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信頼性保証証明

株式会社三菱化学安全科学研究所

横浜研究所

試験委託者： 環境庁

表題： N一ニトロソジフエニルアミンの

ヒメダカ（o1アzf851説i．ρθ5）に対すう延長毒性試験一14日間

試験番号： 6B734G

　本試験は試験計画書および標準操作手順書に従って実施され，本報告書には試験に使用した

方法，手順が正確に記載されており，試験結果は生データを正確に反映していることを下記の

通り確認した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　記

試験実施状況査察

実施日

1997年

1997年

2月12日

2月26日

運営管理者および

試験責任者への報告日

1997年　2月12日

1997年　2月26日

試験報告書監査 1997年　3月31日 1997年　3月31日

1997年　3月31日

　　　信頼性保証担当者
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試験実施概要

1一．表題： N一ニトロソジフェニルアミンの

ヒメダカ（0厚z∫a5／aびpθ3）に対する延長毒性試験一14日間

2．試験目的：
N．ニト。ソジフ二二ルアミンについて，ヒメダカ（Orアz諮1aゆθ5）に対

する延長毒性試験14日間を行いヒメダがこ対する致死その他の観察さ

れる影響の閾値および最大無作用濃度（NOEC）を求める。

3．適用ガイドライン：本試験は，。ECD化学品テストガイドラインN。一2σ4「魚概長毒性講一

　　　　　　　　　14日間」　（1984年）に準拠して実施した。

4．適用GL　P：本試験は環境庁のG　L　P規則に準拠した。

5．試験委託者

　名称：

　住所：

　委託担当者：

6．試験受託者：

　名称＝

　所在地：

7．試験施設：

　名称二

　所在地：

環境庁

〒100一東京都千代田区霞ヶ関一丁目2－2

環境庁企画調整局環境保健部環境安全課保健専門官　 　

株式会社三菱化学安全科学研究所

〒105　東京都港区芝二丁目1－30

株式会社三菱化学安全科学研究所　横浜研究所

〒227神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地
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8．試験関係者：

　試験責任者

試験担当者

分析担当者

（1997年　3月31日）

（1997年　3月31日）

（1997年　3月31日）

（1997年　3月31日）

9．試験期間：　試験開始日　　　1997年　1月16日
　　　　　　　　試験終了日　　　1997年　3月31日
　　　　　　　　暴露期間　　　　1997年　2月12日～1997年　2月26日

10．保管：
　　試験に関する下記の記録及び試資料は，試験報告書作成後10年間・当研究所試資料保管

　施設に保管する。その後の保管については別途協議の上定める。

　1）試験計画書，同変更の記録

　2）試験報告書

　3）生データ

　4）信頼性保証業務担当者の監査・査察記録

　5）被験物質

　6）その他必要なもの
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要　　旨

試験委託者

環境庁

表　　題

　N一二トロンジフェニルアミンのヒメダカ（0厚zf85ノ鉱fpθ3）に対する

延長毒性試験一14日間

試験番号

6B734G

試験方法

　　　本試験は，OECD化学品テストガイドラインNo・204r魚類延長毒性試験一i4日間」

　　（1984年）に準拠して実施した。

　　1）被験物質：　N一二トロンジフェニルアミン

　　2）暴露方式：　流水式（定量ポンプを用いる連続希釈装置を使用）

　　3）供試生物：　ヒメダカ（0甥zfa3ノ詑∫pθ5）

　　4）暴露期間：　14日間

　　5）試験濃度（設定値）：対照区，助剤対照区，o．400，L20，3．30および8．90㎎／L

　　　　　　　　　　（公比：2．8）助剤1ジメチルホルムアミドおよびHco－30使用・濃度一定・98㎎／L

　　6）試験液量：　32L／日（22．55mL／皿in，5．OL容ガラスビーカー使用）

　　7）連数：　　　1容器／濃度区

　　8）供試生物数：10尾／濃度区

　　9）照明：　　　16時間明／8時間暗

　　10）試験温度：　24±2℃

　　11）試験液の分析：H　P　L　C法

結　　果

　　1）試験液中の被験物質濃度＝測定濃度の設定濃度に対する割合はすべての濃度区において

　　　±20％以内であった。したがって，結果の算出は設定濃度に基づいて行った。

　　2）14日間の最小致死濃度：3．3p皿g／L

　　3）14日間の最小作用濃度l　L20皿g／L
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4）14日間の最大無作用濃度（舶EC）

5）　7日間の半数致死濃度（LC50）

6）14日間の半数致死濃度（LC50）

　o．400皿9／L

8．90㎎／L　（95髭信頼区間：3．30皿g／L～＞8．90皿g／L）

4．88㎎／L　（9諸信頼区間：3．30mg／L～8．90㎎／L）

一8一



1　被験物質

　1．1名称，構造式および物理化学的性状

　　名称：　N一二トロンジフェニルアミン

　　　　　　　　　（略称　N　D　P　A，識別符号

　　構造式：

　　　　　　　　　　　　　o養
　　　　　　　　　　　　　　〒

　　　　　　　　　　◎／円◎

6B734G）

分子式：　　C”HloNiO

分子量幸1：　198．22

融点恥　　66．5℃

水溶解度1！：不溶

1一オクタノール／水分配係数（logP）：2・3解，3・1斜

光分解性尋㌧　低濃度で光分解性有り

＊1：供給者提供資料

＊2：化学物質分析法開発調査報告書総覧（上巻）

　　3年）

＊3二

環境庁環境保健部保健調査室編（平成

1．2　供試試料

　純度’1：　　＞98％（当社測定値）

　ロット番号d　：　　CAGOO75

　供給者：

　供給量章1：　100g（25gx4）

　入手日＝　　1996年12月25日

　外観㌧　　　暗黄褐色結晶～結晶性粉末

　＊1：供給者提供資料
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1．3　被験物質の確認および保管条件下での安定性

　被験物質は当研究所の冷蔵庫に保管した。

入手した被験物質の赫吸収スペクトルを測定し・被験物質の構造と矛盾が認められなし’

ことを確認した．試験終了時に赫外吸収スペクトル測定し・試験麟前に濾したスペ

クトルと比較した．その結果，スペクトルに変化はなかったことより被験物質は保管中安定

であったと判断された。
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2　供試生物

　1）一般名：　　ヒメダカ

　2）　学名：　　　Or％faε／a亡∫pθ5

　3）被鱗体長：　1．75c皿（1、50～2．10c皿），nニ10

　4）体重二　　　〇．089g（O．049～O．138g），ロ＝10

　5）供給源：　　三京水産株式会社（東京都新宿区市谷田町一丁目1番地）

　6）入手目：　　1996年11月一1日

　7）馴化期間＝　1996年11月　1日～工997年　2月12日

　8）基準物質†の96時間半数致死濃度（Lc50）：o．44皿g／しおよびO、8舳g／L

　　　　＊：硫酸銅（H）五水和物，試薬特級　和光純薬工業株式会社

塾
　　試験条件と同条件（水質，温度等）で飼育馴化した。餌は市販のテトラミン⑪を与えた。

　暴露開始の24時間前からは給餌は行わなかった。試験には肉眼的に健康で正常な個体を使用

　した。暴露開始前7日間の死亡率は5％以下であった。

3　試験方法

　
〕
　

〕
）
）
）
）
）
）
）

1

　
1
　
2
3
4
5
6
7
8
9

3 試験条件

暴露方式：

暴露期間：

試験液量：

連数：

供試生物数：

エアレーション：

試験温度：

照明：

給餌：

流水式（定量ポンプを用いる連続希釈装置を使用，被験物質の水中か一

らの揮発を防止するため水面をテフロンシートで覆った）

14日間

約32L／日（22．55並／皿in〉

1容器／濃度区

10尾／濃度区

なし

24±2℃

16時間明／8時間暗

市販のテトラミン①を毎日魚体重の2％与えた

一1レ



3．2希釈水
脱塩素水（横浜市水道水を活性炭処理し，残留塩素等を除去し膿充分通気したもの）

を使用した・柵の硬度は61㎎／L（CaCO3換算）・pHは7・8であった。
m付属資料一1］

3．3試験装置および機器等
跡式試験装置：試験水槽（5．・L容ガラスビーカー・18。皿φ×一27。皿）1こ約12！皿

　　　　　　の排水用のガラスサイホンを取り付け24℃の恒融槽に設置した・これに下記

　　　　　　1こ示した越ポンプにより希釈水を22・5血ノ皿in・ストック瀦を。・。5血／皿in

　　　　　　の流速で供給した．合計流量は22・55面／皿inとなり試験水槽の換本朝約6回

　　　　　　／日となった。

　1）希釈水ポンプ
　　　　　　　甘一（駆動部）：C・1e－P紅皿er製肱STERFLEX⑭7543r30

　　　　　　　ホ・ンフ・ヘッド：C。1e－Par皿erlnst．C。・鵬TERFLEX⑧7016－20

　　　　　　　チューフ・：C。1e－par皿erlnst．C。・醐TERFLEX⑪Pharhed6485－16

2）

3）

4）

5
）

6
）

ストック溶液ポンプ

　　　　日本精密科学製

恒温槽：

水温計：

溶存酸素計：

p　H計：

　　　　　　ミニケミカルホ。ンフ。SP－D－2501（S）

塩ビ製水槽〔恒温装置，タイ”ク製クールニットCL－80F型）

横河電機製　245502

電気化学計器　DOL一工O

東亜電波製　HK－40V

3．4　試験濃度の設定．

急性毒性試験の結果をもとに濃度範囲を決定した・試験の最高濃度1ま96麟LC5。付近の

濃度とした．96時間一Lc5。は1。．2㎎／しであったので…40。・L2・・3・3。および8・90㎎／L

　（公比：2．8）の4濃度区を設定した。

3．5　試験液の調製
被験物質4。。。㎎にシ・崩］レムアミト・を4．・9添加し溶解した・この溶液に分散助剤（HC。‘3。）を

4。．。g添加し良く混合した後，純水で1。・献定容し被験物質原液とした（被験物質濃度：

4。。。㎎／L）．シ・脚レムアミト・12．・9と分散助剤（Hc。一3。）12。・09を添加し良く混合した後・

純水で3。。o血に定容し助剤原液とした。被験物質原液と助剤原液の下記に示した量を麟

混合しストック溶液とした。助剤対駆には助剤原瀧1。。o壷使用した・
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試験濃度
　皿9／L

被験物質原液

添加量1鵡

助剤原液

添加量，面

ストック溶液濃度

　　　皿9ん

　対照区

助剤対照区

　O．400

　1．20

　3．30

　8．90

　o

　o

32

93

263

700

　0
1000

669

607

438

　0

　0

　0
180

530

1500

4000

3．6　試験液の分析

　開始時（0日），7日および14日に各試験水槽より試験液O．75皿Lを採取し，これにアセトニ

トリルをO．75皿添加後よく混合したものを分析試料としH　P　L　Cにより分析した。試験液の分

析に際しては，試料測定毎に標準溶液の測定を行い，そのピーク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

　　暴露開始時に供試魚と同水槽で馴養した魚10尾の重量および被鱗体長を測定し・被鱗体

　長で2．0±0．5c皿であることを確認した。一

　　各試験水槽の試験液の水温，溶存酸素濃度，pHを測定後，試験水槽中に供試魚を1濃度

　区当り10尾投入した。

　　暴露開始後，週3回各試験水槽の試験液の水温，溶存酸素濃度，pHを測定した。

　　暴露期間中，餌は一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が，摂餌量の低下により減らすことはしなかった。

　　暴露開始後，週3回死亡個体数を記録するとともに，観察された毒性の徴候或いは異常

　を記録した。一般的に記載する症例と定義を下記に示した㌔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。死亡個体および暴露終了時の生存魚の体重

および被鱗体長を測定記録した。

＊一般的症例と定義

　死亡1　　　刺激を与えた場合に反応の認められないもの。

　異常呼吸二　対照区の魚と比較して鰓蓋の動きが異なるもの。

　異常遊泳：　明らかに対照区の魚と異なる遊泳をしたもの。動作の緩慢，過敏，痙攣，

　　　　　　　反転等
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遊泳不能、底部または緬で動いてはいるものの・水中を遊泳することが不可能な

　　　　　　もの。横転，仮死を含む。

4　結果の算出

　　4．1最小致死濃度，最小作用濃度および最大無作網濃度

　　　死亡個体が観察された試験区の最も低い濃度を最小致死濃度とした。

　　　試験魚に致死以外の作用が観察され嵐駆の最も低い濃度を最小作用盤とした・

　　　致死やその他の作用が統計的な有意差で認められない騙試験濃度区を融無作用濃度

　　（NOEC）とした。

4．2　半数致死濃度（LC50）の算出

7日および14日における半数致死鹸（LC5。）をBin。mia1法により算出した・また・

それらの95％信頼限界も算出した。
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5　結果および考察

　5．工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

　　該当する事象はなかった。

5．2　試験液中の被験物質濃度

　試験開始時∫7日後および14日後に試験液中の被験物質濃度を測定した。試験開始時の

濃度は。．382～8．70㎎／L（設定値。．400㌘8．90㎎／L）であり，試験期間中の平均値は。．398～

9．02皿g／しであった。測定濃度の設定濃度に対する割合はすべての濃度区において±20％以内

であった。したがって，結果の算出は設定濃度に基づいて行った。

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

5．3毒性症状および擬餌状況

　毒性症状としてL20㎎／L以上の濃度区で異常遊泳および遊泳不能が観察された。対照区お

　よび助剤対照区では異常な症状は観察されなかった。

　なお，1．20皿g／L以上の濃度区で摂餌低下が認められた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4（P．20）］

5．4　供試魚の体重および体長

　体重および体長はすべての濃度区で対照区と比較して有意な差は認められなかった。

　　（α＝0．05，統計的方法：Du皿ettの多重比較，両側検定）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table5～6（P．21～22）］

5、5　最小致死濃度，最小作用濃度および最大無作用濃度

　　最小致死濃度は3．30㎎／しであった。

　　最小作用濃度は工．20㎎／しであった。

　　最大無作用濃度（NOEC）は。．400㎎／しであった。

［Table2～6（P．18～22）］
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5．6　半数致死濃度（LC50）

　　7日および、4日の半獺死濃劇LC5。）1まそれぞれ8・9。㎎／しおよび4・88㎎／しであった・

　なお，対照区および助剤対照区の死亡率は0％であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2～3（P．18～19），Fi即re1（P・26）］

5．7　試験液の水温，溶存酸素濃度およびp　H

試験期間中の水温はすべての濃度区で24±2℃であった・溶存酸素濃度は5・4～8・1㎎／しで

あり，すべての濃度区で飽和溶存酸素濃度の6・％以上であった・pHは6・8～7・8であった。

　　（24・・℃の飽和溶存縣濃度：825㎎／L）　　　［Table7－9（P．23－25）］

以・上

一16一



Table1． HeasuredConcentrationsoftheTestSubstanceD皿i㎎a14－DayExposure

　　　No皿inaユ

Concentrat重on
　　　　㎎／L

ト｛easured　Concentl・ation，　mg／L

　　　　（Percent　of　Nominal）

O　Day
7Day 14Day

MeanMeasured

Concentpa七ion

　　　　皿9几

Contrpl 〈0．007 ＜0．007 く0．007

Solvent　Con七ro1 〈0．007 〈0．OO7 く0．OO7

O．400 0．382

（96）

O．377

（94）

O．436

（109）

0．398

（100）

1．20 1．04

（87）

1．12

（93）

1．28

（107）

1．15

（96）

3．30 2、95

（89）

3．60

（109）

3．37

（102）

3．31

（100）

8．90 8．70

（98）

9．33

（10右）

9．02

（102）

No　皿easurement　was

observationti皿e．

madebecausea110rangekillifishweredeadatthis
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Table2． MortalityofOrangekillifish（Oryziaslatipes）ExposedtotheTestSubstance

　　　No皿ina1

，Concentration

　　　　mg／L

匠ean　MeaSUred

Concen七ra七ion

　　　　皿9／L

Cu皿ulativeHortality（Percen七Mor七ality）

2days 5days 7days 9days 12days 14days

Contro1 0 ．！、㊤ 0 ．！9．1 ・．⑨． o．！9．1 o．！．9！．．

”§5i▽5ヨll一’石石ヨiF51 0 ．！－m．． 。．1．9！． o．㊤．！ o．！．㊤．．

一・．三位！．．

一b（o）

o．！9．1．

o．！9．！．

一δ1望6δ “b1318 0 ．1．m．．

o（Ol
・i頓．．

一6（o）

0

6
、IP．！ o．19．！．

1．20
1．Yぎ

鑛1．
（
9
．
！

強
一160）

1ii⑩1

0　（0）

”51一吾6一 ”51一蕊

！
9
．
！

一1’50）

0 1石by

8，90 9，02
0 （0） 5

5一’
6 9（90〉

’1’6”噤f1一

一工8一



Table3． Calculated　LC50　Values

Exposure

Period

（D時s）

LC50

（㎎／L）

　　　95－Percent

Confidence　Li皿its

　　　　　（㎎／L）

Statistica1Method

7 8．90 3．30～〉8．90 Bino皿ia1

14 4．88 3唖30　　～　　8．90 Bino皿i　a1
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Table4．
S狐pt・ms・fT・xiFi七yObservedin。r㎝gekmifish（。ryziasla七ipes）

　　　No皿inal

Concentration

　　　　mg／L

Sy皿ptoms

2Days 5Days 7Days 9Days 12Days 14Days

Contro1 N N N N N N

’lll蔽’”i。n七r。1

　　　　　0．400

　　　　　1．20

N N N N N N

N
…
N

N N N N

一λ喜二i”

N

’iX”天蕊 ”iκ”一贈二1’ 一Ix一一椛一 一糊一’

3．30

’iλ”’櫛”’撚”’X§＝i6”一1こλ”’五言＝i’6”一三λ’一’櫛”三脚瓦菖二百’一’脚欄

8．90

一壼κ””一天言二百一’

　　AQ－1

一エx’”誌：i’ ”iκ’H””’A§二4”

AQ－1

”iX一’一一’糊’

　　AQ捻

”ix’”X醗

N

LA：

AS：

AQ：

No七〇xicologicalsy皿pto皿wasobserved

Allfishweredeadatthisobserva七ionti皿e
lossofappetite

abnorma1　8wi皿ming
parahzation
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Table5． FishWeight（9）

No皿inalConcentration（mg／L〉

Cont． Sol．Cont． O．400 1，20 3．30 8．90

No．1 No．2 No．3 No．4 No．5 No．6

0．096

0．090

0．113

0．070

0．131

0．055

0．053

0．045

0．099

0．097

O．093

0．111

0．ユ04

0，078

0．086

0．102

0．082

0．055

0．056

0．090

0．085

0．054

0．107

0．110

0．104

0．100

0．079

0．067

0．104

0．D66

0．116

0．076

0．081

0．119

0．067

0．091

0．098

0．064

0、085

0．094

O．061

0．094

0．072

0．062

0．096

0．082

0．062

0．085

0．091

0．084

0．111

0、074

0．077

0．050

0．071

0．078

0．051

0．120

0．08ユ

0．087

Basicstatistic

Group Samples Mean s、E． S．D．
Variance

1
2
3
4
5
口
∪

0
0
0
0
0
0

玉
1
1
1
1
1

0．0849

0．0857

0．0876

0．089工

O．0789

0．0800

0．OO89

0．OO60

0．0064

0．OO59

0．0043

0．OO71

0．0282

0．0189

0．0202

0．0185

0．O137

0．0223

O．0008

0．0004

0．00D4

0．OOO3

0．ooo2

0．OOO5

S．E．　　Standard　errGr

S．D、　Standard　deviation

Dunnett　旧ultiple　compa1・ison　procedure
Hethod VS Side Sta士． 0．05 O．01 Prob．

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

ー
ユ
ー
1
1

S
S
S
S
S

V
V
V
V
V

つ
ム
3
4
5
6

2
リ
ム
2
2
2

O．0862

0．2908

0．4524

0．6463

0．5278

2．5906

2．5906

2．5906

2．5906

2．5906

3．2055

3．2055

3．2055

3．2055

3．2055

1．OOOG

O．9985

0．9888

0．9498

0．978王

　
＊
＊
＊

Indicates　a　significant　difference
（There　was　no　si　gn　thi　s　test．）

Indicatesasignific皿tdifference
（Therewasnosignth圭stest．）

（αニO．05）

（α＝0．01）

fro皿the

fro皿the

contro1．

control．
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Table6． FishLe丑gth（c皿）

N。皿inaic。ncentration（mg／L）

Cont． Sol．Cont． 0．400 1．20 3，30 8．90

Ro，1 No、2 No．3 No．4
訓。．5 No．6

i．82

1．81

1．91

1．78

2．09

1．54

1．57

1．53

1．89

1．92

8
3
自
U
O
O
1

8
9
8
7
8
8

1
1
1
1
1
1

1、66

1．52

1．63

1．76

1．69

1．55

1．86

1．79

0
『
己
9
3
3
3

8
7
農
U
6
8
5

1
1
1
1
1
1

1．84

171
174

2．OO
179
i71
177

1．53

186

1．67

1．50

1．72

1．60

1．60

1．80

1．82

1
5
4
2

6
7
7
7

1
1
1
1

2
0
4
4
0
9
2
6
1
6

9
8
7
6
7
6
6
8
6
9

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Basic　statistic
Group Sa皿ples

Mean S．E． S．D．
Variance

1
2
3
4
5
6

O
O
O
O
O
O

工
1
1
1
1
i

1．7860

1．7550

1．7120

1．7620

1．6860

1．7540

O
O
O
O
O

0588

0402

0362

0396

0326

O．0398

0．1859

0．1270

0．1146

0．1253

0．1030

0．125了

O．0346

0．0161

0．0131

0．0157

0．0106

0．0158

E
D
S
S

Standard　error
Standarddeviation

Dunnettmuitipleco皿paris・npr。cedure
Method

V　S
side Stat． 0．05 O．01 Prob．

Dunnett

Dunne七t
Dunnett

Dunnett

Dunnett

1
1
1
1
1

S
S
一
S
S
S

V
V
V
V
V

∩
乙
3
4
5
虐
U

2
2
2
ワ
』
2

O．5217

1．2452

0．4039

1．6828

0．5385

2．5906

2．5906

2．5906

2．5906

2．5906

3．2055

3．2055

3．2055

3．2055

3．2055

O．9791

0．6033

0．9932

0．3224

0．9761

＊ Indicatesasignific田tdifference
（There幡n・si即thistest・）

＊＊エndicatesasignific㎝tdifference
　　　　（Therewasn。si即thistest・）

（αニ0．05）fr。皿thec。ntp。L

（α＝0．01）fr・皿thec。ntr。L

一22一



Table7． Te皿perature

　　　No皿inal

C・ncentratign
　　　　㎎／L

Te皿perature，　。C

O　Day
2Days 5Days 7Days 9Days 12Days 14Days

Contro1
24．0 24．O 23．7

’lll’ヲ’

24．2

’ll『1’一

24．0

’lllδ一

24．3

’1ξ1ヨ’1

24．3

’1品1’”ll箭’ 一llll” 一1互1る’一 ’喜λi§”

”61－llδ’ 一1ヨ『1’ ’壱耳1る” ’壱1『1”

’il『1’一

’1λ1石”

’il『1”

’喜喜1喜’

一ll『ぎ

一1ヨ『1”

’il『す一

’≡λi石”

一一

P『ll” ’il『1” 一ll’1’1”

一団1『1一’ ’罰 ’喜喜1喜” ’1ヨ『1’一

一…1『1”

’1『ll’1 ’…ヨ『1’ ’壱耳1石目

’lli石” 一ll『ぎ 一毫1『1け

’巨万1る”

’1『ll’日 一…1『1” 一ll『1” ’ll『1”

一一 FNomeasure皿entwas皿adebecausea110rangekillifishweredeada“hisobsePvationtime．
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Table8． DissolvedOxygenConcentra七ions

　　　Nominal

Concentra七i　on

　　　　mg／L

Dissolvedoxygenconcen七ration，皿9－02／L

O　Day
2Days 5Days 7Days 9Days 12Days 14Days

Contro1 8．1 7．7 7．9 7，9 7．8 7．8 7．8

翫’己鱒i』’一一’一’菖II一

　　　　　一6『ξ1石　　”喜『f

”ぞ16’ ”言1召’一 H甲i石” ”lll” ”ヲll’一

”ヲ1召”

”テ『1’

”テll” ”ll》’一 ”llヨー一
1一

ｾll”

”言1召’一

一’

P－1喜’一

1’1喜δ’ ”喜1石” ”ヲ1亨” ”ξ1喜” ”ξ1ヨ’一 ”7二’1’
一’

ﾌ1λ”

”51喜δ’ ”言『1一 ”亨1五” ”言”百一’
一一 q『1’一

一’

ｾ1ヨ’一
一’ｾ1ヨ’1

一’

怩P…”

’『

�P石δ ’冒『f
一一怩Pδ’ 一石1す一 ”711” ”言li”

一’

u1蓬”

N。皿easure皿entwa8皿adebecausea110Pangekmifishweredeadatthis・bsePvati・nti皿e・
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TabIe9． pH　Values

　　　No皿inal

Concentra七ion
　　　　㎎／L

pH

O　Day 2Days 5Days 7Days 9Days 12Days 14Days

Contro1

』ll難’繭’

，⑭i』㎜’一’”

7．8

一’

窒P喜”

7．7

”テll”

7、6

”デ1喜’

7．6

一デ1’1’

7．4

’一

ell”

7．6一

一も一ll一’

7．6

一’

ell” ”テll’一 ”ヲ1言” ”厚ll’ 一草1ざ

一一

V
1
一
ぎ

一1’1喜” ”ll’1：’ 一’

窒撃決黶f ”711’ ”ヲ1ざ

”ヲ1一ざ

’写ll”

一’

窒撃決黶f

上．20

’ll§δ’ Hテll” ”lll’一 ”ヲ1’1’ ”7i一ぎ

”ヲ1ぎ

’一

P『ll”
’一

窒P喜” ”ヲ1年目
’一

窒撃戟h
’一

窒
P
ぎ

一▽li”

”テ1’1”

一葦ll’一

”テll”

i
i
l
l
l
i

No　皿easure皿ent　was　皿1a〔ie　because　al　l　Orange　ki　l　l　i　fi　sh　were　｛iead　at　七hi　s　observation　ti皿e．
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Figure1 Concentrati　on－Respo口se　Curve
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付属資料一1

　希釈水の水質
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WatePQualityofDilutionWater

Para皿eter
COD

Totalphosphorus

pH

Colifor皿groupbacteria

亙ercury

Copper

Cad皿iu皿

Zinc

Lead

Alu皿iniu皿

Nickel

Chro皿iu凪

Manganese

Tin

Iron

Cyanide

Free　chlorine

Bro皿ide　ion

Fluori　de

Sulfide　ion

麺皿oniu皿ion

虹senic

Seleniu皿

EvaporationPesidue

Electricconductivity

Totalhar〔hess（asCaCO3）

Alkalinity

Sodiu皿

Potassiu皿

Calciu皿

Magnesiu皿

一28一

ConcentrεLtion

1㎎／L

〈0．01㎎／L

7．8（22℃）

　H．D．

〈O．0001㎎／L

O．OO11㎎／L

〈o．OO1㎎／L

o．02㎎／L

＜O．01㎎／L

O．03㎎／L

O．01㎎／し

く0．oo5㎎／L

〈0．1㎎／L

〈o．01㎎／L

O．12㎎／し

くO．001皿9／L

〈O．01㎎／L

＜0．1㎎／L

　　G．12㎎／し

く。．03㎎／L

　　o．1皿9／L

＜o．005㎎／L

〈o．OO5㎎／L

150㎎／L

180μS／c皿

61㎎／L

49㎎／L

12㎎／L

　　1．9㎎ノL

18㎎／L

　　5．1㎎／L

皿easured　date＝　February　4，　1997



付属資料一2

試験液の分析方法
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試験液の分析方法

1　試験液の分析方法

　　　　　　（1）各試験容器より試験液0．75皿LをH　P　L　C測定用バイアルに採取

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　（2）各分析試料にアセトニト1ル0・75血を加えよく混合

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　　　　　　　　〔3）HP　L　C測定

一30一



2　高速液体クロマトグラフィー（H　P　L　C）測定条件

（装置）

　　　高速液体クロマトグラフ

　　　　　　　ポンプ：

　　　　　　　カラムオーブン

　　　　　　　オートサンプラ

　　　　　　　検出器：

　　　　　　　データ処理装置

：日立製作所製L－7000型（No．1）

　　　　　L－7ioO型（2台）
：　　　　　L－7300型

：　　　　L－7200型
　　　　　L－7400型
：　　　　D－7000型

（条件）

カラムー P

溶離液：

流速：

測定波長：

試料注入量：

hertsi10DS－2，5μm，4．6x150皿（GL　Sciences　Inc．）

Acetoni　tri　le　／　Water　＝　70　／　30

工．o皿L／皿in

220n皿

50μL

3　検量線

　　被験物質の1000㎎／Lアセトニトリル溶液を調製し，順次，アセトニトリルで希釈し0・0・01・0・02・0・05・

　0・10，0．20，0．50，1．0，2．0，5．0，io，20，50㎎／しの標準溶液を調製した。この標準溶液

　をそれぞれ0．75皿採取し，これに純水を0．75凪添加後よく混合した。この溶液をH　P　L　Cに

　注入しピーク面積を測定した。横軸に濃度を（㎎／L），縦軸にピーク面積（count表示）を

　　とり，検量線を作成した。検量線はほぼ原点を通る直線となり，最小二乗法による直線回帰

　式の相関係数は1．OOOと良好であった。

4　定量限界

　　最小検出ピーク面積を500countに設定し，これに相当する試験液中の被験物質濃度

　0．OO7㎎／Lを定量限界とした。

5　添加回収試験

　　試験液の分析は，　r1　試験液の分析方法」に示したように試験液とアセトニトリルを混合する

　操作だけであるので添加回収試験の必要は無かった。したがって，回収率の補正は行ってい

　ない。
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Figure　A－2－1 CalibratioHCurveoftheTestSubstanceby鯉LC加alysis
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FigupeA－2－2 　　　Continued
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FigureA－2－2 　　　Continued
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FigureA－2－2 　　　Con七inued
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Figure　A－2－2
Continued
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