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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Test　No．91510

　　　　　　　　　　　　試験実施概要．

表　　　題

　ジクロロブロモメタンのヒメダカ（（加鋸勧踏）に対する延長毒性試験一21日間

試験目的
　ジクロロブロモメタンについて、ヒメダカ（0弓痂諺αゆεs）に対する延長毒性

試験一21日間を行いヒメダカに対する致死、その他の観察される影響の閾値

及び最大無作用濃度（NOEC）を求める。

試験方法
　本試験は、OECD化学品テストガイドラインNo．204「魚類延長毒性試験一

14日間」（1984年）に準拠した。

適用GLP
　本試験は契約書別添2「生態影響試験実施に関する基準」（平成7年9月26目）に

準拠した。

試験委託者

　名　称：　　環境庁

　住所：　　〒100東京都千代田区霞が関一丁目2．2

試験受託者．

　名　称：　　財団法人　化学品検査協会

　所在地：　　〒136　東京都江東区亀戸5－6．21

試験施設

　名　称：　　化学品安全センター　久留米研究所

　所在地：　　〒830　福岡県久留米市中央町19．14

　運営管理者：
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8．試験関係者

試験責任者

試験担当者

　　生物試験担当

　　分　析担　当

　　データ処理担当

試資料管理部門責任者

9．　最終報告書の承認

／9％年3月28」日

試験責任者 氏名

10．　試験期間

　　　試験開始日

　　　試験終了日

　　　暴露期間

1996年2月28日
1996年　3月　28　日

1996年2月29日～1996年3月21日

11．　保　　　管

　　　試験計画書、生データ、記録文書、最終報告書及び被験物質は、最終

　　報告書作成後10年間、財団法人化学品検査協会化学品安全センター久留米

　　研究所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

試験委託者

環境庁

表　　題

ジクロロブロモメタンのヒメダカ（0脚廊Zα砂ε3）に対する延長毒性試験一21日間

試験番号

91510

試験方法

　本試験は、OECD化学品テストガイドラインNo204「魚類延長毒性試験一14日間」

（1984年）に準拠して実施した。
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被験物質：　ジクロロプロモメタン

暴露方式：　流水式（連続的に試験液を供給する方式）

供試生物：　ヒメダカ（0’フzfσs　loゆε3）

暴露期間：　21日間

連　　数：　1試験区につき1連

生物数：　20尾／1試験区

試験濃度：　20，10，5．0，2．50，1．25mg／L（濃度公比：2．O）及び対照区

試験液量：　3．4L／1試験区

照明：16時間明／8時間暗

水温：24士1℃
エアレーション：　なし

試験液中の被験物質の分析：ヘッドスペースガスクロマトグラフィー（HS－GC）

　　　　　　　　　　　　　　（0，3，7，14及び21日目）

結　　果

　1）21日間の最小致死濃度＝L75mg／L

2）21日間の最小作用濃度＝L75mg／L

．3）21日間の最大無作用濃度（NOEC）＝0．777mg／L

4）7目問の半数i致死濃度（LC50）＞15．2mg／L

　5）　14日間の半数致死濃度（LC50）＝11．3mg／L（95％信頼区間：9．32～13．6mg／L）

　6）21日間の半数致死濃度（LC50）ニ8．62mg／L（95％信頼区間：7．33～10．5mg／L）

　　　　　　　　（上記濃度は、全て測定値に基づく値）

一1一
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1．　被験物質

　　　本報告書においてジクロロブロモメタンは、次の名称及び品質等を有するも

　　のとする。被験物質に関する情報については供給者提供の添付資料等によった。

L1名称、構造式及び物理化学的性状

1）　名　　　称：

2）　構　造　式

）
）
）
）
）
）
）
）
）
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B）

14）

15）

16）

　ジクロロブロモメタン

　（CAS番号　75－27・4）

：

　　　　　　　？

　　　　C1－C－H
　　　　　　　I

　　　　　　　Br

分子式：CHBrC12
分子量：163，83彪
比　　　重：　L9836（20℃！20℃ゾ1

外　　　観：　無色透明液体＃1

安　定　性：　不明

1一オクタノール／水分配係数GogP）：　1．88＃2

pKa　　　：　不明

水への溶解度：　不溶粒

蒸気圧：50mmHg（20℃ヂ
純度及び不純物：　含　量（ガスクロマトグラフ法）　96．5％胡

　　　　　　　　　不純物　エタノール　0．7％＃1

ロット番号＝　FLBO1

供　給　者：

供給量：125g（25g×5本）

入手日：1995年12月1目

情　報　源

　構：　供給者提供の添付資料

　＃2：　環境庁環鏡化学物質研究会編「環境化学物質要覧」（丸善）1988、
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L2被験物質の確認及び保管条件下での安定性

　　　被験物質は当研究所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、被験物質の特性と

　　矛盾が認められないことを確認した。暴露終了後にも同様にスペクトルを測定

　　し、暴露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

　　無かったことより被験物質は当研究所の冷蔵庫に保管中は安定であったと判断

　　された。

2．　供試生物

　　　試験に使用したヒメダカ（01γ7庸1σゆθ5）を下記に示した。開始時の供試魚の

　　体長（被鱗体長）は2．0士0．5cmであった。

）
）
）
）
）
）
）

1
2
3
4
5
6
7

　　般　名・　ヒメダカ

学名0吊切廊10ゆεs
体　　長・L73cm（L53～L96cm），F120

体　重0．07969（0．0563～0．1189），n＝120

ロット番号：　LNR．一960215

購入先』中島養魚場（〒869－01熊本県玉名郡長洲町大明神）

購入日：1996年2月8目

塾
　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。馴化開始時

にエルバージュ（上野製薬製）を用いて止水状態で24時間薬浴を行った。餌は

市販のテトラミン（テトラベルケ社）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、基準物質（硫酸銅（II）五水和物、試薬

特級）の96時間LC50は2．Omg／しであった。
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3．　試験方法

3．1試験条件

　1）　暴露方式：

）
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）
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暴露期間：

連　　　数：

生一物数：

試験液量：

流水量と換水率

温
胸
飾
ヵ

　
　
　
泊

　
　
　
卜

水
照
給
∬

被験物質を含む試験液へ試験生物を暴露する薬浴方式を用いた。

試験は流水式（試験液を連続的に供給する方式）で行った。

21日間

1試験区につき1連

20尾／1試験区

3．4L／1試験区

　：流水量60mL／分で行った。この流水量は試験液が
　　約25回／日換水される割合に相当する。

24士1℃

16時間明／8時間暗

市販のテトラミンを毎日魚体重の2％与えた。

なし

3．2希釈水

　　　脱塩素水道水（久留米市水道水を活性炭処理し、残留塩素等を除去したもので、

　　充分通気した）を使用した。希釈水の主な水質として、硬度は35．5mg／L（CaCO3

　　換算）、pHは6．9であった。残留塩素については1日に1回オルトトリジン法によ

　　り残留塩素濃度が0．02mg／L以下であることを確認した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［付属資料一1］

　3）　希釈装置

　1）　試験容器：

3．3

　2）　恒温槽

）
）
）
）

4
5
6
7

試験装置、試験容器及び恒温槽等

　3．4L容のガラス容器（直径16㎝、深さ17cm）を用いた。密閉に

　するため、容器上面に入水と排水用の穴があいたガラス板で蓋

　をした。

：加温冷却機によって試験容器内の水温を24±1℃に維持する

　恒温槽を用いた。

：試験原液から必要な濃度段階に希釈された試験液を連続的に

　供給するものを用いた。

定量ポンプ：

水温計：
pH　　計：

溶存酸素計：

ガラス微量定量ポンプGMW－A型（東京理化器械株式会社）

検定済ガラス製棒状温度計

ガラス電極式水素イオン濃度計HM－11P型（東亜電波工業）

溶存酸素計51B型Crenow　Sp血gs　hstmmentCo．，Inc．）
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3．4　試験濃度の設定

　　　魚類急性毒性試験の結果である96－hLC50値（29．6mg／L）、観察された症状及び

　　被験物質の性状などから、試験濃度は20n轡Lを最高濃度として濃度公比2．0で

　　5濃度区（20，10，5．0，2．50及び1．25mg／L）を設定した。対照には希釈水のみの

　　対照区を設けた。

3．5　試験液の調製

　　　必要量（比重換算し、容量で添加）の被験物質を希釈水に添加し、マグネ

　　ティックスターラーを用いて撹拌を行い、希釈水に溶解させることにより1，200

　　mg／しの被験物質溶液を調製した。この被験物質溶液を適宜希釈して、各濃度区

　　の20倍の濃度の試験原液を調製した（20mg／L区：400mg／L，　10mg／L区：200

　　mg／L，5。Omg／L区：100mg／L，　2、50mg／L区：50mg／L，　1．25mg／L区：25mg／L）。

　　試験液は試験原液と希釈水を一定流量（試験原液：3．O　mL／分、希釈水：

　　57mL／分）で混合して調製した。

3．6試験液の分析

　　　暴露開始時（0日目）、3日目、7日目、14日目及び21目白に各試験容器の中層よ

　　り試験液を採取し、HS心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（濃度5．O　mg／L）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

　　　馴化した魚の中から必要数の魚の重量及び被鱗体長を測定［測定にあたっては

　　麻酔剤FA100（田辺製薬製）を使用］し、被鱗体長で2．0±0．5cmであることを確認

　　した。試験液の被験物質濃度が安定した後、各試験区の試験液の水温、溶存酸

　　素濃度、pHを測定後、試験容器中に供試魚を1試験区当り20尾体重層別抽出法に

　　より投入した。

　　　暴露開始後、週2回各試験区の試験液の水温、溶存酸素濃度、pHを測定した。

　　　暴露期間中、餌は1日当たり個体重量の約2％を与えた。死亡により個体数が

　　減少した場合は、その分給餌量を減らした。

　　　暴露開始後、1毎日死亡個体＊数を記録した。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。また、毎日観察された毒性の徴候

　　或いは異常（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）及び摂餌量の低下を記録した。暴露終了時

　　には全ての生存魚の重量及び被鱗体長を測定記録した。

　　　＊：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
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3．8数値の取扱い

　　　数値の丸め方は、JIS　Z8202－1985参考3規則Aによった。

4．　結果の算出

　　　得られたデータを基に以下3項目の結果を算出した。結果の算出には被験物質

　　濃度の測定濃度が設定値の±20％の範囲を越えたので測定濃度を用いた。

4．1最小致死濃度及び最小作用濃度

　　　試験において死亡個体が観察された濃度区の最も低い濃度を最小致死濃度と

　　した。

　　　試験において試験魚に致死以外の他の作用が観察された濃度区の最も低い

　　濃度を最小作用濃度とした。

4．2最大無作用濃度（NOEC）

　1）　成長率の算出

　　　　以下の式より成長率を算出した。

R鋸109隅一1・9沼x100
　　　　オ2－f1

R＝供試魚の成長率

町，穫＝　㎞et、及びもでの供試魚重量

log，㎎＝　暴露開始時の供試魚重量の対数の平均値

109。％＝　暴露終了時の供試魚重量の対数

孟、，f2＝ @暴露開始及び暴露終了時間（日）

2）　成長率の有意差検定

　　　算出した成長率について、一元配置分散分析によって対照群との有意差の

　　有無を調べた。なお、暴露終了時において10％を超える死亡が観察された15．O

　　mg／L区（測定濃度）は検定対象外とした。

　　　この成長率の有意差検定結果及び供試生物の死亡率や観察された症状等も

　　含めてNOECを評価した。

略一
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4．3　半数致死濃度（LC50）の算出

　　　7目における半数致死濃度（LC50）は試験最高濃度で50％以上の死亡率が得ら

　　れなかったので、7目までの測定濃度の算術平均値を用いて試験最高濃度以上と

　　表した。14日及び21日における半数致死濃度（LC50）は、それぞれ14目及び21目

　　までの測定濃度の算術平均値を用いてProbit法及びMoving　ave㎎e法により算出

　　した。また、それらの95％信頼限界も示した。

5．　結果及び考察

5ユ　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

　　　該当する要因はなかった。

5．2試験液中の被験物質濃度

　　　暴露開始時、3日後、7日後、14日後及び21日後に試験液中の被験物質濃度を

　　測定した。暴露期間中の被験物質濃度は0．510～16、2mg／L（設定値L25～20mg／L）

　　であり、設定濃度に対する割合は40．8～812％であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table1（p．10），付属資料一2］

5．3最小致死濃度、最小作用濃度

　　　試験において死亡個体が観察された濃度区の最も低い濃度（最小致死濃度）は

　　L75mg／しであった。

　　　試験において試験魚に致死以外の他の作用が観察された濃度区の最も低い

　　濃度（最小作用濃度）はし75mg／しであった。

　　　（上記濃度は、全て21日までの測定濃度の算術平均値を示す）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2，4（p．11，13，14）1

5．4半数致死濃度（LC50）

　　　7日、14日及び21日の測定濃度に基づく半数致死濃度（LC50）はそれぞれ

　　＞15．2mg／L，11．3mg／L及び8．62mg／しであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table3（p．12），Figure1（p．21）］
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5．5　毒性症状及び摂餌状況

　　　　毒性症状として15．O　mg／L区において表層集中、活動度の低下、体色明化、

　　平衡喪失、狂奔及び嗜眠状態の症状が、6．68mg几区においては活動度の低下、

　　表層集中、体色明化及び平衡喪失が、3．47mg／L区においては活動度の低下が、

　　　L75mg／L区においては活動度の低下及び体表出血が観察された。対照区では暴

　　　露期間中に異常な症状は観察されなかった。

　　　　ヒメダカの摂餌状況は15．O　mg／L及び6．68mg／しの濃度区において低下が認めら

　　　れた。その他の濃度区では摂餌低下はみられなかった。

　　　　（上記濃度は、全て21日までの測定濃度の算術平均値を示す）

［Table4（p．13，14）］

5．6供試魚の成長率

　　　ジクロロブロモメタンに21日間暴露したヒメダカの体重に基づく成長率は、

　　6．68mg／L以下の濃度区において対照区と比較して有意差は認められなかった。

　　　（ρ＝0．05、統計的方法：一元配置分散分析）

　　　（上記濃度は、21日までの測定濃度の算術平均値を示す）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table5，6（p．15～17）］

5．7最大無作用濃度

　　　死亡個体が観察されない濃度区の最も高い濃度は0．777mg／L、毒性症状が観察

　　されない最高濃度は0．777mg／L、摂餌状況に異常が認められない最高濃度は3．47

　　mg／L、供試生物の成長率に関して対照区と比較して有意な差が認められない

　　最高濃度は6．68mg／しであった。これらの濃度で最も低い濃度である0．777mg／Lを

　　最大無作用濃度（NOEC）と判断した。

　　　（上記濃度は、全て21日までの測定濃度の算術平均値を示す）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2，4，6（p．11，13，14，17）］
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5．8試験液の水温、溶存酸素濃度及びpH

　　　21目の暴露期間中の水温は23．0～24．0℃であり、すべての試験区において

　　24±1℃であった。暴露期間中の溶存酸素濃度は7．2～8．1mg／しであり、すべての

　　試験区において飽和溶存酸素濃度の60％以上であった。暴露期間中のpHは7．21～

　　7．87であった。

　　（24．0℃の飽和溶存酸素濃度：8．25mg／L）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table7，8，9（p．18～20）］

519試験液の状態

　　　暴露開始時には無色透明であり、その状態は暴露終了時まで変わらなかった。

以　上
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Table1． Concentrations　of　dichlorobromomethIme　in　prolonged　toxicity　test（21－day）

using・range畑i五sh（0ノγz∫制御ε5）undern・w－thr・ughconditi・ns

　　Nominal

COnCentra』tiOn

　　（mσ

Observed　concentration（mg／L）

　　　　　　erCent　Of　nOn廿na1

0－da 3－da 7－da
Contro1 0 0 0

L25 0．864

69．1

0．751

60．1

O．947

75．8

2．50 1．84

73．5

1．43

（57．1
O
Q
／

Q
ノ
　
．、
5
1
7

5．0
0
フ
9
U

4
9
3
6

3
5

Q
ノ
　
．

’
Ω
リ

ハ
∠
5

8
∠
Q

7
　
．・
5

3
弓
110 つ

」
つ
」

一
一
上
　
．。
1
7
7

5．27

（52．7

《
∠
《
∠

う
」
　
．、
3
7
7

20
【
∠
h
∠
6
1

1
Ω
U

－
∠
04
0
1
7

15．1

（75．6

Table1． （continued）

　　NominaI
COnCentratiOn

　　　m　）

Observed　concentration（mg／L）

　　　　　　ercent　ofnon丘na1

14－da 21一（1a』 Mean
Contro1 0 0

1．25 O．812

（65．0

O．510

（40．8

0．777

62．2

2．50
O
Q
ノ

フ
7
1
6

1．89

（75．6

1．75

（70．0

5．O 3．34

（66．9

3．79

（75．9

り
一
∠
可4
9
3
6

10 ワ
’
ワ
，

5
　．’
5

6
【
U

8
8

0
　
．t
O

弓
ノ
7

8
8

6
　
．・
6
6
6

20

3
7
4
1
1
7

（一 0
0
5
5
1
7
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Table2． Mortality　oforangekilli丘sh（0伊加5Zα吻8s）exposedto

under　flow－through　test　conditions

dichlorobromomethane

　Observed
COnCentratiOn

　　（mg／L）

Cumulative　number　ofdead　fish

　　　　　（Percentmo丘ality）

2－da 4一（1ay 7－da 9－day 11一（iay

Contro1

’石1ラ「ゲヲど）”

”iニラ3群”

　O
．⊆．．9〉．．

　0
．f．．9》．．

　0
．五．．9．

　0
．歪．．9）．．

　
）
”
0
0
…

　
（
噌

0
．玄．．9》．．

　0
．丈．．9》．．

　0
．丈．．9》．．

　　O

．．丈．．91．．

”百τ耳ラ五丁’

　O
．⊆．．9》．．

　
）
…
0
0
“

　
（
…

　0
．玄．．9》．．

　0
．丈．Ω．．

　
）
隔
O
O
…

　
（
…

ろτ召書甚丁”

　0
．丈．．91．．

　0
．玉．．食》．．

　0
．玄．．魚．

　0
．⊆．．91．．

　0
．丈．．9》．．

‘丁3τ6ロ丁”

　　0

．．玄．．9〉．．

　0
．玄。．9》．．

　
）O
O

　
（

　0
．丈．．9》．．

　0
．亙．．9》．．

　
）0
0

　
（

　
）0
0

　
（

　
）O
O

　
（

　1

（5）

　0
．丈．．9）．、

　
）
　
5

つ
」
－

　
（

Table2． （continue（i）

　Observed
COnCentratiOn

　　（mg／L）

Cumulative　number　ofdead　fish

　　　　　（Percent　mortalit）

14－day 16－da 18－day 21－da
Control

鼻石1ヲヲデ）”

”iτヲ3三y”

　0
．玉．．皇λ．．

　O
．乱．．≦～λ．．

　　0

。．玉．．Ω主．．

　0
．乱．．9ユ．．

　0
．玉．．皿1．．

　0
．玉．．Ω2．．

　0
．乱．．皿λ．．

’誉1耳ヲ蓋y”

　　O

．．乱．．皇土．． ．玉．．…

O
m．．

　0
．丈．．Ω2．．

　0
．乱．．皇1．．

ぢ1乙毯甚y”

0
．乱．．皿2．． ．£…．．

0
9～．．

　1
．二＿乏2．．

　　1

．乱＿互λ．．

’i31δ后y的

　　1

．玉＿乏2．． ．二＿＿
）
｝
1
5
…

　　2

．玉．．1皿乏．．

　1
．玉＿乏2．．

16

（80）

20
（100）

20
（100）

　　2

、玉．燃．

The　values　are　expressed　as　arithmetic　means　calculated　by　the　fbllowing　equatlon

a）（C。＋C3＋C7＋C14＋C21）／5

b）（C。＋C3＋C7＋C14）／4

where

C・：theobservedconcentrationsatO－day

C3：theobservedconcentrationsat3－day

C7：theobservedconcentrationsat7－day

　C14：the　observed　concentrations　a』t14－day

C21：theobservedconcentrationsat21－day

20
（100）
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Table3． Calculated　LC50values　R）r　orange　kH1迅sh（0っ～z1α5Zαオ砂εs）exposed　to

dichlorobromomethane　based　on　observed　concentrations

Exposure

　　t㎞e

　　（day）

LC50

（mg／L）

　　95＿Percent

confidence　linユits

　　　　（mg／L）

Statistical

method

7 ＞15．2a）

14 11．3b） 9．32　～　13．6 probit

21 8．62c） 7．33　～　10．5 mOVmg　aVe「age

Each　LC50value　was　calculated　by　the　concentrations　based　on　the　fbllowing　equatiqns：

a）（Co＋C3＋C7）／3

b）（Co＋C3＋C7＋C14）／4

c）（Co＋C3＋C7＋C14＋C21）〆5

where

　　Co　：the　observed　concentrations　at　O－day

　　C3：the　observed　concentra』tions　at3－day

　　C7：the　observed　concentra』tions　a』t7－day

　　C14：the　observed　concentrations　at14一（iay

　　C21：the　observed　concentrations　at21－day
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Table4． Toxic　symptoms　observed　in　orange　ki11迅sh（0り切∫α∫Zαゆ85）during　exposure　to

dichlorobromomethane　under　flow．through　test　conditions

　Obselved

concenn7a丘on Symptoms

（m　） 1da 2－da 3－da 4－day　　　5－day　　　6－da 7－day　　8－da 9－da　10－day11－day

Contro1

0．777

L75

RA（5）RA（2）RA（2）

3．47

6．68

LT（2）　　AS（1）　LT（20）　LT（20）　LT（20）　LT（20）

RA（4）　　LT（2）　RA（20）　PLE（2）　PLE（2）　PLE（1）

　　　　　RA（4）　　　RA（20）RA（20）RA（20）

15．0

RA（20）　RA（20）　RA（20）　AS（1）　AS（2）

　　　　　　RFA（5）　RFA（5）　RA（20）　LT（13）

　　　　　　　　　　　　　　　　　RFA（5）　RA（20）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RFA（5）

AS（4）

LT（20）

RA（20）

RFA（5）

AS（3）

LT（20）

PLE（3）

RA（20）

RFA（5）

The　values　in　parentheses　express　the　number　offish　showing　the　symptom．

AS（5）　AS（3）　AS（5）　AS（6）

LT（20）　LT（19）　LT（19）　CLE（2）

PLE（2）　PLE（3）　PLE（5）　ERR．（2）

RA（20）　RA（19）　RA（19）　LT（17）

RFA（10）RFA（10）RFA（19）PLP’（、

　　　　　　　　　　　　　　　　　RA一．．フ

　　　　　　　　　　　　　　　　　RFA（17）

AS
CLE
ERR
LT
PLE
RA
RFA

At　the　surface

Complete　loss　ofequilibrium
Erratic

Light　body　color

PaTtial　loss　ofequilibrium

RedUCed　aCtiVity

Reduced驚edingactlvity

no　symptom
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Table4．　（continued）

　Observed

concen血hon Symptoms

（m　） 12也　　　 13－dav　　　14一 15－day　　　16－da　　　17．da 18－da　　19血 20－da　　　21－da

Contro1

0．777

1．75

RA（5） 肥M（1）旺M（1）曲繭””能。載1丁’

RA（2）RA（1）RA（2）RA（1）

RA（10）RA（8） 肱（5）踏（10）瓢（10）鉱（19）踏（19）M（19）肱（19）踏（19）

3．47

6．68

LT（20）　AS（1）

PLE（1）　LT（20）

RA（20）　PLE（1）

　　　　　　RA（20）

LT（19）　　AS（6）

PLE（2）　LT（19）

RA（19）RA（19）

RFA（5）RFA（19）

AS（1）　LT（18）

LT（19）　PLE（2）

PLE（1）　RA（18）

RA（19）RFA（18）

RFA（19）

AS（2）　AS（2）　LT（18）　LT（18）

LT（18）　LT（18）　PLE（1）　PLE（1）

PLE（1）　PLE（2）　RA（18）　RA（18）

RA（18）　RA（18）RFA（18）RFA（18）

RFA（18）RFA（18）

ノ

15．0

AS（2）

CLE（5）

LT（12）

RA（12）

RFA（12）

AS（3）

CLE（3）

LT（7）

PLE（1）

RFA（7）

AS（4）

CLE（1）

ERR（1）

LETH（1）

LT（4）

RFA（4）

AS（1）

CLE（1）

LT（1）

RA（1）

RFA（1）

The　values　in　parentheses　express　the　number　offish　showing　the　symptom．

AS
CLE
ERR
HEM
LETH：
LT
PLE
RA
RFA

At　the　su㎡ace

Complete　loss　ofequilibrium
Erratic

Hemorrhagic
Lethargic

Light　body　color

Partial　loss　ofequilibrium

R．educedactivity

R、educed　fbeding　activi智

no　symptom
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Table5． Fish　weight（g）

Observed　concentration（m　　）

Contro1 0．777 1．75

No． 0－day 21－da 0－day 21－da 0－day 21－day

1 0．0916 O．0784 0．0700 0．0880 0．0563 0．113

2 0．106 0．0723 0．0590 0．108 0．0886 0．0870

3 O．0696 0．0820 0．0671 0．0726 0．0662 0．122

4 0．0857 0．0780 0．0631 0．0779 0．0726 0．0774

5 0．0837 0．102 0．0705 0．0723 0．0766 0．0558

6 0．0818 0．102 0．0944 0．0701 0．0735 O．0771

7 0．0672 O．0688 0．0899 0．104 O．0610 0．0840

8 0．0736 0．112 0．0764 0．102 0．0952 0．102

9 0．0647 O．0916 0．0743 0．0674 0，0685 0．0964

10 O．0693 O．0643 0．105 0．112 0．0847 0．0679

11 O．0724 0．0690 0．0802 0、102 0．101 0．0724

12 0．0795 0．0644 O．0832 0．0686 0．0660 O．0902

13 0．0965 0．0711 O．0730 0．0566’
O、0802 0．0866

14 0．0720 O．0883 0．0849 0．0701 0．0823 O．0603

15 0．0998 0．0985 0．0640 0．0796 0．0742 0．0845

16 O．0774 O．0761 O．0735 0．0922 0．0892 0．0667

17 0．0615 O．0916 0．0950 O．0523 0．0718 0．109

18 0．0755 0．0801 0．0973 0．114 0．118 0．0760

19 0．0902 0．0725 0．0806 O．0783 0．0937 0．110

20 0．0843 0．113 0．0881 0．0931 0．0832 n

Mean

S．D．

0．0796

0．0127

0．0838

0．0153

0．0795

0．0127

0．0841

0．0185

0．0801

0．0148

0．0862

0．0186

n　l　No　measurement　was　ma（1e　because　orange　killifish　died，

Two　weights　offish　at　O－day　and21－day　in　each　test　group　were　not　derived　f｝om

the　same　fish．
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Table5． （continued）

Observed　concentration（m　　）

3．47 6．68 15．0

No． 0－da 21－da 0－da 21－da O－da 21－day

1 0．0571 0．0765 0．0871 0．110 O．0649 n

2 O．0728 0．0670 0．0646 0．0851 0．0668 n

3 0．0785 0．0748 O．0723 O．0830 0．0635 n

4 0．0774 0．103 0．0958 0．0611 0．0777 n

5 0．0682 0．0822 0．0979 0．0746 0．0877 n

6 0．0668 O、0795 0．0792 0．0829 0．0753 n

7 0．0658　　　　0．0730 O．0673 0．104 0．0851 n

8 0．0834 0、0804 0．0695 0．0800 O．100 n

9 O．0930 0．0748 0．0709 0．0540 0．0935 n

10 0．0847 O．0711 0．102 0．0920 0．0685 n

11 0．0720 0．102 0．0594 0．0555 0．0767 n

12 0．0948 0．0960 0．0894 0．0922 O．0824 n

13 0．0976 0．0793 0．0922 O．0642 0．0908 n

14 0、0873 0．100 0．0828 0．0976 0．104 n

15 0．0910 0．0728 0．0756 0．0941 0．0840 n

16 0．0636 0．0885 0．0853 0．112 0．0734 n

17 0．0812 0．0658 0．0734 0．0730 0．0599 n

18 0．102 O．103 0．0615 0．0993 O．0956 n

19 0．0737 0．0919 0．0828 n 0．0718 n

20 O．0753 n 0．0754 n 0．0732 n

Mean

S．D．

O．0793

0．0123

O．0832一

0．0125

0．0792

0．0123

0．0841

0．0178

0．0797

O．0126

n

n

n　l　No　measurement　was　made　because　orange　killifish　died．

Two　weights　offish　at　O－day　and21－day　in　each　test　group　were　not　derived

丘om　the　same　fish．
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Table6． Growth　rate（％）offish　weight

Observed　concentration（mg／L）

No． Contro1 0．777 1．75 3．47 6．68 15．0

1 一〇．018 0．54 1』7 一〇．12 1．6 n

2 一〇．40 1．5 0．47 一〇．75 0．40 n

3 0．20 一〇．37 2．1 一〇．22 O．28 n

4 一〇．043 一〇．039 一〇．092 1．3 一1．2 n

5 1．2 一〇．39 一1．6 O．22 一〇．23 n

6 1．2 一〇．54 一〇．11 0．065 0．27 n

7 一〇．64 1．3 0．30 一〇．34 1．4 n

8 1．7 1．2 1．2 0．12 O．10 n

9 0．72 一〇．73 0．95 一〇．22 一1．8 n

10 一〇．96 1．7 一〇．72 一〇．47 0、77 n

11 一〇．63 1．2 一〇．41 1．3 一1．6 n

12 一〇．96 一〇．64 O．64 0．96 0．78 n

13 一〇．48 一1．6 0．44 0．053 一〇．95 n

14 O．55 一〇．54 一1．3 1．2 1．0 n

15 1．1 0．064 0．33 一〇．35 0．87 n

16 一〇．16 0．76 一〇．80 0．58 1．7 n

17 O．72 一1．9 1．5 一〇．84 一〇．33 n

18 0．084 1．8 一〇．18 1．3 1．1 n

19 一〇．39 一〇．015 1．6 0．76 n n

20 1．7 O．81 n n n n

Mean

S．D．

0．23

0．84

0．21

1．1

0．32

1．0

0．23

0．71

3

　
1

2

　
1

0

n
nn　l　No　measurement　was　made　because　orange　killifish（iied．

The　values　were　caluculated丘om　the　data　shown　in　Table5．
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Table7． Temperature　ofmedia　during21．day　flow－through　exposure　of

orange　killifish（0びz∫α5Zα吻θs）to　dichlorobromomethane

　Observed
COnCentratiOn

　　（m　）

Temperature
　　　　（。C）

0－da 4－day 7－day 11－da　14－da　18－day 21－da

Contro1 23．6 23．3 23．3 23．3 23．3 23．3 23．6

O．777 23．8 23．5 23．0 23．3 23．4 23．3 23．7

1、75 23．9 23．5 23．0 23．2 23．3 23．2 23．7

3．47 23．9 23．7 23．5 23．4 23．5 23．3 23．7

6．68 24．0 23．7 23、7 23．4 23．6 23．3 23．7

15．0
　　」

24．0 23．6 23．1 23．4 23．6 n n

n　No　measurement　was　made　because　all　orange　killifish　died　at　this　observation　time．
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Table8．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Test　No．91510

Dissolved　oxygen　concentrations　during21－day　flow－through　exposure　of

orImge　k皿fish（0り～7fα5Zα妙ε5）to　dichlorobromomethane

　Observed
concentration

　　（m　）

Dissolve（i　oxygen　concentration

　　　　　　　　　　（mg／L）

O－da 4－da 7－da 11－da　　　14－da　　　18－da 21－da

Contro1 8．1 7．6 7．4 8．3 8．O 7．3 7．8

0．777 8．1 7．6 7．4 8．1 7．9 7．2 7．6

1．75 8．1 7．5 7．4 8．1 7．8 7．2 7．5

3．47 7．9 7．6 7．6 7．8 7．8 7．2 7．5

6．68 7．8 7．4 7．4 8．0 7．8 7．4 7．6

15．0 7．9 7、5 7．2 7．6 7．8 n n

n　No　measurement　was　made　because　all　or2mge　killifish　died　at　this　observation　time．
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Table9． pH　values　during21－day　flow－through　exposure　oforange　killifish

（0疋吻α51α吻θ5）to　dichlorobromomethane

　Observed
COnCentratiOn

　　（m　）

pH

0－da 4－day　7－da 11－day14－day18－day 21－da

Contro1 7．56 7．61 7．40 7．21 7．50 7．46 7．29

0．777 7．59 7．76 7．45 7．27 7．59 7．26 7．29

1．75 7、61 7．82 7．48 7．35 7．63 7．22 7．35

3．47 7．61 7．84 7．49 7．29 7．58 7．24 7．34

6．68 7．61 7．85 7．55 7．30 7．63 7．25 7．34

15．0 7．61 7．87 7．52 7．30 7．64 n n

n　No　measurement　was　made　because　all　orange　Ldllifish　died　at　this　observation　time．
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（0σz1αs1αゆε5）basedonobservedconcentrations．
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付属資料一1

希釈水の水質

　（全2頁）



Appendix1． Waterquality　ofdilutionwater

Parameter Concentration

1995．Nov．28

pH

COD　　　　　　　（mg／L）

Colifbmlgroupbacteda

　　　　　　　　　　（MPN／100mL）

Total　phosphoms

Total　mercury

Copper

Cadmium

Zinc

Lead

Aluminium

Nickel

Total　chromium

Manganese

Tin

－lron

Cyanide

Free　chlorine

Bromideion

Fluoride

Su岨de　ion

A㎜onia　nitrogen

Arsenic

Selenium

Evaporationresidue

Electhc　conductivity

（mg／L）

（mg／L）

（mg∠L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mgZL）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mgオL）

（mg／L）

（μS／cm）

Total　hardness（as　CaCO3）

Alkali面ty

Sodium

Potassium

Calcium

Magnesium

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

Q
ノ
ハ
∠

6
0
ハ
∪
03

獅
獅
獅
n
l
n
n
n
n
B
D
O
2
n
n
n
n
n
O
l
D
D
1
8
4
7
齢

α
N
N
N
α
N
N
N
N
α
N
α
N
N
N
N
N
α
N
N
1
1
3

21．0

12．85

3．55

9．2

3．06

Test　No．91510

Lower　limit

of　detection

0．OOO5

0．005

0．005

0．01

0．005

0．1

0．01

0．02

0．01

0．5

0．01

0．1

0．01

0．1

0、15

0．1

0．002

0．002
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ApPendix1．（continued）

Parameter Concentration

1995．Nov．28

Lower　limit
ofdetection

1，2－Dichloropropane

Diazinon

Isoxathion

Fenitrothion（MEP）

Isoprothiolane

Oxinecupper

Chlorothaloni1（TPN）

Propyza血de

EPN
Dichlol’vos（DDVP）

Fenobucarb　CBPMC）

Iprobenfbs（IBP）

Chlomitrofbn（CNP）

Thiram

Simaカne（CAT）

Benthiocarb

PCB

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

U
n
D
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
D

N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N

0．006

0．0005

0．0008

0．OOO3

0．004

0．004

0．004

0．OOO8

0．OOO6

0．001

0．002

0．0008

0．0005

0．0006

0．0003

0．002

0．0005

N．D．：not　detected
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　　　　付属資料一2

試験液の分析方法及び分析チャート

　　　　　　（全11頁）



Test　No、91510

試　　験　　名　・

被験物質物質名

魚類延長毒性試験

ジクロロブロモメタン

1）試験液の分析方法

①試験液の前処理操作

　　　混合した溶液は、そのままもしくは蒸留水で希釈して、以下のフロース

　　キームに従いヘッドスペースーガスクロマトグラフィー（HS－GC）によって

　　分析した。

フロースキーム

試験液分析試料

・分取　8mL　（ピペットマン、

　　　　　　　　20mL容バイアルビン）

←ジメチルホルムアミド　必要量

　　　　　　　（マイクロシリンジ）

・密閉　（アルミキャップシール）

H　S－G　C試料

　最終定容溶液中の被験物質濃度は、クロマトグラム上の被験物質のピーク

面積を濃度既知の標準溶液のピーク面積と比較し、比例計算して求めた。

②被験物質溶液の調製

　　　被験物質100mgを正確にはかりとり、ジメチルホルムアミドに溶解して

　　1，000mg／しの被験物質溶液を調製した。これをジメチルホルムアミドで希釈

　　して10及び100mg／しの被験物質溶液を調製した。

③標準溶液の調製

　　　分析試料中の被験物質濃度を求めるための標準溶液の調製は次のように

　　して行った。20mL容バイアルビンに蒸留水8mLを添加し、これに
　　1，000mg／しの被験物質溶液存40μL添加した後、ただちにアルミキャップ

　　シールを行い、5．Omg／しの標準溶液を調製した。
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2
） GCの分析条件

ヘッドスペースオートサンプラー条件

　・機　　　　器　　　PERKINELMERHeadSpaceSamplerHS40

　　　　　　　　　　　PERKINELMER製
・サンプル加熱温度

・加　温時間
・二一ドル温度

・トランスファー温度

ガスクロマトグラフ条件

　・機　　　　器

・検　　出　　器

・検出器温度
・カ　　ラ　　ム

・カラム温度

・昇温速度
・試料導入部温度

・キャリアーガス

・水　　　　素

・空　　　　気

・スプリット比

・感　　　　度

80℃

60分

140℃

150℃

HP5890Sehes・H　（機器No．GC－45）

HEWLETrPACKARD製
水素炎イオン化検出器（F皿））

250℃

NeutraBond－1（0．25mmID×50m）

40℃（2min）→200℃（2p血）

10℃／n血

200℃

ヘリウム　160kPa

1．2Kg／cm2

2．OKg／㎝2

1：50

レンジ1V
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3）検量線の作成

　　　1）③の標準溶液の調製と同様にして5．0及び25．O　mg／しの標準溶液を調製

　　した。また、10及び100mg／しの被験物質溶液より、それぞれ0．20及びLO　mg／L

　　の標準溶液を調製した。これらを分析機器の定量条件に従って分析し、得ら

　　れたそれぞれのクロマトグラム上のピーク面積と濃度により、検量線を作成

　　した。
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Figure2・2．　Example　Qfchromatogram．

（fresh　test　solution　of5，0mg1L　as　nominal　concentration，0－day）
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