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要　　約

1．試験の表題　二硫化炭素（被験物質番号K－53）のコイにおける濃縮度試験

試
　
1
　
　
　
　
乏

　
　
乞
　
　
　
　
　
　
2

2

ヒメダカ

48時間
半止水式（8～16時間毎に換水〉

コイ

第1濃度区　　50紹！4

第2濃度区　　　5剛2
6週間

鰍式ガスクロマトグラフ法

3．試験結果

　　（1）48時間LC50値　　10．8㎎／2
　　（2）濃縮倍率　　第1濃度区　　6．1倍以下

　　　　　　　　　第2濃度区　　60　倍以下

4．被験物質の安定性

　　被験物質は保管条件下及ぴ試験条件下で安定であることを磯忍した．
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最終報告書
試験番号　50053

L表　　　題　　　二硫化炭素（被験物質番号　K－53）のコイにおける濃縮度試験

2．試験委託者

3．試験施設

4．試験目的

5．試験方法

名
住

称　通商産業省

所（〒100）東京都千代田区霞が閲」丁目3番1号

名　　称　財団法人化学品検査協会

　　　　化学品安全センター九州試験所

住　　　所　（〒830）福岡県久留米市中央町19－14

　　　　　TEL　（0942〉34－1500
運鞭賭

被験物質K－53のコイにおける濃縮性の程度について知見を得る．

「新規化学物質に係る試験の方法について」（環保業第5号、薬発

第615号、49基局第392号昭和49年7月13日）に規定
する〈魚介類の体内における化学物質の濃縮度試験〉による。
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6．試験期間

　（1）試験開始日

　（2）試験実施期間

　　　　供試魚受入日

　　　　じゅん化終了日

　　　　ばく露開始日

　　　　ばく露終了日

　（3）試験終了日

昭和63年　2月　8日

　　昭和62年11月25日
　　昭和62年12月26日
　　昭和63年　2月　8日

　　昭和63年3月22日

昭和63年　3月23日

7．試験関係者

　　試験責任者

　　試験担当者

　　飼育管理責任者

　　急性毒性試験担当者

　　試資料管理責任者

8．最終報告書作成日

作成者
麹63年 3月23日

9．最終報告書の承認

試験責任者 氏名

購イ3年3月⊃3

（
⊃



10．被験物質

　　本報告書において被験物質K－53は、次の名称及び構造式等を有するものとする。

　10．1名称二硫化炭素

　10．2構造式等

　　　　構造式　　S；C＝S

　　　　分子式　　CS2

　　　　分子量　　76．14

　　　　　　　＊1
　10．3純度98％

　　　刈　添付鮒による．

　10・4入手先及びロット番号

　　　（1）入手先
　　　（2｝ロット番号　　　V7A1288

　10，5同　定
　　　　　　　　　　　に記載の赤外吸収スペクトルと当試験所の当該測定スペタト

　　　ノレと内幸一致することを確認した。
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10．6物理化学的性状

　　　外観　無色透明液体
　　　　　＊2　　　融点　一111℃
　　　　　＊2
　　　沸点　46．3℃
　　　　　富3　　　蒸気圧　400㎜Hg（28．0℃）

　　　　　＊1　20　　　比重　d201、266

　　　溶解性水　　　1．7g／2
　　　　　　　　　＊4　　　　　　ヘキサン　　　　　　100g／2以上
　　　　　　　　　　　＊4　　　　　　クロロホノレム　　　　　100g／以上
　　　　　　　　　　毒4　　　　　　酢酸エチル　　　　　　1009／2以上
　　　　　　　　　　＊4　　　　　　メタノール　　　　　1009／2以上

　　　　　　＊4　　　分配係数　（n一オクタノール／水）

　　　　　　　10g　Pow　＝　2．11

　　　質量スペクトル　　　　（図一13参照）

　　　赤外吸収スペクトル　　（図一14参照）

　　零1　添付資料による．

　　＊2化学大辞典（共立出版）による．

　　＊3化学便覧（日本化学会編）による．

　　＊4分解度試験報告書による。

10．7保管条件及び保管条件下での安定性

　　（1）保管条件　　冷暗所
　　（2）安定性確認　　ばく露開始前及び終了後に被験物質の赤外吸収スペクトル

　　　　　　　　　　を測定した結果、両スペクトルはマ致し、保管条件下で

　　　　　　　　　安定であることを確思した（図一14参照）。

10．8試験条件下での安定性

　　　ばく露開始前に予備検討を行い、試験条件下で安定であることを確暮した．
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11．急性毒性試験

11．1試験方法

　　JIS　K　O102－1981の55の方法に準じて行った。

11．2供試魚
　　（1）魚　　 種

　　（2）供給　源

〔3）蓄養条件

　　期間等

薬　　浴

（4）じゅん化条件

（5）体

（6）全

（7）検

重
長
定

ヒメダカ　Oryzias　latipes

中島養魚場

（住所〒869－01熊本県玉名郡長洲町大明神）

魚の入手時に目視観察をして異状のあるものを除去し、

蓄養糟で薬浴後、流水状1で76日間飼育した．

20㎎／2エルバージュ（上野製薬製）溶液及び79／2

塩化ナトリウム溶液を用いて止水状態1で24時間薬浴を

行った．

じゅん化槽でじゅん化し、その間異状のあるものは除去

し、最終的には25±2℃の水温の流水状態で7日間以

上飼育した。

平均0．3gg
平均3．4c窺
　　＿＊5田端健こ　の方法に準じ、塩化第二水銀検定合格魚と同

一ロット（TFO－880114）のものを試験に供し
た。

＊5用水と廃水，14，1297－1303（1972）
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11，3試験用水

　　（1）種　　　類

　　　　九州試験所敷地内で揚水した地下水

　　（2）分析及び水質確認

　　　　当試験所にて水温、pH及び溶存酸素は連続測定を行った。また、化学的

　　　酸素要求量、全硬度、蒸発残留物、塩素イオン及びアンモニア態窒素並びに

　　　有機リン、シアンイオン、重金属等の有害物質は6ケ月に1回定期的に分析

　　　　している。試験に供した用水は、分析した項目が水産環境水質基準（社団法

　　　人　日本水産資源保護協会　昭和47年3月〉に記載されている濃度以下で

　　　　あることを確認した（参考資料1参照）．

M1

（5）pH

（6）供試魚数
σ｝ばく露期間

（8）ばく露方法

ガラス製ガロンビン

3、85コ×2／濃度区

25±2℃
ばしく榊寺　　　　　7．9』g∠2

ばく露終了時　5．0～5．8㎎〆2

ばく露開始時　　　　8．3

ばく露終了時　7．8～7．9

10尾／濃度区

48時間
半止水式（8～16時間毎に換水）

11．5原液調製法

　　（1）分　散　剤

　　　　HCO－20
　　（2）調製方法
　　　　被験物質と10倍量のHCO－20をよく混合し、イオン交換水を添加し

　　　て10001㎎／2の原液を調製した。

編鶏轟
の
実
試

弾
ω
総1

LC50湊掟室
昭和63年　2月　8日 ～昭和63年　2月10日
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11，7　48時間LC50値の算出
　　　Doudoroff法で行った。

11．8試験結果

　　　48時間LC50値 10．8㎎厘　（図一3参照）

12．濃縮度試験の実施

12．1供試魚

　　（1）魚　　種　 コイCyprinusCarpio

　　（2）供給源　 杉島養魚場
　　　　　　　　　　　（住所〒866熊本県八代市郡築一番町123－2）

　　（3）蓄養条件
　　　　期　間　等　　　魚の入手時に目視観察をして異状のあるものを除去し、

　　　　　　　　　　受入稽で薬浴後、流水状態で2日間飼育した．

　　　　薬　　　浴、　50㎎∠2水産用テラマイシン散（台糖ファイザー製）

　　　　　　　　　　溶液及び79／2塩化ナトリウム溶液を用いて止水状態で

　　　　　　　　　　　24時間薬浴を行った．
　　（4）じゅん化条件　　　じゅん化槽でじゅん化し、その間異状のあるものは除去

　　　　　　　　　　　し、最終的には25±2℃の水温の流水状態で22日間

　　　　　　　　　　　飼育した。さらに試験水槽へ移し、同温度の流水状態で

　　　　　　　　　　　7日臥、押した・
　　（5）ぼく露開始時の体重、体長等

　　　　体重平均22．19
　　　　体長平均9．3σ個
　　　　脂質含有率　　　平均　　5．1％

＊6ロット（TFC－871125）の測定値

（6）餌　　　料

　　種　　類

　　製造元
　　給餌方法

コイ用ペレット状配合飼料

日本配合飼料株式会社

供試魚体重の約2％相当量を1日2回に分けて給餌した。

ただし、供試魚1の採取前日は給餌を止めた．
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12．2試験用水

　　　11．3に同じ。

灘灘瀬
　
ラ
　
ラ
　

ラ

　
一
n
∠
3

　
（
　
（
　
（

321

（4）試験温度
（5）溶存酸素濃度

⑥供試魚数
（7）ばく露期間

（8）実施場所

当試験所組立流水式装置を用いた．

100』容ガラス製水槽（揮発性化学物質用試験水槽）

原液2祀／分及び試験用水800祀／分の審拾で

1155コ／日を試験水槽に供した．

25±2℃
第1濃度区　　5．9～7．0餌g／2（図一11参照）

第2濃度区　　6．0～7．0㎎厘（図一12参照〉

12尾／濃度区（ばく露開始時〉

6週間

第2アクアトロン室

12．4原液調製法

　　　1t5と同様な方法で、第1濃度区用の場合20㎎／2及び第2濃度区用の場合

　　2㎎／2の原液を調製した．

12．5試験濃度

　　　48時間LC50予備値及ぴ被験物質の分析感度を考慮して、

　　　第1濃度区　　50μg／2

　　　第2濃度区　　　5破¢
　　に設定した．
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12．6試験水及び供試魚分析

12，6．1分析回数

　　　　試験水分析は両濃度区ともばく露期間中、毎週2回計12回行い、1回当り

　　　の分析試料は1点とした。また、供試魚分析は両濃度区ともばく露開始後、

　　　　2，3，4及び6週の計4回行い、1回当りの分析試糊ま2尾とした。

12，6．2分析試料の前処理

（1）試験水

　　試験水槽から

　　　第1濃度区　　　100磁

　　　第2濃度区　　1000醜
　　を採取し、以下のフロースキームに従って前処理操作を行い、ガスクロマト

　　グラフ（GC〉試料とした。

フロースキーム

試験水分析試料

←酢酸工

@（メス

ｩ硫酸ア

@（上皿
E振とう

水層 酢酸エチル馴
・定容

GC試料

　　　　　　　第1濃度区

　　　　　　　　　30認

　（メスシリンダー）

←硫酸アンモニウム　30g

　（上皿天秤で秤量）

・振とう（10分間）

第2濃度区

　　50畝

3009

50祀（酢酸エチル）（メスフラスコ）
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（2）供試魚

　　試験水槽から供試魚を採取し、以下のフロースキームに従って前処理操作

　　を行い、GC試料とした。

フロースキーム

供試魚分析試料

・体重，体長測定

・冷却（冷凍庫，30分間）

←アセトニトリル／水（8／2VIV）150麗

　（メスシリンダー）

・細片化（氷水で冷却しながら）

・ホモジナイズ（ポリトロン，約30秒間）

・源争（アセトニトリル／水（8／2VIV）50認）

　（メスシリンダー）

・遠心分離（5000rpm，5分間，10℃）

i残渣 上澄液

下層 上

←酢酸エチル　80履（メスシリンダー〉

←精製水　400祀（メスシリンダー）

・振とう（1（｝分間）

層

・定容　　100祀（酢酸エチル）（メスフラスコ）

・分取　8認（ホールピペット）
　　　　　　　　　　　＊7
・カラムクロマトグラフ法　（詳細は次頁記述）

溶出液

・定容　10混（酢酸エチル）（メスフラスコ〉

G　C試料

1］一



＊7カラムクロマトグラフの条件

　　　セップパック　アルミナN

　　　負荷法　　分取液を負荷する．

　　　溶出法　第1溶出液酢酸エチル　　2祀

　　　　　　　　被験物質は負荷分及び第1溶出液て熔出する．
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12．6．3定量分析

　　　　12．6、2の前処理を行って得られたGC試料は、以下の条件に基づきガスクロ

　　　マトグラフ法により定量を行った．最終定容液中の被験物質濃度は、クロマト

　　　グラム上の被験物質のピーク高さを濃度既知の標準溶液2点のピーク高さより

　　　求められる回帰式より計算して求めた（表一4，5，図一6，表一9，10，

　　　11，図一8，9，10参照）．

繍　器
ム
相
体
度
　
ス
量
器
量

　
　
　
　
温
か

　
　
　
　
　
ア

艶
フ
液
乳
裂
出
入

攣
カ
カ
キ
検
注

わ（

ガスクロマトグラフ

3ηしx3嗣φ　ガラス製

5％　PEG20M
ChromosorbW
　75℃

120℃

螺
50祀／min

FPD（イオウ用光学フィルター使用）

4μ2

（2）標準溶液の調製

　　分析試料中の被験物質濃度を求めるための標準溶液の調製は次のように

　行った．

　　被験物質79μ2（100㎎）を分取し、酢酸エチルに溶解した1000齪

　の標準原液を、さらに酢酸エチルで希釈して50，100及び150轍の
　標準溶液を調製した．
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（3）検量線の作成

　　（2）の標準溶液調製法により、50，100及び150親の標準溶液を
　調製し、これらを（1）の定量条件に従って分析し、得られたそれぞれのクロ

　マトグラム上の被験物質ピーク高さと濃度より検量線を作成した．

　　検量線より被験物質ピーク高さの測定限界値はノイズレベルを考慮して

　　71W（被験物質濃度　50轍）とした（図一4参照）。

12．6，4回収試験及びブランク試験

（1）方法

　　前述した試験水及び供試魚分析操作における被験物質の回収率を求める

　ため謎散水（対照区）球び魚体に被験物質分散液を渤吸び腹腔内注身重し、
　　12．6、2及び12，6．3の操作に準じて回収試験を行った．また、被験物質を加え

　ない試験水（対照区）及び魚体について、回収試験の場合と同じ操作により

　　ブランク試験を行った．・回収試験及びブランク試験は、2点について測定

　　した．この結果、ブランク試験においてクロマトグラム上、被験物質ピーク

　位置にはピークは認められなかった。分析操作における各2点の回収率及び

　平均回収率は下記に示すとおりであり、平均回収率を分析試料中の被験物質

　濃度を求める場合の補正値とした（表一3，8，図一5，7参照〉、

（2）結果

　　分析操作における回収率

　　　　試験水分析く被験物質5000η8添加）

　　　　　第1濃度区　　　89．9％，86．1％　平均88．0％

　　　　　第2濃度区　　，89．6％，85．6％　平均87．6％
　　　　供試魚分析（被験物質15000㈱口口）

　　　　　　　　　　　　　80．0％，74．4％　平均77．2％
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12．6．5分析試料中の被験物質濃度の算出及び検出限界

〔1）試験水分析試料中の被験物質濃度の算出

　　表一6の計算式に従って計算し、計算結果はJIS　Z840H961の方法を用

　いて有効数字3ケタに丸めて表示した。

（2）試験水中の被験物質の検出限界濃度

　　12・6・3（3）の椥嫌憾疎めた鵬獺の測魍界値より・謝中の
　被験物質の検出限界濃度はそれぞれ、

　　　第1濃度区　　28　碗
　　　第2濃度区　　　2．9報
　　と算出される．

　騰　
、
　
イ
　
勧
　
鮒
　
燗
　
飾
　
に
　謝出
の頒
ゼ
奏
効

　
ヤ
　
船
　
畑
中
ら勧
‘灘

　
　
質

ラ3（

（4）供試魚中の被験物質の検出限界濃度

　　齢3（3）の塑壁盛疎めた糠癩の繍値より・燃中の
　被験物質の検出限界濃度は供試魚体重を30gとしたとき270層gと
　算出される．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A
娼妓験物質検出限界濃度（磁又は層9）＝
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B　　　　C×E
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　D

A　：　検量線上測定限界濃度（齪）

B　：回収率（％）
C　：試験水採取量（岡2）又は供試魚体重（9〉

D　：最終液量（祀）

E　：分取比
計算結果はJIS　Z8401－1961の方法を用いて有効数字2ケタに丸めた．
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12．1濃縮倍率（BCF）の算出

　　供試魚分析において被験物質の測定値は測定限界以下であった．

　　なお、12・6・5（4）で求めた供試魚中の被験物質検出限界濃度より、下記の倍率

　　を越えて濃縮されたとき濃縮倍率の算出が可能となる．

第1濃度区　　6．1倍

第2濃度区　60　倍

13．試験結果

13，1試験水中ク

　　試験水中
区

を表一1に示す．

表一1　試験水中の被験物質濃度（ばく露開始時からの測定値の平均値〉

　　　　　　　　　　　　　　　　　（単位偲／2）

2　　週 3　週 4　　週 6　週 付表 付図

第1濃度区 45．4 44．1 43．9 45．0 表一4

第2濃度区 4．58 4．51 4．47 4．51 表一5

図一6
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13，2濃縮倍率

　　濃縮倍率を表一2に示す．

表一2　濃縮倍率

2　週 3　週 4　週 6　週 付表 付図

第1濃度区
6．1以下

U．似　

6，1以下

U，1以下

6，1以下

U．1以下

6．1以下

U．1以下
表一9 図一8

第2濃度区
60以下

U0以下

60以下

U0以下

60以下

U0以下

60以下

U0以下
表一10 図一9

表一2の濃縮倍率とばく露期間との相関を図一1及び図一2に示した．被験物

質のコイに対する濃縮性の程度は、濃縮倍率で第1濃度区において6．1倍以下、

第2濃度区において60倍以下であった。

供試魚は外観観察等の結果、異常は認められなかった．

また、試験水中の平均被験物質濃度は表一1に示されるように、設定値の

85％以上が劇寺さナじセ．
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14．試資料の保管

14．1被験物質

　　　保管用被験物質約20gを保管用容器に入れ密栓後、r新規化学物質に係る

　　試験及び指定化学物質に係る有害性の調査の項目等を定める命令第4条に規定す

　　る試験施設に関する基準」（以下「GLP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、試験計画書、調査表、資料等｛熾終報告書と共

　　に、rGLP基準」第32条に定める期間、当試験所資料保管室に保管する．

15．備　考

15．1試験に使用した機器、装置、特殊器具、試薬等

　　（1）試験系（飼育施設）に係わる装置

　　　　原液供給用微量定量ポンプ　：東京理化器械製型G陶
　　　　溶存酸素測定装置　　　　　　：　飯島精密工業製　型552

18　一



（2）分析及び原液調製に使用した機器、装置、特殊器具、試薬

騰
　ガスクロマトグラフ

　クロマトパック

装置

　ロータリーエバポレ一夕ー

　振とう機

　ホモジナイザー

　遠心分離機

欄　セッフパック　アルミナN
譲
　酢酸エチル

　硫酸アンモニウム

　アセトニ．トリル

　精製水

　HCO－20

：　島津製作所製　型㏄一7A

：　島津製作所製　型C－RlA

：東京理化器械製型N－1

　入江商会製TS式
　大洋科学工業製型SR一四
：キネマチカ社製

：日立製作所製型20PR－52

：　日本ウォーターズ社製

：関東化学製　　　試薬H級

：半井化学薬品製　試薬→級

：　　　　　　　　HPIC用

：高杉製薬製

：　日光ケミカルズ製

一　19




