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　　同　定　　M8スペクトル（図一21参照）

　　性　状　　外観　白色結晶状　　融点〔℃）42・0～455

　　　　　　　溶解性　対水一約1p皿
　　　　　　　　　　　対％一（キサン，ペノゼン，クロロホルム，アセトン

　　　　　　　　　　　　メタノrルに易溶

　　　　　　　　　　　　　　　　　（提示資料による）

試験期間　 昭和55年8月28日～昭和54年2月25日

試験方法及び条件

1驚1三擁一一一一

51　T　Lm試験

　（a）試験魚

　　　　　ヒメダカ　平均体重α停g　塩化第二水銀検定合格魚半

　　　　＊田端健二：用水と廃水　⊥5　1297～1505〔1972）

〔b）溶解法（分散剤及び分散法）

　　分散剤

　　　硬化ヒマシ油（HCO40）

　　溶解法（分散法）

　　　供試物質巳1gと硬化ヒマシ油（HCO－40）％gをアセトン

　　　5山岨に溶解した後、ロ一夕リーエバポレ一夕ーにてアセトン

　　　を留去する。つぎに水を加えて全量を11にし、100PI皿

　　　〔W／V）の原液を調製した。

（c）試験温度

　　　25±2℃

に）試験結果

　　　48時間T　Lm値：1』ppn〔卿）

　　　　　　　　　　　　（図一5参照）
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52．1

　　（a）

　濃縮度試験

　　試験条件

　　水系猿境調節装置　流水式

　　試験水槽

　　　ガラス製容量佃01
　　　　　　　　流水量　5761／日

　　　原液：希釈水＝41nl／分：400皿1／分

　　　コイ　平均体重　25g

　　　　　　平均体長　10cm

　①　外部消毒

　　　　止水状態で10pp皿塩酸クロロテトラサイクリン水溶液

　　　　で24時間薬浴を行った。

　〔2）　順　　化

　　　　25℃×14日間

　　　51Φ）に同じ

　　　25士2℃
（f）　水槽中の溶存酸素量

　　　図一18及び19参照

（b）試験魚

（c）　外部消毒及び順化

＠　溶解法（分散剤及び分散法）

（e）試験温度

（g）水槽濃度

　　設定理由

　　　精度よく定量できる濃度は約60ppb（図一4参照）である。

　　　水分析時の前処理操作に沿レ・て100倍濃縮して回収率が92』
　　　　　　　　　　　　！エ
　　　％であり、予備飼育14日間の結果より水槽濃度の低下を40％

　　　と見込み第2濃度区の水槽濃度を1．OPPbと設定した。

　　　第1濃度区は第2濃度区の10倍に設定した。

　〔計算式）
　　　　　　　　第2濃度区の水槽濃度は

　　　　　　　　　　60
　　　　　　　　　　　　　　　　＝…＝1、09：ppbになる0
　　　　　　　　　　92　　　60
　　　　　100　×　　　　×一
　　　　　　　　　100　　　100

　　設定値（単位ppb亘／▽）

　　　　　　　　　　　　！分散剤
　　　　　　供試物質IHC・4・
　　　　　｝

第1濃度区1　　10　　　　　50

一
　　　　　　　
1第娘度副
　　　　　　t

1 5

実測値

　表一1 濃縮倍率を求めるための平均濃度（ppb　W／V）

　　　　　　I　　　　l　■一　1

i　　llw12w14wi6W
卜一… @4’－一＋一“i一一t”一
1第1題監…Z301655464㌧663
r』一一’　　！　　　l　　　l　　一甲一「一一－…一”一

i第2灘区1α652■．1巳6631e6711巳675

　8　　W

　6．55

5

iロ・655



五2．2　分析条件

　（a）使用分析機器及び条件

　　　　装　　　置　　ガスクロマトグラフ

カ　ラ　ム

（固定相）

（液　相）

カラム温度

キャリアガス

検　出　器

　　　　　　　型一日本電子
　　　　　　　　　GC20K
7多OV－17／ψロモソルブW　AW－DMc　s

　　　　　80－10巳メッシュ

1皿×2㎜φ　ガラス

216℃

N2

E　C　D

　（b）　分析試料の前処理

　　①　魚体　　　　1試　験　魚！
　　　　　　　　　　　　　　　エ　　　　　　　　　　「一　　　　　　　　　　　　1：騙も体長測定

　　　　　　　　　　　　i輔1・9らい砕
　　　　　　　　　　　　1←無水硫酸ナトリウム　10Og
　　　　　　　　　　　　i・脱水
　　　　　　　　　　　　1←メタノール200皿
　　　　　　　　　　　　・・加温抽出（60℃×1時間）
　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　1・吸引ろ過（ガラスフィルター　17（｝4）

　　　　し　　　　　　　　　　　　コ　　　残　渣　　　1ろ　液］
　　　　1←メタノrル10［l　ml　l
　　　　…●振とう（5分間）　！

　　　　1・吸引ろ過　　　　　l
　　　　i（ガラスフィルタ＿伽）

＿．＿■1一＿＿　　　＿ニコ＿＿＿
　　　　　　　　リ　　　　一一
1残　　渣i　iろ　　液1
　　　　　　　　1一＿．＿＿．＿＿1
　　　　　　　　　　　　ヨ　　　　　　　　　　　　」・優縮約1皿1（ロ一夕リーエバボレ一夕ー）

　　　　　　　　　　　　1←偽一ヘキサン　100皿
　　　　　　　　　　　　1灘李ト1畑，。、

　　　　　　　　　　　　1●振とf）〔5分間）
　　　　　　　　　　　つ　　　　一一、・一　7＝一一L｝一r
　　　　述．墨　鋒一尉ン層
　　　　　　i←η一寵ンi

　　　　　　1・振とう（5分間】
　『『　』…　．．．i　l

速二庵軽愚！
　　　　　　　ハ　　　　　　ユワ　し
　　　　　　　　　　　　1・脱水ろ過（無水幣ナトリウム　50g
　　　　　　　　　　　　l　　　　　　　　廠2ろ紙）
　　　　　　　　　　　　1・濃縮5・皿（・一夕リψザレ一夕ー）
　　　　　　　　　　　　1・定容1・皿
　　　　　　　　　＿＿　pカラ妙財ト〃7法（5皿1負荷）
　　　　　　　　　1溶出画釧一
　　　　　　　　　　　　1・濃縮定容5皿1（ベンゼン）
　　　　　　　　　　　　1・適宜希釈

　　　　　　轡　liGC試釧
　　　　　　　　　」〕一瞥■’一一＝＝＝＝＝＝＝τ＝＝一’



（2）

カラムクロマトグラ7の条件

　クロマト管　20皿1φガラス製

　充てん剤　5％含水シリカ伽109（和光製ワコーゲルC－200〕

　　　　　　　（π一ヘキサンで充てん）

　分画法：第1画分　九回ヘキリ’ン：ペソゼソ（4：1）50ml

　　　　第2∬　　　　　　　4　　　　（5：2）　20mユ

　　　　第5　’『、　　　　　　’　　　 （5：2）　25五ユ

　　　供試物質は第5画分に溶出する。

試．験水

　　　1試　験　水1
　　　左
　　　　　　1i　　　　第臆度区

し

1・採水　　　　　　100ml

l←塩化ナトリウム　　　25g
モ

1←ベンゼン第1回50皿
『

i　　　　第2回25皿

i・振とう抽出（5分間）
i

第2濃度区

　1000ml

　　25巳9

豊卜

匹置一ilベンゼン画
↓　　　　　　　「　　i
　　　　　　　i・磯縮約51皿（ロrタ．リーエバポレ一夕ー）

　　　　　　　1
　　　　　　　け定容　10ml（ベンゼン）

　　　　　ilGC試刷
　　　　　覧．＿＿　　　　　　　　　　＝｝

4　試験結果

　4．1　供試魚の状態

　　　外観観察結果：第・1濃度区にむいて25尾中5尾斃死、

　　　　残塑20尾は全て異常であった。

　　　　　　（X線写真一A，B及びC参照）

　4．2　濃縮度試験の結果

　　　　表向2　供試物質の濃縮倍率

（×102）

　　｛
1　Wt2

じ　　　■’］　　丁一
「　　　　　　　l
l第1濃度区ia6㌧1スロ

　　　　　　…95712Zl
l■一一一・一一・一一・！・・…・一一ヰ■

l　　　l　　l7　　　　　戸・77
1第2濃度区、　　　i

l　　　i巳4goi
！　　　　　　　　　’一一－　　　’

　　　　　　　　　　　5．13

　　　　　　　　　　　4．95

　　　　モ

W14wt6W…8W　　　　　ド　　　ザ一層　　じ　　　　　　　　　　　　　　ラ　　

　i　　　i　　　　l
　l　　　　　　　　　i
目＆211651149
』ス8！2a81a5ろ
十・一桁一十一…

巨2・iag4qZ・6
　　　　　　　　　iZ851α75豆．四171

4．5　魚体中の供試物質の確認

　　魚体中に濃縮された化学物質の同定をGC－MSにより行っ

　　た。

　　〔確認のための試料としては、魚体8週目第1濃度区一aを、

　用いた。　）

　　結果を図一19～21に標準スペクトルと併せ示す。

　　これらの結果より、魚体中に濃縮された化学物質は供試物質

　そのものであることが確認された。
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44　魚体部位別試験

　　8週間目の試験魚を2尾づつまとめて頭部，外皮〔頭部を除

　ぐ皮，うろこ，ひれ，消化管，えら），内臓（消化管以外の臓

器）・可食部（上記の部分を除いた残部）に大別し、各重量を

測った後分析を行った。分析法は本試験の分析法に準ずる。

表一5 部位別試験結果

！騰質飯！劃埋物購比（％）脚腫星比璽

区
　
一

一
i
忙

　　　　　　！
　　；可食部1　935　　　　　　2丘6　　　　　　4改9
第1　皆
　11頭部1556　　　　　60．4　　　　　296
　隈ヒー一

脚，．劇㎜遡三592＿＿1＆5
L1旦…甦ゴ鬼㌧．．．…．、一5塑＃＿＿』生一．

ll可食部1エ52　1258　　5義6
！第「一　　1　　　　　一十　　　　　　r－
121頭部1ε8Z　　　651　　　2ε0

爆風1一　脳2一㍍釦一
臓内 1．50 三〇9 5．46

4、5　排泄性試験

　　　8週間の試験終了後、正常水（供試物質及び分散剤を含まな

　い水）による排泄性試験を行った。

　　（試験水槽1001，流水量400ml／min）

　　　8週間日の試験魚中の供試物質濃度の平均（2尾）を1DO

　　として、1，5｝7日目の試験魚中の供試物質の残留率を示した。

表一4 残　　留　　率　（％）

1日目　5日目　7日目

第1噸区i11918t・陣
　　　　　1121（12・）i8a5（8α8）1α5刀（959）
＿．＿．．＿．．．＿＿．」一．＿＿、＿＿上一中＿　　　　l

　　　　　T　　　　　l　　　　　T『『『一’”一■一一一一’
　　　　　　　　　　　l　　　　　l
第2醗1108　1495　1255
　　　　　11巳5（5％）11Z5（555）哩25（1Z4）
　　　　　1一　　　　　一．．　申一．　　　　　　　　一1

　　　　　i　　　　　｛　　　　　1」

46　濃縮倍率について

　　　試験完了後、第1濃度区と第2濃度区との間に濃縮倍率の水

　槽濃度依存が認められた。

　　又第1区（10ppb）の試験魚には異状（背骨湾曲症）が認

　められた。

　　　この症状によって濃度依存性の傾向が生じたかどうかを確認

　するため、さらに水槽濃度：を5P〔Pb及び02PPbに設定し、2週

　間の参考試験を実施した。



5　参考試験

　　試験方法及条件については、一部分を除き本試験と同じであ

　るため異潅る部分のみ記載し、同じ内容については省略する。

5．1　濃縮度試験

　（a）溶解法

　　　　供試物質10㎎を水20ユに加えて一夜撹拝し、500ppb

　　　原液＊を調製した。

　　　＊原液の濃度は（｝C（ECD）で測定した。

　　（b）水槽中の溶存酸素量（参考図一8，9）

　　（c）水槽濃度

　　　　　設定値（単位PPb凧／V）

　　　　　　　旗試物質

第，濃麗丁，

ト　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぴド　ラ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　プ

　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　ヒ

1第2醸区1巳2　1
1一　　　1．　　　1

実測値

　参考表一・i　濃縮倍率を求めるための平均濃度（単位ppb卿）
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（d）試験結果

　（1）供試魚の状態

　　　外観観察結果：第1濃度区にむいて（5ppb）20尾全て異常

　　　　であった。

　（2〕　濃縮度試験の結果

　　　　参考表目2　供試物篁の濃縮倍率

　　　1　　　　12w　　l
　　　I　　　　　　！　　　　　　　l
　　　l　　’…1　　　　寸
　　　l　　　i787　i
　　　l　　　　　　l　　　　　　　！

　　　i第臆度区一齣　l
　　　i　　　　　i1080　　1
　　　1　．　　一　．．　1　　　　　■　　i
　　　　　　　　　　　ララ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ
　　　　　　　　　I　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i184　　i
　　　　　　　　　ト　　　　　　　　　　　　　　　　サ
　　　　第2’濃度区1　558

　　　1　1265　1
　　　一＿一＿一＿　＿＿＿一一’一一一＿『＿＿　　　　　　一、一一一＿一　＿1

6．考　　察

　　10ppb濃度区では試験魚の異状が認められたが、この症状に

　により濃度依存性の傾向が生じたかどうかを確認するため、さら

　に水槽濃度を5ppb及びα2PPbに設定し2週間の参考試験を実施

　した。

　　その結果5ppb濃度区では魚の異常が認められた。

　又水槽濃度が低くなるに従って濃縮倍率が低くなる傾向が見られ

　た。（参考図一10参照）



一　■　　　　　　　．しサー一

　左翁、10PPb以上の濃度区での試験は魚の健全性を保つ上で

無理があると考え、られ正常な試験はできないと思われる。

　低濃度区の試験魚は外観的には異常は認められなかったが、

生理機能が阻害逢受けている可能性が考えられる。

以 上


