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言式験概要

1　表題

　　o－sec」ブチルフェノールのオオミジンコ（Oaρ加1a〃∂gηa）に対する急性遊泳阻害試験

2　試験目的

　　　o－sec♂ブチルフェノールについて，オオミジンコ（0∂ρ加ia皿∂gη∂）に対する急性遊泳阻

　　害試験を行い，24及び48時間後の50％遊泳阻害濃度（Eic、。）及び最大無作用濃度（NoEci）を

　　求める。

3　適用ガイドライン

　　本試験はOECD化学品テストガイドライン202rミジンコ類，急性遊泳阻害試験及び繁殖

　　試験」（1984年）に準拠した。

4　適用GLP

　　　本試験は環境庁GLP規則r生態影響試験実施に関する基準」に従い実施した。

3）　委託責任者：

　1）　名　　　称：

2）　住　　　所’

5　試験委託者

環境庁

東京都千代田区霞が関1丁目2番2号

企画調整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

　1）　名　　称：財団法人　日本食品分析センター

　2）所在地：東京都渋谷区元代々木町52番1号

　3）　代表者：

7　試験施設
1
）

2
）

3
）

4
）

名　　称・

所在地：

名　　称：

所在地：

財団法人　日本食品分析センター

東京都多摩市永山6丁目11番10号

財団法人　日本食品分析センター

東京都多摩市永山6丁目21番6号

多摩研究所

多摩研究所別館
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8　試験関係者

　　試　験　責　任　者

　　生物担当責任者

　　生物系試験担当者

分析担当責任者

理化学系分析担当者

（～9ヲヲ年ク月30日）

（／卿年ノ月3・日）

（〃〃年7月30日）

（16摺年り月タ＞日）

（／9ノプ年7月30日）

（！999年7虜D日）

（／ク解年17月ノ∂日〉

（／999年7月30日）

（1り侍『年η月ヌO日）

9　試験期間

　　　試験開始日：平成11年1月20日

　　　試験終了日：平成11年7月30日

　　　曝露期間：平成11年5月11日～平成11年5月13日

10　保管

　　試験計画書，生データ，記録文書及び試験報告書は，試験報告書作成後10年間，財団法

　　人日本食品分析センター多摩研究所資料保管施設に．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

　o－sec．一ブチルフェノールのオオミジンコ（Oaρ加f∂朋g刀a）に対する急性遊泳阻害試験

試験番号

　第10012号

試験方法

　　本試験はOECD化学品テストガイドライン202「ミジンコ類，急性遊泳阻害試験及び繁殖試

　験」（1984年）に準拠して実施した。

　　1）　被験物質：o－sec．一ブチルフェノール

　　2）　曝露方法：止水式

　　3）　曝露期間：48時間

　　4）　連　　数：1濃度区4連

　　5）　供試生物：オオミジンコ（Oaρ加掬朋g肥）

　　6）　生物数：20頭／濃度区（1連5頭，1濃度区20頭）

　　7）　試験水量：100ml／1連

　　8）　試験水温：20±1℃

　　9）　照　　明：室内光，16時間明／8時間暗

　　10）　試験濃度：対照区，LO，1．8，3．2，5．6及び10mg／l

　　l1）　試験水中の被験物質の分析：高速液体クロマトグラフ法（曝露開始時及び終了時）

結　　果

　　下記の結果は設定濃度より算出した。

　　1）　50％遊泳阻害濃度（EiC5q）

　　　　　E　i　C511（24h　r）：6．7　mg／1　（B　i　nom　i　n　a辞去）

　　　　　E　i　C51］（48h　r）：4．O　mg／1　（B　i　no皿i　n　a　l？去）

　　2）　最大無作用濃度（NOECi）

　　　　　NOECi（48hr）：L8mg／1

　　3）　100％阻害最低濃度（48hr）：5．6mg／1
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1　被験物質

　1．1　名称，構造式及び物理化学的性状

　　1）名称：o－sec．一ブチルフェノール（別名：2－sec．一ブチルフェノール）

　　2）英名：o－sec．一Butylphenol、（CASNo．89－72－5）

　　3）　構造式：

　　　　　　　　　　OH　　　　　　　　　　　　　　C2H5

4
）

5
）

6
）

7
）

8
）

9
）

10）

＼
／
／
＼

CHヨ

化学式：CH3CH2CH（CH3）C6H40H

分子量：150．22

安定性：安定

pKa　：一

logP。w：一

水への溶解度：不溶

蒸気圧：一

1．2　供試試料

）
）
）
）
）
）

1
2
3
4
5
6

供給者：

入手日　1998年12月14日

ロット番号：DLJ5725

外　観：無色透明液体

純度：98．4％

供給量：100g

1．3　被験物質の確認及び保管条件下での安定性

　D　保管方法
　　　　被験物質は財団法人日本食品分析センター多摩研究所の被験物質保管庫（遮光，室

　　　温〉に保管した。

2）　被験物質の確認及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ペクトルを測定し，被験物質の構造と矛盾

　　が認められないことを確認した。試験終了時にも同様に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結果，スペクトルに変化は無かった。よっ

　　て・被験物質は多摩研究所の被験物質保管庫に保管中は安定であったと判断された。
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2　供試生物

　2．1　供試生物

　　　　試験に供したオオミジンコ（加ρ加珀朋gηa）を下記に示した。供試ミジンコは生後24

　　　時間以内の幼体を用いた。

　　　　供試ミジンコの基準物質（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，48時間EiC5q値は0．42mg／1（平成10年10月28日実施）及び0．44mg／1（平成11年

　　　6月8日実施）であった。

）
）
）
）

1
2
3
4

和　　名：オオミジンコ

学名：Oaρ加珀朋9η∂

発育段階：生後24時間以内

入手先：国立環境研究所（1998年6月23日）より入手したものを，財団法人日本食品

　　　　　分析センターにおいて継代飼育している種である。

2．2供試する幼体を得るための飼育方法

　　　継代中のものから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

　　に用意した容器に移した。翌日，産出された幼体を順化用容器（l　l容ガラス製ビー

　　カー）に分け，この幼体を供試ミジンコ（以下「ミジンコ」と称す。）の親とし，以下の条

　　件で2～4週間飼育した。成熟し幼体を産むようになったら1週間に3回幼体を除去した。

　　2～4週間後，曝露開始前日に順化用容器から幼体を除去し，翌日（24時間以内）産出さ

　　れた幼体を試験に用いた。なお，ミジンコに異常が認められた容器，死亡個体の多い

　　容器，休眠卵や雄が生じた容器のミジンコは使用しなかった。

）
）
）
）
）
）

－
り
ム
3
4
5
6

飼育水：希釈水（3．2参照）

飼育密度：20～50頭／1（成熟個体の場合は，25頭以下／1）

飼育水温：20±1℃

照　　明：室内光，16時間明／8時間暗

給　 餌：肋10rθ11∂四1ga戸5

給餌量：ミジンコ1頭当たり約0．15mgC（有機体炭素）／日

3　試験方法

　3．1　試験条件

）
）
）
）
）
）
）
）

1
2
3
4
5
6
7
8

曝露方法：止水式

曝露期間：48時間

連　　数：1濃度区4連

生物数：20頭／濃度区（1連5頭，1濃度区20頭）

試験水量：100ml／1連

試験水温：20±1℃

照　　明：室内光，16時間明／8時間暗

給　　餌：無給餌
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3．2　希釈水

　　　希釈水は脱塩素水（つくば市水道水を曝気処理し，残留塩素を除去したもの。）を使

　　用した。なお，定期測定による希釈水の水質結果を付属資料一1に示した。

　　　試験に使用した希釈水のpH及び硬度はそれぞれ7．8及び72mg／1（CaCO，換算）であった。

3．3　試験容器，恒温室及び測定機器等

　1）　試験容器：270m1容ガラス製密封瓶

　2）恒温室：2L84R－4410［日立冷熱株式会社］

　3）温度計：AP－210［安立計器株式会社］

　4）　　pH計　：HM－14P［東亜電波工業株式会社］

　5）　溶存酸素計：DO－14P［東亜電波工業株式会社］

　6）　残留塩素比色測定器：OT－1型［理研光学株式会社］

3．4　試験濃度の設定

　　　本試験の実施に先立ち，公比3、2でしOから10mg／1の濃度区を設定し，予備試験を

　　行った・本試験は10mg／1以下の濃度を公比1．8で5段階設定した。各濃度区は以下の通

　　りであった。

対照区，1．0，L8，3．2，5．6及び10mg／1

3．5　試験水の調製

　　　被験物質を水に溶解させて被験物質原液及び溶液を調製し，希釈水に添加して試験

　　水を調製した。また，希釈水のみの対照区を設定した。

3．6　試験水の分析

　　　全濃度区について，曝露開始時及び終了時（48時間後）に試験水を採取した。

　　　試験水の採取方法は，曝露開始時では分析用を含めた量の試験水を調製し，そこか

　　ら100ml採取して分析用試験水とした。また，終了時は各濃度区の試験容器（4連／濃

　　度区）から試験水を適量採取し，等量混合して100mlを分析用試験水とした。

　　　分析用試験水は速やかに高速液体クロマトグラフを用いて分析を行った。試験水の

　　分析に際しては，標準溶液のピーク高さを用いて検量線を作成し，試験水より得られ

　　たピーク高さから試験水中の被験物質濃度を算出した。なお，詳細は付属資料一2に示

　　した。
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3．7　試験操作

　　　曝露開始時に順化用容器から生後24時間以内のミジンコの幼体を採取し，試験に用

　　いた。

　　　各濃度区のpH，溶存酸素濃度（DO）及び水温を測定後，比較的広口のガラスピペット

　　を用いてミジンコを各試験容器に5頭ずつ（1濃度区当たり20頭）投入した。その際，試

　　験水量に対して，ピペット内の飼育水は全量で1％以内を目安とした。各試験容器を

　　20±1℃の恒温室に設置した（試験条件は3．1参照）。

　　　曝露開始時より24及び48時間後にミジンコの遊泳阻害数の観察を行った。遊泳阻害

　　は，試験容器を穏やかに動かした後，15秒間泳げない個体とした（但し，遊泳とは水中

　　を泳げることを意味し，水底を這って動くものは阻害に含めた。また，正常な遊泳で

　　ない場合でも15秒間に1回でも水中を遊泳した場合は，阻害に含めなかった。）。

　　　曝露終了時に濃度区のpH，DO及び水温を測定した（全濃度区，各1容器）。

4　結果の算出

　4，1　50％遊泳阻害濃度（EiC5。）

　　　　各濃度区のミジンコの遊泳阻害数及び死亡数と供試個体数（20頭）から遊泳阻害率（％）

　　　を算出し，統計的手法により24及び48時間後のEiC5・値を算出した。

4．2　最大無作用濃度（NOECi）及び100％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区の濃度をNOECiとし，全てのミジン

　　コが遊泳阻害を受ける最低濃度区の濃度を100％阻害最低濃度とした。

5　結果

　5．1　試験結果の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環境要因

　　　　なし。

5．2　試験水中の被験物質濃度

　　　曝露開始時及び終了時（48時間後）における試験水中の被験物質濃度は，それぞれ

　　LO2～10．2mg／1（設定濃度：1．0～10mg／1），0．955～5．42mg／1（設定濃度：LO～

　　5．6mg／1）であり，設定濃度に対する割合は90～102％であった。但し，10mg／1濃度区

　　は24時間後に全数死亡したため，その時点で測定を行った。その時の被験物質濃度は

　　9．74mg／1であり，設定濃度に対する割合は97％であった。よって，実測濃度は設定濃

　　度の±20％を維持できた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table1（p．9），付属資料一2］
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5．3　遊泳阻害数及び遊泳阻害率

　　　被験物質に48時間曝露したミジンコの遊泳阻害数及び遊泳阻害率は，5．6mg／1濃度

　　区以上において20頭（100％）であった。また，1．8mg／1濃度区以下は0頭（0％）であった。

　　　なお，対照区におけるミジンコが水面に浮く率は0％，遊泳阻害率は0％であり，試

　　験成立条件である10％以下の基準を共に満たした。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2（P．10）］

5．4　　E　i　C5。イ直

　　　被験物質の設定濃度に基づく24時間のEiC5。値は6．7mg／1（Binomina1法）であった。ま

　　た，48時間のEiC5“値は4．O　mg／1（Binominal法）であった。

　　　なお，統計解析にはToxdat　multi－method　program（EPA／600／4－85／013，p．205－216）

　　を用いた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table3（P．11），Figure1（P，，15）］

5．5　NOECi及び100％阻害最低濃度

　　　48時間のNOECiはL8mg／1（以下設定濃度）であり，100％阻害最低濃度は5．6mg／1で

　　あった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4（P、11），Figure1（P．15）］

5．6　試験水のpH，DO及び水温

　　　各濃度区の曝露開始時のpHは7．7，DOは9．4～9．5mg／1及び水温は20．1～20．3℃で

　　あった。また，終了時のpHは7．7～7．9，DOは8．7～9．l　mg／1及び水温は19．7～20，8℃で

　　あった。よって，全ての試験容器でDOは飽和溶存酸素濃度（20．0℃の飽和溶存酸素濃度

　　　8．8mg／1）の60％以上であり，水温は設定範囲内（20±1℃）であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table5（P．12），Table6（P．13），Table7（P．14）］

以　　上
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Tabl　e 1．　Measured　concentrations　of　the　test

　　　in　the　48－hour　acute　immobi　l　isat　ion

　　under　the　static　test　conditions

solut　ions　of　o－sec．一Butylphenol

tes　t　on　1）aρ11ηf∂　加agηa

　　Nominal
Concentration

　　　（mg／1）

Measured　concentration（mg／1）

Time－we　ighted

　　　　Mean

　　　　（mg／1）

Percentage　of　nomina1

O　hour

Fresh
48hours
　　Old

O　hour

Fresh
48hours
　　Old

Cont　ro　l

　　1．O

　　l．8

　　3．2

　　5．6

10

〈0．

　　1．

　　1．

　　3．

　　5．

10．

1
2
0
8
1

0
0
8
1
7
2

＜0，

　　0．

　　1．

　　2，

　　5．

　　9．

01

955

70

88

42

74d

0．987

1，75

3．03

5．56

9．97

102

100

99

102

102

96

94

90

97

97d

Fresh　　Start　of　test

Old：　End　of　test

　d　　　Test　solutions　after　24

　　　　　thisperiod．

hoursbecauseallPaρ加1a加ag刀aweredeadat
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Table2． The　cumulative　number　of　deaths　or　immobi　l　i　ty　among　1）∂ρヵη∫a　加agη∂

　　　Nominal

Concentration

　　　（mg／1）

Cumulative　number　of　deaths　or　immobi　l　i　ty

　　　　　　　（Cumulatlvepercentagemortalityor

among　1）aρカη∫a

immobility）

∫η∂9刀∂

24hours 48hours

Contro1

1．0

1．8

3．2

5．6

10

0
0
0
0
4
0

　
　
　
　
　
2

（0）

（0）

（0）

（0）

（20）

（100）

0
0
0
2
0
0

　
　
　
　
2
2

（0）

（0）

（0）

（10）

（100）

（100）
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Table3． Calculated　EiC5。values（based　on　nominal　concentration）

Exposure

Period

（hours）

Eic5q

（mg／1）

95　％　confidence

　　　　　　　　（mg／1）

l　imi　ts Statistical　method

4
8
2
4

6．7

4．0

not

not

calculated

calculated

Binominal

Binominal

Table4． N・・bservede！fectivec・ncentrati・n（NOECi）andl・west

concentrat　ion　in　lOO　％　mortal　i　ty　or　im皿obi　l　i　ty　values

（basedonnominalconcentration）

Exposure

Period

（hours）

NOECi

（mg／1）

Lowest　concentration　in

100　％　mortality　or　immobility

　　　　　　　　　（mg／1）

4
8

リ
ム
4

3．2

1．8

10

5．6
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Table5． ThepHvaluesof　thetestsolutions　in

testonDaρ加fa加ag刀aunder　thestatic

the　48－hour　acute

test　conditions

immobilisation

　　Nominal

Concentration

　　　　（mg／1）

pH

O　hour

Fresh

48hours

　　Old

Control

　　1．0

　　1．8

　　3，2

　　5．6

10

8
7
7
7
7
7

7
8
∩
」
9
8
7

Fresh　　Start　of　test

Old：　End　of　test

　d　　　Test　solutions　after　24

　　　　　deadat　thisperiod．

hours　because　al　l　1）aρカη1a　π1agηa　were
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Table6． Dissolvedoxygenconcentrations（DO）

in　the　48－hour　acute　immobilisation

under　the　static　test　conditions

of　the　test　solutions

testonO∂ρ加fa加ag刀a

　　Nominal

Concentration

　　　（mg／1）

DO（mg／1）

O　hour

Fresh

48hours

　　　Old

Control

　　1．0

　　1．8

　　3．2

　　5，6

10

9．5

9．4

9．4

9．4

9．5

9．4

8．8

8．7

8．7

8．7

8．7

9．1一

Fresh　Start　of　test

Old：　End　of　test

　d　　　Test　solutions　after　24

　　　　　deadat　thisperiod．

hours　because　al　l　1）aρカηノa　1ηag刀a　were

13



Table7． The　temperaturevaluesof　thetestsolutions　inthe

acuteimmobilisationtestonO∂ρ加fa加ag刀aunder

the　static　test　conditions

48－hour

　　Nominal

Concentration

　　　（mg／1）

Temperature（℃）

O　hour

Fresh

48hours

　　Old

Control

l．O

l．8

3．2

5．6

10

20．1

20．3

20，3

20，1

20．2

20．3

19．

20．

20．

20．

20．

19．

7
7
7
Ω
U
q
U
ワ
‘

Fresh　　Start　of　test

Old：　End　of　test

　d　　　Test　solutions　after　24

　　　　deadat　thisperlod，

hours　because　aU　1）aρカη1a　〃五9ηa　were
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Figure　1． Concent　rat　i　on－response　curve　of　o－sec．一Bu　tylpheno　l

mortal　i　ty　or　im皿obi　l　i　ty　in　1）aρ11η1∂　加ag刀a
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付属資料一　■

希釈水の水質

　（全2頁）



Water　Qual　ity　of　Dilution　Water－1

Parameter Concentration

Coliform　group

Cadmium

Mercury

Selenium

Lead

Arsenic

Chromium（W）

Cyanide

Nitrate　andNitrite

Flouoride

Carbon　tetrachloride

l，2－Dichloroethane

1，1－Di　chloroethylene

Dichloromethane

c　is－1，2－Dichloroethylene

Tetrachloroethylene

1，1，2－Trichloroethane

Trichloroethylene

Benzene

Chloroform

DibromochLoromethane

Bromochloromethane

Bromoform

Trihalomethanes

l，3－Dichloropropene

Simazine

Thi　ram

Thiobencarb

●

〈
〈
〈
〈
＜
＜
＜

〈
〈
〈
＜
＜
＜
＜
＜
＜

＜
／
＼
＜
＜

　
　
1
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
2
9
ム
　
　
　
　
　
　
　
「
0
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

2
2
5

　
1
0
1
5
1
5
5
　
　
0
0
1
1
1
1
0
1
1
1
8
9
7
5
0
0
0
1

D
O
O
O
O
O
O
O
　
4
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
2
1
1
7
0
0
0
0

N
O
O
O
O
O
O
O
3
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

　
α
α
α
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

ユ
　

ユ
　

　
　

ユ
　

　
　

ユ
　

エ
　

　
　

よ
　

　
　

　
　

　
　

ユ
　

ユ
　

　
　

し
　

　
　

　
　

モ
　

ユ
　

　
　

　
　

ユ
　

　
　

ロ
　

セ
　

　

／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／

9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9

m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m

Date　：Apri　l　8，　1999

continue
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Water　Qual　i　ty　of　Di　lut　ion　Water－2

Para皿eter Concentration

Zinc

Iron

Copper

Sodium

Manganese

Chloride

Totalhardness　（asCaCO3）

Total　residue

Surfaceactiveagents（anionic）

1，1，1－Trichloroethane

Phenols

Permanganate　reduct　ion　substances

pH　Value

Taste

Odor

Color

Turbidity

Phosphorus

Aiuminium

Nickel

Tin

Free　residual　chlorine

Bromide

Sulfide

Ammonium

Electricc。nductivity

Alkalinity　（as　CaCO3）

Potassium

Calcium

Magnesium

PCB

Organophosphate

〈　0．005　　mg／1

〈　0．03　　　mg／1

＜0．01　mg／1

　　31　　mg／1

〈　0、005　　mg／1

　　51　　mg／1

　　79　　mg／1

210　　mg／1

＜　0．02　　mg／1

〈0．001mg／1

〈0．005mg／1

　　2．2　mg／1

　　7．2

　　normal

　　normal

＜1。

〈1。

　　0．04　　　mg／1

〈　0．05　　　mg／1

〈0、001mg／1

＜0．1　mg／1

〈　0．01　　　mg／1

〈0，5　mg／1

く0．01　mg／1

〈0．05　mg／1

330　　μS／cm

44　　mg／1
　　5．5　　　　mg／1

19　　　mg／1

　　7、7　　mg／1

〈0．0005mg／1

〈0．02　mg／1

Date　　Apri　l　8，　1999
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付属資料一2
試験水の分析方法

　　（全9頁）



試験水の分析方法

1　試験方法

　1－1　試料溶液の調製

　　1）　対照区の試験水

　　　　　試験水10m1を200mlの分液漏斗に正確に量り，ヘキサン20mlを加えて5分間振と

　　　　うした。静置後，ヘキサン層を分取し，水層にはさらにヘキサン20mlを加えて同様

　　　　な操作を繰り返した。ヘキサン層を合わせ，無水硫酸ナトリウムで脱水後，2％ジエ

　　　　チレングリコールーアセトン溶液0．5mlを添加した後減圧濃縮乾固した。得られた

　　　　残留物をアセトニトリルー水（7：3V／V）2mlに溶解し，これを試料溶液とした．

2）　L　O　mg／1濃度区の試験水

　　　試験水10mlを200mlの分液漏斗に正確に量り，ヘキサン20mlを加えて5分間振

　　とうした．静置後，ヘキサン層を分取し，水層にはさらにヘキサン20mlを加えて同

　　様な操作を繰り返した。へ午サン層を合わせ，無水硫酸ナトリウムで脱水後，2％ジ

　　エチレングリコールーアセトン溶液0．5mlを添加した後減圧濃縮乾固した。得られ

　　た残留物をアセトニトリルー水（7：3V／V）10mlに溶解し，これを試料溶液とした．

3）　1．8mg／1濃度区及び3．2mg／1濃度区の試験水

　　　試験水10m1を200mlの分液漏斗に正確に量り，ヘキサン20m！を加えて5分間振と

　　うした。静置後，ヘキサン層を分取し，水層にはさらにヘキサン20m1を加えて同様

　　な操作を繰り返した。ヘキサン層を合わせ，無水硫酸ナトリウムで脱水後，2％ジエ

　　チレングリコールーアセトン溶液0．5mlを添加した後減圧濃縮乾固した。得られた

　　残留物をアセトニトリルー水（7：3V／V）20mlに溶解し，これを試料溶液とした。

4）　5．6mg／1濃度区及び10mg／1濃度区の試験水

　　　試験水の2mlを20mlのメスフラスコに正確に量り取り，水で定容する。この

　　10mlを200mlの分液漏斗に正確に量り，ヘキサン20mlを加えて5分間振とうした。

　　静置後，ヘキサン層を分取し，水層にはさらにヘキサン20m1を加えて同様な操作を

　　繰り返した。ヘキサン層を合わせ，無水硫酸ナトリウムで脱水後，2％ジエチレング

　　リコールーアセトン溶液0．5mlを添加した後減圧濃縮乾固した。得られた残留物を

　　アセトニトリルー水（7：3V／V）10mlに溶解し，これを試料溶液とした。

1－2　標準溶液の調製

　　　標準品0．025gを精密に量りとり，アセトニトリルに溶解して50mlとし，これを標

　　準原液とした。この標準原液からアセトニトリルー水（7：3V／V）を用いて適宜希釈し，

　　0．05，0．25，LO及び2，0μg／m1の標準溶液を調製した。
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1－3　定量

　　　試料溶液40μ1を高速液体クロマトグラフに注入し，得られたピーク高さと検量線

　　から試料溶液中の。－sec．一ブチルフェノール濃度を求め，試験水中の。－sec．一ブチル

　　フェノール濃度を算出した。

2　高速液体クロマトグラフ操作条件

　　機　 種：LC－10AD［株式会社島津製作所］

　　検出器：SPD－10A［株式会社島津製作所］

　　　カラム：LUNA5μC18（2），φ4．6mm×25cm

　　移動相：アセトニトリルー水一リン酸（700：300：2V／V／V）

　　測定波長：270nm

　　流速：0．8ml／min
　　　温　　度：40℃

　　　注入量：40μ1

　　　データ処理装置：C丑4A［株式会社　島津製作所］

3　検量線

　　　1－2で調製した標準溶液40μ1を高速液体クロマトグラフに注入し，注入量（ng）と得ら

　　れたピーク高さから検量線を作成した。

4　添加回収試験

杢1　低濃度添加

　　　　飼育水に濃度がL　O　mg／1になるように。－sec．一ブチルフェノールを添加し，この溶

　　　液を用いて添加回収試験を行った。試験は平行測定3回で実施し，回収率は
　　　98．9％，，98，9％，98．7％（平均98．8％）であった。

4－2　高濃度添加

　　　飼育水に濃度が40mg／1になるように。－sec．一ブチルフェノールを添加し，この溶液

　　　を用いて添加回収試験を行った。試験は平行測定3回で実施し，回収率は99，2％，

　　　99．1％，98．9％（平均99．1％）であった。
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Figure　1． Calibrationcurveofo－sec．一ButylphenolbyHPLCanalysis

Amount（ng） Peak　height（μV）

80 15，734

40 7，992

10 1，894

2 408

CalibralionCurve

　18，000
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膏
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　4，000－
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　　　　　0
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Figure　2．

Standard（80

　Representative

μ9／m1）：Oh・ur

chromatogram

CHROMATOPAC　C－R4A CH＝1 REPORT　No．＝16 クロマト＝1：BUPOO3．CO1 99／05／11 17：31：06

捻5r

＊＊

℃H

　1

定量計算結果＊＊
PKNO　　　　TIME

　　　1　　7．855

　　　　　　TOTAL

AREA
　　142880

HE　IGHT

　　15734
MK　I　DNO CONC

　　100

NAME

142880 15734 100

Contro1 O　hour

CHROMATOPAC　C－R4A CH＝1 REPORT　No，ニ17 クロマト＝1BUPOO3．CO5 99／05／11 18：19：13

イ　8，785

＊
口
ロ
ー

＊
（
し

定量計算結果＊＊
PKNO　　　　T　IME

　　　1　　8，785

　　　　　　TOTAL

AREA
4180

HE　IGHT
　　　　466

MK　　I［）NO CONC
　　100

NAME

4180 466 100

一4一



Testsolution（1．Omg／1） O　hour

CHROMATOPAC　C～R4A CH＝1 REPORT　No．＝18 クロマト＝1’BUPOO3．CO6 99／05／11 18：3115

齢
＊＊定量計算結果＊＊
CH　PKNO　　　　TIME

　1　　1　　7．857
AREA　　　　　　HEIGHT　　　MK
　　　72378　　　　　8061

IDNO CONC
　　100

NAME

TOTAL 72378 8061 100

Tests・1ution（3．2mg／1） O　houf

CHROMATOPAC　C－R4A CH＝1 REPORT　No．・＝19 クロマトニ1、BUPOO3．CO8 99／05／11 18：55：18

齢
＊＊定量計算結果＊＊
CH　PKNO　　　　TIME

l　　l　　7．856
AREA　　　　　　HE　I　GHT　　　MK

　　112421　　　　　12531

　　112421　　　　　12531

IDNO CONC
　　100

NAME

TOTAL 100
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Testsolution（10mg／1） O　hour

CHROMATOPAC　C－R4A CH＝1 REPORT　No，＝20 タロマト＝1，BUPOO3．C10 99／05／11 19：19：25

’．

＊
U
ロ
ー

＊
（
し

定量計算結果＊＊
PKNO　　　　TIME

　　　．1　　7．858

TOTAL

AREA
　　　72207

　　　72207

HE　IGHT

　　　8046

　　　8046

MK I　DNO CONC
　　100

NAME

100

standard（80μ9／mD 24hours

CHROMATOPAC　C－R4A CH＝1 REPORT　No，＝21 クロマト＝1：BUPOO4．CO1 99／05／12 15：17：19
』

愈
＊
H
ロ
ー
⊥

＊
C

定量計算結果＊＊
PKNO　　　　T　IME

　　　1　　7．844

AREA　　　　　　HE　IGHT　　　MK

　　144415　　　　　15883

TOTAL 144415 15883

I　DNO CONC
　　100

NAME

100

一6一



Testsolution（10mg／1）　24hours

CHROMATOPAC　C－R4A CH＝1 REPORT　No．＝22 クロマト＝1：BUPOO4．CO5 99／05／12 16：05：26

酢
＊
月
日
－

＊
（
し

定量計算結果＊＊
PKNO　　　　T　IME

　　　1　　8．013

AREA　　　　　　HE　IGHT　　　MK　　I［）NO

　　　71033　　　　　7776

CONC
　　100

NAME

TOTAL 71033 7776 100

Standard（80μ9／m1）　48h・urs

CHROMATOPAC　C－R4A CH＝1 REPORT　No．ニ23 クロマト＝1’BUPOO5．CO1 99／05／13 18：55：05

痛7牢一

＊
口
H
－

曳 ．定量計算結果＊＊
PKNO　　　　TIME

　　　1　　7．874
AREA　　　　　　HEIGHT　　　MK

　　141863　　　　　15599

TOTAL 141863 15599

I　DNO CONC
　　100

NAME

100

一7一



Contro1 48hours

＊波形処理／計算エラー＊Ch＝1，
CHROM、ATOPAC　C－R4．へ　　　　CH＝1

1生ピークがありません。
REPORTNo．＝24　　クロマ ト＝1，BUPOO5，CO5 99／05／13 19：43：12

一
＊＊．定量計算結果＊＊
CH　PKNO　　　　TIME

注意エラー有

　　AREA
CALERROR：　1
　　　HEIGHT　　　　MK I　DNO CONC NAME

TOTAL 0 0 0

1

Tests・1ution（LOmg／1） 48hours

CHROMATOPAC　C－R4A CH＝1 REPORT　No．＝25 クロマト＝1’BUPOO5．CO6

プデ8刀一一一一

99／05／13 19：55：12

＊＊．定量計算結果＊＊
CH　PKNO　　　　TIME

　1　　　1　　7，877

AREA
　　　66881

HEIGHT　　　　MK

　　　7451

TOTAL 66881 7451

I　DNO CONC
　　100

100

NAME

一8一



Test　solution　（3．2　mg／1）　　　48　hours

CHROMATOPAC　C－R4A CH＝1 REPORT　No，＝26 クロマト＝1．BUPOO5．CO8 99／05／13 20：19：16

而8・r一

＊
H
－

＊
C

定量計算結果＊＊
PKNO　　　　TIME

　　　1　　7．881

AREA　　　　　　HEIGHT　　　　MK　　IDNO

　　101720　　　　　11281

CONC
　　100

NAME

TOTAL 101720 11281 100

一9一




