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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 2，4一ジニトロー6一（トメチルプロピル）フェノールの

ヒメダカ（0凹i85ノ加ゆθ5）に対する急性毒性試験

、

試　験　番　号 AO30420－4

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GL　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

r生態影響試験実施に関する基準の改正について」　（別添）　r生態影響試験実

施に関する基準」　（環保安第242号，2001年）
。
、

2004年12月22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：2．4一ジニトロー6一（1一メチルプロピル）フェノールの

　　　　ヒメダカ（o那勿5／飯ゆθ5）に対する急性毒性試験

試　験　番　号 AO30420－4

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，下記の査察および監査実施により確認した。

己舌口

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

魚、の投入

魚の観察

実　施　日

2004年10月　4日

2004年11月　8日

2004年11月　8日

2004年11月12日

2004年12月22日

2004年12月22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

2004年10月　4日

2004年11月　8日

2004年11月　8日

2004年11月12日

2004年12月22日
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1、　表 題

2．　試　　験　　目　的

3．　適用ガイドライン

4．　適　用　G　L　P

5、　試　験　委　託　者

6．　試　験　受　託　者

7．　試　　験　　施　　設

試験実施概要
2，4一ジニトロー6一（1一メチルプロピル）フェノールの

ヒメダカ　（命πi郡ノ加功θ5）に対する急性毒性試験

（試験番号：A　O30420－4）

被験物質のヒメダカ（Ofπi85／認ノ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。

OECD化学品テストガイドラインNo．203

験」　（1992年）

「魚類急性毒性試

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）

環境省

〒100－8975

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　　 　

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

株式会社三菱化学安全科学研究所　横浜研究所

〒227－OO33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

9．試験担当者二

m．　試　　験　　日　程

H．　保 管

環境科学Cグループ

　　　　　　　　　　　　　（2004年12月22日）

（報告書作成）

　　　　　　　　　　　　　（2004年12月22日）

（試験実施）

　　　　　　　　　　　　　（2004年12月22日）

（試験実施）

　　　　　　　　　　　　　（2004年12月22日）

（分析実施）

試験開始日　　　　2004年10月　4日

実験開始日　　　　2004年11月　8日

実験終了日　　　　2004年11月12日

試験終了日　　　　　2004年12月22日

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 題

試　験　番　号

試

1
｝

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）

｝
　
）
　
）
　
）
　
〕
　
〕

¢
U
7
8
9
0
1

　
　
　
　
1
　1

試験液量　二

連　　　　数

供試生物数

試験温度
照　　　　　明

分　　析　　法

環境省

2，4一ジニトロー6一（1一メチルプロピル）フェノールの

ヒメダカ（0彫183ノ拡1ρθ」）に対する急性毒性試験

AO30420－4

OECD化学品テストガイドラインNo．203一「魚類急性毒性試験」

（1992年）

半止水式（24時間毎に試験液の全量を交換）

水面をテフロンシートで被覆

ヒメダカ（o凹18518々ρθ3）

96時間

対照区，助剤対照区，0．0600，0．0900，0．130，0．20q　O，300㎎／L

公比：L5

助剤濃度一定：100μL／L（ジメチルホルムアミド使用）

5、O　L／容器

1容器／試験区

10尾／試験区

24±1℃

室内光，16時間明（10001ux以下）／8時間暗

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）

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100～102％，

　　24時間後において95～101％であった。

2）96時間暴露後の半数致死濃度〔LC50）：0．280皿g／L（95％信頼区間：0．233～O、430mg／L）

一7一



1　被験物質

　1．1名称，構造式および物理化学的性状

　　名　称：　　2、4一ジニトロー6一（1一メチルプロピル）フェノール（略称

　　別　名：　　ジノセブ

　　CAS　　Na　：　　　　　88－85－7

　　構造式：

　　　　　　　　　02N

　　　　　　　　　　グ　楽

　　　　　　　　　02N　　　OH

DN　B　P）

、

分子式：

分子量’1：

融点q：

溶解度闘二

水溶解度’1＝

CmH［2Nρ5

240．22

4i．7～42．0℃

エダノールに易溶

22．7皿g／L（精製水毒3，20℃，48時間撹拌，HPLC分析）

刈：供給者提供資料・

砲：当社測定値

‡3：HS　KO55了A4ゲレードの水， ヤマト科学製　超純水製造装置　WR600A

L2　供試試料

　純度輔：

　ロット番号婁㌧

　供給者：

　受領量’1：

　受領日：

　外観’1：

99、996（GC）

2274X

　　　　　　LOO㎎×25

　　　　　　2004年三8月10日

　　　　　　橙黄色固体

‡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

　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。

　（装置）フーリエ変換赤外分光分析装置：Nicolet製AVATAR320型
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2　供試生物

　1〕和　名：

　2｝学　名：

　3）入手先：

　4）採卵開始日：

　5）助ト番号：

　6）被鱗体長：

　7｝体　重二

　8｝感受性二

9〕年　齢：

10）じゅん化期間’

ヒメダカ

。∫ン7183　18’ノ〃θ5

自家繁殖

2004年2月3日

04－H－0203B

平均1．82cm（L73～L97c皿），n；10

平均0．068g（0．059～0、978g），nニ10

基準物質（硫酸銅（E）王水和物，試薬特級）による96時間半数致死濃

度（LC50）＝0．79皿g／L（95％信頼区間：0、58～L1皿g／L）

この値は・以下に示した当研究所におけるLC50値（1995年以降，n・26）　一、

にほぼ一致する〔全て無水物換算値）。

　　平均値±標準偏差＝0．91±0．29皿g／L

　　最小値～最大値　　＝0．44～1．5皿g／L

孵化後約9ヶ月

2004年10月14日～2004年11月8日

暴露開始前7日間の死亡率は5％未満で，試験には肉眼的に健康で正常

な個体を使用した。じゅん化期間中は薬浴は行わなかった。　（暴露開始

前14日間のじゅん化条件は以下に示す。）

lDじゅん化条件：

　　　　飼育水1

　　　　飼育方式：

　　　　水温：

　　　　溶存酸素濃度

　　　　p　H：

　　　　照明：

　　　　餌の種類二

　　　　給餌量二

　希釈水（3．2参照）

　流水式（飼育密度：t．O　g几／日以下）

　24±1℃

：飽和濃度の80％以上

　6、5～8．5

　室内光，16時間明（10001ux以下）／8時間暗

　テトラベルケ社テトラミン

　魚体重の約2％／日　（暴露開始の24時間前からは無給餌）

！
し
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3　試験方法

3．1試験条件

　　D暴露方式：

　　2）暴露期間二

　　3）試験液量：

4）連数：

5）供試生物数1

6｝試験温度：

了）溶存酸素濃度：

8）p　H：

9）照明＝

10｝給餌：

半止水式（24時間毎に試験液の全量を交換）

96時間

5．O　L／容器

（試験液L　O　L当たり供試魚重量が1．O　gを超えないようにした）

1容器／試験区

10尾／試験区

24±1℃

飽和濃度の60％以上に維持した（エアレーションなし）

試験液のp　H調整は行わなかった

室内光，16時間明（100G　lux以　）／8時間時

無給餌

3．2　希釈水

　希釈水として，横浜市水道水を活性炭処理することにより残留塩素等を除去し，充分通気，

24±2℃に温度制御した脱塩素水道水を使用した。希釈水水質測定結果を付属資料一1に示

　した。使用時には残留塩素が無いことを確認した。魚飼育水として適正な水質であると判

　断した。

3．3試験容器および恒温槽等

1）試験容器：　　5、O　L容ガラス製水槽（水面をテフロンシート製蓋で覆う）

2）恒温槽：　　　塩ビ製水槽（恒温装置，タ行ック製　クー1にットCL－80F型）

3）p　HID　O／温度計二堀場製作所製　D－55型

4）電子天秤：　　メトラー製　AG204型

　　　　　　　　　メトラー製AE163型

　　　　　　　　　メトラー製　PB3002型

　　　　　　　　　メトラー製AB204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■連，5尾／3L／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1区，

　　　　　　　0．0600，0．0900，0．130，0．200，0．300皿9／L

　　　　　　　公比：L5

　予備試験結果
　　　　（1回目）

濃度（mg几） 96時間の死亡率〔％）

0．0500

0、500

5、OO

　o
lOO

lOO

へ

（2回目）

濃度（㎎几） 96時間の死亡率（％）

0、0800

0．300
0
0
　
0
　
1

3．5　試験液の調製

　付属資料一2に示すよ索，被験物質原測を用時調製し，希釈水で希釈齢することに

より，試験液を調製した。

　試験液調製時の希釈水は，調製前に恒温構内で2牡1℃にした。

　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：100μL／L）を
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　い
調製した。

　調製時の試験液の状態（外観）は対照区，助剤対照区は無色透明，濃度区臓色透晩

　あった。

　被験物質原液1は，暴露開始時に調製し，暴露期間中は冷蔵庫に保管．試験液調製時に使

用した。この原液は，冷蔵，暗所で96時間以上安定であることを確認した。
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3．6　試験液の分析

　暴露開始時および24時間後（換水前）に各試験容器より試験液1虹を採取し，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，幾何平均値を求めた。詳細は付属資料一3に示した。

3．7試験操作

　暴露開始時に供試魚と同水槽でじゅん化した魚10尾の被鱗体長および体重を測定し，硬

鱗体長が2．0±0．5c皿であることを確認した。

　試験液の水温，溶存酸素濃度，p　Hを測定後，試験液中に供試魚を1試験区当り10尾投

入した。水温，溶存酸素濃度，pHは暴露期間中少なくとも毎日1回（換水前後も含む）

測定した。暴露期間中給餌は行わなかった。

　暴露開始24，48，了2および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

徴候あるいは異常を記録した。一般的に記載する症例と定義を以下に示した‡。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。
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4　結果の算出

　4．i半数致死濃度算出に用いる被験物質濃度の決定

　　半数致死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　半数致死濃度　（LC50）の算出

　暴露開始24，48，72および96時間後の各試験区における，ヒメダカの死亡数と供試個体：

数（10尾）から死亡率（％）を求め・以下の方法で半数致死濃度｛LC50）を決定した・

最高濃度区における死亡率 ≧50％ 〈50％

LC50の決定方法 Probit法，Movingaverage法，
aino頗al法での算出結果から適切
ﾆ判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。

濃度一死亡率曲線の記載 記載する。 記載する．

一『 @一＼、

4．30％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　死亡率が0％である最高濃度および死亡率が100％である最低濃度を可能な限り記録した。

　　まだ，0％死亡最高濃度とは，死亡個体が観察されない試験最高濃度，100％死亡最低濃度

とは全ての個体が死亡した試験最低濃度とした。

（

一14一



」

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24時間後（換水前）に試験液中の被験物質濃度を測定した。そ一の結果を

Table1に，代表的なクロマトグラムを付属資料一3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

100～102％，24時間後において95～101％であった。なお，以下の結果（半数致死濃度，0踏

死亡最高濃度，100％死亡最低濃度）には測定値を用いた。

5、3　半数致死濃度（LC50）

　各時間における死亡率をTable2に，濃度一死亡率曲線をFigure1に示した。

　暴露96時間の対照区の死亡率は0％，助剤対照区の死亡率は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致死濃度（LC50）をTable3に，また暴露96時間に

おける算出結果を以下および付属資料一4に示した。

　　　96時間LC50：　0．280皿g／L（95％信頼区間：0、233～0．430皿g／L）

5．40％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度をTable4に，また暴露96時間における算出結

果を以下に示した。

　　　　0％死亡最高濃度　：　0、128皿g／L

　　　　lOO％死亡最低濃度：〉0、301㎎／L

5．5毒性症状

　観察された毒性症状をTable5に示した。

　対照区，助剤対照区，0．0600皿g／L～0、130皿g／しの濃度区では暴露期間中に異常な症状

は観察されなかった。0、200皿g／しの濃度区では異常遊泳（動作の緩慢），仕300皿g／しの濃

度区では異常遊泳（動作の緩慢）および表層遊泳が観察された。
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5、6　試験液の水温，溶存酸素濃度およびp　H

　試験液の水温をTable6，溶存酸素濃度をTable7，pHをTable8に示した・

　水温はすべての試験区で24±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

　（24．0℃の飽和溶存酸素濃度二8．25皿g／L）の60％以上であり，いずれも試験基準を満たレ

た。pHはヒメダカの飼育環境として道正範囲（6．0～8、5）内であった。

5．了　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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Table　l Measured　Concentrat　ion　of　the　Test　Subs　tance
inTestWater

　　　　　｛Se皿i－Stat　ic Conditio皿）

　　No皿inal

Conce且tratio皿

　　　〔㎎／D

Measured　Concentrat　ion　〔皿9／L｝

　　　　｛Percent　of　No皿i皿aL）

O　Hour〔且ew） 24　Hou　rs（o　ld）

MeanaMeasured

Concentratio皿
　　　　（㎎／L）

Contro1 〈0．00005 〈O．00005

S旦lventControl 〈0．00005

00610

〔102｝

．〈0・00005

0．0600 0．057了

（96）

00912

（101）

0．0593

（99）

0．0900 00914

〔102〕

00913

（10D

0、i30 O　l33

（102）

0．123

（95）

0．128

　〔98〕

0、200 0199

（100｝

0．194

（9了）

0．196

　〔981

0．300 0306

（1021

0．296

（99）

0301

（100）

　a二

皿ew二

〇1d二

geo皿etric　皿ean

freshly　pτepared　tes［　solutions

test　so正utions　after　24　hours　exPosure
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Table2 MortalityoftheMedaka（Orπ18s／6！1擢5）ExposedtotheTesしSub鼻tance

　　　Nominal

Conce且tration
　　　　（mg／L）

Meana　Measured
Concentration

　　　　（mg／L）

Cumulat　ive　Mortal　i　ty　（Percent　Mortal　i　ty）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

．．9鱒，t．二9⊥，．

，，§9．1，漁，1，一9鯉，1，，［9．1．、

，，9，．．，Ω．．

．，9，，．，，勲一一

，，旦．．，！㊤，．，

．．q，，．．Ω．．

，Ω，．

，，旦．．．Ω，，

，Ω，，

，，9二，，旦畢，煕，， ，，9…．．！，ql，． ，．旦．．，，1旦！．， ．．9．． ，！91．．

，，9，．，．，Ω，，

，91，，．9，旦旦9，，

．．9二．．盤．i．，書，．， ．．9＿Ω，， ，，9，．．、勲，． ，，旦．．．．Ω，，

，卿，，，

，91…9旦Ω9．．

，，9二，，1，路，， ，．9．．，，働，， ，．9，，．．1旦！．． ，．9．． ，Ω．．

．．旦．．．，Ω．，

．．旦1，，，！旦9，，

．，1，，，，鰍．．

，，9．，，，191，，

．旦1，，，輩且且． ，，9二．．，1，呈，邑，． ，，1、，，，鰍．． ，，1，，，．鋤．．

2　（20） 6 （60）

，．1，，，，llΩ！．．

O，300 0，301
2 （20） 6　（60）

a：geO皿etriCmean

（一

鼈
黶
|
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Table3
Calculated　LC50　Vaiues

Exposure

Period

（Hours）

LC50

〔皿9／D

　　　95－Percen［

Conf1dence　Li皿its
　　　　　〔皿9几）

Statist主cal

　　猷ethod

24 ＞0．301

48 〉0、301

72
0．280 0、233－0．430

Probit

96
0．280 0．233－0、430

Problt

Could　皿ot　be　deter皿lned

　　T且eLC50valueandits95駕confidencehmitscouldnot
　　sしat　i　s　t　ica1　皿e　thod　because　　the　皿orta　l　l　ty　of　Medaka

　　concentration　levei　was　less　than　50器．

be

at
deter皿ined　by

　the　　皿ax　i皿u皿

Table4
Observation　of

Concentration

the匝9hestCo皿centration

in　100簿Mortallty

in　O驚　Mortal　i　ty　and　the　Lowest

〆一

Exposure

Per1od

lHours）

Hi9益est　ConcentratloR　Ln

　　　　　　O％Mortahty

　　　　　　　　　（皿9／D

Lowesし　Concentrat　ion　in

　　　　　lOO鑑厳ortality

　　　　　　　　（㎎／D

24
0、128 ＞0、301

48 0．128 〉0．301

72 0．128 〉0．301

96 0．128 〉0．301
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Table5 Observed　Toxicoio9ical　SymPtoms

　　Nominal
Concentration

　　　（mg／L）

Meana　Measured
Concentration

　　　　（mg／L）

　　　　　　　Symptoms

（Sy皿Ptom－nu皿berof f　ish）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

Cont　ro1
N N N N

SolventContro1 N N N N

1■一一一●尋尋■　1－I　I　I■■　　　　　　　一一・『　一一　■尋　I　I■■

0 0600 0，0593
N N N N

0、0900 O．0913
N N N N

O，130 O，128
N N N N

0，200 O，196
N N ASR－1 ASR－1

0．300 O．301 ASR－1 ASR－2，SUR－3 ASR－4 ASR－4

　a：　geometric　mean

N：Notoxicologicalsympto皿wasobserved

ASRlabnomalswi㎜ing（reducedactivity）

SURlsurfacing

一（　　『一
一20一
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Table6 Temperature

　　　Nominal
Concentration

　　　　（mg／L）

Meana　Measured

Concentraしion
　　　　（mg／L）

Temperature〔℃）

O　Hour
24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

new 01d new 01d new 01d new old

Contro1 23，6 24，2 24，0 24，1 23，9 24、2 24．0 24，2

SolventContrq1 23，7 2尋，2 24．O 24，2 23，9 24．2 24，0 24．2

0，0600 0、0593 23、7 24、2 24，0 24、1 24，0 24．2 24，0 24．2

O，0900 0．0913 23．8 24、2 24．0 24，2 24，0 24、2 24，1 24，2

O，130 0，128 23，8 24．2 24，0 24，2 23．9 24，2 24，1 24，2

0．200 0，196 23，9 24．2 24，0 24，2 23，9 24．2 24．O 24，2

0，300 0、301 24、0 24，2 24．1 24，2 24，0 24．2 24，1 24，2

minimum：23，6

maxl皿um：24、2

　　a　l

neWl

old：

8eOmetriC　mean

freshlypreParedtβstsoluしions

testsolutionsafter24hoursexposure
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Table7 Di　ssolved　Oxygen　Concentrat　ions

　　Nominal
Concentration

　　　lmg／L）

Mean且　Measured
Concentration

　　　　（皿9／D

DissolvedOxygenConcentration（mg／L）

O　Hour
24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

new 01d new 01d new 01d
口ew

01d

eontro1 8，3 1，9 8，3 了，1 8．3 了，1 8．3 7．1

SolventContro1 8、3 7，0 8，3 了，3 8，3 7，3 8，3 7，3

O，0600 0．0593 8．2 7．1 8．2 7．2 8、2 了、1 8．2 7．2

0、0900 O，0913 8，2 6，9 8．2 了，1 8，2 7．0 8，2 6，9

o，130 0．128 8．2 6，8 8．1 6，9 8，1 6．8 8，1 6．8

0、200 0．196 8、1 6．4 8，1 6，5 8．0 6，2 8．0 6．1

0，300 0．301 δ，0 o，3 δ，o o，4 了，9 6，6 8，0 7，2

minimum：6，1

maximu皿：8，3

a

new：

01d二

geOmetriC　mean

freshlypreparedtest

testsolutionsafter

solutions

24　hours　exPosure

ノー
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Table8 pHValues

　　Nominal
Concentration

　　　（mg／L）

Meana　Measured
ConcentraUon

　　　　（mg／L）

pH

O　Hour
24Hours 48Hours 72Rours 96Hours

new old new old new 01d new 01d

Contro1 7，2 6，8 7，2 7，2 7，3 7，2 7，4 7，1

SolventContro1 7．2 6，7 7，2 了，2 7，4 7．2 7、4 了．1

O．0600 O．0593 7、2 6、7 7．2 7、2 7．4 7，2 7、4 7，1

0．0900 0，0913 7，2 6，7 7．2 7，1 7，4 7，1 7，4 7，1

0、130 0．128 7，2 6、6 7，2 7．1 7，4 了．1 7．4 7．1

0，200 0，196 7．2 6．6 了，2 7，1 7，4 7．1 7，5 7，0

0，3DO 0．301 7．2 6，6 7．2 了．1 7，4 7，1 了，5 7，2

　　a：

new：

01d：

geometnC皿ean

fres且lypreParedしestsoしutioロs

testsolutionsafter24hoursexposure

minimum：6．

maximu皿：7，
6
5
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Figure1 Concentrat1on－Mortality　Curve
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付属資料一1

　希釈水の水質
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Table　A－1 Dnutionwaterq巳ahty

Para皿eter
BOD

COD

pH

CoHfomgroupbacteria

Oil

Cad皿iu皿

Cyanide

Lead

Chro血iu皿

Arsenic

Mercury

Free　ch1ori良e

Bro皿ide

Fluoride

Sulfide

Total　a皿皿oni　um

Copper

Zinc

Alu皿inu皿

Tin

Manganese

Iron

Nickel

TotaL　phosphorus

Seleniu皿

Phenol

Anionic　surfactanし
Evaporatiouresidue

ElectricconductiY1ty

To［alkaτd回e∬（asCaCO3）

Alkaliロ1ty

Sodiu皿

Potasslu皿

Calciu皿

Magnesium

一26一

Concentraしion

〈1．0　皿g／L

　1．3　㎎／L

　7．4　　〔25℃）

N．D，

N．D．

〈0．001㎎几

腫D．

〈0．01　皿g／L

〈0．005皿9丸

く0．005㎎／L

〈0．0001㎎／L

〈0．02　㎎／L

〈0．1　㎎／L

〈0．08　　　皿9／L

〈0、03　皿g丸

く0、1　㎎／L

〈0．005　㎎／L

〈0．01　　　皿9／L

O．05　皿g／L

〈0，1　㎎ノL

〈0、1　㎎丸

く0．1　　　　mg／L

〈0、01　㎎／L

〈0、O　I　　　皿9／L

〈0．005　　田g／L

〈0．OO2　㎎／L

〈0．02　皿g／L

92　　　皿g／L

lO9　　　μS／c皿

40　　　皿g／L

31　　皿9／L

　　6．2　皿9／L

〈LO　皿g／L

m　　　皿9ん

　　2．9　㎎／L

samplmgdate二August2，2004

、

■へ
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付属資料一2

　試験液の調製
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試験液の調製

当　　1
　　溶　媒
　　最終容量
　　容　器
＿．．、轟＿、廉＿

　　混合方式

2　　　　　　　’皿の…

　　採取量
　　　　　．’　1の＝

一一r　　　　　DMF
一〉　　　　　　20　　　mL
一〉　　　　メスボトル

一身＿、＿．．∫ミ9鯉＿．．阻4L．

一〉　　超音波5分

　　　　　　　60．0一〉　　　　　　　　　　　m琶

原液1採取量　　　　一〉
溶　媒　　　　　　一〉
最終容量　　　　　　一〉
容　器　　　　　　一〉
濃　度　　　　　　一〉
助剤濃度　　　　　　一＞

　　　　　　　　　　一＞

　　500　　　μL
試験用水＝希釈水

　　5000　　　mL
メヅユーム瓶

　　0．300　r虹L
　　100　　　μし！L

スターラー15分

x　3本

6、

　混合方式

3　　　　’の≒

助　剤 一〉　　　DMF 溶媒をそのまま使用

2． 　　・の≡

②，③の各原液を下記の表の通り採取し．試験用水で希釈して試験液とする。

試験用水（最終容量）　　一〉　　　　5、00　　L　　　　＿．
＿一．．甕．．．輩．．．　　　　一〉　、ガ2ろ丞撞＿．．．

！二二二二二難疑二二二二1二二二二二二二二二二乗1二二二二二望肇璽讐．＿＿＿．＿．一．．＿＿一＿．．＿．＿．＿．．＿．．．．、6、

（以下の濃度表示は，最小桁数に合わせている）

設定試験濃度

　　m　L
区
区
　
照
o
o
o
o
o
o

照
対
0
6
0
9
1
3

　
剤
α
α
α

対
助

区晦
（略称）

　C
　SC
Conc』

Conc．2

Conc．3

Conc、4

Conc．5

一〉
一〉
一一
r

一〉
一一

0．2000

0．3000
一〉
一〉

②原液皿　③助剤原液　　助剤濃度
　m　L　　　　　　mL　　　　　　　L／L

　　　　O　　　　　　　O　　　　　　　　O

　　　　O　　　　　O．500　　　　　　100
　　　1000　　　　　　　　0．400　　　　　　　　　　100

　　　1500　　　　　　　0．350　　　　　　　　　100

　　　2167　　　　　　0．283　　　　　　　　100

　　　3333　　　　　　　0．167　　　　　　　　　100

　　　5000　　　　　　　　0．000　　　　　　　　　　100
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付属資料一3

　試験液の分析
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1　試験液の分析方法

1）各試験液1皿Lを採取し，さらにアセトニトリルを等量添加し混合後，H　P　L　Cにより分析

　した。代表的なクロマトグラムをFigure　A－3－2（2｝，｛3〕，｛4），（5），（7），（8｝，（91，｛10〕に示し

　た：。

2）アセトニトリルで調製した標準溶液1皿Lを測定用バイアルに採取し，精製水を等量添加レ

置合後，HP　L　Cにより分析した。クロマトグラムをFigure　A－3－2〔1），｛6）に示した・

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

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

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〆へ
　量法により定量した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　k

　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）

6、
『
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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（HP　L　C）

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：

フォトダイオードアレイ検出器：

：Agnent1100型カラムスイッチング装置付（Na2）

Agilenし1100シリープケミステーション（WindowsNT）

G1322A型
G1311A型（クォ一夕ナリホ。ンフ。，分析用）

G1311A型（クォータナリボンプ，濃縮用）

G1313A型
G1316A型（カラムスイッチングパ帰プ）

G1315B型

〔条件）

カラムニ　　　　　分析用　　GLサイエンス製　Inertsi　l　ODS－3V5μ皿　4．6㎜L　d．×150皿

　　　　　　　　　濃縮用　　GLサィDス製　InertsiI　ODS－3　5μ皿　4．0皿皿i．d．×10皿

カラムオーブン：　40℃

溶離液：　　　　分析用　　0、1別ン酸水溶液／アセにトllル＝25／τ5〔v／v）

　　　　　　　　　濃縮用　　α1別ン酸水溶液／アセトニトllル＝了0／30（v／v｝

流速：　　分析用　LO皿L／皿in・
　　　　　　　　　濃縮用　　0～　3皿in．　2、5皿L／皿i皿．

　　　　　　　　　　　　　　3　～　　8皿in．　　O．05　血L／皿1n．

　　　　　　　　　　　　　　8　～　12皿i且．　　2．5皿L／皿i且．

カラムスイッチングパルプ：0皿in．（濃縮側），3皿in．（分析側），8mi几（濃縮側）

測定波長二　　　　26了n皿

試料注入量：　　　1600μL

3　検量線

　　　アセトニトリルを用い，0，0．00500～0．500mg／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HP　L　Cで測定した。横軸に濃度（皿g／L）

　　を，縦軸にピーク面積（count）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1．00と良好であった。作成した検量線をFigure　A－Hに示した。

4　検出限界

　　最小検出ピーク面積を0．tcountに設定し，これに相当する試験液中の被験物質濃度

　　0、OOOO5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なかった。したがって，回収率の補正は行b

　なかった。

！一ﾖ

（”、

／

一32一



FigureA－3－1 Calibratio皿curve

Nα Concentration

　　　　　／Ll

Peak　Area
（counL）

1
2
3
4
5
6
7
8

0

0．OG500

0．0100

0．0200

0、0500

0、100

0．200

0、500

　　O

　lO．8

　2L2
　42．4

108．9

209．9

434．！

1072．3

＝
　
＝
Y
r

2，147X
L　OO

1．4E十〇3

1．2E＋03

『
U
　
　
　
2
　
　
　
　
2
　
　
　
　
2

0
　
　
　
0
　
　
　
0
　
　
　
0

十
　
　
　
十
　
　
　
I
T
　
　
　
十

E
　
　
　
E
　
　
　
ロ
且
　
　
　
ロ
且

0
　
　
　
0
　
　
　
0
　
　
　
0

－
　
　
　
8
　
　
　
爵
U
　
　
　
4

冨
ロ
コ
O
o
〕
　
国
O
」
田
図
㊦
㊤
」

2、OE＋02

0、OE＋OG

o
0．2　　　0．4

　ConcentraUon

　　　0．6

（皿9！’D

0．8

一33一



FigureA－3－2
Representativechromatograms
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FigロreA－3－2 COBtinued

〔3）　0．0600　皿9／L　nomi皿a1　，　0　Hour

｝　一一－一一一－一一㎝一一一注入日　　　　＝！00ヴU／b3
試典籍号　　　　二轟03041O叫
名称　　　　　　＝o軸距
分析”，r　　　＝柵訪4即し．翼

護肇・ヲ…幽』

シ寸ンスうイン　　＝　　　　　　　　4
ハ← Cア聾　講O．　　：　　　　　　　　　‘

注入謹。．　二　　　　　1
注入量　　：　　工500u］

棚go

η

G口

恥

中。

甜

拍
　ヰ

唄
o

DAPI八　　一σ．職ゴoo ㎜”口GO4P

、

o

西柳一一琶トレご一ト

ヒ’一ク　　灯　　　，イプ　　　帽
　一　　［■i司　　　　　　国コ〕

　画稿
脚・！ユ 講　　蕾軍

1　　　9．！拓　　幽1 o．15z 135．o 工＆9
100

ト処： 035．O 工；、9

”・E必。『n堪rL鱒毒

（4）0．！30㎎／L　no皿inal，O　Hour

　
　
　
　
　
ナ

　
　
　
　
　
ト

号
砕
イ

馨
麓
才

人
験
稀
析
プ
定

住
眞
名
分
ウ
醐

～004！既ノ0巴

瓦D3む4酬

戦船3叫矧」障

』

シーケンスライン

バイπ恥．
注入距．
注入最

下
3
1
！

　
　
　
U

　
　
　
鋤

恥1 74－joo ㎜11
噛
m
冊
馳

麺

祖

　　　卸
■

一　　　　10

r
o一

返　　　
　
　
コ
4

轟
H
I
『

ユー
　6

酬－一じトば一ト

一＿＿＿一一一＿＿調r一』　　　　一一ピー，　　　　　灯　　　　　ケイブ　　　　　　幅　　　　　　　　 面積　　　　　　　　嵩さ　　　　　　　画稿一＝

　‡　［■inl　　　　　［［in］　　回U卓，1　　蝕の　　　国

｝　　　B．180　　躍 O、164 ！94．1 29．8
10D

トータ欧 ！94．1 29．8

再一一＿　　　　　＿＿一＿‡”㎞d　or艮即r吐章”

一35一



Figure　A－3－2
Continued
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FigureA－3－2
Continued
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Fig日reA－3－2 Con［inued
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－ 付属資料一4

　結果の算出

／
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TableA－4　CalculationofヒheLC50｛Representative，96hr．）

　　　　TOXDAT　MULTI－MET且OD　PROGRAM
｛BINOMIAL，　旺OVI国G　AVERAGE　AND　PROBIT　METHα）S）

魚類急性毒性試験
Time：　　　　　96hr

Conc．Nα　一　　　CONC、

　　　　　　　㎎／L

NUMBER
EXPOSED

NUMBER
DEAD

PERCENT　　　　BINOMIAL
　DEAJ）　　　　’PROB．（鑑）

ControI

So1．coロt．

Conc．1

Conc．2

Conc．3

Conc．4

Conc．5

　0
　0
0．0593

0．0913

0、i28

0．196

0．301

10

10

10

10

10

10

10

O
O
O
O
O
1
6

o

o

O

O

O

1〔》

60

0．09了65625

0．09765625
0．09765625
！．07421875

37．6953125

、

THE　BINOMIAL　TEST　SHO冊S　THAT　O．生96　AND　＋INFINITY　CAN　BE

USED　AS　STATISCALLY　SOUND　CO可SERVATIVE　95　PERCBNT

COKFmENCE　H麗ITS　S正NCE　THE　ACTUAL　CONFIDENCE　LEVEL
ASSOCIATED　W王TH　THESE　LIMITS　玉S　98．92578125　PERCENT．

AN　APPROXIMATE　LC50　FO］R　THIS　SET　OF　DATA　IS　O、27836430了140037

＞＞＞〉＞＞＞＞RESULTS　CALCULATED　USUNG　THE　MOVING　AVERAGE寵THOD

SPAN

　1

　　G　　　　　　　　LC50　　　　95　PERCENT　COFIDENCE　LIHITS

O、了206815190、2了83643080．2308566了4　　AM）　　0．6了82428了5

〉〉＞〉〉〉〉＞RESULTS　CALCULATED　USING　THE　PROBIT　METHOD

ITERATIONS　　　　　G－

　　6　　0．5了04273臼8
H
－

GOODNESS　OF　FIT　PROBABILITY
O、998966234

〔　）

SLOPE　ニ　　　　8．490453928

95　PERCENT　CONF　IDENCE　L　IMITS二 2．077899506 AND 14．90300835

LC50　＝　　　　　0．280249361

95　PERCEドT　CONFIDE亙CE　LIMITS＝ 0．23306095
AND 0．430194521

LC1二　　　　〇、149106597
95　PERCENT　CONF　lDENCE　L　IMITSニ 0．027273561

AND 0．194了52848
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