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信頼性保証証明

株式会社クレハ分析センター

試験委託者： 環境庁

表題：

試験番号：

D　L一メチオニンのヒメダカ（0ぴz1∂5ノ∂‘1加s）に対する急性毒性試験

NO1998一生12

　本試験は試験計画書および標準操作手順書に従って実施され、本報告書には試験

に使用した方法、手順が正確に記載されており、試験結果は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

実　施　目 運営管理者への

�趨ﾚ

試験責任者への

�嵩
試験実施状況査察 1999年2月　8目

P999年2月12日

1999年2月　8日

P999年2月12日

1999年2月　8目

P999年2月12日

試験報告書監査 1999年7月26目 1　9　9　9年7月　26目 1999年7月26目

1999年7月30目
信頼性保証業務担当者：
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試　験　実　施　概　要

1．表題： D　L一メチオニンのヒメダカ（Or7zf∂5ノ∂勘θs）に対する急性毒性試験

2・試験目的：DL一メチオニンについて，ヒメダカ（侮z・8s・∂ゆθS）1こ対する急性

　　　　　　毒性試験を行い，、96時間の半数致死濃度（LC50）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N・．203r魚類毒性性試

　　　　　　　　験」（1992年）に準拠した。

4．適用GLP：本試験は環境庁のGLP規則に準拠した。

5．試験委託者

　名称：　　環境庁

　住所：　　　〒100－8975東京都千代田区霞ケ関一丁目2－2

　委託責任者：環境庁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　 　

6． 試験受託者：

名称：　　株式会社クレハ分析センター

所在地：　　T974－8686　福島県いわき市錦町落合16番地

7．試験施設：

　名称：

　所在地：

株式会社クレハ分析センター

T974－8686　福島県いわき市錦町落合16番地
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8　試験関係者：

　試験責任者（生物）

試験責任者（理化学）

　試験担当者（生物）

試験担当者（生物）

試験担当者（生物）

試験担当者（生物）

試験担当者（理化学

（1999年

（1999年

（1999年

（1999年

（1999年

（1999年

（1999年

7月30目）

7月30目）

7月30目）

7月30目）

7月30日）

7月30目）

7月30目）

9．試験期間：　試験開始日　　1999年　1月　4目

　　　　　　　　試験終了目　　1999年　7月30目

　　　　　　　　暴露期間　　　1999年　2月　8目～

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1999年　2月12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、

株式会社クレハ分析センターの保管施設に保管する。その後の保管については試験委

託者と協議の一ヒ決定する。
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要 一
目

試験委託者　環境庁

表　題：D　L一メチオニンのヒメダカ（Or7z1θ31∂‘加θs）に対する急性毒性試験

試験番号：　NO1998一生12

試験方法：本試験は、O　E　C　D化学品テストガイドラインN　o．203r魚類毒性試験」

　　　　　　（1992年）に準拠して実施した。

　　1）被験物質：　D　L一メチオニン

　　2）方式：　：　半止水式（48時間毎に換水）

　　3）供試生物：　ヒメダカ（砿vz∫∂31舵fρθs）

　　4）試験濃度：　対照区及び100mg／L

　　5）暴露期間：　96時間

　　6）試験液量：　3．O　L

　　7）生物数：　　10尾／濃度区

　　8）照明：　　　16時間明／8時間暗

　　9）エアレーション：　なし

　10）温度：　　24±1℃
　11）試験水中の被験物質の分析：H　P　L　C法（開始時、換水前）

結果

1）96時間の半数致死濃度（LC50）：100㎎／L以上

2）0％死亡最高濃度：100mg／L
3）100％死亡最低濃度：求められなかった。
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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：　DL一メチオニン

　　　　　　（　CAS：59－51－8）
　　　　　　構造式：

　　　　　　　　　　　　　　　　　NH20
　　　　　　　H3C－S＋C－6一♂

　　　　　　　　　　　　H2H2H　bH

1．　2

　　分子式：　CH3S（CH2）2CH（NH2）COOH

　　分子量：　149．21
　　安定性：　安定

　　1一オクタノール／水分配係数（10gP）1報告されていない

　　水への溶解度：33．81　g／L　〔25℃）
　　蒸気圧1　報告されていない

供試試料

購入先1

入手先：

入手日：

ロット番号：

外観：

純度及び不純物

1998年11月20目
A　C　H6705
白色粉末

　100，3　％

1．3　被験物質の確認および保管条件下での安定性

　被験物質は当施設の冷蔵庫に保管した．

　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認められなかったことより被

験物質は当施設の冷蔵庫に保管中は安定であったと判断された。
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2　供試生物

　　試験に使用したヒメダカ（01γz拍3ノ寵∫ρθs）を下記に示した。供試魚の体長（被

　鱗体長）は2．0±0．5cmであった。

　　　1）一般名：　　　ヒメダカ

　　2）学名：　　　0ぴz招51寵1iρθ3

　　3）体長：　　　2．3cm（2．0～2．5cm）、n＝10

　　4）体重：　　　0、219（0．12～0．299）、n＝10
　　5）ロット番号：F　J98A5
　　6）購入先：　　自家繁殖

批
　　試験条件と同条件（水質、温度等）で12日間以上、飼育馴化した。餌は市販のテ

　トラミンを与えた。暴露開始の24時間前からは給餌しなかった。

　試験には健康で肉眼的に正常な個体を使用した。暴露開始前7日間の死亡率は5％

以下であった。また、供試魚の基準物質（硫酸銅（H）五水和物、試薬特級）による

急性毒性試験の結果は96時間L　C50は0．18㎎／L（無水物換算）であった。

3　試験方法

　3　1　試験条件
1）方式：　　半止水式（48時間毎に換水）

2）温度：　　24±1℃
3）曝露期間＝96時間

4）生物数＝　10尾／濃度区
5）試験液量：3．O　L

6）連数＝　　1濃度区に付き1連

7）給餌：　　無給餌
8）エアレーション：無し

9）照明：　　　16時間明／8時間暗

3．2　希釈水
　脱塩素水（呉羽化学工業株式会社錦工場内の工業用水（塩素処理を行い飲料水グ

レードのもの）を活性炭処理で残留塩素等を除去した後、空気による曝気処理を行

ったもの）を使肌た・希釈水の主な水質として、硬度が29㎎／L（C、C。，換
算）、p　Hが8、0であった（暴露開始時）。

また・1999年2月2目の希釈水の分析結果を［付属資料一1］に示した．
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3．3　試験装置、試験容器および恒温槽等

試験容器：　3L容ガラス製ビーカー

恒温槽：　　アドバンテック東洋　　恒温器　ラボサーモ（L　H－2000）

水温計：　　水銀温度計

p　H計：　東亜電波工業　（HM－30V）
溶存酸素計：飯島電子工業　　（B－505）

3．4　試験濃度の設定

予備試験の結果を基に，100mg／しの濃度区および対照区を設定した。

3，5　試験液の調製

　3LメスフラスコにD　L一メチオニン300m　gを量りとり、希釈水で定容し、試
験液とした。

3．6　試験液の分析

　開始時および48時間後に各試験水槽より試験水10mLを採取し、H　P　L　Cに

より分析した。試験水の分析に際しては、試料測定毎に標準溶液の測定を行い、そ

のピーク面積比から定量した。詳細は付属資料一2に示した。

3．7　試験操作
　暴露開始時に供試魚と同水槽で馴養した魚10尾の重量および被鱗体長を測定し

た。暴露期間中給餌は行わなかった。

　各試験水槽の試験液のp　H、溶存酸素濃度、水温を測定後、試験水槽中に供試魚

を1濃度区当り10尾投入した。p　H、溶存酸素濃度、水温は暴露期間中毎目1回
測定した。

　暴露開始後、24，48，72および96時間後に死亡個体数を記録するととも
に観察された毒性の徴候あるいは異常（例：外部刺激への反応異常、平衡感覚喪失、

遊泳異常、呼吸機能の異常、体色変化、背曲がり、出血等）を記録した。

　死亡個体を発見した場合、水質の悪化が起こらないよう速やかに取り除いた。

＊ニステンレス製ピンセットの先で尾部に軽く触れ反応がない個体を死亡とみなし
た。

4　結果の算出

　　最高濃度区においても死亡は認められないことから、半数致死濃度（LC50）は最高試

　験濃度以上とした。



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

　認められなかった。

5　2　試験水中の被験物質濃度

　　暴露開始時および48時間後に試験水中の被験物質濃度を測定した。暴露開始時

　の被験物質濃度は102㎎／L（設定値100㎎／L）、48時間後の濃度は10

　4mg／L（設定値100㎎／L）であり、幾何平均濃度は103mg／しとなり、設
　定濃度に対する割合は103％であった。

　　　　　　　　　［Table1（p．12）、付属資料一2］

5．3　96時間の半数致死濃度（LC50〉

　　D　L一メチオニンに96時間暴露したヒメダカの死亡率は100mg／L濃度区で
　0％であった。

　　対照区の死亡率は0％であった。D　L一メチオニンの96時間の半数致死濃度

　（LC50）は100mg／L以上であった。

　　　　　　　　　　〔Table2，3（P．12）］

5　4　0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　D　L一メチオニンに96時間暴露したヒメダカの0％死亡最高濃度は100mg／
しであり、100％死亡最高濃度は求められなかった。

　　　　　　　　　　　〔Table4（P．13）］

5　5　毒性症状

　　毒性症状として100mg／L区、対照区共に試験期間中に異常な症状は観察されな

　かった。

　　　　　　　　　　　〔Table5（P．13）］

5．6　試験水の水温、溶存酸素濃度およびp　H

　　96時間の暴露期間中の水温は24±1℃の範囲内であった。暴露期間中のp　H

は7・5～8・0であった。暴露期間中の溶存酸素濃度は5．1～8．4㎎／しであり、

すべての試験水槽で飽和溶存酸素濃度の60％以上であった。

　　　（24．0℃の飽和溶存酸素濃度＝8．25mg／L）

　　　　　　　　　〔Table6，7，8（P．13，14）］

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以　上
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Table1． Measured　Concentrat　i　on　of　DL－Meth　ioni　ne　Duri　ng　a　96－Hour　Exposure

Test　Condition

　　　Nominal

Concentration

　　　　mg／L

　　　　Measured　Concentration（mg／L）

O　Hour　　　　　　　48　Hour　　　　　Geometric

　new　　　　　　　　　　old　　　　　　　　Mean

Percent

　　of

Nominal

Control

　　lOO 102 104 103 103

new：

01d：

freshly　prepared　test　solution

testsolutionafter48h・ursexp・sureperiod

Table2． M・rtality・fOrangekillifish（命7z18sノ∂孟1ρθs）

DL－Methion　ine　under　Semi－Stat　ic　Test　Cond　i　t　ions

Expo菖ed　to

　　　Nominal

Concentration

　　　　mg／L

CumulativeNumber・fDead（PercentM・rtality）

24Hour 48Hour 72Hour 96Hour
Control

　　100 O
O
0
0
0
0
0
0

Table3． CalculatedLC50Valuesf・rOrangekillifish（伽zf∂s1θゆθs）Exp・sed

to　DL－Methionine　Based　on　Measured　Concentrations　under　Semi－Static

Test　Conditions

Exposed

Period

（Hour〉

LC50

（mg／L）

　　　　　95％

Confidence　Limit
　　　　（mg／L）

Statistical　Method

4
8
n
∠
θ
U

2
4
7
9

＞
＞
＞
＞

100

100

100

100
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Table4． Observati・n・fHighestC・ncentrati・ninO％M・rtalityandL。west

C・ncentrati・nin100％M・rtalityValues

Exposed

Period

（Hour）

Highest　Concentration　ln

　　　　O％　Mortal　ity

　　　　　　　（mg／L）

Lowest　Concentration　in

　　　100％Mortality

　　　　　　　　（mg／L）

24

48

72

96

100

100

100

100

Table5． Sympt・m・fT・xicityObservedinOrangekillifish（伽z1∂s1∂オ1）θs）

Exp・sedt・DL－Methi・nit・eunderSemi－StaticTestC。nditi。ns

　　Nomillal

Concentration

　　mg／L

Symptom

24Hour 48Hour 72Hour 96Hour
Contro1

100

Norma1

Normal

NormaI

Normai

Normal

Norma1

Norma1

Norma1

Tab］e6． pHValuesDuringa96－H・urSemi－StaticExp・sure・fOrangekillifiSh
（Or吻85／∂砂θ5）t。DL－Methi。nine

　　Nomina！

Concentration

　　　（mg／L）

pH

Control New

Old

OH・ur　24H・ur　48H・ur　72H。ur　96H。ur
8．0

7．6

7．8

7．5 7．6 7．5

100 New

01d

7．8

7．6

7．7

7．5 7．7 7．5

new　l

old：

freshlypreparedtests。1uti。11s

tests・iuti・nsafter24－48h・ursexp・sureperi。d
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Table7． Diss・lvedOxygenC・ncentrati・nDuringa96－H・urSemi－StaticExp。sure

of　Orange　ki　l　l　ifish　（砕．Vzf∂s　ノ∂孟1ρθ5）　to　DL－Methionine

　　Nominal

Concentration

　　　（mg／L）

Dissolved　Oxygen　Concentration （mg／L）

O　Hour 24Hour 48　HOUr　　　72　Hour 96Hour
Contro1 New

Old

8．3

6．4

8．4

5．4 6．1 6．1

100 New

Old

8．4

6．3

8．3

5．1 6．2 6．1

new：

ol　d：

freshly　prepared　test　solutions

test　solut　i　ons　after　24－48　houl・s exposure　period

Table8TemperatureDuringa96－H・urSemi－StaticExp・sure・fOrangekillifish
　　　　　　（衡7z∫θ3ノ∂オ1ρθs）t。DL－Methi。nine

　　Nominal

Concentration

　　　（mg／L）

Temperatul・e　（。C）

O　Hour 24Hour 48　Hour　　　72　Hour 96Hour
Control New

Old

23．9

23．9

23．9

24．0 24．0 24．0

100 New

Old

23．9

23。9

23．9

24．0 24．0 24．0

old　l

new：

test

　freshly　prepal・ed　test　solutions

s・1uti・nsafter24－48h・ursexp・sureperi・d

14



付属試料一1

希釈水の水質

　（全1頁）



Water QualityofDilute　water

Para皿eter Concentration

　　Cohfomgroupbacteria

　　p　H

　　BOD

　　COD

　　Mercury

　　Copper

　　Cad皿ium

　　Zinc

　　Lead

　　Alu皿inium

　　Nickel

　　Chromium

　　Manganease

　Tin

　　Iron

　Cyanide

　Free　Chlorine

　Bro皿ide　ion

　Fluori〔ie

　Sulfide　ion

　Ammon　i　um　i　on

Arsenic

Sele1血m

Evaporationresidue

Electricconductivity

Totaihardness（asCaCOR）

　Alkahnity

Sodium

Potassium

Calcium

Magnesium

’TotalorganoPhosphorouspesticide

HerbicideSimazine

HerbicideThiobencarb

Fungi　c　i　de　Th　f　uram

N．D．

8．1

〈0．5

〈0．5

〈0．0005

〈0．01

〈0、002

〈0．01

〈0．．005

羅
響
盤
…
翫
㎜
㌦
鵬
鶯
H
菰
糀

誕
吼
誕
瓢
瓢
誕
誕
齢
誕
誕
謝
吼
蹴
吼
謝
認
識
誕

Sampling　Date 1999．02．02



付属試料一2

試験液の分析方法

　（全10頁）



作成　平成10年12月15日

DL一メチオニン　の分析法

（株）クレハ分析センター

試料 試験液

化学名及び化学式
　　DL－Met血ionine

　　分子式
　　化学式
　　分子量

C5H11NO2S
CH3S　CH2CH2CH（NH2）COOHl
m．w　　149．21

物理的化学的性質
　　液体、融点
　　性状

281℃
水に可溶
白色の薄片状結晶か結晶性粉末

①分析法
　　1）　装置及び器具
　　　　高速液体クロマトグラフ
　　　　検出器（UV）
　　　　オートインジェクタ
　　　　インテグレーター
　　　　メスフラスコ
　　　　ホーノレピペット

　　　　マイクロシリンジ

LC－10AD
S　PD－10A
S　I　L－6B
C－R5A　（CHROMATOPAC）

容量　100mL　褐色
容量　1皿L、10mL、
容量　100μL

島津製作所
島津製作所
島津製作所
島津製作所

20mL

2）　試薬
　　アセトニトリル
　　水

　　DL一メチオニン

3）　DL一メチオニン標準原液

試薬　高速液体クロマトグラフィー用

超純水　Milli－RX’12α
試薬　特級

DL一メチオニン標準品の0．
りとり、水を標線まで加える。

和光純薬（株）
Millipore

（1000㎎／L）
　100gを容量100mしのメスフラスコに量

4）　高速液体クロマトグラフの操作条件
　　分蔭管

検出波長
溶離液
流量
感度
記録紙速度
保持時間
試料量

Sh　im－pack　CLC－ODS
150mm×6mm　I　D　　　島津製作所
UV210　nmりん醍0．7　凱L　＋　（アセトニトリル3．5　：　水6．5　V／V）　　1000皿L

1．05mL／min
O．128AFUS5mm／m　i　n
2．3m　i　n
20　μL

5）　検量線の作成
　　　D　L一メチオニンの標準原液に水を加えて希釈し、200、　100、　10、　1
　　匿9／しの標準溶液を調整する．この液20μLを上記条件の高速液体クロマトグラフ
　　に注入し、クロマトグラムを画かせ、ピーク面積を記録させる。
　　濃度を縦軸に、横軸にピークの面積をとり検量線を作成する。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（注一1）　（注一2）

一1一



1．検量線作成

　表一1　1nputDate

No 爪　　液■ ピーク
（㎎／L） （’V・sec）

1 1．0 5173
2 10．0 54618
3 100．0 548022
4 200．0 1107339

図一1　検量線

Y螺＋B

　　謝
　　窩

養搦
　　搦

　　　罰

　　　紹

　　　臼
．回■

’

日

田

日 日．2 e．4　　　　　a．6　　　　．9．8

ピーク面積　（μU・臨）

1　　　　1．2
　車位・百万

Z　検出限界及び定量下限値の計算

　　図一2　クロマトグラム
ATTEN　O

4　一

ぐ一一一　ノイズ0貰さ　　1．2　組皿

8

2　　一

．腔｛β67 tDL－1チオニン。ピーク高さ76皿

．　DL一メチオニン濃度

●　DL一メチオニンのピーク高さ

・ノイズ帖さ

〈計算式〉

評
㎜
5
　
　
0
ム

●
6
　
●

0
ワ
‘
－

（S／N＝3）　としたとき

　　1．2　　　　　紬闘
3×　2　　　　　　　1
　　　　　xO．5＝0．01
76．0　　　　　　　（㎎／L）

棚鼠駒5借とすると、

越礪湿0．05㎎／しと泌．

計算により、

　　　検出限界　　0．
　　　定量下限値　O．

01㎎／L
O5㎎／L

一2一



6）　分析操作　　（例　1000㎎ノL試料溶液）
　　　50mしのメスフラスコに水約10mLをとり、これに、試料溶液の5mLを
　　ホールピペットにて量りとり、水を標線まで加える．
　　この液20μLを前記条件の高速液体クロマトグラフに注入し、クロマトグラムを
　　画かせ、DL一メチオニンの保持時間に相当するピークの面積を記録させ、検量線より
　　濃度を求める．

　　（注一3）　（注一4）

②添加回収率試験
　　　　DL一メチオニンの標準原液に水を加えて希釈し、100と10㎎／しの試験溶液を
　　　調整し、繰り返し測定により回収率を求めた結果、良好な回収率を得た。

Table　L　添加回収率の測定結果

熱磁 試料濃度 測定値 回収率 平　回収率 変動係数
（㎎／L） （㎎／L） （％） （％） （％）

1 10．0
10．05
P0．07
P0．07

101
P01
P01 101．0

0．09

2 100．0
100．2
P00．5
P00．6

100
P01
P01 100．7

0．17

③保存安定性試験
　　　　DL一メチオニンの標準原液に水を加えて希釈し、1000、100、10、1㎎／L
　　　の試験溶液を調整した。この試験溶液を4℃の冷暗所に保存した時の3日後の経時測
　　　定により保存安定性を求めた結果、いずれの濃度においても顕著な濃度変化は見られなか
　　　つた。

設定濃度（皿g／L） 3日後の経時濃度（㎎／L）

1回目 2回目 平均

0 ND ND ND

1．00 0．97 0．97 0．97

10．0 10．1 10．1 10．1

100．0 100．1 100．4
1’O0．3

1000 1002 1002 1002
（注一5）

（注一1）

（注一2）

（注一3）

（注一4）

（注一5）

連日に測定を行なう場合は、2濃度以上の標準溶液にて検量線をチェックし、

変動の無いことを確認し測定すること。
定量下限値：0．05皿g／L　　　　ND：定量下限値未満
試料溶液の濃度は100㎎／L～1㎎／しに調整し測定すること。
1㎎／L試料溶液の場合は、1㎎／しと10㎎／しの標準溶液で作成
した検量線を用いて濃度を求める．
試料溶液の保管は、4℃の冷暗所に保管すること。

一3一
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試験結果の液体クロマトグラム

試験名 DL一メチオニンのヒメダカ（Oryzias　latipes）に対する
急性毒性試験　　（試験番号：NO1998生一12）
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暴露（48時臨揃）
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