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環境庁殿

試　験　報　告　書

2，2’一アゾビス（2一メチルプロパニトリル）のオオミジンコ（飴p加∫a伽即∂）に

対する繁殖阻害試験

（試験番号：E　D　R96001）

平成2年6月3ク日作成

住化テクノス株式会社



　　　　　　　　　　　　　　　　　　最終報告書修正書

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号：EDR96001

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　修正書番号：1

表題：2，2・アゾビス（2・メチルプロパニトリル）のオオミジンコ（刀θ1ρ加∫θ加θ卯a）に対する繁殖阻害試

　　　験

試験施設：住化テクノサービス株式会社

修正内容：

　　1）8ページ、1．1、被験物質の分子式を以下の通り修正した。

　　　　修正前：C8H1204

　　　　修正後：C8H12N4

修正理由：

　　1）記載に誤りがあったため。

　　試験責任者　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）！σ成年　｝月　1曾　日

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信頼性保証書

本修正事項は、当社の信頼性保証部門によって下記の監査を受けている

監査日 出日

文、、、版　　ンooン

工　目

午月／8日

　Q　A　U 任責験試 運営管理

草稿〉oo）年“月！～日

信頼性保証責任者：

〉00ン　望月！2日　00ふ　4月ビ8日

卸0〉年年月r♀日
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　　　　　　　　　　　　　　　　　陳　述　書

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　住化テクノス株式会社

試験委託者：　環境庁

表題： l論語暴（2一メチル7ロパニトリノレ）のオオミジンコ（加吻拓蜘

試験番号：　　E　D　R96001

上記ﾕ験は環境庁の「生態影響試験実施に関する基準」に従って実施したものである・

　平成ヲ年6月ヲO日

　　　　　　　運営管理者　　　　　　　　■■■■



試験表題：

試験番号：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EDR960013／58

　　　　　　　　　　信頼性保証証明書

2，2’一アゾヒ●ス（2一メチルフ㌔ノずニトリル）のオオミジンコ（刀31ρ㎞∫a血a8刀ヨ）に対する

繁殖阻害試験

EDR96001

本最終報告書の試験は、当施設の信頼性保証部門に関する標準操作手順書に従って下記の

査察を受けている。

査察項目 査察日 報告日

QAU 試験責任者 運営管理者

試験計画書 平成9年3月14日 平成9年3月14日 平成9年3月14日

平成9年4月1日 平成9年4月1日 平成9年4月1日

平成9年4月3日 平成9年4月3日 平成9年4月3日

平成9年5月7日 平成9年5月7日 平成9年5月7日

平成9年5月13日 平成9年5月13日 平成9年5月13日
平成9年5月23日 平成9年5月23日 平成9年5月23日

試験査察 平成9年3月18日 平成9年3月24日 平成9年3月24日

平成9年3月24日

最終報告書 平成9年6月18日 平成9年6月19日 平成9年6月30日

平成9年6月30日 平成9年6月30日

本試験は適正に実施されており、本最終報告書は試験した方法、手順が正確に記録され、

かつ、試験の生データを正確に反映していることを認めます。

　平成　9年イ月30日

住化テクノス株式会社

信頼性保証責任者
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試験実施概要

L表題：2，2’一アゾビス（2一メチルプロパニトリル）のオオミジンコ（Oaρ加∫∂翅即∂）

　　　　　に対する繁殖阻害試験

2．試験目的： 2，2’一アゾビス（2一メチルプロパニトリル）について、オオミジンコ

（飴助毎3鰓脚∂）に対する繁殖阻害試験を21日間行い、繁殖状態に対照区と

有意差の認められない最高濃度（NOECr）および幼体産出数を50％減少させ

ると算定される濃度（50％繁殖阻害濃度：ErC50）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．202「ミジンコ類、急性

　　　　　　　　遊泳阻害試験および繁殖試験」　（1984年）に準拠した。

4、適用G　L　P：本試験は環境庁の「生態影響試験実施に関する基準」に準拠した。

5．試験委託者

　名称：

　住所：

　委託担当者：

6．試験受託者：

　名称：

　所在地：

7．試験施設：

　名称：

　所在地：

環境庁

〒100　東京都千代田区霞が関1丁目2番2号

　

住化テクノス株式会社

〒665　兵庫県宝塚市高司4丁目2番1号

住化テクノス株式会社

〒665　兵庫県宝塚市高司4丁目2番1号
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8．試験関係者：

試験責任者 （平成り年‘月ラこ〉日）

試験担当責任者 （平成ア年〆月3‘ク目）

試験担当者 （平成？年♂月3∂目）

試験担当者 （平成　9年　イ月30目）

9．試験期間 試験開始日

試験終了日

暴露期間

平成　9年

平成　9年

平成　9年

3月14目

6月30日

5月14日～平成　9年　6月　4日

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、住

　化テクノス株式会社の試資料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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ヒ
目要

試験委託者

環境庁

表　　題

　　2，2’一アゾビス（2一メチルプロパニトリル）のオオミジンヌ（動p加∫∂朋8刀θ）に

　　対する繁殖阻害試験

試験番号

EDR96001

試験方法

　　　本試験は、OECD化学品テストガイドラインNo．202rミジンコ類、急性遊泳阻害試験お

　　よび繁殖試験」　（1984年）に準拠して実施した。

1）被験物質：

2）暴露方法：

3）供試生物：

4）暴露期間：

5）連数

6）生物数

7）試験濃度：

8）試験液量：

9）照明

10）試験水温：

2，2’一アゾビス（2一メチルプロパニトリル）

半止水式（週3回以上の頻度で試験液の全量を交換）

オオミジンコ（03ρ加拍麗即∂）

21日間

1試験区にっき4連

40頭／1試験区（1連に付き10頭で1試験区40頭）

対照区，助剤対照区（助剤濃度100mg／L）0．46，L　O，2．2，4．6および

10mg／L

1000mL

室内照明、16時間明／8時間暗

20±1℃

結　　果

　　　　対照区の幼体産出数が助剤対照区および低濃度区と比較して明らかに低かったため、

　　　助剤対照区を用いて検定した値を用いた。

1）21自問の親ミジンコの50％致死濃度（LC50）　　　　：＞10mg／L

2）21日間の50％繁殖阻害濃度（ErC50）　　　　　　　：7．5mg／L

　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔95％信頼区間　：4．6mg／L～10mg／L〕

3）最大無作用濃度（NOECr）　　　　　　　　　　　　：2．2mg／L

4）最小作用濃度（LOECr）　　　　　　　　　　　　　　：4．6mg／L

　　　　　　　　　　　（上記濃度は全て設定値に基づく値）
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1　被験物質

L1名称、構造式および物理化学的性状

　　　名　称　：　2，2’一アゾビス（2一メチルプロパニトリル）

　　　　　　　　　（CAS番号：78－6H、略称：AMP、識別番号．96E－2）

　　　構造式

分子式

分子量

／疹！
一C鋤国164．21

L2　供試試料

　　購入先　：

　　入手日　二　平成8年12月20日

　　ロット番号：DLE7785

　　外観　　　＝　白色結晶性粉末

　　純度　　：99、3％

L3被験物質の確認および保管条件下の安定性

　　被験物質は当社の冷蔵庫に保管した。

　　入手した被験物質についてI　R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。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、按験物質は当社の冷

　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

　　　試験には生後24時間令以内のオオミジンコ（加p加拍朋即∂）の幼体を用いた。本種は、国

　　立環境研究所より入手したものを、当社において累代飼育しているものである。また、基

　　準物質（重クロム酸カリウム、試薬特級、Lot　No．KCE6888和光純薬工業㈱）による急性遊

　　泳阻害試験の48時間EiC50は0．80mg／しであった。

供試する幼体を得るためのミジンコの飼育方法

　累代飼育中のものから幼体を抱えた肉眼的に健康かっ十分な大きさの雌成体を選別し、

別に用意した容器に移し、翌日、産出された幼体を別の容器に分けた。この幼体を供試ミ

ジンコの親とし、以下の条件で2～4週間飼育した。成熟し幼体産出開始後は1週間に少なく

とも2回以上幼体を除去した。2～4週間後、暴露開始前日に育房内に幼体を持つ雌成体を選

別し、翌日（24時間以内）、産出された幼体を試験に用いた。供試ミジンコの親を飼育中、

多数の死亡個体および休眠卵や雄は生じなかった。

飼育水　：希釈水（3．2参照）

飼育密度：20～50頭／L飼育水（但し、成熟個体の場合は、25頭以下／しとした）

水温　　：20±1℃

照明　　：室内光、16時間明／8時間暗

餌　　：㎝ノ・rθ！！∂γσ18∂r∫5

　　　　市販のクロレラ濃縮液（商品名：生クロレラV12、クロレラ工業㈱）を遠心

　　　　操作により、希釈水に置換して懸濁液を調製し給餌した。

　　　　1％懸濁液の有機炭素含量は1050mgC／しであり、この値を基に餌の添加量を

　　　　決定した。実際の有機炭素含量の測定は、広栄テクノサービス㈱に委託し

　　　　た。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［付属資料一4コ

給餌量　：原則として、ミジンコ1頭当たり0う10rθ118レθ18arf5を0．1～0．2mgC（有機

　　　　炭素含量）／目の割合で与えた。
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3　試験方法

3．1試験条件

　　　1）暴露方法：

2）暴露期間：

3）連数

4）生物数

5）試験液量：

6）試験水温：

7），照明　　：

8）給餌量

暴露8日目までは週3回（月、水、金曜日）、暴露9日目以降は溶存酸

素濃度の減少を考慮して毎日の頻度で試験液の全量を交換する半止

水式で行った。

21目問

1試験区に付き4連

40頭／1試験区（1連に付き10頭で1試験区40頭）

1000mL／容器

20±1℃

室内照明、16時間明／8時間暗

ミジンコ1頭当たり砒ノorθ11∂v〃18∂．r∫5を0．1～0．2mgC（有機炭素含

量）／目の割合で与えた。餌の添加量は1％懸濁液の有機炭素含量

（1050mgC／L）から求めた。　　　　　　　　　　［付属資料一4］

3．2　希釈水

　　　脱塩素水（宝塚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

　　たもの）を使用した。希釈水の主な水質として、総硬度が約63mg／L（CaCO，換算）、

　　p　Hが8．1であった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［付属資料一1］

3．3試験容器および恒温槽等

試験容器：　1000mL容ガラス製ビーカー

恒温槽　　　ミジンコ試験用恒温槽

水温計　　　電子温度計（PC－2200　㈱佐藤計量器製作所製）

p　H計　：　F－8AT型（堀場製作所製）

溶存酸素計：58型（Y　S　I製）

3．4試験濃度の設定

　　　オオミジンコに対する急性遊泳阻害の結果、48hr－EiC50値は10mg／L（最高助剤濃度

　　100mg／しで均一分散可能な最高濃度）以上であったことから、繁殖阻害試験は10mg／Lを

　　最高濃度とし、それ以下の濃度を公比2．2で5段階設定した。対照には希釈水のみの対

　　照区と、助剤対照区としてアセトン100mg／L区を設けた。各試験区は以下の通りである。

　　　「対照区，助剤対照区，0．46，1．0，2．ゑ，4．6および10mg／L」　（設定値）
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3．5　試験液の調製

　　　必要量の被験物質を電子天秤を用いて秤量し、これに溶解助剤としてアセトンを10

　　倍量添加して十分に混合した後、希釈水を加えて定容、撹拌し試験原液を調製した。

　　設定濃度の試験液を調製するのに必要な試験原液をメスシリンダーではかり取り、希

　　釈水を加えて5000mLあるいは4000mしに定容撹拌して試験液を調製した。4個の試験容器

　　にそれぞれ1000mしとなるよう試験液を分注した。

　　　対照区は、被験物質を加えない希釈水を用いた。

　　　助剤対照区は、アセトンを電子天秤を用いて秤量し、希釈水を加えて定容、撹拌し

　　100mg／L溶液を調製した。

3．6　試験液の分析

　　暴露7日、9目、19日および20日目に全試験区の試験液（但し、各1試験容器）について、

　栓付ガラス製遠沈管（約50mL）に採取した。採取した試験液はフィルター濾過後、H　P　L

　Cにより分析した。試験液の分析に際しては、試料のピーク面積から絶対検量線法により

　定量した。詳細は付属資料一2に示した。なお、実際の物理化学的試験は㈱住化分析セン

　ターに委託した。

3，7　試験操作

　　　試験液の水温、溶存酸素濃度（D．0．）、p　Hを測定後、試験容器に供試ミジンコを

　　放泳し、その時点を暴露開始とした。先端が比較的広ロのガラスピペットを用いて供

　　試ミジンコを放泳した。その際、試験液量に対してピペット内の飼育水は全量で1％以

　　内を目安とした。その後、試験液交換毎にミジンコを新しい試験液に移しかえ、21目

　　目まで飼育した。暴露期間中は毎日給餌を行った（3．1参照）。

・ミジンコの観察：

（親ミジンコ）毎日、生存数を計数し、状態（遊泳阻害数、外観など）を対照区と

　　　　　　比較した。なお、計数後の親ミジンコの死亡個体は取り除いた。

（産出幼体） 初産目から毎目、幼体の生死を計数した。堕胎卵、休眠卵の発生等

についてその有無を観察した。計数後の幼体は廃棄した。また、最

初の幼体産出日（初産日）を記録した。

・水質測定： 水温、溶存酸素濃度（D．0．）、p　Hを、全試験区について、暴露期

間中に週1回（試験液交換前後）の頻度で測定した。1試験区につき

1容器について測定した。
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4　結果の算出

　　　　対照区の親ミジ堵コの状態に特筆すべき点は認められなかったが、暴露12目頃から

　　　幼体産出数が助剤対照区や低濃度暴露群に比べて減少傾向となり、暴露終了時での累

　　　積幼体産出数は、統計学的にも有意に少なかった。

　　　　この原因は特定できなかったが、ミジンコの繁殖生理上にとって何らかの阻害因子

　　　が生じたためと推測される。従って、本試験での影響評価には対照区は不適切と判断

　　　し、助剤対照区を採用した。

4．1親ミジンコの半数致死濃度（LC50）の算出

　　　試験最高濃度区（10mg／L）の死亡率が5％であったため、統計的手法（Binomia1法、

　　Moving　average法またはProbit法）は適用できなかった。

4．2　50％繁殖阻害濃度（ErC50）の算出

　累積幼体産出数の算出

　　　各試験容器の親1頭当たりの暴露期間中の累積幼体産出数（TF）および平均累積幼

　　体産出数（TF）を以下の式より求めた。

　　　πε　2×凡
7F二 `鳥、1＋P．

ここで

η　　：幼体観察回数

Fη　：n回目の生存幼体数

Pη　：n回目の観察時の親ミジンコの生存数

Pηづ：n畦回目の親ミジンコの生存数

Po　：最初に幼体を観察した日の前日の親の数

ηθ　：最終観察回

（Pηゴ＋Pηが0の場合は、無視した。）

　　　ゆ

π．艶
　　　　海

ここで

TF刀

m
：各試験容器の累積幼体産出数

：試験区当たりの連数（試験容器数：4）

ErC50値の算出

　　供試生物数に助剤対照区の平均累積幼体産出数を、反応数に助剤対照区と各濃度区

　の平均累積幼体産出数の差を適用して、Binomia1法により、14および21日目の50％繁

　殖阻害濃度（ErC50）を算出し、95％信頼区間も算出した。
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4．3最大無作用濃度（NOECr）および最小作用濃度（LOECr）

　　　4．2に示したように各試験容器毎の親1頭当たりの累積幼体産出数を算出し、各濃度

　　区と助剤対照区との有意差の有無を平均値の差の検定（t検定）により有意水準5％で

　　求め、助剤対照区と有意差の認められない最高濃度（最大無作用濃度：NOECr）および

　　有意差の認められる最低濃度（最小作用濃度：LOECr）を決定した。
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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

　　　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は認められなかった。

5．2試験液中の被験物質濃度

　　　試験液調製時の被験物質濃度は、暴露7日目でO．44，0．98，2．1，4．4，9．2mg／L、暴

　　露19日目では0．43，0．88，2．0，4、7，10mg／L［設定値0．46，L　O，2．2，4．6，10mg／L］

　　であった。設定値に対する割合はそれぞれ92～98％、88～100％であり、設定の±20％

　　以内であった。

　　　また、それらの2日後または1日後（試験液交換前）の濃度はそれぞれ0．42，0．95，

　　2、1，4．2，9．Omg／L、0．42，0．91，2．1，4．3，9．2mg／L［設定値0．46，1．0，2．2，4．6，

　　10mg／L］であった。設定値に対する割合はそれぞれ90～95％、91～94％であり、設定

　　の±20％以内であった。

　　　これらの被験物質の実測濃度の21目間の時間加重平均値は0．43，0．93，2．0，4．4，

　　9。4mg／L［設定値0．46，1．0，2．2，4．6，10mg／L］であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table1（p．17），付属資料一2］

5．3　ミジンコの観察結果

　親ミジンコの死亡数および死亡率

　　　対照区での親ミジンコの死亡率は暴露終了時で0．0％であり、試験成立条件である

　　20％以下の基準を満たした。

　　　2，2’一アゾビス（2一メチルプロパニ“リル）　0．46，1．0，2．2，4．6，10mg／L濃

　　度区および助剤対照区の死亡率は、それぞれ0．0，0．0，2．5，0．0，5．0および2．5％で

　　あった。

　　　　　　　　　　　　　　　［Table2－1，2－2（p、18），Figure1（p．19）付属資料一3］

初産目

　　対照区での親ミジンコの初産目は7目であり、試験成立条件である9目以内の基準を

　満たした。

　　2，2’一アゾビス（2一メチルプロパニトリル）全濃度区および助剤対照区の初産

　日は対照区と同様の7目であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table3（p．20），付属資料一3］
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平均累積幼体産出数

　　対照区での親ミジンコの平均累積幼体産出数は7L6頭であり、試験成立条件である

　40頭の基準を満たした。

　　なお、今回の試験では、　「4．結果」の項で記述したように対照区で何らかの繁殖阻害が

　生じたものと判断したため、助剤対照区を基に検定した。

　　助剤対照区の平均累積幼体産出数は99．7頭であったのに対し、2，2’一アゾビス

　（2一メチルプロパニトリル）0．46，L　Oおよび2．2mg／L濃度区は、それぞれ90．7，87．0

　および86．0頭でいずれも有意差は認められなかった。4．6および10mg／L濃度区は、74．2

　および34．8頭で助剤対照区に対して有意に少なかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4（p．21），Figure2（p．21）付属資料一3］

親ミジンコの大きさと状態

　　2，2｝一アゾビス（2一メチルプロパニトリル）0．46，L　O，2．2，4．6mg／L濃度区

　および助剤対照区は、対照区と比較して大きさや状態に差が無かった。ただし、対照

　区を含む全試験区において暴露18日目以降、水底で一時期に横転する個体が少数散見

　されたが、外部刺激を与えることにより水中を正常遊泳することから、一過性の変化

　であり被験物質に起因するものではないと判断された。10mg／L濃度区では、暴露19目

　目から体色白化や遊泳阻害の症状が認められた。

休眠卵の発生等

　　いずれの試験区とも暴露期間中に休眠卵の発生は全く認められなかった。

　　堕胎卵は暴露期間中、対照区および助剤対照区を含む全ての試験区で、不規則に産

　出され、濃度に依存して若干多く認められた。

5．4親ミジンコの50％致死濃度（LC50）

　　　14日間および21日間の親ミジンコの50％致死濃度（LC50）は、10mg／L以上であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table　5（p．22）］

5．5　50％繁殖阻害濃度（ErC50）

　　　14日間および21日間の50％繁殖阻害濃度（ErC50）は、8．Omg／L〔95％信頼区間4．6

　　mg／L～10mg／L〕、7．5mg／L〔95％信頼区間4．6mg／L～10mg／L〕であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table6（P．22）］
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5．6　累積幼体産出数に及ぼす最大無作用濃度（NOECr）および最小作用濃度（LOECr）

　　　親ミジンコ1頭あたりの累積幼体産出数に及ぼす21日間の最大無作用濃度（NQECr）は、

　　2．2mg／しであり、最小作用濃度（LOECr）は4．6mg／しであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table7（P．23）］

5，7試験液の水温、溶存酸素濃度およびpH

　　　21日間の暴露期間中の水温は20．2～20．9℃で、設定どおりであった。

　　　溶存酸素濃度（D．O・）は、助剤対照区で暴露9日目に飽和の52％（4．6mg／L）に低下

　　したため暴露9日目から試験液交換を毎日に変更したところ、飽和の60％以上（7．5～

　　8．Omg／L）を確保できた。対照区では暴露期間中、60％以上（7．5～8．3mg／L）であった。

　　他の試験区の溶存酸素濃度は5、4～8．4mg／しで飽和溶存酸素濃度の60％以上であった（20．

　　0℃の飽和溶存酸素濃度：8．8㎎／L）。

　　　p　Hは7．4～8ユの範囲で変動は1以下であった。

　　　以上のことから溶存酸素濃度が一時的に飽和の60％を下回った以外は、水温、p　H

　　ともミジンコの生育条件としては適切な範囲であったと思われる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table8，Table9，Table10（P．24）］

以　上
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Table1． MeasuredConcentrationsof2，2㌧Azobis（2－methylpr・panitrile）duringa

day　Exposure　of　Z冶Pカ〃f∂皿a8刀∂under　Semi－Static　Test　Conditions
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Figure1．CumulativeNumbers・fDeadParenta1伽h∫加
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Table3．Time（days）toFirstBroodProduction

Nominal　Concentration　（mg／L）

Vessel　No． Control So1．Cont． 0．46 1．0 2．2 4．6 10

A
B
C
D

7
ワ
」
ワ
’
ワ
‘

7
7
弓
～
7

7
ワ
‘
ワ
’
7

ワ
’
7
ウ
～
ワ
’

ウ
f
ウ
’
ウ
’
ワ
～

7
7
7
ワ
‘

Mean 7，0 7．0 7．0 7．0 7．0 7．0 7．0
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Table4、 MeanCumulativeNumbers・fJuvenilesProducedperAdult （ΣF1／P）
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Table　5．　Calculated　LC50　Values　for　Parental　Z冶phノコ∫8

Exp。s町eperi。d一

　　　　（days）

LC50

（mg／L）

95％ Confidence　limits

　　　（mg／L）

Statistical

　　method

1三．．

21

．．≧10．

＞10

Nominal　Concentration．

Table　6．　Calculated　ErC50　Values for　工nhibi　t　ion　of　Reproduct　ion

Exposure　per　i　od

　　　　（days）

ErC50

（mg／L）

95％ Confidence　limits

　　　（mg／L）

Statistical

　　method

．羅．

21

、登：£

7、5

三二．留主9．

4．6～10

．旦i鯉烈．

B　inomi　a1

Nominal　Concentration．
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Table7．

Nominal　Concentration （mg／L）

Vessel　No． Control So1．Cont． 0．46 1．0 2．2 4．6 10

A
B
C
D

64．0

W4．4

U4．7

V3．2

119．9

P08．8

V3．1

X7．1

99．7

W6．4

W8．9

W7．8

85．3

W9．2

W4．0

W9．3

83．6

V9．8

V9．9

P00．6

68．7

V5．1

U8．5

W4．3

39．6

R2．1

R5．2

R2．1

Mean

r．D．

71．6

X．5

99．7

Q0．O

90．7

U．1

87．0

Q．7

86．0

X．9

74．2

V．4

34．8

R．5

F－test F　value 10，844 54，755 4，091 7，280 31，908

Equality YES YES NO NO YES

t－test（Probability） 0，444 O，293 0，265 O，054 0，007

Significant difference（95％） NO NO NO YES YES

S　ignifi　cance　Test　of　Difference　between　the　Mean　Cumu工at　ive　Numbers　of

JuveuilesPr・ducedperAdultinS・1ventcontrolandTestVesselsafter21

days（Tw。一sidedtest・fF－testandt－test）

Statistic

・
－

n

　　xi

Xi＾2／i

sx＾ Q

　　　　4

　　　24

　　398．900

39780．303

40985．470

4

　　362．800

32905．960

33017．100

4

　　347．800

30241．210

30263．220

4

　　343．900

29566．803

29861、370

4

　　296．600

21992．890

22158．440

4

　139．000

4830．250

4868．020

　t

xbb

ct

　1889．000

　　　78。708

148680．042

ANOVA　TABLE

Source Sum　of　Sq． DF Mean　Sq． Fratiof（0．05，f1，f2）

㎞o肛9

Within

10637

1836

『
0
Ω
∪

　
1

2127

102

21 2．77

Tota1 12473 23 2229

No　observed　effect　concentrat　i　on（NOECr）　＝＝

Lowest　effect　coacentration（LOECr）　　　　　ニ

2．2mg／L

4，6mg／L
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Table 8・　Temperature　Va　l　ue　s　dur　ing　a　21－day　〃∂ρh刀∫∂　Reproduct　i　on

　　　　（Semi－Static　Test）

　　Temperature，。C

Inh　i　b　i　t　i　on　Te　st

Nomina1Concentration（mg／L）
days Control　　　Soユ．Cont． 0．46 1．0 2．2 4．6 10

0

．．盆．

7

．皇．

new　　20．4

．鯉　ag＝z

new　　20．3

．9羅．．．．盆9二．エ．

20．4

．29：7．．

20．2

．29：．エ．

20．4

．2Ω二．エ．

20．3

．29二．皇．

20．3

．盆9：．2．

20．3

29：．§．

20．3

．盆9・．昼

20．3

．盆〇二．旦．

20．3

璽鰹．

20．3

．29：．至．

20．3

．．盆9：昼．

4
【
ロ

ー
『
⊥

new

old

20．7

20．7

20．8

20．9

20．8

20．7

20．8

20．7

20．8

20．7

20．8

20．7

20．3

．盆9・至

20．9

20．7

new：　Fre　shl　y　prepared　te　st　so　l　ut　ions．

01d：Testsolutionsafter1～2daysexpos肛e．

Table9．Diss・1vedOxygenC・ncentration（D．0．）
　　　　　　　　　Inhibition　Test　（Semi－Static　Test）

　　　　　　　D．0．（mg／L）

duringa21－dayOaρh刀ゴ∂・Reproduction

NominalConcentration（mg／L）
days Control　　　So1．cont． 0．46 1．0 2．2 4．6 10

0
2
．
．

7

．．a．

new　　　8．0

．鯉．．　昼・、9

new　　　8．3

．鯉．．エ＝．5．．

8．0

．βこ9．．

8．3

．4二皇．．

7．9

．エ：．色』

8、3

．皇：．エ．．

8、O

．z二．2．．

8．3

．至二．危

7．9

．エ・．．9．

8．3

．長二瀦．．

7．8

．z二2．．

8．3

．5：エ．．

7．9

エ・．β．

4
『
0
1
1

new

old

8．0

7．8

8．0

7．5

8．0

7．6

8．0

7．7

8．0

7．7

8．0

7．6

8．4

．篁・§

7．9

7．7

new：　Fre　shl　y　prepared　t　e　s　t　so　lut　i　ons．

。ld：Tests。luti・nsafter1～2daysexp。sαe．

Table10・pHd町inga21－day物妬∂Repr。ducti。nlnhibiti。nTest

　　　　　　　pH

（Se皿i－StaticTest）

N・mina1Concentrati・n（mg／L）
days Control　　So1．cont． 0．46 1．0 2．2 4．6 10

0

．2．．

7

．．皇．

new　　　7．9

．巳1蛙．．　z盗

new　　　8．0

鯉．　エ・．垂．

8．0

婁こ．9．

8．0

．エニ旦．．

8．0

．昼：．9．．

8．0

エ：．食．．

8．0

．βこ．！

8．0

．エ二食．．

8．O

－旦二．．…．‘

8．0

．エ＝隻．

7．9

．．婁二．三

8．0

．．z二．皇．．

8．0

．豊二三、．

4
ζ
U
1
1

new

old

7．9

7．5

7．9

7．5

8．0

7．6

8．0

7．9

8．0

7．9

8．0

7．9

8
．

．エ・

0

§
．

8．0

7．9

new：

01d：

Freshly　prepared　test　solutions．

Tests・1utionsafter1～2daysexposure．
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付属資料一1

希釈水の水質

　（全1頁）
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Water　Qual　i　ty　of　D　i　lut　i　on　Water

Parameter Concentration

COD

Phosphorus

pH

E．coli

Total　mercury

Copper

Cadmium

Zinc

Lead

Aluminum

Nickel

Tota　l　chromi　um

Soluble　maaganese

Tin

So　lubl　e　iron

Cyanide

Free　chlor　i　rle

Bromide　ion

Fluoride

Sulfi　de　ion

A㎜oni㎝ion
Arsenic

Se　l　en　i　um

Evaporate（i　residue

Electro　conductivity

Total　hardness

M－alkalinity

So（iium

Potassium

Calcium

Magnes　ium

Total　chlorinated　pesti　ci　des

Tota　l　organophosphorus　pe　st　i　c　i　des

PCB

く1mg／L

　〈0．01　mg／L

　　8．1（15．0℃）

　　N．D．

　〈0．0005　mg／L

　〈0．01　mg／L

　〈0．OOI　mg／L

　〈0．01　mg／L

〈0．005㎎／L

　〈0，02　mg／L

　〈0。02　mg／L

　〈0．02　mg／L

　〈0．005　mg／L

　〈0．03　mg／L

　〈0．03　mg／L

　　N．D（〈0．01mg／L）

　　0．01　mg／L

　　O、5mg／L

　　O．29　mg／L

　〈0、1　mg／L

　〈0．1　mg／L

　く0．001　mg／L

　＜0．001　mg／L

230mg／L

38mS／m

　63．1　mg／L

59mg／L

54mg／L

　　3．6mg／L

　　6．6mg／L

　　3．9mg／L

　〈0．001　mg／L

　〈0．001　mg／L

　〈0．0005　mg／L

Date：　Nov．　8，1996
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付属資料一2

試験液の分析方法

　　（全17頁）
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試験結果報告書

表題：2・2’』アゾピス（2一メチルプ・バニトリル）のオオミジンコ（勿加∂㈱8）に対する繁殖阻害試

　　　　験（物理・化学系）

（試験番号：　E　D　R96001）

1997年6月オ日

運営管理者

大阪事業所　　所長

株式会社 住化分析センター

大阪事業所

ESOP／REC／011　RS－Ol
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陳　述　書

試験委託者

称
所
名
住

住化テクノス株式会社

兵庫県宝塚市高司4丁目2番1号

試験の表題　　’ 2，2’一アゾピズ（2・メチルプロパニトリル〉のオオミジンコ（加p加∫a皿8即a）

に対する繁殖阻害試験（物理・化学系）

試験番号　・　EDR96001

上記試験は、環境庁の「生態影響試験実施に関する基準」に従って実施したものであり、

提出した資料は原本と相違ありません。

／997年」動悲日

（所属）

　株式会社 住化分析センター

大阪事業所　所長

（氏名）

　運営管理者

ESOP／REC／011　RS－11
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試験の表題：

試験番号：

監査・査察報告書 （951025）

2・2㌧アヅビス（2一メチルフ●・ノ寸ニトリル）のオオミジンコ（物妬8噸∂に対する

繁殖阻害試験（物理・化学系）

｝

　　　　　　　EDR96001

　　　本最終報告書の試験は・当鰍の信雛保証部P弓に関する標準操作手囎に従って

　　下記の監査・査察を受けている。

QAU　　　　　　　運営管理者および　　　　　　　　　監査．査察

　監査・査察日　　　試験責任者への報告日　　　　　　　項目

1997年3月20日 1997年　3月20日 試験計画書
1997年3月20日 1997年3月20日 試験操作

1997年3月24日 1997年3月24目 試験操作

1997年4月3日 1997年4月3目 試験計画書変更書
1997年4月11日 1997年4月11日 試験操作
1997年5月13目 1997年5月13日 試験計画書変更書
1997年5，月21目 1997年5、月21目 試験操作
1997年6月20日 1997年6月20日 最終報告書（草稿）

1997年6月25日 1997年6月25日 最終報告書

本試験は適正に実歯されており、本最終報告書は試験で使用した方法、手順力玄正確

に記録され・かっ試験の生データを正確1こ反映していることを認めます．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1997年　6月25目

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　株式会社　住化分析センター　大阪事業所

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　QA責任者　　■

　　　　　　　　　　ESOP／QAU／001　RS－11
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号：E　D　R96001

表題：2，2’一アゾピス（2一メチルフ’ロパニトリル）のオオミジンコ（〃即伽i∂辺卿名）に対する繁殖阻害試

　　　　験（物理・化学系）

試験委託者

名　称

住　所

住化テクノス株式会社

兵庫県宝塚市高司4丁目2番1号

試験期間

自：　1997年＿這L月＝≧2日

至：　1997年」乞月並日

試験施設

名　称

住　所

試験責任者

試験担当責任者

試験担当者

最終報告書作成者

運営管理者

株式会社

〒665

住化分析センター　大阪事業所

兵庫県宝塚市高司4丁目2番1号

1997年6月25一日

1997年■＿月連日

1997年6月万日

1997年6月2‘日

1997年∠，月並日

ESOP／REC／011　RS－03
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1．要約

生態影響試験「2，2’一アゾビス（2一メチルブロパニトリル）の方方ミジンコに対する繁殖

阻害試験〔試験番号：E　D　R96001）」時の試験液（試料）中の被験物質濃度を測定

　した．

2．緒言

　試料中の被験物質濃度を高速液体クロマトグラフにて測定した．

3．試験物質、試薬および装置

　2－2㌧アゾビス（2一メチルブロパニトリル）標準品：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　より提供された純度既知の被験物質

　　　　　　　　　　　　Lot．No．　：　DLE7785
　　　　　　　　　　　純

ジクロロメタン：

アセトニトリル：

蒸留水：

n一オクチルアルコール：

無水硫酸ナトリウム：

フィルター：

高速液体クロマトグラフ用ポンプ：

紫外分光光壌計検出器：

自動注入装置：

データ処理装置：

天秤：

度　：　99．3％

残留農薬試験用　　　　　　　　　関東化学㈱製

高速液体クロマトグラフ用　　　　関東化学㈱製

高速液体クロマトグラフ用　　　　関東化学鰯製

特級　　　　　　　　　　　　　　和光純薬㈱製

残留農薬試験用　　　　　　　　　　関東化学㈱製

DISMIC－13HP　（PτFE　O、45μm）　　　　　　　　ADVANTEC

LC－5A　　　　　　　　　　　　　　㈱島津製作所製

SP卜6A　　　　　　　　　　　　㈱島津製作所製

㎜略OA－H型　　　　　　　　鞠協和精密製作所製

C－R4A　　　　　　　　　　　　　㈱島津製作所製

AT－250　　　　　　　　　　　　　メトラ一社製

4．試験の実施

（ユ）用いた試験方法

　　　試験水を液々抽出後、高速液体クロマトグラフにて定量した．

（2）試験装置

　高速液体クロマトグラフ操作条件

　　　カラム：　Su皿ipax　ODS　A－212
　　　　　　　　　　（粒径　5μm，内径　6mm，長さ　15c　m）

　　　移動相：アセトニトリル／水＝2／3（V／V）

　　　カラム温度：　室温

　　　流　　量：　1．OmL／min
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保持時間：　約12．5分

測定波長：　205nm

注入量：50μL

（3）試験液の分析

1）検量線の作成

　　　　2，2’一アゾビス（2一メチルブロパニトリル）標準品約30mgを精密に秤り取

　　　り30mL容メスフラスコに入れ、アセトニリルを加えて溶かし、定容とした．こ

　　　の液より一定量を採取し、蒸留水で希釈し、約1，5，10，20m　g／しの標準溶液を調

　　　製した．

　　　　4．（2）の条件に調整した高速液体クロマトグラフに注入し、それぞれの標準

　　　溶液のビrク面積と標準品の重量から検量線を作成し、最小自乗法により回帰直線

　　　式を求めた．

　　　　なお、検量線のバラツキの許容範囲は相関係数が、0．95以上であることとした．

2）試料の分析

　a　試料は、50mL容遠沈管に満たした状態で試験委託者より受け取った．

　b．　あらかじめ塩化ナトリウム1gを入れた100mL容分液ロートに試料（＆）20mLを

　　　撤し・ジク・・メタン（40皿Lx2回．）を加え、振盪舳（5分間x2回）した．

　　　5分間静置した後・ジク・・メタン層を無水硫酸ナトリウムを載せた三角。＿ト

　　　　にて脱水濾過後・2％n一オクチルアノレコール／ジク・・メタンlmLを加え、。

　　　一タリーエバボレーターを用いて、浴温40℃以下で減圧濃縮した．

　　　　アセトニトリル／水＝2／3（VIV）で被験物質の濃度が1～20m　g／しになる

　　　ように希釈し、フィルターで濾過後、4．（2）の測定条件にて絶対検量線法で

　　　濃度を求めた．

感度確認のため・測定終了後に標準溶液を注入し、感度変化のないことを確認した．

3）検出限界

　装置の最小検出量　：50n　g

　注入量　　　　　　：50μL

最終液量：2m　L

試料量　　：20m　L

50ng／50μL×2mL／20mL＝0．1mg／L
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5．試験結果

（1）添加回収試験結果

　　　検出限界の10倍濃度（1皿9／L）における回収試験を行ったところ、以下の結果

　　が得られた．なお、変動係数は10％以内であった。

設定濃度

香@g／L

回収率

@％

平均回収率

@　％

82．46
1，004 81．53 81．73

81．20

（2）試験液測定結果

測定値 mg／L設定濃度

@㎎／L 7日後 9日後 19日後 20日後
対照区 ＜0．1 〈0．1 〈0．1 〈0．1

助剤対照区 〈0．1 〈0．1 〈0．1 く0．1

0．46 0．4428 0．4156 0．4344 0．4232

1．0 0．9800 0．9494 0．8837 0．9145

2．2 2，073 2，065 1，996 2，061

4．6 4，375 4，174 4，722 4，316

10 9，249 9，036 10．09 9，223

6．試験成績の信頼性に及ぼしたと思われる環境要因

　　　試験成績の信頼性に及ぼしたと思われる環境要因は特に認められなかった．

7．S　O　Pまたは試験計画書からの逸脱

　　　S　O　Pまたは試験計画書からの逸脱は特に認められなかった．

8．資料の保管

　　　試験計画書、生データ、資料、最終報告書は、試験報告書作成後10年間、当社施設

　　　の資料保管室に保管する．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．

9．添付資料

　　　検量線

　　　標準溶液のクロマトグラム

　　　試料のクロマトグラム
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Appendix　3－3
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Appendix3－5
　　（Testconc．・
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Appendix　3－6

　　（Test　conc．
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Appendix3－7
　（Testconc．

Result　of　reprodaction　test
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付属資料一4

餌料の有機炭素含量測定

　　　．（全5頁）
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報 告 書

〕

藻類懸濁液中の全有機炭素量測定

　　　（試験番号6001）

）

広栄テクノ 会社
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　　　　　　　　　　　　　　　　信頼性保証報告書

　　試験の種類

　　　　　　　　藻類懸濁液中の全有機炭素量測定

　　試　験No．6001

　　　本試験は、r新規化学物質に係る試験及び指定化学物質に係る有害性の調査の項目等を定める命令

　　第4条に規定する試験施設燗する基準」（昭和63年11月18臓企研第233号、衛生第38

　　号及び63基局第823号）に従って適正に行われており、報告書には、試験で便用した方法および

一、手順が正確に記載され・報告結果は・試験嘩データを正確に反映してし・ることを保証する．

己二二
ロ

㍉
ノ

監査・査察の対象

試験実施日

報告：書監査

監査・査察実施日

平成8年11月21臼

平成8年11月27日

目告報

平成8年11月21日

平成8年11月27日

平成　8年ll月28日

信頼性保証業務担当者

　所属　広栄テクノサービス株式会社

　職　　副事業所長

氏名

大阪事業所
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試験N　o．6001

表題：藻類懸濁液の全有機炭素量測定

試験期間

　　　自：平成》年／／月ヴ日

至：平成乎年！！月27日

） 測定実施日

平成　8年11月21日

試験機関の名称と所在地

　　　　広栄テクノサービス株式会社　大阪事業所

　　　　大阪市城東区放出西2丁目12－13

運営管理者氏名 平成3年／！月之7日

》

試験責任者氏名 平成鉾〃月27日

試験担当者氏名 平成　8年！1月27日

報告書作成者名

最終報告書作成年月日 平成5｝年ノ／月27日

KOEITECENOSERVICE
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験N　o．6001
1．測定試料
　C　h　l　o　r　e　l　l　a　v　u　l　g　a　r　i　s1％懸濁液（生グロレラ　V12）　Lot．Y－961119

2．試料の前処理
　　①測定試料5皿1を100皿1のメスフラスコにホールピヘ。ットで取り、超純zk車1でメスアップした。

　　②測定試料8皿1を100m1のメスフラスコにホールピペットで取り、超純水卓1でメスアップした。

　　岨当GL　P試験施設において管理している超純水

　　　　　M　I　L　L　I－Q（ミリポア製超純水製造装置）による自製

　　　　く標準液の調製＞

　　　　　TC標準液：フタル酸水素加ウム0。085gを正確にはかり採り、超純水で100m1にメスアップする。これを

　　　　　　　　　　更に4倍希釈したものを標準液とした。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
　　　　　IC標準液：炭酵水素ナトリウム0・149・炭酸ナトリウム0．1779を正確にはカ・り採り、超純水で100mlに

　　　　　　　　　　メスアッフする。これを更に4倍希釈したものを標準液とした。

＿　　3　全有機炭素（TO　C）分析測定結果
．）

）

試　　料
TC
Z度
i皿9／1）

I　C

Z度
img／1）

TO　C

Z度
i皿9／1）

TC標準液 100．3
一 』

I　C標準液
一 100．5

　①Chlorella　vulgaris1％懸濁液（20倍希釈） 52．6 0．0 52．6
②Chlorel　la　vulgaris1％懸濁液（12．5倍希釈）

83．8 0．0 83．8

　　Chlorellavulgaris1％懸濁液の全有機炭素濃度：①52．6×20＝1052（mg／1）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　②83．8×12．5＝1048（mg／1）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　平均：1050（皿g／1）

4．全有機炭素量測定条件

　　　装　　　置：TOC分析装置　丁O　C－500（島津製作所製）

　　　range：×10
　　　注入量二30μ1
　　　触　　　媒：TC触媒
　　　キャリアガス　ニ空気

　　　流　　速：150mi／min．

5．データの解析に使用する統計学的方法

　　　TO　Cのデータ処理は、分析計に付属するデータ処理装置で行った。

　　　TOCの濃度（mg／1）は、小数以下1桁に丸めて表示した。
　　　数値を平均する場合は、算術平均とした。

　　　数値の丸め方は、J　I　S　Z　8401－1961による。

6．添付資料
　　　全有機炭素測定データ（生データ写し）

7．資料の保管

　　　当該試験に関する記録及び資料は広栄テクノサービス（株）が保有する試資料保管室に保管す
　　る。
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