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試験実施概要

1．表題

2．試験目的

3．適用ガイドライン：

4．適用G　L　P

5．試験委託者

　　名称

　　住所

　　委託責任者

6．試験受託者

　　名称

　　所在地

7．試験施設

　名称

　所在地

メルカプト酢酸の藻類（5θ1θ僧sな㎜oθρ■foo畑〃‘吻）に対する生長阻害試験

メルカプト酢酸について、藻類（Sθ1θ朋詑r吻。θPTfoorη〃甜加）に対する生

長阻害試験を行い、生長阻害濃度（EC50）および無影響濃度（NOEC）を求

める。

本試験は、OECD化学品テストガイドラインNo．201r藻類生長阻害試験」

（1984年）に準拠して実施した。

本試験は環境庁のG　L　P規則に準拠した。

環境庁

（〒190－8975）東京都千代田区霞が関1－2－2

企画調整局環境保健部環境安全課環境リスク評価室室長補佐　

：株式会社東レリサーチセンター

　（〒103－0022）東京都中央区目本橋室町3－1－8都ビル内

1株式会社東レリサーチセンター　名古屋研究部

　（〒455－8502）愛知県名古屋市港区大江町9－1
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8．試験関係者：

試験責任者 （平成ノ！年　8月30日）

試験担当者 平成／／年　8月／6日）

試験担当者

試験担当者

（平成／1年8月！7目）

（平成／／年3月ノ17日）

試験担当者

試験担当者

試験担当者

（平成！1年ノ月ノワ目）

（平成〃年　ぎン月め日）

（平成一年　y月18日）

9．試験期間：　試験開始目

　　　　　　　　暴露期間

　　　　　　　　暴露期間

　　　　　　　　試験終了目

平成10年12月18目

平成11年1月12目～平成11年L月15日

平成11年2月2目～平成11年2月5目（追加試験）

平成11年8月30目

10．保管：

　　試験計画書、生データ、記録文書および試験報告書は、試験報告書作成後10年間、株式会

社東レリサーチセンター名古屋研究部の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。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　旨

鍵　環境庁
表　題

　メルカプト酢酸の藻類（Sθ1θ朋3‘r吻oaρrfoom〃加功に対する生長阻害試験

試験番号

　NMMP／E98／1020

試験方法

　本試験は、OECD化学品テストガイドラインNo．201「藻類生長阻害試験」　（1984年）に準拠

して実施した。

　1）被験物質　　　　：メルカプト酢酸

　2）培養方式　　　　：振とう培養（100rpm）

　3）供試生物種　　　：3θ1θ偲託溜加。θρrfoor刀〃甜加（ATCC－22662）

　4）温度　　　　　　：23±2℃

　5）暴露期間　　　　：72時間

　6）試験液量　　　　：100mL（O　E　C　D培地）

　7）照明　　　　　　　：4000～50001ux（連続照明）

　8）初期細胞濃度　　：1×104ce11s／mL

9）試験濃度（設定）：対照区…6mg／L、1．1mg／L、2．11ng／L、3．71ng／L、6．7mg／しおよび

　　　　　　　　　　　12．Omg／L

　　　　　　　　　　　（追加試験）対照区、0．6mg／L、1．1mg／L、2．1mg／L、

　10）試験液中の被験物質の分析

　　　　　　　　　　　：HPLC法（暴露開始時、終了時）

一7一



麩
　1）生長曲線下の面積の比較による生長阻害濃度

　　　　EbC50（0－72）＝・2．9mg／L（95％信頼区間：2．6mg／L～3．3m9／L）

　　　　無影響濃度（NOEC（面積法0－72））ニ0．32mg／L

2）生長速度の比較による生長阻害濃度

　　ErC50（24－48）＝8．6mg／Lを越える（＞8．6mg／L）

　　無影響濃度（NOEC（速度法24－48））＝8．6mg／Lを越える（〉8．6mg／L）

　　ErC50（24－72）＝8．6mg／Lを越える（＞8．6mg／L）

　　無影響濃度（NOEC（速度法24－72））ニ2．2mg／L

（上記濃度は、全て実測濃度に基づく値）
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1　被験物質

1．1名称、構造式および物理化学的性状

　　名称　　：メルカプト酢酸

　　　　　　　　　　　（別名　チオグリコール酸、識別符号　AM

　　構造式

、　CAS　No．68－11－1）

　　　　　　　　HSCH2COOH

分子式　　　　　：C2H402S

分子量　　　　　：92、12

融点　　　　　：一16．5℃

沸点　　　　　l　i20℃／20mmHg

比重　　　　　：1、325（20℃）

水への溶解度　　：〉100m　g／m　L

蒸気圧　　　　　：15mmH　g（108℃）

　　　　〔上記の数値はwebkis－plus、ECDIN、NTPの各データベースから引用した〕

　　　　webkis－plus：神奈川県化学物質データヘ㌧スECDIN：Environmental　Chemicab

　　　　Datalnf。rmationNetwork　NTP：Nati・nalT・xic。10gyPr。gram

L2　供試試料

　　純度

　　ロット番号

　　供給者

　　供給量

　　入手日

　　外観

90．0％以上

A　C　L3918

25m　L×5本

平成10年11月11目
無色透明液体

L3　被験物質の確認、保管方法および保管条件下での安定性

　1）保管方法

　　被験物質は光遮断した試料保管庫に室温で保管した。

2）被験物質の確認および保管条件下での安定性

　　入手した被験物質について赤外吸収スペクトル、NMRスペクトルの測定および高速液

　体クロマトグラフ分析を行い、被験物質の構造と矛盾が認められないことおよび純度を確

　認した。試験終了時にも同様に測定・分析し、試験開始前に測定・分析したスペクトルお

　よびクロマトグラムと比較した結果・不純物が増加し、7ヶ月間で純度が約13％減少した。

　　従って・被験物質は当研究部の試料保管庫で保管中に少し変化したと判断された。
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2　供試生物

　　試験には、単細胞緑藻類であるSθ1θ朋甜測”昭ρがoo溜舵α”を用いた。

　　本種は・AmericanTypeCultureC・11ecti・nより入手したATCC－22662株を、当研究部にお

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）1こよる72時間の生長阻害濃度（EbC5。）1ま、

0。54mg／しであった。

鐘
　試験に供す藻類は試験条件と同じ条件で暴露開始前に3目間培養したものを使用した、培養

後・顕微鏡観察を行ない変形や異常縣田胞が現れていないことを確認した．

3　試験方法

3．1試験条件

　　　以下の条件で試験を行った・但し試験容器は滅菌したものを使肌、藻類の接種も無

　菌条件下で行った。

　1）培養方式　　　　：振とう培養（100rpm）

　2）温度　　　　　：23±2℃

　3）暴露期間　　　：72時間

　4）試験液量　　　　：100mL（OECD培地）

　5）照明　　　　　　：4000～50001ux（連続照明〉

　6）pH　　　　　　：暴露期間中、pHの調整は行わなかった。

　7）初期細胞濃度　　：1×104cells／n止

3．2　培地

　　前培養および試験ともに・ECD化学品テストガイドラインに示されている培地を調製し、

　滅菌して使用した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table1（P。16）］

3．3　試験容器、藻類培養試験装置および機器

　　試験容器　　：3・・吐容ガラス製三角フラスコ（通気性のシリ．ン栓付）

　　藻類培養試験装置　　　：伊藤製作所　AGP－150RL

　　光学顕微鏡　　　　　　：ニコン　培養倒立顕微鏡　TMS．F
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p　Hメーター　　　　　堀場製作所　カスタ二一LAB　pHメーターF－22

粒子計数装置　　　　　コールター社　コールターZ1

粒子計数装置用電解液：アイソトンH

温度計　　　　　　　　　アルコール温度計

照度計　　　　　　　　東京光電（株）　デジタル照度計ANA－F12

3．4　試験濃度の設定

　　本試験の実施に先立って予備試験を行い、その結果を参考にして、本試験では公比L8で、

　0，6mg／L、Llmg／L、2．1mg／L、3、7mg／L、6．7mg／しおよび12．Omg／しの6段階の濃度区を設定

　して、試験した。しかし、暴露開始時の0．6mg／L、L　lmg／しの濃度区で被験物質濃度が定量

　限界（0．5mg／L）以下であったこと、および測定できた最も低い濃度区2．1mg／しで生長阻害

　が認められたことから無影響濃度（NOEC）が求められなかった。

　　このため追加試験を行った。追加試験では暴露開始時の被験物質濃度を定量できるよう

　にHPLCへの試料注入量を増加して、定量限界を0．1mg／しとして0．6mg／L、1．1mg／L、

　2。1mg／しの3濃度区を設定した。

3．5試験液の調製

　　培地に被験物質を溶解して1・…mg／L溶液とし、これをろ過滅菌して被験物質原液とした．

　各試験液はろ過滅菌した培地に被験物質原液を加えることにより調製した。濃度区および

　対照区毎に4個の試験容器を用いた。このうち1個はpH測定用とし、試験液の分析や細胞

数の計数には用いなかった・対照区に1ま培地を用いた．試験液は無色透明で、沈殿等は見

　られなかった。

3．6　試験液の分析

　　試験液濃度の分析は高速液体クロマトグラフ（HPLC）法により行った。

　　暴露開始時（菌体混合直後、0時間）および暴露終了時（72時間）に各濃度区3連の試

　験容器から試験液を等量ずつ採取し混合後、遠心分離（2000rpm、23℃、15分）により藻体を

　除去してから分析した。

　　分析法の詳細は添付資料一1（p．29）に示した。



3．7　試験操作

　　前培養した藻類の細胞数を計数し・試験液中の細胞濃度力弍1×1・4cells／．しになるよう1こ、

　前培養液の一定量を試験液の入った容器に添加した。

　　各試験容器を23±2℃の培養装置に設置して試験を開表台し、24、48および72時間後1こ

細胞濃度を測定した・細胞濃度の測定は各試験容器より試験液・．2証～1．・、Lを採取し、電

解液（アイノトンII）と混合して全量を2・戯した後、コールタカウンターにより計測した．

　　試験液調製時のpHは3連の他に用意した予備・本1こついてのみ測定し、各濃度区の暴露

　開始時のpHとした。終了時には各濃度区の3連のうち1本を測定した。

　　試験期間中、培養装置内の温度と照度を1目1回測定した。

4　結果の算出

4ユ　藻類生長曲線

　　　各濃度区および対照区の細胞濃度の平均値を時間に対してプ・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

　　次に下記の方法で生長阻害濃度を算出した。

　1）生長曲線下の面積の比較による生長阻害濃度（EbC50）

　　生長曲線下の面積は次の式により算出した。

　　　オ二撃×ち趣㌻2端×（御＋認＋砦一2N×（な一㌃、）

　　ここで、

　　A　：生長曲線下の面積

　　No：暴露開始時の設定細胞濃度（cells／mL）

　　N1：t1時の実測細胞濃度（cells／n止）

　　Nn：t　n時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　t1：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　t　n：暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

生舳線下の面積より各濃度区における生長の阻害百分率（IA）を次の式により算出し

た。
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　　ノ4一オ
∫オ＝　σ　　’×100

　　　オ
　　　　σ

で》」ト
」

　　Ac：対照区の生長曲線下の面積

　　At：各濃度区における生長曲線下の面積

各濃度区に対応するIA値からPr・bit法によりEbC5・（・一72）およびその95％信頼区間

を算出した。

2）生長速度の比較による生長阻害濃度（E．C50）

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）を次の式より算

出した。

　　　一lnノ〉η一1nノ〉1

　　μ一
　　　　　　1η一’1

　　ここで、

N1：t1時の実測細胞濃度（cells／n止）

Nn：tn時の実測細胞濃度（cells／n止）

t1：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

t　n：暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

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（1、）を次の式

により算出した。

　　1切＝μゲμf×100

　　　　　　μ。

　ここで、

　　μc：対照区の平均生長速度

　　μt：各濃度区における平均生長速度

各濃度区に対応するlm値からPr・bit法によりErC5・（24－48）、ErC5・（24－72）およびそ

の95％信頼区間を算出した。
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4．3　無影響濃度（NOEC）の算出

　　Bartlettの等分散検定、一元配置分散分析（ANOVA）およびDunnettの多重比較検定により

　対照区と比較して、有意差（5％水準）が認められない最高試験濃度を無影響濃度（NOEC）

　とした。

4．4　使用した統計手法

　　Probit法、Bartlettの等分散検定、ANOVAおよびDunnett法はいずれも吉岡義正大分大

　学教育学部教授により生態影響試験のEC50，LC50，NOECを計算するために開発されたプログ

　ラム〔EcoTox－Statics（Version　L1）〕およびYukms社作成Exce1アドインノフト

　StatLight＃4「多群の比較」を用いた。

5　結果および考察

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　試験液中の被験物質濃度

　　暴露開始時の被験物質濃度は＜0、5～8．6mg／しであり、暴露72時間の被験物質濃度は＜0．5

　～2．3mg／しであった。

　　設定濃度（0。6～12、Omg／L）に対する割合は、暴露開始時がく34．3～83．1％、暴露72時間

　がく13．5～27．3％であった。

　　追加試験の暴露開始時の被験物質濃度は0．2～L9mg／しであり、暴露72時間の被験物質濃

　度は0．1mg／L以下であった。

　　追加試験の設定濃度（0、6～12．Omg／L）に対する割合は、暴露開始時が29．1～88．6％、暴

　露72時間が16、7％以下であった。　　　　　　　　　　　　　［Table2－1，2－2（p．17）］

　　暴露開始時の実測濃度が設定濃度の±20％を越えたので試験結果の算出には暴露開始時

　の実測濃度を用いた。

5．3　藻類生長曲線

　1）対照区における細胞濃度は72時間の培養で199．2～204．6倍に増殖し、試験条件下で正

　　常な生長を示した。

　2）最低濃度区（0．2mg／L）では72時間の培養で細胞濃度が190．9倍に増殖し、対照区と同程
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　度の生長を示した。

3）最高濃度区（8、6mg／L）では72時間の培養で増殖は48。8倍であり、大幅な生長阻害が見ら

　れた。

4）上記以外の4濃度区では72時間の培養で濃度依存的に生長阻害が見られた。

　　　　　　　　　　　　　　　［TableH，3－2（P．18，19），Figure1－1，1－2（P．25，26）］

5．4　生長阻害濃度（EC50）および無影響濃度（NOEC）

　1）生長曲線下の面積の比較による生長阻害濃度（EbC50）

　　EbC50（0－72）は2．9mg／しであり、その95％信頼区間は2．6mg／L～3，3mg／しであった。

　　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、

　0．32mg／L（NOEC（面積法0－72））であった。

　　　　　　　　　　　　　　　［Table4－1，4－2（P、20，21），Table5（P．22），Figure2（P．27）］

2）生長速度の比較による生長阻害濃度（ErC50）

　ErC50（24－48）とErC50（24－72）は、いずれも＞8．6mg／しであった。

　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、それぞ

れ＞8。6mg／L（NOEC（速度法24－48））および2．2mg／L（NOEC（速度法24－72））であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4（P・20），Table5（P．22），Figure3（P．28）］

5．5　温度およびpH

　　72時間の暴露期間中の藻類培養試験器内の温度は22．5～23．2℃であり、その平均温度は

　23．0℃であった。

　　試験液のpHは暴露開始時が7，1～7、3であり、試験終了時が7．6～9．3であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table6－1（P．23），TableH（P．24）］

　追加試験における72時間の暴露期間中の藻類培養試験器内の温度は23．0～23．5℃であり、

その平均温度は23．2℃であった。

　試験液のpHは暴露開始時が7。2～7．6であり、試験終了時が7．1～7．2であった。

［Table6－2（P．23），Table7－2（P．24）］

以　上
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Table1 OECDmedium

NUtrient　SaltS

H3BO3

MnC12・4H20

ZnC12

FeC13・6H20

Na2EDTA・2H20

C・C12・6H20

Na2MoO4・2H20

CuC12・2H20

CaC12・2H20

NH4Cl

KH2PO4

NaHCO3

MgC12・6H20

MgSO4・7H20

Concentration m／L

0．185

0．415

0．003

0．08

0．1

0，0015

0．007

0．00001

18

15

1．6

50

12

15
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Table　2－1． MeasuredC・ncentrati・ns・f2－Mercapt・aceticacidDuringa72－H・urExp。sure

・f5θ1θη∂sオ測伍・∂ρrf・・r刀〃吻intheOrigina1Test

　　　Nominal

Concentration

　　　　（mg／L）

Measured　Concentrat　ion　（mg／L）

O　Hour Percent　of

　　Nomina1

72Hour Percent　of

　　Nomina1

Control 〈0．5 〈0．5

0．6 〈0．5 〈83．3 〈0．5 〈83．3

1．1 〈O．5 〈45．5 〈0．5 〈45．5

2．1 0．72 34．3 〈0．5 〈23．8

3．7 2．22 60．0 〈O．5 〈13．5

6．7 5．57 83．1 1．83 27．3

12．0 8．57 71．4 2．29 19．1

Table　2－2． MeasuredC・ncentrati・ns・f2－Mercapt・aceticacidDuringa72－H。urExp。Sure

・f5θ1θ刀as‘rα㍑aρrf・・r刀〃吻intheSupPlementa1Test

　　　Nominal

Concentration

　　　　（mg／L）

MeasuredC・nce血ati・n（mg／L）

O　Hour Percent　of

　　Nomina1

72Hour Pel・cent　of

　　Nominal

Control 〈0．1 〈0．1

0．6 O．19 31．7 〈0．1 〈16．7

1．1 0．32 29．1 〈0．1 〈9．1

2．1 1．86 88．6 〈0．1 〈4．8
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Table　3－1．　Cell　Density　of　Sθ1θ刀a5ごr‘ノ盟oaρrfoor刀〃‘α加in　the　Original　Test

　　Measured

Concentration
　　　（mg／L）　　　　　　No．

Cell Density（×104cells／吐）

O　Hour 24　Hour　　48　Hour　　72　Hour

Contro1
1
0
乙
Q
U

1．00

1．00

1．00

7．2

6．7

8．0

41．9

37．1

38．4

221．3

195．1

197．3

Average

　S．D．

1．00

0．OO

7．3

0．63

39．1

2．48

204．6

14．51

〈0．5
1
0
乙
Q
J

1．00

1．00

1．00

【
U
1
⊥
Q
J

a
a
a

30．3

37．3

36．6

150．7

168．4

166．6

Average

　S．D．

1．00

0．00

5．9

0．41

34．8

3．84

161．9

　　9．73

〈0．5

－
り
ム
3

1．00

1．00

1．00

6．5

6．9

7．4

43．1

43．9

38．2

176．9

216．2

184．7

Average

　S．D．

1．00

0．00

6．9

0．41

41．

3
．
　
9

ワ
’
0

192．6

20．82

0．7

－
り
ム
Q
J

1．00

1．00

1．00

5．2

6．4

6．4

37．6

38．9

37．7

153．2

172．5

153．2

Average

　S．D．

1．00

0．00

6．0

0．66

38．1

0．75

159．6

11．18

2．2

「
⊥
∩
∠
Q
U

1．OO

1．00

1．00

4．9

4．8

4．6

30．4

22．5

22．2

134．9

90．7

87．4

Average

　S．D．

1．00

0．00

4．8

0．15 　
1
0
6
r
D
4

2 104．3

26．53

5．6

－
り
乙
Q
J

1．00

1．00

1．00

り
乙
8
Q
U

生
3
a

18．4

17．4

17．O

52．6

62．5

51．2

Average

　S．D．

1．00

0．00 　
6
8
4
3
0

17．6

0．75

55．4

6．16

8．6

斗
⊥
り
乙
3

1．00

1．00

1．00

7
0
0
乙

3
生
生

18．1

16．1

16．7

60．8

39．3

46．3
Average
　S．D． 0
0
0
0

「
⊥
0

　
4

Q
」
∩
乙3
0

17．0

1．02

48．8

10．95

Eachvaluerepresentsthemean・fthreesamplecounts．
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Table　3－2． Ce11Density・f5θ1θηa5かα盟卿rf・・溜σ伽intheSupPlementalTest

　　Measured

Concentration
　　　（mg／L）　　　　　　No．

Ce11 Density（×104cells／mL）

O　Hour 24　Hour　　48　Hour　　72　Hour

Contro1
ま
⊥
∩
乙
Q
J

1．00

1．00

1．00

5．8

5．2

5．9

30．6

29．3

36．5

187．

191．

218．

∩
乙
Q
」
4Average

　S．D．

1．00

0．00

5．7

0．41

32．

3
．

1

87

199．2

16．80

0．19

－
∩
乙
Q
U

1．00

1．00

1．00

5．8

4．4

5．0

33．

35．

34．

7
4
『
0

178．1

194．1

200．4
Average

　S．D．

1．00

0．00

5．1

0．72 　
5
「
D
8

生
α

3 190．9

11．50

0．32

－
り
乙
3

1．OO

1．00

1．00

4．7

4．6

5．3

7
4
【
り

0
4
4

3
3
0
の

152．1

198．4

189．1

Average

　S．D． O
O
O
O

－
⊥
0

4．9

0．39 　
8

∩
乙
－

Q
J
n
乙

3 179．

24． 　
9
9
41．86 1

2
Q
U

1．00

1．OO

1．00

4．0

3．7

3．9

2
ワ
’
1

0
Q
U
O

∩
乙
－
∩
乙

116．9

108．5

104．3
Average

　S．D．

1．00

0．00

3．9

0．12

19．

0
．
　
6

ワ
ー
8

109．

　　6． 　
2
9
4Eachvaluerepresentsthemean・fthreesamplec。unts．
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Table4－1．Gr。wthlnhibiti・n・f5θ1θηas伽加・aρrf・・r刀μ加盟intheOrigina1Test

　　Measured

boncentration

Area
@　　　4×　10

Inhibition

@　　（％）

Rate Inhibition

@　　（％）

Rate Inhibition

@　　（％）

（mg／L） No． A（0－72h） I　A（0－72h） μ（24－48h） I　m（24－48h） μ（24－72h） I　m（24－72h）

1 3774 0．0732 0．0713

Contro1 2 3333 0．0710 O．0701

3 3422 0．0654 0．0668

Average 3509 一 0．0699 一 0．0694 一

1 2608 0．0714 0．0691

〈0．5 2 3001 0．0758 0．0693

3 2968 0．0736 0．0684

Average 2859 18．53 0．0736 一5．30 0．0689 0．69

1 3253 0．0785 0．0687

〈0．5 2 3754 0．0772 0．0718

3 3249 0．0687 0．0672

Average 3419 2．58 0．0748 一6．98 0．0692 0．27

1 2805 0．0821 0．0704

0．72 2 3097 0．0754 0．0687

3 2836 0．0741 0．0662

Average 2913 17．00 0．0772 一10．46 0．0684 1．39

1 2405 0．0758 0．0690

2．2 2 1684 0．0643 0．0612

3 1633 0．0654 0．0612

Average 1907 45．65 0．0685 2．02 0．0638 8．09

1 1115 0．0613 0．0525

5．6 2 1199 0．0637 0．0584

3 1041 0．0680 0．0570

Average 1118 68．13 0．0643 7．95 0．0560 19．36

1 1193 0．0663 0．0584

8．6 2 894 0．0584 0．0478

3 996 0．0578 0．0502

Average 1028 70．72 0．0608 12．96 0．0521 24．91
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Table4－2・Gr・wthlnhibiti・n・f5θ1θηas伽初・8ρrf・・r刀〃吻intheSupPlementalTest

　　Measured

boncentration

Area
@　　　4×　10

Inhibition

@　　（％）

Rate Inhibition

@　　（％）

Rate Inhibition

@　　（％）

（mg／L） No． A（0－72h） IA（0－72h） μ（24－48h） Im（24－48h） μ（24－72h） Im（24－72h）

1 3060 0．0690 0．0723
Contro1 2 3070 0．0722 0．0753

3 3580 0．0757 0．0751

Average 3237
一 0．0723 ｝ 0．0742 一

1 3025 0．0734 0．0714

0．19 2 3223 0．0873 0．0791
3 3293 0．0804 0．0769
Average 3180 1．75 O．0803 一11．14 0．0758 一2．13
1 2614 0．0783 0．0725

0．32 2 3259 0．0836 0．0783
3 3165 0．0778 0．0744
Average 3013 6．91 0．0799 一10．50 0．0750 一1．13
1 1923 0．0680 0．0705

1．86 2 1780 0．0671 0．0702
3 1768 0．0684 0．0685
Average 1824 43．65 0．0678 6．17 0．0697 6．04
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Table5． Calculated　EC50　and　NOEC

BasedonIAvalue

Calculated

　　Value

　　（mg／L）

　　　95－Percent

Confi（ience　Limits

　　　　　（mg／L）

EbC50（0－72） 2．9 2．6　～　3．3

NOECb（0－72） 0．32

Base（i　on　Im　value

Calculated

　　Value
　　（mg／L）

　　　95－Percent

Confidence　Limits
　　　　　（mg／L）

ErC50（24－48） ＞8．6 ＞8．6　　～　　＞8．6

NOECr（24－48） ＞8．6

ErC50（24－72） ＞8．6 ＞8．6　～　＞8。6

NOECr（24－72） 2．2
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Table　6－1． Da　i　l　y　Temperature

the　Original　Test

in　the 16cubati。nChamberDuringa72－H・urExp・surein

Exposure　Period

　　　　（Hours）

Temperature

　　　　（℃）

0 22．5

24 23．2

48 23．2

72 23．2

Average 23．0

Table　6－2． Da　i　l　y　Temperature　i　n　the

the　Supplemental　Test

Incubat　i　on　Chamber　Dur　i　ng　a　72－Hour　Expo　sure　i　n

Exposure　Period

　　　　（Hours）

Temperature

　　　　（℃）

0 23．5

24 23．0

48 23．2

72 23．O

Average 23．2
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Table7－LpHValuesatO－Hourand72－HourExposureintheOrigina1Test

　　Measure（i

Concentration

　　　　（mg／L）

pH

O　Hour 72Hour

Contro1 7．3 9．3

〈0．5 7．2 8．9

〈0．5 7．3 9．3

0．7 7．1 7．8

2．2 7．2 7．8

5．6 7．3 7．6

8．6 7．1 7．6

Table7－2・pHValuesatO－H・urand72－H・urExp・sureintheSupPlementa1Test

　　Measured

Concentration

　　　　（mg／L）

pH

O　Hour 72Hour

Contro1 7．6 7．1

0．19 7．3 7．1

0．32 7．3 7．1

1．86 7．2 7．2
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Figure1－1Alga1Gr・wthCurve・f3θ1θη∂s帥”仰rf・・r刀〃伽intheOriginalTest
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Figure1－2Alga1Gr・wthCurve・fSθ1θηθs孟rα盟・∂ρrf・・r刀μ伽intheSupPlementalTest
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Figure2 C・nce血ation－lnhibiti・nCurveof3θ1θη観丁㎜o∂ρrioorη〃吻based・nIA
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Figure3 Concentration－lnhibition　Curve　of
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試験液の分析方法

1．試験液の分析方法

　3連の試験容器より試験液各L　OmLを採取し、合わせて遠心分離する。その上澄み液1．0～

　2．OmL程度をバイアル瓶に採取する。

HPLCのオ茶gサンプラーにセットして一定量を自動注入する．

　検量線から被験物質濃度を求める。

2。高速液体クロマトグラフィー（HPLC）測定条件

　カラム　　　　：C185μm、4．6mmφ×150㎜

　カラム温度　　：40℃

　注入量　　　　：20μL／100μL（追加試験）

　移動相　　　　：5mMリン酸／アセトニトリル＝95／5

　流速　 ：1．OmL／min

　検出波長　　　：220nm

3．検量線

定量限界付近から予想測定濃度が含まれる5ポイントの標準液を測定し、直鮒を確認した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Figure1（P．31）］

測定晦に50mg／しの標準溶液を沮り定して、その面積値を用いて検量線を作成した．

4．添加回収率

　試験培地に標準液の一定量を添加して、回収率を求めた。

　メルカプト酢酸50mg／しの回収率は102．5％であった。

5クロマトグラム

　代表的ないくつかのクロマトグラムを示した。

［Figure2（P．32～P．36）］

一30一



Figurel　Calibrati・nCurve・f2－Mercapt・acetic

　　　　　InputData（Origina1Test）
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Figure2 Representative　chromatograms
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Figul・e　2　　Cont　inued

　　（3）Control；Oh
VWDI　A，W■v■bn虞h＝220nm19990112写AMOOOO19．D

U
5
4
3
2
1
0

畝

田
斜
。
ロ

O
寸
創
O

8
0
0
ロ

（4）　Contl・01；　72　h

VWDI　A．W■v●bn帥h＝220nm　19990115箪AMOOOOO3，D

U
5
4
3
2
1
0

Am

　
一
〇
〇
q

サ
ト
㎝
o
っ
＾

α
⑰
剖
O

一33一



Figure
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Figure

　　（7）
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Figure2

　　（9）12． 0
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