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陳述書

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 環境省

表 題 4，4㌧オキシビス（ペンゼンスルホニルヒドラジド）のオオミ

ジンコ（伽ρ吻躍媚細8）に対する急性遊泳阻害試験

試　験　番　　号 AO20358－2

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，本報告書はその

結果を正しく記載したものである。

　また，本試験は下記のG　L　Pに従って実施したものである。

日本国環境省総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リスク評価室長通知

「生態影響試験実施に関する基準の改正について」　（別添）　「生態影響試験実

施に関する基準」　（環保安第242号，2001年）

2004年　2月27日

試験責任者
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信頼性保証書

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

表

環境省

題　：　生4’一オキシビス（ベンゼンスルホニルヒドラジド）のオオミジン

　　　　コ（〃躍動招躍8刀8）に対する急性遊泳阻害試験

試験番号：AO20358－2

　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，下記の奪察および監査実施により確認した。

記

実　施　事　項

試験計画書監査

試験の査察

最終報告書監査

試験液の調製

ミジ刀の投入

ミジ刀の観察

実　施　日

2003年
2003年

2003年
2003年

2004年

1月17日

3月12日

3月12日

3月14日

2月27日

2004年　2月27日
信頼性保証部門担当者

　運営管理者および

試験責任者への報告日

2003年　1月17日

2003年　3月12日

2003年　3月12日

2003年　3月14日

2004年　2月27日
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試験実施概要

L　表 題 4，4㌧オキシビス（ベンゼンスルホニルヒドラジド）のオ

オミジンコ（〃aρ物毎∬3願8）に対する急性遊泳阻害試験

（試験番号：A　O20358－2）

2．　試　　験　　目　的　・　被験物質のオオミジンコ（〃鋤月毎澱8刀8）に対する急性

　　　　　　　　　　　　　遊泳阻害試験を行い，24および48時間の半数遊泳阻害濃

　　　　　　　　　　　　　度（EiC50）を求める．

3、　適用ガイドライン

4．　適　用　G　L　P

OECD化学品テストガイドラインNα202rミジンコ類，急

性遊泳阻害試験および繁殖試験」　（1984年）

（ただし，同改訂案「ミジンコ類，急性遊泳阻害試験」

（2002年）寺の内容を一部採用。）

幸：OECDGuidelineforTestingofChe■icals，Revise－Proposal

　forUPdaし1ngGuldeline202，E畔／IVTG〔2002〕3／REVl（20021

・　日本国環境省総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リ

　スク評価室長通知r生躾影響試験実施に関する基準の改正

　について」　（別添）　「生態影響試験実施に関する基準」

　　（環保安第242号，2001年）

5．　試　験　委　託　者 環境省

〒ioO－89了5

委託責任者

東京都千代田区霞が関一丁目2－2

総合環境政策局環境保健部環境安全課

環境リスク評価室　室長補佐 　

6．　試　験　受　託者　．株式会社三菱化学安全科学研究所

　　　　　　　　　　　　　〒105－0014　東京都港区芝二丁目1番30号

了、　試　　験　　施　　設 株式会社三菱化学安全科学研究所　横浜研究所

〒22了一〇〇33　神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地
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8．　試　験　責　任　者

生態科学研究部

12003年9月　1日付， グループ再編により名称変更）

9．　試　験　担　当　者 （2004年　2月27日）

（試験実施）

（2004年　2月27日）

（試験実施，報告書作成）

（2004年　2月27日）

（試験実施）

（2003年　3月31日付　退職）

（試験実施）

（2004年　2月27日）
（試験実施）

（2004年　2月27日）

（分析実施）

「
t
＼

10．　試　　験　　日　　程 試験開始日

実験開始日

実験終了日

試験終了日

2003年
2003年
2003年

2004年

1月17日

3月12日

3月14日

2月27日

1L　保 管 試験計画書，生データ，被験物質．記録文書および最終報

告書は，横浜研究所の保管施設に保管する。

保管期間は，最終報告書作成後10年間とし，以後の保管

は試験委託者と協議の上，決定する。

ただし，被験物質については，最終報告書作成後10年間

または品質低下をおこさないで安定に保存しうる期間のい

ずれか短い方の期間とする。
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要 約

試験委託者

表

環境省

題　：　4，4’一オキシビス（ペンゼンスルホニルヒドラジド）のオオミジンコ

　　　　（〃伽18溜8η8）に対する急性遊泳阻害試験

試験番号二AO20358－2

試

D

験　方　法　：

適用ガイドライン：

2）　暴露方式　：

3）　供　試生物

4）　暴　露期　間

5｝　試験濃度

　　　（設定値）

｝
　

）
　

）
　

）
　

〕
　
〕

ρ
0
7
8
9
0
1

　
　
　
　
1
　
1

試験液量　：

連　　　　数

供試生物数

試験温度

照　　　　明　：

分　　析　　法

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）

半止水式（24時間後に試験液の全量を交換）

水面をテフロンシートで被覆

オオミジンコ（〃4ρ加毎四8刀8）

48時間

対照区，助剤対照区，2．OO，3．60，6．40，1L2，20．O　mg／L

（公比：L8｝

ただし，20、0皿g／Lは試験液調製可能最高濃度

助剤濃度一定：100μL／L（ジメチルホルムアミト■使用）

100吐／容器

4容器／試験区

20頭／試験区（5頭／容器）

20士1℃

室内光，16時間明（800正ux以下）／8時間暗

高速液体クロマトグラフィー（H　P　L　C）
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試　験　結　果　：

D試験液中の被験物質濃度

　　　試験液の分析の結果，測定値の設定値に対する割合は，暴露開始時において81～8了％・

　換水前において33～39％であった。水中で加水分解したと考えられるが，詳細は確認で

　きなかった。なお，クロマトグラム上に分解物と思われるピークが何本か検出された・

2124時間暴露後の結果

（㎎／L） 95％信頼区間（㎎几）

半数遊泳阻害濃度（Eic50）

0％阻害最高濃度

100％阻害最低濃度

　9．了7

　3．39

＞10．3

8．26　～　 13．4

3）48時間暴露後の結果

（㎎ノL） 95％信頼区間（㎎／L）

半数遊泳阻害濃度（E1C50）

　0％阻害最高濃度

mO％阻害最低濃度

　2．91

〈L16

10．3

2．44　～　3．47

一8一
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1　被験物質

　11名称，構造式および物理化学的性状

　　名　称：　　4，4’一オキシビス（ベンゼンスルホニルヒドラジド）　（略称

　　CAS　Nα：　80－51－3

　　構造式：

　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　凹H2

　　　　　　　　　　　Nト1　一　　。グ、　レ㎡
　　　　　　　　　／　　II　＼　〃　　　　＿　　Il
　　　　　　　　H2H　　　　O　　　　　　　　　　　　　　　　　O

分子式二　　C12H14N405S2

分子量‡1：　　358．4

分解温度・［二　150～165℃（自己反応性物質，白煙を発生して分解）

溶解度1：　ジメチルスルホキシド；易溶，ケトン類；反応して溶解

水溶解度’い2二〇．029／ioOg（20℃）’1

　　　　　　25．7㎎／L（精製水尋3，20℃，48時間撹拌，HPLC測定）’2

比重’［：　　　L525

幸し供給者提供資料

‡2：当社測定値

＊3：HS　KO557A4グレードの水，ヤマト科学製　超純水製造装置　冊600A

O　B　S　H）

L2　供試試料

　純度q：　　99．3wt％

　　　　　　　　［不純物：4．4’一オキシビス（ベンゼンスルホン酸）及び4，4｝一オキシビ

　　　　　　　ス（ベンゼンスルホニルクロライド）を微量に含有する］

　ロット番号q：　403650

　供給者：

　受領量㌧　　　100g

　受領日：　　2002年12月12日

　外観：　　　白色微粉末

　判：供給者提供資料

」
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L3　被験物質の確認および保管条件下での安定性

　試験開始前に，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

特性が認められることを確認した。

　試験期間中，被験物質は当研究所の試験物質保管用冷蔵庫（保管条件：冷蔵，暗所）

内に保管した。また，試験終了時にも赤外吸収スペクトルを測定し，試験開始時に測定

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

は保管中は安定であったと判断された．

2　供試生物

〕
　
）
　
）
　
｝
　
）

1
2
3
4
「
0

農
U
7

和名：

学名：

入手先：

入手日：

感受性：

生育段階：

供試生物を得るための親ミジンコの飼育条件：

飼育水：

飼育密度：

飼育容器：

水温：

溶存酸素濃度l

p　H：

照明：

飼育期間：

オオーミジンコ

飽ρ力五18澱8互8

環寛庁国立環境研究所（現　独立行政法人国立環境研究所）

1995年7月18日

定期的（約6ヶ月毎）に基準物質（重クロム酸カリウム，試薬特

級）による急性遊泳阻害試験を行い，供試生物の感受性を調べて

いる。1998年6月以降の48時間の半数遊泳阻害濃度（EC50）は、以

下の通りである。

　　平均値±標準偏差＝O．75±α1了㎎／L，皿二10

　　　（最小値～最大値＝0．57～L　O2㎎／L）

雌の幼体（24時間以内令）

暴露開始前2週間の親の死亡率

休眠卵および雄の発生：

餌の種類1

給餌量：

飼育水の交換：

希釈1水（3．2参照）

1頭ノ80皿L（25頭／2L）以下

2L：ガラス製容器

20±＝1℃

飽相濃度の60％以上

6、了～8．5

室内光，16時間明（8001ux以下）／8時間暗

2003年2月19日～2003年3月12日

　　　　　　　　　　0％

　　　　　　　　　　無し

億10fθ118v〃183f富（単細胞緑藻類）

　1藻類培養液を遠心分離し，希釈水に置換して使用）

0．2㎎C（有機炭素含量）／頭／日

定其月的に（3回／週）交換。幼体は極力，毎日除去。
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3　試験方法

　3．1試験条件

　　11　暴露方式：

〕
）
｝
〕
）
〕
）
）
）
｝

2
3
4
5
6
7
8
9
0
1

　
　
　
　
　
　
　
　
1
　1

暴露期間：

試験液量：

連数：

供試生物数：

試験温度：

溶存酸素濃度：

p　H：

硬度：

照明：

給餌：

半止水式（24時間後に試験液の全量を交換）

水面をテフロンシートで被覆

48時間

100皿L／容器

4容器／試験区

20頭／試験区（5頭／容器）

20±1℃

飽和濃度の60％以上

試験液のpH調整は行わなかった

約250㎎／L（CaCO3換算）

室内光・16時間明（800｝ux以下）／8時間暗

無給餌

3、2　希釈水

　OECD化学品テストガイドラインRo．211「オオミジンコ繁殖試験」に記載してある調

製水，Etendt　M4を用いた。組成を付属資料一1に示した。

一
t

3、3試験容器および恒温槽等

　1｝　試験容器：　　　100皿L容ガラスビーカー（試験容器には蓋をし，水面をテフロ

　　　　　　　　　　　　ンシrトで覆った）

〕
　
）
　
）
　
）
　
）

2
3
4
5
良
U

恒温槽：

水温計：

溶存酸素計：

p　H計：

硬度測定キット：

塩ビ製水槽（恒温装置，タ行ック製

横河電機製245502型No、1

電気化学計器製DOL－10型No．2

東亜電波工業製HM－40V型No、1

共立理化学研究所製WAI）一TH

クールニットCL－80F型）
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3．4　試験濃度の設定

　以下の表に示す予備試験（各2連，10頭／試験区）結果に基づき，本試験濃度を次の

ように決定した。

　本試験濃度：対照区，助剤対照辱，2．00，3．60，a40，1L2，2α0㎎／L（公比：L8）

　　　　　　　ただし，20．0㎎几は試験液調製可能最高濃度

　予備試験結果

　　　　　　　　　遊泳阻害率（％）
　　　濃度㎏几）一

　　　　　　　　　24時間後　　48時間後

　　　助剤対照区　　　0　　　　　0

　　　　0．200　　　　0　　　　　0

　　　　2．00　　　　　0　　　　　0

　　　　20．O　　　　O　　　lOO

一12一



3．5　試験液の調製

　試験液調製時の希釈水は，調製前に暴気を行い，恒温槽内で20士1℃とした。

　以下の表の通りに，被験物質原液一1およびHを調製した。

被験物質原液一1 被験物質原液一r
…
i
被
験
物
質
採
取
量
｝

1000㎎
　　　　　20．0㎎
i被験物質原液一1を100μL採取）

調i　定容液 ジメチ淋肱アミド 希釈水
製：

福堰@　定容量 5皿L 1000皿L

　｝@1　溶解方法 一　一 超音波による機械的溶解（10分間）
…
1
　
被
験
物
質
濃
度
i
一 200000㎎／L

　　　　　　20．0㎎／L

ｭ剤（ジメチ淋肱アミド｝濃度：100μL／L）

調製頻度 暴露開始時 用時調製

保管条件等 冷蔵，暗所 一　　一

上記条件下での安定性 48時間以上安定 一　』

‡：2本調製

助剤原液
｝　ジメチルホ肱アミド…　　　採取量

500μL
劃　定容液

希釈水

方i　定容量 50皿L
法iジメチルホルムアミド濃度

10000μL／L

調製頻度 用時調製

保管条件等 一　　一

　試験液は，試験濃度に応じた量の被験物質原液一nを採取し，同時に全濃度区で助剤

濃度が一定（助剤濃度：100μL／L）になるよう助剤原液を採取し，希釈水で500mしに

定害した。1濃度につき4個の試験容器に各100凪入れた。

　対照区は希釈水のみとし，助剤対照区には助剤のみを含むもの（助剤濃度二100μL／L）

を調製した。

　調製時の試験液の状態（外観）は全試験区において無色透明であった．

一13一



3．6　試験液の分析

　暴露開始時および換水前（暴露開始24時間後）に全試験区各1試験容器より試験液

0．75皿Lを採取し，アセトニトリルを等量添加し混合後，HP　L　Cにより分析した。各試

験液の被験物質濃度は，標準溶液のピーク面積との比から定量し，幾何平均悼を求めた．

詳細は付属資料一2に示した。

3．7試験操作

　試験液の水温，溶存酸素濃度，一p　Hおよび硬度を測定後，ガラスピペットを用いて供

試ミジンコを投入し，その時点を暴露開始時とした。ミジンコ投入の際，試験液量に対

するピペット内の飼育水が全量で1％以内となるようにした。

　暴露開始24および48時間後にミジンコの遊泳阻害数の観察を行った。試験容器を穏

やかに動かした後，15秒間泳げない場合は遊泳阻害されたとみなした。

　水温，溶存酸素濃度，p　Hおよび硬度は，暴露開始時および換水前（暴露開始24時間

後）に，全試験区各1試験容器の試験液について測定した。

一14一



4　結果の算出

　4，1　阻害濃度算出に用いる被験物質濃度の決定

　　阻害濃度の算出に用いる被験物質濃度は・測定値（平均）とした。

4．2半数遊泳阻害濃度（Ei℃50）の算出

　24および48時間の各試験区における，ミジンコの遊泳阻害数と供試個体数（20頭）から遊

泳阻害率（％）を求め，以下の方法で半数遊泳阻害濃度（EiC50）を決定した。

最高濃度区における阻害率 ≧50％ 〈50％

EiC50の決定方法 Blno皿ial法，Moving　average法，

orobit法での算出結果から適切と
ｻ断されたものを採用。

ﾂ能な限り95％信頼区間を算出。

推定される濃度領域を

L載する

濃度一遊泳阻害率曲線の

L載

記載する。 記載する。

4．3　0％阻害最高濃度および100％阻害最低濃度

　　ミジンコが遊泳阻害を受けない最高濃度区（0％阻害最高濃度）を24および48時間につい

て可能な限り記録した。同様に，全てのミジンコが遊泳阻害を受ける最低濃度区（！00％阻

害最低濃度）を記録した。

一
【
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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

　　該当する事象はなかった。

5．2　試験液中の被験物質濃度

　暴露開始時および換水前〔暴露開始24時間後）に試験液中の被験物質濃度を測定した。

その結果をTable1，代表的なクロマトグラムを付属資料一2に示した。

　試験液の分析（3．6参照）の結果，測定値の設定値に対する割合は、暴露開始時にお

いて81～87％，換水前において33～39％であった。水中で加水分解したと考えられるが，

詳細は確認できなかった。なお，クロマトグラム上に分解物と思われるピークが句本か

検出された。

5．3　半数遊泳阻害濃度（EiC50）

　各時間における遊泳阻害率をTable2に，濃度一遊泳阻害率曲線をFigure！に示し

た。

　暴露期間中の対照区および助剤対照区における遊泳阻害率は共に0％，水面に浮いたミ

ジンコは共に0％であり，試験成立条件を満たした。

　以上の結果に基づき算出された半数遊泳阻害濃度〔EiC50）をTable3および以下に，

48時間の算出結果を付属資料一3に示した

24時間Eic50　・　9．π　皿g／L

48時間Eic50　　　2．91　皿g／L

（95％信頼区間：8．26～13．4㎎／L）

（95％信頼区間：2．44～3．47㎎／L）

5．40％阻害最高濃度および100％阻害最低濃度

　0％阻害最高濃度およびtoO％阻害最低濃度をTable4および以下に示した。

24時間0％阻害最高濃度

24時間100％阻害最低濃度

48時間0％阻害最高濃度

48時間100％阻害最低濃度

．　　3．39

　＞10．3

　　〈L16

　　10．3

吼
吼
吼
吼
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5．5　試験液の水温，溶存酸素濃度，p　Hおよび硬度

　試験液の水温をTable5，溶存酸素濃度をTable6，p　HをTable了，硬度をTable

8に示した。

　水温はすべての試験区で20士1℃で，溶存酸素濃度はすべての試験区で飽和溶存酸素濃

度（20．O℃の飽和溶存酸素濃度＝＆8mg／L）の60孝以上であり，いずれも試験基準を満

たした。pHはミジンコの飼育環境として適正範囲（6．0～8．5）内であった。また，硬

度も適正範囲内（約250㎎／L）と判断した。

5．6　試験計画書からの逸脱事項

　該当する事象はなかった。

以　上

一1了一



Table1 酵easured　Concentra［ion　of　the　Test　Substance in　Tesむ　即ater

　　｛Se田トStatic Condition）

　　No皿inai

Concentration

　　　（㎎／L）

Measuredconce皿tration〔㎎／Ll

O　Hour
New

Percent　of

No皿ina1

24Hours

　　Old

Percent　of

No皿inal

　Geo皿e　t　ric　Mean

During　24　且ours

　　　　㎏／L）

　　　Control

SolventCo皿trol

　　　　　2．00

　　　　　3．60

　　　　　6．40

　　　　1L2

　　　　20．0

〈0．02

〈0．02

　　1．了3

　　2．93

　　5．29

　　9．12

16．2

7
t
3
1
王

8
8
8
8
8

〈0．02

〈0．02

　　0．78

　　L24

　　2．1了

　　3．80

　　6．50

9
4
」
肚
4
3

3
3
3
3
3

L16

1．91

3．39

5．89

10．3

暫
d
n
し
1

N
O

freshly　pτepaled　test　soIutions

test　solutions　after　24　hours　exposure
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Table2 The　Nu皿ber　o　f　f皿皿ob　n　i　zed　〃8刀血盟1∂盟38刀6　｛Percent　I皿皿obi　l　l　ty）

　　No皿inal

Concentration

　　　（㎎／L）

MeanaMeasured

concentrat　io口

　　　　（㎎／L）

Cumul　at　ive　Nu皿ber　of　I皿皿ob　i！i　zed　〃8助刀ノ∂

　　　　　　　　　　〔Pe「ce且t　I皿皿obi1三ty｝

24Hours 48Hours

Contro！

SolventCo皿trol

　　　　　2．00

　　　　　3．60

　　　　　6、40

　　　　　11．2

　　　　　20．0

L16

L9！

3．39

5．89

10．3

0（

0〔

0〔

0｛

O　l

2（

11（

0
0
0
0
0
0
「
0

　
　
　
　
　
1
「
a

010）

0（0）

1（5）

3〔151

12｛601

19｛95｝

20（1001

．
～
1

a：geo皿etric 皿ean

・
爬
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τable3
CalculatedEiC50Values

Exposure

Period

（Hoursl

Eic50卓

｛皿9／D

　　　95－Perce皿t

Co皿fidence　Li皿its

　　　　　　血9几）

Stat主s　t　ica1　猷ethod

24 9、丁丁 8．26　　－　　13．4 Probi　t

48 2．91 2．44 3．47 Probi　t

‡：Usi皿gthe
c。ncentrati6ns。f1．16－10．

3㎎几

Table4 Righes　t　Concent　rat　ion

！00器　1皿皿obility

inO％1皿巳obilitya皿dLowest　Concentration　in

Exposure

Period

〔Hoロrs）

Highest

　　　　　O％

Concentration

I皿皿obility

（㎎／L）

i皿 Lowest　Conce丑tlration　i皿

　　　　田O鑑1㎜obihty

　　　　　　　　　瞬｝

24 3．39 〉10．3

48 〈1．16 10．3
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Table5
Te皿perature

　　No皿inal

Concentratio皿
　　　（田9几）

Mea皿a晩asured

ConcenLrat　ion

　　　　〔㎎／L）

Te皿perature　l℃〕

O　Hour
New

24Hours

　　Old

Contro1 20．L 19、8

Solvent　Contro1 20．3 19．6

2．00 1、16 20．3 19．8

3．60
L91 20．3 19．了

6．40 3．39 20、6 19．了

一
乱

n．2 5，89 20．6 19．7

20．0 1O．3 20．0 19．7

　　a：

ドew：

Old＝

geo皿e　t　r　ic　皿ea皿

freshtypreparedtestsolutions

testsolutio皿safter24hoursexposure

k
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Tab！e6
DissolvedOxygenConcentrations

　　Nomiロal

Concentration

　　　（皿9几）

Mean3　Measured
Concentration

　　　　（㎎／L）

DissDlvedOxygenCo皿centration｛㎎／L）

O　Hour
New

24Hours

　　Old

Contro1 8．7 8．6

Solve皿tContro1 8．了 8．6

2．00 L！6 8．8 8．5

3．60 1．91 8．8 8．5

6．40 3．39 8．8 8．4

1L2 5．89 8．8 8、3

20．0 10．3 8．了 8．0

）

　　a：

盈ew：

Old：

geo皿e　t　r　ic　皿ean

freshly　prepared　［est　solutio皿s

test　sol　u　t　ions　af　ter　24　houτs　exPosure
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Tabte了 pH　Values

　　　No皿inal

Concentrat　ion

　　　（㎎几）

MeanaMeasured

Co皿centralion

　　　（㎎几）

pE

O　Hour
New

24Hours

　　Old

Contro1 8．4 8．3

SolventContro1 8．4 8．2

2．00 L16 8．3 8．2

3．60 1．91 8．3 8．1

6．40 3、39 8、3 8．0

1L2 5．89 8．3 了．9

20．0 10．3 8．3 τ．7

　　a：

New：

Old：

geo皿e　t　r　ic　皿ean

freshly　prepared　test　solutions

test　solut1oHs　after　24且ours　exPosure

（
．
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Table8 Total　Hardness　（as　CaCO3）

　　　Nominal

Concentratio皿

　　　（㎎几）

Mea皿aMeasured

Concentratio皿
　　　（㎎／L）

τota田ardness（asCaCO3，m9／L｝b

O　Hour

NeΨ

24Hours

　　Old

Contro1 260 255

Solvent　Co皿tro1
255 255

2．00
L16 255 260

3．60 L91 255 255

6．40 3．39
255 255

1L2 5．89
255 255

20．0 10．3
265 255

a：　geo皿e　t工i　c　皿e　an

b：These　values　were　detel皿ined　by　a　total　haτdness

　　　The　same　lot　of　this　ki［　showed　apProxi皿ate！y

　　　vaLue　［han　the　Lheoret圭ca！　standard　value．

New：freshlyprepared［estsolutlons

O！d：　tes　t　so玉u　t　ions　af　ter　24　hours　exposure

皿e　asu　re皿en　t　k　i　t、

10～20　皿9／L　hig血er
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Figure　l Concentratio皿一1㎜obilityCurve
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付属資料一1

　希釈水の組成
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Table　A－1 E　l　end　t甘4　皿edi　u皿　reco皿皿ended　by　OECD　Gu　ideh　ne　酎。．2H

used　as　d玉！u［ion　water

阿aCrOnUtrientS Co皿centration血9几）

CaC！ゴ2H20

甘gSOぺ7H20
KCl

NaHCO3

Na2Sioゴ9H20
NaNO3

KH2PO4

Kz謎PO4

293．8

123．3

　　5．80

64．8

io．0

　　0．274

　　0、143

　　0．184

Trace　e｝e皿ents Co丘centration（μ9／L）

H3BO3

MnC12・4H20
LiCI

RbCl

SrC12・6H20
NaBr

Na2MoOべ2H20

CuC　l2。2H20

ZnC1！

CoCい6H20
KI

Na2SeO3

職VO3

Na2EDTA・2H20

FeSO4。了H20

2859．5

360、5

306．0

　　了し　O

152．0

　　16．0

　　63．0

　　し6．8

　　13．D

　　lO．0

　　　3、25

　　　2．19

　　　0，575

2500

995．5

Vi　ta皿ines Concentrat　io且　〔μg／L〕

Thia皿lne　hydrochloride

Cyanocobala皿ine（B12）

Blot　ine

了5．O

L　OO

O．τ50
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付属資料一2

　試験液の分析
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1　試験液の分析方法

1）各試験液0．75皿Lを測定用バイアルに採取し，アセトニトリルを等量添加し混合後，

　HP　L　Cにより分析した。代表的なクロマトグラムをFigure　A－2－2（2），（3），（4），

　〔5），（了），（8｝，〔9〕．（10｝に示した。

2）アセトニトリルで調製した標準溶液0、75吼を測定用バイアルに採取し，精製水を等量

　添加し混合後，HP　L　Cにより分析した。代表的なクロマトグラムをFigure　A－2－2（1｝，

　⑥に示した。

31各試験液の被験物質濃度は，各分析時に測定した標準溶液のピーク面積を用いて，一点

　検量法により定量した。

　なお，暴露開始前に試験濃度範囲の全域にわたって検量線を作成し、直線性を確認し

　ている。　（「3　検量線」参照）

「
｛
一
一
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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：

　ワークステーション：

　デガッサ：

　送液ポンプ＝

オートサンプラ：

カラムオーブン：

Agilent1100型加ムスイッチング装置付（ぬ2）

AgilenH100シリーズケミステーション（WindowsNT）

G1322A型
G1311A型（クォータナリぎンプ，分析用）

G1311A型（クォ一夕ナリぎンプ，濃縮用）

G1313A型
G1316A型（カラムスイッチングパルプ）

フォトダイオードアレイ検出器：G1315B型

（条件）

　カラム：

カラムオーブン：

溶離液：

流　速：

分析用

濃縮用

40℃

分析用

濃縮用

分析用

濃縮用

GLサイエンス製

GLサイエンス製

カラムスイッチングバルブ：0皿in（濃縮側）

測定波長：　　　　24了n皿

試料注入量：　　　20μL

1皿erしsil　ODS－3V　5μ田　　4．6皿　i．d．×150皿回

Inertsi10DS－35μ皿4皿i．d．×10㎜

アセトニトリル／0．隅リン酸＝25／75｛v／v｝

アセトニトリル／0．罵りン酸＝10／90（v／v｝

1、0皿L／皿in

O～　　3皿i！1　　2．5皿L／皿in

3～　13皿i皿　　0．05皿L／皿in

13　～　15皿i皿　　2．5血L／mi皿

　　　　　　，3皿in（分析側），13mi皿（濃縮側）

3　検量線

　　　アセトニトリルを用い，O，0．0500～50．0㎎／しの標準溶液を調製した。この標準溶液

　　を一定量採取し等量の精製水で希釈したものをHPLCで測定した。横軸に濃度

　　（㎎／L）を，縦軸にピーク面積（cou皿t｝をとり，検量線を作成した。検量線の最小二乗法

　　による直線回帰式の相関係数は砿999と良好であった。作成した検量線をFigure　A－2－1

　　に示した。

4　検出限界

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

　0．02皿g／Lを検出限界とした。
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5　添加回収試験

　　分析前処理は，r1　試験液の分析方法」に示したように，試験液採取する操作だけ

　であるので，添加回収試験の必要はなかった。したがって，回収率の補正は行わなかっ

　た。

［
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FigureA－2－1 Calibration　curve

ぬ ConcentraL　ion
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FigureA－2－2 Cont　inued
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FigureA－2－2　Co面口口ed
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FlgureA－2－2
Continued

（9｝6．40㎎／Lno皿inal，24Hours

贈尾部
雛雀ト

融定Kトタ

㎜　 羅
　了
　輝
　　上

箆“

一
14

11

”

1

●

4

2

o

1

1ロー釦D

‘ 窯
一

■陥パー伽ト伺r＾ト

ピ→『　訂
　・　　国司 縦 督　　　　i横

田ロ』　　　楓脚討
直さ

闘
雪鵯

1　
！
“61　睡
iη，　回

し期
し41一

｝上イ

］土1
1
5
L
甑

紹
“

印 田L1 t2

　 “・捌。『ヒ帥r［帥毒

（10）20．0㎎／L　no皿inal，24Hours

　都

雛
嘉定オぜけ

㎜　
徽
虹瑚
疑

1
個
【
“

　
　
瓦

蘭1巳踊“．焔隔蝋1口〔

一

回

1，

10

轟

‘

4

2

o

4

一
，

誓側㌧じ曜一ト

ピ→　　　町
　レ　　し測

，イプ 幡　　　　菅積
極回　　　ω四周

斉さ

圃
i積＝
頓1

一　
：
　
　
：

血ls5　剛
車馬！　嵐
lLlo6　世

90

盾
t

1
3
9

江
L
吐

ま
ユ
じ

瞼
紙
捻

一
司
イ

＆
t
匡

覗
釦
団

団 13【3
tg

榊・圏。ほ叩。【し鱈1

一37一



付属資料一3

　結果の算出
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TableA－3　CalculationoftheEiC50（Represe皿しative，48hr．）
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THE　BINOMIAL　TEST　SHOWS　THAT　l．91　AND　5．89　CAN　BE
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〉〉〉＞〉〉＞＞RESULTS　CALCUL八TED　USUNG　THE　MOVING　AVERAGE　METHOD
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