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信頼性保証証明書

試験委託者： 環境庁

試験の表題： プロピレングリコールの藻類（Se1θ肥s亡溜加caρガcorη庇口佃）に対する

生長阻害試験

試験番号 第07011号

　本試験は試験計画書及び標準操作手順書に従って実施され，本報告書には試験に用いた

方法，手順が正確に記載されており，試験結果は試験の生データを正確に反映しているこ

とを下記の通り確認した。

記

査察実施期間

試験報告書監査

実施日
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試験責任者及び

運営管理者への報告日

　1995年U月7日

～1996年3月29日

1996年3月29日

1996年3月29日
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　　　　　　　　　　　　　　　試験概要

1．表　　題

　　　プロピレングリコールの藻類（Se1θηas亡抽加caρガoornロ施用）に対する生長阻害

　試験

2．試験目的

　　　プロピレングリコールについて，藻類（Seleηas亡摺m　caρrfσorηロ加加）に対する

　　生長阻害試験を行い，生長阻害濃度（EC50）及び無影響濃度（NOEC）を求める。

3．適用ガイドライン

　　　本試験は，OECD化学品テストガイドライン201r藻類生長阻害試験」　（1984年）に

　　準拠して実施する。

4．適用GLP

　　　本試験は環境庁GLpr生態影響試験実施に関する基準」に従い実施した。

5．試験委託者

　　　名　称：環境庁

　　　住所：東京都千代田区霞が関1－2－2

，6．試験受託者

　　　名　称：財団法人　日本食品分析センター

　　　所在地：東京都渋谷区元代々木町52－1

7．試験施設
　　　名　称：財団法人　日本食品分析センター　多摩研究所

　　　所在地：東京都多摩市永山6一．11－10

　　　一　1　一
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　　　8．試験関係者

　　　　　　試　験　責　任　者

生物系試験担当者

理化学系試験担当者

（平成8年3月29日）

（平成8年3月29日．）

（平成8年3月29日）

（平成8年3月29日）

（平成8年3月29日）

（平成8年3月29日）

（平成8年3月29日）

9．試験期間

　　　試験開始日：平成7年U月7日

　　　試験終了日：平成8年3月29日

　　　曝露期間：平成7年12月U日～平成7年12月14日

10．保管

　　　試験計画書，生データ，記録文書及び試験報告書は，試験報告書作成後10年間，財

　　団法人日本食品分析センター多摩研究所資料保管施設に保管する。その後の保管に

　　ついては試験委託者と協議のうえ決定する。

　　　一　2　一
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環境庁

慧　プロピレングリコールの藻類（sθ1θηaε甘口加capガcor刀u加皿）に対する生長阻害試験

畿第07011号
灘　本試験は，OECD化学品テストガイドライン201r藻類生長阻害試験」
して実施した。
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被験物質：プロピレングリコール

培養方式：振とう培養法（100rpm）

供試生物種：Sdθηθ5甘u加。∂ρrfcomロ加卯　（ATCC22662）

温度：23±2℃
曝露期間：72時間

試験水量：100ml（OECD培地）

連　 数：3連＋分析用試験培養器（計4本）

初期細胞濃度：約1×IOイcells／皿1

照　　明：4，0001x以上（連続照明）

試験濃度：対照区及び1，000mg／L

試験水中の被験物質の分析ニガスクロマトグラフ法（曝露開始時，

（1984年）に準拠

終了時）

麩　1）　生長曲線下の面積の比較による生長阻害濃度
　　　　EbC50（0－72h）＝1，000mg／L以上

　　　　無影響濃度（NOEC）＝1，000mg／L

　2）　生長速度の比較による生長阻害濃度

　　　　ErC50（24－48h）＝1，000mg／L以上

　　　　無影響濃度（NOEC）ニ1，000mg／L

　　　　ErC50（24－72h）＝1，000mg／L以上

　　　　無影響濃度（NOEC）ニ1，000mg／L

　　　　（上記濃度は，全て設定値に基づく値）

3　一
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1　被験物質

　1．1　名称，構造式及び物理化学的性状

　　　　名　称：プロピレングリコール

　　　　構造式：

　　　　　　　　　　　　CH3CB－CH2
　　　　　　　　　　　　　　　1　　1　　　　　　　　　　　　　　　1　1
　　　　　　　　　　　　　　HO　OH

分子式：C3H302

分子量：76．10

安定性：一
　P。暫　　：　一1．41～一〇、30

　pKa　：一

水への溶解度：可溶

蒸気圧二〇．2mmHg（20℃）

1．2 供試試料

　購入先二

　入手先：

　入手日　平成7年11月

　ロット番号：703S1954

　外観1無色液体
　純度：99．騙以上

1日

L3　被験物質の確認及び保管条件下での安定性

　　　被験物質は財団法人日本食品分析センター多摩研究所の被験物質保管庫（室温）

　　に保管した。

　　　入手した被験物質について赤外吸収スペクトルを測定し，被験物質の構造と矛盾

　　が認められないことを確認した。試験終了時にも同様にスペクトルを測定し，試験

　　開始前に測定したスペクトルと比較した結果，スペクトルに変化は無かった。よっ

　　て，被験物質は多摩研究所の被験物質保管庫に保管中は安定であったと判断された。

4
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2　供試生物

　　　試験には，単細胞緑藻類であるSdeηas廿u皿caprゴcomu加功を用いた。

　　　本種は，American　Type　Culture　Collectionより入手したATCC22662株を，多摩研

　　究所において無菌的に継代培養しているものである。

　　　基準物質（重クロム酸カリウム，試薬特級）による72時間の生長阻害濃度（EbC50）

　　は，0．87mg／しであった。

灘　試験に供する藻類は試験条件と同じ条件で曝露開始前に3日間培養したものを使用し
た。

3　試験方法

　3．1　試験条件

）
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）
）
）
）
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培養方式：振とう培養法（100rpm）

温　度：23±2℃
曝露期間：72時間

初期細胞濃度：約1×104cells／ml

試験水量：100m1（OECD培地）

連　 数：3連＋分析用試験培養器（計4本）

照　　明：4，0001x以上（連続照明）

3．2　試験培地

　　　前培養及び試験ともにOECD化学品テストガイドラインに示されている培地を用

いた。

［Table1（P．9）］

3．3　試験培養器，藻類培養試験装置及び機器

　1）　試験培養器：通気性のシリコン栓付300m1容ガラス製三角フラスコ

　2）　藻類培養試験装置：光照射式恒温器　LX－3200F（ダイテック株式会社）

　3）　光学顕微鏡：倒立顕微鏡　CK2（オリンパス光学工業株式会社）

　4）　p　H　計　：HM－UP（東亜電波工業株式会社）

　5）　血球計算盤：THO融の血球計算盤（萱垣医理科工業株式会社）

3．4　試験濃度の設定

　　　本試験の実施に先立ち，公比10で，1，10，100及び1，000mg／しの濃度区を設定し

　　予備試験を行い，本試験の濃度段階を決定した。

　　　本試験は1，000mg／しの濃度区のみで限度試験を行った。

　　　一　5　一
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3．5　試験水の調製

　　　被験物質を試験培地で溶解させた被験物質原液及び溶液を調製し，試験培地に添

　　加して試験水を調製し斥。なお，対照区は試験培地のみとした。

3．6　試験水の分析

　　　曝露開始時は分析用試験培養器より試験水を20ml，72時間後は各濃度区3連の試

　　験培養器より各7m1を等量混合（計21ml）し，分析用試験水とした。

　　　試験水は，速やかにガスクロマトグラフを用いて分析した。試験水の分析に際し

　　ては，標準溶液のピーク高を用いて検量線を作成し，試験水より得られたピーク高

　　から試験水中の被験物質濃度を算出した。なお，詳細は付属資料一1に示した。

3．7　試験操作

　　　前培養した藻類の細胞濃度を測定し，試験水中の細胞濃度が約1×104cells／ml

　　となるように，前培養液の一定量を試験水の入った試験培養器に添加した。

　　　各濃度区の分析用試験培養器のpHを測定し，各試験培養審を23±2℃の培養試験

　　装置に設置して曝露を開始した。

　　　曝露開始後24，48及び72時間目に細胞濃度を測定した。細胞濃度の測定は各試験

　　培養器より試験水4m1を採取し，THOMAの血球計算盤により計測した。

　　　試験水調製時のpHは4本調製したうちの予備1本について測定して各濃度区の曝

　　露開始時のpHとし，終了時には3連全て測定した。試験期間中，培養装置内の温度，

　　照度を1日1回測定した。

4　結果の算出

　4．1　藻類生長曲線

　　　　濃度区及び対照区の細胞濃度の平均値を時間に対してプロットし生長曲線を作成

　　　した。

4．2　藻類生長阻害濃度の算出

　4．2．1　生長曲線下の面積の比較による生長阻害濃度（EbC50）

　　　　1）　生長曲線下の面積は次の式により算出した。

一二”1 �~tl＋”】＋㌻2砺×（t2－tl）＋…＋凡一1＋”1－2輪×（t・一t・司）

A　：生長曲線下の面積

N。：曝露開始時の設定細胞濃度（cells／m1）

N1：t1時の実測細胞濃度（cells／ml）

N。：t，時の実測細胞濃度（cells／ml）

tl：曝露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

t・：曝露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

　　　一　6　一
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2）　生長曲線下の面積より各濃度区における生長の阻害百分率（1・）を次の式

　により算出した。

オ。一ム
∫A＝ ×　100

ん

A。：対照区の生長曲線下の面積

A・：各濃度区における生長曲線下の面積

3）　各濃度区に対応するIA値を片対数紙にプロットし直線回帰分析を行った後，

　Y切片からEbC50（0－72h）及びその95％信頼区間を算出した。

4．2．2　生長速度の比較による生長阻害濃度（ErC50）

　　1）　指数増殖している培養での細胞濃度の平均値から平均の生長速度（μ）を

　　　次の式により算出した。

lnハ『n－1n〃ユ

μ＝
tn－t1

N1：tエ時の実測細胞濃度（cells／m1）

N。：t。時の実測細胞濃度（cells／m1）

t1一：曝露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

t，：曝露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

2）　平均の生長速度（μ）より各濃度区における平均生長速度の低下百分率を

　次の式により算出した。

　　　μこ一μt
1旧＝　　　　　　　×100
　　　　　μに

μ。：対照区の平均生長速度

μ・：各濃度区における平均生長速度

3）　各濃度区に対応するlm値を片対数紙にプロットし直線回帰分析を行った後，

　Y切片からErC50（2李48h），ErC50（24－72h）及びその95％信頼区間を算出し

　た。

一　7
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4．3　無影響濃度（NOEC）の算出

　　　　t検定（片側，有意水準0．05）により対照区と比較して有意差が認められない最

　　高試験濃度を無影響濃度（NOEC）とした。

k

5　結果及び考察

　5．1　試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環境要因

　　　　なし。

5。2　試験水中の被験物質濃度

　　　曝露開始時の被験物質濃度はLO10mg／L（設定値1，000mg／L）であり，曝露終了

　　時の被験物質濃度は976mg／L（設定値1，000mg／L）であった。設定値に対する割合

　　は98～101％であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2（p．10），付属資料一1］

5．3　藻類生長曲線

　　　曝露終了時の細胞濃度は1，000mg／L濃度区で88．7x10℃ells／mlであった。また，

　　対照区における細胞濃度は84．3×104cells／m1であり，試験成立条件である16倍以

　　上の増殖の基準を満たした。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table3（P．11），Figurel（P．16）］

5、4　半数影響濃度（EC50）及び無影響濃度（NOEC）

　1）　生長曲線下の面積の比較による生長阻害濃度（EbC50）

　　　　EbC50（0－72h）は1，000mg／L以上であった。対照区と比較して有意差が認めら

　　　れない最高試験濃度（無影響濃度（NOEC））は1，000mg／しであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4，5（P．12，13）］

2）　生長速度の比較による生長阻害濃度（ErC50）

　　　ErC50（2448h）及びErC50（24－72h）は，共に1，000mg／L以上であった。対照

　　区と比較して有意差が認められない最高試験濃度（無影響濃度：NOEC）は，共に

　　1，000mg／しであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4，5（P．12，13）］

5・5　温度及びpH

　　　72時間の曝露期間中の藻類培養試験装置内の温度は22．8～24、1。Cであり，その平

　　均温度は23、6±0．5℃であった．。試験水のpHは曝露開始時が8．0であり，曝露終了時

　　が8．3～9．0であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table6，7（P．14，15）］

以　　上

一　8
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禽嵐
　　⑳　　　

　　　　　　　Table1． OECD　me（iium

Nutrient　salts Concentration（mg／L）

H3BO3

MnC12．4H20

ZnC12

FeC13●6H20

Na2EDTA・2H20

CoC12・6H20

Na2MoO4・2H20

CuC12・2H20

CaC12・2H20

NH4Cl

KH2PO4

NaHCO3

MgC12．6H20

旺gSO4，7H20

0．185

0．415

0．003

0．08

0．1

0、0015

0．007

0．00001

18

15

L6
50

12

15

　　　　　一　9　一
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藍曽
Table2． 瓢easured

Exposure

ConcentrationsofPropyleneglycol

to　Sθ1θ17∂ε亡ru切　capr』fcorηU亡しr〃

During　a　72－Hour

　　　Nominal

Concentration

　　　　（mg／L）

MeasuredConcentration（mg／L）

O　hour 72hours Geometric

　　瓢ean

Percent

　．of

Nomina1

Contro1

1，000

　　〈L　O

1，010

〈1．0

976 993 99

　　　　　一　10　一
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サ
　　　　　　　嫡
　　　　　　　　剛

　　　　　　　　酬
　　　　　　　　一

　　　　　　　　Table3． Cell　Density　of　Se1θnaεfru加　capr』fcorη口重ロ加

　　　Nominal

Concentration
　　　　（mg／L）

CellDensity（×104ceHs／m！）

No． O　hour 24hours 48hours 72hours

Contro1
－
り
乙
3

1．0

1．0

1、0

4
4
0

血
U
【
！
7

33．6

32．8

33．8

91．0

80．4

81．4

Average

S．D．

1．0

0．0

6．9

0．41

33．4

0．43

84．

4
、
　
8
3
7

1，000

－
の
乙
3

L　O

1．0

1．0

7．2

8．0

7．6

30．8

36．2

36．4

82．2

95．4

88．4

Average

S．D．

1．0

0．0

7．6

0．33

34．

2
． 　
9

5
「
0

88．7

5．39

Each　value　represents　the　mean　of　three　sample　counts．

　　　　　一　11　一
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　　　　　　　　　ぴ

撃
　　　　　　　　鋤
　　　　　　　　㎞

　　　　　　　　隔rch

　　　　　　　　幽馳

　　　　　　　　Table4． GrowthlnhibitionofSe1θ刀as亡rμ切。∂Pτfcorηα加配

Concentration Area Inhibition

@　（％）

Rate Inhibition

@　（％）

Rate 1nhibition

@　（％）

mg／L No． 　　　A

i0－72h）

　　　1＾

i0－72h）

　　　μ

i24－48h）

　　　Im

i24－48h）

　　　μ

i24－72h）

　　　Im

i24－72h）

1 19，920，000 一　　　一　　　一　　　暦 0．069093 一　　　一　　　』　　　一 0．055303 一　　　　一　　　　　一　　　　一

2 18，696，000 一　　　一　　　一　　　一 0．062040 一　　　一　　　一　　　軸 O．049699 一　　　一　　　軸　　　一

Co・ntro1
3 18，960，000 一　　　　一　　　　』　　　　一 0．065606 一　　　一　　　し　　　』 0．051114 一　　　一　　　　一　　　r

Average 19，192，000 一　　　　一　　　　一　　　　一 0．065580 一　　　一　　　一　　　一 0．052039 『　　　一　　　一　　　精

1 18，384，000 4．21 0．060560 7．65 0．050731 2．51

2 21，456，000 一11．80 0．062901 4．09 0．051638 0．77
1，000

3 20，568，000 一7．17 0．065268 0．48 0．051119 1．77

Average 20，136，000 一4．92 0．062910 4．07 0．051163 L68

　　　　　一　12　一
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撃
　　　　　　　　の脚

　　　　　　　　㎞

　　　　　　　　㎞
　　　　　　　　L」■bα畢断』5

　　　　　　　　Table5． Calculated　EC50　and　NOEC

Based　on　I＾　value

Concentration

@　　　（mg／L）

　　　95－Percent

bonfi（ience　Limits

@　　　　（mg、／L）

EbC50（0－72h） 〉1，000 not　calculated

NOECb（0－72h） 1，000 一　　　　　』　　　　　一　　　　甲

Based　on　Im　value

Concentration

@　　　（mg／L）

　　　95－Percent

bonfi〔ience　Limits

@　　　　（mg／L）

ErC50（24－48h） 〉1，000 not　calcu　lated

NOECr（24－48h） 1，000 一　　　　一　　　　　暫　　　　一

ErC50（24－72h） 〉1，000 not　calcu　lated

NOECr（24－72h） 1，000 一　　　　一　　　　　一　　　　，

　　　　　一　13　一
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曽鉱
　　　　　　Table6． DailyTemperatureintheIncubationChamberDuringa72－HourExposure

Exposure　Period

　　　　（hours）

Temperature

　　　　（℃）

0
4
8
り
乙

　
∩
乙
4
ワ
『

22．

23．

23．

24．

8
7
6
1

Average 23、6

　　　　　一　14　一
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曽監
　　　　　　　Table7． pHValuesatO－Hourand72－HourExposure

　　　Nominal

Concentration

　　（mg／L）

pH

No、 O　hour 72hours

Contro1

1，000

1

2

3

1

2

3

8．1　　　　　　7．8

一一一一 @　　　　　8．5

一一@　　　　　8．4

8．0　　　　　　8．3

一一一 @　　　　　9．0

一一@　　　　　8．9

　　　　一　15　一
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付属資料一　■

　　試験水の分析方法

　　　　（全6頁）



試験水の分析方法

1　試験方法

　①試料溶液の調製
　　a）　1，000mg／L濃度区の試験水

　　　　　試験水5mlを正確に量り，水を用いて100mlに定容し，これを試料溶液とした。

b）　対照区の試験水

　　　そのまま試料溶液とした。

②　標準溶液の調製

　　　標準品約0．05gを精密に量りとり，水『に溶解して50m1に定馨し，これを標準原液

　　とした。この標準原液を水を用いて適宜希釈し，1，5，25，50μg／mlの標準溶液

　　を調製した。

③　定量

　　　①及び②で調製した試料溶液及び標準溶液各々2μ1を正確に量り，ガスクロマト

　　グラフに注入しプロピレングリコール含量を測定した。

2　ガスクロマトグラフ操作条件

　　機　　種：GC－14A（島津製作所）

　　検出器：FID
　　　カラムニDB－WAX，φ0．53mm×20m，膜厚LOμm

　　温　　度：注入口・検出器250℃

　　　　　　　　カラム100℃（1min保持）→5℃／min→150℃

　　導入系：スプリットレス

　　ガス圧力：キャリヤーガスHe　O．7kg／cm2，水素0．6kg／cm2，空気0．5kg／cm2

　　データ処理装置：クロマトパックC－R4A（島津製作所）

3　検量線

　　　1で調製した標準溶液2μ1をガスクロマトグラフに注入し，ピーク高とプロピレング

　　リコールの注入量から検量線を作成した。

4　添加回収試験

　　　対照区の試験水に濃壌が1，000mg／しになるようにプロピレングリコールを添加し，

　　この溶液を用いて添加回収試験を行った。試験は平行測定3回で実施し，回収率は

　　102．1％，100．7％，10L1％（平均10L3％）であった。

一　1　一
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PKNO　TIME　　AR巨A　HεIGHT
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Figure2Roprescntativc　chromatograms
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　　3）testsdut三。n（1000mげし）：72hrs
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