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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藻類（5θ1θ％部四切。∂pr∫oo摺σ伽）に対する

生長阻害試験

試験番号： 7B730G
（

本試験は試験計画書および標準操作手順卸こ従って宰施され・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16日

2月19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16日

1998年　2月19日

1998年　3月31日

（

1998年　3月31目
　　　信頼性保証担当者
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試験実施概要

1．表題：

2．試験目的

1，2，3一トリクロロベンゼンの藻類（5θ1θ刀∂計測切。∂ρrioo切μ加切に対する

生長阻害試験

1，2，3一トリクロロベンゼンについて，藻類（5θ1θ偲詑鍬初。∂pがoo畑σむα初）に

対する生長阻害試験を72時間行レ1，50％生長阻害濃度（EC5σ）および無影響

濃度（NOEC）を求める。

3．適用ガイドライン：本試験は，　OECD・化学品テストガィ・ドラィンNo・201・「藻類生長阻害試験」

　　　　　　　　　（1984年）に準拠て実施嚥

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：

環鏡庁

〒100－8975東京都千代田区霞が関一丁目2－2

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：

　所在地：

株式会社三菱化学安全科学研究所　横浜研究所

〒227－0033神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地
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8．琶験関係者：

　試験責任者

轍担当者

　分析担当者
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（1998年3月31日）

（1998年3月31日）

（1998年3月31日）

9．試験期間：試験開始日　・997年・2月・6日

　　　　　　　試験終了日　　1998年　3月31日
　　　　　　　暴露期間　　　1998年　2月16日～1998年　2月19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ぱ別途協議の上，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

環鏡庁

表　　題

　1，2，3一トリクロロベンゼンの藻類（5θ1θ％5亡㎜08prioo㎜舵伽うに対する生長阻害試験

試験番号

7B730G

試験方法

　本試験は，

して実施した。

　1）被験物質：

　2）暴露方式：

　3）供試生物：

　4）暴露期間：

　5）試験濃度（設定値）

∫

OECD化学品テストガイドラインNo．201r藻類生長阻害試験」　（1984年）に準拠

6）試験液量：

7）連数：

8）初期細胞濃度：

9）試験温度：

10）照明：

11）被験物質の分析：

1，2，3一トリク口口ベンゼン

止水式（密閉），振とう培養（100rpm）

5θ1θ刀∂5比価。∂頭・・r刀σ孟α切（ATCC22662）

72時間

：対照区，助剤対照区，0．050，0．120，0．280，0。640，L50，3．40

　8．00mg／L（公比：2．3，助剤濃度一定：80mg／L，ジメチル諦ムアミド

　およびHCO－40使用）

100mL（O　E　CD培地）

3容器／濃度区

1×104cells／mL

23±2℃

4000～50001ux　（連続照明）

HP　L　C法

（

（
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結　　果

1）試験液中の被験物質濃度

　　各試験液の濃度は開始時において設定値の±20％以内であったため，下記の生長阻害濃度

　の算出には設定値を採用した。

　　暴露72時間後の設定値に対する割合は66～89％であった。被験物質は揮発性であるため，

　被験物質濃度の減少は，主に揮発によるものと判断した。

2）生長曲線下面積の比較による阻害濃度

　　50％生長阻害濃度EbC50（0－72）：　1．08mg／L（95％信頼区間：0．833～L41mg／L）

　　無影響濃度NOECb（0－72）：　　　0。280mg／L

（

3）生長速度の比較による阻害濃度

　　50％生長阻害濃度ErC50（24－48）：

　　無影響濃度NOECr（24－48）：

　　50％生長阻害濃度’恥C50（24－72）：

　　無影響濃度NOECr（24－72）：

2．79．mg／L（95％信頼区間：2，73～2．86mg／L）

0．640　mg／L

3．23mg／L（95％信頼区間：算出不可能）

1．50　　mg／L

（
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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：　　1，2，3一トリクロロベンゼン

　　　　　　　　　〔略称　1，2，3－TCB）

　　CAS　　Nα　：　　　　87－61－6

　　構造式：

　　　　　　　　　　　　Cl
　　　　　　　　　　◎〔
　　　　　　　　　　　　　　　Cl

　　　　　　　　　　　　　　　Cl

分子式：

分子量曜：

沸点η：

融点輔：

水溶解度曙：

logPoct嘘：

C6H3C13

181、44

221℃

53．了℃

12血g／L（22℃）

4．02～4．11

（

＊1：供給者提供資料

＊2：環堵化学物質要覧一環鏡庁環境化学物質研究会編，丸善（昭和63年）

1．2 供試試料

純度叫：

ロフト番号草し：

供給者：

供給量卓1

入手日：

外観岨：

100．0％

TPG3364

　　　　：　　259

　　　　　　工997年12月8日

　　　　　　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。

2　供試生物

　試験には，単細胞緑藻類である5θ1θ刀8詑躍切03pガoo㎜θオα切を用いた。

　本種は，1996年6月20日に㎞erican　Type　Culture　Collectionより入手したATCC22662株を

当研究所において無菌的に継代培養しているものである。基準物質（重クロム酸カリウム，試

薬特級）による72時間の生長阻害濃度（EbC50）は，0．410㎎／L（直線回帰分析）であった。

前培養

　試験に供する藻類は試験条件と同じ条件で暴露開始前に3日間前培養した。

　試験方法

．1試験条件

1）暴露方式：

2）暴露期間：

3〉試験液量：

4）連数：

5）初期細胞濃度

6）試験温度：

7）照明：

止水式（密閉），振とう培養（100rpm）

72時間

100mL（OE　CD培地）

3容器／濃度区

1×104cells／証

23±2℃

4000～50001ux（±20％の変動内，フラスコ液面付近）で連続照明

3．2　培地

　前培養および試験ともにOE　C　D化学品テストガイドラインに示されている培地を用いた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table1（P．17）］
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3．3

　1）試験容器：

　2）藻類培養試験装置：

　3）光学顕微鏡：

　4）粒子計数装置：

　5）粒子計数装置用電解液：

　6）pHメーター：

　7）温度計：

　8）照度計：

3．4試験濃度の設定

試験容器，藻類培養試験装置および機器等

500mL容ガラス製共棲付き三角フラスコ

伊藤製作所社製AGP－150RL型

オリンパス光学社製F珊型

東亜医用電子社製　CDA－500型

東亜医用電子社製　セルパック

オリオン社製卓上pH計／イオン計900A型

Tasco　Japan　Co．Ltd．TNA－120型

トプコン社製1翫2D型

　本試験の実施に先立ち，予備試験を対照区，助剤対照区および7段階の濃度区（0．10，0．20，

0．50，L　O，3．0，8．0，20mg／L，各1連）で実施した。その結果を以下の表に示した。

　　　予備試験結果

濃度（mg／L）

対照区に対する

V2時間後の生長率

@　　（％）

助剤対照区に対する

V2時間後の生長率

@　　（％）

対照区 100 一
助剤対照区 105 100

0．10 97 92

0．20 81 77

0．50 74 70

1．0 54 52

3．0 30 29

8．0 4 3

20 3 3

　以上の結果から，本試験における濃度を対照区，助剤対照区および0．050，0．120，0．280，

0．640，1．50，3．40，8．oo　mg／L（公比：2．3，各3連）の7段階の濃度区とした。

一11一

〕（

（1



3．5試験液の調製

　被験物質を100mg精秤し，ジメチルホルムアミド200mgに溶解後，分散助剤（HC　O－

40）を800、g加え混合した。これを培地で希釈し，100mしに定容とし，被験物質濃度1000

㎎／しの原液を調製した。さらに，この原液を培地で10倍希釈した被験物質濃度100mg／しのもの

を添加原液とした。同時に被験物質を含まない助剤原液1000mg／L（葦メチルホルムアミド

200㎎／L，HC　O－40　800mg／L）を調製した。

　各試験容器に100mしの培地を入れ，被験物質添加原液および助剤原液の添加量分を除去後，

被験物質添加原液を等比級数的に添加し，被験物質濃度0．050，0．120，0．280，0。640，L50，

3．40，8．00㎎／しの試験液を調製した。同時に各濃度区の助剤濃度が一定（80．O　mg／L）となる

ように助剤原液を加えた。対照区には培地のみを，助剤対照区には助剤のみを含むもの（助剤

濃度：80．O　mg／L）を調製した。

（

3．6試験液の分析

　暴露開始時（Ohr）および終了時（72hr）に，各濃度区3連の試験容器より試験液を2．O　mしず

つ，採恥て混合した．開始時には，このうち・．7鳳を分析試料とし・終了時には藻類を遠

心分離（3000rpm，　10分間）し，上澄み液0，75mLを分析試料とした。

　各分析試料にアセトニトリルを等量加え，混合後，H　P　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た。詳細は付属資料一1に示した。

3．7試験操作

　前培養した藻類の細胞数を計数し，試験液中の細胞濃度が1×104cells／mしとなるように，前

培養液の一定量を試験液の入った容器に添加した。

　各試験容器を23±2℃の培養装置に設置し試験を開始し，24，48および72時間に細胞濃度を

測定した。細胞濃度は各試験容器より試験液L　O　mLを採取し，電解液（セルパフク）9．O　mしと混合

した後，粒子計数装置（CDA－500）により計測した。

　試験液調製時のp　Hは3連とは別に調製した予備1本について測定し，各濃度区の暴露開始

時のpHとし，終了時には3連のうち1本（Nα・）につレ・てpHを測定した・試験期間中・培

養装置内の温度，照度を少なくとも1目1回測定した。
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4結果の算出

4．1生長曲線
　各試験区の細胞濃度の平均値を時間に対し七プロットし生長曲線を作成した。

4．2　生長阻害率の算出

　下記の方法（面積法および速度法）で生長阻害率を算出した。

1）生長曲線下の面積の比較（面積法）による生長阻害率（I　A）

　生長曲線下の面積は次の式により算出した。

　　　　些瑞xへ＋現＋㌻2祐×（f2－f1）＋…＋凡1＋誓一2端×（柳

　　　　ここで，

　　　　A　：生長曲線下の面積

　　　　No：暴露開始時の設定細胞濃度（cells／証）

　　　　N1：t1時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　　　Nn：t　n時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　　　t1：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　　　t、：暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

　生長曲線下の面積より各濃度区における生長の阻害百分率（I　A）を次の式により算出した。

　　　　　　ノ4一オ
　　　　1」雷　‘　　f　x100
　　　　　　　」4σ

ここでシ

Ac：対照区（または助剤対照区）の生長曲線下の面積

At：各濃度区における生長曲線下の面積

（

（

2）生長速度の比較（速度法）による生長阻害率（I　m）

　指数増殖している培養での細胞濃度の平均値から平均の生長速度（μ）を次の式より算出し

た。

　　　　　　Inj〉π一lnN1
　　　　μ＝
　　　　　　　1．一ゴ1

　　　　ここで，
　　　　N1：t1時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　　　Nn：tn時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　　　t1：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　　　t．：暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

　平均の生長速度（μ）より各濃度区における平均生長速度の低下百分率を次の式により算出

した。
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／＝μρ一匹×100
廓

　　　μ‘

ここで，

μ。：対照区（または助剤対照区）．の平均生長速度

μt：各濃度区における平均生長速度

（

4．3　50％生長阻害濃度（EC50）の算出

　4．2で算出した面積法および速度法による生長阻害率（I　A値およびI　m値，助剤対照区との比

較に基づく）を用いて50％生長阻害濃度（EC50）を算出した。

　各濃度区に対応する阻害率を片対数紙にプロットし，直線性の認められる点を用いて直線回

帰分析（最小二乗法）を行い，阻害率50％との交点からEC50値（および可能な限りその95％信

頼区間）を算出した。その際，面積法によ．り求めた場合はEbC50（0－72），速度法により求めた

場合はErC50（24－48）またはEκ50（24－72）とした。

4．4　無影響濃度（NOEC）

　　Bartlettの等分散検定（α＝0．01）を行い等分散性を確認後，一元配置分散分析（1－way

ANOVA，α＝0．05）およびWilliamsの多重比較検定（α＝0．05，両側）を行い，助剤対照区と比

較して有意差が認められない最高試験濃度を無影響濃度（NOEC）とした。その際，面積法により

・求めた場合はNOECb（0－72），速度法により求めた場合はNOECr（24－48）またはNOECr（24－

72）とした。

　　以上の統計解析にはYu㎞sソフトウェアStatlight　r＃4多群の比較」　（Yu㎞s　Corp．，東

京）を用いた。
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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鏡要因

　該当する事象はなかった。

5．2　試験液中の被験物質濃度

　暴露開始時の被験物質濃度は0．041～8．81mg／L（設定値0．050～8．00㎎／L）であり，設定

値に対する割合は82～110％であった。開始時における濃度が設定値の±20％以内であったため，

各影響濃度の算出には設定値を採用した。

　暴露72時間の被験物質濃度はO．034～7．09mg／しであり，設定値に対する割合は66～89％で

あった。被験物質は揮発性であるため，被験物質濃度の減少は，主に揮発によるものと判断し

た。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2（p．18），付属資料一1］ （

5．3　生長曲線

　対照区および助剤対照区における細胞濃度は72時間の培養でそれぞれ一平均63倍，66倍増加

し，試験条件下で正常な生長を示した。但し，通気性のシリコン栓で培養すれば，通常は100倍

以上の生長が認められるのに対し，揮発性物質であったことから密閉条件で培養したため・通

気性方式に比べ生長率は低かった。

　また，0．050mg／L区で62倍，0．120mg／L区で56倍，0．280mg／L区で60倍，0．640mg／L区で

56倍，1．50mg／L区で31倍，3．40mg／L区で3・7倍，8・00mg／L区でL1倍の生長を示した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table3（P．19，20），Figure1（P』25）］
（

5．4．50％生長阻害濃度（EC50）および無影響濃度（NOEC）

1）生長曲線下面積の比較による阻害濃度

　EbC50（0－72）はし　O8mg／しであり，その95％信頼区間は0，833～L41皿g／しであった。

　NOECb（0－72）は0．280mg／しであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4，5（P．21，22，23），Fi解e2（P．26）］

2）生長速度の比較による阻害濃度

　ErC50（24－48）は2．79mg／しであり，その95％信頼区間は2．73～2．86mg／しであった。

　ErC50（24－72）は3．23mg／しであり，その95％信頼区間は算出不可能であった。

　NOECr（24－48）およびNOECr（24－72）は，それぞれ0．640，L50mg／しであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4，5（P．21，22，23），Figure3（P．27）］
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5．5温度およびp　H

　72時間の暴露期間中の培養試験器内の温度は22．4～24．5℃であり，設定範囲内であった。試

験液のp　Hは暴露開始時が7．9～8。0であり，試験終了時が7，9～10．5であった。炭酸同化が盛

んに行われ藻類の生長率が高ければ，p　Hが1以上増加することがある。加えて，密閉方式の

場合はpH参増加することは少なくない。今回は，対照区，助剤対照区およびL50mg／L以下

の濃度区でp　Hが1以上増加した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table6，7（P．24）］

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

（
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Table1 OECD　medium

Nutr　i　ent　sal　ts Concentration　（m／L）

H3BO3・

MnC12・4H20

ZnC12

FeC13・6H20

Na2EDTA・2H20

CoC12・6H20

Na2MoO4・2H20

CuC12・2H20

CaC12・2H20

NH4Cl

KH2PO4

NaHCO3

MgC12・6H20

MgSO4・7H20

0．185

0．415

0．003

0．08

0．1

0．0015

0．007

0．00001

18

15

1．6

50

12

15

（

（
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Table2． Measured　Concentrations d岨血gthe72－H。urExp。sure

　　　Nominal

Concentration

　　　　（mg／L）

巌easuredConcentration（mg／L）

O　Hour Percent　of　　　72　Hour

　　Nomina1

Percent　of

　　No皿inal

（

　　　　さ。atr。1

S。1》entControL

　　　　　O．050

　　　　　0．120

　　　　　0．280

　　　　　0．640

　　　　　1．50

　　　　　3．40

　　　　　8．00

〈0．007

〈0．007

0．041

0．112

0．253

・0．614

1．47

3．67

8．81

82

93

90

96

98

10＄

110

〈0．007

〈0．007

0．034

0．079

0．201

0．479

1．14

2．85

7．09

Ω
∪
6
n
∠
＝
U
6
4
Q
」

6
6
7
7
7
Ω
U
8

（
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Table3． Cell　Densities　of　5θ1θ刀85ご1r㎜oap2ゴoo1刀〃オ伽

Nominal

Concentration

　　　　　mg／L

Vessel

　No，

CellDensities（cells／吐）

0 24 48 72

Control
可
⊥
り
乙
Q
J

10000

10000

10000

49200

45500

49200

261600

238600

263600

659200

598200

619200

Average

　　SD

10000

　　　　0

48000

2100

254600

13900

625500

31000

Solvent．cont．

－
り
ム
つ
0

10000

10000

10000、

60100

58500

58200

311600

334600

308600

647200

694200

629200

Average

　　SD 0
0

0001 58900

1000

318300

14200

656900

33600

0．050
ブ
上
n
∠
3

10000

10000

10000

60300

58400

48000

326600

283600

266600

742200

592200

538200

Average

　　SD

10000

　　　　0

55600

6600

292300

30900

624200

105700

0．120

「
⊥
つ
ム
3

10000

10000

10000

59200

54200

47800

328600

297600

266600

707200

487200

494200

Average

　　SD

10000

　　　0

53700

5700

297600

31000

562900

125000

0．280
－
n
乙
3

10000

10000

10000

55100

55100

48500

282600

294600

264600

563200

637200

603200

Average

　　SD

10000

　　　　0

52900

3800

280600

・15100

601200

37000

0．640

1
⊥
り
乙
Q
J

10000

10000

10000

41600

40400

38300

193600

188600

179600

566200

566200

554200

Average

　　SD

10000

　　　　0

40100

1700

187300

　　7100

562200

　　6900

r
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Table3． CellDensities。f5θ1θ刀85‘r㎜・∂pr∫o・切u伽（continued）

Nominal

Concentration

　　　　　㎎／L

Vessel

　No．

Ce11Densities（cells／mL）

0 24 48 72

1．．50

1
⊥
り
二
つ
0

10000

10000

10000

25500

26000

23400

98000

91700

88800

318200

311200

296200

Average

　　SD

10000

　　　0

25000

1400

92800

4700

308500

11200

3．40
｛
⊥
2
り
D

10000

10000

10000

16900

15000

15000

28400

30900

35100

34400
36400

41000

Average

　　SD

10000

　　　0

15600

1100

31500

3400

37300

3400

8．00

オ
⊥
り
乙
3

10000

10000

10000

9300

10400

10100

11300

10100

9900

11700

10700

9500

Average

　　SD

10000

　　　0 0
0
0
0

Q
」
6

9 10400

　　800

10600

1100

S［卜＝　Standard　deviation

敷
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Table4． PercentGr。眈hlnhibition・f5θ1θ刀∂3むr㎜・ερr1’o・畑〃伽

No皿ina1（：onc、

iMeasured　Conc．）
＊1

　　　　＊2
`rea Inhibition

@　　　　＊5@　（％）

　　　　＊3Rate Inhibition

@　（％）＊5・

　　　　＊4Rate Inhibition

@　　　　　＊5
@　（％）

mg／L No． A（0－72h） I　A（0－72h） μ（24－48h） 1皿（24－48h） μ（24－72h） 1皿（24－72h）

1 14770000 0．0696 O．0541

Control 2 13397000 ’0．0690 0．0537

3 14338000 0．0699 0．0528

Average 14168000 一 0．0695 一 0．0535 一

SD 702000 0．OOO5 0．0007

1 16087000 0．0686 O．0495

Solvent 2 17165000 0．0727 0．0515

cont． 3 15754000 0．0695 0．0496

Average 16335000 一 0．0703 一 0．0502 一

SD 73＄000 0．0022 0．0011

1 17592000 0．0704 0．0523

0，050 2 14714000 0．0658 0．0483

（0．041） 3 13409000 0．0714 0．0504

Average 15238000 6．7 0．0692 1．6 0．0503 一〇．2

SD 2140000 O．0030 0．0020

1 17194000 0．0714 0．0517

0，120 2 13690000 0．0710 0．0457

（0．112） 3 12876000 0．0716 0．0487

Average 14587000 10．7 0．0713 一1．4 0．0487 3．0

SD 2294000 0．0003 0．0030

1 14263000 0．0681 0．0484

0，280 2 15439000 0．0699 O．0510

（0．253） 3 14153000 0．0707 0．0525

Average 14618000 10．5 0．0696 1．0 0．0506 一〇．8

SD 713000 0．0013 0．0021

1 11839000 0．0641 0．0544

0，640 2 11690000 0．0642 0．0550

（0．614） 3 11280000 0．0644 0．0557

Average 11603000 29．0＊＊ 0．0642 8．7 0．0550 一9．6

SD 289000 0．0002 0．0007

）（

（

●
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Table4． PercentGrowthlnhibiti。nof5θ1θπ∂5な面・鋤i・・畑〃孟a切（continued）

Nominal　Conc．
　　　　＊2Area Inhibition 　　　　＊3Rate Inhibition 　　　　＊4Rate Inhibition

（Measured　Conc．）
＊1 　　　＊5i％）

（％）＊5 （％）＊5

mg／L No， A（0－72h） I　A（0－72h） μ（24－48h） I　m（24－48h） μ（24－72h） 1皿（24－72h）

1 6182000 0．0561 0．0526

1．50 2 5959000 0．0525 0．0517

（1．47） 3 5647000 0．0556 0．0529

Average 5929000 63．7＊＊ 0．0547 22．2＊＊ 0．0524 一4．4

SD 269000 0．OO20 0．0006

1 900000 0．0216 0．0148

3．40 2 938000 0．0301 0．0185

（3．67） 3 1094000 0．0354 0．0209

Average 977000 94．0＊＊ 0．0290 58．7＊＊ 0．0181 63．9＊＊

SD 103000 0．0070 0．0031

1 35000 0．0081 0．0048

8．00 2 20000 一〇．0012 0．0006

（8．81） 3 一6000 一〇．0008 一〇．0013

Average 16000 99．9＊＊ 0．0020 97．2＊＊ 0．0014 97．2＊＊

SD 21000 0．OO53 0．0031

ゴ
⊥
n
∠
3
4
『
D
D

＊
＊
＊
＊
＊
S

Valuesinparenthesesaret赴emea台皿edconcentrati・natO－h・α・

肚eaunderthegr・wthc臆ves（0－72h）

Growthrates（24－48紅）

Growth　rates　（24－72h）

Valuesarethepercentinhibitionrelativet・thes・lventcontr・L
Standard　deviation

＊

料

Indicatesasignificantdifference（α＝0．05）fr・mtKesolventcontr。L

（Therewasnosigninthistest．）
Indicatesasignificantdifference（α＝0．01）fro皿thes・lventcontrol・

一22一



Table5． Calculate｛i　EC50　and　NOEC

Based　on IA（←72h） value （Areasundergrowth
curve）

Daseα　o皿　⊥A　、）　’ム1⊥ノ　　　ム　　　　　、

EbC50（0－72）

@　　　（mg／L）

　　　95－Percent

bonfidence　Limits
@　　　　　（mg／L）

NOECb（〇一72）

@　　（mg／L）

　　　　＊1
P．08

　　　　　　　　　　　　＊1

O，833－1．41 0，280

口ase〔10n　⊥皿　～乙仕　弩OLエノ　vロ⊥uロ　、

ErC50（24－48）

@　　　（mg／L）

　　　95－Percent

bonfi　dence　Limi　ts

@　　　　　（mg／L）

NOECr（24－48）

@　　　（mg／L）

　　　　　＊2
Q．79

2．73砲．86＊2 0，640

Base（i　on　Im （24－48h） value （Gr・wthrates）

（

口ase〔1　0n　』．皿　k乙任　’乙1⊥ノ　vロ⊥uロ　、　　　　　　　　　　　　ノ

ErC50（24－72）

@　　　（mg／L）

　　　95－Percent

bonfi　dence　Limi　ts

@　　　　（mg／L）

NOECr（2を72）
@　　　（mg／L）

　　　　＊3
R．23

　　＊3｝

1．50

Based　on　Im
（24一ケ2h） value （Growth　rates）

TheEC50valuesandass。ciated95％c・nfidencelimits壷eredete㎜inedbyleast
Squareslinearregressi・nanalysis・fthel・garit㎞・fn・minaltestc・血cent「ation

againstpercentgr。wthinhibitignrelative－t・thes。1ventc・ntr。L

＊1　usfngthec。血centrati・ns。fO，640，L50and3・40mg／Lintheregressi・n

　　　　　　　　　　analysis

＊2，＊3usf㎏thec・ncentrati・ns。fL50、3・40and8・00㎎／Lintheregression

　　　　　　　　　　analysi　s

　　－　　　　　　not　calculated

TheNOECvalueSweredeterminedbyananalysis。fvarians（姻OVA）・Williams’t－
teSt，subSequentt。B訂tlett’stestf。rh・m・geneity・fvariances・Statistical
ana、yseSwereperf。rmedusiagYu㎞sStatlight＃4s。ftware（Yu㎞sC・即・・T。ky・）and

alltests。fsignificancewereatαニ0．05，exceptBartlett’stest・whichwasatα

＝0．01．

（
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Table6．

Table7．

Te皿perat皿einthelncubati・nCha曲erd皿ingthe72－H・肛Exp。s肛e

ExposurePeriod

　　　　（Hoぜrs）

Te血peratぼe

　　　（℃）

0
4
Q
り
2

　
∩
乙
4
7

22．4

22．5

22．7

24．5

pHVa1ピeSat・一H。urand72－H・肛Exp。s肛e

　　　Nominal

Concentration

　　　　mg／L

Vessel

　　Nα

pH

O　Hour 72Hour

Contro1 1 8．0 10．4

S・1ven亜聖　1 7．9 10．5

0．050 1 7．9 10．5

●’O1120
1 7．9 10．5

δ：2§o’
1 73 10．5

0．．640’
1 7．9 10．3

”。” P－ P．5δ
1 7．9 9．4

’一 R14δ
1 7．9 7．9

喜．δo ”
－
⊥

7．9

7．石
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Figure1 Algal　Growth　Curve　of　5θ1θ刀851＝1r㎜　oの2ゴooτ刀〃オ㎜

（Meancellc・㎜tsγ5timeduringthe72－h。urexp・sure）

1．OE＋07

1．OE＋06

一E
勝
目1．OE＋05
宅
o

1．OE＋04

1．OE＋03

一←Control
4一一Solvent．cont．

{0，050 mg／L
”’x…0．120

鼾ﾖ一〇．280

mg／L

高〟^L

一・◆・一〇．640 mg／L

『r←’一1．50 mg／L
臼
も

・　．

@‘f
…ム…3．40 mg／L 　　　　　　　　’　　　　　　　■

@　　　　　’●　　　　　　　　　　　　　　サ

一・レ・8．00 mg／L
■

　　　　’@　’　　●

f
●

　　　　　■@　　　！　　　●

@　ノ　　○

`
．
』

●

、

●

　●f
　や`

　　　ノ　　　●

@　ノ　●

P 　　　・@・　・
E　・

　　　　　－@　　・　・@　『　　■
@．■

E

　　　　　　7 　　　・

＿＿喜。＿＿＿”一・O

0 24

Time　（hr）

48 72

Values　in　legend　are　given　in　the　nominal　corlcentration・
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Figure2 C。ncentrati。n－lnhibiti。nC肛veBased・aエ＾ValuesCalculatedfr。mthe爵ea

under　tbe　Growth　Curves
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Figure3 Concerltration－lnhibition　Curve　Based　on

the　Growth　Rates
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付属資料一1

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3連の試験容器より試験液2．OmLずつを10mL容ガラス沈殿管に採取混合した。

　　暴露開始時はこのうち0．75mLを分析試料とした。

　　　暴露終了時は藻類を遠心分離機＊（10分間，3000rpm）で分離し上澄み液0．75mL

　　　を分析試料と臨　　 ＊日立餓CR5B（S・P岬S／43・）

2）各分析試料をHP　L　C測定用バイアルに直接0。75mL採取し，アセトニトリルを0．75mL加

　え撹はんしたものをHP　L　C測定試料とした。

標準液（アセトニトリル溶液）はHP　L　C測定用バイアルに直接0．75mL採取し，これに

0．75吐の水を加え撹はんしたものをHP　L　C測定試料とした。
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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：

　　ノくソコン：

　　プリンター：
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：

目立製作所社製L－7000型（No．1）
Windows　Nr及びト7000型HPLCシステムマネジャ

COMPAQ　PROLINEA　590，　テ寺イスフ●レイ；　171FS

キャノン社製LASER　SHOT　LBP－A404F

L－7100型（2台）
L－7．300型

L－7200型
L－7400型
D－7000型

（条件）

　カラム：

　溶離液：

　流速：

　測定波長：

　試料注入量：

Inertsi10DS－3V，5μm，生6x150㎜（GLScienceslnc．）

Acetonitrile　70　％，　Water　30　％

1．0皿L／min

220nm

50μL

丸

3　検量線

　　被験物質の1006mg／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。050，

　0．10，0．20，0．50，1．0，2．0，5．0，10，20，50，100mg／しの標準溶液を調製した。この標準

　溶液を一定量採取し水で等量希釈したものをHPLC測定した。横軸に濃度を（mg／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L　OOO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，これに相当する試験液中の被験物質濃度

　0．OO7mg／Lを検出限界とした。

5　添加回収試験

　　HP　L　C直接注入法のため添加回収試験は実施しなかった。
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FigureA－1－1
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Figure　A－1－2 Representat　i　ve　chromatogra皿s

（1）StandardO．100mg／L；Ohr
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FigureA－1－2 Cbntinued

（3）　S◎1vent．Contro1 O　hr
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Figure　A－1－2 Continued

（5）O．640mg／Lnomina1；Ohr
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FigureA－1－2 Cont　inued

（7）StandardO．100皿9／L；72hr
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Fig巳re　A－1－2 COhtinued

（9）　Solvent－Contro1 72hr
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FigureA－1－2 Continued

（11）　0．640　皿9／L　aomina1；72　b
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