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コイによる化学物質の濃縮慶試験

水酸化トリフェニル錦

（被験物質制αK－643〉

試験方法及び条件

試験方法

　環保業第5号繍射9鴨1〈齪磨ける化　の濃縮度

試験条件

　試験濃臓　　：　粛1濃度区　　1　　μsZゑ

　　　　　　　第2濃屋区　　0．1㎎／2
　飼育潮間　：　10週間

　流水量　 ：　582』／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 纂1濃度区

第2濃慶区
1360～6040倍
　617～7100倍



目 次

　
　

じ
　

ラ
　

　
　

　
　

　
　

し
　

じ
　

　
　

　

試験φ目的

試験方法

試験期間

被験物質

供試魚

飼育条件

試験濃度及ぴ原液麹製法

試験水及び供試魚中の被験物質の分析

濃縮倍率の算出

試験結果

付表

付図

　頁

　　1

　　1

　　1

　1～2

　　3

　　3

　　4

　4～10

11～12

　12



1．　試験の目的

　　　　既存化学物質の安全性確認の一環として水酸化トリフェニル錫（被験物質

　　　ぬK－643）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

　　　長保業第5号　　　繍ぎ9鴨1 〈魚介類の体内における化学物質の濃縮度
試験〉による。

3．　試験朔閥

　　　昭和59年10月1日～昭和60年3月24日
　　　　｛飼育期間　昭和59年12月20日～昭和60年2月28日）

4．　被験物質

4．1名　称

　　　事1
締　度

　不純物

水酸化トリフェニル鋸（商品名

（被験物質隠K－643）

　97．6％
　　テトラフエニル銅　　1．O％

　　酸化ジフェニル錦　　　1．O％

　　塩化トリフェニノレ錫　約1％
提供者

4・2構造式．分子式，分子量

｝
t

構造式

分子式

分子量

　　　　　　　OH

◎一ムn《》
　　　　　　◎

C18H160Sn

367，03

｛
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4，3　スペクトル

　　　赤外線吸収スペクトル

　　　質量スペクトル

　　　紫外部吸収スペクトル

4，4

（図一13参照）

（図一14参照）

（図一15参照）

物理化学的性状

　外　観　　白色粉末
　　　　壼1
　融点　　117～119℃
比重｝11，468（25℃真腫）

　溶解性　　水

　　　　　　n一ヘキサン

　　　　　　ジクロロメタン

　　　　　　クロロホルム

　　　　　　エタノール

　　　　　　ジメチルスルホキシド（囲SO）

　　　　　　　　　　毒1
　　　　　　トルエン
　　　　　　　　　　　　　　毒1　　　　　　イソプロパノール

O．05駕リン酸ジメチルスルホキシド：

：約0．4㎎／2（H臥。による。〉

：約390綱8／2（HPICによる。）

：　　19海以上
：　　19／2以上

：　　19／珍以上

：　　19及以上

　　　1gz2以上
：　2．6％

：　1．8％

　　　分配係数（n一方クタノール／水）

　　　　　log　Pow　邑　3，66　（OECD法による。）

4・5　ヒメダカに対する48時間しC50値魂

　　　　　52．9　熔／2　（図一1参照）

列　被験物質提供者提示資料による。

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

　　DMSO及びリン酸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
　　　　　　章3
平均体重
　　　　　　癖3
平均体長
　　　　　　事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　841108
　　20．0　9
　　　9．2・α

　　　4．8　％
止水状態にて0．OO5駕水産用テラマイシン散水溶確にて24時
間薬浴を行った．

25　℃　×　14　日簡

略　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

飼育水槽

流水量

飼育密度

飼育潮間

飼育温度

流水式水系環境調節装置

100』容ガラス製水槽

582』／日
く原液：希釈水　旨　4威／分：400寵／分）

20尾／飼育水槽　　（試験飼育開始時》

10週間
25　±　2　℃

飼育水槽中落存酸素濃度

　　第1濃度区　：　6．9～7．8㎎！遣（図一11参照）

　　嬉2濃度区　：　6．7～7．8鱈／1〈図一12参照》

　　　　　　　　　（飯島精密工業製　DOメーター〉
恰　　餌　　　1日2回に分けて、コイ用飼料（日本配合飼料株式会社型）を

　　　　　　　魚体重の約2％相当量与えた。
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7．　試験濃慶及び原液調製法

ア，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　：　1　　熔／2

　　第2濃度区　：　0．1μ9海

芋．2　原液調製法

　被験物質100㎎をDMSO　約950超とリン酸　O．5寵を加え濯解
し、DMSOにて1000超に定容した．これをイオン交換水で希釈して
2．5㎎／2とO．25㎎／£の分散液を調製した．

これをイオン交換水で希釈して

　第1濃度区　：　0．1　綱9／2

　第2濃度区　：　O．01㎎／2
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．　試験水及び供試魚中の被験物質の分析

8．1分析内容の概略

18・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しC）法により被験物質を定置分析

した：。試験水分析は、両濃度区とも飼育期間中、毎週2回計20回行い、

1回あたりの分析試料は1点とし、採取後ただちに分析操作を行った。

18’1・2　供試魚分析

　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（HPしC〉法により被験物質を定量分析

した。供試魚分析は、両濃度区とも飼育開始後、2，4，6，8及び10
週目の計5回行い、1回あたりの分析試料は2点とした。
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ミ

18，2分析試料の前腿

18，2，1試験水分析試料の前処理
l

l　蹴槽よ暴1濃度区：1。。雌

1…し欝課皇♀補作を行・た・

　　　　　フローシート

　　　　　　　　　　試験水分析試料

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第1濃度区　第2濃慶区
　　　　　　　　　　　　　　←クロロホルム（1回目）50認　　　　100麗
　　　　　　　　　　　　　　．振とう（2回目）3・睡5・超｝×2回

　　　　　水層’ク。。ホル媚

　　　　　　　　　　　　　　・脱水ろ過

　　　　　　　　　　　　　　・濃縮

　　　　　　　　　　　　　　・定容　　2．5認（エタノール）

　　　　　　　　　　H　P　L　C試料
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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。

フローシート

供試魚分析試料

　　　　・体重，体長測定

　　　　・細片化

　　　　←海砂　10g

　　　　・らい砕

　　　　←無水硫酸ナトリウ．ム　　120g

　　　　’←n一ヘキサン（1回目）200超　（2回目）100観

　　　　震う（　一2回目）・慮lx2回

　　　　・吸引ろ過

残 渣 ろ 液

←ジメチルス

E振とう

ヘキサン層 ジメチルスルホキシド層

ノ→一、　六櫨

｛姻1

　　1←イオン交換水　　300祀

　　1←n一ヘキサン　　80認

　　　←塩化ナトリウム　30g

　　　・振とう
　　｛

ヘキサン層1

　　　←梱一水酸化ナトリウム

　　　・振とう
　　！

次頁へ続く

3認
　｝×4回

1認
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随

　前頁より続く

iヘキサン膚

　　　　・脱水ろ過

　　　　・洗浄（ジクロロメタン　20誠）

　　　　・乾固

　　　　←ジクロロメタン　10認
　　　　　　　　　　　　　　　　‡4
　　　　・カラムクロマトグラフ法

　　　　　　　　　（詳細は下記記述）
　　　　｛

　溶出画分　　　　　　．
　　　　・乾固
　　　　・定容　5認（ヘキサン／エタノール（1／9V／V））

l　H　P　L　C試料

噸　力ラムクロマトグラフの条件

　　　クロマト管　　　　20伽1φ　ガラス製

　　　充てん剤　　　　　5％含水塩基性アルミナ　59（ウェルム社製〉

　　　　　　　　　　　　　（ジクロロメタンで充てん）

　　　　分画法　　第1画分　：　ジクロロメタン溶液　　　　　　全量

　　　　　　　　第2面分　：　ジクロロメタン　　　　　　30彪

　　　　　　　　　被験物質は第1，2画分に溶出する。

，
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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

蹴姦謬5護論議縄裟箋誰痛§瀞雛鴇
計算により求めた。（図一6，表一4，5及び画一9，10，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

　　検出器　島津製作所製

型LC・5A

型SPDぞA

（水分析）

カ　ラ　ム

液
長
量

　
波
離
　
入

　
定
溶
測
注

5α陰x6㎜φ，ステンレス製

ERC－Si　l　ica－1252
プレカラム（シリカゲル充填）使用

n一ヘキサン／メタノール（2／8v／v）

215n皿　（図一15参照）

600μ2

（リン酸O，3％含有）

（魚分析）

カ　ラ　ム

溶　離　液

測定波長
注．入　量

5㎝x6㎜φ，ステンレス製

ERC－S　i　I　i　c　a－1252を2本連結
一n一ヘキサン／メタノール（2／8v／Vl（リン酸。，5％含有）

215nm　（図』15参照）

60μ2

宰5　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。

　すなわち被験物質0．19を精秤し、エタノールに溶解して100
紹鯉の標準溶液とし、さらにこれをエタノールで希釈して40㎎鯉の標
準溶液を調製した。
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8，4　定量性の確寵

　　　（水分析〉

　　　　8・3の標準溶液調製法と同様にして20㎎絃，40喀昆及び80㎎包の標準

　　　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良より

　　　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

　　　であることが確竃された。

　　　　また、検量線より被験物質ピーク高さの測定限界は2．5纈（被験物質濃

　　　慶　0、0016侶覚）とした。（図一4参照）

、　　（魚分析）

1　　　8，3の標準溶液調製法と同様にして0．3応観，0．6腐』吸び1．2熔厩

i　　　の標準溶蔽を調製し、これらを8，3の定量条件に従ってHPLCに注入し、
し

1　　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
と

i　　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
レ

1　　　が良好であることが確認された。
1　　　　また、検量線より被験物質ピーク高さの測定限界は2．5蹴（被験物質濃

　　　度　O．020μg絃）とした．（図一7参照）！
18，5回収蹴及びプランク撚
5

　　　　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。添加回収試験及びプランク試験は、2点について並行測定した．

　　　この結果、プ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

　　　はピークは竃められす、そこで回収串は添加回収試験で得られた2点の値の

　　　平均値とした（図一5，8，表一3，7参照）。各分析操作における回収率
　　　は次頁のとおりであり、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。
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　　［各分析操作における回収串］

　　　　試験水分析（被験物質O．1熔添加）
ホ

：　　　　第1濃度区　：　98．6％

i　第2澱区：96・5％
i　　　供試魚分析（被験物質3熔添加〉
　

1　　　　　　　　　　　72．5％

8．6　分析試料中の被験物質濃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。

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検出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震はそ

　　　　　れぞれ、

1　　　　第1濃度区　：　0．041　㎎観
1　　　　　　第2濃度区　　：　0．0041㎎麓
1　と算出熱る．
I
l聯供試魚分析試料中の櫨癩濃度の算出

1　騰分欄中の被験痴度は、表晒1。の計算式に従って計算し

　　　　　た。

識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検出限界となる被験物質濃度（8．4参照）から、前

　　　　　処理操作での回収串を考慮すると、供試魚中の被験物質検出限界濃度は魚

　　　　　体重を309としたとき4．6㎎！8と算出される。
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，9・

10．

10，1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

濃縮倍率の算出

　濃縮倍率（B　C　F）は、次式により算出した。

　　　　　BCF　馴　　C拓　一　Cfb
　　　　　　　　　　　　　　C脚n

　　　　　Cfn　：　n週目に採取した供試魚分析試料中の被験物質濃度

　　　　　　　　　　（熔z9）

　　　　　Cwn　：　n週日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〉（昭溜）

　　　　　Cfb　：　空試験における魚体中の被験物質濃度（裾！9）

　　　なお、8、6．4で求めた供紙魚中の被験物質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　：　　5，4倍

　　　　　　第2濃度区　：　48　　倍

試験結果

　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：侶／2）

2　　W 4　　W 6　　W 8　　W 10　W 付　表

第1濃度区 O，850 0，853 0，861 O，859 0，851 表一4

第2濃度区 0．0849 0．0885 0．0920 O．0925 0．0949 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 4　W 6　W 8　W IO　W 付　表 付・・画

策1濃度区
1620

P360

2230

Q940

3460

R230

4100

R650

5090

U040 表一8 図一9

第2濃度区
617

P500

3210

Q810

4400

S850

4340

R690

7100

V010 表一9
図一．10

　また、表山2の濃縮倍率と飼育潮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

1360～6040倍、第2濃度区において617～7100倍であった．
　なお、供試魚は外親観察の結果、異状は認められなかった。

以　　上
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