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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： 1，2，3一トリクロロベンゼンのヒメダカ（o瑠ia51aむ∫pθ5）に対する

急性毒性試験

試験番号： 7B784G

　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

試験報告書監査

実施日

1998年

1998年

1998年

2月　2日

2月　6日

3月31日

運営管理者および

試験責任者への報告日

1998年　2月　2日　し1

1998年　2月　6日

1998年　3月31日

1998年　3月31日

　　　信頼性保証担当者
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　　　　　　　　　　　　　　　　試験実施概要

1．表題：　　　1，2，3一トリクロロベンゼンのヒメダカ（01％ia51a亡iρθ3）に対する

　　　　　　　　急性毒性試験

2．試験目的：　1，2，3一トリクロロベンゼンについて，ヒメダカ（0箪zia51撹i、ρθ5）に対する

　　　　　　　　急性毒性試験を行い，96時間の半数致死濃度（LC50）を求める。

3．適用ガイト“ライン：本試験は，OECD化学品テストガイドラインNo．203「魚類毒性試験」

　　　　　　　　　く1992年）に準準した。

4．適用G　L　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：　　　環境庁

　住所：　　　〒100－8975東京都千代田区霞が関一丁目2－2

　委託担当者：企画調整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：

　名称：　　　株式会社三菱化学安全科学研究所

　所在地：　　〒105－0014東京都港区芝二丁目1－30

7．試験施設：

　名称：　　　株式会社三菱化学安全科学研究所・横浜研究所

　所在地：　　〒227－0033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 （1998年　3月31日）

試験担当者 （1998年　3月31日）

（1998年　3月31日）

分析担当者■■■ （199．8年　3月31日） ！　l

9．試験期間：　試験開始日

　　　　　　　試験終了日
　　　　　　　暴露期間

1997年12月16日
1998年　3月31日
1998年　2月　2日～1998年　2月　6日

10．保管：

　試験に関する下記の記録及ぴ試資料は，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

一5一



要
1

　旨

被験物質

1．1

1．2

1．3

供試生物

試験方法

目 次

2
Q
u

4
一
」
0

3．1

3．2

3．3

3．4

3．5

3．6

3．7

名称，構造式および物理化学的性状

供試試料

被験物質の確認および保管条件下での安定性

試験条件

希釈水

試験容器および恒温槽等

試験濃度の設定

試験液の調製

試験液の分析

試験操作

結果の算出

結果および考察

5．1

5．2

5．3

5．4

5．5

5．6

頁

　
7
8
8
8
9
0
0
0
1
1
1
1
2
2
2
3

　
　
　
　
　
　
1
　
　
　」
［
⊥
　
　
　
」
『
⊥
　
　
　
1
　
　
　
1
⊥
　
　
　
4
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一一一一一一一一…一13

試験液中の被験物質濃度

半数致死濃度（LC50）一一

〇％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

毒性症状

試験液の水温，溶存酸素濃度およびp　H

り
O
　
つ
U
　
q
U
　
3
　
4

」
1
⊥
　
－
⊥
　
－
⊥
　
1
　1
⊥

Tab　l　e　1～8

Figure1

15～21

22

付属資料一1

付属資料一2

希釈水の水質

試験液の分析方法

23～24

25～34

一6一



要　旨

試験委託者

環境庁

表　　題

　1，2，3一トリクロロベンゼンのヒメダカ（o瑠ia51説i．ρθ3）に対する急性毒性試験

試験番号

7B784G

試験方法
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　k
　　　本試験は，OECD化学品テストガイドラインNo．203「魚類毒性試験」（1992年）に準拠

　　して実施した。

　　1）被験物質：　1，2，3一トリクロロベンゼン

　　2）暴露方式：　半止水式（24時間毎に試験液の全量を交換）

　　3）供試生物：　ヒメダカ（o瑠ia518亡∫pθ5）

　　4）暴露期間：　96時間

　　5）試験濃度（設定恒）：対照区，助剤対照区，1．00，2．00，4．00，8．00および16．0㎎／L

　　　　　　　　　　　　（公比；2．0）

　　6）試験液量：　5．OL

　　7）連数・：　　　1容器／濃度区

　　8）供試生物数：10尾／濃度区

　　9）試験温度：　24±1。C
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　虻
　　10）照明：　　　16時間明／8時間暗

　　11）被験物質の分析：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±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）96時間の半数致死濃度（LC50）：3．22㎎／L

　　　（95％信頼区間：2．00㎎／L～8．00㎎／L）
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1　被験物質

　1．1一名称，構造式および物理化学的性状

　　名称：　1，2，3一トリクロロベンゼン

　　　　　　　　　（略称　1，2，3－T　C　B）

　　CAS　　Nb」：　　　　87－61－6

　　構造式：

　　　　　　　　　　　　C1
　　　　　　　　　　　◎〔ll

分子式：

分子量岨：

沸点‡2：

融点q：

水溶解度‡2：

10gPoct曙：

C謳3C13

181．44

221℃

53．7℃

12㎎／L（22℃）

4．02～4．11

＊1：供給者提供資料

＊2：環境化学物質要覧一環境庁環境化学物質研究会編，丸善（昭和63年）

1．2　供試試料

　純度章1：　　100．0％

　ロット番号章i：　TPG3364

　供給者：

　供給量壽1：　25g

　入手日：　　工997年12月8目

　外観‡1：　　　くすんだ白色塊

　＊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赤外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い

ことを確認した。試験終了時にも赤外吸収スペクトルを測定し，試験開始前に測定したスペ

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：

　2）学名：

　3）被鱗体長：

　4）体重：

　5）供給源：

　6）入手日：

　7）馴化期間：

ヒメダカ

伽zfa51a亡ipθ5

L88cm（1．53～2．34c皿），nニ10

0．1089（0．065～0．1959），n＝10

三京水産株式会社（東京都新宿区市谷田町一丁目1番地）

1998年　1月　8日

1．998年　1月　8日～．1998年　2月　2日

8）基準物質‡の96時間半数致死濃度（LC50）：0．73㎎／L（95％信頼区間：0．53皿g／L～1．0㎎／L）

　　　＊：硫酸銅（II）・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。を与えた。

暴露開始の24時間前からは給餌は行やなかった。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

3．1

1
）

）
）
）
）
）
）
）
）

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：

半止水式（24時間毎に試験液の全量を交換した。また，被験物質の水

中か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）

96時間

5．OL

1容器／濃度区

10尾／濃度区

なし

24±1。C

16時間明／8時間暗

無給餌
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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た後，充分通気したもの）

を使用した。希釈水の硬度は63㎎／L（CaCO3換算），pHは7．8であった。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［付属資料一1］

3．3　試験容器および恒温槽等

1）試験容器：

2）恒温槽：

3）水温計：

4）溶存酸素計：

5）pH計：

5．O　L容ガラスビーカー

塩ピ製水槽（恒温装置，ダイテック社製クールニットCL－80F）

横河電機社製　245502

電気化学計器社製　DOL－10

東亜電波社製　田一40V

3．4　試験濃度の設定

　本試験の実施に先立ち予備試験を行った。1回目は0．20，2．0，20㎎／しの3段階（各1連，

5尾／濃度区）で，2回目は10㎎／しの濃度区で，3回目は2．0，5．0㎎／しの2段階（各1連，5

尾／濃度区）で実施した。その結果，96時間の死亡率は1回目0．20，2．0㎎／L区で。％，

20㎎／L区で100％，2回目10㎎／L区で100％，3回目2．0㎎／L区で0％，5．0㎎／L区で100％であった。

　　予備試験の結果より，本試験における濃度を1．00，2．Oo，4．oo，8．ooおよび16．o㎎／L

　（公比：2．0）の5段階とした。

3．5　試験液の調製

　被験物質1000㎎にジメチルホルムアミドを1000㎎と分散助剤（HCO－40）を4000皿g添加し混合・溶解　、

　した後，純水で1000mしに定容し，被験物質原液とした（被験物質濃度：1000㎎／L）。助剤原

液はジメチルホルムアミド1000㎎と分散助剤（HCO－40）4000㎎を良く混合した後，純水で1000mしに定

容した。試験液は被験物質原液と助剤原液の下記に示した量を採取し希釈水で5．Oしに定容と

　した。

試験液濃度

　mg／L

被験物質原液添加量

　　　　皿L

助剤原液添加量

　　　血

0（対照）

0（助剤対照）

1．00

2．00

4．00

8．00

16．0

0

0

5．0

10．0

20．0

40．0

80．0

0
0
0
0
0
0
0

　
8
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3．6　試験液の分析

　試験開始時および24時間後に各試験水槽より試験液0．75皿Lを採取し，これにアセトニトリルを

0，75mL添加後よく混合したものを分析試料としH　P　L　Cにより分析を行った。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た。

　　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。水温，溶存酸素濃度，pHは試験開始時および24時間毎の換水前後に

測定した。暴露期間中給餌は行わなかった。

　　暴露開始径，24，48，72及び96時間後に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＊。死亡個体を

発見した場合は，水質の悪化が起こらないよう速やかに取り除いた。

＊一ﾊ的症例と定義

　死亡：　　　刺激を与えた場合に反応の認められないもの・

　異常呼吸：　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。

　遊泳不能：　底部または水面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

　　　各濃度区での死亡数と供試個体数（10尾）から死亡率（％）を算出し，Bino皿ia1法に

　　より半数致死濃度（LC50）を算出した。また，その95％信頼限界も算出した。
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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

　該当する事象は無かった。

5．2　試験液中の被験物質濃度

　試験開始時および24時間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

0．81～14．5㎎／L（設定値：1．00～16．0㎎／L）であり，24時間後の濃度は0．80～3．53㎎／L（設

定値：1．00～4．00㎎／L）であった。試験開始時および24時間後の幾何平均濃度は0．80～

14．5㎎／しであった。測定濃度の設定濃度に対する割合はすべて±20％以内であった。した

がって，結集の算出は設定濃度に基づいて行った。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table1（p．15），付属資料一2］

5．3　半数致死濃度（LC50）

　96時間の半数致死濃度（LC50）は3．22㎎／しであり，その95％信頼区間は2．00㎎／L～

8．oo㎎／しであった。なお，対照区の死亡率は。％であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2～3（P．16～17），Figure1（P．22）］・

5．4　0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　96時間の0％死亡最高濃度は2．00㎎／しであり，100瓢死亡最低濃度は8．00㎎／しであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2（P．16），Table4（P．17）］
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　k

5．5　毒性症状

　毒性症状として1．00mg／L以上の濃度区において遊泳異常および遊泳不能が観察された。対

照区では試験期間中に異常な症状は観察されなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table5（P．18）］
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5．6　試験液の水温，溶存酸素濃度およびp　H

　試験期閻中の水温はすべての濃度区で24±1℃であった。溶存酸素濃度は8．8～6．4㎎／しで

あり，すべての試験水槽で飽和溶存酸素濃度の60％以上であった。pHは7．7～7．2であった。

　　（24．0℃の飽和溶存酸素濃度：8．25㎎／L）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table6～8（P．19～21）］

以　上
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Table1． Measured　Concentration　of　the　Test　Substance　Duri㎎a96－Hour　Exposure

　　　No皿inal

Concentrat　ion

　　　　㎎／L

．Keasured　Concentration，㎎／L

　　　　（Percentof醤omina1）

OHr（new） 24Hr（01〔i）

｝Ieana　冠easure（i

Concentra，tion

　　　　　㎎／L

Contro1 〈0．02

モ6．02

〈0．02

S51マenモ’Contro1一 〈0．02

i．00 6甲．81

（81）

石1言δ

’（80）

δ．80’

（80）

2．00
’r．喜7

（94）

”r：6菖

（82）

r．’75鴨

（88）

4’F66 3．菖1

（95）

喜－．－55

（88）

吾’．呑7

（91）

。唇’：06 石．一年8’

（81）

6’：48●

（81）

i6．0
’－

P4．5’

（91）

’i4：5

（91）

a：　geometric　mean

new：

01d：

freshly　prepared　test　solutions

test　solut　i　ons　aftel・24　hours　exposure

No　皿easurement　was　皿ade　because　al　l　Orange　ki　l　l　ifi　sh　were　dea（i　at　this

observation　time．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　k
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Table2． MortalityoftheOrangekillifish（Oryziaslatipes）ExposedtotheTestSubstance

　　　Nominal

Concentration

　　　　mg／L

Neana　Mea、sure〔i

Concentl・ation

　　　　mg／L

C㎜ulative　Mortality（Percent　Mortality）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

Contro1 0 （0） 0　（0） 0　（0） 0 （0）

So1．vent　Contro1 0 （0） 0　（0） 0　（0） 0 （0）

1．00 0．80 0 （0） 0　（0） 0　（0） 0 （0）

2．00 1．75 0 （0） 0　（0） 0　（0） 0 （0）

4．00 3．67 3（30） 7（70） 8（80） 8（80）

8．00 6．48 10（100） 10（100） 10（100） 10（10q）

16．0 14．5 10（100） 10（100） 10（100） 10（100）

a：　geo皿etric　mean
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Table3． Calculate（i　LC50　Values

Exposure

Period

（Hours）

LC50

（㎎／L）

　　　95－Percent

Confidence　Limits
　　　　　（㎎／L）

Statistica1

Method

24 4．69 2．00　～　 8．00 Bino皿ia1

48 3．41 2．00　～　 8．00 Bino皿ia1

72 3．22 2．00　～　 8．00 Binomia1

96 3．22 2．00　 ～　 8．00 Bino皿ia1

Table4． Observat　i　on of　the　Highest　Concentrat　i　on　in　O％　｝fortal　ity　and　the　Lowest

Concentrationin100％Mortality

Exposure

Period

（Hours）

HighestConcentrationin
　　　　　　O％Mortality

　　　　　　　　　（㎎／L）

Lowest　Concentrat　ion　in

　　　　　loo％Mortality

　　　　　　　　　（㎎／L）

24 2．00 8．00

48 2．00 8，00

72 2．00 8．00

96 2．00 8．00
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Table5． Sy皿pt・ms・fT・xicityObservedintheOrangekillifish（Oryziaslatipes）

　　　Nominal

Concentration

　　　　mg／L

Meana　Measured
Concentration

　　　　mg／L

Symptoms

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

Control N N N N

Solvent　Contro1 N N N N

1．00 0．80
N AS－3 AS－5 AS－10

2．00 1．75 AS－10 AS－4AQ－6 AQ－10 AS－4AQ－6

4．00 3．67 AQ－7 AQ－3 AQ－2 AQ－2

8．00 6．48

16．0 14．5

a：　geometric　皿ean

N：Notoxicologicalsy皿pto皿wasobserved

一一
FAI　l　fish　were　〔lead　at　this　observation　time

AS：abnor皿al　swi㎜ing

AQ：　paral　i　zat　i　on
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Table6． Temperature

　　　Nominal

Concentration

　　　　mg／L

Temperature，　マC
．9．．．耳鱈．

new
・石1響9鱒翫

”δla一

鶴…恥鴨．．．．．

　　　　　　　　ne斎”

・箭♂呂一煕櫛一 ．旦豊．．H・u難．．

　　　δi。a”

Contro1

il磁11輯111

23．8

一箆冨閣

24．0

－猫層

23．9

翫す

23．9

一壱喜1す

23．8

閣喜喜1す ．1額．．

24，0．． 23．9

撚δ

23．9

’壱喜1層吾層 。垣1す 1難i 閣欝’ ’ゑ欝 ii簗1iilii

’ゑ器

1．00

’碧1δδ’ ’ゑ喜『菖曙 1簗ililil －喜喜1す’ ’獅’

．室生二9．．

●を喜I－亨’

1三iilll i類i

23．9

i薫ill i難1 徽ii

24．0

i顯iI

24．0

1簗illI

’を喜τ吾●

．旦二99

16．δ一

23．8

辱喜喜1’菖’

．烈．
Il蓬llI

　new：　freshly　prepare（i　test　solutions

old：testsolutionsafter24hoursexposuPe

一一 FNomeasurementwasmadebecausea110range ki　l　l　ifish　were　dea（i　at　thi　s ob撃�uvationtime・
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Table7， Dissolved　Oxygen　Concentrations

　　　Nominal

Concentrat　i　on

　　　　mg／L

D　i　sso　l　ved　Oxygen　Concentrat　i　on，　mg／L

．9．．璽鰹． ・石1’撫§撒・
”61a

鰹．．勲聾．

　　　　　　　　灘”

72Hours

new
’5’fa””－”””””’－””五甜－

．旦員…翼ou照．．

　　　oiH一『”

Contro1 ．．鞭．． 6。8 8．3 7．5 ．照． 7．1

1亙il！ii

8．7

亙ll1

6．8

1戴戴iil轍il ．．§二曼．．

”苧li”

一一

�f

i亘llii ●71壱”

1．00 ．．8・5

吾1唇” 器
”苧1喜”

8・7．．

。冨1亨

7．2 ．．§二§．．

lilll11

7．0

’冨16δ iii三lii

ii鑑11i

iilllii ’百1喜”

iiliill

i
l
i
i
l
l
i

8．4

箪

”61草’

i三lilll i蕪 ．．エニ！． ．エニエ．． ．エニ曼．

8．00 8．5

iilll：

”1唇1す
雫－

ｾ1唇”

　new：　freshly　prepare〔i　test　solutions

old：　test　so　lutions　after　24　hours　exposure

一一 FNo皿easure皿ent，was皿adebecausea110range ki　l　l　ifish　were　（iead　at　this　observation　ti皿e．
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Table8． pH　Values

　　　Nominal

Concentration

　　　　mg／L

pH
．9．．旦9鷺．

・諮撫櫛 　　　48Hg撫…
”δfa…’”　nδ斎”

72Hours

new
’5Tざ””””’”－””””五る斎－’

．．旦§…耳ours

　　　δia帰『”’””

Contro1

！ll蕪i難戴ii

．．エニ互．． ．．7・2

．薫lii

7．4

iilllli

7．2

’▽1喜”

7．5

『71言“

7．2

i烹i互

7．6

7．5

Illli1 ”苧1喜’帰

l
i
l
l
i
l
l
i

薫lliI

．、エニ生．

7．4

1．00

’筥1δδ

7．3

iiill1

7．5

1illi． lllllllI

7．4

’「” 奄撃奄奄奄撃撃

7．5

111111

．エニ§．

’71喜。

lli！ll

．．エ二食．．

7．6

．illlli

．11111

．エニ§．． ．エ三皇． ．エニ垂．． ．エ上皇．

、蕉．．

．旦二9旦． ．．エニ§．．

．エニエ．

16．0 7．6

new：　freshly　prepare〔l　test　solutions

old：testsolutionsafter24hoursexposure

一｝ FNomeasu「ementwas 撃≠р�b�モ≠浮唐�≠撃撃n「ange killifish鵬redeadatthisobservationtime．
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Figu：re1 Concentrat　ion－Response　Curve
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　希釈水の水質
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（

（

WaterQualityofDilutionWater

Para皿1eter

COD

Total　phosphorus

pH

Colifor皿groupbacteria

hercury

Copper

Cad皿iu皿

zinc

Lead

Aluminiu皿

Nickel

C㎞o皿iu皿

Ma㎎anese

Tin

Iro且

Cyanide

Freechlorine

Bromide

Fluoride

Sulfide

Total　A皿皿oniu皿

Arsenic

Seleniu皿

Evap・rati・n．residue

El　ectric　conduct　iv　i　ty

Tota1益ar（iness（asCaCO3）

Alkalinity

Sodium

Pota，sslu皿

Calciu皿

NagneslU皿

一24一

Concentrat　i　on

1㎎／L

O．01㎎ノL

7．8（22℃）

N．D．

＜0．0001㎎／L

O．0009㎎／L

〈0．oo1㎎／L

O．02㎎／L

〈0．01㎎／L

O．03㎎／L

O．01㎎／L

〈0．005mg／L

＜0．1㎎／L

〈0．1mg／L

O．1㎎／L

　N。D．

〈0．01㎎／L

〈0．05㎎／L

O．09㎎／L

〈0．03㎎／L

〈0．05㎎／L

〈0．005㎎／L

〈0．005皿9／L

140㎎／L

180μS／c皿

63㎎／L

44㎎／L

12㎎／L

　　1．3㎎／L

17㎎／L

　　4．9㎎／L

measureddate：Febmary3，1998
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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HP　L　C測定用バイアルに採取

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　　（2）各分析試料にアセトニトリル0．75並を加えよく混合

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　　　　　　　　　（3）HP　L　C測定

（

、

（
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2　高速液体クロマトグラフィー（HP　L　C）測定条件

（装置）

　　　高速液体クロマトグラフ：日立製作所製L－7000型（No．1）

　　　　　　　　ポンプ：　　　L－7100型（2台）
　　　　　　　　カラムオーブン：L－7300型
　　　　　　　　オートサンプラ：L一7200型
　　　　　　　　検出器：　　　　L－7400型
　　　　　　　　データ処理装置：D－7000型

（条件）

　　　カラム：　　　　Inertsi10DS－3V，5μ皿，4．6x150皿（GLSciences　Inc．）

　　　溶離液：　　　　Acetonitrile／Waterニ70／30『
　　　流速：　　　　　1．O　mL／min

　　　測定波長：　　220㎜
　　　試料注入量：　　20μL　（検量線作成時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，アセトニトリルで順次希釈し0，0．050～100㎎／しの標

　準溶液を調製した。この標準溶液をそれぞれ0．75並採取し．これに純水を0．75証添加後よく

　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1．000と良好であった。

4　検出限界

　　最小検出ピーク面積を500countに設定し，

　o．02㎎／Lを検出限界とした。

これに相当する試験液中の被験物質濃度

5　添加回収試験

　　試験液の分析は，「1　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。し光がって，回収率の補正は行ってい

　ない。
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FigureA－2－1 CalibrationC凹veoftheTestSubstancebyIIPLCAnalysis
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FigureA－2－2 Representative　chro皿atogra皿s
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FigureA－2－2 Continued
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FigureA－2－2 Cont　inued
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Figure　A－2－2 Continued
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