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報　告　書　要　旨

1．　試験の内容

2。　被験物質

コイによる化学物質の濃縮度試験

m一フェニレンジアミン

（被験物質NαK－195）

3．　試験方法及び条件

3，1試験方法

3，2

4．

　環保業第5号、
薯撫ず9籏1〈雛欝ける化学物質の濃縮度

試験条件

　試験濃度　　：　第1濃度区　　2　　㎎厘

　　　　　　　　第2濃度区　　0．2㎎／2

　飼育期間　：　6週間

　流水量　：　582夏／日

　分析方法　：　高速液体クロマトグラフ法

試験結果

濃縮倍率 第1濃度区

第2濃度区

3倍　　～　4．

6倍以下～24

6倍
倍
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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m一フェニレンジアミン（被験物

質NQK－195〉のコイに対する濃縮度試験を実施し、濃縮性の程度につい

ての知見を得る。

2．　試験方法

環保業第5号、綴局纂」9、貴職額際おける化　の　

3．　試験期間

昭和59年8月16日～昭和59年12月19日
（飼育期間　昭和59年10月16日～昭和59年11月27日〉

4．　被験物質

4，1名　称

　　　＊1
純　度

入手先

ロット番号

m一フェニレンジアミン

（被験物質甑K－195）

99％以上

F　BT　O3

4．2　構造式，分子式，分子量

構造式 　N　H2
ノ＼

廷9柔、，、

分子式 C6H8N2

分子量 108．14
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4，3　スペクトル

　　　赤外線吸収スペクトル　　（図一14参照〉

　　　質量スペクトル　　　　（図一15参照〉

　　　核磁気共鳴スペクトル　（図一16参照〉

　　　紫外可視吸収スペクトル（図一／7参照）

4．4　物理化学的性状

　　　外　観　　黒色塊状固体
　　　　　　＊1
　　　融　点　　　63～　64℃
　　　　　　＊1
　　　沸　点　　　282～284℃／760㎜Hg

　　　溶解性　　水

　　　　　　　　n一ヘキサン
　　　　　　　　ベンゼン

　　　　　　　　クロロホルム

　　　　　　　　酢酸エチル

　　　　　　　　アセトン

　　　　　　　　アセトニトりル

　　　　　　　　N，N一ジメチルホルムアミド（囲F）

　　　　　　　　ジメチルスルホキシド（囲SO）

　　　　　　　　メタノール

goo㎎／£

500㎎／2以下

500㎎／2以下

500㎎／2以下

1000㎎／2以上

　109／2以上

　103／2以上

　109／2以上

　103／2以上

　10g／2以上

　　　分配係数（n一オクタノール／水）

　　　　　　log　Pow　＝　一〇．38（OECD法による〉

4、5　ヒメダカに対する48時間LC50値＊2

　　　　　500㎎厘以上　（図一1参照）

＊1　共立出版：化学大辞典による

＊2　JIS　K　OIO2に定める工場排水試験法「魚類による急性毒試験」に準じ、

　　DMSOを使用して調製した試験液により得られた値。
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5．　供試魚

名　　称

入手先
ロット番号
　　　　　　＊3
平均体重
　　　　　　＊3
平均体長
　　　　　　＊3
平均脂質含量

薬　　浴

順　　化

コイ（Cyprinuscarpio）
熊本県八代市北村養魚場

TFC　840903
　　22．4　9
　　　9．2　ε個

　　　4．6　％
止水状態にてO，OO脳水産用テラマイシン散水溶液にて24時
間薬浴を行った。

25℃×14日間
＊3　同一順化ロットからの代表供試魚10尾に対しての測定値

6．　飼育条件

試験施設　　　流水式水系環境調節装置

飼育水槽　　　100並容ガラス製水槽

流水量　　582丑／日
　　　　　　　（原液：希釈水　一　4祀／分：400超／分）
飼育密度　　　20尾／飼育水槽　　（試験飼育開始時）

飼育期間　　　6週間

飼育温度　　　25　±　2　℃

飼育水槽中溶存酸素濃度

　　第1濃度区　：　7．0～7．7㎎／2（図一12参照）

　　第2濃度区　：　7．2～7．9㎎／2（図一13参照〉
　　　　　　　　　（飯島精密工業製　DOメーター）

給　　餌　　　1日2回に分けて、コイ用飼料（日本配合飼料株式会社製〉を

　　　　　　　魚体重の約2％相当量与えた。
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7．　試験濃度及び原液調製法

7，1試験濃度

試験水槽中の被験物質濃度は次のように設定した。

　　第1濃度区　：　2　　㎎厘

　　第2濃度区　：　0．2㎎／2

7、2　原液調製法

　被験物質10gを20倍量のDMSOに溶解し、脱塩水を加えて
10000㎎／2の分散液を調製した。
これをさらに脱塩水で希釈して

　第1濃度区　：　200㎎／2
　第2濃度区　：　　20㎎海

の各原液25』を調製した。なお、各原液は飼育期間中、毎週2回調製した。

8．　試験水及び供試魚串の被験物質の分析

8、1　分析内容の概略

8、1，1　試験水分析

　第1及び第2濃度区の各試験水槽より分析試料を採取し、前処理を行った

後、高速液体クロマトグラフ（H　P　LC）法により被験物質を定量分析した。

　被験物質を定量するに際しては、前処理操作において有機溶媒抽出による

濃騰作が困難であったため・試験水分析試料をそのまま誘導体化（ダブシ

ル化　）し、H　P　LCによる分析感度の向上に努めた。

　試験水分析は、両濃度区とも飼育期間中、毎週2回計12回行い、1回あ

たりの分析試料は1点とし、採水後ただちに分析操作を行った。

一　　4　　＿



＊4　ダブシルクロライド

　　（4一ジメチルアミノアゾベンゼンー4’一スルホニルクロライド）

　　アミノ基を有する物質と次式のように反応し、可視部又は紫外部におけ

　る高感度検出を可能にすると同時に溶出状態を良好にする。

目1ε）N⇔N－N◎一S一＋H2N－R

一一 O13）NON－NOS・2NHR＋HC迎

8，1，2　供試魚分析

　第1及び第2頻度区の各試験水槽より分析試料を採取し、前処理を行っ

た後、高速液体クロマトグラフ（HPLC）法により被験物質を定量分析
した。

　供試魚の分析においては、誘導体化（ダブシル化）を行った場合、魚体

に由来するブランクが大きく、またこれを除去することが困難であったた

め、本体のままで分析を行った。

　供試魚分析は、両濃度区とも飼育開始後、2，3，4及び6週目の計4

回行い、／回あたりの分析試料は2点とし、採取後ただちに分析操作を行
った。

8．2　分析試料の前処理

8，2．1　試験水分析試料の前処理

試験水槽より

　　　　　第1濃度区　：　　10慮

　　　　　第2濃度区　：　200雇
を採水し、次頁のフローシートに従って前処理操作を行った。なお、前処

理操作中の試料の分取比は第1濃度区は1、第2濃度区は1／2とし、25

祀に定容してHPLC試料とした．
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フローシート

　　試験水分析試料

　　　　　　・濃縮
　　　　　　二男灘（飼育水）｝第2　のみ

　　　　　←2％炭酸水素ナトリウム水溶液　　O、5漉

　　　　　←アセトニ毎リル　　5超
　　　　　　　　　　ホリ　　　　　←発色試薬　　5認
　　　　　　・密封加熱（湯浴上，70℃×1時間〉

　　　　　　・放冷

　　　　　　・定容　25磁（アセトこトリル／水（8／2V〆V））

　，HPLC試料i

＊5　29／コダブシルクロライド　アセトニトリル溶液

　一
八
O

　一



8、2，2 供試魚分析試料の前処理

　　試験水槽より供試魚を採取し、以下のフローシートに従って前処理操作

　を行った。なお、前処理操作中の試料の分取比は1／2とし、100漉に定

　容してHPLC試料とした。

　フローシート

　　　　「供試魚分析試料

　　　　　　　　　・体重．体長測定

　　　　　　　　　・細片化

　　　　　　　　←アセトニトリル　60祓

　　　　　　　　　・ホモジナイズ

　　　　　　　　　・洗浄（アセトニトリル　30曜〉

　　　　　　　　　・吸引ろ遺

残　渣　　　　ろ　液

　　　　　　　　　・定容　　120雇（アセトニトリル）

　　　　　　　　　・分取　　60認
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊6　　　　　　　　　・カラムクロマトグラフ法

　　　　　　　　1　　　　　　　（詳細は次頁記述〉

　　　　　溶出画分
　　　　　　　　　・定容　　100舵（アセトニトリル／水（8／2VIV））

　　　　　　　　l

　　　　iHPLC試料1

一　　　∫　　一



而　力ラムクロマトグラフの条件

クロマト管

充てん剤
20㎜φ，ガラス製
5％含水塩基性アルミナ　109（ウェルム社製〉
（水／アセトニトリル（8／2VIV）で充てん）

分画法　　第1面分 アセトニトリル／水（8／2V／V） 40慮

被験物質は第1面分に溶出する。

8，3　分析試料の定量

　8，2の前処理を行って得られたH　P　L　C試料は、次の条件により高速液体ク

。蹴姦誰5嵩蝦艦罐離籍灘藁薦こ鵡
計算により求めた。（図一6，表一4。5及び図一10，11，表一8，9
参照）

［定量条件］

装 置　　高速液体クロマトグラフ

　　　　ポンプ　島津製作所製　型IC－5A

　　　　検出器　日本分光工業製　型UVIDEC－100－H

水分析

　カラム
　　固定相

　溶離液
　測定波長

魚分析

カラム
　固定相

溶離液

測定波長

0．1皿×6㎜φ，ステンレス製

ERC－ODS－1262
アセトニトリル／水（65／35VIV）

435nm　（図一19参照）

0．1m×6㎜φ，ステンレス製

ERC－C2一一1161
アセトニトリル／水　　（1／1V／V）

（O、OO5Hペンタンスルホン酸ナトリウム含有）

290nm　（図一17参照〉
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＊7　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。

（水分析第1濃度区）

　被験物質0．19を精秤し・20倍量のDMSOに溶解した後、脱塩水を
加えて1000㎎観の標準溶液とし、さらにこれを飼育水で希釈して2μg罐

の標準溶液を調製し、これを10漉分取しダブシル化反応を行い放冷し、

25醜に定害したものを水分析第1濃度区の標準溶液とした。

（水分析第2濃度区）

　被験物質0．19を精秤し、20倍量のDMSOに溶解した後、脱塩水を
加えて1000μ9絃の標準溶液とし、さらにこれを飼育水で希釈して／0

嬉絃の標準溶液を調製し、これを4漉分取し飼育水196認を加えて、ロー

タリーエバポレーターで濃縮し20磁に定害し、そのうち10舵を分取して

ダブシル化反応を行い放冷し、25祀に定害したものを水分析第2濃度区の
標準溶液とした。

（魚分析）

　被験物質0．1gを精秤し、ア’セトニトリル／水（8／2VIV）に溶解して

1000μ3厩の標準溶液とし、さらにこれをアセトニトリル／水（8／2V／V）

で希釈して1．5雌観の標準溶液を調製した。
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8，4　定量性の確認

（水分析）

　8、3の標準溶液調製法と同様にして、反応ブランク液．0．4偲鯉，0．8

㎎絃及び1．6耀鯉の標準溶液を調製し、これらを8，3の定量条件に従って

HPLCに注入し、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
高さとそれぞれの濃度より検量線を作成した。第／濃度区水分析用検量線は

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が確認された。第2

濃度区水分析用検量線は反応ブランクがあるため原点を通らないが、直線関

係を示したため、定量性が良好であることが確認された。

　また、検量線より被験物質ピーク高さの測定限界は2肌（被験物質濃度

第1濃度区　0．027碍観，第2濃度区　0．033嬉観）とした。（図
一4参照〉

（魚分析〉

　8、3の標準溶液調製法と同様にして0．75μ9鯉，1．5雌観及び3雌娩の

標準溶液を調製し、これらを8．3の定量条件に従ってHPLCに注入し、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それぞれの濃度

より検量線を作成した。検量線は原点を通る直線であったことから定量性が

良好であることが確認された。

　また、検量線より被験物質ピーク高さの測定限界は2㎜（被験物質濃度

0．038μ3観）とした。（図一8参照）
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8・5　回収試験及びブランク試験

　前述した試験水及び供試魚分析における被験物質の回収率を求めるため、

飼育水及び魚体ホモジネートに被験物質分散液を添加し8，2及び　　8，3の

操作に準じて添加回収試験を行った。また、被験物質を加えない飼育水及

び魚体ホモジネートについて、添加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。添加回収試験及びブランク試験は、2点について並行

測定した。この結果、第1濃度区水回収試験においてはブランクピークは

認められず、このため回収率は添加回収試験で得られた2点の平均値とし

た。第2濃度区水回収試験ではブランクピーク〈反応ブランクピーク）が

認められたため、回収率は、添加回収試験で得られたピーク高さから反応

ブランクピークの高さを差し引いた値を用いて算出した2点の平均値とし

た。また、魚回収試験ではブランク試験においてブランクピークは認めら

れなかったため、回収率は添加回収試験で得られた2点の平均値とした。

（図一5，9，表一3，7参照）。　各分析操作における回収率は次のと

おりであり、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。

［各分析操作における回収率］

試験水分析

　第1濃度区

　第2濃度区

供試魚分析

93．6％（被験物質20雌添加〉
95．0％（被験物質40㎎添加〉

79．2％（被験物質300燈添加）

8，6　分析試料中の被験物質濾度の算出及び検出限界

8，6．1　試験水分析試料中の被験物質濃度の算出

試験水分析試料中の被験物質濃度は、表一6の計算式に従って計算した。
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8、6、2　試験水中の被験物質の検出限界

8、3の定量条件において測定限界となる被験物質濃度（8．4参照）から、前

処理操作での回収率を考慮すると、試験水中の被験物質検出限界濃度はそ

れぞれ、

　第1濃度区　：　72　　偲／コ

　第2濃度区　：　　8．7㎎／血
と算出される。

8．6．3　供試魚分析試料中の被験物質濃度の算出

　供試魚分析試料中の被験物質濃度は、表一10の計算式に従って計算し
た。

＆6、4　供試魚中の被験物質の検出限界

8、3の定量条件において測定限界となる被験物質濃度（8．4参照）から、前

処理操作での回収率を考慮すると、供試魚中の被験物質検出限界濃度は魚

体重を30gとしたとき0．32μ9／9と算出される。
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9．　濃縮倍率の算出

　　　　濃縮倍率（BC　F）は、次式により算出した。

　　　　　　　　BCF－　Cfn－Cfb
　　　　　　　　　　　　　　　　　Cwn

　　　　　　　　Cfn　：　n週目に採取した供試魚分析試料中の被験物質濃度

　　　　　　　　　　　　　（解／9）

　　　　　　　　Cwn　：　n週目まで行った試験水分析による実測濃度の平均値

　　　　　　　　　　　　　（平均水槽濃度）（㎎／2）

　　　　　　　　Cfb　：　空試験における魚体中の被験物質濃度（耀／9〉

　　　　　　なお、8．6、4で求めた供試魚中の検出限界を濃縮倍率で表わすと次のよ

　　　　　うになる。

　　　　　　　　第1濃度区　：　0．2倍

　　　　　　　　第2濃度区　：　1．6倍

10．　試験結果

　10、1　試験水槽中の被験物質濃度

　　　　試験水槽中の被験物質濃度を表一1に示す。

　　　表一1　　試験水中の被験物質濃度（実測値）　（単位：㎎／2〉

2　　W 3　　W 4　　W 6　　W 付　表

第1濃度区 1．89 1．93 1．94 1．98 表一4

第2濃度区 0，193 O，192 O，191 O，194 表一5
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10，2　濃縮倍率

濃縮倍率を表一2に示す。

表一2 濃縮倍率

2　　W 3　　W 4　　W 　　　睡U　　Wl付　表　　　！ 付　図

第1濃度区
2．3

P．3

1．9

P．6

4．6

Q．8

　　　11・3　i表＿82，2　　1　　　1　　　善

図一10

第2濃度区
1．6以下

P，6以下

1、6以下

P，6以下

7．5

Q4

　　　！6・1　儀＿918　　　i

図一11

　また、表一2の濃縮倍率と飼育期間の関係を図一2，3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

1．3倍～4，6倍、第2濃度区において1．6倍以下～24倍であった。
　なお、供試魚は外観観察の結果、異状は認められなかった。
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11．　備　　考

第2濃度区試験水槽濃度の算出について

　第2濃度区水分析において反応ブランクがあるため、反応ブランクのピ

ーク高さを標準溶液及び水分析試料のそれぞれのピーク高さから差し引き、

この値を真のピーク高さとして比例計算を行って水槽濃度を算出した。

以　　上
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