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陳述書

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（〃鋤加8媚詔ヨ）に対する繁殖阻害試験

試験番号．Aq30420－3
〔△

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 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（〃磁加8皿88刀8）に対する繁殖阻害試験

試　験　番　号 AO30420－3

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。

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14日

2004年10月20日

2004年10月21日

2004年11月11日

2004年12月22日

　運営管理者および

試験責任者への報告日

2004年10月14日

2004年10月20日

2004年10月21日

2004年11月11日

2004年12月22日

2004年12月22日
信頼性保証部門担当者
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試験実施概要

L　表 題 2，4一ジニトロー6一（1一界チルプロピル）フェノールのオオ

ミジンコ（加吻∫8％卿8）に対する繁殖阻害試験

（試験番号：A　O30420－3）

2．　試　験　　目　　的 被験物質のオオミジンコ（動p如躊灘8刀8）に対する繁殖

阻害試験を行い，21日間の最小作用濃度（LOEC）と最大

無作用濃度（NOEC〉を求め，可能な限り50％繁殖阻害濃

度（EC50）も求める。

r、

3．　適用ガイドライン OECD化学品テストガイドラインNo．

繁殖試験」　（1998年）

211「オオミジンコ

4．　適　用　G　L　P 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）

5．　試　験　委　託　者 環境省

〒100－89了5

委託責任者

東京都千代田区霞が関一丁目2－2

総合環境攻策局環 健部環境安全課

環境リスク評価室　室長補佐馬場　

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

了．　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
環境科学Cグループ

9．　試験担　当　者 （2004年12月22日）

（試験実施）

（試験実癒報告書熈
（2004年12月22日）

（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）

10．　試　験　　日　程 ．　試験開始日

　実験開始日

　実験終了日

　試験終了日

2004年10月14日

2004年10月21日

2004年11月11日

2004年12月22日

11．　保 管 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

環境省

2，4一ジニトロー6一（トメチルプロピル）フェノールのオオミジンコ

（〃卸物毎π8醐8）に対する繁殖阻害試験

AO30420－3

験　方　法　：

適用ガイドライン：

暴露方式

供試生物　：

暴露期間　：

試験濃度　：

　（設定値）

試験法量：

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、211「オオミジンコ繁殖

試験』　（1998年）

半止水式（毎日試験液の全量を交換）

水面をテフロンシートで被覆

オオミジンコ（動吻血8灘8刀8）

21日間

対照区，助剤対照区，

0．00800，0、0225，0．0630，0．178，0．500m9／L

公比：2．8

助剤濃度一定：100μL／L（ジメチルホ肱アミド使用）

80血／容器

10容器／試験区

10頭／試験区（1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（H　P　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，調製時において93～104％・

　換水前において8了～101％であった。

2〕21日間暴露後の結果

（㎎／L） 95％信頼区間（mgA）
1’

親ミジンコの半数致死濃度（LC50）

50％繁殖阻害濃度（EC50）

最大無作用濃度（NOEC）

最小作用濃度（LOEC）

0．284

0．1了3

0．0619

0．1了4

0，174～0．465

0．160～0．185

（
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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　DNBP）

　　別　名：　　　ジノセブ

　　CAS　Nα：　88－85イ

　　構造式：

　　　　　　　　　02N

　　　　　　　　　　グ楽

　　　　　　　　　02N　　OH

　　分子式：　　　C　loH12N205

　　分子量卓1：　　240．22

　　融点‘1：　　　4L7～42．0℃

　　溶解度’㌧　　　エタノールに易溶

　　水溶解慶z：　22．7皿g／L（精製水‡3，20℃，48時間攪拌，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

　L2供試試料

　　純度’1：　　99．9％（GC）

　　助ト番号’1：　2274X

　　供給者．

　　受領量オ1：　100皿g×25

　　受領日：　　2004年8月10日

　　外観q：　　橙黄色固体

　　判二供給者提供資料

一9一



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i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
「
コ

6
7

和名：

学名：

入手先：

入手日：

感受性：

生育段階：

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：

オオミジンコ

〃8助〃i8翅脚3

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．了6±0．16皿g／L，nニ13

　　（最小値～最大値＝0．57～L　O2㎎／L）

雌の幼体（24時間以内令）

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：

給餌量：

飼育水の交換：

希釈水（3．2参照）

1頭／80皿L（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30日～2004年10月21日

　　　　　　　　　0％

　　　　　　　　　無し

助ノorθ〃∂v〃即∫is（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・

rズ『 A

‘
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3　試験方法

3．1試験条件

　　1）暴露方式：

2
3
4
【
U
6
7

8
）

9
）

10）

1D

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：

H
度
明
餌

p
硬
照
給

半止水式（毎日試験液の全量を交換）

水面をテフロンシートで被覆

21日間

80皿L／容器

10容器／試験区

10頭／試験区（1頭／容器）

20±1℃

飽和濃度の60％以上

（暴露期間中のエアレーションは実施していない）

試験液のp　H調整は行わなかった

約250皿g／L（CaCO3換算）

室内光，16時間明（8001ux以下）／8時間暗

種類：磁ノ。∫θ1／8吻ノ83が5〔単細胞緑藻類）

1藻類培養液を遠心分離し，希釈水に置換して使用）

量：0．15皿g　C（有機炭素含量）／頭／日

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」に記載されている

調製水，Elendt瓢4を用いた。組成を付属資料一1に示した。

3．3　試験容器および恒温槽等

　1｝　試験容器：　　　100皿L容ガラスビーカー

　　　　　　　　　　　　（試験容器には蓋をし，水面をテフロンシートで覆った）

）
）
）
）
）
〕

2
3
4
【
u
良
u
了

恒温槽：

水温計：

溶存酸素計：

p　H計：

硬度測定キット：

電子天秤：

塩ビ製水槽（恒温装置，ダイテック製

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　AG204型

メトラー製　AE163型

メトラー製　PB3002型

クールニットCL－80F型）
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3，4　試験濃度の設定

　オオミジンコに対する急性遊泳阻害試験の結果（48時間Eic50値：o，428皿g／L（設定

値），0．403皿g／L（測定値））に基づき，本試験濃度を次のように決定した。

　　　対照区，助剤対照区，0，00800，0．0225，0．0630，0．178，0．500㎎／L

　　　　（公比：2．8）

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，試験液を調製した。被験物質原液は暴露開始前日に調製し，冷蔵，暗所で保存した。

　（同条件下で28日間安定）

　調製した試験液は1区につき10個の試験容器に各80皿L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：10〔｝μL／L）

を調製した。

　調製時の試験液の状態（外観）は対照区，助剤対照区，0．00800，0．0225㎎／しにおい

て無色0．0630，0．178，0．500㎎／しにおいて黄色であった。

い

3．6　試験液の分析

　　全試験区各1試験容器について，暴露期間中3回，換水前後の各試験液1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，2旧間の時間加重平均を求めた。詳細

　は付属資料一3に示した。

‘
一
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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・その後・換水毎にミジン

コを新しい試験液に移しかえ，21日後まで飼育した。暴露期間中は毎日一定量の給餌を

行った（3．1参照）。また，以下の要領で，ミジンコの観察および水質測定を行った。

　Dミジンコの観察：

　　親ミジンコ：生死，遊泳状態および外観の異常の有無を毎日観察して記録した。死

　　　　　　　　　亡個体があれば除去した。

　　産出幼体：　最初の産仔から毎日，幼体の生存数を計数して除去した。死亡幼体，

　　　　　　　　　堕胎卵，休眠卵の発生等の有無を観察して記録した・最初の幼体産出

　　　　　　　　　日（初産日）を記録した。

2）水質測定：　水温，溶存酸素濃度，pHおよび硬度を，全試験区各1試験容器につい

　　　　　　　　　て，暴露期間中に4回，換水前後に測定した。

一13一



4　結果の算出

　4．1阻害濃度算出に用いる披験物質濃度の決定

　　　阻害濃度の算出に用いる被験物質濃度は，測定値（平均）とした。

4．2親ミジンコの半数致死濃度（LC50）の算出

　　21日間の各試験区における，親ミジンコの死亡数と供試個体数（10頭）から死亡率

　（％）を求め，以下の方法で半数致死濃度（21d－LC50）を可能な限り決定したr

最高濃度区における死亡率 ≧50％ 〈50％

LC50の決定方法
Prob王t法，　Moving　average法，

ainomial法での算出結果から適
ﾘ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

死亡数の経時変化グラフ

ﾌ記載

記載する。 記載する。

4．3　50％繁殖阻害濃度（EC50）の算出

　　助剤対照区に対する各濃度区での生存親1頭当たりの平均累積産仔数（生存幼体）か

　ら繁殖率瑞（A）を求め，繁殖阻害率塊（100－A）を算出し，以下の方法で21日間の50％繁

　殖阻害濃度（21d－EC50）を’可能な限り決定した。

観察された阻害率の最大値 ≧50％ 〈50％

EC50の決定方法 Logist　ic曲線による回帰分析

iLogi　t法）

X5％信頼区間を算出。

推定される濃度領域

�L載する

平均累積産仔数の濃度区別
ﾌ経時変化のグラフの記載

記載する。 記載する。

‡：親が死亡した場合は算出から除外する。例えば産仔の有無に関わらず2旧聞で親が全部死亡し

　た区は繁殖阻害率は求め；ない．

（
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4．4　最大無作用濃度（NOEC）および最小作用濃度（LOECM

　　各試験容器毎の21日間の生存親1頭当たりの累積産仔数を算出し，各濃度区と助剤対照

　区との有意差の有無を以下の方法（統計的手法榊）により求め，最大無作用濃度（NOEC）

　および最小作用濃度（LOEC）を決定した。

　　　幸最大無作用濃度（NOEC）：助剤対照区に比べ，有意な繁殖阻害が認められない最

　　　　　　　　　　　　　　　高濃度

　　　　最小作用濃度（LOEC）二　助剤対照区に比べ，有意な繁殖阻害が認められる最低

　　　　　　　　　　　　　　　濃度

＃　統計的手法（産仔の有無に関わらず親が死亡した場合は算出から除外）

　　　　　多群の比較

（助剤対照区以外に2群以上ある）

Bartlettの等分散検定

等分散が認めら

　れる場合

一元醇置分散分析

　　（姻OVA）

パラメトリックの
Dunnett平　Wi11　ia皿s

またはScheffe
の多重比較検定

等分散が認めら

　れない場合

Kruska1－Wallisの検定

ノンパラメトリックの
　Dunnett，　Wil　l　ia皿s

　またはScheffe
　の多重比較検定

　　Yu㎞sソフトウェア
StatUght「＃4多群の比較」

　　（Yu㎞s　Corp，東京）
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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

　暴露期間中に3回，換水前後の試験液中の被験物質濃度を測定した。その結果を

Table1，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・調製時において

93～104％，換水前に』おいて87～101％であった。

5．3　ミジンコの観察結果

　暴露期間中のミジンコの観察結果を付属資料一4に示した。

親ミジンコの死亡数および死亡率

　暴露期間中の各試験区における親ミジンコの累積死亡数および死亡率をTable2－L

Table2－2およびFigure　iに示し準。

　対照区および助剤対照区における親ミジンコの死亡率は，暴露終了時で10および0％

であり，試験成立条件である20％以下の基準を満たした。最高濃度区における死亡率は

暴露終了時で100％であった。

初産日

　各試験区における親ミジンコの初産日をTable3に示した。

　対照区および助剤対照区における親ミジンコの初産日は，暴露開始9日以内であり・

正常な範囲内と判断された。最高濃度区においては初産前に全親ミジンコが死亡した・

r’

平均累積産仔数

　暴露期間中の各試験区における親ミジンコ1頭当たりの平均累積産仔数をTable4お

よびFigure2に示した。

　対照区および助剤対照区における21日間での親ミジンコ1頭当たりの平均累積産仔数

は94頭および90頭であり，試験成立条件である60頭以上の基準を満たした・

　最高濃度区においては初産前に全親ミジンコが死亡した。

一16一



休眠卵の発生等

　暴露期間を通して，全試験区において休眠卵の発生は認められなかった。

5．4　親ミジンコの半数致死濃度（LC50）

　21日間暴露の親ミジンコの半数致死濃度（LC50）をTable5および以下に，算出結果

を付属資料一5に示した。

　　　　21日間LC50：0．284皿g／L（95％信頼区間：0．174～0．465㎎／L）

5．5　50％繁殖阻害濃度（EC50）

　21日間暴露の50％繁殖阻害濃度（EC50）をTable6および以下に，算出結果を付属資

料一5に示した。

　　　　21日間EC50：0．173㎎／L（95％信頼区間：α160～0」85皿g／L）

5．6累積産仔数に及ぼす最大無作用濃度（NOEC）および最小作用濃度（LOEC）

　親ミジンコ1頭あたりの累積産仔数に及ぼす21日間暴露の最大無作用濃度（NOEC）お

よび最小作用濃度（LOEC）をTable7および以下に，算出結果を付属資料一5に示した。

　　　　21日間NOEC：0．0619㎎／L

　　　　21日間LOEC：0．174mg／L

5．7　試験液の水温，溶存酸素濃度，p　Hおよび硬度

　暴露期間中における試験液の水温をTable8，溶存酸素濃度をTable9，pHを

fable　lO，硬度をTable11に示した。

　水温曝すべての試験区で20±1℃で，溶存酸素濃度はすべての試験液槽で飽和溶存酸素

濃度（20．0℃の飽和溶存酸素濃度：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。p　Hはミジンコの飼育環境として適正範囲（6・0～9・0でし5の変動内）内であ

った。また硬度も適正範囲内（約250mg／L）であった。

5．8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　1－1 Measured　Concentrat　ion

　（〃8刀五四18　ReProduct　ion

of　the　Test

Inhibi　t　ion

Substance

Test　under

in　Test　Water　during　a　21－day　Exposure

the　Semi－Static　Test　Condition）

Period

Nominal
Concentration

　　　　　　（mg／L）

Measured　Concentrat　ion　（mg／L）

Date→
New 01d New Old New 01d

TWMq

（mg／L）

　％of
Nomina1

　　　　ontm

Solvent　contro1
　　　　0，00800

　　　　0．0225

　　　　0．0630

　　　　0．178

　　　　0．500

〈0．00005
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Nominal
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Date→
New 01d New Old New 01d
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Table　2－1 Cumu　l　at　i　ve　Nu皿ber　of　Dead　Parent　a1〃6Pカ〃1召

No皿lnal

　c　onc．

Measured

　　　　　　毒1

　conc．

Days

0　　1　2　　3 4　　5　　6
7 8 9 1

0
1
1
1
2
13 14 1

5
16 17 18 1

9
20 21

　　　Cont　rol
Solventcontro1

0．00800

0．0225

0．0630

0．178

0．500

mg／L　O．

mg／L　O．

mg／L　O．

mg／L　O．

皿／L　O，

00了81
0212
0619
174

465

mg／L

mg／L

mg／L

mg／L

m　IL

0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
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Table2－2Mortality（％）ofParenta1〃8吻18

Nominal

　c　on　c．

Measured

　　　　　　幸l
　c　onc，

Da　s

1 2 4 7 14 2
1

　　　　Control
Solventcontro1

0．00800

0．0225

0．0630

0．178

0．500

皿g／L　O．

mg／L　O．

mg／L　O．

mg／L　O，

m　IL　O．

00781

0212
0619

工74
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mg／L
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Figurel　CumulativeNumberofDeadParental動助刀18
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Tab　l　e　3　　T　i皿e　（Days）　to　F　i　rs　t　Brood　Produc　t　i　on

No皿ina1 Concentmtion，皿9／L

偲easured Concentra巨。ガ1， 皿9／D
Vessel Contro1 Solvent 0

． OO800　　0、 0225　　0． 0630　　0．
178 0

．
500

No．
control

（
0
． 0078D　｛0， 0212）　（0、 0619〕　（0． 174）

1
0
．
4651

1 8 8 8 8 8 8
一

2
一

9 8 9 8 1
1 昌

3 8 8 8 8 8 8
腎

4 8 8 8 8 8 8
層

5 8 8 8 8 8 8
一

6 9 9 8 8 8 1
2 一

7 8 8 8 8 8 8
－

8 8 8 8 8 8 8
一

9 9 8
一

9 8 8
一

10 9 9 8 8 1
1

1
1 一

Min 8 8 8 8 ．8 8
一

Max 9 9 8 9 1
1

12
一

＊1： Ti皿e－weighted　皿ean　皿easured　concentration

Theparental伽吻12wasdeadbeforefirst broodproduction．
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Table　4　Mean　Cumulat　ive　Number　of　Juveni　les　Produced　per　Adul　t　AI　ive　for　21Days　（ΣFl／P｝

Nomina1 Measured
Da　s

Conc．
　　　　幸l
モ盾獅メD

6 7 8 9 1
0

1
1

1
2

1
3

1
4

1
5

1
6

17 1
8

19 20 2
1Contro1

一　層 0．0 0．0 4．6 8．3 8．3 23．0 32．3 32．3 39．1 5L　O 56．8 59．4 72．8 81．0 81．0 94．3
Solv．cont． 一　一 0．0 0．0 6．0 9．0 9．2 19．7 2了．5 28．6 34．1 48．2 53．3 55．7 69．7 76．8 了7．7 90．3

0．00800mg／L 0．00781mg／L 0．0 O．0 8．6 8．6 8．6 29．6 29．了 29．了 43．6 53．4 53．4 62．2 77．9 77．9 80．8 98．6

0．0225皿g／L 0．0212mg／L 0．0 0．0 5．1 了．2 9．7 21．4 25．8 30．1 41．0 48．7 5L4 6L5 71．8 76．2 81．0 93．7
0．0630mg／L 0、0619mg／L 0．0 0．0 6．4 6．4 6．4 25．6 25．了 25．了 38．2 48．了 48．了 56．6 了1．2 了1．3 71．3 90．8

0．178　皿g／L 0．1了4　mg／L 0．0 0．0 0．9 0．9 0．9 5．7 8．1 8．1 13．3 2L6 21．6 24．3 34．2 35．6 35．6 43．0
0，500　m　IL 0．465　皿／L 』 一 一 』 一 一 一 一 『 一 ， 一 一 一 一 ’

‡1 T　i皿e－we　ighte〔i皿ean皿easured　concent　rat　i　on

Al　l　paren　ta1　〃召助刀18　were　dead　dur　ing　a　21－days testingPeriod．
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Figure2TlmeCourseofΣF1／PforEackConcentrationLeve1
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一　　　一　　　　一　　　＿　　　一　　　一　　　＿　　　＿　　　一　　　＿　　　一　　　＿　　　＿　　　＿　　　一　　　一　　　一　　　　一　　　一　　　一　　　一　　　幅　　　一　　　　一　　　一　　　冒　　　－　　　　一　　　一　　　一　　　劃　　　一　　　一　　　－　　　一　　　一　　　一　　　　一　　　一　　　冒　　　冒　　　－　　　　一　　　－　　　冒　　　冒　　　一　　　，　　　一　　　甲　　　　一　　　－　　　－　　　一　　　一　　　　一　　　一　　　一　　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　－　　　　一　　　　一　　　一　　　－　　　　一　　　　　　　　　－　　　　冒　　　一　　　　冒

－　　　一　　　　一　　　一　　　一　　　　一　　　一　　　　一　　　一

@一　　　一　　　－　　　　一　　　　一　　　－　　　　一

黶@　　一　　　冒　　　－　　　　田　　　一　　　一　　　　一 →（一〇，178　mg／L

鼈黶 Z．500　mg／L

一　　＿　　一　　一　　＿　　｝　　＿　　一　　一　　一　　醤　　＿　　一　　一　　＿　　＿　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　幅　　一　　一　　一　　一　　一　　瞬　　旧　　H　　－　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　畠　　－　　一　　－　　一　　－　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　畠　　畠　　一　　モ　　一　　一　　　　　　　－　　一　　　　　　　　　　－　　　　　一　　一　　一　　－　　一　　一

一　　　＿　　＿　　－　　　一　　　冒　　－　　一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　一　　一　　一　　＿　　一　　一　　＿　　＿　　r　　一　　一　　一　　一　　“　　一　　一　　一　　一　　一　　昌　　，　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　卍　　一　　一　　－　　一　　一　　－　　一　　冒　　一　　－　　－　　－　　一　　一　　一　　一　　一　　冒　　－　　¶　　一　　一　　一　　一　　　　　　　　　　一　　一　　一　　－　　　　層　　，　　一　　　　　　　一　　一　　一　　一　　－　　一　　一　　冒

Q　＿　一　一　一　＿　一　一　一　＿　＿　一　一　＿　一　一　一　＿　一　一　一　一　一　蒔　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一一　一　一　一　一　一　一一　一　一　一　一　一－　一　冒　一　－　隔　一　－　一　一　一　冒　冒　轟　弓　－　一　一　一　一　冒一　一　一　－　一　一一　一　　　　　　　一骨　一一一　一　一　一　一　一　一一　一　ロ　，　隔　－　－　一　一　一

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　暑　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　一　　　　　一　　　　　一　　　　　一　　　　　一　　　　　一　　　　　一　　　　『　　　　　一　　　　　一　　　　　一　　　　　一　　　　　一　　　　　一　　　　　一　　　　　一　　　　　冒　　　　　一　　　　　‘　　　　　一　　　　　←　　　　　『　　　　　，　　　　　一　　　　　一
黶@一　一　一　＿　一　一　一　一　＿　一　＿　＿　＿　一　一　＿　一　一　一　一　串　一　一　一　一　一　一　一　一　一　－　骨　一　一　一　‘　一　一　一　一　一　一　－　－　一　一　一　一　＾　一　－　一　一　一　冒　－　←　一　一　一　一　一　－　－　－　一

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一…一………一一一一……一　…一…一………三災二＝一！一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　　　冒　　　　　　　　　　　　　　　　A　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　一

一　　　　　冒

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　←　　　一　　　一　　　一　　　冒　　　一　　　一　　　冒　　　料　　　←　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　－　　　一　　　－

黶@　一　一　一　　＿　＿　一　一　＿　　＿　←　一　＿　＿　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　F　一　一　一　一　骨　一　一　一　一　ド　一　一　一　一　－　－　一　一　－　一　冒　－　一

C　＿　　一　一　　一　一　一　一　一　一　　一　一　一　一　一　一　一　一　‘　尋　　一　一　一　一　一　一　一　－　－　一　一　一　一　冒　“　一　　　　一　冒　椚　－　　　　一　一　冒

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　『

　　　一＿－．．＿一＿一．　－←．．蓉ででて！．．．．．．．．ロー←．．．．．．．．．．一一

黶@　＿　　一　　一　　＿　　－　　F　　一　　　一　　一　　一　　＿　　＿　　一　　　　　　一　　一　　一　　一　　一　　畠　　斤　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　弔　　一　　一　　一　　　一　　一　　一　　一　　昌　　モ　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　－　　－　　　一　　『　　　一

@　　！×

0 7 1
4

2
1

Days

Values inlegendaregiveninthenominalconcentration・
AllParental〃8吻18weredeadduringa21－daystestingPeriod・

一22一



Table5 CalculatedLC50ValuesforParenta1〃鋤刀18

Exposu■e

Per　iod

　（day）

　　　魁LC50

（皿9／D

95駕Confidencelimits

　　　　　　　　（n19／L〕

Statistical

　　method

21 0．284 0．174 0．465 Billo皿ia！

Table6

　　　＊11UsingtheconcentrationsofO－00781－0、465㎎／L

CaLculatedEC50ValuesforInhlbltimofReproduction

ビ■＼

Exposure

Per　iod

　　（day）

EC50幸

（㎎A）

9暁Confiaenceli皿its

　　　　　　　　（皿9／L）

Statistica1

　　皿ethod

21 0．1了3 0．160 0．185 Logi　l

半1：UsingtheconcentrationsofO．0619－0．1了4皿9／L 、

一24一



Table7 　Cumu　l　a　t　i　ve　Numbe　r　of
Statistica1Comparison

Juveniles　Produced
of　the　Mean　Values

perAdultAlivefor21
Days　in　Each　Test　Vessel　and　Resul　ts　of
（by　Dunne　tゼs　Mu　l　t　i　comPar　i　son　Tes　t）

Vessel

No．

No皿inal　Concent　rat　ion，　皿9　L

（MeasuredConcentrationq　m／D
Contro1 So｝v．cont． 0．00800

（0．00781）

0，0225
（0．0212）

0．0630
（0，0619）

O．178
（0．1了4）

0．500
（0、465）

　
　
　
　
　
　
　
　
　
0

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1

101

　D
95

9
296
83

98

102

101

8
1

99

78

108
了
1

93

70

103

104

91

86

59

114

94

112

94
9
1120

108

　D
95

102
7
7
65

9
892
85

110

119

8
1
108

77

87

97

8
9100
86

100

90

94

88

0
9
5
了
0
9
8
3
4
5

4
4
2
4
5
2
4
4
5
4

D
D
D
D
D
D
D
D
D
D

Mean

S．D，
3
7

生
乳

9
3
7
0
3
9
1
6
2
8
8
9
1
7
8

3
R
U

9
1
8
1

α
乳

9 0
9
U

歌
9

4 0．0

Inhibition　rate（％
Sinificantdifference

一9．1 一3．8 一〇． 6 524
　　＊ヰ

1000
　　十十

＊1：

D：

＊中

土
丁
⊥
T

＋
丁
十

Time－weighted皿eanmeasuredconcentration．
Were　not　included　for　calculation　because

Indicatesnosignificantdifference．
Indicatesa

　（Thelre　was

Indicates　a
Statistical

However，　we

the　Parenta1　〃即竹刀18　was　dead　during　a　21－day　test　ing　Period．

significantdifference（α＝0，05）fromthesolventcontroL

nOsignmthistest．）
significantdifferencelα＝0，01）fro皿thesolventcontroLcomparisontestcouldnotbePerfomedforthisconcentration
concludedthatthiscoHcentrationlevelshowedadverseeffect

because　adult　alive　after
on　Daphn　i　a　reproduc　t　i　on．

21dayswasnone．

NoObservedEffectConcentration（NOEC）：
LowestObservedEffectConcentration（LOEC）：

0．0619

0．174
L
L

／
／9
9
m
m

一25一



Table8
Te皿peratureduringa21－dayPeriod　undertheSe皿i－StaticCondition

　　　Nominal
Concentration

　　　　（皿9／L）

　　　Measured

Concentτation判
　　　　（m　IL）

Temperature（℃）

Date→　　O
　　　　　　　　new

　1

01d
　7

n　ew
　
d
8
1
　
0

1
4
new 「

D
d

　
1

1

　
0

20

new －
d

　
！
2
0

Min， Max．

　　　　Control

Solvent　contro1
　　　　0．00800

　　　　0．0225

　　　　0．0630

　　　　0．178

　　　　0．500

0．00781

0．0212

0．0619

0．174

0，465

20．3

20．3

20．3

20．4

20．4

20．4

20．4

20．0

20．1

20．2

20．2

20．0

20．1

20，1

20．0

20、0

20，0

20．1

20．1

20．1

20．1

20．1

20．1

20．1

20．1

20．1

20．2

20．2

20．2

20．2

20．2

20．2

20．3

20．2

20．0

20．0

20．1

20．1

20．4

20．4

20．4

20．4

20，4

20．4

20．2

20．2

20，1

20．1

20．1

20．1

20．0

20．0

20．0

20、0

20．0

20．1

20．1

20，4

20．4

20．4

20．4

20．4

20．4

20．4
Tota1

20．0 20．4

Table9

　　　　＊1：　Ti皿e－we　ighted　皿ean　measured　co皿cent　ra　t　i　on

　　　new：freshlypreparedtestsolution，　01d：01dtestsolutionb穿forerenewal
　　　　　一：　No　measure皿ent　was　皿ade　because　al　l　parenta1　〃∂ρ血刀18　were　dead，

DissolvedOxygenConcentration（D．0．）duringa21－dayPeriod　undertheSemi－Static Condi　tion

　　　Nominal
ConCentration

　　　　（mg／L）

　　　Measured

Concentratioバ1
　　　　（mg／L）

D，0．　皿　L

Date→　　O
　　　　　　　　new

　
d
1
1
　
0

　7

new 　
d
8
1
　
0

1
4
new 【

u
d

　
1

1

　
0

20

11ew －
d
　
1
2
0

Min． Max．

　　　　Control

Solvent　control
　　　　O．00800

　　　　0．0225

　　　　0、0630

　　　　0．178

　　　　0．500

0．00781

0．0212

0．0619

0，174

0．465

8
8
7
8
R
U
8
7

R
…
a
＆
＆
R
…
＆
＆

3
5
5
4
4
「
0
「
コ

＆
a
R
…
R
“
R
…
＆
薮

8
8
8
8
8
8

＆
a
＆
＆
a
R
…

1
1
1
2
1
1

＆
R
…
＆
＆
絃
R
“

8
8
8
8
7
7

＆
＆
＆
＆
絃
R
一

5
9
0
U
8
4
「
口

歌
乳
乳
硫
気
7
一

8
8
Q
O
8
8
8

＆
＆
a
9
“
＆
R
…

8
8
∩
コ
ー
8
7

乳
乳
7
一
R
…
乳
7
一

「
0
8
旦
U
8
4
「
0
5

7
一
7
一
7
”
歌
乳
乳
絃

8
8
8
8
8
8
7

＆
R
…
R
一
＆
R
…
R
…
＆

TGta1 了．4 8，8
‡1：

new：

T1皿e－weighted皿eanmeasuredconcentration

freshly　prePared　test　solution，　　　　　o！d：　01d　test　solution　before

No　measure皿ent　was　皿ade　because　al　l　parenta1　〃8助吸∫8　were　dead，

renewa1

一26一
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Table　lO pHduringa21－dayPeriod　undertheSemi－StaticCondition

　　　Nominal
Concentration

　　　　（mg／L）

　　　Measured

ConcentratioガI　Date→
　　　　1皿9／L）

pH

　O

new 　
d
1
1
　
0

　7

new 　
d
8
1
　
0

1
4
new

1
5
01d

20

new －
d
　
1
2
0

Min， Max．

　　　　Cont　rol

Solventcontrol

　　　　O．00800

　　　　0．0225

　　　　0．0630

　　　　0、178

　　　　0．500

n
U
O
O
O
O

00了81
0212

0619

174

465

4
4
4
弓
4
4
4

＆
絃
a
＆
R
晒
R
…
R
｝

1
2
Q
U
3
3
3
3

R
い
a
＆
＆
a
R
…
＆

3
3
3
q
U
3
3

R
…
R
｝
R
ψ
＆
R
一
R
｝

8
8
8
8
8
8

乳
乳
乳
乳
乳
7
”

4
3
4
4
4
4

＆
＆
＆
＆
R
ψ
＆

5
8
ρ
U
8
農
U
7

7
一
τ
乳
7
”
乳
乳

2
2
2
2
2
2

絃
＆
＆
R
｝
＆
＆

R
U
【
U
R
U
ワ
ー
7
7

【
U
「
0
6
7
ハ
H
U
7
q
「
U

乳
乳
乳
乳
τ
乳
a

4
4
4
4
4
4
4

＆
R
い
＆
＆
＆
絃
まTota1 7．5 8．4

Table　l1

‡11

new：

Time－weighted皿eanmeasロredconcentration
freshlypreParedtestsolution，　　01d：01dtestsolutionbefore
No皿easurementwasmadebecauseallParental〃∂助π18weredead、

renewa1

Toしa1Hardness（asCaCO3）durin9a21－dayPeriodundertheSemi－StaticCondition

　　　No皿inal

Concentration

　　　　（mg／L）

　　　Measured

Concentrationキ］　Date→
　　　　（mg／L）

To　t　al　hardness　（as　CaCO3，　皿9／L）a

　O

new

　1

01d
　7

new 　
d
8
1
　
0

1
4
new

1
5
0td

20

new －
d
　
1
2
0

Min， Max．

　　　　Cont　rol

Solventcontro1

　　　　0．00800

　　　　0，0225

　　　　0，0630

　　　　0．178

　　　　0，500

n
U
O
O
O
O

00781

0212

0619
174

465

240

240

244

244

244

242

240

240

246

242

240

242

244

244

240

240

240

242

240

242

238

238

238

238

238

232

234

234

232

232

234

234

232

230

234

234

234

232

240

240

240

242

240

240

244

242

240

238

242

240

232

230

232

232

234

232

240

244

246

244

244

244
244

244

Total 230 246

＊11

new：

Ti皿e－we　ighted　mean　measured　concentrat　ion

freshlypreparedtestsolution，　　01d：01dtest
No　皿easurement　was　皿ade　because　al　l　parenta1　〃鋤刀16

solutionbefore

weredead．

renewal

一2㍗



付属資料一1

希釈水の組成

、〆

e
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TableA－1 Elendt　M4　皿ediu皿

usedasdHution

reco㎜endedbyOECDGuidelineNo．

water

211

Macτonutrients Conce且tration｛皿9／L〕

CaC正2・2H20

MgSO4・了H20
KCl

NaHCO3

Na2Sio3・9H！O
NaNO3

KH2PO4

K2HPO4

293．8

123．3

　　5．80

64．8

10．0

　0，274

　　0．143

　0．184

Trace　ele皿ents Concentration（μ9／L）

HsBO3

MnC1ゴ4H！O
LiCt

RbCl

SrC12・6H20

国aBr

Na2MoOべ2H20

CuC1ビ2H20
Z且Clz

CoC1ゴ6H20
KI

Na2SeO3

NH4VO3

Na2EDTA・2H20

FeSO4・了H20

2859．5

360．5

306．0

　　7L　O

152．0

　　16．0

　　63．O

　　l6．8

　　13．0

　　10．0

　　　3．25

　　　2．19

　　　0．575

2500

995．5

Vita皿ines Concentration（μ9／D

Thia皿inehydrochloride

Cyanocobala皿ine（B12｝

B　iot　ine

了5．O

L　OO

O．了50

一29一



付属資料一2

試験液の調製
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試験液の調製

幽　　1　　　　　　辱　1　＝　＿．．撰．聖．量、．．＿．＿、．．＝＝丁≧．＿＿．エq隻＿．．m巳．．＿．．＿＿＿．＿．．．．．．＿．＿．＿．＿＿．．

　　　溶媒　　　一〉　N，N一ジメ秘杢撚Z喜トニ．．、．＿、．＿．．＿．、．．＿．＿．．．．．．．＿、．．一．．

　＿．．．曇鋒．容量．＿、＿＿．丁πと＿、＿．．1∫1．．．．．．m」．

　　　容器　　一＞　メスボトル
　　　濃度　　一＞　20000m必L
混合方式　　　　　一＞　手で転倒撹拌（溶解容易）

2 一
＝
一
白の五液

溶　媒　　　　　一〉

容　器　　　　　一＞

N，N一シ“メチルホルムアミド

メスポトル

　　混合方式　　　　　一〉　手で転倒撹拌（溶解容易）

①の原液1を下記の表の通り採取し，同溶媒で希釈して試験液とする・

　　　　　　　　　　　原液1採取量　　　　　　最終容量　　　　　　　　　濃度

＿99脇L用便塘■．．．．．．＿．．．．β旦．、μL＿．＿．．一．＿．＿2旦、押し．＿．．＿、．＿．．＿旦9．、皿酷一

＿99脇名胆厘漉■．．．＿一＿＿鯉巨．．．髭』＿．．．一．．＿．．＿2旦、∫pL．＿＿．一．＿、．＿＿22辱．．014上，

＿99脇急用厘液ユ＿．．．．＿＿盤旦．．μ』＿＿．．＿．．．＿、、9旦．野L．＿＿．．＿．．＿＿．．壁9．．四顧」，

．．．99脇生胆塵漢ユ＿、．．一＿．．1エβ隻．．遅と＿＿＿．＿．．＿多Ω．∫pk＿．．＿．．．＿＿，．！疋9．．皿酷．

＿99脇曼胆厘渣■＿＿．＿，．巨贈．．貼．　　，　20mL　　　　5000田酷．

2．・　しの＝

　②の原液H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＞　　　1、O　　L
、．．．．．容．＿器＿＿．＿．．．．＝≧＿巫z凪⊇＿．＿＿一．、＿＿．．＿、＿＿＿．．．．＿．＿．．．．．．＿一

、．＿混食玄武＿＿＿．．．．＝≧＿．壬で転倒撹建㌧蜜徐．

　　濃度公比　　　　　一＞　　　2．81

（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

区嵐
（略称）

②原液豆

　mL

DMF添加量

　mL
対　照　区 C

一一
r 0 0

助剤濃度

　μレL

　　　　O

助剤対照区 SC
一一

0 0．10
100

0．00800 Conc，1 一＞ 0．10
0 100

0、02250 Conc．2 一＞ 0、10
0 100

0、06300 Conc、3 一一
0．10

0 100

0．17800 Conc．4 一一
r 0．10 0 100

0．50000 Conc．5 一〉 0．可0 0 100
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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・

　　HP　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（21，（3〕，（5）、（6｝に示

　　した。

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

　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（D・

　（4｝に示した。

3）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（HP　LC）：

　ワークステーション：

　デガツサ：

　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：

AgilentHOO型カラムスイッチング’装置付（Na2）

Agilent1100シリーズケミステーション（WindowsNT）

G1322A型
G　l311A型（クかタナリボンフ’，分析用）

G1311A型（クォータナ1擢ンプ，濃縮用）

G1313A型
G1316A型（カラムスイッチングパルプ〉

G1315B型一

（条件）

　カラム：　　　　　分析用　　GLサイエンス製　Inertsi10DS－3V5μ皿4．6皿L　d．x　l50㎜

　　　　　　　　　　濃縮用　　GLサイエンス製　Inertsi10DS－35μ皿4．0㎜i－d．×10㎜

　カラムオーブン：　40℃

　溶離液：　　　　　分析用　　α1劉ン酸水溶液／アセトニトリル＝25／75（v／v）

　　　　　　　　　　濃縮用　　0、1別ン酸水溶液／アセトニト01ル＝m／30（v／v）

　流速：　　　　分析用　 1、O皿L／皿in

　　　　　　　　　　濃縮用　　0～　3皿in　2．5mL／皿in

　　　　　　　　　　　　　　　3　～　　8皿in　　O．05皿L／min

　　　　　　　　　　　　　　　8　～　12　皿in　　2．5ml」／皿i皿

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

　測定波長：　　　　267n皿

　試料注入量：　　　1600μL

3　検量線

　　　アセトニトリルを用い，0，0．00500～5．00㎎／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HPLCで測定した・横軸に濃度

　　（皿g／L）を，縦軸にピーク面積（COU皿t）をとp，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，LOOと良好であった。作成した検量線をFigureA－3－

　　1に示した。
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4　検出限界

　　最小検出ピーク面積を0．1cou且tに設定し，これに相当する試験液中の被験物質濃度

　0、00005mg／Lを検出限界とした。

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，試験液を採取する操作だけ

　であるので，添加回収試験の必要はなかった。したがって，回収率の補正は行わなかっ

　た。
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FigureA－3－2 Cont　inued
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ミジンコの観察結果
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Appendix　4－1
Resultofreproductiontest Testche皿ical：

DNBP
（Untreatedcontrol）

Ti皿e

Rep．

No，

Counts 10／2210／2310／2410／2510／2610／2710／2810／2910／3010／3111／111／211／311／411／511／611／711／811／911／1011／11Tota1
1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d lOd　lld12d　l3d　l4d15d　l6d　l7d18d19d20d21d
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｝
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－
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－
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－
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2
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4
　
2
1
O
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2
－
O
1
0
2

Cu皿ulaしivereProducしivlty
0 o 0 0 0 0 0 6 6 6 32 32 32 32 56 56 56 80 80 80 101 101
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Pgeneration
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Live 1
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O
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－
O
0
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－
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Appendix4－2 Resul　t　of　reproduct　ion　test Test　chemica1： DNBP
（Solventcontro1）
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Appendix　4－3
Resultofreproductlontest Test　chemica1

DNBP
（ConcentrationD

Time
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No．
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Appendix4－4 Resul　t　of　reproduct　ion　test Test　che皿ical
DNBP

（Concentration2）
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Appendix4－5
Resultofreproductiontest Testch弓mica1：

DNBP
〔Concentration3）

Time
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No．
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Appendix4－6 Resul　t　of　reproduct　ion　test Test　chemicaI DNBP
（Concentration4）
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Append　i　x　4－7 Resultofreproductiontest Test　che皿ica1 DNBP
（Concentration5）
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L　ive

L　ive
0
0Cu皿ulat　ive　re　roductlvi　t
0

Werenotincludedforca］culaしionbecausetheparental 〃即加ノ8wasdeadduringa21－daytestingperiod，
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TableA－5－1CalculationoftheLC50（RePresentative、21days）

　　　　TOXDAT　MI皿LTI－METHOD　PROGRAM

田INOMI虹，MOVINGAVE蝕GE㎜PROBIT冊THODS）

ミジンコ繁殖阻害試験

Ti皿e：　　21day

Co皿c．Nα CONC．

㎎／L

NUMEER
EXPOSED ㎜ERDEAD

PERCENT
DEAD

BINOMIAL

PROB．　（艶）

Control

So1．cont．

Conc．1

Conc．2

Conc．3

Conc．4

Conc．5

　0
　0
0．00781
0、0212

0．0619

0．174

0．465

10

10

10

10

10

10

1
0

　
　
　
　
　
0

1
0
1
0
0
0
1

ゴ

1
00

10

0

0

0

100

1．07421875

0．09765625
0．09765625

0．09765625
0．09765625

丁皿B王NOMI凡TESTSHOWSTHATO．174㎜0、465C州BE
USEDASSTATISC飢LYSO㎝DCONSERVATIVE95PERCEM
CONFIDENCELIMITSSINCET田ACTU虹CO冊IDE国CELEVEL
ASSOCIATEDWITHT田SELIMITSIS99．80468了5PERCENT・
桐畑PROXI猷TELC50FORT田SSETOFDATAISO．284446831432706

㎜丁田盟肥LESST㎜TWOCO聾CENTMTIONSAT冊ICHT冊PERCENT
DE皿ISBE四EEHO州DlOO，距1丁田RTHEHOVINGAVE蝕GENORT田
PROBIT囲THODC姻GIVE㎜STATISTIC虹LYSO㎜盟SULTS・
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Tab　l　e　A－5－2　Calcu1at　i　on　of　the　EC50　（21days）

Table1 LogitmethDd

Concentration，

@　（mg／L）　　LN（Concゆ r（％） n P P－hat

　　　Lゴ

kN（Likelihood）

0．0619　　　9．782

O．174　　　－1．749

0．0

T2．4

100

P00
0－000

O，524

0，000

O，520

0．〔》00

|2，530

0．173072442

　　　b

@　　C
sotal　L

14，976

S，754

∈2530
、

EC50＝ 0．17307244mg几

95月目erce皿t

Con罰dence

Limits＝ 0．16022　－0．1845　mg伍

Fig．1

100．0 ＿　　　暑　　料　　　’　　一　　　一　　一　　一　　一　　一　　　一　　r　　　－　　一　　－　　－　　　一　　一　　　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　冒　　¶　　－　　一　　一

（
感
）
o
刊吋】
自
　
5
0
．
O
o筥
£
眉
H

0．0

0．01 0．10　　　　　　　　1、00

Concen廿adon（mg1L）

1
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TableA－5－3 CalculationoftheNOEC，LOEC｛21days）

In　ut　Data　Tab｝e

No． Solマent　　　Coロ。．1

ControI

lGroup1〕　〔Group2｝

Conc．2

‘Grロ巳P3｝

Cono．3

1GroロP4｝

Conc．4

｛Group5｝

Co自。．5

1GroロP61

1
2
3
4
5
6
了
8
9
0

99

了8

108

了！

93

70

m3
1D4

91

86

59

114

94

112

94

91

120

108

　幸

95

102

π
65

98

92

B
5
110

119

8
1
108

了7

8了

97

89

】oo

36

10D

go

94

88

B
9
5
了
0
9
8
3
4
5

4
4
2
4
5
2
4
4
5
4

毒
妻
事
事
事
‡
‡
零
幸
‡

GrOUP

闘ethod

Bartlett　tesヒ

賊ethod

1－way　ANOVA

1
2
3
4
【
」

Sa皿Ples　Mean
　　　　　　10　90、3000

　　　　　　　9　98．5556

　　　　　　10　93、了000

　　　　　　10　90．8000

　　　　　　104即00

Ys　　　Side
　　　　　　　　　　　　　　　　　O

vs Side

　
3
1
6
9
9

　
6
0
2
」
母
3

　
」
仕
に
∪
－
『
」
4

　
3
0
ウ
0
2
0
コ

E
生
α
ε
λ
且

＆

StaL

　　9、2962

S．D．

　13．了441

　18．1804

　16．了998

　　了．1305

　　9．3095

　Stat．

02了．7151

　　0、05

9．48了了

Vaτlance
　18B．9000

330．52了8

　282．2333

　　50．8444

　　86．666了

　　　　0．DL

〈B．2了6了

　0．001Prob．

主8．4668　0．0541

　　　0．05

〉2．583了

　　0．㎝

3．了784

SS

Heしhod

D日日netL

D皿皿ett

Du皿nett

Dunnetし

20，464

8，122

28，586

DF

VS

l　vs2

1マs31vs4
1VS5

　　MS

45，115、9了40

44　184．5914
48

FcaL

　2了．了151

Prob．

　　0，0000

　　　0．05

2、5334

2．5334

2．5334

〉2、5334

　　0．05

2、583了

　　0、01

3．1685

3、1685

3．1685

〉3．1685

OOOIProb
5．5880　1．59E－l　l

Side

2
2
2
2

Stat．

　　L3225
　　0．5596

　　0．0823

　　7．784了

　　0．01

3、7784

0001

5．5880

　　　O．001Prob層

999：9900　0．4922
999．9900　0，9479
999．9900　1．0000
999．990臼1、41E－06＊＊
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