
capacidad. El cultivo se mantuvo en movimiento continuo (150 r.p.m.), condiciones constantes de
luz (70 pE m* s'1) y a una temperatura constante de 211 °C. El pH inicial del medio fue de 7.1, y su
control durante el tiempo de exposicion evidencié que no existieron desviaciones superiores de 0.5
en ninguno de los frascos Erlenmeyer. Para prevenir un posible efecto de sombreado por parte del
producto en el medio, se practicaron mediciones de absorcion de luz (ODgy7 Yy OD72), Sin que en
ningun paso se obtuvieran valores superiores a 0.009. La medicion de biomasa se practicéd
mediante valoracion in vivo de fluorescencia de clorofila, a través de un fluorimetro lector de placas
(Tecan Genios, Tecan Group Ltd., Switzerland) provisto de filtro de excitacidon de 485 nm y filtro de

emision de 670 nm.
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1.5- RESULTADOS

Los ensayos preliminares para establecer el rango de concentraciones determinaron la inexistencia
de efectos téxicos a concentraciones de 100 mg L', por lo que se procedi6 a la realizaciéon de un
“Limit Test’ tal y como describe la directriz 201 OCDE. Para ello, un ensayo control negativo y 6
réplicas tratadas con una concentracion de 100 mg L™ fueron sometidas al test de inhibicion de

crecimiento.

El andlisis estadistico general fue realizado a través de hoja de calculo Excel. El analisis de varianza
ANOVA fue obtenido a través del paquete informatico GraphPad Prism v8(GraphPad Software Inc.,
USA).

Los valores CFU obtenidos tras las mediciones de fluorescencia de clorofila, tanto en ensayo control
como en las 6 muestras tratadas se resumen en el anexo 1. Las correspondientes tasas de
crecimiento celular () durante el tiempo de ensayo para el test control y los 6 tratados se presentan
en el anexo 2. El correspondiente rendimiento tanto del ensayo control como de las 6 réplicas, asi

como la estimacion de las distintas varianzas y su homogeneidad se incluyen en el anexo 3.

Los resultados obtenidos mediante el “Limit Test’, exponiendo los cultivos a una
concentracion de 100 mg L" del producto comercial ECOFIRE forest, indican que dicha
concentracion no presenta efectos adversos significativos en el crecimiento celular de la
cepa Desmodesmus subspicatus. El analisis de varianza aplicado a las muestras tratadas indica
un alto grado de homogeneidad (p=0,9679) entre ellas, y ningun porcentaje de inhibicion respecto al

control superé el 10%.

Por tanto, NO PROCEDE continuar con la busqueda de variables de respuesta tipo EC+¢ 0 ECs.
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ANEXO 1
Valores CFU obtenidos en ensayo control y en las 6 réplicas tratadas (S1-S6) mediante contaje a

los tiempos 0, 24, 48 y 72 horas de exposicion. Cada valor representa la media de 6 mediciones.

GENios; Serial number: 12900400638; Firmware: V 4.62 - 07/01 GENios; XFLUOR4 Version: V 4.50
Date:

Time: 12:23
Measurement mode: Fluorescence Top
Excitation wavelength: 485 nm
Emission wavelength: 670 nm
Gain: 75
Number of flashes: 3

Lag time: 0ps
Integration time: 40 ps
Plate definition file: GRE96fb.pdf

Shake duration (Orbital Normal): 5s
Rawdata Temperature: 26,3 °C

BG-11 CONTROL

IOTMMOO®>

69 ) 3 6 3

¥ 16183"  58033” 570507 675677  57050"  57350" 58550”58233

TIEMPO 24 h

GENios; Serial number: 12900400638; Firmware: V 4.62 - 07/01 GENios; XFLUOR4 Version: V 4.50

Date:

Time: 10:38

Measurement mode: Fluorescence Top

Excitation wavelength: 485 nm

Emission wavelength: 670 nm

Gain: 75

Number of flashes: 3

Lag time: 0ps

Integration time: 40 ps

Plate definition file: GRE96fb.pdf

Shake duration (Orbital Normal): 5s

Rawdata Temperature: 26,3 °C
< BG-11 CONTROL S1
A 68 34 62 66 64 49 47 49 32 23 58 56
B 66 44 1863 1764 1664 1564 1964 1761 1864 4l 52
c 58 51 1747 1747 1737 1847 1847 1847 1947 57 58
D 95 68 1822 1722 1722 1722 1722 1722 1822 56 64
E 32 32 1812 1676 1692 1812 1832 1612 1833 43 68
F 56 56 1814 1814 1814 1714 1714 1854 1914 54 72
G 57 43 1764 1764 1964 1758 1464 1734 1265 46 57
H 77 30 35 47 50 34 23 30 36 48 49 45

T 20250" 180367" 1747,837 176550"  1736,17" 1757477 1755007 177417

TIEMPO 48h

GENios; Serial number: 12900400638; Firmware: V 4.62 - 07/01 GENios; XFLUOR4 Version: V 4.50

Date: 7/6/23

Time: 11:02

Measurement mode: Fluorescence Top

Excitation wavelength: 485 nm

Emission wavelength: 670 nm

Gain: 75

Number of flashes: 3

Lag time: 0ps

Integration time: 40 ps

Plate definition file: GRE96fb. pdf

Shake duration (Orbital Normal): 5s

Rawdata Temperature: 26,3 °C

<> CONTROL

50 35 42 " 39 "84 " 48

T 157837 5595507 5334837 5389177  523150" 5469677 5414337 5424383
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TIEMPO 72 h

GENios; Serial number: 12900400638; Firmware: V 4.62 - 07/01 GENios; XFLUOR4 Version: V 4.50
Date: 8/6/23

Time: 10:10
Measurement mode: Fluorescence Top
Excitation wavelength: 485 nm
Emission wavelength: 670 nm
Gain: 75
Number of flashes: 3

Lag time: 0ps
Integration time: 40 ps
Plate definition file: GRE96fb_pdf

Shake duration (Orbital Normal): 5s
Rawdata Temperature: 26,3 °C

BG-11 CONTROL S1

A 56 46 69 73 7 56 54 56 70 85 65

56 49 113 17505 16505 17505 15233 16505 17505 17505 78
Cc 50 72 177 16188 16188 16188 16188 17188 16188 17188 64
D 44 49 188 18963 16963 15963 16963 16963 15963 16863 Al
E 38 26 147 16553 15553 16553 17553 16553 16553 17553 50 75
F 95 49 169 16255 16255 16255 14255 17255 16255 16255 61 79
G 84 84 155 17405 16405 15405 16405 15405 17005 16405 41 64
H 49 49 42 54 57 42 49 46 91 55 56 66

B 158,17" 1714483"7 16311507 16311,50" 16099507 16644.83" 16578,17" 16961,50

ANEXO 2

Ratio de crecimiento celular exhibido por el ensayo control y los 6 tratados en intervalos de 24 horas
hasta el tiempo final de 72 horas de exposicién, y en todo el intervalo de exposicién. Los valores
representan el incremento logaritmico de biomasa, obtenidos a partir de la ecuacion:

_ InX; —InX; dav-1
Hi—j = -t (day™)

donde:

- Yij es la tasa media de crecimiento celular especifico en el intervalo de tiempo i-j;
- Xj es la biomasa a tiempo i;

- X; es la biomasa a tiempo j.

Intervalo de Tasa de crecimiento ()
tiempo Control S1 S2 S3 S4 S5 S6
Oh vs 24h 1,13 1,12 1,12 1,11 1,12 1,10 1,11
24h vs 48h 1,13 1,12 1,12 1,10 1,14 1,13 1,12
48h vs 72h 1,12 1,12 1,11 1,12 1,11 1,12 1,14
Oh vs 72h 1,13 1,12 1,11 1,11 1,12 1,11 1,12

Porcentaje de inhibicion de la tasa de crecimiento celular (% /;) respecto al control:

S1 S2 S3 S4 S5 S6

% It 0,97 1,23 1,35 0,52 1,25 0,42
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ANEXO 3

Porcentaje de inhibicion de la tasa de rendimiento (% /;) respecto al control.

S1 S2 S3 S4 S5 S6

% I, 4,86 4,86 6,10 2,92 3,31 1,07

Y analisis de homogeneidad de varianza entre los 6 resultados obtenidos para los ensayos tratados.

Ordinary one-way ANOVA

Table Analyzed homogeneidad de varianza
Data sets analyzed AE
ANOVA summary

F 0.1351

P value 0.9679

P value summary ns

Significant diff. among means (P < 0.05)? No

R square 0.02116

Brown-Forsythe test
F (DFn, DFd)
P value
P value summary
Are SDs significantly different (P < 0.05)?

Bartlett's test

Bartlett's statistic (corrected) 5023
P value 0.2849
P value summary ns

Are SDs significantly different (P < 0.05)? No

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) 11.64 4 2.909 F (4, 25)=0.1351 P=0.9679
Residual (within columns) 538.3 25 2153
Total 5499 29

Data summary
Number of treatments (columns) 5
Number of values (total) 30

1.6- COMENTARIO DE RESULTADOS E INCIDENCIAS

El producto comercial denominado ECOFIRE forest 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 algae) 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 Regulacién CLP.

Ensayo basado en la norma OECD 201. Durante la realizacién del ensayo no se produjeron
incidencias técnicas resefiables.



