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　　　　　　　　　　　　　　　陳　　述　　書

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　株式会社クレハ分析センター

試験委託者＝　　環境庁

表題：　ホルムアミドの藻類（5θ1θηθ訪摺餌0∂pガ・0翔〃甜加）に対する生長阻害試験

試験番号：　　　NO1998一生05

　上記試験は環境庁のG　L　P規則に従って実施したものである。

1999年　3月30目

運営管理者
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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： ホルムアミドの藻類（3θ！θ朋s‘1伽昭pガoo1労〃醐）

試験

に対する生長阻害

試験番号： NO1998一生05

　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1月26目

P　99　9年1月29目

1999年1月26日

P999年1月29目

1999年1月26目

P　999年1月29目

試験報告書監査 1999年3月26目 1　999年3月26目 1999年3月26目

1999年3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：　ホルムアミドの藻類（5θ1θ佃訂r吻。∂Pガoo切〃伽）に対する生長阻害試験

2．試験目的：ホルムアミドについて、藻類（5θ1θ”訂丁α加。召ρrfoorη〃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。

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No．201

　　　　　阻害試験」　（1984年）に準拠して実施する。
「藻類生長

4．適用G　L　P：本試験は環境庁のG　L　P規則に準拠した。

5．試験委託者

　　名称：　　　環境庁

　　住所：　　　〒100－8975東京都千代田区霞ヶ関一丁目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＝

　　所在地：

7．試験施設：

　　名称：

　　所在地：

株式会社クレハ分析センター

〒974－8686　福島県いわき市錦町落合16番地

株式会社クレハ分析センター

〒974－8686　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

3月30日）

3月30目）

3月30日）

3月30目）

3月30日）

3月30日）

3月30口）

9。試験期間：　試験開始日　　1999年　1月　4日

　　　　　　　　試験終了日　　1999年　3月30日

　　　　　　　　暴露期間　　　1999年　1月26目～

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1999年　1月29口
10．保管：

戴旛漁礁繍離礁魏懇萎
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　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　旨
試験委託者　　　環境庁

表　題　　　　　ホルムアミドの藻類（3θ1θ昭認測窺0∂pガoo切〃甜加）に対する生長阻

　　　　　　　　害試験

試験番号　　　　NO1998一生05

試験方法

　本試験は、OE　C　D化学品テストガイドラインN　o．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＝　　ホルムアミド

　2）培養方式＝　　　振とう培養（100rpm）
　3）供試生物種：　　Sθ！θ朋sなα加。∂prloorη〃甜盟（ATCC22662）

　4）温度＝　　　　　23±2℃
　5）暴露期間．　　　72時間

　6）試験液量二　　　100mL（O　E　C　D培地）

　7）照明：　　　　　4000～50001u　x（連続照明）
　8）初期細胞濃度：　1x　l　O4c　e　l　l　s／mL

　9）試験濃度：　　　対照区、1000、320、100、32、10、3．2、
　　　　　　　　　　　1．Omg／L
　10）試験液中の被験物質の分析：　H　P　L　C法（暴露開始時、終了時）

結　　果

1）生長曲線下の面積の比較による生長阻害濃度

　　　　EbC50（0－72h）＝1000㎎／L以上
　　　　無影響濃度（NOECb）：10㎎／L

2）生長速度の比較による生長阻害濃度

　　　　ErC50（24－48h）：1000皿g／L以上
　　　　無影響濃度（NOECr）　　：1000mg／L

　　　　ErC50（24－72h）＝1000㎎／L以上
　　　　無影響濃度（NOECr）　：1000mg／L
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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：　ホルムアミド

　　　　　　　（　CAS175－12－7）
　　　　　　構造式：

　　　　　　　　　　　HC－NH2
　　　　　　　　　　　　〃
　　　　　　　　　　　　0

分子式：　HCONHワ

1、　2

　　分子量：　45．04
　　安定性：　安定

　　1一オクタノール／水分配係数〔10gP）

　　水への溶解度：水に可溶

　　蒸気圧：　1　mmHg　（21℃）

供試試料

一1．51

購入先：

入手先1

入手日工

ロット番号1

外観1

純度及び不純物

1998年11月20日
A　C　H6014
無色澄明の液体

　99．6％

L　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

　　試験には・単細胞緑藻類であるSθ・θη∂s珈・∂prf。＿α加を用いた．

藤離離曳灘搬蕪臨、難8（竜
前培養

試験に供す藻類は試験条件と同じ条件で暴露開始前に4日間培養したものを使用した．

3　試験方法

3，1試験条件
1）培養方式：

2）温度：

3）暴露期間：

4）試験液量1

5）照明：

6）初期細胞濃度：

振とう培養（100rpm）

23±2℃
72時間
100mL（OE　C　D培地）

4000～50001ux
l　x104cells／mL

（連続照明）

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
用いた。

　　　　　　　　　　　　　　　〔Tablel（P．13）］

3．　3 試験容器、藻類培養試験装置および機器等

試験容器二

藻類培養試験装置：

光学顕微鏡：

細胞計測器：

p　H計：

温度計：

照度計：

300mL容ガラス製三角フラスコ
藻類試験培養器　　　（宮本理研工業　GT－40S）

オリンパス倒立培養顕微鏡　　（IMT413型）

血球計算盤

東亜電波工業　　（HM－30V）

ガラス水銀温度計

柴田科学器械工業（ANA－F9型）

3．4　試験濃度の設定

　予備試験の結果を基に，1000，
の濃度区および対照区を設定した。

320・100・32，10，3．2，1．Omg／L
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3　5　試験液の調製

　　試験培地にホルムアミドを加え10000mg／しの原液を作製した。この原液を

オートクレーブ滅菌した培地に添加し、各濃度区の試験液を調製した。　（原液は濾過

滅菌したものを用いた。）

3　6　試験液の分析

　開始時および72時間後に各試験区の容器より試験水10m　Lを採取し、H　P　L　Cに

より分析した。試験液の分析に際しては、試料測定毎に標準溶液の測定を行い、その

ピーク高さから定量した。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数を計数し、試験液中の細胞濃度がl　x104cells／mしとな

るように、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、試験を開始し、24，48および72
時間に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．OmLを採取

し、その一部を血球計算盤で顕微鏡下で計測した。

　試験液調製時のp　Hは3連の他に予備1本について測定し、各濃度区の暴露開始時の

p　H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、照度を少

なくとも1目1回測定した。

4　結果の算出

4　］藻類生長曲線

　試験区およ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

　　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。

　　　A＝（NrN・〉／2xt1＋（N1＋N2－2N。）／2x（t2－t1）＋．．．．．、．＋（Nn－1＋Nn－2N。）／2x（tn－tn一1）

　　　　ここで、

　　　　A　：生長曲線下の面積

　　　　N。：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／mL）

　　　　N。：t．時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　　　t　l：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　　　t。：暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

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。

I　A＝（A。一A，）／A。＊100
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ここで、

A　c：対照区の生長曲線下の面積

A　t：各濃度区における生長曲線下の面積

　生長の阻害百分率（1。）を濃度に対してプロットし、試験最高濃度においても阻

害百分率が50％を越えないのでEbC50（0－72）は試験最高濃度以上とした。

2）生長速度の比較による生長阻害濃度（ErC50）

　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。

μ二（l　nN．一l　nN、）／（t。一t、）

　　ここで、

　　N1：t1時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　N．：t、時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　t、：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　t・：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を次の式

により算出した。

Im＝　（μ。一μ，）／μ。x100

ここで、

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

　平均生長速度の低下百分率（1阻）を濃度に対してプロットし、試験最高濃度にお

いても低下百分率が50％を越えないのでErC50（24－48）、ErC50（24－72）は試験最高

濃度以上とした。

4　3無影響濃度（NOEC）の算出

　　統計的手法（等分散性検定および平均値の差の検定）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。
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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　試験液中の被験物質濃度

　　暴露開始時の被験物質濃度は1．2～1050mg／L（設定値1．0～1000mg／
　L）であり、暴露72時間の被験物質濃度は1．2～1020mg／L（設定値1．0～

　1000mg／L）であった。（Table2）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2（p．13）、付属資料一1］

5　3　藻類生長曲線

　　対照区における細胞濃度は72時間の培養で80倍以上に増殖し、試験条件下で正

常な生長を示した。　設定濃度1000mg／L区でも生長は認められた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔Table3　（p．14）、Figure1　（p．18）］

5．4　半数影響濃度（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（0－72h）は1000mg／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（NOECb））は10mg／しであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　〔Table4，5（P．15，16）、Figure2（P．19）］

2）生長速度の比較による生長阻害濃度（ErC50）

　ErC50（24－48h）、ErC50（24－72h）はそれぞれ1000㎎／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
　（NOECr））も、それぞれ1000mg／しであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　〔Table4、5（P，15，16）］

5．5　温度およびp　H

　　72時間の暴露期間中の藻類培養試験器内の温度は23．1℃であった。試験液の

　p　Hは暴露開始時が8。2～8．7であり、試験終了時が8．7～9、8であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table6，7（P．17）］

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ3、40C　　　　　　　　以上

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　誘正㌍ノ
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Table　1　　　　0ECD　media

Nutr　i　ent　sa　l　ts concentration　（mg／L）

H3BO3

MnC1、・4H20
ZnC　l2

FeC1、・6H、O

Na2EDTA・2H20
CoC　l2・6H20

Na2MoOぺ2H20
CuC12・2H20
CaC　l2・2H。O
NH、C　l

KH、PO、

NaHCO、
MgCl。・6H，O

MgSO、・7H20

0．185
0．415
0．003
0．08
0．1

0．0015
0．007
0．00001
18
15
1．6
50
12
15

Table2 MeasuredConcentrationsDuringa72－HourExposureto甜勿23加盟
磁野汐卿〃云盟

　No皿inal

Concentrat　i　on

　　mg／L

O　Hour

　mg／L

MeasuredConcentration（mg／L）

Percentof　　72Hour
　No皿inal　　　皿9／L

Percent　of

　No皿ina1

1000

320

100

　32

　10

　3．2

　LO
Contro1

1050

336

107

　33．9

　10．5

　3．5

　1．2

　N．D

105

105

107

106

106

109

120

1020

331

103

　33．7

　10．5

　3．5

　1．2

　N．D

102

103’

103

105

105

109

120

13



Table3、 Cel　l　Density　of　幽Z6％L9∠！盟6躍！一石㎜74よ～盟

　　　No皿inal

Concentrati　on

　　　　　皿9／L

CellDensity（x104cells／mL）

No．

O　Hour 24Hour 48Hour 72Hour

Contro1 1
2
3

1．00

1．00

1．00

5．50

6．50

6．50

25．75

22．25

26．50

86．25

83．00

81．75

Average

S．D．

1．00 ワ
‘
Ω
U

－
「
「
∪
θ
U
O

24．83

2．27

83．67

2．32

1、0 1
2
3

1．00

1．00

L　OO

5．75

6．00

5．00

27．25

21、50

23．75

80．75

81．00

86．00

Average

S．D．

1．00

8
2

【
U
「
D
5
0

24．17

2．90

82．58

2．96

3．2 1
2
3

1．00

1．00

1、00

6．00

7．00

5．50

25．50

22。25

25．25

77．00

78．25

81。75

Average

S．D．

1．00

7
6
1
7

ρ
∪
0

24．33

1．81

79．00

2．46

1
0

1
9
ム
3

1．00

L　OO

1．00

5．75

5．75

5．25

20．75

27．25

20．50

77．25

80．75

78．75

Average

S．D．

1．00

8
9
5
2

【
U
O

22．83

3．83

78．92

1．76

32 1
2
3

1．00

1．00

L　OO

5．75

4．50

5．50

2L　OO

21、25

20．00

74．75

77．25

76．50

Average

S．D．

1．00

「
0
6

2
ρ
U

「
D
O

20．75

0．66

76．17

1．28

100 1
2
3

L　OO

1．00

1．00

5．50

5．25

4．75

22．75

24．50

21．50

73．50

73．00

67．50

Average

S．D．

1．00
ワ
’
8
1
3

「
0
0

22．92

1．51

71．33

3．33

320 1
2
3

1．00

1．00

1．00

4．50

5．25

4．75

22．25

19．75

22．50

62．25

70．50

69．25

Average

S．D、

L　OO

3
8

8
∩
」4
0

2L50
1．52

67．33

4．45

1000 1
2
3

L　OO

1．00

1．00

4．75

4、50

4．75

15．00

24．50

20．25

60．50

64．50

60，50

Average

S．D．

1、00

7
4

β
∪
1

4
∩
U

19．92

4．76

61．83

2．31
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Table4． Gmwthlnhibitionof5汐惚写翩翩7－o㎜酩盟

Concentration

@　mg／L

Area

`（0－72h）

Inhibition
@　　（％）

hA（0－72h）

Rate

ﾊ（24－48）

Inhibition
@　（％）

P皿（24－48）

Rate

ﾊ（24－72）

Inhibition
@　（％）

hm（24－72）

1 1725 一2．2 0．0643 一10．8 0．0573 一5．4

Contro1 2 1626 3．7 0．0513 l　l．7 0．0531 2．4

3 1713 一1．5 0．0586 一〇．9 0．0527 3．0

Average 1688 0．0 0．0580 0．0 0．0544 0．0

1 1701 一〇．8 0．0648 一11．7 0．0550 一1．2

1．0 2 1572 6．9 0．0532 8．4 0．0542 0．3

3 1662 1．5 0．0649 一11．8 0．0593 一9．0

Average 1645 2．6 0．0610 一5．0 0．0562 一3．3

1 1620 4．0 0．0603 一3．9 0．0532 2．2

3．2 2 1581 6．3 0．0482 17．0 0．0503 7．5

3 1659 1．7 0．0635 一9．4 0．0562 一3．4

Average 1620 4．0 0．0573 1．3 0．0532 2．1

1 1503 lL　O 0．0535 8．9 0．0541 0．5

1
0

2 1701 一〇．8 0．0648 一11．7 0．0550 一1．2

3 1503 1L　O 0．0568 2．2 0．0564 一3．7

Average 1569 7．1 0．0584 一〇．5 0．0552 一1．5

1 1479 12．4 0．0540 7．0 ，　　0．0534 1．7

32 2 1485 12．0 0．0647 一11．4 0．0592 一8．9

3 1470 12．9 0．0538 7．3 0．0548 一〇．9

Average 1478 12．4 0．0575 L　O 0．0558 一2．7

1 1500 ll．1 0．0592 一1．9 0．0540 0．7

100 2 1530 10．4 0．0642 一10．6 0．0548 一〇．8

3 1380 18．2 0．0629 一8．4 0．0553 一1．7

Average 1470 12．9 0．0621 一7．0 0．0547 一〇．6

1 1329 21．3 0．0666 一14．7 0．0547 一〇．6

320 2 1386 17．9 0．0552 4．9 0．0541 0．5

3 1425 15．6 0．0648 一lL6 0．0558 一2．6

Average 1380 18．3 0．0622 一7．2 0．0549 一〇．9

1 1140 32．5 0．0479 一7．2 0．0530 2．5

1000 2 1410 16．5 0．0706 17．5 0．0555 一2．0

3 1266 25．0 0．0604 一21．6 0．0530 2．5

Average 1272 24．6 0．0596 一4．1 0．0538 L　O

15
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Table5． Calculated　EC50and　NOEC

Based　on　I　A　vaI　ue

（皿9／L）

　　　95－Percent

bonfidenceLi皿its
@　　　（皿9／L）

EbC50（0－72h） 〉1000
一

NOECb（0－72h） 1
0 一

Based　on　I　m　val　ue

（mg／L）

　　　95－Percent

bonfidenceLi皿its
@　　　（mg／L）

ErC50（24－48h） ＞1000
一

NOECr（24－48h）
　　　　　　　一　　　　　　　　　　一P000

@　　　　一

ErC50（24－72h） ＞1000
一

NOECr（24－72h） 1000
『

16



Table6． Te皿peraturelnAlga1CultureCabinet

O　h 24h
Temperature（℃）

　　　　48h 72h Average

23．2 23．1 23．2 23．1 23．1

Table7． pH　ValuesatO－Hourand72－HourExposure

　　　No皿inal

Concentrat　i　on

　　　　（皿9／L） O　Hour

pH

72Hour

Contro1 1
9
ム
3

8．4 9．1

8．7

9．0

1、0 1
2
3

8．5 9．4

9．1

8．8

3．2 1
9
ム
3

8．6 9．4

8．9

8．9

1
0

1
9
ム
3

8．7 8．9

9．8

8．8

32 1
2
3

8．4 9．0

8．7

8．8

100 1
2
3

8．5

1
0
9

Q
J
Q
U
Q
O

320

－
（
ソ
ム
3

8．7

7
8
0

8
8
91000

－
n
ノ
ム
3

8．2

O
Q
U
8

0
U
8
8
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Figure1 AlgalGmwthCurveof幽Z㎝3緬㎜乙㎜〃麺
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Figure2 Concentration－lnhibition
on　I　A　value
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付属資料一1

試験液の分析方法

　（全20頁）



作成　平成11年1月8日

ホルムアミドの分析法

（株）クレハ分析センター

1．試料 試験液

化学名及び化学式
　　ホルムアミド
　　分子式
　　化学式
　　分子量

物理的化学的性質
　　性状

2．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）
　　　　インテグレーター
　　　　メスフラスコ
　　　　マイクロピペッター
　　　　マイクロシリンジ

2）　試薬
　　アセトニトリル
　　水
　　りん酸
　　ホルムアミド

H3CON
HCONH2
45．04

水に可溶
無色透明の液体

　
0
0
　
　
1

　
0
0
　
　
μ

　
2
5
　
　
0

　
4
2
　
　
0

　
］
一
　
〇

　
L
D
　
l

　
ま
ま

　
セ
む
　
　
　
　
　
　
ヤ

　
又
又
　
0

0
0
0
　
　
0

0
0
0
1
5

0
0
0
m
、
1

6
4
2
0
0
μ

一
一
一
〇
5
0

L
L
D
1
2
5

試薬　高速液体クロマトグラフ用
超純水　M　i　l　l　i－RX12α
試薬　特級
試薬　特級

日立製作所
日立製作所
日立製作所

和光純薬（株）
MiHipore

3）ホルムアミド標準原液（1000mg／m　l）
　　ホルムアミド標準品の約0．1gを正秤し、容量100m　Iのメスフラスコに秤りとり、
　　水を標線まで加える。

4）　高速液体クロマトグラフの操作条件
カ　　　　ム　　ラ

溶　離　液

量
器
量

　
出
入

流
検
注

Shim　pack　LCL－ODS
150mm×6mmIDアセトニトリル：水　（25：75）
＋りん酸（l　lに対して0．7m　I添加）

1．Oml／min
UV（210nm）
50μレ

島津製作所

5）　検量線の作製
　　ホルムアミド標準原液に水を加えて希釈し、2．5、5、10mg／1の標準液を調
　　塾する。この液50μ1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
　　ムをかかせ、ピーク高さをノギス（mm）ではかりとる。
　　濃度を縦軸に、横軸にピークの高さをとり検量線を作成する．

①．検量線作成

表一1　1npu　t　Da　t　e

No． 標準溶液濃度（皿g／1） ピーク高さ　（皿山

1
2，515 9．47

2 5，030 19．68
3 10，060 39．94

1



図一1　検量線
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．検出下限値の計算ﾐ

一2　クロマトグラムﾐ

　　以レ4ﾐ
H．　1　C．5ﾐ

一ﾐ

臼一ﾐ

．蓄だ沼ダﾐ
．3e　RTT　　4　　0FF5　　　〔垂ﾐ

イズ0．6㎜ﾐ

←赫ムアミドﾐ

3．28一ﾐ

．85ﾐ

9ﾐ

1／64／9∈｝　　15：46ﾐ

　木ルムアミド濃痩ﾐ

　木ルムアミドのピーク高さﾐ

ノイズ萌さﾐ

計算式〉ﾐ

Sバニ2）としたときﾐ

．515皿g／1ﾐ

．4了皿1ﾐ

．6　㎜ﾐ

×0，6ﾐ
2．515ニ0．30ng／1）ﾐ

．47ﾐ

を醐スできるのでﾐ

怨麗は0．3（mg／bとなる、ﾐ

算により、定量下限値　O．3　mg／1、ﾐ
って、定量下限値未満の表示NDは、0．3ﾐ g／1未満を示す．ﾐ

ﾐ



6）　分析操作　　（例　1000mg／1）
　　　10ml共栓フラスコに水約5mlをとり㌧これに・試料溶液の100μ1をマイク
　　ロピペッターではかりとり、水を標線まで加λる．
　　この液を50μ玉を前記条件の高速液体クロマトグラフに注入し・クロマトグラムをか
　かせ・ホルムアミドの保持時間に相当するピークの高さをノギスではかり、検量線より
　　濃度を求める．

　　尚、検量線は測定日毎に調整し、試料溶液濃度は10mg／1前後になるように調整
　することにした・又・傾向的な日内変動（約1割程度の感度変化）が見られるため、検
　量練調整時に§同程度同じ試験液を注入し確認すると共に・各依頼件毎に検量線を作成
　後、測定する」とにした．

2．添加回収率試験
　　ホルムアミドの標準原液に水を加えて希釈し・約1～1900mg／1の試験溶液4種類
を下記の様に調整し・繰り返し測定を行った結果・若干ばbつき璽大きい時があることがわ
かったが各試験液共に異常値（設定値±20％）内であることかb、測定は可能と考えられ
る．　（各試験試料はn＝2で測定した）

表一2　添加回収率試験の測定結果

No 試料濃度（皿g／1） 測定値醜／1） 回収率（％） 平均回収率（％）

1 1006 1012．7
P099．4

100．7
P09．3

105．0

2 100．6 104．6
X8．8

104．0
X8．2

101．1

3 10．06 10．7
P0．2

106．3
P01．4

103．9

4 1，006 1．1
P．1

109．3
P09．3

109．3

3．保存安定性試験
　　ホルムアミドの標準原液に水を加えて希釈し、約1～1000mg／1の試験溶液4種類
を下記の様に調整した．この試験溶液を4℃の冷暗所に保存した時の3日間後の経時測定に
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った．
　（各試験試料はn＝2で測定した）

表一3　保存安定性試験の測定結果

試料濃度
庶M9／1）

3日後の経時変化濃度e皿g／1）
N　o

調整時 f日日 2日目 3日目 平均

1 1006 1012．7
P099．4

102L9
P002．3

1035．4
P03L6

935．0

X66．7

1013．2

2 100．6 104．6

X8．8

100．4
X了．G

103．3

P10．1

98．0

P00．0

10L5

3 10．06 10．7

P0．2

10．2

P0．1

1q．2

P0．4

9．43

X．72

10．2

4 1，006 1．1

P．1

0．83

O．96

0．94

O．88

1．1

k2
L　O3

　しかし、ばらつきが若干大きいことがわかったので分析はn＝2の平均値を用いることに
した。それで、上記データがすべてばらつきと考え、n＝2の平均値を用いて算出した場合
（表一4）、この方法でのばらつきは、10mg／1以上は　CVニ5％以内で問題ないと

3



思われるが1mg／1は　CV＝14％程度でばらちきが大きいため異常値（設定値土20
％）となった場合はnの数を増やす又は、検量線を再確認することにした．

表一4　保存安定性試験の測定結果（n＝2の平均値とそのばらつき）

試料濃度
nng／1）

3日後の経時変化濃度Ong／ll
No

調整時 1日目 2日目 3日目 平均

1 1006 1056．1 1012．1 1033．5 950．8 　1013．2δh45．3

bV　X　4．5

2 100．6 101．7 98．7 106．7 99．0 　10L5
ﾂn－13．7

bVκ3，6

3 10．06 10．5 10．2 10．3 9．72 　　10，2
ﾂn一、0．33

bVκ3．3

4 L　OO6 L　I 0．90 0．92 L2 　　1．03
ﾂn－10．14

bV％14

4



図 I o o 菰 儲 碑 銘 s 能 書 貸 口 刈 γ 黛 Ψ ＞ （ 藩 即 鑑 害 鳥 誌 ）

王 讐 器 一

ド ㎝ 一 ㎝ 　 目 の ＼ ［

＝ 讐 『 。 N

㎝ ・ 。 ω 島 ＼ ［

三 碧 『 。 ω

一 。 ． ま 塁 ＼ ［

e　
日
1！
e4
！
99
　
13
14
6

ノ
！
ン
f　
　
J，
’
！
」
」
か
イ

　
C，
S　
　
5，
eg
　
∩
T
↑
　
　
4
　
　
0
F
F
～

CH

↓
ホ
ル
ム
ア
ミ
ド

＝
2コ
R皇
．
至
急
e／
9

5・

4．
85

1e
・

e
　
　
e
上
！
a
4
！
9
つ
　
　
1
5
：
5
8

〃
　
　
♂
・
’
」
牌

C．
S　
　
5．
ge
　
R
T
T
　
　
4
　
　
0
F
F
S

CH

／
ノ
！
’

踵
／
2
．
6e

；
．
29

5・

上
Bq

14
1t
2

日
　
　
9
1
！
日
4
！
9
9

　
み
る
イ
　
　
！
〃
．
’
♂
！
”
プ

C、
5　
　
5．
ge
　
臼
τ
T
　
　
4
　
　
0
F
F
5

CH

」
ノ
ア
ズ

‘
　
2
．
6
日

～
5，
29

5・

ド tg
一

図 1 “ 辣 曽 回 爵 機 翼 鄭 S 購 書 貸 口 刈 プ 気 焔 ＞

ヨ の 5 。 “

一
。 B 。 日 σ q ＼ ［

（
一 B 曇 霞 － 一 ）

霊 σ 。 5 。 ㎝

一
。 B 。 島 ＼ ［

（ 呂 。 粛 蒙 坐

ヨ 窪 【 。 。

一
。 o ㎝ 島 ＼ ［

（
一 B 申 譲 － じ

ぐ
〃
ノ

B＝
2一

　
〆
’
！

9　
　
日
！
！
e
4！
99

　
〃
万
　
　
z固
■
■
〆
r牢
』
」
・
ク
毎

C，
3　
　
5，
ee
　
RT
T　
　
4　
　
0F
F5

こ
H

4’
」
－

』
　
2．
6e

欠
ヨ
，
2～

5・

le
・

　
κ
」
二
　
　
　
　
‘
oフ

ee
エ
ノ
日
4！
9
91
4
1
35

イ
ン
プ
　
　
　
／
4ノ
伽
　
ズ
　
峨
妨

C，
5　
　
5．
日
e　
RT
T　
　
4　
　
0F
FS

CH

メ
」
、
ノ
ユ

2．
6日

－ 一 一 　 　 一 　 　 （

5・
28

@へ
・ 　 　 晶 　 　 尋 　 　 一

8．
81

へ
5

1B
・

ノ
r’
／
　
　
　
　
　
‘
ρ
ノ

g　
e1
／
日
4／
99
　
14
：
47

　
！
〃
，
〆
“
γ
〆
ノ
を

5．
9日
　
RT
T　
　
4　
　
0F
F5

認
CH

弼
’
ノ

　
　
2．
6日

～

－ － －

5．
29

－ 喜 昌 ’ 一 －

95

田
一

㎝



コ m 目 。 輔

一
〇 o ① 　 目 の ＼ r

（
一 Z 塒 蒙 t N ）

コ σ q 目 3 。 。

一 P O ㎝ 　 目 σ q ＼ r

（
目 | 一 ）

コ 窪 『 。 。

一 〇 ● O q 　 目 的 ＼ ［

（ 『 N ）

1
4
＝
5
7

　
　
‘
ρ
ジ

9
1
／
9
4
！
9
9

κ
ン
イ
　
！
伊
’
，
」
牌
！
窺
，
　
パ
・
2

C．
…
；
　
　
5．
日
e　
RT
下
　
　
4　
　
0F
F5
　
　
　
自

CH

」
ノ
．
甜

2
，
6
e

1

　
　
　
　
方
’
／
　
　
　
　
　
　
‘
ρ
ノ

OF
FS
　
　
　
日
　
　
9土
ノ
日
4！
99
　
　
上
5＝
日
8

　
〃
，
’
〆
“
”

5．
日
9　
R
T
T
　
　
4

謝 篇
CH

幻
．
略

2．
6日

A 一 一
，
29
34
t

－ 　 　 一 　 　 ‘ 　 　 一 　 　 ‘ 　 　 ● 　 　 昌

●

↑
5

田
一

　
　
　
　
＃
り
　
　
　
　
　
！
？
辺

O
F
F
5
　
　
　
日
　
　
日
1
！
日
4
／
9
9
　
　
t
5
＝
2
2

！
夙
’
■
膚
ゲ

5，
e9
臼
丁
丁
　
4

露
CH

舛
’
ノ

2
．
6
e

‘ 一 （ 　 　 － 　 　 帰

・
2勢
・
Uへ

晶 一 A － A

へ
5

1日

間
一

ﾐo 香 u 〇 一 〇

一 ‘ O O O 　 日 の ＼ ［

（ 『 ご

句
一

酷 � y o 　 H 一

一 ・ O O O 　 目 σ q ＼ ［

（ 『 N ）

　
　
　
　
　
ル
！
　
　
　
　
ρ
，

0F
F5
　
　
　
e　
　
e1
■
e4
！
99
　
　
15
！
；
3

〃
イ
　
　
！
〃
1〃

C．
3　
　
5．
99
　
臼
TT
　
　
4

」
．
づ

〆 　
　
22
畢
§
8

－
　
　
3．
29

　
　
　
　
　
θ
フ

91
！
e4
／
99
　
　
t5
＝
4判

　
　
　
イ
・
」

OF
FS
　
　
日

　
〃
イ
　
　
！
で
ノ
’
∠
“
牢

C，
5　
5，
ge
臼
TT
　
4

」
κ

／ 　
　
2｝
挽

』
　
　
3．
29

CH

5・

le
’

CH

5一

t日
韓

o



図一5　保存安定性試験の液体クロマトグラム

F1gure12
標準溶液
2．905mg／L

Figure13
標準溶液
5，81皿g／L

Figure14
標準溶液
1L62皿g／L
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Figure18
100．6　mg／L（1日後）

（1皓織一2）

Figure19
10，06皿g／L（1日勧
（皿一D

Figure20
10．06皿g／L（1圏
（n－2）
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試験結果の液体クロマトグラム

試料名：ホルムアミドの藻類（Selenastrum　capricornutum）に対する生長阻害試験

　　　　（試験番号：NO1998生一〇5）

暴露開始時
Flgure45
標轍2．965皿9／L

暴露開始時
Figuτe46
標轍5．93皿9／L

暴露開始時
Figure47
標轍11．86皿9／L

－
卑

m
巳
比
0
　
　
†
　
　
↑
↑
匡
　
佃
“
ロ
．
n
　
　
U
n
．
〇
　
一
　
．
工
O

　
　
　
　
　
　
　
　
ミ
～
、
へ
．
、
　
ヤ
ミ

　　
@　@　@　@　
@
一
鼎
旧

す
．
め
一
φ
①
￥
切
N
、
一
㎝
国
u
比
比
．
ぜ
↑
ト
慧
①
襲
い
．
》
一
．
エ
．

頃
止
山
O
　
　
寸
　
　
H
↑
砿
　
①
口
．
旧
　
　
u
「
．
り
　
一
　
．
工
O

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ミ
、
馬
く
＼
美

馬
、
、
娠

κ

σ・

〔】

c 1つ

し 一 1 一 1 1 1 1

ゼ

暴露開始時
Figuτe48
1000皿g／L
生一〇5－11－1

（100倍醐

暴露開始時
Figure49
1000皿g／L
生一〇5－11－2

（100倍纈

暴露開始時
Figure50
320mg／L
生一〇5－12－1

郡，．3倍醐．

　　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@ヒ

@
　
異
n
　
旧

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
4
．
豪
　

一
。
．
個
　
　
　
　
　
。
卜
。

。
三
家
・
渇
￥
お
。
　
頃
丘
。
†
＝
【
累
．
旧
回
り
一
．
エ
リ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＼
襲
　
　

・
S
、
・
ヤ
・
篭
焙

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
～
　
蕎
　

旧

　
　
　
　
、
～
一
ユ
　

H
切
．
N
　
　
　
　
　
　
卜
「

守
一
　
φ
ひ
￥
O
N
、
一
①
　
O
　
頃
比
比
O
　
守
　
↑
↑
〔
①
O
．
の
　
匂
∩
．
〇
一
．
エ
O

　
　
　
　
　
　
　
『
・
賦
　
　
　
　
隻
黛
、
、
、
，
～
、
畑

　　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

`
　
　
零
帥
　
旧

　
　
　
　
　
　
　
　
　
腎
馬
　
お
．
四
　
　
　
　
卜
e
　
　
中

個
”
寸
一
φ
ひ
￥
．
四
、
一
①
㎝
＼
■
噌
比
．
†
↑
救
。
p
い
の
〕
＼
－
田
期
．
エ

13



暴露開始時
Figure51
320皿g／L
生一〇5－12－2

（33．3倍翻

暴露開始時
Figure52
100皿g／L
生一〇5－13－1

（10倍醐

暴露開始時
Figure53
100mg／L
生一〇5－13－2

（1皓舗

門
”
寸

【
寸 頃

”
寸

ひ
ひ
￥
ψ
創
￥
一
①
　

薗
　
　
団
」
」
O
　
せ

　
　
　
　
　
　
　
へ
～
飛

↑
↑
【
㊧
o
p
．
頃
　
u
n
．
O

、
＼
、
、
気
，
ミ
袖

＼
㌔
．
へ
、

㎝
ω
．
d

ゼ

黒
崎

ひ
ひ
￥
ψ
創
￥

o

エ
U

1 I　　l　　‘　　尋

旧

b【

苳
艪
n
　
す

＼
唱
k

へ
、
§

O
．
四

ヒ

識
ト
」
〔
　
①
O
．
旧
　
　
U
．
O

㌔
＼
、
ヤ
，
㍉
、
触

I
n

ひ
、
曽
d
￥
一
口
　
　
㎝

哺
」
比
O

『
・
k

エ
U

＼
￥
、
転

ψ
．
口

　＝

鉱
駄『　　　　　『コ

　ぼマ　　　，n
l　I、∩

㌔　’
、く」、

㍉＿

　†　　　　1ヒ

　　　I　　　　l　　I

　　　　　励　西

暴露開始時
Figure54
32mg／L
生一〇5－14－1

（3，33倍醐

暴露開始時
Figure55
32皿g／L
生一〇5－14－2

（3．33儲㈱

暴露開始時
Figure56
10皿9／L

生一〇HH

マ
勾
”
旧

マ
一
”
旧

す
創
”
n

ひ
①
￥
O
創
￥
一
①
　
　
国
　
　
　
ψ
巳
巳
O
　
　
寸

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＼
・
鳶

ト
ト
［
　
㎝
㎝
．
旧
　
　
㎝
，
り

　
、
壌
、
ミ
、
篭
船

エ
］

驚
．
腎

¢
．
創

ゼ

鼠
一
一ヨ

I
n

ひ
①
、
O
d
、
一
①
　
　
①
　
　
　
団
比
比
O
　
　
マ

　
　
　
　
　
　
　
　
ヘ
・
k

ト
↑
〔
　
西
瓜
．
旧
　
　
し
∩
．
U

魅
駁
、
ミ
，
セ
㎏

エ
ロ

鼠
へ
．
努

O
，
創

ピ

鶉
藤雪

1
の

ひ
ひ
、
ψ
創
￥
一
〇

＼

一　1ハ

ヘ　しし

巳

寸

江
㎝
四
．
の
　
哺
．
り
一
．
工
一
一

　
　
ヤ
・
～
￥
、

馬
、
ミ

曽
．
個

ヒ

　ロなう
、δ　一ぜワ

　焼物　’

14



　
タ
〃
ゴ
・
／
ノ
　
　
　
　
7μ
／

OH
．
tC
．
～
5．
9日
目
TT
40
FF
5　
日
B1
！
26
・
99
16
＝
e7

　
↓
　
　
纏
酬

　
　
4．
89

胸 脚 認 欝 羅

切
一

鴻 香 y o 　 ① O

一 晃 ＼ ［

肝 一 O ㎝ 一 一 司 － 一

　
タ
“
ゴ
ー
！
ゴ
　
　
　
　
　
　
7
ウ

CH
．
tc
．
55
，
9日
R
T
T
4
0
F
F
5
　
日
日
1
／
2
6
！
9
9
t
5
：
5
7

2。
6日
　
σ
3ア

脚 圓 認 醇 耳

男
一

ﾐq ﾌ 『 o 　 ㎝ 『

一
。 ﾚ の ＼ ［

酔 I O ㎝ 1 一 ㎝ 一 国

H ㎝

　
　
ダ
ρ
ゴ
・
■
7　
　
　
　
　
　
　
　
フ
r『
・
皇

CH
．
し
C．
S5
．
田
∩
TT
40
FF
S　
日
91
／
26
・
99
上
6＝
19

　
≠
　
　
織

　
　
4，
8：
ヨ

試
2フ

麹 識 調 欝 尋

コ σ 〇 三 〇 。 一

一 日 σ 。 ＼ ［

肝 1 3 1 ＝ 一 国

　
タ
ル
〃
　
　
　
　
　
卉
一
■

CH
．
し
C．
5　
5．
明
日
TT
　
4　
0F
F5

特
…

日
　
　
円
し
■
2
6
！
9
9
　
　
1
5
＝
4
7

胸 脚 認 懲 羅

切
同

I 信 【 o 　 ㎝ o o

ω 』 島 ＼ ［

肝 d O ㎝ 1 呂 d 甘

　
矯
一
／
’
　
　
　
　
■
’
／

i二
H、
tO
、
55
，
四
白
丁
丁
40
FF
5
　
日
91
／
26
／
99
1后
：
2：
き

　
　
織

　
　
4
．
呂
3

脚 職 認 醤 甜

閃
一

ﾐo 香 y ゆ ① 圃

O 。 巳 【 。 一

舟 I O ㎝ － 一 〇 〇 1 一

　
グ
〆
一
躍
　
　
　
　
　
胃
9

CH
．
1C
．
5　
5．
朋
臼
TT
　
4　
0F
F5

／
」
〃
ア

日
　
臼
1
／
2
6
／
9
9
　
　
t
5
＝
5
7

辮 磯 認 湿 尋

問
陣

濠 R 『 o 　 ㎝ O

ω 』 臼 σ q ＼ ［

陪 l O ㎝ 一 一 q I 腫



16

暴露開始時
Figure63
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暴露終了時（72醐
Figurc66
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暴露終了時（72蘭
Figurc64
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暴露終了時（72醐
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暴露終了時（72劇
Figure78
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暴露終了時（72嘲
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暴露終了時（72醐
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暴露終了時（72醐
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暴露終了時（72醐）
Figure76
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暴露終了時（721糊
Figure82
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最終報告書修正書

試験名：　　ホルムアミドの藻類（3θ1θ11aθヶα加。θpガoorηα6ロ加）に対する生長阻害試験

試験番号：　NO1998一生05

該当するページ：　p－12，p『15

　①P－12

　　修正する項目等：

　　　訂正または追加前の内容（　部分の修正）

　　　　5　結果および考察

　　　　　5．5　温度およびp　H
　　　　　　72時間の暴露期間中の藻類培養試験器内の温度は23．1℃であった。試験液のp　H

　　　　　　は暴露開始時が8．2～8．7であり、試験終了時が8．7～9．8であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table6，7（P．17）］

　　訂正または追加後の内容

　　　　5　結果および考察

　　　　　5．5　温度およびp　H
　　　　　　72時間の暴露期間中の藻類培養試験器内の温度は23．1～23．2℃であった。試

　　　　　　験液のp　Hは暴露開始時が8．2～8．7であり、試験終了時が8．7～9．8であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［丁段ble6，7　（p．17）］

　　訂正または追加の理由：記載ミス

1／2



②P－15

　　修正する項目等：

　　　訂正または追加前の内容（　部分の修正）
　　Table　4．　　　　Growth　Inhib　i　t　ion　of　Sθ1θηθ3‘r〃加　o∂ρr∫oo1η〃‘〃〃

COncentration

@　　mg／L

Area

`（0－72h）

Inhibition

@　　（％）

hA（0－72h）

　Rate

ﾊ（24－48）

Inhibition

@　（％）

hm（24－48）

　Rate

ﾊ（24－72）

Inhibition
@　（％）

hm（24－72）

1 1140 32．5 0．0479 一7．2 0．0530 2．5

1000 2 1410 16．5 0．0706 17．5 0．0555 一2．0

3 1266 25．0 0．0604 一21．6 0．0530 2．5

Average 1272 24．6 0．0596 一4．1 0．0538 1．0

訂正または追加後の内容

Concentration

@　　mg／L

Area

`（0－72h）

Inhibition

@　　（％）

hA（0－72h）

　Rate

ﾊ（24－48）

Inhibition

@　（％）

hm（24－48）

　Rate

ﾊ（24－72）

Inhibition

@　（％）

hm（24－72）

1 1140 32．5 0．0479 17．5 0．0530 2．5

1000 2 1410 16．5 0．0706 一21．6 0．0555 一2．0

3 1266 25．0 0．0604 一4．1 0．0530 2．5

Average 1272 24．6 0．0596 一2．8 0．0538 1．0

訂正または追加の理由　記載ミス

試験責任者氏名 承認月日2002年3月29日

2／2




