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試験実施概要

1　表　　　題

　　　6一’εルブチルー〃3一クレゾールのオオミジンコ（Dθphn∫α〃2αgnα）に対する繁殖阻害

　　試験

2　試験目的
　　　6イεr‘一ブチルー砕クレゾールについて、オオミジンコ（、0卯hn’α脚8nα）に対する

　　繁殖阻害試験を21日間行い、繁殖状態に及ぼす最小作用濃度（LOEC）と最大無作用

　　濃度（NOEC）を求め、できる限り産仔数を50％減少させると算定される濃度（50％

　　繁殖阻害濃度：EC50）を求める。

3　試験方法
　　　本試験は、OECD化学品テストガイドラインNo．202rミジンコ類、急性遊泳

　　阻害試験及び繁殖試験」（1984年4月採択）の改訂版であるガイドラインNo．211

　　　rオオミジンコ繁殖試験」（1997年4月提案）に準拠した。

4　GLPの適用

　　　本試験は契約書別添2「生態影響試験実施に関する基準」（平成7年9月

　　26日）に準拠した。

5　試験委託者

　　　名　称：

　　　住　所：

環境庁

（〒100－0013）東京都千代田区霞が関1－2－2

6　試験受託者

　　　名　称：

　　　住　所：

財団法人　化学品検査協会

（〒136－0071）東京都江東区亀戸5－6－21

7 試験施設
　名　称：　化学品安全センター　久留米研究所

　住　所：　（〒830－0023）福岡県久留米市中央町19－14

　運営管理者：
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8　試験関係者

　　　試験責任者

試験担当者

　生物試験担当

　分　析　担　当

9　最終報告書の作成

R3『年　3月6　日

試験責任者

10　試験期間
　　　試験開始日

　　　試験終了日

　　　暴露期間

氏名

1999年

1999年

1999年

1月　7日

5月　6日

3月15日～1999年4月5日

11　保　　　管

　　　試験計画書、生データ、記録文書、最終報告書及び被験物質は、最終報告書

　　作成後10年間、財団法人化学品検査協会化学品安全センター久留米研究所の

　　保管施設に保管する。その後の保管については試験委託者と協議のうえ決定

　　する。
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要　　旨

試験委託者

環境庁

表　　　題

　6祀ルブチルー〃2一クレゾールのオオミジンコ（D卯hη’α雁8ηα）に対する繁殖阻害試験

試験番号
92043

試験方法
　本試験は・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

及び繁殖試験」（1984年4月採択）の改訂版であるガイドラインNo．211「オオミジンコ繁殖

試験」（1gg7年4月提案）に準拠して実施した。
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被験物質：6イεルブチル覗．クレゾール

試験生物：オオミジンコ（D4phn’α’照8nα）

生　物　数：20頭／1試験区（1連に付き5頭で1試験区20頭）

暴露期間：21日間

暴露方式：半止水式（2日に1回試験液を交換、プラスチック製蓋を使用）

試験濃度：2．00、1，00、0500、0250及び0．125mg／L（公比：2．0）及び対照区

連　　　数：1試験区に付き4連

試験液量：1試験容器（1連）に付き500mL

試験水温：20±1℃

照　　　明：16時間明（1，2001ux以下）／8時間暗

試験液中の被験物質の分析：　高速液体クロマトグラフィー（HPLC）

　　　　　　　　　　　　　　（0、2、8、10、16及び18日目）

結　　　果

　1）　21日間の親ミジンコの50％致死濃度（LC50）

　　　　　＝0．895mg／L（g5％信頼限界：0、703～1．20mg／L）

　2）　21日間の50％繁殖阻害濃度（EC50）

　　　　　＝0586mg／L（95％信頼限界：0523～0．660mg／L）

　3）　最大無作用濃度（NOEC）

　　　　　＝0．250mg／L

　4）　最小作用濃度（LOEC）

　　　　　ニ0500mg／L

　　　　　　　　　　（上記濃度は、全て設定濃度に基づく）

一1一
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1　被験物質
　　　本最終報告書において6－rεルブチルー〃；一クレゾールは、次の名称及び品質等を

　　有するものとする。被験物質に関する情報については供給者提供の添付資料等

　　によった。

1．1名称、構造式及び物理化学的性状

　1）　名　　称：6イε防ブチルー〃トクレゾール

　　　　　　　　　　（CAS番号　88－60－8）

　2）　構　造　式：

　　　　　　　　　　　　　　　　OH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C（CH3）3
　　　　　　　　　　　　　　　　、
　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　／
　　　　　　　　　　　　CH3
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ま
⊥
ブ
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ー
ブ
⊥

分子式：C11H160
分子量：164．24
外　　　観：　赤味の黄色透明液体q

安　定　性：　不明

1一オクタノール／水分配係数（logP）：　不明

pKa　　　：不明

水への溶解度：　不明

蒸　気　圧：　不明

純度：98．3％（GC法）‡1

ロット番号：　FHEO1

供　給　者：

情　報　源

　＊1：　供給者提供の添付資料

一2一
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L2被験物質の確認及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。

　　　入手した被験物質について赤外吸収スペクトルを測定し、被験物質の特性と

　　矛盾が認められないことを確認した。暴露終了後にも同様にスペクトルを測定

　　し、暴露開始前に測定したスペクトルと比較した結果、スペクトルに変化は

　　無かったことより被験物質は暴露終了時まで安定であったと確認された。

2　試験生物
　　　試験には生後24時間令以内のオオミジンコ（D4ρhn∫α〃2α8nα）の幼体を用いた。

　　　本種は・英国Sheffield大学（所在地；Sheffield　S102UQ，United　Kingdom）より

　　分譲されたものを、当研究所において継代飼育しているものである。また、

　　基準物質（重クロム酸カリウム、試薬特級、和光純薬工業株式会社）の48時間

　　EiC50は0．135mg／しであった。

試験生物を得るためのミジンコの飼育方法

　継代飼育している2～4週令のミジンコを試験生物の親とした。成熟し幼体を

生むようになったら少なくとも、試験前日に幼体を除去した。

）
）
）
）
）

1
2
3
4
5

加
既
温
咀
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密
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飼
飼
水
照
餌

6）　給餌量・

希釈水（3．2参照）

10～30頭／800mL飼育水

20±1℃

室内光、16時間明／8時間暗

単細胞緑藻類（Chlorε〃αvμ’gαr∫s）

藻類培養液を遠心操作により、希釈水に置換して給餌した。

ミジンコ1頭当たりChlorε〃αvμ180r∫3を0．1～0．2mgC（有機炭素

含量）／日の割合で与えた。この範囲でミジンコの成育段階に

応じて段階的に餌の量を変えて与えた。

一3一



Test　No．92043

3．1試験条件

　1）　暴露方式

3　試験方法

）
）
）
）
）
）
）

2
3
4
5
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7
8

　　　　　：被験物質を含む試験液へ試験生物を暴露する薬浴方式を用いた。

　　　　　　試験は、2日に1回試験液を交換する半止水式で行った。

暴露期間：21日間

連　　　数：1試験区に付き4連

生　物　数：20頭／1試験区（1連に付き5頭で1試験区20頭）

試験液量：

試験水温：

照　　　明：

給　餌　量：

1試験容器（1連）に付き500mL

20±1℃

室内光、16時間明（1，2001ux以下）／8時間暗

ミジンコ1頭当たりChlorε〃αvμ18θr∫sを0．1～0．2mgC（有機炭素

含量）／日の割合で与えた。

3．2希　釈　水

　　　脱塩素水（久留米市水道水を活性炭処理し、残留塩素等を除去したもので、

　　充分通気した）を使用した。希釈水使用時にはオルトトリジン法によって残留

　　塩素濃度が0．02mg／L以下であることを確認した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［付属資料一1］

　4）　pH計

　5）　溶存酸素計

　3）　水　温　計

3．3

　1）　試験容器

　2）　恒　温　槽

試験容器及び恒温槽等

：蓋付500mL容ガラス製容器（外径10．Ocm、高さ12．Ocm）

：加温冷却機によって試験容器内の水温を20±1℃に維持する

　恒温槽を用いた。

：検定済ガラス製棒状温度計

：ガラス電極式水素イオン濃度計HM－14P型（東亜電波工業）

：溶存酸素計58型（Yellow　Springs　Instrument　Co．，Inc．）

3．4試験濃度の設定

　　　急性遊泳阻害試験の結果である48時間EiC50（3．04mg／L）及び本試験に先立ち

　　行った予備試験の結果から、試験濃度は2．00mg／Lを最高濃度として公比2．0で

　　5濃度区（2、00、LOO、0500、0．250及び0．125mg／L）を設定した。対照には希釈水

　　のみの対照区を設けた。
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3．5試験液の調製

　　　必要量の被験物質に希釈水を加え・超音波照射しながら撹拌し、100mg／しの

　　試験原液を調製した。試験液は、各濃度区毎に必要量の試験原液と希釈水を混合

　　して調製し、各試験容器に分割した。

3．6　被験物質の分析

　　　全試験区（ただし、各1試験容器）について、暴露期間中に6回（換水前後のものを

　　3回繰り返し）の頻度で採取し、換水前のものについては遠心分離（3，000rpmで

　　10分間）をして餌を除いた後、HPLCにより分析した。試験液中の被験物質の分析

　　に際しては・標準溶液（濃度0．0500mg／L）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
　　　試験液の水温、溶存酸素濃度（DO）、pH及び硬度を測定後、試験生物を投入し、

　　その時点を暴露開始時とした。先端が比較的広口のガラスピペットを用いて試験

　　生物を投入した。その際、試験液量に対して、ピペット内の飼育水は全量で1％

　　以内を目安とした。その後、換水毎にミジンコを新しい試験液に移しかえ、

　　21日目まで暴露した。暴露期間中は毎日給餌を行った（3．1参照）。

・ミジンコの観察：

　　（親ミジンコ）　毎日、生存数、遊泳阻害数、大きさと状態を対照区と比較して

　　　　　　　　観察した。死亡した親ミジンコは計数後に取り除いた。

　　（産出幼体）毎日、幼体の生死の数、堕胎卵及び休眠卵の発生等について

　　　　　　　　観察した。計数後の幼体は取り除いた。最初の幼体産出日を

　　　　　　　　記録した。

・水　質　測　定：水温、DO、pH及び硬度を全試験区（ただし、各1試験容器）に

　　　　　　　　ついて、暴露期間中に6回（換水前後のものを3回繰り返し）の

　　　　　　　　頻度で測定した。硬度はEDTA滴定法により測定した。

3．8数値の取扱い

　　　数値の丸め方は、JISZ8202－1985参考3規則Bによった。
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4　結果の算出

　　　得られたデータを基に以下3項目の結果を算出した。結果の算出には、被験

　　物質の測定濃度が設定の±20％以内であったので設定濃度を用いた。

4。1親ミジンコの半数致死濃度（LC50）の算出

　　　各濃度区での親ミジンコの死亡数と供試個体数（20頭）を用いて、14及び21日目

　　のしC50を算出した。

4250％繁殖阻害濃度（EC50）の算出

　　　累積産仔数の算出

　　　　各試験容器（親1頭当たり）の暴露期間中の累積産仔数（TF）及び平均累積

　　　産仔数（TF）を以下の式より求めた。

　　　　ハど

π一 ｰ凡
　　　π椰1

ここで、

n　：幼体観察回数

Fn　：n回目の幼体数（ただし、生存幼体）

nε　：最終観察回

　　　　ル

＿Σm
　TF＝灯■1

　　　　規
ここで、

n　：試験容器数

TFn：各試験容器（親1頭当たり）の累積産仔数

規　　：試験区当たりの系列数（最大4）

EC50の算出

　Movingaverage法によりEC50を算出した。ただし、供試個体数に対照区の平

均累積産仔数を、生存数に各濃度区での平均累積産仔数を適用して計算した。

14及び21日目のEC50を算出し、それらの95％信頼限界も示した。
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4．3　最大無作用濃度（NOEC）及び最小作用濃度（LOEC）

　　　4．2に示した方法で算出した各試験容器毎の親1頭当たりの累積産仔数に

　　ついて、Bartlett法による等分散検定を行った後、各濃度区と対照区との有意差

　　の有無を一元配置分散分析及びDunnettの多重比較法により求めた。この結果に

　　初産日の検定結果及び観察された親並びに産出幼体の状態等も含めて、NOEC

　　及びLOECを決定した。

5　結果及び考察

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

　　　該当する要因はなかった。

5．2試験液中の被験物質濃度

　　　試験液調製時の被験物質の測定濃度の設定値に対する割合は96．9～104％、

　　2日後（換水前）で85．9～98．4％であった。いずれの測定値もほぼ設定どおりであっ

　　た。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table1（p．10），付属資料一2］

5．3ミジンコの観察結果

　　　親ミジンコの死亡数及び死亡率

　　　　対照区での親ミジンコの累積死亡率は暴露終了時で10％であり、試験成立

　　　条件である20％以下の基準を満たした。

　　　　0．125～0．500mg／L区では暴露終了時に5～20％の累積死亡率がみられた。

　　　LOO　mg／L区では50％、2．00mg／L区では暴露開始19日目までに全個体死亡し、

　　　対照区と比較して統計的に有意差がみられた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　［統計的方法：Kruskal－Wallisの順位和検定及び

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノンパラメトリックの多重比較法（Dunnett）］

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2（p．11），Figure1（p．20），付属資料一3］

初　産　日

　いずれの濃度区も初産日は8日であり、対照区と同じであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　（統計的方法：Kruskal－Wallisの順位和検定）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table3（p．12）］
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平均累積産仔数

　対照区での親ミジンコ1頭当たりの平均累積産仔数は136頭であり、試験成立

条件である60頭の基準を満たした。

　0．125及び0250mg／L区での親ミジンコ1頭当たりの平均累積産仔数はそれぞ

れ119及び126頭であり・対照区と有意差はみられなかった。0．500mg／L区での

親ミジンコ1頭当たりの平均累積産仔数は68頭であり、対照区よりも少なく、

統計的にも有意差がみられた。

　　　　　　　　　（統計的方法：一元配置分散分析及びDumettの多重比較法）

　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4（p．13），Figure2（p．21），付属資料一3］

親ミジンコの大きさと状態

　暴露期間中、1．00及び0．500mg几区では対照区と比較して成長阻害と体色の

明化がほぼ全個体で観察された。また、0．250及び0．125mg／L区では体色明化、

クロレラの付着等が数個体みられた。

休眠卵の発生等

　暴露期間中、休眠卵の発生はいずれの試験区でもみられなかった。

　死亡仔虫及び落下卵はいずれの試験区でも観察されたが、被験物質濃度との

相関はみられなかった。

5、4親ミジンコの50％致死濃度（LC50）

　　　設定濃度に基づいて算出した14日間の親ミジンコのLC50は1．71mg／しであった。

　　また・21日間のLC50は0・895mg／しであり・その95％信頼限界は0．703～1．20mg／L

　　であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table5（p．14）］

55　50％繁殖阻害濃度（EC50）

　　　14日間のEC50は0，903mg／しであり、その95％信頼限界は0．790～1．05mg／しで

　　あった・また・21日間のEC50は0．586mg／しであり、その95％信頼限界は0．523～

　　0．660mg／しであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table6（p．14）］

一8一



Test　No．92043

5．6繁殖に及ぼす最大無作用濃度（NOEC）及び最小作用濃度（LOEC）

　　　平均累積産仔数についての有意差検定の結果、0．250mg／L区では有意差は

　　なかったが・0500mg／L区は対照区よりも少なく有意な差が認められた．また、こ

　　の濃度区では成長阻害と体色の明化がほぼ全個体で観察された。従って、親ミジ

　　ンコの繁殖に及ぼす21日間のNOECは0．250mg／しであり、LOECは0．500mg／しであ

　　ると評価した。

　　　　　　　　　　　　（統計的方法：一元配置分散分析及びDu㎜ettの多重比較法）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table7（p、15）］

5、7　試験液の水温、DO、pH及び硬度

　　　暴露期間中に測定した水温は20．1～20．3℃であり、20±1℃の範囲であった。

　　DOは8．4～g．O　mg／しであり・飽和溶存酸素濃度の60％以上であった。（20．0℃の

　　飽和溶存酸素濃度：8．84mg／L）。pHは7．3～7．6であり、変動は1．5以下であった。

　　硬度は43・0～49．OmgCaCO3／しであり、10～250mgCaCO3／しの範囲であった。

　　　以上のことから、水温、DO、pH及び硬度については、ミジンコの生育条件

　　としては適切な範囲であったと思われる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table8～11（p．16～19）］

5．8試験液の状態

　　　試験液調製時には無色透明であり、換水前ではクロレラを給餌したことにより

　　淡緑色を呈していた。

以　上
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Table1． C・ncentrati・ns・f6イεr‘一butyl一醒一cres・1inrepr・ducti・ntestusing

Dαρhn如1nαgnαunder　semi－static　conditions

　　Nominal
COnCentratiOn

　　　（mg／L）

Measured　concentration（m処）

　　　　Percenta　e　ofnomina1

0．da　a） 2．da　b） 8．da　a） 10．da　b）

Control n．d． n．d． n．d． n．d．

0．125 0．129
．（！Ωβユ．．

0．122
、．（27．：21．

0．123
．（2β．：51．

0．107

0．250 0．254

．（19勲．．

0。238
．．（25．：Ω．

0．242
．（2血．：21．

．（昼5二9）．．

0．226

0．500 0．508
．（］、Ω2》．．

0．490
．．（2．＆：91．

0．497

．（22．：51．

．（2照1．

0．447

1．00 0．981

．鰹：Ω．

0．951

．（2含：11．

0．987

，鰹：71．

．（多照）．．

0．892

2．00 8
Q
／

9
＆

－
n
ソ 4

8

£
L

l
Q
ノ

5
6
9
Z

l
Q
ノ

．（貴2．：2）．．

3
月
ノ
£
L

l
Q
ノ

Table1． （continued）

　　Nominal
COnCentratiOn

　　　（mg／L）

Measured　concentration（mg／L）

　　　　Percenta　e　ofnomina1

16－daya） 18．da　b）

Time－weighted
　　　　meanC）

　　　　（mg／L）

Control n．d． n．d．

0．125 0．130
．．（1Ω4！．

0．119
．．（25二至）．．

0．122

0．250 0．255
．、（1Ω2〉．

0．232
．．（22擦）．．

．．（27二皇）．．

0．241

0．500 0．515

．．（1働．

0．483
．．（2顛）．．

．．（2亘二在）．．

0．490

1．00 1．02

．．（1921．

0．971

．（27二1）．．

．．（2昼二Ω）．．

0．967

2．00

8
4
0
0
．
－

（
∠
r

7
4
9
8
L
9

．（9登∴7）．．

4
0
9
7

1
Q
ノn．d。：＜0．0100mg／L

a）fresh　solutions

b）expired　solutions

c）The　values　are　expressed　as　time－weighted　means　calculated

　　by　the　following　equation：

　　｛2（Co－C2）／（lnCo－1nC2）＋2（C8－Clo）／（1nC8－lnClo）＋2（C16－C18）／（lnC16－1nC18）｝／6

　　where

　　　C、：the　measured　concentration　at　x－day

　　　lnCx：the　natural　logarithm　of　Cx．
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Table2． Cumulative　number　ofdead　parental　D4ρhn∫αduring　exposure　to

6一‘επ一buty1一〃3－cresol

　　Nominal

COnCentratiOn

　　（mg／L）

Exposure　time（day）

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Contro1

’61ii3’

’61巨3石”

　　0

．≦．．勲．．

　　0

．二．．9．．

　　0　　　0　　　0

，⊆．、勉．．．．1．．．9≧．．≦．．Ω．．

　　0　　　0　　　0

．⊆．．餓．．．．1…9≧．．≦．．Ω．．

　　0

．．⊆．．曾．．

　　0

．．⊆．．Ω．．

　　0

．≦．．．91．．

　　0

．≦、．．91．．

　　0

．⊆．．勲．．

　　0

．歪．．9》．．

　　0　　　0　　　0　　　0

．．1．．．9≧．．≦．．9＿⊆．．曾．．．．1…9）．．

’bl三δ6”

　　0

．工．．Ω．．

　　0　　　0　　　0

．⊆．．曾．．．．⊆…9≧．．《．．Ω．．

　　0

．．⊆．．勲．

　　0

．≦．．Ω．．

　　0

．⊆．．Ω．．

　　0　　　0　　　0　　　0

．．1…9≧．．≦．．91．．．⊆．．勲．．．≦…9≧．

’i166”

　　0

．玉．．9．．

　　0　　　0　　　0

．⊆．．Ω．．．．1．．．9≧、．二．．Ω．．

　　0

．．⊆．．9ユ．

　　0

．≦．．勲．．

　　0

．⊆．．91．．

　　0　　　0　　　0　　　0

．．1…91。、≦．．9．．．⊆．．9．．．．1…9！．

’五166”

　　0

．玉．．9．．

　　0　　　0　　　0

．．⊆．．曾．、．．1．、．9）．．．‘．．Ω．．

　　0

、．⊆．．9≧、

　　0

．≦．．9．．

　　0

．⊆．．勉．．

　　0　　　0　　　0　　　0

．、1…91．．工．．Ω．．．．⊆．．Ω、．．．1．．、9≧．

　
）0
0

　
（

　0　　　0　　　0

（0）（0）（0）
　
）0
0

　
（
　
）0
0

　
（

　0

（0）

　　0　　　0　　　0　　　0

．．1…9！．．玉．．勲．．．⊆．．働、、．．1．．．9）．．

　0　　　0　　　0　　　0

（0）（0）（0）（0）

Table2．　（continued）

　　Nominal

cOnCentratiOn

　　（mg／L）

Exposure　time（day）

11 12 13 14 15 16 17 18 19　　20　　21
Control

し61ii3●

’61を3δ”

　　0

．≦．．勲．．

　　0

．二．．勲．．

　　0　　　0　　　0

．．⊆．．Ω．．．≦…91．．．‘．．Ω．．

　　0　　　0　　　0

．．⊆．．Ω．．．≦．、．9）＿至．．勲．．

　　0

．、⊆．．9≧．

　　0

．．⊆．．9≧．．

　　0　　　1　　　2　　　2　　　2　　　2

，≦…9）．．．．．，1漁．．正善9：9≧．．1三9二91．．≦！9Ω．．1無．9≧．

’δ13δ6”

　　0

．⊆．、Ω、．

　　0　　　0　　　0

．⊆．．曾．．．．1…9）．．．≦．．Ω．．

　　0

．．⊆．．9≧．．

　　0　　　2　　　3　　　3　　　3　　　3

．≦、．9．．“9Ω．．q乏Ω．．ll§Ω．．黛Ω、．Ω蛋二9≧．

’i166”

　　0

．≦．．9．．

　　0　　　0　　　0

．．⊆．．餓．．，．1．．．9≧．．《．．9．．

　　0　　　0

．≦．．9．一．．二．．Ω．

　　0　　　0

．．⊆．．曾．．．．．．工．．91…、…一．．

ロ　リ　　　いりりにいロに　しりりリロロロロロロロペ　いりりリロロリリリリロロロリ

　　　0　　　2　　　2　　　4

（0）（10．0）（10．0）（20．0）

’芽』66”

　　0

．工．．9）．．

　　0　　　0　　　0

．．⊆．．俄…、．．∫．．．9≧．．．．．．二．．勲．．．．．．．

　　1　　　1

（5Ω．．…鯉≧．．．．…、一．．．

　　1　　　1　　　1

（5・Ol．．…≦乏Ω．…．1三二9）．．

　
）0
0

　
（

　06777810⊆．．91．．1⊇9Ω．．燈葦Ω．．黛Ω．．1釜二91．．長窪9：Ω．．1§鋤．

　0　　　　6　　　14　　　16　　　19　　　19

（0）（30・0）（70・0）（80。0）（95．0）（95．0）

　20　　　20　　　20　　　20

（100）（100）（100）（100）

The　values　in　parentheses　express　mortality（％）of　Dαphn∫α．
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Table3． Time（days）required　to　first　brood　production　during　exposure　to

6一’επ一butyl一〃2－creso1

　　Nominal

COnCentratiOn

　　（mg／L）

Vessel　No．
Mean

1 2 3 4

Contro1 8 8 8 8 8．0

0．125 8 8 8 8 8．0

0．250 8 8 8 8 8．0

0．500 8 8 8 8 8．0

1．00 8 8 8 8 8．0

2．00 8 8 8 8 8．0

一12一
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Table4． Mean　cumulative　numberof　juveniles　produced　per　adult（ΣFl／P）

duringexposureto6一∫εr’一buty1一規一cresol

　　Nominal

COnCentratiOn

　　（mg／L）

Exposure　time（day）

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Contro1 0 0 0 0 0 0 0 0 19．5　　19．5　　21．0

0．125 0 0 0 0 0 0 0 0 17．8　　17．8　　21．5

0．250 0 0 0 0 0 0 0 0 18．5　　18．5　　27．4

0．500 0 0 0 0 0 0 0 0 16．7　　16．7　　17．4

1．00 0 0 0 0 0 0 0 0 15．7　　15．7　　18．2

2．00 0 0 0 0 0 0 0 0　　3．7 5．3 5．6

Table4，　（continued）

　　Nominal

COnCentratiOn

　　（mg／L）

Exposure　time（day）

11　　　12　　　13　　　14 15　　　16　　　17　　　18　　　19 20 21

Contro1 45．7　　45．7　　45．7　　69．7　　69．7　　69．7　　96．1　　98．9　　98．9 120 136

0．125 41．6　　41．6　　41．6　　59．8　　61．1　　61．1　　85．9　　91．4　　91．4 108 119

0．250 42．3　　42．3　　42．3　　65．4　　66．5　　66．5　　88．3　　93．5　　93．5 114 126

0．500 39・8　　39・8　　39．8　　50．0　　50．4　　50．4　　56．9　　59．7　　59．8　　61．6　　68．4

1．00 36、836、836．838．838．938．938．938．938．938．938．9

2．00 7．4　　　7。4　　　7．4　　　7．4 7．4　　7．4　　7．4　　7．4　　7．4 7．4　7．4

一13一



Table5．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Test　No．92043

Calculated　LC50values　of6イεπ一butyl一〃卜cresol　for　parental　D卯hn∫α

based　on　nominal　concentrations

Exposure

　　time

　　（day）

LC50

mg／L

　　95－Percent

confidence　limits

　　　　　m

Statistical

method

14 1．71 Binomia1

21 0．895 0．703　－　1．20 Moving　average

Table6． Calculated　EC50values　of6イεπ一buty1一〃2－cresol　for　inhibition　of

reproduction　based　on　nominal　concentrations

Exposure

　　time

（day）

EC50

（mg／L

　　95－Percent

confidence　limits

　　　　　m　L

Statistical

method

14 0．903 0．790－1．05 Moving　average

21 0．586 0．523　－0．660 Moving　average

一14一



Test　No、92043

Table7． Significance　test　ofdifference　between　the　mean　cumulative　numbers　of

juvenilespr・ducedperadultinc・ntr・landtestvesselsaRer21days

exposureto6一朗一buty1一〃1－cresol

　　Nominal
cOnCentlratiOn

　　（mg／L）

Vessel　No．
Mean S．D．

1 2 3 4

Significant

difference

Contro1 130 148 130 138 136 8．5

0．125 122 103 114 137 119 14．3

0．250 123 126 133 121 126 5．2

0．500 63 82 79 50 68 15．0 ＊＊

1．00 35 38 43 40 39 3．4

2．00 8 7 5 10 7 1．9

＊＊：Significantly　different　from　Control　atpく0．01．

The　data　of1．00and2、00mg／Lwere　omitted　from　statistical　analysis．

一15一
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Table8． Temperature　oftest　solutions　during21－day1）4phn’αreproduction

test　to6一孟επ一butyl一〃1－cresol

　　Nominal

COnCentlratiOn

　　（mg／L）

Temperature

　　　（。C）

0－day 2－day 8－day 10－day 16－day 18－day

Control New 20．3 20．1 20．1

Old 20．3 20．3 20．2

0．125 New 20．3 20．1 20．1

Old 20．3 20．3 20．2

0．250 New 20．3 20．1 20．1

01d 20．3 20．3 20．2

0．500 New 20．3 20．1 20．1

01d 20．3 20．3 20．2

1．00 New 20．3 20．1 20．1

Old 20．3 20．2 20．2

2．00 New 20．3 20．1 20．1

Old 20．3 20．1 20．2

New
Old
freshly　prepared　test　solutions

test　solutions　after48hours

一16一
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Table9． Diss・lved・xygenc・ncentrati・ns・ftests・luti・nsduring21－day

Dαphn顔eproductiontestto6一∫εr卜butyl一物一cres・1

　　Nominal

COnCentratiOn

　　（mg／L）

Dissolved　oxygen　concentration

　　　　　　　　　　　mg／L

0－day 2－day 8－day 10－day 16－day 18－day

Contro1 New 8．9 8．7 8．6

Old 9．0 8．6 8．4

0．125 New 8．9 8。7 8．6

Old 9．0 8．6 8．4

0．250 New 8．9 8．7 8．6

Old 9．0 8．6 8．4

0．500 New 8．9 8．7 8．6

Old 9．0 8．6 8．5

1．00 New 8．9 8．7 8．6

01d 9．0 8．6 8．5

2．00 New 8．9 8．7 8．6

Old 9．0 8．7 8．8

New
Old
freshly　prepared　test　solutions

test　solutions　after48hours

一17一
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Table10． pHvalues・ftests・1uti・nsduring21－dayD叩hn∫αrepr・ducti・n

testto6－rεπ一butyl一〃2－creso1

Nominal

COnCentratiOn

　　（mg／L）

pH

0－day 2－day 8－day 10－day 16－day 18－day

Control New 7．4 7．5 7．5

Old 7．6 7．5 7．3

0．125 New 7．4 7．5 7．5

Old 7。6 7。5 7．3

0．250 New 7．4 7．5 7．5

01d 7．5 7．5 7．3

0．500 New 7．4 7．5 7．5

01d 7．6 7．5 7．5

1．00 New 7。4 7．5 7．5

Old 7．5 7．5 7．5

2．00 New 7．4 7．5 7．5

01d 7．6 7．5 7．5

New
Old
freshly　prepared　test　solutions

test　solutions　after48hours

一18一
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Table11． Total　hardness　of　test　solutions　during21－day五）αphn如reproduction

test　to6イεπ一buty1一〃1－creso1

　　Nominal
COnCentratiOn

　　（mg／L）

Total　hardness

（mgCaCO3／L）

0－da 2－day 8－day 10－day 16－day 18－day

Control New 44．6 48．6 44．0

Old 43．6 49．0 43．0

0．125 New 44．0 48．6 44．0

01d 43．8 48．4 43．0

0．250 New 44．4 48．6 44．0

Old 44．0 48．6 43．0

0．500 New 44．4 48．6 43．6

Old 44．6 49．0 43．4

1．00 New 44．0 49．0 43．6

01d 44．6 48．6 43．0

2．00 New 44．4 49．0 44．0

01d 45．0 48．8 43．4

New
Old
freshly　prepared　test　solutions

test　solutions　after48hours
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付属資料一1

希釈水の水質

　（全2頁）



Appendix1．

Parameter

pH

COD　　　　　　　　　（mg／L）

Coliform　group　bacteria

　　　　　　　　　　　　（MPN／100mL）

Total　phosphonls

Total　mercury

Copper

Cadmium

Zinc

Lead

Aluminium

Nickel

Total　chromium

Manganese

Tin

Iron

Cyanide

Free　chlorine

Bromide　ion

Fluoride

Sulfide　ion

Ammonianitrogen

Arsenic

Selenium

Evaporation　residue

Electric　conductivity

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

伽／cm）

Total　hardness（as　CaCO3）

Alkalinity

Sodium

Potassium

Calcium

Magnesium

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

Waterqualityofdilutionwater

Concentration

1999．Feb．3

5
7
7
1
（
U 　
0
　

・
●
　
・
。
●
…
3
・
・
…
2
・
・
1
2
n

O
恩
回
」
恩
J
d
回
」
回
回
n
…
回
d
ゴ
組
ゴ
O
ゴ
回
2
7
2

0
n
n
n
n
n
几
n
n
n
n
O
n
几
n
n
n
O
n
n
1
1
5

33．0

14．0

3．52

11．6

5．59

Test　No、92043

Lower　limit

of　detection

0．0005

0．005

0．005

0．01

0．005

0．1

0．01

0．02

0．01

0．5

0．1

0．01

0．1

0．15

0．1

0．002

0．002
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Appendix1。（continued）

Parameter Concentration

1999．Feb．3

Lower　limit

of　detection

1，2－Dichloropropane

Diazinon

Isoxathion

Fenitrothion（MEP）

Isoprothiolane

Oxinecupper

Chlorothaloni1（TPN）

Propyzamide

EPN

Dichlorvos（DDVP）

Fenobucarb（BPMC）

Iprobenfos（IBP）

Chlomitrofen（CNP）

Thiram

Simazine（CAT）

Thiobencarb

PCB

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

（mg／L）

酒
ゴ
d
回
4
コ
組
d
4
d
回
」
コ
コ
』
コ
回

n
n
几
n
n
n
n
几
n
几
n
n
n
n
n
n
n

0．006

0．0005

0．0008

0．0003

0．004

0．004

0．004

0．0008

0．0006

0．001

0．002

0．0008

0．0005

0．0006

0．0003

0．002

0．0005

n．d．●not　detected
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付属資料一2

試験液の分析方法及び分析チャート

　　　　　　（全6頁）
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試　　験　　名

被験物質名

ミジンコ繁殖阻害試験

6蛇ルブチル覗．クレゾール

1）　試験液の分析方法

　（1）試験液の前処理操作

　　　　採水した溶液はそのまま若しくは脱塩素水で希釈して、以下のフロー

　　　スキームに従い高速液体クロマトグラフィー（HPLC）によって分析した。

フロースキーム

試験液分析試料

　　　　分取　0．7mL
　　　　　（プッシュボタン式液体用微量体積計・）

　　　　←アセトニトリル　0．7mL
　　　　　（プッシュボタン式液体用微量体積計・）

H　P　L　C試料

＊エッペンドルフ社製

　HPLC試料中の被験物質濃度は、クロマトグラム上の被験物質のピーク

面積を濃度既知の標準溶液のピーク面積と比較し、比例計算して求めた。

（2）被験物質溶液の調製

　　　被験物質100mgを電子分析天びんで正確にはかりとり、アセトニトリル

　　に溶解して1，000mg／しの被験物質溶液を調製した。これを脱塩素水で希釈し

　　て1．00mg／しの被験物質溶液を調製した。

（3）標準溶液の調製

　　　分析試料中の被験物質濃度を求めるための標準溶液の調製は次のように

　　して行った・1・00mg／しの被験物質溶液をアセトニトリル／脱塩素水1／1（v／v）

　　になるように希釈して0．0500mg／しの標準溶液とした。
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島津製作所製　LC－10AD

島津製作所製　SPD－10A

島津製作所製　SIL－10A

L－colu㎜ODS（化学品検査協会製）

15cm×4．6㎜φステンレス製

40℃

アセトニトリル／蒸留水　70〆30（v／v）

1．O　mL／min

275nm

400μL

1AU／l　V

ATTEN22

3）　検量線の作成

　　　1）（3）の標準溶液の調製と同様にして0．00500、0．0250、0．0500及び0．100mg／L

　　の標準溶液を調製した。これらを2）の定量条件に従って分析し、得られたそ

　　れぞれのクロマトグラム上のピーク面積と濃度により、検量線を作成した。
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Table　of　Attached　Figures

Figure　L

Figure2－1．

Figure2－2。
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Figure2－4．

Figure2－5、

Figure2－6．

Calibration　curve　of6イεπ一butyl一院一cresol　by　HPLC　analysis．

Example　of　chromatogram．

（standard　solution　of　O。0500mg／L，0－day）

Example　of　chromatogram．

（fresh　test　solution　of　O．500mg／L　as　nominal　concentration，

0－day）

Example　ofchromatogram．

（freshtestsolutionofc・ntrol，0－day）
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Example　of　chromatogram．

（expired　test　solution　of　O500mg／L　as　nominal　concentration，
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Example　ofchromatogram．

（expircdtestsolutionofc・ntrol，2－day）
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mAb琳

暴露開始時

標準　0．0500mg／L
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o

Figure2－L

5

Example　of　chmmatogram

（stan〔lard　solution　ofO．0500mg／L，0－day）
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暴露開始時

設定濃度　0．500mg／L D10
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Figure2－2、 Example　of　chromatogram．

（fresh　test　solution　ofO．500mg／L　as　nominal　concentration，0－day）
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mAb　g

1一

暴露2日目

標準　0．0500mg／L
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Figure2－4．

5 10

Example　ofchromatogram．

（standard　solution　of　O．0500mg／L，2－day）
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In　ut　data

Run

Concentration

　　　m　L

Peak　area

　　V・sec
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3
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0．100

1485

7069

14389

28928

（
8
の
・
＞
菖
8
鵠
差
出

32000

16000

Fig皿e1．
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付属資料一3

ミジンコの観察結果

　　（全6頁）
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Appendlx3－L
Resultofreproductiontest
　　　　　　　　　　　　　　　　（Nominal　concentradon Control）
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Appendix3－2・ Resultofreproductiontest
　　　　　　　　　　　　　　　　（Nominal　concentration 0．125m　L）
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Appendix3－3・ Result　of　reproduction　test
　　　　　　　　　　　　　　　　　（Nominal　concentration 0．250mg／L）
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Appendix3－4・ Resultofreproductiontest
　　　　　　　　　　　　　　　　　（Nominal　concentration 0．500mg／L）
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Test　No．92043

Appendix3－5． Result ofreproductiontest
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Test　No．92043

Appendix3－6、 Result ofreproductiontest
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