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陳述書
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試験委託者 環境省

表 題　．　2，4一ジニトロー6一（1一メチルプロピル）フェノールのオオ

　　　　ミジンコ（伽ρ物毎朋8刀ヨ）に対する急性遊泳阻害試験

試　験　番　号 AO30420－2
一
〔

　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G　L　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

「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）

2004年11月25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 環境省

表 題 2，4一ジニトロー6一（1一メチルプロピル）フェノールのオオ

ミジンコ（伽吻血8％8η8）に対する急性遊泳阻害試験

試　験　番　号 AO30420－2

　本試験はi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・

記

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

ミジンコの投入

ミジンコの観察

実　施　日

2004年10月　4日

2004年10月12日

2004年10月12日

2004年10月14日

2004年11月25日

　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10月12日

2004年10月12日

2004年10月14日

2004年11月25日

2004年11月25日
信頼性保証部門担当者
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試験実施概要
1、　表 題

2．　試　　験　　目　　的

3．　適用ガイドライン

4，　適　用　G　L　P

2，4一ジニトロ略一（1一メチルプロピ」レ）フェノールのオオ

ミジンコ（〃初π1昭鋤8）に対する急性遊泳阻害試験

（試験番号：A　O30420－2）

被験物質のオオミジンコ（盈助加8∬8即8）に対する急性

遊泳阻害試験を行い，24および48時間の半数遊泳阻害濃

度（EiC50）を求める。

OECD化学品テストガイドラインNo．202rミジンコ類，急

性遊泳阻害試験および繁殖試験」　（1984年）

（ただし，同改訂案「ミジンコ類　急性遊泳阻害試験」

（2002年）‡の内容を一部採用。）

‡：OECD　Guidel　ine　for　Testi皿g　of　Cheロi　cals，　Revised　Proposal

　forUpdati皿gGuldeline202，ENVIIM／TG（2002）3／REVl｛2002〕

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）一

‘
・

r

5，　試　験　委　託　者 環境省

〒100－8卯5　東京都千代田区霞が関一丁目2－2

委託責任者　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 　

6．　試　験　受　託　・者 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

7，　試　験　施　設 株式会社三菱化学安全科学研究所　横浜研究所

〒22了一〇〇33　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

m、　試　　験　　日　程

1L　保 管

環境科学Cグループ

（試験実施）

（試験実施，報告書作成）

（2004年11月25日）

（2004年11月25日）

（試験実施）

（試験実施）

（2004年11月25日）

（2004年11月25日）

（分析実施）

（2004年11月25日）

試験開始日　　　　2004年10月　4日

実験開始日　　　　2004年10月12日

実験終了日　　　　2004年10月14日

試験終了日　　　　2004年11月25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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試験委託者

表　　　　　　題

試　験　番　号

試
1
2
3
4
5

）
　
｝
　
）
　

）
　

）
　
〕

自
U
了
8
自
」
0
1

　
　
　
　
1
　1

要 約

環境省

2，4一ジニトロー6一（1一メチルプロピル）フェノールのオオミジンコ

（動助加ヨ塑脚8）に対する急性遊泳阻害試験

AO30420－2

験　方　法　：

適用ガイドライン：

暴露　方　式　：

供試生　物　二

暴露期　間　：

試験濃度
　　（設定停）

試験液量　：

連　　　　数

供試生物数

試験温度　：

照　　　　　明

分　　析　　法

OECD化学品テストガイドラインNo．2G2rミジンコ類，急性遊泳

阻害試験および繁殖試験」　（1984年）

止水式

水面をテフロンシートで被覆

オオミジンコ（〃8助刀18∬88ロ8）

48時間

対照区，助剤対照区，O．200，0．360，α630，L10・2・00皿g／L

公比：L8

助剤濃度一定：38μL／L（ジメチルホ肱アミド使用）

100皿L／容器

4容器／試験区一

20頭／試験区〔5頭／容器）

20±1℃

室内光，16時間明（8001ux以下）／8時間暗

高速液体クロマトグラフィー（HP　L　C）
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試　験　結　果

1｝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91～98％・

　終了時において90～96％であった。

2）24時間暴露後の結果

（皿9／L） 95％信頼区間（㎎几）

半数遊泳阻害濃度（EiC50）

0％阻害最高濃度

100％阻害最低濃度

0．467

0．33了

し　O4

0．337～0．601

3〕48時間暴露後の結果

（皿9／L） 95％信頼区間（㎎／L）

半数遊泳阻害濃度（EIC50）

0％阻害最高濃度

100％阻害最低濃度

0．403

0．180

0．601

0．33了～0．601

一8一
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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：　　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　　Nα：　　　　　88－85－7

　　構造式：

　　　　　　　　　02N

　　　　　　　　　　グ＼

　　　　　　　　　02N　　OH

DN　B　P）

、 分子式：

分子量輔：

融点q：

溶解度q二

水溶解度耀：

CloH12N！05

240．22

4L了～42、0℃

エタノールに易溶

22．7皿g／L（精製水‡3，20℃，48時間揚搾，HPLC分析）

‡1：供給者提供資料

‡2：当社測定値

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

1．2　供試試料

　純度’1：　　99．9％（GC）

　ロット番号串1：　2274X

　供給者：

　受領量’1：　100皿gx25

　受領日：　　2004年8月10日

　外観’㌧　　　橙黄色固体

　組：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

2　供試生物

〕

）

）

）
　
）

1
2
3
4
「
3

和名：

学名：

入手先：

入手日：

感受性：

オオミジンコ

〃8ρ吻i8姻8五8

環境庁国立環境研究所（現　独立行政法人国立環境研究所）

1995年7月18日

定期的（約6ヶ月毎）に基準物質（重クロム酸カリウム，試薬特

級）による急性遊泳阻害試験を行い，供試生物の感受性を調べて

いる。1998年6月以降の48時間の半数遊泳阻害濃度（EC50）は・以

下の通りである。

平均値±標準偏差＝・0．76±砿16皿g／L，n二13

（最小値～最大値＝0．57～1．02皿g／L）

O
U
了

生育段階：　　　　雌の幼体（24時間以内令）

供試生物を得るための親ミジンコの飼育条件：

飼育水：

飼育密度：

飼育容器：

水温：

溶存酸素濃度：

p　H：

照明＝

飼育期間：

暴露開始前2週間の親の死亡率

休眠卵および雄の発生：

餌の種類二

給餌量：

飼育水の交換1

希釈水（3．2参照）

1頭／80吐（25頭／2L）以下

2Lガラス製容器

20±1℃

飽和濃度の60％以上

6～9

室内光，16時間明（8001ux以下）／8時間暗

2004年9月28日～2004年10月12日

　　　　　：　　　　0％

　　　　　　　　　無し

幽ノ。躍ノノ8v〃ノ82が5（単細胞緑藻類）

　（藻類培養液を遠心分離し，希釈水に置換して使用）

0．2皿g　C（有機炭素含量）／頭／日

定期的に（3回／週）交換。幼体は極力，毎日除去。

一10一



3　試験方法

　3，1試験条件

　　1）暴露方式：

〕
〕
）
）
）
）
）
）
）
）

2
3
4
5
6
7
8
9
0
1

　
　
　
　
　
　
　
　
1
　
1

暴露期間：

試験液量：

連数：

供試生物数：

試験温度：

溶存酸素濃度：

p　H：

硬度：

照明：

給餌：

止水式

水面をテフロンシートで被覆

48時間

100mL／容器

4容器／試験区

20頭／試験区（5頭／容器）

20±1℃

飽和濃度の60％以上

試験液のp　H調整は行わなかった

約250mg／L（CaCO3換算）

室内光，16時間明（8001ux以下）／8時間時

無給餌

3．2希釈水

　OECD化学品テストガイドラインNo．211rオオミジンコ繁殖試験」

製水，Elendt　M4を用いた。組成を付属資料一1に示した。

に記載してある調

3．3 試験容器および恒温槽等

1）　試験容器：

）
　
）
　
）
　
〕
　
）
　
〕

2
3
4
E
J
e
U
7

恒温槽：

水温計：

溶存酸素計：

p　H計：

硬度測定キットニ

電子天秤二

　　　　　　　　　　　水面をテフロンシートで覆った）

塩ビ製水槽（恒温装置，ダイテック製　クールニットCL－80F型）

ハンナ製チェックテンプ

電気化学計器製DOL－10型

東亜電波工業製HM－40V型

ハック社製HA－DT

メトラー製　醍204型

メトラー製　AE163型

メトラー製　PB3002型

100皿L容ガラスビーカー

（試験容器には蓋をし，
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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2連，10頭／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，助剤対照区，0・200，α360，0・630，1・10，2・00皿g／L

　　（公比：1．8）

予備試験結果

遊泳阻害率（％）

濃度㎏／D
24時間後　　48時間後

　O

　o

　O

IOO

c

助剤対照区

　0．0200

　0．200

　2．00

　0

　0

　0

100

3．5試験液の調製

　付属資料一2に示すように，被験物質原液を調製し，希釈水で希釈混合することによ

　り・試験液を調製し1た。被験物質原液は用時調製とした。

　調製した試験液は1区にっき4個の試験容器に各100凪入れた・

　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：38μL／L）

を調製した。

　調製時の試験液の状態（外観）は対照区および助剤対照区において無色透明・α200～

2．OO皿g／L区においては淡黄色透明であった・
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3．6　試験液の分析

　暴露開始時および終了時に全試験区各1試験容器より試験液α石皿L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

　試験液の水温，溶存酸素濃度，p　Hおよび硬度を測定後，ガラスピペットを用いて供

試ミジンコを投入し，その時点を暴露開始時とした。ミジンコ投入の際，試験液量に対

するピペット内の飼育水が全量で1％以内となるようにした。

　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秒間泳げない場合は遊泳阻害されたとみなした。

　水温，溶存酸素濃度，p　Hおよび硬度は，暴露開始時および終了時に，全試験区各1

試験容器の試験液について測定した。
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4　結果の算出

　4．1　阻害濃度算出に用いる被験物質濃度の決定

　　阻害濃度の算出に用いる被験物質濃度は，i則定値（平均）とした・

4．2　半数：遊泳阻害濃度（Eic50）の算出

　24および48時間の各試験区における，ミジンコの遊泳阻害数と供試個体数（20頭）から遊

泳阻害率（％）を求め，以下の方法で半数遊泳阻害濃度（Eic50）を決定した。

最高濃度区における阻害率 ≧50％ 〈50％

EiC50の決定方法
Probit法，Moving　average法，

aino皿ial法での算出結果から
K切と判断されたものを採用。

ﾂ能な限り95％信頼区間を算
o。

推定される濃度領域を

L載する

濃度一遊泳阻害率曲線の

L載

記載する。 記載する。

4．30％阻害最高濃度および100％阻害最低濃度：

　　ミジンコが遊泳阻害を受けない最高濃度区　（0％阻害最高濃度）を24および48時間につい

て可能な限り記録した。同様に，全てのミジンコが遊泳阻害を受ける最低濃度区（100％阻

害最低濃度）を記録した。
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5　結果および考察

　5．1試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環境要因

　　該当する事象はなかった。

5、2　試験液中の被験物質濃度

　暴露開始時および終了時に試験液中の被験物質濃度を測定した・その結果をTable　L

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91～98％，終了時において90～96％であった。

5．3　半数遊泳阻害濃度（Eic50）

　各時間における遊泳阻害率をTable2に，濃度一遊泳阻害率曲線をFigure1に示し

た。

　暴露期間中の対照区および助剤対照区における遊泳阻害率は共に0％，水面に浮いたミ

ジンコは共に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遊泳阻害濃度（Eic50）をTable3および以下に・

48時間の算出結果を付属資料一4に示した

24時間EiC50　　　0．467　皿g／L　　（95％信頼区間：0．337～0、601皿g／L）

48時間EiC50　　’0．403　皿g／L　　（95％信頼区間：0．337～0．601皿g／L）

5．4　0％阻害最高濃度および！00％阻害最低濃度

　0％阻害最高濃度および100％阻害最低濃度をTable4および以下に示した・

24時間0％阻害最高濃度

24時間100％阻害最低濃度

48時間O％阻害最高濃度

48時間100％阻害最低濃度

．　0．337　mg／L

．　1．04　皿g／L

’　　　0，180　　　1ng／L

．　0．601　皿g／L
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5．5　試験液の水温，溶存酸素濃度，pHおよび硬度

　試験液の水温をTable5，溶存酸素濃度をTable6，p　HをTable7，硬度をTable

8に示した。

　水温はすべての試験区で2σ±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（20、0℃の飽和溶存酸素濃度二8．8皿g／L）の60％以上であり，いずれも試験基準を満

たした。pHはミジンコの飼育環境として適正範囲（6・0～8・5）内であった・また・硬

度も適正範囲内（約250皿g／L）と判』断した。

5．6　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 MeasuredConcentraしionoftheTestSubstanceinTest
Water

（Stat　ic Condition）

　　No皿inal
Concentration

　　　（mg／D

Measuredconcentration〔㎎／L）

O　Hour

国ew

Percentof

No皿ina1

48Hours

　　Old

Percent　of

No皿inal

　Geo皿e　t「ic　Mean

During　48　Hours

　　　　㎞9／L）

　　　Control

Solvent　Contro1

　　　　0．200

　　　　0．360

　　　　0．630

　　　　　L10

　　　　　2．00

〈0．

〈0．

　　0．

　　0．

　　0．

　　1⊥

　　1、

0008

0008

18正

339

603

05

95

91

94

96

95

98

〈0．0008

〈0．0008

　　0．1了9

0
0
1
1

336

600

04

92

0
3
「
0
【
U
血
U

9
9
9
∩
ワ
∩
コ

0
0
0
1
1

180

337

601

04

93

W
，
G

e
l
N
O

fres血ly　prepared　test　solutions

test　solut　ions　after　48　hours　exPosure
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Table2 The　Nu皿ber　oH㎜obl　l　ized〃3吻18摺8朋（Perce且t　I㎜obil　ity〕

　　No皿inal

Concentratio皿

　　　（皿9ん）

酵eanaMeasured
concentration

　　　（皿9几）

Cu皿ulat　ive　Nu皿ber　of　I皿皿obi　l　ized　〃卸五四18

　　　　　　　　　｛Pe「c　en　t－1皿皿ob　i　H　t　y）

24Hours 48Hours

　　　Control

Solvent　Contro1

　　　　0．200

　　　　0．360

　　　　0．630

　　　　　L10

　　　　2．00

0．180

0．337

0．601

L　O4

L93

0（0）

0〔0）

0（0）

0（0）

19（95）

20（100）

20（100）

0（0）

0（0）

0（0）

4（20｝

20（100）

20｛100）

20qOO）

a：geo皿ethC皿ea．n

、
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Table3 CalculatedEiC50Valロes

Exposure

Period

〔Hours）

Eic5伊
〔皿9几）

　　　95－Percent

Confidence　Li皿its
　　　　　〔mg／L）

Statist　ical　Method

24 0．467 0，337 0．601 B　i且o皿i　a1

48 0．403 0．337 0．601
Binomia1

＊ UsingtheconcentrationsofO．180－1．93皿9／L

Table4 H1ghest　Concentration
｝00％　1皿皿obility

in　O％1㎜obH　ity　and　Lowest　Concentrati㎝in

Exposure

Period

（Hours）

Highest

　　　　　O落

Co皿centration

I皿皿obility

（皿9／D

i丑 Lowest　ConcOntrat　lon　in

　　　　100％　1皿皿obility

　　　　　　　　（mg／L）

24 0．337 L　O4

48 0．180 0．601
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Table5 Te皿perat　ure

　　No皿inal

Concentration

　　　（皿9ん）

Mean置Measured
Concentration

　　　（皿9几）

Te皿perature（℃）

O　Hour
New

48Hours

　　Old

Contro1 19、8 19．9

Solvent　ControI 20．0 20．0

0．200 0．180 20、0 20．1

0．360 0．337 20．0 20．0

0．630 0．601 20、0 20．0

L10 L　O4 20、0 20．0

2．00 L93 20．0 19．9

　　a

New：

01d：

geo皿etric　皿ean

freshly　prepared　test　solutlons

test　solutions　after　48　houlrs　exposure
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Table6 DissolvedOxygenConcentrations

　　No皿inal

Concentration

　　　（皿9／L）

琶eanIMeasured
COnCentratiOn

　　　　（皿9／L）

DissolvedOxygenConce皿lration（皿g／L）

O　Hour
New

48Houτs
　　Old

Contro1 8．8 8．5

§21vent
Contro1 8．8 8．5

0 20δ 0、180 8．7 8．4

0．360 0、337 8、8 8，6

0．630 0、601 8．7 8．4

L10 1、04 8．7 8．6

2．00 1、93 8．4 8．6

　　a：

New：

01d：

geo皿e　t　r　ic　皿ean

freshlypreParedtestsolutions
testsolutionsafte148hoursexposure
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Table了
pHValues

　　　No皿inal

Co皿centration
　　　（皿9／L）

Meana　Measured
Concentmtion

　　　　（㎎／L）

pH

O　Hour
New

48Hours

　　Old

ControI 8．3 8．0

Solvent　ControL 8．3 8、0

0．200 0．180 8．2 8．1

O．360 0．337 8．3 8．1

0．630 0．601 8．2 8．1

L10 L　O4 8．3 8．1
一

『

2、00 1．93 8、2 8．0

　　a：

New：

01d二

geo皿e　t　r　i　c　皿ean

freshlypreparedtestsolutions

test　solut　ions　after　48　hours　exposure

‘
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Table8 Tota1Hardness（asCaCO3）

　　No皿inal

Concentration

　　　（皿9几）

MeanaMeasured

Concentration

　　　（㎎／L）

Tota1Hardness〔asCaCO3，皿g／L〉

O　Hour
New

48Hours

　　Old

Contro1 238 238

SolventContm1 236 242

0．200 0．180
232 240

0，360 0．337
236 238

0．630 0．601
238 238

L10 L　O4
238 236

2．00 1．93
238 238

　　a：

New：

01d：

geo皿etric　皿ean

freshty　prepared　test　solutions

test　solut　lons　after　48　且oulrs　exposure
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Figure1 〔：oncen仁ration－1皿皿obihty　Curve
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付属資料一1

　希釈水の組成
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Table　A－1 Elendt　M4　皿edium　reco皿皿ended

usedasdilutionwater

byOECDGロidehneNo．211

HaCrO　nUtrientS Co皿centration血9／L）

CaC12・2H20

MgSO4・7H20
KCl

NaRCO3

Na2Sioゴ9H20
NaNO3

KHzPO4

K2HPO4

293．8

123．3

　5．80

64．8

10．0

　0．274

　0．143

　0．一184 一
　
土

Trace　ele皿ents Concentration〔μ9／L）

H3BO3

MnC12・4H20
Licl

RbCl

SICい6H20
NaBr

Na2MoO4・2H20

CuClゴ2H20
ZnC12

CoC12・6H20
KI
Na2SeO3

NH4VO3

Na2EDTA・2H20

FeSOべ7H20

2859．5

360、5

306．0

　　了し　O

152．0

　　16．0

　　63．0

　　16．8

　　13．0

　　10、0

　　3．25

　　2．19

　　0．575

2500

995．5

r

Vi　ta皿i皿es Concentration（μ9／L｝

Th　i　a皿ine　hydrochl　or　i　de

Cyanocobala皿ine（B12〕

Blot　ine

了5．O

L　OO

O．750
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付属資料一2

　試験液の調製
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i試験液の調製

鵠採取量　　　　一〉　　　250
溶　媒　　　　　一〉

　　　　　1の…

N，N一ジメチルホルムアミト’
　　　　　m耳

　　最終容量　　　　　一〉　　　　5　　mL

　　容器　　一＞　メスボトル
1．．．．．塵＿塵＿．．．＿、＿＝＝乞．．．一．．、」卿旦．．．．鮒』．、．．．．．．

　　混合方式　　　　一＞　手で転倒撹拌（溶解容易）

　　　　　　’皿の＝
．＿偏丞工採取量．＿．＿．τ＝≧．．＿．＿」旦9．．．．．．姓＿＿．＿．＿．＿，一．＿．．．．＿一．＿＿．．

　　溶媒　　一＞．越馨相承、．1士』分量氣レ聖書i「9集』な旦1∫聖血鵬豊麿，．

　　最終容量　　　　一〉　　　1000　mL
　　，容　器　　　　一〉　メスフラスコ
．．＿．墨．．．塵．．．　　一＞　　500　皿必』．＿．＿．＿＿一．．．．．．．．、＿＿．＿，．

　　助剤濃度＿．．＿．．．．＝＝二乞．．＿．＿．．鍾．．＿．∬泌L＿．．．＿．＿．．一．．．．＿＿．＿．．＿．．

　　混合方式　　　　　一〉　．スタニ＝ラーで撹拌しながら添迎鐘冒起草減員墓．置捨．．

3　　　　辱の・

　　助剤　　一＞N，N一ジメチルホルムアミド
＿．援．取．量＿．，．．．．、．．．τ＝乞．．＿．．．、」豆9．＿．．融＿．．＿．＿．．．．一．＿一＿＿＿．．＿．．

　　溶媒　　一と．＿謎駿田本．．｛士金暴氣レ怨書．t急g焦もくな旦1劔藍鵬豊麹．

　　最終容量　　　　一〉　　　　100　　mL
　　容器　　一包．．．一薬掴堕．＿、．＿．＿．＿曙＿．．．．．．．、一＿．．．＿、＿．＿，．．

1＿．動静溝魔＿，＿．．．、．τ＝乞＿＿．．1勲．＿．μ9』．．．

　　混合方式　　　　一〉　手で転倒撹拌（溶解容易）

2．＝　　’のニ

　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〉　　　　0．50　　L

　　容器　　一〉メスフラスコ
…… U谷芳野………［‘＝ニジ…’手港転倒撹拌7密栓’腎

　　濃度公比　　　　一〉　　　1．78

（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

区瓶
（略称）

　C
　SC
Conc．1

Conc、2

Conc．3

Conc．4

Conc．5

②原液H

　mL
対　照　区
助剤対照区

　0．200

　0．360

　0、630

　1．100

　2．000

一＞
一〉
一〉
一＞
一＞
一＞
一＞

　　③助剤原液

　　　　mL
　O　　　　　　　O

　O　　　　10，00

20　　　　　9．00

36　　　　　8、20

63　　　　　6．85

110　　　　　4．50

200　　　　　　　0

助剤濃度
μし！L

　　　　O

　　　38
　　　38
　　　38
　　　38
　　　38
　　　38
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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

D各試験液0．75皿Lを測定用バイアルに採取し，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｝，〔9），（10）に示した。

2）アセトニトリルで調製した標準溶液0．75皿Lを測定用バイアルに採取し，精製水を等量

　添加し混合後，HP　LCに：より分析した。代表的なクロマトグラムをFigure　A－3－2（1），

　㈹に示した。

3｝各試験液の被験物質濃度1諏，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

　検量法により定量した。

　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）
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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（H　P　L　C）

ワークステーション：

デガッサ：

送液ポンプ二

才ートサンプラ：

カラムオーブン：

フォトダイオードアレイ検出器：

：Agi　lenH100型力弘スイッチング装置付（Nα2）

Agilent1100シ11一勘ミステーション（WindowsNT）

G1322A型
G1311A型（クォタナリホ’ンプ，分析用）

G1311A型（クォタナllポンプ，濃縮用）

G1313A型
G1316A型（カラムスイッチングパルフ’）

G1315B型

（条件）

カラム：　　　　　分析用　　GLサイエンス製　Inertsi10DS－3V5μ皿4．6皿L　d、x150皿

　　　　　　　　　濃縮用　　GLサイエンス製　Inertsil　ODS－35μ皿4．0㎜L　d．×10㎜

カラムオーブン：　40℃

溶離液：　　　　　分析用　　0．1別ン酸水溶液／アセトニト11ル＝25／了5（v／v）

　　　　　　　　　濃縮用　　0．1別ン酸水溶液／アセトニドjル＝70／30（v／Y）

流　速：　　　　　分析用　　L　O皿L／皿in

　　　　　　　　　濃縮用　　0～　3皿i皿　2．5皿L／皿in

　　　　　　　　　　　　　　3　～　　8　皿in　　　O、05　皿L／皿i　n

　　　　　　　　　　　　　　8　～　　12　皿i　n　　　2．5　皿L／皿i　n

カラムスイッチングバルブ：0皿in（濃縮側），3皿in（分析側），8血n（濃縮側）

測定波長：　　　　267皿

試料注入量：　　　100μL

3　検量線

　　　アセトニトリルを用い，0，0．100～2．00皿g／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HPL　Cで測定した・横軸に濃度

　　（皿g／L）を，縦軸にピーク面積（comt）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Figuτe　A－3－1

　　に示した。

4　検出限界

　　最小検出ピーク面積を0．1countに設定し，

　0．0008mg／Lを検出限界とした。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一31一

これに相当する試験液中の被験物質濃度



5　添加回収試験

　　分析前処理は，　r1　試験液の分析方法」に示したように，

　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，

　つた。

試験液を採取する操作だ

回収率の補正は行わなか

、

一32一



FigureA－3－1
Calibrationcurve
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FigureA－3－2 Representat　ive　chromatograms
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FigureA－3－2 Conti且ued
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FigureA－3－2
Continued
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FigureA－3－2
Continued
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FigureA－3－2
Continued
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付属資料一4

　結果の算出
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TableA－4　CalculationoftheEiC50侃epresentative，48hr．）

　　　TOXDAT　MULT　I－METHOD　PRLOGRAM

（BINOMIAL、MOVINGAVE趾GE州DPROBIT隠田ODS）

ミジンコ急性遊泳阻害試験
Ti皿e：　　　　　48hr

Conc．ぬ CONC．

㎎ノL
㎜BEREXPOSED ㎜ERDEAD

PERCENT

D脚
BI餌OMIAL
PROR（搭）

Control

SoLcont．

Conc．l
Co且。．2

Conc．3
Co皿c．4

Conc．5

　0
　0
0．18

0．33了

0．601

L　O4

1．93

0
0
0
0
0
0
0

リ
ム
2
2
0
凸
2
2
2

0
0
0
4
2
0
別
2
0

0

0

0
2
0100

100

100

9．53674E－05

0．590896606
9．536了4E－05

9．53674E－05
9．536了4E－05

THE　B　I　NOMIAL　TEST　SHOWS　THAT　α337　AND　O．601　CAN　BE

USED　AS　STAT　I　SCALLY　SOUND　CONSERVAT　I　VE　95　PERCENT

CONFIDENCE　LIMITS　SI汎CE　THE　ACTUAL　CONF【DENCE　LEVEL
ASSOCIATED　WIτH　THESE　LIMITS　IS　99．409008026123　PERCENT．
AN　APPROXI琶ATE　EC50　FOR　THIS　SET　OF　DAT氏　IS　O．403403999262999

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ず　　　マー

WHEN　THERE　ARE　LESS．THAN　T四〇　COHCENTRAT【ONS　AT　WHICH　THE　PERCENT

DE皿ISBET冊ENOAND10αNEITHERTHE旺OVlNGAVE鳳GENORTHE
PROBIT　聡THOD　CAN　GIVE　ANY　STATISTICALLY重　SOUND　RESULTS．
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