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厚生労働省医薬食品局長、経済産業省製造産業局長、環境省総合環境政策局

長連名通知 r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
‐
r . ・

ついて」 (薬食発第 1121003号、平成 15・11・17 製局第 3 号、環保企発第ー ‐ r . ー

031121004 号、平成 15年 11月21日、平成20年7月 4日改正 )
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( (
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20.畔一月] 締 艶

′‘.、:

2011年 ゴ月 日

-確認 r 1運営管理者
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試験実施概要

1, 表題 :2 一 t e r t‐ブチルフェノールのオオミジンコ (鉱物〃ズa m昭 ,燭)に対す

る急性遊泳阻害試験

2. 試験目的 :オオミジンコ (肋励mama β〃〃)を被験物質に 48時間暴露し、対照区に

対する遊泳阻害率を測定することにより、ミジンコの遊泳に対する被験

物質の毒性を明らかにする。

3. 試験法ガイドライン :

白鳥本試験は、厚生労働省医薬食品局長、経済産業省製造産業局長、環境省

総合環境政策局長連名通知 r新規化学物質等に係る試験の方法につい

て」 (薬食発第 1121002号、平成15・11・13製局第 2 号、環保企発第

o31121002号、平成15年11月21日、平成18年11月20日改正)に従って実
・ . ・

ー

施した。

4. 適用GLP :本試験は、厚生労働省医薬食品局長、経済産業省製造産業局長、環境省

総合環境政策局長連名通知「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」 (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15年11月21日、平成20年

7月4日改正)に従って実施した。

5, 試験委託者 ( ,

名称 : 環境省 . ・ ＼

所在地 ‐: 〒100‐8975 東京都千代田区霞が関一丁目2‐2

6, 試験受託者

名称 : 株式会社クレハ分析センター
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代表者 :

7, 試験施設

実施施設名 : 株式会社クレハ分析センター
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要 旨
試験委託者 環境省

表 題 2-t e r t- ブチルフェノールのオオミジンコ (ゑ印ゐma ma郡β)

に対する急性遊泳阻害試験

試験番号 No.2010‐生態 15

試験法ガイドライン

本試験は、厚生労働省医薬食品局長、経済産業省製造産業局長、環境省総合環境政

e 策局長連名通知「新規化学物質等に係る試験の方法について」(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 15年 11月 21 日、

平成 18年 11月 20日改正)に従って実施した。

試験条件

1) 被験物質 : 2-t e r t- ブチル フェノール

2)暴露方式 : 止水式 (密閉系)

3) 供試生物 : オオミジンコ (ゑ印ゐma ma帥 Ea

4) 暴露期間 : 48 時間 .

5) 試験濃度 (設定値 ): 対照区 ,1.0,1.5,2.2,3.2,4.6,6.8,1omg/L

公比 ;101/6( 約 1.5)

6) 試験溶液量 :loo mL/ 容器

7)連数 : 4容器/試験区

8)供試生物数 : 20頭/試験区 (5頭/容器)

9)試験温度 : 20℃で設定し、経時的および各試験容器間の変動範囲は

±1℃以内とする。

10)照明 : 室内光、16時間明/8 時間暗

11)給餌 : 無給餌

12)pH : 試験溶液の pH 調整は行わない。暴露期間中の pH は 6.0

~ 9.0 の範囲 とし、 1.5 以内の変動 とす る。

13)分析法 : HPLC 法

‐1-



結 果
予備的な検討で、本被験物質は開放系で揮散する可能性があり、人健康への影響も

懸念されることから、密閉系での試験が望ましいと考えられた。また、当局も密閉系

が望ましいとの意見であったことから、密閉系での試験を行った。

1)試験溶液中の被験物質濃度

暴露期間中の被験物質濃度に最大で 10 %程度の減少が認められた。従って、各影

響濃度 (50%遊泳阻害濃度、0 %遊泳阻害最高濃度、100%遊泳阻害最低濃度)の
」

、

算出に当たっては、暴露開始時、および暴露終了時の測定値の幾何平均値を採用した。

2)24 時間暴露後の結果

50% 遊泳阻害濃度 (EC5o) 4.3 mg/L

(95 % 信頼限界 :3.8~4.9 mg/L),Probit

o % 遊泳阻害最高濃度 1.6 mg/L

IOO % 遊泳阻害最低濃度 1o mg/L

3)48 時間暴露後の結果

50 % 遊泳阻害濃度 (EC5。) , 3.7 mg/L

(95 % 信頼限界 :3.3~4.2 mg/L),Probit

o % 遊泳阻害最高濃度 1.6 mg/L

IOO % 遊泳阻害最低濃度 6.9 mg/L

"2-



1 被験物質

1,1 名称、構造式および物理化学的性状

化学物質等の名称 : 2一 t e r t一ブチルフェノール、

CAS 番 号キ :88 ‐18-6

構造式 PH

分子式 * :C・oH・40

分子量 * :160,22

蒸気圧 * 1 0,09、mmHg(25 ℃ )

邑き 水激職 :700 mg/L(2がC)
ヘンリ 定数 :2,54E ‐005 atm・m3/mole(25 ℃ )

酸解離定数 (PK :10,3

1オクタノール/水分配係数ギ :3,31 ‐

融点キ :-6,8 ℃

沸点* :223 ℃

外観“ : うすい黄色~赤褐色の液体

安定性群 :光により変質する
溶媒に対する溶解性キ*: エタノールに可溶

L2 供試試料

入手先 : ,

入手量 ;25 gX 4 本 (同一ロット)

ロット番号キ" ;

含量"* :99,9%( 毛管カラム GC)

密度 (20℃ )*" :0,984 g/mL.
r

不純物の名称おょび含有率“ : 記載なし

水分 *キネ ー :0.01%

入手日 :2010 年 11月 22日‐

〔出典〕
* : SRC PhysProp Database ′

** ,: 「製品安全データシー トj

(作成 :2001年 09月 01日・改訂日 :2009 年 05月 14日)

***: , 「検査成績書」ー

2010年 11月 22日)成績書発行番号
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1.3 被験物質の保管方法および保管条件下での安定性

1)保管方法

被験物質保管用冷蔵庫 (約 4℃) において、遮光・密閉保管した。

2)被験物質の確認および保管条件下の安定性

入手した被験物質について赤外吸収ス.ベクトルを測定し、公的データ*との比較

により、被験物質の特性が認められることを確認した。

実験終了後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から、被験物質は実験

期間中安定であったと判断した。

* :独立行就法人産業技術総合研納所「和綴ヒ合物スペクトルデータベース (SDBS)」

2 供試生物

2.1 供試生物

試験には、オオミジンコ(ゑ寧ろma magna)の幼体 (24時間齢以内) を用いた。本種

は、独立行政法人国立環境研究所より1997年 2月 5日に入手したものを、当施設に

おいて継代飼育しているものである。

2.2 感受性確認

6 ヶ月ごとに、重クロム酸カリウム (ニクロム酸カリウム、試薬特級) を基準物質

とする急性遊泳阻害試験を実施して感受性の確認を行っている。直近の基準物質によ

る 48 時間 50 % 遊泳阻害濃度 (EC5o)は 0.75 mg/L〔暴露期間 :2010年 10月 6 日

~2010 年 10 月 8 日〕であった。 1999 年 10 月以降、直近までの EC5o値は 平均=

0.82 mg/L, 標準偏差 =0.16 mg/L,n=24(M4 人工調製水 )であった。

2.3 試験に用いる幼体を得るための親ミジンコの飼育方法と供試幼体の基準

解化した 24時間齢以内の幼体を 3 ~ 4週間飼育したものの中から、育房内に卵

を抱えた肉眼的に健康かつ十分な大きさの雌成体を選別し、別に用意したビーカーに

移した。翌日、産まれた幼体を供試ミジンコの親とし、最長で 4 週間飼育した。飼

育期間中は産まれたおおよその幼体数を毎日確認し、生まれた幼体はその日のうちに

除去した。

飼育開始 19 日後、すなわち暴露開始前日に幼体を除去した。翌日、層化した 24
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時間齢以内の幼体を試験に用いた。

試験に用いたバッチの親については、30頭中 4 頭以上の死亡、死産の発生、休眠

卵や雄の発生、初産日の遅れ、および体の変色等の何らかのストレスを受けた症状は

認められなかった。また、初産幼体は試験に使用しなかった。同一の試験においては、

全て同じバッチに生まれた幼体を用いた。

親ミジンコの飼育方法、日齢等は下記の通りであった。

1)飼育水 試験に用いる試験用水 (3.3項参照)で飼育した。

飼育水は (3回/週の頻度で)原則として月、水、金曜日に

換水した。

きき
2)飼育密度 30頭/2L 飼育水
3) 水温 20±1℃

4) 照明 室内光‘16時間 明/8 時間暗

5) 餌 クロレラ工業㈱ よ り購入 したクロレラ (備ヱQrメヱa

v明解西s) の培養液から遠心分離操作により藻類を回収し、

これを飼育水に再分散したものを与えた。

6) 給餌量 ミジンコ 1頭当たり次の量の藻類を毎日与えた。

0 ~10 日 :0.15 mgC( 有機炭素含量)/. 日

11~ 20 日 :0.18 mgC( 有機炭素含量)/ 日

21~ 28 ,日 :0.20 mgC( 有機炭素含量)/ 日

7) 容器 : 2 L のガラス製のビーカーを用い、試験容器と同様にゴミの

混入等を防止するため蓋をした。

8) じゅん化期間 : 2011年 1月 5日 ~ 2011年 1月 25日(20日齢)

暴露開始前 2 週間の親の死亡率は 3,3 %(30 頭中 1頭)であ

り、,休眠卵および雄の発生は認められなかった。

3 試験方法

3.1 予備的検討結果

1)被験物質の溶解性確認 - .
‐

本被験物質の水溶解度の文献値が 700 mg/L(25℃)であることから、被験物質

200 mg を秤量し、 1000 皿 メスフラスコに入れ、試験用水で定容後、マグネチッ

クスターラーを用いて、試験温度 (20℃) で 2 時間撹拝し、200 mg/L の溶液を調

製した。目視で溶解していることを確認後、更に遠心分離 (3000 rpm,15 分間)

操作を行い、被験物質溶液の上層、中層および下層部の被験物質濃度を HPLC法

により測定した。結果を以下の表に示す。

-5 -



測定濃度(mg/L)

試料 -1 試料 -2 平均

上層部 191 193192

中層部 193 192193

下層部 190 192191

200 mg/L に調製した被験物質溶液は溶解していると判断した。

2)試験溶液中での被験物質濃度の安定性 ′

開放系、密閉系および密閉・遮光条件下における試験溶液の安定性の検討を以下

の手順で行った。

1)で調製した 200 mg/L の溶液を更に試験用水で希釈し、1.o mg/L の試験溶液

を調製し、各試験溶液の 100凪 をそれぞれ 100凪 ガラス製ビーカー (開放条

件 ) 、 11o mL スクリュービン (密閉系 ) およびアルミホイルで遮光した 11o mL

スクリュービン (遮光・密閉系) に入れ、48 時間試験温度 (20℃) に保ち、被験

物質濃度を HPLC 法により測定した。

き

測定濃度(mg/L)

開始時 48時間後 網…持率 %)

開放系 0.931( 99)

密閉系 0.938 0.946(101)

遮光・密閉系 0.973(104)

48時間後の濃度は設定値に対してやや低いものの、開始時の濃度に対してはほ

ぼ同等 (99 ~104 %)であり、濃度減少は少ないものと判断した。

3.2 試験条件

予備検討の結果および予備試験の結果を基に、以下の条件で試験を行った。予備的な

検討で、本被験物質は開放系で揮散する可能性があり、人健康への影響も懸念される

ことから、密閉系での試験が望ましいと考えられた。また、当局も密閉系が望ましい

との意見であったことから、密閉系での試験を行うた。

1) 暴露方式 : 止水式 (密閉系)

2) 暴露期間 : 48時間
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3) 試験溶液量 :loo mL/容器

4) 連数 : 4容器/試験区

5) 供試生物数 : 20頭/試験区 (5頭/容器)

6) 試験温度 : 20℃で設定し、経時的および各試験容器間の変動範囲は ±

1 ℃以内とする。

7) 溶存酸素濃度 : 暴露期間中、通気は行わない。暴露期間中の溶存酸素濃度は

3 mg/L以上を維持する。

8) pH : 試験溶液の pH 調整は行わない。暴露期間中の pH は 6.0 ~

9.0 の範囲とし、1.5 以内の変動 とする。

9) 照明 : 室内光、16時間 明/8 時間 暗

e
lo)給餌 :無給餌

3.3 試験用水

E1endt M4 人工調製水 [OECD GUIDELI鵬 S FOR T胆 TESTING OF CHEMICALS 211:

β印ぬma ma箆 a Reproduction Test(Adopted 3,october 2008) に記載 してある人工

調製水]を使用した。成分表を付属資料‐1 に示した。

暴露開始時における試験用水の全硬度は 252 mg/L(CaC03換算) で、PH は 7.9 で

あった。 2009年 1月以降、2010年 12月までの全硬度は 平均=252 mg/L, 標準偏差

=5.o mg/L,n=18 で あ った。

3.4 試験容器および恒温槽等

1)試験容器 :1101m 容ガラス製スクリュー管瓶を用い、密栓した

(ヘ ッ ドスペース :1o mL )

2) 天秤 :上皿電子天秤 AE200 (メトラー)

(被験物質秤量)

3)恒温槽 :恒温室

4)水温計 :ガラス製水銀温度計

5) 溶存酸素計 :B‐505 (飯島電子工業)

6)pH 計 :諏ー30V (東亜ディーケーケー )

7)工CP(硬度分析用 ):IRIS Advantage/AP (サーモエレク トロン)

3.5 試験濃度の設定

本試験の実施に先立ち、公比 101/3(約 2.2 と記載する) で、連数を 4 連とした

4 濃度区 (1.0,2.2,4.6,1o mg/L) の予備試験を行った結果、48 時間の遊泳阻害

率は 1.o mg/L 区で 0 %、 2.′2 mg/L 区で 5 %、 4,6 mg/L 区で 90 %、 1o mg/L 区で
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100 %であった (付属資料‐11)。予備試験の結果を基に、本試験では公比 101/6(約

1.5) で 、 1.0,1.5,2.2,3.2,4.6,6.8,1o mg/L お よび 対 照 区 を設 定 した。

3.6 試験溶液の調製

試験溶液は用時調製とした。
′

50 mg の被験物質を loo mL ビーカーに秤 り取 り、試験用水で 500 mL メスフラ

スコに流し込み、500 皿 とし、マグネチックスターラーを用いて試験温度 (20℃ )

で 2 時間撹拝し、loo mg/L の試験原液とした (無色透明) 。

1.0,1.5,2.2,3.2,4.6,6.8,1o mg/L 区 の 各 試 験 溶液 は 、 loo mg/L の 試 験

原液の各 10,15,22,32,46,68,100 肌 を 100o mL のメスフラス コに入れ、試

験用水で 100o mL としてそれぞれ調製した (全て無色透明)。

対照区には被験物質を加ぇなぃ試験用水を用ぃたo e

　

3.7 被験物質濃度等の測定

1)被験物質濃度の測定

試験溶液中の被験物質濃度の分析は、全試験区について暴露開始時および暴露終

了時に HPLC法により行った。

, 暴露開始時には調製した試験溶液より採取し、暴露終了時には各試験容器の中層

. より 3 叫 ずつ採取、混合した試験溶液について行った。

試料の測定条件および前処理方法の概略を以下に記載した。詳細な分析方法は付

属資料一皿 「試験溶液の分析法 」(測定条件、検出限界値および定量下限値、添

加回収率、保存安定性、検量線) に示した。

定量下限値は 0.06 mg/L であった。

(I)測定条件
′

(

高速液体クロマトグラフ : L‐6000型 日立製作所

分離カラム : MightysiI RP‐18,4.6 × 150 皿 関東化学

恒温槽温度 : 40℃

溶離液 : アセトニトリル/ 純水 (60/40)

流量 : 0.8 皿 /min

検出波長 : UV 273 nm

注入量 :50 PL

(2)前処理方法

必要に応じ検量線の被験物質濃度範囲内に入るように試験溶液を純水で希釈
した。
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2)試験環境の測定

全試験区 (ただし、各濃度区 1試験容器) の試験溶液について、暴露開始時、24

時間後および暴露終了時に、溶存酸素濃度と pHおよび水温を測定した。

試験水温の変動を監視するために、別に設けた試験容器の水温および周囲の大気等

の温度を暴露期間中に継続して測定して記録した。

また、暴露開始時、および暴露終了時に、全試験区の試験溶液 (試験区ごとに 1

容器) について、ICP法により Ca、Mg 濃度を測定し、その値より各試験溶液の全硬

度を算出した。

3.8 試験操作

きき 試験溶液の水温、溶存酸素濃度、PHを測定後・供試ミジンコを投入し・その時点

を暴露開始時とした。
,

.

供試ミジンコの投入には先端を広ロに加工したガラスピペットを用い、投入の際の

ピペット内の飼育水は、試験溶液量に対して、全量で 1叫 以内とした。

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秒間の観察期間中に泳がなかった場合は遊泳阻害された

とみなした (ただし、遊泳とは第二触角を使い、水中で自分の体を動かす、もしくは

自立的に移動することをいい、水底を這って動くものは遊泳阻害に含めた。水面で動

くものについては、水滴を落とす等の操作でミジンコを強制的に水中に沈めた時に遊

泳しても、再び浮上した場合には遊泳阻害に含めた。また、正常な遊泳でない場合で

も 15秒間の観察中に 1 回でも水中を遊泳した場合は、阻害に含めなかった)。

4 結果の算出

4.1 遊泳阻害濃度算出に用いる被験物質濃度の決定

暴露期間中の被験物質濃度に最大で 10 %程度の減少が認められたが、被験物質の

揮発によるものと考えられた。従って、各影響濃度 (50 % 遊泳阻害濃度、0 % 遊泳

阻害最高濃度、100 %遊泳阻害最低濃度)の算出に当たっては、暴露開始時、および

暴露終了時の測定値の幾何平均値を採用した。

4.2 50 % 遊泳阻害濃度 (EC5。) の算出

各試験区のミジンコの遊泳阻害数と供試個体数 (20頭) から、観察時間ごとに遊

泳阻害率 (%)を求め、被験物質濃度と遊泳阻害率の関係から、Probit法により50 %

遊泳阻害濃度 (EC5o)および 95 % 信頼限界を算出した。

統 計 ソフ トは、 EcoTox ver.2.6 d を用 いた。
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4.3 0 %遊泳阻害最高濃度および 100%遊泳阻害最低濃度

全てのミジンコが遊泳阻害を受けない最高濃度を 0 %遊泳阻害最高濃度とし、全

てのミジンコが遊泳阻害を受ける最低濃度を 100%遊泳阻害最低濃度とした。

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

認められなかった。

5.2 試験溶液中の被験物質濃度

暴露開始時・および暴露終了時に試験溶液中の被験物質濃度を測定した。その結果 色

を Table l に示 した。

暴露開始時の被験物質濃度は設定値の 101~111% であり、ほぼ設定通りに調製

された。

また、暴露期間中の被験物質濃度に最大で 10 %程度の減少が認められた。

50 % 遊泳阻害濃度 (EC5o)

24時間毎の観察時における遊泳阻害率を Table 2 に、50 % 遊泳阻害濃度 (EC5o)

を Table 3 に、また、濃度 - 遊泳阻害率曲線を Figure l に示した。

なお、48 時間暴露の対照区の遊泳阻害率は 0 %、水面に浮いたミジンコは 0 % で

あり、試験成立条件を満たした。

EcoTox による統計解析を行うにあたり、観察点として採用する区を、下限は遊泳

阻害率が 0 % の区、上限は遊泳阻害率 100 % の区の範囲で選択し、24 時間は 1.57

~1o mg/L 区、48 時間は 1.57 ~ 6.88 mg/L 区を採用 した (付属資料 -W) 。

結果を以下に示した。

5.3

24 時間 50 % 遊泳阻害濃度 (EC5o):4.3 mg/L

(95 % 信頼限界 :3.8~4.9 mg/L),,Probit

48 時間 50 % 遊泳阻害濃度 (EC5。):3.7 mg/L

(95 % 信頼限界 :3.3~4.2 mg/L),Probit

5.4 0 %遊泳阻害最高濃度および 100%遊泳阻害最低濃度

0 %遊泳阻害最高濃度および 100 %遊泳阻害最低濃度を Table4および次頁に示

した。
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24 時間 o % 遊泳阻害最高濃度 1.6 mg/L

48 時間 0 % 遊泳阻害最高濃度 1.6 mg/L

24 時間 100 % 遊泳阻害最低濃度 : 1o mg/L

48 時間 100 % 遊泳阻害最低濃度 , ・ 6.9 mg/L

5.5 試験溶液の水温、溶存酸素濃度、PH および硬度

試験溶液の水温を Table 5、溶存酸素濃度を Table 6、PH を Table 7、全硬度を

Table 8 に示 した。

48 時間の暴露期間中の水温は 19.2 ~19.7 ℃の範囲内であり、変動は 1℃以内

きき‐ であった。試験水温の変動を連続的に監視するために別に設けた試験容器と・周囲の

大気温度は共に 20 ± 1℃ の範囲内であった。・
.

溶存酸素濃度は 8.5 ~ 8.9 mg/L の範囲内で、すべての試験区で飽和溶存酸素濃

度の 60 % 以上が維持され (20.0℃の飽和溶存酸素濃度 :8.84 mg/L) 、試験成立条

件 (3 mg/L 以上) を満たした。

暴露期間中の pH は、7.8 ~ 7.9 の範囲内であり、変動は 1.5以内であった。

全硬度は 244 ~ 256 mg/L の範囲内であった。

5.6 試験計画書からの逸脱の有無

試験計画書からの逸脱は無かった。

6 保管

試験に関する下記の記録および試資料は、当施設の資料保管施設に保管する。

1)主計画表

2)試験計画書、生データおよび最終報告書

3)信頼性保証部門によって実施された監査または査察の記録

4)職員の資格、訓練、経験および職務分掌の記録

5)機器類の保守点検および校正の記録および報告書

6)コンピュータ化されたシステムの有効性確認の記録

7)全標準操作手順書の経時的ファイル

8)環境モニター記録

9)被験物質、対照物質

10)その他の資料

以 上
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Table l. Measured Concentrations of the Substance in TestSolution

(Static Condition,C1osed Systemー)

NominaI Measured Concentration,1 ng/L MeanaMeasured

Concentration (Percent of Nomina.1) Concentration

(mg/L) O Hour 48 Hours Percent of (mg/L)
neW oldlnitiaI

Control 〈o.06 (-) 〈0.06 (-) [ 一 ] -

1.0 1,02 (102) 1.02 (102) [100] 1.02

1.5 1.66 (111) 1.48 (99) [ 89] 1.57

2.2 2.23 (101) 2.18 (99) [ 98] 2.20

3.2 3.35 (105) 3.22 (101) [ 96] 3.28

,4.6 4.69 (102) 4.56 (99) [ 97] 4.62

6.8 6.92 (102) 6.84 (101) [ 99] 6.886 84 101 99 6.88 目

10 10.2 (102) 9.83 (98) [ 96] 10.o

new : Freshly preparedtest solutions

old : Test solutions after 48hours exposure

a :Geometric mean

Tab1e 2.The Numbers of lnr・rnobi1e 五姿PゐnZa

(Static Condition,C1osed System)

NominaI
Meana Cumulative Numbers of 工nunobilized ムzapゐnza

Measured Number (Percent lmmobility)
ofConcentration

・

Concentration
ムを塑力刀ヱa

24Hours 48 Hours

(mg/L) (mg/L)
1 2 3 4Total 1 2 3 4 TotaI

Control - 20 0 0 0 0 0 ( 0) 0 0 0 0 0 ( 0)

1.0 1.02 , 20 0 0 0 0 0 ( 0) 0 0 0 0 0 ( 0)

. .
ー

(

1.5 1.57 2o o o o o o ( o) o o o o o ( 0)

2.2 , 2.20 20 0 0 1 0 1( 5) o o l o l ( 5)

3.2 3.28 20 1 o l 1 3 (15)1 1 1 2 5 ( 25)

4.6 4.62 20 3 3 2 3 11( 55) 4 5 3 4 16 ( 80)

6.8 6.88 20 4 5 5 5 19 ( 95) 5 5 5 5 20 (100)

10 10.0 20 5 5 5 5 20 (loo) 5 5 5 5 20 (loo)

Geometric mean
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Table 3. Calculated EC5。 Values

Exposure Period ,EC50 95 %Confidence Statistical

(Hours) (mg/L) Limits(mg/L)Method

24 4.3 3.8 ー 4.9 Probit

48 3.7 3.3 ー 4.2 ・ Probit

Table 4. Highest Concentration in o % 工mmobility and Lowest Concentration ln

loo % lmnobility

Exposure Period Highest Concentration ln Lowest Concentration ln

(Hours) 0 % lnlmobility(mg/L) 100 % lmmobility(mg/L)

24 1.6 10

48 1.6 , 6.9邑 48 1.6 6・9

Table 5.Temperature

(Static Condition,C1osed system)

NominaI MeanaMeasured Temperature,QC

Concentration Concentration o Hour 24Hours 48 Hours

(mg/L) (mg/L)new
.
old

Control
.
-19.2 19.3 19.4

1.0 1.02 19.2 19.3 19.4

1.5 1.57 19.4 19.4 19.4

2.2 2.20 19.4 19.4 19.4

3.2 3.28 19.4 19.4 19.6

4.6 , 4.62 19.4 19.5 19.6

6.8 6.88 19.6 19.6 19.6

10 10.0 19.7 19.6 19.7

new : Freshly preparedtest solutions

old : Test solutions after 48hours exposure

a :Geometric mean
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Table 6. Dissolved oxygen Concentrations

(static Condition,C1osed Systemー)

NominaI Meana Measured Dissolved oxygen Concentration,mg/L

Concentration Concentration o Hour 24Hours 48 Hours

(mg/L) (mg/L)new old

Contro1 8.8 8.7 8.6

1.0
‐

1.02 8.8 8.7 8.5

1.5 1.57 8.8 8.7 8.6

2.2 2.20 8.8 8.7 8.6

3.2 3.28 8.8 8.7 8.5
"-.--n.・ - - “.・u ・・ - - .・ ・. ・・.・・ ‐・. ・一 ・・. ・ . . ・‐.・ ・.・ ・.‐・.・ ・.・‐--・ り′.

4.6 4.62 ,
′
8.8

・
8.7 8.5

6・8 6・88 8.9 8.7 8.5 e

Io lo.0
‐
8.8 8.6 ,8.5

new : Freshly preparedtest solutions

old : Test solutions after 48hours exposure

a :Geometric mean

Table 7.pH Values

(static Condition,C1osed System)

NominaI MeanaMeasured pH

Concentration Concentration o Hour 24Hours 48 Hours

(mg/L) (mg/L)new old

Contro1 7.9 7.9 7.8

1.o l.02 7.9 7.9 7.8

1.5
'
1.57 7.9 . 7.9 7.9

, . ・ . .

2.2 2.20 7.9 7.9 7.9

3.2 3.28 7.9 7.9 7.9

4.6 4.62 7.9 7.9 7.9

6.8 6.88 7.9 7.9 ・ 7.8

10 ‐ 10.0 7.9 7.9 7.9

new : Freshly preparedtest solutions

old : Test solutions after 48 homrsexposure

a :Geometric mean
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Table 8. TotaI Hardness(as CaC03)

(Static Condition,C1osed System)

NominaI Meana MeasuredTotaI Hardness(as CaC03),mg/L

Concentration Concentration o Hour 48 Hours

(mg/L) (mg/L)new old

Contro1252 249

1.0 1.02 250 249

I.5 1.57 251 248

2.2 2.20 249 250

3.2 3.28 ‐ 255 248

4.6 4.62 251 244

昌 6.8 6.88 252 245

I0 10.0 256 245

new : Freshly preparedtest solutions

old : Test solutions after 48hours exposure

a ・ :Geometric mean

loo

、 〆
/
/
ク/

÷+1‐÷ 24Hours

÷イト÷ 48,Hours

/

/

/
/

ー

ー ■′′′′

7 1

75

)粂

　
コ 50

　
25

O
I 10

Concentration(mg/L)

Figure l. Concentration ‐Response(lmmobility)Curves
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Table A‐I E1endt M4 Medium Recommended by oECD Guideline No.211

Used as DilutionWater

Macronutrients Concentration Unit

e

CaC12 ・2H20

MgS04 ・7H20

KCI

293.8

123.3

5.80

64.8

10.O

0.274

0.143

mg /L

mg /L

mg /L

mg /L

mg /L

mg /L

mg /L

NaHC03 mg

Na2Si03 ・9H20 10.o mg /L

NaN03 0.274 mg /L

KH2P04 0.143 mg /L

K2HP04 0.184 mg /L

Traceelements Concentration Unit

H3B03

MnC12 ・4H20

LiCI
RbCI

SrC12 ・6H20

NaBr

Na2M 。 ・2H20

CuC12 ・2H20

ZnC12

COC12 ・6H20

KI

2.8595

0.3605

0.3060

0.0710

0.152

0.0160

0.0630

0.01675

0.0130

0.0100

3.25

2,19

0.575

2.50

mg /L

mg /L

mg /L

mg /L

mg /L

mg /L

mg /L

mg /L

mg /L

mg /L

“g/L
“g/L

“g/L

mg /L

Na2Se03 仏 g

NH4V03 , 0.575 “ g/L

Na2EDTA ・2H20 2.50 mg /L

Fes04 ・7H20 ′ 0.9955 mg /L

Vitamines Concentration Unit

Thiamine hydrochloride 75.o pg/L

Cyanocobalamine(B.2) 1.00 “ g/L

Biotine o.750 “g/L
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Range Finding Test

Table B-1. The Numbers of 節mobile ゑ習Pゐn/a

(Static Condition 、 open System)

Nominal ‐CumulativeNumbers of lmmobilized βaPあn/a

Concentration (Percent 工皿nobility)

(mg/L) 24Hours 48 Hours

Contro1 20 ( 0), o/20 ( o)

1.o o/20 ( 0) o/20 ( 0)

2.2 0/20 ( 0) 1/20 ( 5)

4.6 11/20 ( 55) 18/20 ( 90)

10 20/20 (100) 20/20 (100)

--
--

Table B‐2. Measured concentration of the Substance in TestSolution

(Static Condition 、 open System)

NominaI Measured concentration(mg/L)

Concentration (Percent ofNominal)

(mg/L) OHour 48 Hours
neWold

Control 〈0.06 ( ‐ ) 〈0.06 ( - )

1.o o.9445 ( 94) 0.890 ( 89)

2.2 2.18 ( 99) . 2.03 ( 92)

4.6 4.31 ( 94) 4.10 ( 89)

10 9.59 ( 96) 8.95 ( 89)

new : Freshly preparedtest solutions

old : Test solutions after 48hours exposure
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2-tert- ブチルフェノール分析法

1. 分析方法

(1)分析法の概要
試験溶液の一定量を、UV検出器を備えた高速液体.クロマトグラフ (HPLC)に注入

し、′クロマトグラムと同時にピーク面積 (カウント数) をデ」タ処理装置から求め

る。このピーク面積を用い、標準液の検量線から試験溶液中の被験物質の濃度を求
め る 。 ,

r

(2)装置および器具
a)高速液体クロマトグラフ : L‐6000型 日立製作所

‐b) 分離カラム : Mightysil 贈‐18,4,6 ×16o nm 関東化学

i e 手 。)カラム恒温槽 , 」5025型 日立製作所
d)UV検出器 : L-4000型 日立製作所

f
e)オートサンプラー : L‐2200型 日立製作所

f)データ処理装置 , :D ‐2500型 - 日立製作所

g)化学天秤 :AG-204 型 メトラー

h)超音波洗浄器 :BRANSON,8200 型 ヤマト科学

i)純水製造装置 ,:Milli ‐Q SP TOC ミリポア
▼ . ・ ・ ′ .

′

j)メスシリンダー ; 容量 500皿 柴田科学

k)メスフラス当 : 容量 10,26,loo m 柴田科学

1)ホールピペット : 容量 1嵐 柴田科学

m) メスピペット : 容量 l mL 柴田科学.

(3)試薬

a) t轄トプチルフェノール, : 純度 99.9% 、ロット番号■ ■ ■

b)アセトニトリル : HPLC用 和光純薬

c)純水 : 純水製造装置で製造

(4)試薬の調製
a)溶離液
, アセトニ トリル 600 皿 と純水 400鴫 をメスシリンダーで取り混合する。調製

した溶離液は使用前に超音波処理をしながら減圧し、脱気する。.
・

b)被験物質標準原液 (100omg/L).
・

被験物質約 loo mg を loo m メスフラスコに 0.l mg の桁まで精秤する。これ

にアセトニトリルを加えて溶解し標線を合わせる。

秤量した質量から、純度換算を行った上、正確な被験物質の濃度を算出する。

‐21-



(5)操作
a)2 に記載する分析条件で HPLCを作動し、装置を安定させる。

b)3 に記載する方法で検量線を作成する。
c)検量線の被験物質濃度範囲内に入るように試験溶液を純水で希釈し、その 50

“Lを HPLcに注入してクロマトグラムと同時にピーク面積を得る。

d)検量線により濃度を求め、希釈率を補正して試験溶液の被験物質濃度を算出す

る。

2.HPLC 測定条件

(1)‐分離カラム : Mightysi1RP-18,4 ・6× 150 mm

(2)恒温槽温度 : 40℃
e(3)溶離液 : アセトニトリルノノ純水 (60//40)

(4) 流量 ・: 0.8 叫 /min

(5)検出波長 : UV 273 nm

(6)注入量 : 50 “L

3. 検量線の作成
(1)被験物質標準原液 (100o mg/L)0.25 皿 を 25 mL メスフラスコに正確に分取し、

純水で標線を合わせ、 1o mg/L 標準液を調製する。標準液 1o mg/L から、 0.1 叫、

0.5 皿、 1.0 肌 をそれぞれ 1o mL メスフラスコに正確に分取し、純水を用いて標

線 を合わせ、 0.l mg/L 、 0.5 mg/L、 1.o mg/L 標準液 とす る。

(2)各標準液について 50 "L を HPLC に注入し、データ処理装置からクロマトグラム

と同時にピーク面積 (カウント数) を得る。被験物質濃度を横軸にピーク面積を

縦軸にとり検量線を作成する。この時の回帰式の相関係数も算出する。

表 1 検量線に使用したデータ例

No.
被験物質濃度
(mg/L)

ピーク面積

("V. ‘se

I O 0 ,

2 0.1024 1923

3 0.5120 9282

4 1.024 18540
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図1 検量線例

4. 添加回収率
1.(4).b)で調製した被験物質標準原液 (1079 mg/L) を試験用水に添加し、濃度が

0.1079 mg/L 、 1.079 mg/L 、 10.79 mg/L における、回収率を算出した。

結果を表 2 に示す。回収率は 99 %であった。

表 2 添加回収率

試料濃度
(mg/L)

n
測定値
(mg/L)

測定値平均
(mg/L)

回収率
(%)

0.1079

1
ー 0.1041

0.107 99
2 0.1103

1.079
I 1.063

1.07 99
2 1.071

10.79

1
↓ 10.71

10.7 99
2 10.77

5. 保存安定性
4 の添加回収で調製 した 3 濃度の試料溶液 (0.1079 mg/L、 1.079 mg/L、 10.79

mg/L) を、密閉・遮光条件において 3 日間冷蔵庫で保存し、試料溶液の安定性を確認し
‐

.

た 。 ‐

結果を表 3 に示す。3日間冷蔵庫保存液の濃度維持率は 99 ~102 % であった。
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表3 経時変化

開始時測定値
(mg/L)

3日後

n
測定値
(mg/L)

測定値平均
(mg/L)

濃度維持率
(%)

0.107

1
1 0.1035

0.106 99
2 0.1086

1.07
I 1.066

1.07 100
2 1.081

10.7
I 10.86

10.9 102
2, 10.96

6. 定量下限値および検出限界値
被験物質濃度 0.1079・g/Lの試料液 50 “Lを HPLCに 7回注入し、得られた測定値 巨雪

の標準偏差値の 10倍を定量下限値、3倍を検出限界値とした。
結果を表 4 に示す。定量下限値は 0.06 mg/L 、検出限界値は 0.02 mg/L であった。

表 4 定量下限値および検出限界値の算出データ

n
測定値
(mg/L)

I 0.1206

2 0.1082

3 0.1193

4 0.1139

5 0.1066

6 0.1212

7 0.1138

平均値 0.1148

標準偏差 (ぴ『,) 0.00588

定量下限値 == O・OO588>< 1o i〒 Q 06 mg/L

検 出限界値 =二〇・〇〇588〉く 3 キ Q 02 mg/L
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ミジンコ 急性遊泳阻害試験
2010‐生態 15(幾何)
ファイル名=2020126 更新日 :2011/01/31

区 濃度 連
mg/L ( log )
1 0 ( - ) 1

2 1.02 ( 0.01) 1

3 1.57 ( 0.20) 1

4 2.2 ( 0.34) 1

5 3.28 ( 0.52) 1

6 4.62 ( 0.66) 1

7 6.88 ( 0.84) 1

8 10 (1.00) 1

[対照に対する]割合
区 濃度 影響 ・
mg/L ( log )
1 1.02 ( 0.ol)

2 1.57 ( 0.20)

3 2.2 ( 0.34)

4 3.28 ( 0.52)

5 4.62 ( 0.66)

6 6.88 ( 0.84)

7 10 (1.00)

実測数 (影 響 ・死 亡 )-------------------- ー

0 24 48hour

1 20 0 0
1 20 0 0
1 20 0 0
1 20 1 1
1 20 3 5 ′

1 20 11 16
1 20 19 20
1 20 20 20

(%)
死 亡 ---------------------------- 一一

24 48hour

o.00 0.00

0.00 0.00

5.00 5.00

15.00 25.00

55.00 80」00

95.00 100.00

100.00 100.0O

EC50 計算に用いたデータ (Probit,Logit 法 )
区 濃 度 影 響 ・死 亡 -------------------------- ーー

mg/L (log ) 0 24 48 hour

l l.02 ( o.ol)

2 1.57 ( 0.20)

3 2.2 ( 0.34)

4 3.28 ( 0.52)

5 4.62 ( 0.66)

6 6.88 ( 0.84}

7 10 (1.00)

2010‐生態 15(幾何 )
ミジンコ 急性遊泳阻害試験
繰 り返 し数 = 1,1,1,1,

デ・ータファイル :2020126

0 24 48hour

20.00

20.00 0.20 0.20

20.00 1.00 1.00

20.00 3.00 5.00

20.00 11.00 16.00

20.00 19.00 19.80

20.00
・
19.80

観察回数=3 濃度区数 =8(mg/L)
1,1,1,I

更新日 :2011/01/31

生物量------ 一一

濃度 繰返し 0 24 48 hour
o (1) 20.000 0,0000 0.0000

1.o2 (1) 20.000 0,0000 0.0000

1.57 (1) 20.000 0.0000 0.0000

2.2 (1) 20.000 1.0000 1,0000

3,28 (1) 20.000 3,0000 5.0000

‐26 -



4.62 (1) 20.000 11.000 16.000

6.88 (1) 20.000 19.000 20.000

10 (1) 20,000 20,000 20,000

生物量 (%)------ 一

濃度 24 48hour

l.02 0,00 0,00

1.57 0,00 0,00

2.2 5.00 5.00

3.28 15.00 25,00

4,62 55,00 80,00

6,88
ー
95,00 100,00

10 100.00 100.0O

E(L)C50 計算 収束判定値=0,0001 最大反復回数=50

==='=====-======== EC50 計算ごとの詳細データ =-=== ニニ----------

昌 旧M‐=-=-=- ニーコ プロビット関数 =-ニニー ======

. ● 24h Effect E(L)C50 計算 収束までの反復回数 =5 ●●
◎デザイン行列一----
濃度 n y y/n Const, 10glo(C)

1.57 20.00 0,200 0.01 1,000 0,196

2.2 20,00 1,000 0,05 1,000 0,342

3.28 20,00 3,000 0.15 1.000 0.516

4.62 20.00 11.00 0.55 1.000 0.665

6.88 20,00 19.00 0.95 1.000 0,838

10 20,00 19.80 0,99 1,000 1,000

◎ 回帰式の適合度の検定 %2 値 ( 0.05,df )= 9.488( 0,01,df )=13.28

×2乗 (逸脱度) =1,778 〈 9,488 適合する
×2乗 (ビアソン)= 2.077 く 9.488 適合する

AIC = 70.57

◎ パラメータ推定 ---------- 一 M-

パラメータ名 係数 (e推定) 標準誤差 (SE) 0推定/SE
const ‐4,178 0.683 ‐6,121

1og(conc.) 6.578 1,045 6.292

WALD検定 ×2値=39.593 自由度 有意確率=0.000

◎ 推定値と残差 ------------ ー

濃度 Y Y推定 残差 (度数)Y/n(P) 冗推定 残差 (割合) ・
1,57 0.200 0,039 - -0.161 0.010 0.002 0,008

2.2 1,000 0.541 0.459 0,050 0.027 0,023

3.28 3,000 4.324 -1.324 0,150 0,216 -0.066

4.62 11,00 11.53 ‐0.535 0,550 0,577 ‐0.027

6.88 19,00 18.17 0.831 0,950 0.908 0.042

10 19.80 19.84 ‐0,036 0.990 0.992 ‐0.002

◎ 診断統計量 --
濃度 --‐【 標準化 ‐一 ‐

mg/L cookの距離 てこ比 逸脱度残差 ビアソン残差 逸脱度残差 ビアソン残差
1,57 0.038 0.093 0.581 0.823 0,609 0.864

2.2 0,175 0.359 0,567 0.633 0,708 0.790
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3.28 0.383 0.449 ‐0.751 ‐0.719 ‐1,012 ‐0,969

4.62 0,030 0.386 -0.241 ‐0.242 -0.308 ‐0,309

6,88 0,399 0.493 0.700 0.645 0.983 0,905

10 0,QOI O.219 ‐0,086 ‐0.089 ‐0.097 ‐0,101

====-== ニニニ EC90% 、 80% 、 EC50% 、 20% 、 10% の推 定 =; 二------

log(EC90) = 0,4404 (95% Range:0,3824 ‐ 0,4572)

EC90(mg/L)= 2,7567 (95% Range:2,4122 ‐ 2,8656)

log(EC80) = 0.5073 (95% Range:0.4508 ‐ 0,5370)

Ec80(mg/L)= 3.2157 (95% Range:2.8236 ‐ 3,4432)

log(EC50) = 0.6352 (95% Range:0.5816 ‐ 0,6895)

EC50(mg/L)= 4,3174 (95% Range:3,8162 一 4,8925)

log(EC20), = 0.7632 (95% Range:0.7125 ‐ 0.8421)

EC20(mg/L): 5,7965 (95% Range:5,1577 ‐ 6,9517)

log(ECIO) = 0.8300 (95% Range:0,7808 ‐ 0.9218)

E CI0(mg/L).= 6,7615 (95% Range:6,0373 ‐ 8,3529)

・● 48h Effect E(L)C50 計算 収束までの反復回数 =4 ●●
◎ デザイン行列 ----------------- …------------ 信三

濃度 n y y/n const, loglo(C) ニ--

20.00 0.200 1.000 0,1961,57 0.01 ‐
.

2,2 20.00 1.000 0.05 1.000 0,342 . , ,

3.28 20,00 5,000 0,25 1.000 0,516

4.62 20.00 16.00 0,80 1.000 0,665

6.88 20,00 19.80 0,99 1.000 0,838

◎ 回帰式の適合度の検定 %2 値 ( 0,05,df=3)= 7,815(P=0,01,df=3)=11,34

X2 乗 (逸脱度) =1.338 〈 7.815 適合する
X2 乗 (ビアソン)=1.810 〈 7.815 適合する
AIC = 60,27

◎ パラメータ推定 ---------- 一

パラメータ名 係数 (e推定) 標準誤差(SE) e推定/sE
const -4,498 0.813 ‐5.532

1og(Conc.) 7.873 1,388 5.672

WALD検定 ×2値=32.172 自由度=1 有意確率=0.000

◎ 推定値と残差 ------------------------------ ー

濃度 Y Y推定 残差 (度数)Y/n(P) 冗推定
▲
残差(割合)

1,57 0.200 0.031 0.169 0.010 0,002 0.008

2,2 1.QOO O.716 0.284 0.050 0.036 0,014

3,28 5.000 6,627 ‐1,627 0.250 0,331 ‐0.081

4,62 16,00 15.38 0.623 0,800 0.769 0,031

6.88 19,80 19.64 0.160 0.990 0,982 0,008

◎ 診断統計量 -------------------------------------- ーー

濃度 ---- 標準化 ----

mg/L Cookの距離 てこ比 逸脱度残差 ビアソン残差 逸脱度残差 ビアソン残差
1.57 0.057 0,100 0,638 0,956 0,672 1,008

2,2 0.106 0,484 0.323 0,342 0.450 0,476

3,28 0.544 0,484 ‐0,792 -0,773 -1.103 ‐1.077

4.62 0.145 0,547 0,336 0,330 0.499 0,491

6,88 0,037 0.384 0,294 0,269 0,374 0,343

===========EC90% 、 80% 、 EC50% 、 20% 、 10% の推 定 =-== ニニニ;-==

log(EC90) = 0.4085 (95% Range:0.3510 ‐ 0.4222)

EC90(mg/L)= 2,5615 (95% Range:2.2441- 2.6435)
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log(Ec80) -

Ec80(mg/L)=

log(EC50) =

EC50(mg/L)=

log(EC20) =

EC20(mg/L)=
log(ECIO) =

BCI0(mg/L)=

0.4644

2.9132

0.5713

3.7263

0.6782

4.7662

0.7340

5.4206

(95% Range:0.4096 - ○.4905)

(95% Range:2.5682 ‐ 3.0938)

(95% Range:0.5217 ‐ 0.6212)

(95% Range:3.3244 - 4.1802)

(95% Range:0.6338 ‐ 0,7519)

(95% Range:4.3033 ‐ 5,6480)

(95% Range:0.6924 ‐ 0,8202)

(95% Range:4.9248 ‐ 6,6102)

ニーニニニニ=--=====-= ロジット関数 =======---== ニニニコ

●・ 24h Effect E(L)C50 計算 収束までの反復回数 =4 ●●
◎ デザイン行列 ---------------- ーー

濃度 n y y/n Const. loglo(C}

1.57 .20.00 0,200 0,01 1.000 0,196

2,2 20.00 1,000 0,05 1,000 0.342

3,28 20.00 3,000 0,15 1.000 0.516

4.62 20.00 11.00 0,55 1.000 0.665

6,88 20.00 19.00 0.95 1.000 0.838

10 20.00 19.80 0.99 1.000 1.000

◎ 回帰式の適合度の検定 % 直(P=0,05,d ため〒 9.488( 0,01,df=4 13,28

×2乗 (逸脱度) = 0.973 〈 9.488 適合する
X2 乗 (ビアソン)=1.071 〈 9,488 適合する
AIC ;69.77

◎ パラメータ推定 ---------------------------- ー

パラメータ名 係数 (e推定) 標準誤差 (SE) e推定/SE
const -7.836 1,461, ‐5.363

1og(Conc.) 12.27 2,252 5.451

WALD検定 ×2値=29.715 自由度=1 有意確率:0.000

nx
U
n′
“
nx
U

度

57
2
2
6
8

ル話

.

・

.

.

・
O

莱
W
1

2

3

4

6

1

推定値と残差 ------ 一
Y Y推定 残差 (度数)Y/n(P) 冗推定 残差 (割合)
0.200 0.087 0.113 0,010 0,004 0,006

1.000 0,515 0.485 0.050 0,026 0,024

3,000 3.635 ‐0,635 0,150 0,182 ‐0.032

11.00 11.59 ‐0.594 0,550 0,580 -0,030

19.00 18,40 0.597 0,950 0,920 0.030

19.80 19,77 0,034 0.990 0,988 0,002

◎ 診断統計量 ------------------------------------
濃度 ---- 標準化 ----

mg/L Cookの距離 てこ比 逸脱度残差 ビアソン残差 逸脱度残差 ビアソン
1.57 0,008 0.093 0.327 0.383 0,344 0.402

2.2 0,115 0.265 0.608 0.685
1
0.709 0.799

3.28 0,138 0.503 ‐0.378 ‐0.368 ‐0,535 ‐0,523

4.62 0,074 0,504 -0.268 -0.269 ‐0,381 ‐0,382

6.88 0,186 0,455 0.527 0,493 0,713 0,667

10 7,E‐4 0,180 0,072 0,070 0,080 0,078

ニニニ ニ ==-====EC90% 、 80% 、 EC50% 、 20% 、 10% の推 定 == ニニーニ ニニーニ

log(EC90) = 0.4594 (95% Range:0.3948 ‐ 0.4722)

EC90(mg/L)= 2.8802 (95% Range:2.4822 - 2,9665)

log(Ec80) = 0.5255 (95% Range:0,4652 ‐ 0,5537)

Ec80(mg/L)= 3.3535 (95% Range:2.9185 - 3,5785)

ビアソン残差
0.402

0.799

‐0,523

‐0,382

0,667

0,078
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log(EC50) -

EC50(mg/L)=

log(EC20) 二

EC20(mg/L) 二
1og(ECIO) =

ECI0(mg/L)=

0,6384

4,3496

0.7514

5.6416

0.8175

6.5686

(95% Range:0,5854 -

(95% Range:3,8491-

(95% Range:0.7056 ‐

(95% Range:5.0765 ‐

(95% Range:0.7759 ‐

(95% Range:5.9688 ‐

0.6929)

4.9310)

0.8322)

6.7947)

0.9136)

8.1964)

●● 48h Effect E(L)C50‐計算 収束までの反復回数 =4 ●●
◎ デザイン行列 ---
濃度 n y y/n Const. loglo(C)

1,57 20.00 0.200 0,01 1.000 0.196

2,2 20.00 1.000 0,05 1.000 0.342

3.28 20,00 5.000 0.25 1.000 0.516

4.62 20,00 16,00 0.80 1,000 0,665

6.88 20,00 19,80 0.99 1,000 0,838

◎ 回帰式の適合度の検定
×2乗 (逸脱度) = 0.685 〈
X2 乗 (ビア ソン )= 0.744 〈

AIC = 59.62

%2 値 ( 0,05,df=3)= 7.815( ○,01,df=3)=11.34

7,815 適合する
7,815 適合する

◎ パラメータ推定 -------- 一-- 一

パラメータ名 係数 (e推定) 標準誤差 (SE) e推定/SE
const -8.438 1.734 ‐4.865

1og(Conc.) 14.68 2.966 4.949

WALD検定 X2 値=24,493 自由度=1 有意確率 .000

推定値と残差 ------ 一---- 一
Y Y推定 残差 (度数)Y/n(P) 冗推定 残差 (割合)
0.200 0,077 0.123 0.010 0,004 0,006

1.000 0,639 0,361 0.050 0,032 0,018

5.000 5,923 -0,923 0.250 0.296 ‐0,046

16,00 15.78 0,224 0,800 0,789 0.011

19.80 19.59 0,214 0.990 0.979 0.011

nX
U
nア
“
nX
U

度

57
2
2
6
8

◎
濃

L
2
3
4
6

　　
　
　　
　
　
　

度
九

57
2
2
6
8

　
　

　
　
　
　
　
　

診断統計量 ---------------------" ー ー

Cookの距離
0.013

0.094

0.398

0.035

0.034

てこ比
0.104

0,362

0,606

0,632

0.296

逸脱度残差
0.372

0.425

‐0,459

0.123

0,374

ビアソン残差
0,447

0,460

‐0.452

0.123

0,336

逸脱度残差
0.393

0,532

‐0,732

0,203

〇,445

標準化 --- ー

差 ビアソン残差
0.473

0.575

‐0.720

0.202

0.401

=-==== ニ ー --==EC90% 、 80% 、 EC50% 、 20% 、 10% の推 定 ‐=:====-

log(EC90) = 0.4252 (95% Range:0.3609 一 0.4343)

Ec90(mg/L)= 2.6617 (95% Range:2.2957 ‐ 2.7181)

log(Ec80) = 0.4804 (95% Range:0.4217 ‐ 0.5046).

EC80(mg/L): 3,0228 (95% Range:2,6404 ‐ 3,1957)

log(EC50) = 0,5749 (95% Range:0.5255 ‐ 0.6247)

EC50(mg/L) 二 3,7572 (95% Range:3,3539 ‐ 4,2143) ・

log(EC20) = 0,6693 (95% Range:0.6294 ‐ 0,7449)

EC20(mg/L) 二 4,6699 (95% Range:4,2600 ‐ 5,5577)

log(ECIO) = 0.7246 (95% Range:0.6902 ‐ 0.8152)

ECI0(mg/L)= 5.3034 (95% Range:4.8998 - 6.5341)

******************** END ********************
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1, 検量線

i
CH ・ I C.5 2 .SO RTT 葛 OFF5 0 01 ′25 ′11 14135

HO PEfiKS

0,1024mg/L

01/25/11 14-46D-2500

HETHODI Z-BP TfIG1 2 CHi I

F1LEi l cliLC-「IETHODI EXT 一5TD 丁1IBLEI I COHc= H E 1G H T

H O . R T fIREII HEIGHT ,COHC O C H R H E
1 7 -2 0 11923 1114 9 .OB O EI0 2-11P

TOTfIL
i 9 2 3 18 11 9 .ODO

P E fIK R E J ; ○
　　 　 　　　　　
5fiーIP-11-IT I I .000

0,51201Iーg/L

(
、
. c日.I o.5 2ーSO RTT 3＼ ○FFS 0 01/25 ′11 14158

.
＼

2"BP

18一

91′25 ノ11 14158D-2500

rIETHOD- 2-B15 Tflli. 3CH : I

F 1L E i 1 C fiL C-iIETHODii 、EXT 一5TD TfIBLE ー 1Co"Ci HE 宝tIHT

IJO . ‐ Rγ RREII 11E1GHT C0rIC EC "niIE
1 7 .18 9282 1904 0 .O0O BB 2一日P

TOTfIL
192 82 ,904 0.oD0

i1EfIK REJ ; o
sli l l .BOO ー ′
~11日P【月ー1丁 r l′000
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1.024 mg/L

CH . 1 C
、
.5 2 .5 fi lIT丁 3 0FF5 9 91/25 ′11 15;a9

2 一日P

ie-

lal/25/11 15;a19D-259B

METHOD= 2"BP ‐r‐IG: 4CH : I

F IL E ; 1 C RLC-11ETHODi EXT ー5TD Tfl日LE:I CONC= HE11IHT

NO . RT IIREIIHEIGHT CONC BC NRME
1 7 .18 18549 1788 8 .talle B日 2ーBP

T O T 1iL
I E154‐a 1788 9.Bee

PERK REJ : @

目

SF . 1.Bee
ぢfIMP一RIIT ; 1 .BBE1

2. 暴露開始時

対 照 区 ‐n=1,2

名濯ぎ /r ‐" “ -/

CH .1 C .5 2 .5e RTT 3 0FF5 0 91/25 ′11 15;26

5-

la-

HO PERK5

CH . I C .15 2 .59 RTT 3 0FF5 日 al/25/11 15:37

5‐

NO PERKS
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1.o mg/L 区
刀 ;/

OFFScH ・

5-

19 ‐

D‐258 も

トTETHOD= 2.BP

FILE!

Ho ・

TOTRL

PEfiK REJ
5F
SFIIIP-丹11T

LCH ・

5-

C fiLC-トIETHOD!

RT
ア .18 1

C .5 2 .5e RTT

TRGi

リーノ25/11 15= 4a

CHi

CONC;HEIGHT

CONC
9 .Bee

e .リリリ

9ー′25 ノ11 16:8la

BC
BB

NRME
2‐BP

lal/25/11 15=48

月RER
18486

18486

EXT-S T D T R 13L E;

HEIGHT
1835

1835

QFFS

2-BP

D‐256B

同ETHOD= 2ーBP

FILE-

NO . R1‐
ア‐18

TOTRL

PEIIK REJ
　　
SRHP-fiMT

C IIL C一M E T H ODg EXT-STO TfIBLE:

FIRER
19481

18481

TIIGi

al/25/11 16:E1o

cHi

COHC=HEIGHT

CONC
a .B1ae

日c
BB

　　　　　
2-13P

HEIGHT
la28

le28
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1o mg/L 区 (10倍希釈液)
"- ′

cH ・

5-

D-2599

},E1‐HOD: 2-BP

FILE;

NO .

TOTFIL

PERK REJ
SF
~liれP一11十IT

CH ・

イワ ,ァiユー

5-

111-

0‐2589

ME‐rHODI Z一日P

FILE;

Ho ・

TOTR1 ‐

PERK REJ
SF
5RrIP ーRHT

　　　　　　　 　　　

c -5 2 -5aR 丁T2 -5a R丁T 3 0FF~

11fILC-iqETHOD;

RT
7 .IS I

t .alala
　　　　　　

2ーBP

TRG;

り1′25 ′i l le* e8

81/25/11 18:BB

I9CHi

CONC:HEIGHT

CONC
◎ .Bee

13.Bee

81 ノ25/11 18:29

BC
8日

NRトIE
2-BP

らt′25/11

CONCiHEIGHT

BC
BB

NRME
2-BP

la;29

　　　
ア .211

　　　　　
18428

18428

EXT-5TD TRBLE:

HEIGHT
1796

1796

OFF~

2-BI1

TIIG: 2e CH:

CRLC-lqET H O D i E X T-5TD TR8LE:

fIRER
18677

186 アア

HEIGHT
1795

1795

CONC
9 .Bee

9 .age
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暴露終了時
48時間暴露終了時

対照区

一女菟詑元『‐ /ダ ";/
CH - 1 C .5 2 -50 R1‐1‐ 3 ○FF5 981 ′27 ′1L 13ia5

5【

…
18 一

NO PEfiK5

CH . I C .5 2 .59 口丁T 3 0FF5 9 91 ′27 ノ11 13=17

5-
ー

12-

HO PERK5

1.o mg/L 区

CH .1 C .5 2 -5EI 升T T 3 0 F F 5 i3 8 1ノ27 ′11 13128

5-

19-

2ーBP

al ′27 ノt l 13= 28.0‐25ae

NETHOD; 2-BP TRG; 7CH : I

F ILE= I CRLC-HETHOD; EXT-STO TFIBLE:I CONCg トIEIGHT

NO . RT RRERH E IGHT CONC BC NR PfE
1 7 .14 18447 1855 り .aea 日B 2一日P

TOTIIL
1844 ア 1855 巧 .081a

PERK REJ : り
　　 　 　　　　　　
5RIIP--FIHT : 1 .eeE1
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C .5 2 .56 1iTT

IB-

DFF5

2‐BP

al/27/11 13;48

D‐2591a

METHOD: 2‐BP

FILE:

Ho ・

丁OTRL

PEfiK REJ
5F
5 1iM p-HIIT

C iiL C一METHODi

RT
ア .14 1

EII′27 ′11 13=49

CH=

EXT-~TD TRBLE:

HEIGHT
la52

1852

CONCgHEIGHT

CONC
la.alala

13.alae

8C
BB

NfiME
2-BP

2-BP

CIILC-rIETHOD;

RT FI
ア .14 17

fIREFi
17887

17887

RR,ER
18748

18748

1 .Bag
1.aflla

lo mg/L 区
　　　　 　　　　　　

C .5 2 .58 RTT

";/

cH ・

5-

111-

D-25ae

トーETHODi

FILE: I

NO .
l

TOTRL

PERK REJ
　　
5RNP 一RHT

OFF5

2‐BP

al ノ27/11 15g 48

el ′27 ′11

119 C H;

EXT 一5TD TIIBLE!

HEIGHT
1845

1845

CONCiHEIGHT

CONC
a .gee

8 .aea

BC
BB

15:48

1.Bela
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OFFS

2ーBP

al/27/11 15:519

D-2569

トIETHODi 2‐BP

FILEi

NO . RT
ア .14

‐rOTIIL

PERK REJ
SF .
　　　　　　　　　

TfIGi

al/27/11 ls;59

21aCHi

CONC;HEIGHT

CONC
la・age

り.age

BC
BB

Nfl門E
2一臼P

C fiL C一M E T H OOg EXT-5TD TIIBLE;

RREII
181194

18994

　　　　　　　
1 .Beg

HEIGHT
1862

la62
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