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報　告　書　要　旨

1．　試験の内容 微生物等による化学物質の分解度試験

2．　被験物質 3，4一ジク口口ベンジルクロライド

（被験物質困αK－788）

3．　試験方法及び条件

3，1 試験方法

1熱雛｝〈微生物等による化学物質の分解度試験〉による・

3．2試験条件

　　　被験物質濃度
　　　標準活性汚泥濃度

　　　試　験　液　量
　　　培　養　温　度
　　　培　養　期　閻

100　㎎／2
　30　㎎／2（懸濁物質として）

300　祀
25±1　℃
　28　日問

3，3　分解度の測定

　　　閉鎖系酸素消費量測定装置による生物化学的酸素要求量（BOD）の測定

　　　全有機炭素（TOC）分析法による溶存有機炭素量（DOC）の測定
　　　ガスクロマトグラフ（GC〉法による被験物質の分析

4，　試験結果

　　　生物化学的酸素要求量による分解度

　　　全有機炭素分析法による分解度
　　　ガスクロマトグラフ法による分解度

　0％，　　O％，　　0％

　0％，　　0％，　0％

90％，90％，91％

　被験物質は水中で変化して3，4一ジク口口ベンジルアルコール及び3，

4一ジクロロ安息香酸が生成していた。
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1．　試験の目的

　既存化学物質の安全性確認の一環として、3，4一ジク口口ベンジルク目

ライド（被験物質国oK－788）の微生物等による分解度試験を実施し、分
解性の程度について知見を得る。

2．　試験方法

　　　環保業第5号　　　琴撫ず9罎｝〈微生物等による化蜘分解度試験〉　

3．　試験期間

　　　昭和60年2月25日～昭和60年8月20日
　　　　（酸素要求量測定期間　昭和60年7月16日～昭和60年8月13日）

4．　被験物質

4，1名　称　　　　　3，4一ジク口口ベンジルクロライド

　　　　　（被験物質晦K－788）
　　　刈
純　度　　　99％以上

入手源　　　　　　　　　　　　　　　　　試薬）

ロット番号　AQO1

4．2　構造式、分子式、分子量

構造式 C　H2C』

一フ／

　　1

＼　　＼
C』

C夏

分子式　C7H5C』3

分子量　195．48

一　1　一



4，3　スペクトル

　　　紫外吸収スペクトル

　　　赤外吸収スペクトル

　　　ガスクロマトグラフー質量スペクトル

　　　核磁気共鳴スペクトル

（図一10参照）

（図一11参照）

（図一12参照〉

（図一13参照）

4，4　物理化学的性状

　　　外観、1脇翻灘
比　重

溶解性

d　　1．415
　20水

クロロホルム

メタノール

約20㎎／2（TOC計による）

　10g厘以上

　109厘以上

＊1 提示資料による。

5．　微生物源

標準活性汚泥

　昭和60年3月に下記の全国10ケ所から採取した汚泥を混合した後、p

H等の調整をし、活性汚泥の調製の方法により培養

伏古川処理場（北海道札幌市）

中浜処理場（大阪府大阪市）

北上川（宮城県石巻市）

吉野川（徳島県徳島市）

広島湾（広島県広島市）

深芝処理場（茨城県鹿島郡〉

落合処理場（東京都新宿区）

信濃川（新潟県西蒲原郡）

琵琶湖（滋賀県大津市）

洞海湾（福岡県北九州市）

6．　試験装置

大倉電気株式会社製 閉鎖系酸素消費量測定装置（クーロメーター）

　揮発性物質用改良型

一　2　一



7．　試験条件

　　　被験物質濃度
　　　標準活性汚泥濃度

　　　試　験　液　量
　　　培　養　温　度
　　　培　養　期　閻

100　㎎／2
　30　㎎／2

300　認
25±1　℃
　28　日間

（懸濁物質として）

8．　試験液の調製方法

　1）　（水＋被験物質）系

　　　　　精製水300慮に被験物質　21，5μ2（30，4㎎相当＊2）を添加した。

　　　　　（n＝1）

　2）　（汚泥＋被験物質）系
　　　　　基礎培養基＊33・O藤被験物質21．5鰍び標準活性汚泥・41，5厩

　　　　　（懸濁物質として9．1㎎に相当）を添加した。（n－3）

　3）　（汚泥＋アニリン）系
　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊5　　　　　基礎培養基300祀にアニリン　　29、5μ2（30．0㎎に相当〉及び標準活性

　　　　汚泥t55醜を添加した。　（n＝1）

4）　汚泥ブランク系

　　　　　基礎培養基300慮に標準活性汚泥1，55舵を添加した。（n－1〉

＊221、5喫×1．415（比重）一30，4㎎

＊3　JIS　K　O102の21．で定められたA液、B液、C液及びD液それぞれ6麗に

　　精製水を加えて2迎とし、PH7．Oに調整したもの。

＊4　標準活性汚泥中の懸濁物質濃度は　5900㎎／2であった。

＊5　昭和化学株式会社製　試薬特級

一　3　一



9．　直接定量方法

9．1　試験液の前処理

　培養期間終了後、（水＋被験物質）系、（汚泥＋被験物質）系及び汚泥ブ

ランク系の試験液について下記のフローチャートに従って前処理操作を行い、

TOC試料、H　P　L　C試料及びG　C試料とした。

試験液300認

・分取（10雇）

E遠心分離

@（1000×g，10分間〉

T　O　C試料　　　H　P　L　C試料

・冷却（5℃，　2時間）

←クロロホルム　90超

・撹拌（10分間）

・静置

変化物刊の分析

変化物一2の分析　　水　層 クロロホルム層

・脱水ろ過（1PSろ紙）

・定容　1QO超

　　（クロロホルム）

G　C試料
被験物質の分析

変化物一1

変化物一2

3，4一ジク口口ベンジルアルコール

3，4一ジクロロ安息香酸

一　4　一



9．2　全有機炭素（TOC）分析法による測定

　前処理を行って得られたTOC試料について下記条件により溶存有機炭素

量（DOC）を測定した。
　被験物質のDOCは記録紙上の被験物質のピーク高さとフタル酸水素カリ

ウムを精製水に溶解して調製したTOC標準溶液　80，0㎎C／2のピーク高さ

とを比較し、比例計算により求めた。（表一2、図一2参照）

　ピーク高さの測定限界は2㎜とした。

［定量条件］

　　装　　　置

　　TC炉温度
　　流　　　量

　　検出濃度

島津　TOC－10B
900　℃
200　彪／分
　　1　㎎C／2

9．3　ガスクロマトグラフ（GC〉法による被験物質の定量分析

　前処理を行って得られたGC試料について下記条件により直接定員分析を

行った。被験物質の濃度はデータ処理装置で得られた被験物質のピーク面積

と標準溶液300㎎／2のピーク面積とを比較し、比例計算により求めた。（表

一3、図一3参照）

　ピーク面積の測定限界は500W・secとした。

［定量条件］

装
検
力
液
担

出
ラ

置
器
ム
相
体

カラム温度
キャリアガス

検出濃度

島津　GC－9A
水素炎イオン化検出器（F　I　D）

1翫x3㎜φ，ガラス製

10％　OV－17
クロモソルブW（H　P）

180℃
窒素

3㎎／遭

一　5　一



［定量性の確認］

　被験物質150，0㎎をクロロホルムに溶解し、　100磁に定害して　1500㎎海

の標準原液を調製した。これをクロロホルムで希釈して300㎎／2、　150㎎厘、

75．0㎎／2の標準溶液とした。この標準溶液を前記の［定量条件］に従って

GC分析を行い、それぞれのピーク面積と濃度とにより検量線を作成した。

検量線は原点を通る直線であることから定量性が良好であることを確認した。

（図一7参照）

［回収率］　　　　　　　　　　　　ロ

　抽出回収試験を行うために8．に従って被験物質を添加した（水＋被験物

質）系及び（汚泥＋被験物質）系の試験液を9．1の操作で前処理し回収率を

求めた。回収率は下記のとおりであり、試験破牢の被験物質濃度を求める場

合の補正値とした。（表一6、図一6参照）

　　　（水＋被験物質）系　　平均値　　94．0％
　　　（汚泥＋被験物質）系　　平均値　　94．0％

9、4　高速液体クロマトグラフ（H　P　LC〉法による3，4一ジク口口ベンジルアル

　　コール（変化物一1）の定量分析

　　　　前墾理を行って得られたHPLC試料について下記条件により直接定量分
　　　析を行った。変化物一1の濃度はクロマトグラムから変化物一1のピーク高さと

　　　標準溶液　8α0㎎／2のピーク高さとを比較し、比例計算により求めた。（表

　　　一4、図一4参照）
　　　　ピーク高さの測定限界は2胤とした。

一　6　一
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CBC型　高速液体クロマトグラフ

　ウォーターズ社製　6000A
　日本分光工業製　UV　I　DEC－／00一豆

ERC－ODS－1151
5σ蹴×6肌φ，ステンレス製

メタノール／水（60／40VIV）

230nm（図一14参照）
1．3㎎／2

［定量性の確認］

　市販試薬3，4一ジク口口ベンジルアルコール100，0㎎をメタノールに溶

解し、50認に定容して200伽g／2の標準原液を調製した。これをメタノールで

希釈して400㎎〃の標準原液を調製し、さらに精製水で希釈して80，0㎎／2、

40、0㎎／2、20．伽g／2の標準溶液とした。この標準溶液を前記の［定量条件］

に従ってHP　LC分析を行い、それぞれのピーク高さと濃度とにより検量線

を作成した。検量線は原点を通る直線であることから定量性が良好であるこ

とを確認した。（図一8参照〉

9、5　高速液体クロマトグラフ（HPLC）法による3，4一ジクロロ安息香酸
　　　（変化物ぞ）の定量分析

　　　　前墾理を行って得られたH　P　L　C試料について下記条件により直接定量分

　　　析を行った。変化物一2の濃度はクロマトグラムから変化物ぞのピーク高さと

　　　標準溶液　40．0㎎／2のピーク高さとを比較し、比例計算により求めた。（表

　　　一5、図一5参照）
　　　　ピーク高さの測定限界は2㎜とした。

一　　ど　一



［定量条件］

　　装　　　　置

　　　　　ポンプ

　　　　　検出器

カ　　ラ　　ム

液
長
度

　
波
濃

離　
定
出

溶
測
検

CBC型　高速液体クロマトグラフ

　ウォーターズ社製　6000A
　日本分光工業製　UV　I　DEC－100一π

Unlsil　3F－50A
5σ屓x6㎜φ，ステンレス製

メタノール／水（75／25V／V）（リン酸でPH3）

240n団（図一15参照）
0．6㎎／2

［定量性の確認］

　市販試薬3，4一ジクロロ安息香酸100，0㎎をメタノールに溶解し、50超

に定容して2000㎎1／2の標準原液を調製した。これをメタノールで希釈して

20伽g／2の標準原液を調製し、さらに精製水で希釈して40，0㎎：／2、20．O㎎〃、

10．頒g／2の標準溶液とした。この標準溶液を前記の［定量条件］に従って

H　P　LC分析を行い、それぞれのピーク高さと濃度とにより検量線を作成し

た。検璽線は原点を通る直線であることから定量性が良好であることを確認

した。（図一9参照）

なお、9．で使用した試薬は次のとおりである。

フタル酸水素カリウム　　　　：　和光純薬工業株式会社　試薬特級

メタノール　　　　　　　　：　和光純薬工業株式会社

　　　　　　　　　　　　　　　　　　液体クロマトグラフ用
3，4一ジク口口ベンジルアルコール

　　　　　　　　　　　　　：　半井化学薬品株式会社　試薬一級

3，4一ジクロロ安息香酸　：　東京化成工業株式会社　試薬一級

一　8　一



10，　分解度の算出

　　　　分解度は下記の式により算出した，、

　10．1　酸素要求量による分解度

　　　　　分解度（％）一　BOD－B　×100
　　　　　　　　　　　　　　　　　T　O　D

　　　　　　　BOD　：　（汚泥＋被験物質〉系の生物化学的酸素要求量

　　　　　　　　　　　　　（測定値）（㎎〉

　　　　　　　B　　　：　汚泥ブランク系の生物化学的酸素要求量

　　　　　　　　　　　　　（測定値）ぐ㎎）
　　　　　　　　　　＊5
　　　　　　　丁OD　：　被験物質が完全に酸化された場合に必要とされる理論的

　　　　　　　　　　　　　酸素要求量（計算値）（㎎）

　　　＊5純度100％として計算した。

　10．2　直接定量による分解度

　　　　　被験物質が水中で変化していたため、分解度は次式により算出した。

　　　　　分解度（％〉　＝　　SB一　SA　　x　100
　　　　　　　　　　　　　　　　　S　B

　　　　　　　SA：　（汚泥＋被験物質）系における被験物質の残留量

　　　　　　　　　　　（測定値）〈㎎）

　　　　　　　SB：　被験物質の添加量（㎎）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㌧、11．　試験条件の確認

　　　　　酸素要求量から求めたアニリンの7日後、14日後の分解度はそれぞれ、

　　　　68％、73％であった。

　　　　　よってこの試験は有効である。

一　9　一



12．　試験結果

12．1　試験液の状況

試　験　液 Il　　　状　　　　況
P　H

仕込時

　（水＋被験物質）系

黶@－

@（汚泥＋被験物質）系

被験物質は溶解せず、培養ビン

ﾌ底に沈降した。

甯ｱ物質は溶解せず、培養ビン

ﾌ底に沈降した。

『
｝

　（水＋被験物質）系 試験液は透明で不溶物質の

c留は目視確認されなかった。
回3，4

終了時

i28日後）

（汚泥＋被験物質）系’

@　　　　　　　　　｛@　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　｝

試験液は透明で不溶物質の

c留は目視確認されなかった。

�Dの増殖は見られなかった。

団6，0

凾U．O

嘯T．4

12・2　28日後の分解度

分　　解　　度　（％）

団 囮 囹

付　表

酸素要求量による結果 0 0 0 表一1
T
O
C
法
に
よ
る
結
果
一

0 0 O 表一2

GC法による結果 90 90 91 表一3
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13，　考　　察

　培養終了時、試験液のGC分析では（水＋被験物質〉系、　（汚泥＋被験物

質〉系ともに、被験物質ピーク以外のピークが検出された。そこで、（汚泥

＋被験物質）系試験液のTOC試料をメチルエステル化して、GC－MSス
ペクトルを測定した結果、3，4一ジク口口ベンジルアルコール（変化物一1）

と3，4一ジクロロ安息香酸（変化物一2、官報公示整理番号3－1424〉の2

種類の変化物の生成が確認された（図一16参照）。変化物については、市

販試薬を用いてH　P　L　C分析により定量し、各々の生成率を調べた。その結

果は次表のとおりであった。

培養終了時（28日後）の分析結果

試験液
被験物質

c留率（％）

変化物一1

ｶ成率（鑑）

変化物一2

ｶ成率（％）

被験物質の残留率及び

ﾏ化物一1と変化物一2の

ｶ成率の合計（沿
回水＋被験物質
c汚泥＋被験物質

ﾞ汚泥＋被験物質

嚔�D＋被験物質

　8
P0平均
P0　10
X

　86

U8平均
U2　63
U0

　2
P5平均
Q9　24
Q8

93

P01

X7

96

@平均
@97

付　表 表一3 表一4 表一5

　被験物質の残留率及び変化物一1と変化物一2の生成率の合計は、　（水＋被験

物質）系で96％、（汚泥＋被験物質）系で平均97％となっており、いず
れの系においても変化物は、生成後安定に残留していたことが確認された。

一　11　一



14，　試資料の保管、

14，窪　被験物質

　保管用被験物質約59を保管用容器に入れ密栓後、「新規化学物質に係る

試験の項目等を定める命令第3条に規定する試験施設に関する基準」　〈以下

「試験施設基準」という。〉第32条に定める期間、当試験所試料保管室に

保管する。

14．2　生データ、資料等

　試験計画書及び試験により得られた分析結果、測定結果、観察結果、その

他試験ノート等最終報告書の作成に用いた生データ並びに調査表、資料等は

最終報告書と共に、「試験施設基準」第32条に定める期閻、当試験所資料

保管室に保管する。

以　　上
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