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試験委託者 環境省

試験の表題 トリクロロニ トロメタンの路 ez‘の顔mme “e""s め c叩 !mfdを用いる藻類生長

阻害試験

試験番号 95281

上記試験は以下の GLP に従って実施したものである。

a) 「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準について」(平成 15年 11月
21 日、薬食発第 1121003号、平成 15・11・17製局第 3号、環保企発第 031121004号、平成

20年 7月 4日最終改正) に定める「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施‐設に、
関する基準」
.

,

b) OECDP1inciP1esofGood 繍 boratoryPractice,NQvember26,1997

また、本最終報告書は生データを正確に反映しており、試験データが有′効であることを確認
- .

‐

した。
(
　

↓◇" 年 ぎ月 8 日

試験責任者
・1 1』 1 . ‘ " ′ L .・.
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邑 ノ

本最終報告書は、試験の方法、手順が正確に記載され、試験結果は生データを正確に
反映していることを保証する。
なお、監査又は査察の結果については、下記の通り試験責任者及び運営管,理者に報告
した。

監査又は査察内容 監査又は査察日 報告日
(試験責任者及び運営管理者)

‐試験計画書草案 2011 年 1 月 21‐日 2011 年 1 月 21 日
試験計画書 2011

‐
年 1 月 24 日 2011 年‐1.月 24 日

2011 年 1月 25 日 - 2011 年 1‐月 28 日
2011 年 1.月 28 日 2011 年 1 月 28 日 .

生デニダーー最終額善書草案 2011年 3 月 18 日 2011‐年 3 月 18 -日
r最終報告書“…“… ". 2011

′
年 3 月 18 日′ 2011 年

‐
3 月 18 日

2 r〆 / 年 ぎ ,月‐/ 日

信頼性保証部門責任者
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. 表 題

トリクロロニ トロメタンの Pse“の厩r叱れerze!加賜 bcqp#"‘" を用いる藻類生長阻害試験

試験委託者
名 称 環境省
住 所 〒loo‐8975 東京都千代田区霞が関 1-2‐2

試験施設
名 称 一般財団法人化学物質評価研究機構 久留米事業所
住 所 〒839‐0801 福岡県久留米市宮ノ陣三丁目2番 7号

試験目的
トリクロロニ トロメタンの Pse“の廊たね肥ridね s“bcqpzzα1Q に対する生長阻害試験を行い、 Eも

　o‐72時間の 50%生長阻害濃度 (EC5。) 及び最大無影響濃度 (NOEC) を求める。

試験法
a)「新規化学物質等に係る試験の方法について」(平成 15年 11月21日、薬食発第 1121002号、

平成 15・11・13製局第 2号、環保企発第 o31121002号、平成 18年 11月 20 日 最終改正)

に定める「藻類生長阻害試験」
b)OECD Guidelines for Testing of Chemicals,No.201,March23,2006,"Freshwater 用 gaand

Qyanobacteria, Gromhl ねhibitionTes ご

c)OECDGuidanceDocument,No.23,September2000, ▼・GuidanceDocumentonAquatic 恥×icity

T1estingofDif むcultSubstancesandM 亘xturesl'

GLP 基準

a)「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準について」(平成 15年 11月

21 日、薬食発第 1121003 号、平成 15・11・17製局第 3号、環保企発第 031121004 号、

平成 20年 7月 4日最終改正) に定める「新規化学物質等に係る試験を実施する試験
施設に関する基準」
b)OECD Principles ofGood Laboratory Practice,November 26,1997

試験日程
試 験 開始 日 2011年 1月 24 日

実 験 開 始 日 2011年 1 月 25 日

実 験 終 了 日 2011年 1 月 28 日

試 験 終 了 日 2011年 3 月 18 日
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8. 試資料の保管

試験計画書 (正本)、最終報告書 (正本)、生データ、契約書の写し及びその他の記録は

当試験施設に保管する。なお、被験物質は保管しない。

保管期間は最終報告書提出後10年間とする。
保管期間終了後の処置 (継続保管、廃棄又は返却) は、試験委託者と協議の上決定する。

9, 試験関係者

、 試験責任者 (所属 試験第四課)

試験担当者 (生物試験の実施)
.

試験担当者 (分析試験の実施)

10,最終報告書の承認
　 　　　

J‐ //年 3 月 ′8 日 ′

.
試験責任者 -＼
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11.要 約

試験条件
試験生物 Pse“の履rcた肥 rZeZZQS“bcqpir餌α

試験区 o.oo32、 o.oolo、 o.ooo32、 o.ooolo、 o,oooo32m 胃L( 公比近 6)

の 5 濃度区 [測定濃度 として 0.00030、 0.000097、 0.000054・

0.000048、o.oooo15(参考値)m 以L] 及び対照区

試験液の調製 培地を満たした三角フラスコ内に必要量の供試試料を水面下に
添加後、撹拝して試験原液を調製し、培地と混合、撹律して

試験液を調製
暴露方式 旋回振とう培養 (約 100回/分)
暴露期間 72時間
連 数 6連/対照区

3連/試験濃度区
(別途分析用試験容器を 24時間用、48時間用にそれぞれ 1連

設けた。)

試験液量 600mU 対照区 (loomL/試験容器)

300mU 試験濃度区 (loomU 試験容器)

(別途分析用試験容器を24時間用、48時間用にそれぞれ 1容器

設けた。)

培養温度 21.6~21. ぎ C

光強度 94~98uE/m2/s

生物量の測定 細胞濃度
被験物質濃度の測定 GC-MS 法 (暴露開始時、暴露開始後 24時間、48時間及び暴露

終了時)
試験結果
EC5。 (E,C5。) 0.000078m 胃L(95% 信頼限界 :0.000073~0.000083m 以L)

NOEC( 生長速度 0-3d) 0.000015(参考値) mgL

[上記濃度は、測定濃度の幾何平柳直及び測定濃度の幾何平均値と公比 (近百)から
算出した参考値に基づく値]

-8 -



95281

12,試験材料

12,1 被験物質

a)名称等
名 称 トリクロロニトロメタン ,

別 名 クロロピクリン ,

CAS 番号 76‐06-2

b)構造式等
構造式

?I
C1一
?-N02
　　　

分子式 CC13N02 }

分子量 164,3g1

*1 原子量表 (2010)を用いて算出した値

c)純度等
被験物質純度 99,9%2

不純物 水分 18ppm12

供給者
ロツト番号 ■■
被験物質は純度 100%として取り扱った。
*2 供給者提供の検査成績書

d)物理化学的性状
蒸気圧 24n1mHg(25 ℃ ).4

対水溶解度 . o,1621寧loomL(25oc) ◆4

1-オクタノール/水分配係数

logpow=2,o914

融 点 ‐64℃ '3'4

沸 点 112℃ (757mIm g)"

常温における性状.わずかに油状、無色液f本3

安定性 - 、酸に安定、、アルカリに不安定。

加熱や光の影響下で分解して,有害ヒュームのニトロシルクロリド

とホスゲン、窒素酸化物を発生する。" .

溶媒に対する溶解度等
ベンゼン、アルコール、二硫化炭素と混和、エーテルに可溶 '3

比 重 鱈 1,655g4

*3 クロルピクリン工業会の製品安全データシート

*4 化学物質総合情報提供システム (CHRIP)

‐9-
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e)保管条件
容器を密閉し換気の良い場所で施錠して室温暗所保管した。

り供試試料の同一性及び保管条件下における安定性の確認
入手した供試試料について赤外吸収スペクトルを測定し、被験物質の特性が認めら

れることを確認した。また、実験開始前及び終了後の赤外吸収スペクトルを比較する
ことにより、保管条件下における供試試料の安定性を確認した。

g)取扱い上の注意
手袋、マスク、保護めがねあるいは呼吸器保護具及び白衣を着用し、皮膚、目への

接触及び吸入を避けた。
また、被験物質は揮発性を有するため、局所排気装置又は安全キャビネット内で取り
扱った。

12.2 試験生物

　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

生物種選択の理由 テストガイドラインに推奨されている種
入手源 A 1nericanTypeCultureCollection

入手株番号 ATCC22662

入手日 1995年 6月 30 日

入手後の管理 久留米事業所で無菌的に継代培養
試験系の再現性の確認定期的に基準物質による藻類生長阻害試験を実施

最新のデータを以下に示す。
基準物質 :ニクロム酸カリウム

(和光純薬工業 試薬特級 ロット番号劃LP5310)
実施期間 ;2010年 12月 14日~12 月 17日

E,C5o(0 ‐3d):0,93mgL

この値は久留米事業所におけるバックグラウンドデータの規定
範囲内 (平均±2x標準偏差)であった [平均±標準偏差 :0.94±0.18

mgL(n=17)] 。

13.試験の実施

13.1 培 地

前培養及び試験ともに精製水で調製した oECD 培地 (OECDTG201;March23,2006)

を用いた。

Component m 彫 L Component mgL

H3B03 0.185 CuC12 ・2H20 0.00001

M[nC12・4日2〇 0.415 CaC12 ・2H20 18.O

ZnC12 0,00300 NH4CI 15.O

FeC13 ・6H20 0.0640 KH2P04 1.60

Na2EDTA ・2H20 0.100 NaHC03 50.O

COC12・6H20 0.00150 M【gC12・6H20 12.O

Na2M[o04 ・2日20 0,00700 M[gs04 ・7H20 15.O

‐10 ‐
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13.2 試験器具及び装置

試験容器 5oomL 容ガラス製三角フラスコ (密閉容器)

培養装置 連続振とう培養、温度及び照明の制御が可能な装置
(光照射式恒温振とう培養器,ユーエスアイ)

13.3 試験液の調製法

供試試料の添加は、比重を基に算出した密度 (1.6558gcm3) 換算による容量添加で

行った。この操作は安全キャビネット内で行った。

培地を入れた調製容器内に供試試料をプッシュボタン式液体用微量体積計 (Eppendoば)

によりlomgL( 設定) になるように水面下に添加後、気相がないように密栓した。その

後、マグネティックスターラーで約 1時間撹拝して溶解させたものを同様の撹梓処理を

行った培地で希釈して 0,lomgL( 設定) の試験原液を調製した。調製容器にて必要量の

試験原液と撹梓処理を行った培地を混合、撹枠して試験液を調製し、各試験容器に分注

e
した。

13.4 試験条件

暴露方式 旋回振とう培養 (約 100回/分)
暴露期間 72時間

試験濃度 o.oo32、 o.oolo、o.ooo32、 o.ooolo、 o.oooo32m 胃L( 公比近 6)

予備試験結果から試験濃度及び公比を決定した。
予備試験結果を Additionaldataに示す。 ‐

対照区 被験物質を含まない撹梓処理 (約 1時間)を行った培地
連 数 6連/対照区

3連/試験濃度区
(別途分析用試験容器を24時間用、48時間用にそれぞれ 1連設けた。)

試験液量 600mL/対照区 (loomL/試験容器)

300mU 試験濃度区 (loomL/試験容器)

(別途分析用試験容器を24時間用、48時間用にそれぞれ1容器設けた。)

暴露開始時の細胞数
3 日間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
0.50xl04 cells/mLになるように試験液に接種した。

試験操作 無菌操作により実施した。
温 度 21~24oC( ±2oC の変動幅 )

照 明 設定値 90-鷹/m2/s(設定値の±20%以内、平均値±15%の変動幅)

400~70011m のスペクトル幅をもつ蛍光灯による連続照明

13.5 観察と測定

a)藻類の生長等

測定項目 生物量 (細胞濃度)
測定頻度 暴露開始後 24時間ごと (試験液のバックグラウンドを測定しプラン

ク補正を実施)
細胞観察 暴露終了時に各試験区につき 1試験容器

‐11 ‐
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測定機器 コールターカウンター Z1( ベックマン・コールター)

生物顕微鏡 B×41(オリンパス)

b)試験液の状態
暴露開始時及び終了時に観察
c)試験液の水質及び暴露環境
pH 調製容器より別途分取して測定 (暴露開始時)

各試験区につき1試験容器を測定 (暴露終了時)
培養装置内温度

暴露期間中1日1回測定
光強度 培養装置内で暴露期間中1日1回測定
測定機器 ポータブル pH 計 HM 1p( 東亜ディーケーケー)

検定済ガラス製棒状温度計
光量子計 L1‐250A(L1 ‐COR)

d)試験液中の被験物質濃度
測定頻度 暴露開始時、暴露開始後 24時間、48時間及び暴露終了時

採水方法 調製容器より別途分取 (暴露開始時)
各試験区の分析用試験容器から採取(暴露開始後24時間及び48時間)
各試験区の試験容器から均等量採取し混合 (暴露終了時)

採水量 約 50~120 1nL(全試験区)

測定方法 Appendix l参照

13.6 結果の算出

結果の算出には暴露期間中に測定した試験液中の被験物質濃度の幾何平均値を用いた。
被験物質濃度が暴露期間を通じて定量下限値を下回った濃度区は、分析可能であった試験
最低濃度区(0,0001omgL区)での結果と公比から算出した濃度を参考値として代用した。

a)阻害率の算定法
各試験区の生物量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。この

曲線を用い、生長速度を比較して阻害率を算出した。

生長速度の比較
指数関数的に増殖しているときの生長速度は次式に従って計算した。

　　　　　　　　　
メリ ー
‐

方
-"

ここで

メリニぉ時から方時までの期間の生長速度。日当たり (寸1)で表す。

婦 =“時の実測細胞濃度 (cells/mL)。試験開始時 (が の細胞濃度は設定値を

用いた。

Nj =方時の実測細胞濃度 (cells/mL)

" = 暴露開始後 z回目に細胞濃度を測定した時間 (d)

方 =暴露開始後j回目に細胞濃度を測定した時間 (d)
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EC5oの算出においては、暴露開始時から72時間後までの暴露期間を通じた生長速度

を求めた。対照区については、試験の有効性を調べるために 1日ごとの生長速度も求め

た 。

試験濃度区における阻害百分率 年)は対照区の平均生長速度 (後) と試験濃度区で
の生長速度 (〆r)との間の差として次のように計算した。

ムニメデ xmo

b)EC5o の算出法

各試験濃度区に対応する阻害率を片対数グラフにプロットし、直線性の認められる点

を用いて直線回帰分析 (最小二乗法) を行い、阻害率 50%との交点からEC5oを算出し

た。生長速度により求めた EC5。は E,C5oと記載した。

EC5oは、当事業所にて開発したコンピュータプログラム (MicrosoftExcelキこより起動 )

e
を用いて算出した。
c)NOEC の評価

生長速度について、Bartlett法による等分散検定を行った後、各試験濃度区と対照区

との有意差の有無を一元配置分散分析及び Dunnettの多重比較法により求めた。有意差

検定は、当事業所にて開発したコンピュータプログラム (Microso貴Excelにより起動)

を用いて実施した。有意差検定結果及び細胞観察結果より、NOEC を評価した。

13.7 試験の有効性

a)対照区における藻類の生長は 72時間後に 16倍以上でなければならない。

b)対照区における毎日の生長速度の平均変動係数が暴露期間を通じて 35%を超えてはな
らない。

c)対照区における繰り返し間の生長速度の変動係数が 7%を超えてはならない。

13.8 数値の取扱い

数値の丸め方は、JISZ8401:1999 規則 B に従った。

14.試験結果及び考察

以下の本文中における試験濃度は、設定濃度 (0.0032、0.0010、0.00032、0.ooolo、o.ooo032

m多L) における測定濃度の幾何平均値 [o.00030、 0.000097、 0.000054、 0,000048、 0.000015

(参考値)m"L] で示す。

14.1 試験液の観察と測定結果

a)試験液の状態

試験濃度区では暴露開始時は無色透明であった。暴露終了時には 0.ooo30m胃L区で

は状態は変わらず、細胞の増殖により o.oooo97 m以L 区でごく薄い緑色、0.000054

m以L区で薄い緑色、その他の試験濃度区では緑色を呈していた。

対照区では暴露開始時は無色透明であり、暴露終了時には細胞の増殖により緑色
を呈していた。

-13-
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b)試験液の水質及び暴露環境 ・

試験液の pH を Tablel、培養装置内温度及び光強度を Table2 に示す。

試験液の pH は 7.8~9.7 であった。対照区の pH の変動幅が試験法の規定 (通常の

場合、1.5以上変動してはならない) を超えていた。培養装置内温度は 21.6~21.8℃、

光強度は 94~98uE/m2/s であった。

c)試験液中の被験物質濃度
.被験物質濃度の測定方法及び結果を Appendix l、検量線及びクロマトグラムを

.Appendix2 に示す。

測定した試験液中の被験物質濃度は暴露開始時では定量下限値未満 (〈0.0001om彰L)

~o.oo29m 膨L、暴露開始後 24時間では定量下限値未満 (<0.0001om 以L)~0.00069m 彩L、

暴露開始後 48時間では定量下限値未満 (〈o.ooolomgL)~0.0001o mgリL、暴露終了時

では全て定量下限値未満 (〈0.0001om彫L) であった。

14,2 ErC5o

各時間での生物量を Tab定 3、生長速度及び生長阻害率を℃ab,e4、E,C抑を T bM に e

示す。また、濃度一生長阻害率曲線を Figure lに示す。

生長速度によって算出した被験物質の E,C5oは o.ooo078m胃L(95% 信頼限界 :0,000073

~0.000083mgL) であった。

14.3 各試験区での生長曲線、細胞観察結果及び NOEC

NOEC を瞳 ble5、有意差検定結果を順 ble6、生長曲線を Figure2 に示す。

0,00030mgL 区では暴露期間を通して生長は著しく抑えられていた。0,000097m彰L 区

では暴露開始後 48時間後までは生長は著しく抑えられていたが、その後生長が認められ

た。o,000054及び 0,000048 mgL 区では阻害が認められたものの対数増殖を示した。

0.000015(参考値)mgL 区では対照区とほぼ同様の生長を示した。

以下の細胞観察結果は全て対照区との比較に基づくものである。0.00030及び 0.000097

mgL 区において膨張している細胞が多数みられ、また一部細胞の凝集が観察された。

o.ooo054m膨L 区でも膨張している細胞がやや多く観察された。その他の試験濃度区で (

は対照区と同様であった。対照区では異常がみられなかった。

生長速度について有意差検定を行った結果、0.000054及び 0.000048 m以L 区において

統計学的な有意差が認められた。有意差検定結果及び上記細胞観察結果より、生長速度に
おける NOEC は 0.000015(参考値)mgL であった。

14.4 試験の有効性

a)対照区における生長

対照区における供試藻類の生長は暴露終了時まで対数増殖を示した(Figure2参照)。

暴露終了時には初期生物量の 50倍以上 (Table3参照) に増殖し、有効性基準 (16倍

以上の増殖) を満たしていた。

b)対照区における日間生長速度
対照区における日間生長速度の平均変動係数は 24%(Table 7参照) であり、有効性

基準 (35%を超えてはならない) を満たしていた。

‐14-



95281

c)対照区における繰り返し間の生長速度

対照区における繰り返し間の生長速度の変動係数は 3.2%(Table 7参照) であり、

有効性基準 (7%を超えてはならない) を満たしていた。

14.5 考 察

試験は被験物質の培地への溶解濃度以下での試験生物の生長に対する影響を調べる
試験として行った。その結果、E,C5oは 0.000078 m L、NOEC は 0.000015( 参考値 )m 以L

であった。被験物質は暴露期間中、著しい濃度低下が認められた。予備試験結果より、濃度

低下の要因としては被験物質の揮発 (試験容器中のヘッドスペースへの揮発) に加えて藻体

が関与している可能性が示唆された (Additionaldata参照)。被験物質の生物への影響は

暴露期間中経時的に徐々に減少していく傾向が認められたため、暴露期間中に測定された
被験物質濃度の幾何平均値にて試験濃度を算出した。なお、設定濃度 0.000032mg/L 区

においては、試験液中の被験物質濃度が非常に低く暴露開始時より定量が困難であった

じ
ため・定量可能であった最低試験濃度区 (0.0001omgL 区) における幾何平均濃度

(o.oooo48mgL) と公比 (近 6) より算出した参考値を評価に用いた。
試験環境条件に関しては、暴露終了時に全試験区で pHの上昇が認められ、対照区につ

いては試験法の規定を超えていた。pH は藻類の増殖に相関して高くなっていた。これは

揮発性物質の試験では密閉式の試験容器を使用することから、外部とのガス交換が不可能

となったためと思われる。pH以外の試験環境条件は適切な範囲内であり、試験は試験法

に準じたものであったと判断される。

15.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

当該要因はなかった。
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Table l pHoftestsolutions

ハイ[easured

concentrationa

(m浮L)

pH

Atthestart Attheend

Control 7.8 9.4

0.000015

(reference value)
7.8 9.7

0.000048 7.9 9.4

0,000054 7.9 8.5

0.000097 7.9 8.2

0.00030 7.9 8.O

a Geometricmeanofthemeasuredconcentrations

(alsoexpressedasmeasuredconcentrationinthefollowing

tablesand 行gures)

雷able 2 Culture temperature alーdlightintensityinincubator

Ti虹Ie Atthestart 1‐day 2‐day Attheend

Culturetemperature(oC) 21.8 21.8 21.6 21.8

Lightintensity E/m2/ 98 94 98 95
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雷able3 Valueofbiomassat each time

M[easured

concentration

(mgL)
No.

Cell concentration(xl04cells/mli

ohourb 24hours 48hours 72hours

Control

A

B
C

D

E
F

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

5

0
8

3
0
0

1
2
1

2
2

2

7
2
1

1
1
0

nx
U
イ
ー

.
▲
イ
ー

イ
ー

イ
ー

25c

27
31

34
34

34
h 1ean

S.D.

0.50

0
2.O

0.25

11
1.0

31

3.9

0.000015

(・eferenCe

value)

A
B
C

0.50

0.50

0.50

8
0
5

1

2
1

御
1
2
n

2
7
26
27

~【ean

S.D.

0.50

0

1.7

0.24

11
1.6

27
0.48

0.000048

A

B
C

0.50

0.50

0.50

1.5

1.7

1.7

7.2

7.7

7.8

23

21
24

Ddean

S.D.

0.50

0

1.6

0.11

7.6

0.35

23

1.5

0.000054

A
B
C

0.50

0.50

0.50

0.92

1.2

1.2

2.7

3.O

2.3

10
11

8.7

Ddean

S,D.

0.50

0
1.1

0.16

2.7

0.33

10
1.4

0.000097

A

B
C

0.50

0.50

0.50

0.85

0.75

0.82

1.0

0.93

0.94

2.O

2.O

1.9

n 1ean

S.D.

0.50

0
0.80

0.052

0.96

0.048

2.O

0.073

0.00030

A

B
C

0.50

0.50

0.50

0.79

0.76

0.75

0.84

0.81

0.80

0.90

0.79

0.95

凸dean

S.D.

0.50

0

0.77

0.019

0.82

0.019

0.88

0.082

b Thevaluebased on the measuredvalue ofpre ‐culture

c The m・n・mum cell growthincontrol(biomassattheendofexposure/biomass at the

startofexposure)

25/0.5=50
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1lable4 Growthrateandgrowthinhibition

入江easured

concentration

(mgL)
No.

Growthrate

(0‐3d)

lnhibitionrate

(%)

Control

A

B

C

D

E

F

1.31

1.33

1.37

1.41

1.40

1.40

Ddean

S.D.

1.37

0.0433

0.000015

(reference

Value)

A

B

C

1.32

1,32

1,33

3.4

3.7 ,

2.8

ハdean

S.D.

1.33

0,00595

3.3

0.43

0,000048

A

B

C

1.28

1.25

1.29

6.7

8.9

5.8

D4ean

S.D,

1.27

0.0220

7,1

1.6

0.000054

A

B

C

1,01

1.04

0.951

27

24

31

ムdean

S.D.

1.00

0,0468

27

3.4

0,000097

A

B

C

0.457

0.469

0.444

67

66
68

ハdean

S.D.

0.457

0.0124

67

0.91

0.00030

A

B

C

0.194

, 0,151

0.213

86
89

84

~【ean

S.D.

0.186

0.0318

86
2.3
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Table 5 EーC5oandNOEC

E,C50(m 彫り NOEC(mgL)

0.000078(0.000073too.000083) 0.000015(referencevalue)

Values inparentheses express 95%confidenceinterval.

Table6 Resultofstatisticalanalysis

ハ1easured

concentration

(mgり

Statistical

analysis
Statisticalprocedure

0.000015

(refe・encevalue)
n.S.

Bartlett'stest

one-wayANOVA

Dunnett'smultiplecomparisontest

0.000048 **

0.000054 **

0.000097 ー

0.00030 ー

n.s・ :No significant di1羊erence

** :Signi 行cantdi ぼerence@<0.01)

:The datainthe exposure 1eve1was not used 云orthestatistica1ana1ysissince the

concentrationwas greaterthanE,C5o.

rFable7 uariationofgrowthratesincontrol

ControI No. ~[ean
Standard

deviation

Coe 笠icientof

variation(%)

A 1.31 0.365 28

24

(Mean)

B 1.33 0.466 35

C 1.37 0.368 27

D 1.41 0.250 18

E 1.40 0.301 21

F 1.40 0.218 16

〈布ariation 云or section‐b ‐section s ecific roWthratesinthecontrols 〉

0-3day

M1ean 1.37

Standarddeviation 0.0433

Coe茸icientofvariation(%) 3.2

〈、iなriation。favera e s ecific rowthratesi]nre licatecontrols 〉
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Appendixl

被験物質濃度の測定方法及び結果
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1. 試験液の前処理操作

採取した試験液について、以下のフロースキーム①、②に従って前処理操作を行い、ガス

クロマトグラフィー -質量分析法 (GC-Ms) 試料を調製した。なお、フロースキーム②は

a+b=1omL になるように調製した。

フロースキーム① (対照区、 0.oooo32 、 o.ooolo 、 o,ooo32 及び 0,oolomgL 区 )

試験液 1omL(201nL 容バイアルビン)

←メタノール 20〆L( マイクロシリンジ)

←0,50mgL 内部標準物質溶液 20〆L( マイクロシリンジ)

・ヘッドスペース法

気相 (GC-Ms 試料)

e フロースキーム② (o,oo32mgL 区 )

培地 apnL(20ロー)dL容バイアルビン)

←メタノール 20〆L( マイクロシリンジ)

←0,50mgL 内部標準物質溶液 20〆L( マイクロシリンジ)

← 試験液 blnL( ホールピペット)

・ヘッドスペース法

気相 (GC-MS 試料)

-2Appendixl-



95281

2. 被験物質濃度の測定

GC‐Ms 試料中の被験物質濃度は、クロマトグラム上で得られた GC-Ms 試料の被験物質

(mた 117、119のトータルイオンカレント) と内部標準物質のピーク面積比を、濃度既知の

標準試料の被験物質と内部標準物質の絶対量比とピーク面積比で作成した検量線の回帰式
に代入して求めた。得られたクロマトグラム (一例) を Appendix 2に示す。

定量条件
機 器 ガスクロマトグラフー質量分析計

GCMS‐QP2010( 島津製作所)

ヘッドスペース条件

加圧時間 3.omin

保温時間 20min

注入時間 0.12min

オープン温度 60℃

ニードル温度 100℃

トランスファ温度 150℃

ヘッドスペースキャリアガス

loo.0 虹)a

ガスクロマトグラフ条件

カラム lnertCap 624

(60mxo,32nml.D り膜厚 1.80〆m, ジーエルサイエ ンス )

カラム温度 80oC(3.omin) → 140oC(3.olmin)

昇温速度 15oC/min

試料導入部温度 150oC

キャリアガス ヘリウム

質量分析計条件
イオン化法 電子イオン化法 (EI)
検出法 選択イオンモニタリング (s工M)

測定イオン@慶) 被験物質 117、119

内部標準物質 96
イオン源温度 200oC

イオン化エネルギー 7oev

インタフェース温度 260oC
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3. 標準試料の調製

供試試料 loo mg を正確にはかりとり、メタノールに溶解して 2000 m胃L の被験物質溶液

を調製した。これをメタノールで希釈して 0.050、 0.25、 0.50及び 1.o mgL の被験物質溶液を

調製した。これらの被験物質溶液を以下のフロースキームに従って前処理操作を行い、

o,ooolo、 o,ooo5仏 o,oolo及び o,0020mgL の標準試料を調製した。

フロースキーム

培地 lotnL(201山 容バイアルビン)

←o,50mgL 内部標準物質溶液 20“L( マイクロシリンジ)

←被験物質溶液 20〆L( マイクロシリンジ)
・ヘッドスペース法

4. 内部標準物質溶液の調製

100om以Lフルオロベンゼン標準原液 (関東化学 水質試験用 ロット番号 208U1494)を

メタノールで希釈して 0.50m以L の内部標準物質溶液を調製した。

5. 検量線の作成

3.の標準試料を 2.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被

験物質と内部標準物質のピーク面積比と、標準試料中の被験物質と内部標準物質の絶対量比
により、測定日毎に検量線を作成した。作成した検量線 (一例)を Appendix2 に示す。なお、

試験液中の被験物質の定量下限値は、定量性が確認された範囲での標準溶液の最低濃度
(o.ooolomgL) とした。
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6. 検出下限値の算出

検量線の最低濃度である o.0001om胃L の標準溶液を 2.の定量条件に従って n=5で分析した。

得られたそれぞれのクロマトグラム上の被験物質と内部標準物質のピーク面積比より検出

下限値を算出した。その結果を以下に示す。

濃度
(mgL)

被験物質の
ピーク面積値

内部標準物質の
ピーク面積値

項 目

被験物質のピーク

面積値/内部標準物質
のピーク面積値

0.00010 1500 45365

ピーク面積比

0.0330651

0.03289580.00010 1476 44869
・.".・・ー"ーー・“ー

33706 0.0300243

0.0292896

0,00010 1012

0.00010 1220 41653

0.02941110.00010 1246 42365

ピーク面積比 (平均値)R 0.0309372

ピーク面積比の標準偏差 o 0.0018869

濃度 C(mgL) 0.00010

検出下限値 (mgL) 0.000018

響き

oxC
検出下限値 =3 ×÷「

R

C: 濃度

R: ピーク面積比 (平均値)

o: ピーク面積比の標準偏差

7, 測定結果

試験液中の被験物質濃度の測定結果を以下に示す。

- 5Appendixl-
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Appendix table l-I M[easuredconcentrationsoftestitelmintestsolutions

Nominal

concentration

(mgL)

Measured concentration(mgL)

(Percentage ofmeasured concentrationversus that atthe start%)

Atthestart 24hours 48hours Attheend
Geometric

lnean

Control n.d. n.d. n.d. n.d.

0.000032 n.d. n.d. n.d. n.d.

0.00010 0.00011 n.d.a n.d.a n.d.b 0.000048

0.00032 0.00022 n.d.a n.d.a n.d.b 0.000054

0.0010 0.00061
0.00017

(29),
n.d.a n.d.b 0.000097

0.0032 0.0029
0.00069

(24)

0.00010

(3.5)
n.d.a 0.00030

n.d.: 〈 0,0001om 胃L

a ln accordance with OECD Guidance Document No.23,halfthe determination limit ofthe

testitem(0.000050m 胃 L)was adoptedforthecalculationofgeometricmean,because the

test itemwas detected but notquantified.

b ln accordance with OECD Guidance Document ‐No.23,thedetectionlimit(0.000018m 彫り

was adopted for the calculation of the geometric mean,because thetest ite・n was not

detected.

The geometric mean ・s calculated by the followingexpression:

mmog(赤 潮 魔(伽 c′』 g(伽 c‘+.))・も む)]〕

where

ね =at the sta" 〈 r2〈 .= 』 =at the end

Coれcヱ= concentrationatthestart,Co ねc2,・・・,co だc“=concentration atthe end
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Appendix2

検量線及びクロマトグラム ◎
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0.0 1.0 2‐O

Std.濃度
(mg/L)

被験物質含有量
("g)
内部標準物質含有量
("g)

絶対量比 被験物質
ピーク面積値

内部標準物質
ピーク面積値 ピーク面積比

SolventB1ank 0.010 45621
0.00010 0.0010 0.010 0.10 1056 41013 0.025748

0.00050 0.0050 0.010 0.50 6870 40293 0.170501

0.0010 0.010 0.010 1.O 13770 40746 0.337947

0.0020 0.020 0.010 2.O 30545 41396 0.7378732.0 30545 41396 0.737873

Append 無賃g1耳e2-IJ C i道 brationcu]weoftestitem 節r即L副ysisbyGC-M[SatstanofexPosmre.
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0.0 1.0 2.0

Std.濃度
(mg/L)

被験物質含有量
("g)

内部標準物質含有量
("g) 絶対量比 被験物質

ピーク面積値
内部標準物質
ピーク面積値 ピーク面積比

So1VentB1a0k 0.010 50105
0.00010 0.0010 0.010 0.10 1535 37668 0.040751

0.00050 0.0050 0.010 0.50 8543 41577 0.205474

0.0010 0.010 0.010 1.O 16969 41273 0.411140

0.0020 0.020 0.010 2.O 39646 43960 0.9018650.0020 0.020 0.010 2.0 39646 43960 0.901865
(

APPendix 賃渉ire 1-2 G 山 brationcu]weoftestitem 節 rimー副ysisbyGC-M 【Satendofe ×Posure.
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95281

SolventB1ank

F級e name;〔;:YGCMSsolutionYDataYP「ojectlysec【ioMy95281一9馨84¥95281¥95281-11〇126"KI.qgd

Standard$○ーUttono.0omor.ng′L

Filename: (;;¥Gchtssolution¥DataYpooチecー1¥section4¥9628ー 5284¥95281¥9528i-]1O12 K2・q8d

C:YG像!S端加齢nYD“-YP‘oおnY‘RUc"4Y95281528“9拝羽y95281-ーlo125-K2.q;d

Standa‘dsoluttono,00050mg/L

叩 en釧 e:C:YGCMSsolutionYDatn¥Pf。iect1¥secーion4¥9528ユ 5284¥9528ーY95281一11O125一K3.qgd

(たYGC人IS1o!utionYDI‘・YP【0}eqIYietl博行1195字al・9墓280・“261V95281-ーlo12S-K3,竜"

Standardsolutiono,001om 〃し

Standardsolution0.0020Ing/L

Filenaime:C:¥Gch{SsolutionYDAte¥Pioおptlysection4¥95281 5284¥95281¥9528ト 110125一K5,qgd

ー■ーDate; ,〃 ,る ュ′ Name;

APPend 畑 fi罫1re2-2-1 OC-Ms c誼omato 厚amsatsta 賃ofexPosu・e,
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95281

Conーro}

Filename: CWGCMSSO ーution¥DataYRO発ctl¥section4¥95281‐切5284¥95281¥952BI-1ー0125-H0hZ,、qgd

o,000032 mB/Le 叩 QsuーG 1eyeI

Filena1ne:C:YOCMSsolutionYDatay告ojectl著sectーon4¥95281 5284¥96281¥96281‐110125-H0hE,qgd

o・000lo m“LexPosuro level′
・ ‐

Pilenam乾 C:¥GCMSS もlulionYDa【a¥Projectl¥seclion4¥95281‐95284¥95281¥95281一110125-H0hD,qgd

C:YGChls略U尚nYoet.YP博美←CtlrIK"館4195281-9~281195281195281→1012隻HD D.qgd 、

0.○0032 mg/Lexpo5ure level

-F行ーename:.ciYGCh1ssol"E1onYData¥Pr。卓三は1¥Seclion4¥95281一95284Y9528ー¥95281-110ー25一Hohc,qgd

o.001omg/Lexposu ′elevel .

Fi1ehame±C;¥GGhfs$olutionYData¥Project】¥sectton4¥95281 5284¥95281¥95281・ュ1012 H0hB,qgd

c:VOQIS,?tu・i努yDH-・YPO0声キ11艶1々‘“三d4V95281艶81Y9528ーY95201‐11012H0hB‐q;d

Date: ノー""./ 、ゑ r ■Name;,

APPend 旗艦罫1re 2-2 GC-N[S c旭・olnato淳 amsatsta1tofexPosure,

　　　　　　

　　　　　　　

6.0 70 8・0 . 9O L IO.○

　　　　　　　

　　　 　　　
　
　　　 　　

　　

L6‐0 7.O S.0 9.o to.0
　

　　 　　　 　　

　　 　　　　 　
6.0 7.0 8.Q 9.0 ー0.0

卸りばty
20咽N ZO.(001

　　　　　　　
6.0

. - ,
r

7,O B,0 9.0 ー0.0
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95281

95281

0,0032 Ing/Le〆posu′eーeveI

Fiーename:C:YGCMSsolutionVDatay 骨oおctlysecーlon4¥95261‐95284¥95281Y95281‐110126‐Hoh」A.qgd

　　　　　　Name;

Appendixfigure2.2-3 GC.Mscluomatogran ・atstmofexposure,
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95281

&〆ventB1ank

Filename: C:yGCMSsolutionYDaーa¥ProおctIYseclion4Y95281-95284¥95281¥95281-110128‐KI.qgd

Standardsoh・tiono.が001omg 九

Fi18name;C:¥GCMssb ーutfohyData¥Abject・y祷ction4¥96281.95284Y95281¥95281一110ー2 K2,qgd

C;YGCぅ1S-o鳴コFoot4V凸o無tly'"・lonly9~261‐95綿4ゞ 95おー¥9528・-110ー26-K?.qsd

standahdsoluーiono,00050-nlg/L

F可lenaJnne;GYGCMS5olutioれ¥Data¥Project.ysectlo扉4y95281-95284¥95281¥95281一110128一K3,qgd

standardso1utiono,00ュom 〆L

Fqename:C:¥GCMSsolutionYDa ー6Y貧りおctl¥section4¥95281"95284¥95281¥95281‐110128」K4.qgd

Standardso]uuono.も020mg 九

Filename: C:¥GCMSSO-utlonYPalaY脅「oおcll¥section4Y96281-95284¥96鉄11¥95281-110128-K6.qgd

岬だ蜘一■ ■
APpendix 行啓1re2-3-I GC-MS CI立oimatoモリalnsaten(lofexPosL1re,
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95281

岬. ー■

0,000032 1n財 Lexposure leYe1
▲

.

同ーename: C:¥GCMSsolutionVDalaVProjectIYsection4¥951リBI-95284Y95281Y95281‐110128‐H72h巳.qgd

QOOO.Omg 九 的posureleVeI

Filename:c;¥GCMSsolu"on¥Data¥P ケo;ecllyseclion4y95281‐95284¥95281¥95281一110128一日72hD.qgd

o,00032 m4g/Lexposure level

鞘 enanne;C;YccMssoiutl。nYData¥Pro鵜 tl茎seeti。n4¥95281一95284¥95281¥95281‐ユーo128一ト{72hc.qgd

o駅)1omg/Lexposure leveI

F1tename:C;¥GCMSsotut[onyData¥ 凸ぬおctlysection4¥95281-95284¥9S281y95281‐110128-H72hB.qgd

bate i‐クノ/./, 斗ぷ

Append 虞 丘郡lre 3-2 GC-Mscluolnatogralnsatendofexposure,

ー8Appcndi 糎 一

Cont・ot
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95281

○.○032 nnug/LeメPosure leveI

F『"enamp;C:¥CCMSsolution¥DatayprolecuYsec ーion4¥95281 5284¥95281¥95281‐11012 H72hA,qgd

神,閲ゆ き r-脆

だ
nd
』/ ,伽

■■Date;Jq", ′- ヂ Name:

APpendix 五gL1re2-3-3 GC-M[SchIDmato そりalnatendofe ×Posure,
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Additionaldata

予備試験結果

- IAdditional data -
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1. 被験物質の水への溶解度

被験物質の水への溶解度は目視で loom以L以上と判断された。

2. 生物予備試験

連 数
測定法
試験液調製法

分 析

2連又は 1連/試験区

細胞計数法
lomg1L になるように供試試料を密度 [1,6558gcm3(20oC)] 換算による

容量添加し、1時間撹拝して溶解させた溶液を培地で希釈して 0.lom以L

(設定)の試験原液を調製した。この試験原液を培地で適宜希釈して試
験液を調製した。なお、被験物質は揮発性が認められたため、試験容器

は揮発性物質用密閉容器を使用した。
試験液中の被験物質濃度の測定を行った。藻体への被験物質の取り込み
等の有無を確認するために藻体を添加しない試験液についても測定した。

‐2Additionaldata-

<試験生物への影響 1>

設定濃度区
(mgL)

生長速度 (0-3d)に基づく

生長阻害率(%)
0.0000010 -4.4

0.000010 -2.3

0.00010 2.2

0.0010 72

0.010 89

<試験生物への影響2>

設定濃度区
(mgリL)

生長速度 (0-3d)に基づく

生長阻害率(%)
0.000032 7.1

0.00010 7.2

0.00032 36

0,0010 67

0.0032 80
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<試験液中の被験物質濃度>
(試験生物への影響 1)

設定濃度区
(mg/L)

測定濃度 (m以L)

(対開始時濃度%)

暴露開始時 暴露終了時

0.00010

0.000082*

n.d.

0.00010

(藻体なし)

0.000080*

(98)

0.0010

0.00050

n.d.

0.0010

(藻体なし)
0.00043

(85)

0.010

0.0063

0.0011

(17)

0,010

(藻体なし)
0.0043

(68)

(試験生物への影響 2)

設定濃度区
(m以L)

測定濃度 (m以L)
(対設定濃度%)

暴露開始時 暴露終了時

0.00010
0.000091 キ

(91)
n.d.

0.00032
0.00023

(72)
n.d.

0.0010
0.00060

(60)
n.d.

0.0032
0.0027

(84)
n.d.

等

n,d, 〈0,0001omgL

*定量下限値未満のため参考値とする。

藻体関与による濃度低下:あり

3. 本試験条件

試験濃度
濃度分析
試験容器

0.0032、 0.0010、 0.00032 、 0.00010 、 o.oooo32mgL( 公比 6)

暴露開始時、暴露開始後 24時間、48時間及び暴露終了時

密閉容器

- 3Additionaldata -




