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陳 述 書 1

一般財団法人化学物質評価研究機構
久留米事業所

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ヒメダカを用いる96時間急性毒性試験

( e

試験番号 95284

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 o31121004 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 ofGoodLaboratofy Practice,November26,1997

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。 ( (

JG ー,t年 月 {8 日

　試験責任者

ー
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信頼性保証書

一般財団法人化学物質評価研究機構
久留米事業所

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ヒメダカを用いる96時間急性毒性試験

試験番号 95284

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 2010 年 11 月 25 日 2010年 11 月 25 日
試験計画書 2010 年 11 月 26 ,日 2010 年

ー
11 月 26 日

暴露開始時r暴露関船後 2010年 11 月 29 日 12010 年
‐
12 月 . 日

2010 年 ,12月 1 日 - 2010 年 12 月 1 日
生デニ変 ".・最終鞍善書草案 2011 年

rl
月 19 日 , 2011 年 1 月 19 日

生学ご多r・.最終朝善書草葉
再査察 2011 年 2 月 18 日 2011 年 2 月 18 日
最終報告善一-- 一一… 2011 年 2 月 18 日 2011.年 2 月 18 日

ユ0" 年 ユ月 /弁日

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ヒメダカを用いる 96時間急性毒性試験

試験委託者
名 称 環境省
住 所 〒100‐8975 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-o801 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ヒメダカに対する急性毒性試験を行い、96時間の半数致死濃度 ださ

　(LC5。) 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 031121002号、平成 18年 11月 20 日 最終改正)

に定める「魚類急性毒性試験」
b) OECDGuidelines forTest 山 gofChemicals,No.203,July17,1992,. ーFish,Acute 恥 xicity 発 st11

c) OECDGuidanceDocument,No.23,September2000,"GuidanceDocumentonAquatic 恥 xicity

,rpestingofDi ぼicl肌tSubstancesi 好ldMixtures1.

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 ofGoodLaboratoryPractice,Novembe ・26,1997

試験日程
試 験 開始 日 2010年 11月 26 日

実 験 開 始 日 2010年 11月 29 日

実 験 終 了 日 2010年 12月 3 日

試 験 終 了 日 2011年 2 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
ユ o{- 年 ,↓ .月 {8 日目「

試験責任者

‐7 ー
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11.要 約

試験条件
試験生物 ヒメダカ (0ケガαs加平es)

試験用水 脱塩素水道水
試験区 0.060、 0.040、 0.027、 0.018、 0.o12 m 胃L( 公 比 1.5) の 5 濃 度 区

[測定濃度として 0.034、o.023、 0.0096、 0.0094、 0.oo63mg 〆L] 及び

対照区
試験液の調製 試験用水を満たした三角フラスコ内に供試試料を水面下で添加後、

密栓し、撹拝して loomgL の試験原液を調製した。必要量の試験

原液と試験用水を混合、撹枠して試験液を調製した。

暴露方式 半止水式 (24時間ごとに換水)、密閉系
暴露期間 96時間
連 数 1連顧;験区
試験生物数 7尾/試験区
試験液量 約 5U試験区
水 温 232~24 げ C

エアレーション 無し

照 明 室内灯、16時間明/8時間暗

給 餌 無給餌
被験物質濃度の測定

量

GC-MS 法

(暴露開始時、換水前後及び暴露終了時又は全個体死亡確認時)
試験結果
96 時間 LC5o o,01omgL

96時間 100%死亡最低濃度

0.0231]【1g凡

96時間 0%死亡最高濃度

0.0063m 彰L

(上記濃度は、測定濃度の幾何平均値に基づく値)

- 8-
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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

労り 名 クロロ.ピクリン

cAs 番号 76‐06‐2

b)構造式等
構造式

〒I
Cー--C-N02

,と.

分子式 CC13N02

分子量 164,3gI

*1 原子量表 (2010)を用いて算出した値

の純度等
被験物質純度

・
99.9%2

不純物 水分 18ppm12

供給者 ■■
ロット番号

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 24mmHg(25oc) 息4

対水溶解度 ′o,1621gloomL 〔25oC)十4

1-オクタノール/水分配係数

logpow=2.o944

融 点 , -64℃ 13・4

沸 点 112℃ (757・nnIHg)14

常温における性状 わずかに油状、無色液体13

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。13

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 樗 1,655814

*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。

り被験物質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、供試試料の特性が認め

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

被験物質は揮発性を有するため、局所排気装置内で取り扱った。

12.2 試験生物

種 ヒメダカ (0ケガαsz備中es)

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
供給源 一般財団法人化学物質評価研究機構 久留米事業所
大きさ 全長 2.3±1.2c瓜 5.a)に定める規定値を適用

e群分け 無作為抽出
順 化
ふ化日 2010年 8月 9日 (供試時月齢 ;3か月齢)

飼育水 脱塩素水道水
溶存酸素濃度 飽和溶存酸素濃度の80%以上
水 温 24±loC

明暗周期 室内灯による16時間明/8時間暗
餌 料 コイ用配合餌料
薬 浴 実施せず
順化期間 18日間 (2010年 11月 11日~2010 年 11月 29 日)

供試群の死亡率 0%( 供試前7日間)
無給餌期間 供試前24時間は餌を与えなかった
試験系の再現性の確認

定期的に基準物質による急性毒性試験を実施
最新のデータを以下に示す。

基準物質 :硫酸銅 (虹)五水和物
(和光純薬工業 試薬特級 ロット番号 TSE1413)

実施期間 :2010年 11月 15 日~11 月 19日

96 時 間 LC5 。二○.45m 胃L

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 0.54±0.20

m以L(n=46)] 。以上のデータは全て硫酸銅 (n) 換算で表示

した。

‐10 ‐
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13.試験の実施

13.1 試験用水

十分にエアレーションし、温度調節した脱塩素水道水を用いた。定期的に測定した試験

用水の水質測定結果をAppendixlに示す。なお、水質測定結果は久留米事業所の標準

操作手順書で規定した基準を満たしていた。

13.2 試験器具及び装置

試験容器 7.8L容ガラス製容器 (直径 24cm, 深さ 28cm)

蓋 テフロンシートで密閉

恒温槽 プラスチック製水槽
加温冷却装置 民×‐401 HPN-Z( イワキ)

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

6,
行った。この操作もま局所排気装置内で行った。

試験用水を満たした三角フラスコ内に供試試料をプッシュボタン式液体用微量体積計
(Eppendorf)により設定濃度になるように水面下で添加後、密栓し、マグネティック

スターラーで撹梓して loomgL の試験原液を調製した。必要量の試験原液と試験用水を

混合、撹拝して試験液を調製した。試験液表面にはテフロンシートを設置した。

13.4 試験条件

暴露方式 半止水式 (24時間ごとに試験液の全量を交換)、密閉系
暴露期間 96時間
試験濃度 0,060、 0,040・ 0,027・ 0,018・ 0,012m 肌 (公 比 1,5)

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試験用水
連 数 1連/試験区
試験生物数 7尾/試験区
試験液量 約5L/試験区
水 温 24±loC

エアレーション 実施せず

pH調整 無し

照 明 室内灯による 16時間明/8時間暗

給 餌 無給餌
13.5 観察と測定

a)試験生物の一般状態

死亡と一般状態を暴露開始 3、24、48、72及び 96時間後に観察した。観察可能な動

き (吻、鯉蓋の動き等)がなく、ガラス棒で尾柄部に軽く触れ反応がない個体を死亡と

みなした。死亡した個体は確認した時点で、速やかにとり除いた。

b)試験生物の全長及び体重
暴露終了後、対照区の試験生物について全長及び体重を測定

‐11 ‐
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c)試験液の状態

暴露開始時及び換水前 (24時間後)
d)試験液の水質
測定項目
測定頻度
測定方法

測定機器

又は全個体死亡確認時に観察

溶存酸素濃度、pH及び水温

暴露開始時、換水前後及び暴露終了時又は全個体死亡確認時
試験容器より一部分取した試験液について測定 (調製時)

各試験容器について測定 (調製24時間後)
溶存酸素計 YSIMODEL58(Yslmcorporated)

ポ } タブル pH 計 HM‐21p( 東亜ディーケーケー )

検定済ガラス製棒状温度計
e)試験液中の被験物質濃度
測定頻度 暴露開始時、換水前後及び暴露終了時又は全個体死亡確認時
採水方法 各試験容器の中層から採取
採水量 約 501nL(全試験区)

測定方法 Appendix2 参照

13.6 LC5oの算出法

Binolmal法により LC5oを算出した。

LC5。は、当事業所にて開発したコンピュータープログラム (Microso貴Excelキこより起動 )

により算出した。

なお、暴露期間中に測定した試験液中の被験物質濃度が設定濃度の±20%を超えたため、

結果の算出には測定濃度の幾何平均値を用いることとした。

13.7 試験の有効性

a)暴露期間中、対照区における死亡数が 1尾を超えてはならない。

b)暴露期間中の溶存酸素濃度は、試験水温での飽和溶存酸素濃度の60%以上でなければな
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の表示は、設定濃度 0.060、 0,040、 0.027、 0.018及び 0.012

mgL) における測定濃度の幾何平均値 (0.034、 o.o23、 0.0096、 0.0094及び o.oo63 m膨L) で

示す。

14.1 死亡率

各時間での累積死亡率を Tablel、濃度 -累積死亡率曲線を Figurelに示す。

96時間における 100%死亡最低濃度は 0.023 m以L であった。0%死亡最高濃度は 0.0063

m胃L であった。なお、暴露終了時における対照区の死亡数は o 尾であり、有効性基準

(1尾を超えない) を満たしていた。
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14.2 一般状態等の観察結果

暴露期間中における一般状態の観察結果を Table2に示す。

対照区において、症状は認められなかった。

以下の観察結果は全て対照区との比較に基づくものである。暴露期間中に観察された症

状は遊泳異常及び外見異常であった。
14.3 試験生物の大きさ

[平均値±標準偏差 (n=7)]
全 長 2.5±0.lcm

体重 0.11±0,02g

14.4 試験液の観察と測定結果

a)試験液の状態
暴露開始時は無色透明であった。換水前あるいは全個体死亡時も同様であった。

b)試験液の水質
e 試験液の水質を Table}1、3-2及び綿 に示す。

暴露期間中に測定した溶存酸素濃度は 7.8~8.7mgL 、pH は 7.4~7.9、水温は 23.2~

24,びC であった。なお、溶存酸素濃度は有効性基準 (試験水温での飽和濃度の 60%以
上*)を満たしていた。

* 23~25 ℃の飽和溶存酸素濃度 :8.39~8.1lm 以L、 JIS KOI02:2008

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 Appendix2、検量線及びクロマトグラムを
Appendix3 に示す。

測定した試験液中の被験物質濃度は、暴露開始時及び換水後では 0,0091~0.050m 以L、

換水前及び暴露終了時 (全個体死亡確認時含む)では検出下限値 (o.ooo17m彫L) 未満
~0.022m 以L で あった。

14.5 LC5o

24 時間ごとの LC5。を Table4 に示す。

被験物質のヒメダカに対する 48及び 96時間 LC5oは共に 0,01omgL であった。

14.6 考 察

試験は被験物質の試験用水への溶解濃度以下での試験生物に対する影響を求める試験
として行った。その結果、96時間 LC5oは 0.01om以L であった。試験液中の被験物質濃度

は調製 24時間後において、調製時濃度に対して維持率はおおよそ 30~50% であり、0.027

m胃L 区 (設定) での 48 時間後換水前では検出下限値 (0.00017mgL) 未満となった。

これらの濃度低下は、揮発性という被験物質の特性に加え、生分解性を有することから、

試験液中での微生物の増殖 (特に試験液中に死亡個体が存在する場合)による分解等が原
因である可能性が考えられる。結果として濃度維持率は充分ではなかったが、揮発性を考
慮し密閉式で行い、可能な限り換水頻度を多くした半止水式を採用した。また、試験環境
条件も適切な範囲内であったことから、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。

‐13 -
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雷able ICumulativemortality

~leasured

concentlationa

(mgL)

Cumulativemortality(%)

3hours 24houls 48hours 72hours 96hours

Control 0 0 0 0 0

0.0063 0 0 0 0 0

0.0094 0 0 14 14 14

0.0096 0 29 43 43 43

0.023 0 100 100 100 100

0.034 0 100 100 100 100

Geometricmean ofthemeasuredconcentrations(alsoexpressedasmeasured

concentrationinthe 館 1lowingtablesand6rgure)
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Table 2 0bselved abnorl]oalresPonse

Nominal
concentration

(mgL)
Category

obseNation result ofeachcategoly(Le 宣 column:numnber,Rightcolumn:Symptomdetail)

3hours 24hours 48hours 72hours 96hours

Cont101

Death,

Critical

D O O O O O

IS O O O O O ・

Abnormal O O .O O O

Normal 7 7 7 7 7

0.0063

Death,

Critical

D O O O O O

IS O O 、 O O O
′

Abllolmal O O O O O

Normal 7 7 7 7 7

0.0094

Death,

C1itical

D O O I I I

IS O O O O O

Abnolmal O O ー O O O

Nomqal 7 7 6 6 6

0.0096

Death,

Critical

D O
.

2 3 3 3

IS O O O O O
Abnormal O I ASW+ んA(1) O I AA(1) I AA(1)
NOT 口nal 7

ー

4 4 3 3

0.023

Death,

Critical

D O 7 7 7 7

IS O O O O O

Abllolmal O O O O O

No ・mal 7 O O O O

0.034

Death,

Critical

・ D O 7 7 7 7

IS O O O O O

Abnormal O O ・ O O ー O

NOT 口nal 7 O O O O
Abbreviatioll oftemQS D:Death, IS:ID1possibleswipo, AS「W:Abnolnlalswim ーming, AA:Abnotmalappearance
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mable 3-I Dissolvedoxygenconcentrationoftestsolutions

D4easured

concentration

(mgL)

Atthe
start

24hours 48hours 72hours Atthe
endold neW old neW old neW

Control 8,6 8.O 8.7 8.I 8.5 8.I 8,6 8.I

0.0063 8.6 8.O 8.7 8.O 8.4 7.9 8.7 8.2

0.0094 8.6 7.8 8.7 7.9 8.3 7,8 8.6 7.9

0.0096 8.5 7,8 8.7 7.8
、
8.5 8.2 8.7 8.I

0.023 8.6 8.2b ー ー ー ー ー ー

0.034 8.5 8.4b ー ー ー ー

。ld:beforethe renewal

new:afterthe renewaI

Unit,mgL e

-:AII1testorganisms died.

b ltindicates themeasuredvalue atthetinle thatconfirlned alltest organisms dead.

1lable 2 pHoftestsolutions

凸4easured

concentration

(mglj

Atthe
start

24hours 48hours 72hours Atthe
endold neW old neW old neW

Control 7.7 7.4 7.8 7.5 7,7 ‐7.5 7,7 7.5

0.0063 7.7 7.4 7.8 7.5 7.7 7.5 7,9 7.6

0.0094 7.7 7,4 7.8 7.5 7.7 7.6 7.9 7.6

0.0096 7.8 7.4 7.8 7.4 7.8 7.6 7.9 7.6

0.023 7,8 7.5b ー ー ー ー ー ー

0.034 7.8 7.6b ー ー ー ー ー

old:beforethe renewal

new:a 貴ertherenewal

‐:Aュ1 test organismsdied.

b ltindicates the measuredvalue at thetime thatconfim ・edalltestorganismsdead.
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rFable 3-3 TemPeratureoftestsolutions

ハ4easured

Concentration

(m彫り

Atthe
start

24hours 48hours 72hours Atthe
endold 1leW old neW old neW

Control 23.4 24.O 23.3 23.6 23.5 23.4 23.3 23.8

0,0063 23,4 24.O 23.2 23.6 23.4 23,4 23.3 23.8

0.0094 23.4 24.O 23.2 23.6 23.4 23,4 23.4 23.8

0.0096 23.3 23.9 23.2 23.6 23.4 23.4 23.4 23.7

0.023 23.2 24.ob ー ー ー ー ー

0.034 23.2 24.ob ー ー ー ー ー

old:beforethe renewal

new:afte1the renewal

◎ Unit:oC

-:AJ1 test organisms died.

b ltindicates themeasuredvalue at thetime that confirmed alltestorganisms dead.

Table 4 LC5o to N【edaka

Exposureduration
LC50

(m彫り

95%confidence

intelval(m彫IJ
(S1ope ofthe dose-

response cuwe)

Statisticalprocedure

usedfordetennination

ofLC5o

24‐hour 0.012 Binomialtest

48‐hour 0.010 ・ Binomialtest

72‐hour 0.010 ・ Binomialtest

96‐hour 0.010 Binomialtest

‐17 ‐
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÷ 8‐÷ 24hour

÷◆‐‐48hom

…・… 72ho 皿

÷ + ÷ 96houl

0.001 0.01 0.I

Measmedconcentrat めn(mg1 し) (

Figure I Concentration ‐cumulativemortalitycurve.
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Appendixl

試験用水の水質
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-2Appendixl-

Chemical characteristics ofdilutionwater(SamplingonJanuary6,2011)

Paral・leter Unit Results Deternninationlimit

Totalhardness(asCaC03)

Suspendedsolid

pH
Totalorganic carbon

Che]mica1oxygen demand

Residualchlorine

AI1nぱloniu]mion

1totalcyan

A一kalinity
E1ectricconductivity

organicphosphorous

AJkylmercury

N[erCury

Cadmium

Chromium( 、7D
属 ad
A1senic

Boron

F1uorine

lron

Copper

Cobalt

N[anganese

Zinc

A1un・inum

Nickel

Sulfateion

Chlorideion
Sodium

Potassium

Calciu]m

ハ4agnesium

Silver

1フ2一dich.oropropane

ChlorothaloniI

Propyzamide

Chlon・itrofen

simazlne

Thiobencarb

Diazinon

lsoxathion

Fenitrothion

EPN
Dichlo1 os

lproben 貴)s

PCB

mgL
m膨L

mgL
mgL
m胃L
mgL
mgL
m以L
ms/m

mgL
mgL
mgL
mgL
mgL
mgL
mgL
mgL
mgL
mgL
m胃L
m胃L
mgL
mgL
mgL
mgL
mgL
m胃L
mgL
mgL
mgL
mgL
mgL
mgL
mgL
mgL
mgL.

mgL
mgL
m胃L
mgL
mgL
mgL
mgL
m膨L
mgL

44
<1

7.6(20oC)

0.4

0.8

<0.02

0.01

<0.01

35
17
<0,1

<0.0005

<0.0005

<0.001

<0.005

<0.001

<0.001

<0.1

<0.08

<0.03

<0.001

<0.001

<0.005

<0.1

0.02
<0,001

20
16
16
3.2

13
3.3

<0.0001

<0.006

<0.005

<0.0008

<0.0001

<0,0003

<0.002

<0.0005

<0.0008

<0.0003

〈 0.0006

<0.001

<0.0008

<0.0005

5
1
0.1

0.3

0.5

0.02

0.01

0.01

1
0.1

0,1

0.0005
0.0005
0.001

0.005

0.001

0.001

0.1

0.08

0.03

0.001

0.001

0.005
0.1

0.02

0.001

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1
・

0.1

0.0001

0.006
0.005

0.0008

0.0001

0.0003
0.002

0.0005

0.0008

0.0003

0.0006
0.001

0.0008
0.0005
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APPend 区 2

被験物質濃度の測定方法及び結果
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.
↓ 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、o,o12m 以L 及び o,018mWL 濃度区)

試験液 10=mL(201nL容バイアルビン)

←メタノール 20〆L( マイクロシリンジ)

←2,5mg虹 内部標準物質溶液 20“L( マイクロシリンジ)

・ヘッドスペース法

気相 (GC-Ms 試料)

フロースキーム② (その他の濃度区)

脱塩素水道水 anm (20れ山容バイアルビン)

←メタノール 20〆L( マイクロシリンジ)

←2.5mg虹 内部標準物質溶液 20〆L( マイクロシリンジ)

← 試験液 binL( ホールピペット)

・ヘッドスペース法

気相 (GC-Ms 試料)

-2Appendix2 ‐
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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 3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 20 min

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

100.0]園Pa

ガスクロマトグラフ条件

カラム lnertCap 624

(60mxo.32mml.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.omin)

昇温速度 150Cmin

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 (SIM)

測定イオン@た) 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 2600C
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3. 標準溶液の調製

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以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 0.50、 2.5、 5.0、 1om 彫L 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、0.0010、

0.0050、 0.010及び o.o2omgL の標準試料を調製した。

フロースキーム

脱塩素水道水 10lnL(20=nL容バイアルビン)

←2.5m膨L 内部標準物質溶液 20〆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

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 2.5m胃L の内部標準物質溶液を調製した。

4.

検量線の作成
これらを 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。作成した検量線をAppendix3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 (0.oolomgL)とした。

5.
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6. 検出下限値の算出

検量線の最低濃度である 0,oolomgL 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

0.0010 15889 182181

ピーク面積比

0.0872155

0.0961479
ーー-.--・・.-.… ー.".

0.0831417

0.0010 16416 170737

0.08314170.0010 14173 170468

0.08535710.0010 15620 182996

0.08755790.0010 17004 194203

ピーク面積比 (平均値)R 0.0878840

ピーク面積比の標準偏差 o 0.0049427

濃度 C(mgL) 0.0010

検出下限値 (m寧L) 0.00017

oxC
検出下限値 =3x

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。
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Appendix table 2-I M[easuredconcentrationsoftestitelnintestsolutions

Nominal

concentration

(mgり

Measured concentration(mgL)

(Percentage ofmeasured concentration versus that at eachpreparation%)

Atthe

start

24hours 48hours 72hours Atthe

end

Geometdc

nleanold neW old neW old neW

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

0.012 0.010
0.0037

(36)
0.0091

0.0039

(43)
0.0097

0.0049

(50)
0.0099

0.0041

(41)
0.0063

0.018 0.014
0.0043

(31)
0.014

0.0052

(36)
0,016

0.0073

(47)
0.016

0.0076

(48)
0.0094

0.027 0.021
0.0065

(31)
0.025 n.d.b 0.026

0.011

(43)
0.028

0.014

(50)
0.0096

0.040 0.037
0,014a

(38),
ー ー ー ー ー 0.023

0.060 0.050
0.022a

(44)
ー ー ー ー ー ー 0.034

old:beforethe renewal

new:afterthe renewal

n.d.a:〈 0.001om 彰 L(deteminationlimit)

n.d.b:〈 o.00017m 胃 L(detectionlimit)

ー江 tShows no measurementbecause all test orgをmismsdied.

a ltindicates themeasuredvalue atthe time that c。nfirnQedalltestorganismsdead,

b ln accordance with OECD Guidance Document No.23,thedetectionlimit(0.00017m 彫り was

adoptedforthecalculati 。nofthegeometricmean,becausethetestitemwasnotdetected.
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Appendix3

検量線及びクロマトグラム
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0.0 ・ 2.0 -4.O

Std.濃度
(m"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 0.050 213228
0.0010 0.010 0.050 0.20 12773 168992 0.075583

0.0050 0.050 0.050 1.0 76524 185522 0.412479

0.010 0.10 0.050 2.O 147881 185172 0.798614

0.020 0.20 0.050 4.O 320443 190425 1.682778

APpendix 賃g1口e3-1‐I C副ibradoncu]weoftestitem 館 rim 副ysisbyGC-M[Satstan 〔ofexposure.
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0.0 2.0 4.O

Std.濃度
(m"L)

被験物質含有量
("g)
内部標準物質含有量
(女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

so1VentB1ank 0.050 179795
0.0010 0.010 0.050 0.20 13774 180772 0.076195

0.0050 0.050 0.050 1.0 71981 182844 0.393674

0.010 0.10 0.050 2.O 158560 191542 0.827808

0.020 0,20 0.050 4.O 293070 180104 1.627226

Append 旗五g1灯e3-1-2 GIHb・ationcuーweoftestitem あ rim 司ysisbyGC-M 【S at24hours

a貴erexpos 皿 e ① e危 rerenew .
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SolyentB1ank

Filenameごc;YGCMsso]U"onYData¥P ケOおcー1¥sectーon4y95281 5284Y95284Y95284-101129-K1,qgd

S1aodardsolution
」
0,oolomg/ し

雨 en釧 e:C:¥OCMSsolution¥Data¥ProieclIYsecーion4Y9528ト95284y95281¥95284‐101129-K2.qgd

(〕

S1auIdard≦0lullono,0050mB/IJr
- ・

高lena」Gne;c;YGCMSsolution¥DataYProject1¥seclion4Y9528ー-95284¥95284¥96284一1O1129一K3.qgd

staLMardso!Utiono,0lo mg/L

File閲 me:{:}:YGCMSsolutionY[)ataVProjectlysedtlonl¥952815264¥95284¥95284‐lol12 K4,qgd

C;YGCふ婚‘o糾わnYD・ul汁o美ご組Y1etu淵旧y9528ー‐95281青5281Y9~281-lol129‐K1,qgd

Standardsolutiono.020In〆L

Filenanrle:C:YGCMSsolution¥Data¥Projecー1¥section4¥95281 5284¥95284Y95284‐101129‐K5,qgd

卿叫脚■■■ ー
Append 宣五gure3-2-I GCMscl 茸olnato曽alnsatsta菖ofexposure,
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95284
Control

Fi1ename:c:¥GCMS ≦olution¥Data¥Proj虻 tユ¥Sectton4¥95281一95284¥95284¥95284 一lol129-Hohz ・qgd

o一012mg/1 exposure leveI

Filename;Cz¥GCMSsolution¥Data 判汁ojecロ¥section4¥95281‐95284¥95284¥95284 一lol129一H0hE.qgd

〇,oi8m"LcxPosu 虜elevoI

Filename:C:¥GCMSsolution¥Data¥Projectl¥section4¥95281 ‐95284¥95284¥95284-rlol129-Hohp,qgd

雨.n

o,027m 彰しexposure leveI

Faename;C;¥GCMSsolution¥Data¥Projectl¥section4¥95281 ‐95284¥95284¥95284 一lol12 HohC.qgd

C:¥GCMSIOUMYD・11YP憎おtlrー"晩nll95281-“28‘Y95281195281‐10‘129‐擢満GqiJ

Appendi)dig ーre3-2-2 GC-MSch ±olnatogalnsatsta.1ofexposure,
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95284
0,040mg/Lexposure leveI

Filename:C:¥GCMS$olu ーion¥Data¥projecー1¥section4¥95281‐95284¥95284¥95284 ‐lol129」H0hB,qgd
. ・

‐

GirGchls・oil-1}on、,DJも・YPno鼻ettーYioに止紙iy952ぽ1-9528÷、95281y9526{-lol12Hoha.dきd

o,060m ツ LexposureleveI

Riーename:C:¥CCMSso ーutionyData¥P「ojectl¥section4¥95281‐95284¥95284¥96284 ‐lol129-H0hA,qgd

C:fCCト1艶々Jutl綿NrD只・、ヤ′q熱-lysec由n4Y95?81‐9528“9578,Y952S‘‐lol129‐Hうれ÷̂ぬ‘d

( ,ノ

APpendix 角卯re・323 GCMsc 加・omato 坪田nsatst額lofexposure,
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95284
SolventB1ank

　　 　 　
　

　
Filename; (:::¥GchfssolutionyDatayprojectIYseclion4¥95281-95284Y95284¥95284」10113 KI.Qgd

Standard5clutiono.00lonng/し

鞘 ehome: C:¥GCMSsolution¥DataY告ojectlysedflon4Y9試技31-95284¥95284y96284‐lol130-K2,qgd

eLコ

Standardsoluliono,oo50mg/L

剛 ename; C;yCCMSsolutionyDatayProおctlys"tIon4Y96雛】→ヲ5284Y9蟹郎4¥95284」lol130‐K3.0gd

Standardsolutiono,01om"L

Standardsolutlono.020m"L

Filennn・o:c;YGchfssolutionYDaー色¥P▼oふect1¥section4¥95281 5284Y95284Y95284一1o"3 K5,qgd

c;YGC鮎SI弥一疎一雨〇1t‘下Pno長く1IYSHーbnly“281‐952841極5281y9528イー101130÷Kう.qが

岬獅伽一■■■ー
Appendixfi 仰 re3-3-I GC-Mscluolnato 厚孤nsat24hoursa 賃erexposure(be 節rerenew 副).
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95284
0・o40 mg/Lexposure 主eyeー

Fiーe name; c:¥GCMSsolutfonyDAta¥ProjectIYsection4y95281-95284¥95284¥95284 一lol130- 日23hB,qgd

　
　

　
. C;YCC"~'αーion・DI1・1升o驚く‐も1▼≠"ートC一洲y95281-,95281¥952eIY95781「10‐ISOト}''鮎日.q〆

○,060m"LexPosure level

罰lenaTne: C:¥GCMSsolution¥DataYProjectlysectioh4¥95281 5284¥95284¥95284-lol13( トH23hA.qgd

1(0.0閑 11(

-

、

,. *

( !

Appendix 角雪耳e3-3-2 GC-Ms cluo1mato胃atnsatthetin〕ethatdeathsofa 且testofganismswere

の 1正宜med(af23110 皿s縦 erexPosule),
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95284

95284
Cqntroー

Filenamei c:¥GCMSso1Ution¥Data¥Projec ー1¥se猷iqnd¥95281 6284¥95284¥95284 一1O1130一日24h old・qgd

(;:¥Gq博キ{u軸on・O,IE、PYo*t1Yse;d一1Y952毛ーニ9526"95281Y9528;10113r121トz.o札qgd

o窺 2m 朝 IexposureleveI

Filename:C:¥GCMss 。luーio"¥Data¥ProjeGtl¥sectf。h4¥9528 ユー95284¥95284¥95284-1 〇113 日24h 。Ld・qgd

・
c GCM5;o,“b"YD;1.・F′。め七七1Ysetーicn孝Y952al←95284y95281Y95281-1O113HZ4ー 0",q~d

0.018m 酬しexposure level ′

刊ーe name: C:¥GCMSsolut 【onyData¥ 臼ぬおctl¥sect‘on4¥95281-95284¥96284¥95284 ‐lol130‐H2411D‐old.qgd

o.027 Ing/Lexposure leveI

Filename:C:¥GCMSsolution¥Data¥Project.Yseetion4¥95281 一95284¥95284¥95284-1O1130- 日24hc-old,qgd

h賦
産
眠 h蜘 申請Data獅 知‘-㈱ 脳IV鮎縄ー-繊細醍醐 95281-ー帆ー30・醐 00日脚

(

Append 無賃郡 re33-3.GC-Ms cm・omatogrmlsat24hours 誼 er雛 posure(be角・erenewal),
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予備試験結果 e
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1.被験物質の試験用水への溶解度

被験物質の試験用水への溶解度は目視で loom肌 以上と判断された。

2, 生物予備試験

2,1 予備試験 1

暴露方式 :半止水式 (48時間後に換水)、密閉系

生物数/試験液量:3尾/約 2.8L

エアレーション :無し

試験液調製法 :供試試料と試験用水を混合、撹梓、溶解して試験原液を調製し、試験用水で

適宜希釈して試験液を調製した。なお、供試試料の添加は、比重を基に算出

した密度 (1.6558gc ) 換算による容量添加で行った。

<試験生物への影響>

設定濃度区
(mgゾL)

左 :累積死亡率(%) 右 :症状の有無 (有 :*、無 :N)

3時間 24時間 48時間 72時間 96時間

0,0016 O N O N O N O N O N

0.0047 0 N O N O N O N O N ‐

0,014 0 N 0 N O N 0 N ‐ O N

0.040 100 100 100 100 100

-は全個体が死亡したことを示す。

2.2 予備試験 2

暴露方式 :半止水式 (24時間ごとに換水)、密閉系

生物数/試験液量:2尾/約 IL

エアレーション :無し

試験液調製法 :供試試料と試験用水を混合、撹梓、溶解して試験原液を調製し、試験用水で

適宜希釈して試験液を調製した。なお、供試試料の添加は、比重を基に算出

した密度 (1.6558彫cm3)換算による容量添加で行った。

分析 :0,0050m寡÷区に関して、試験液中の被験物質濃度の測定を行った。なお、

生物未投入の試験液についても合わせて濃度w糸鋳寺を確認した。

-2Additional data-
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<試験生物への影響>

設定濃度区
(mgソL)

左 :累積死亡率(%) 右 :症状の有無 (有 :*、無 :N)

3時間 24日寺間 48時間 72時間 96時間

0.0050 O N 0 N O N O N O N ‐

0.014 O N O N O N O N O N

0.040 O N 50 * 50 * 50 N 50 N ‐

<試験液中の被験物質濃度>

設定濃度区
(mgリL)

測定濃度 (mg〆L)
(対開始時濃度 %)

暴露開始時 24時間後

0.0050

0.0049

0.0α≧1

(43)
0.0041

(84)
0.0050

(生物無)

生物を投入した試験液に関しては暴露 24時間後に濃度低下が確認されたが、この濃

度低下は生物投入に起因したものと考えられる。本試験における暴露方式については

24時間換水を採用することとした。

2.3 予備試験 3

被験物質は光により分解する可能性が懸念されるが、試験条件下における光分解性の程度
の知見を得るため、下記の検討条件にて被験物質濃度の安定性を確認した。なお、本検討で

は試験用水に起因した生分解による濃度低下の可能性をなくすため、試験用水は滅菌したも
のを用いた。

暴露方式 :密閉系
試験生物の投入 :有り (2尾/約 1リ 、無し

照明条件 :室内灯 (16h明/8h暗)、遮光条件

エアレーション :無し

試験液調製法 :予備試験2と同様の手法により調製
分析 .012m寡÷の試験液を調製し、調製時濃度及び各検討条件における24時間後

の試験液中の被験物質濃度の測定を行った。

-3Additional data-
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<試験液中の被験物質濃度>

設定濃度区
(mgソL)

測定濃度 (mgL)
(対開始時濃度 %)

暴露開始時 24時間後

生物投入
室内灯下

0.010

0.0042

(40)
0.0036

(34)
遮光条件

0.0096

(92)
生物未投入

室内灯下

0,0089

(86)
遮光条件

設定濃度 :0.012mg虹

遮光条件にて濃度閃糸僻寺率が高まる結果は得られなかったことから、試験液調製24時間後

G までは、通常の照明条件下 (室内灯、ー6h明/8h暗)において光ク灘牛による被験物質i醸

の低下の可能性はないものと判断された。

3. 本試験条件

試 験 濃 度 :0,060・ 0,040・ 0,027・ 0,018・ 0,012m 肌 (公比 1,5) 及び対照区

暴露方式 :半止水式 (24時間ごとに換水)、密閉系

エアレーション :無し
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