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信頼性保証証明

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： 環境庁

表題： 1一メチルナフタレンの藻類（5θノθ刀∂sオr〃加。卸r∫00f刀〃オ〃〃）に対する生長阻害

試験

試験番号： 9B439G

　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

通り確認した。

記

試験実施状況査察

試験報告書監査

実施日

1999年12月13日

1999年12月16日

2000年　3月31日

運営管理者および
試験責任者への報告日

1999年12月13日

1999年12月16日

2000年　3月31日

2000年　3月31日
　　　信頼性保証担当者
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試験実施概要

1表題二 @1一メチルナフタレンの藻類（5θノθ刀∂s伽・鋤・・鰍〃姻こ文寸する生長阻害

　　　　　　　　試験

2試験目的：被験物質の藻類（5θ枷s！…θρf1・・加〃捌こ対する生長阻害試験を72時

　　　　　　　　問行い・50％生長阻害濃度（EC50）および最大無作用濃度（NOEC）を求める．

3適用ガイドライン：本試験は・・ECDイヒ学品テストガイドラインNα201r藻類生長阻害試験」

　　　　　　　　　（1984年）に準拠して実施した。

4　適用G　L　P：本試験は環境庁のG　L　P規則に準拠した。

5　試験委託者

　名称：　　　　環境庁

　住所：　　　〒100－8975　東京都千代田区霞が関一丁目2－2

委託担当者：企画調整局環境保健部環境安全課環境iラスク評価室室長

6、試験受託者：

　名称：　　　株式会社三菱化学安全科学研究所

　所在地：　　〒105－0014　東京都港区芝二丁目1－30

7．試験施設：

　名称：　　　株式会社三菱化学安全科学研究所　横浜研究所

　所在地：　　〒227－0033神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地
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8．試験関係者：

　試験責任者 （2000年　3月31日）

試験担当者

分析担当者

（2000年　3月31日）

（2000年　3月31日）

9．試験期間：　試験開始日　　　1999年11月16日
　　　　　　　試験終了日　　　2000年　3月31日
　　　　　　　暴露期間　　　　1999年12月13日～1999年12月16日

10．保管：

　　試験に関する下記の記録及び試資料は・試験報告書作成後1・年間，当研究所試資料保管

施設に保管する。その後の保管については別途協議の上，定める。

　　D試験計画書

　2）試験報告書

　3）生データ

　4）信頼性保証業務担当者の監査・査察記録

　5）被験物質

　6）その他必要なもの
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要　　旨

試験委託者

環境庁

表　　題

　1一メチルナフタレンの藻類（5θノθ朋認溜πo∂ρr／oo朋〃加）に対する生長阻害試験

試験番号

9B439G

試験方法

本試験は・OECD化学品テストガイドラインN・・2・1r藻類生長阻害試験」（1984年）に準拠

して実施した。

　1）被験物質：　　1一メチルナフタレン

　2）暴露方式：　　止水式（密閉），振とう培養（100rpm）

　3）供試生物：　　5θノθ刀∂3！∫〃加08ρがoo朋〃∫〃迎（ATCC22662）

　4）暴露期間：　　72時間

　5）試験濃度（設定値）

　　　　　　　　　対照区，助剤対照区，α30010．540，0．965，L70，3．10，5．60，

　　　　　　　　　10．Omg／L

　　　　　　　　　　（公比：L8，助剤濃度一定：40mg／L2一メトキシェタノールおよびHCO－40使用）

6）試験液量：　　100mL（O　E　C　D培地）／容器

7）連数：　　　　3容器／濃度区

8）初期細胞濃度：1×104cells／mL

9）試験温度：　　23±2℃

10）照明：　　　40001ux　（±20％の変動内，フラスコ液面付近）で連続照明

11）分析法：　　　H　P　L　C法
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結　　果

1）試験液中の被験物質濃度

　　被験物質の測定濃度が開始時において設定値の±20％を超えたものがなかったため，下記

　の生長阻害濃度の算出には設定値を採用した。

2）生長曲線下面積の比較による阻害濃度

　　50％生長阻害濃度EbC50（0－72）：

　　最大無作用濃度NOECb（0－72）：

L78

0．540

mg／L（95％信頼区間：L35～2．35mg／L）

mg／L

3）生長速度の比較による阻害濃度

　　50％生長阻害濃度ErC50（24－48）

　　最大無作用濃度NOECr（24－48）：

　　50％生長阻害濃度ErC50（24－72）

　　最大無作用濃度NOECr（24－72）：

3．02

0．965

3．68

L70

mg／L（95％信頼区間：

mg／L

mg／L（95％信頼区間：

mg／L

1．88～4．86mg／L）

算出不可）
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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：　1一メチルナフタレン（略称

　　　CAS　　Nα：　　90－12－0

　　　構造式：

　　　　　　　　　　　鵬

M　e　N　a）

○○

分子式：

分子量ネ㌧

沸点事1：

融点‡㌧

水溶解度1

比重†1：

　CHHlo

　l42．19

　240～243℃

　一22℃

：26～28mg／L（25℃）

　1．025

オクタノール／水分配係数（log　P）‡1二

安定性ネ2：　通常取扱条件で安定

その他‡2：　光により変質（着色）

＊1：

3．84

酸化剤との接触に注意

＊2：供給者提供資料

L2　供試試料

　　純度‡1：　　97．0％（GC法）

　　ロット番号†1：　FGFO2

　　供給者：

　　供給量‡1：　50mL

　　入手日：　　1999年9月7日

　　外観槻　　　ほとんど無色透明液体

　　＊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

　　被験物質は当研究所の冷蔵庫に保管した。

　　入手した被験物質の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。試験終了後にも赤外吸収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。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安定であった

　と判断された。

2　供試生物

　1）学名：

　2）入手先：

　3）入手株番号：

　4）入手日二

　5）入手後の管理：

　6）感受性の確認：

7）前培養：

5θノθ朋辞躍如。∂ρ戸oo朋艀〃加

Ame　r　i　c　an　Type　C　u　l　t　u　r　e　C　o　l　l　e　c　t　i　on

ATCC22662株

1996年6月20日

Gorham培地を用い無菌的に継代培養

基準物質（重クロム酸カリウム，試薬特級）による72時間50％藻類生

長阻害濃度（EbC50）＝0．423mg／L（この値は当研究所における1996年

H月以降のEbC50値0．285～0．486mg／L，n＝5の範囲内にある。）

前培養期間；1999年12月10日～1999年12月13日

この間，藻類は対数増殖した。　（環境条件は試験と同様）

3　試験方法

3．1試験条件

　1）暴露方式：

　2）暴露期間：

　3）試験液量：

　4）連数：

　5）初期細胞濃度：

　6）試験温度：

　7）照明：

止水式（密閉），振とう培養（100rpm）

72時間

100皿L（OE　CD培地，3．2参照）／容器

3容器／濃度区

　　　　　　　　　　イ前培養した藻類　1×10cells／mL

23±2℃

40001ux（±20％の変動内，フラスコ液面付近）で連続照明

3．2　培地

　前培養および試験ともにOE　CD化学品テストガイドラインに示されている培地を用いた．

成分表を付属資料一1に示した。
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3．3　試験容器，藻類培養試験装置および機器等

　1）試験容器：　　　　　　500mL容ガラス製共栓付き三角フラスコ

　2）藻類培養試験装置：　　伊藤製作所製　AGP－150RL型

　3）光学顕微鏡：　　　　　ニコン製　ECLIPSE　TE300型

　4）粒子計数装置：　　　　シスメックス製　CDA－500型

　5）粒子計数装置用電解液：シスメックス製　セルパック

　6）pH計：　　　　　　　東亜電波工業製　卓上pH計　HM－40V型

　7）温度計：　　　　　　　Tasco　Japan製　TNA－120型

　8）照度計：　　　　　　　トプコン製　IM－2D型

3．4　試験濃度の設定

　　以下の表に示す予備試験（各1連）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。300，0、540，0．965，L70，3．10，5．60および10．O　mg／L

　　　　　　　　　（公比：L8）

　　予備試験結果

濃度（mg／L）

対照区に対する

V2時間後の生長率
@　　（％）

助剤対照区に対する

V2時間後の生長率

@　　（％）
対照区 100

一　　一

助剤対照区 99 100

0，100 102 103

0，251 102 103

0，631 96 97

L58 72 72

3．98 7 7

10．0 2 2
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3．5　試験液の調製

　　被験物質を100mg精秤し，2一メトキシエタノール200mgに溶解後，分散助剤

　　（HCO－40）を200mg加え混合した。これを培地で溶解し100mしに定容し，被験物質

　濃度1000mg／しの被験物質溶液を調製した。さらにこれを，培地で希釈し被験物質濃度100

　mg／しの被験物質溶液を調製した。同時に被験物質を含まない助剤溶液400mg／L（2一メト

　キシエタノール200mg／L，HCO－40200mg／L）を調製した。

　各試験容器に100mしの培地を入れ，被験物質溶液および助剤溶液の添加量分を除去後，

各濃度区の助剤濃度が一定（40mg／L）となるように助剤溶液を加えた。同時に被験物質溶

液を等比級数的に添加し，被験物質濃度0．300，0．540，0．965，L70，3．10，5．60，10．O

mg／しの試験液を調製した。対照区は培地のみとし，助剤対照区には助剤のみを含むもの（助

剤’濃度：40mg／L）を調製した。

3．6　試験液の分析

　　暴露開始時（Ohr）には各濃度区3個の試験容器より試験液を2．O　mしずつ採取して混合し

　たものを分析試料とした。終了時（72hr）には，各濃度区3個の試験容器より試験液を2．O

　mLずつ採取して混合し，藻類を遠心分離（3000rpm，10分間）後の上澄み液を分析試料とし

　た。

　各分析試料0．75mしにアセトニトリルを等量加え，混合後，HPLC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た。詳細は付属資料一2に

示した。

3．7　試験操作

　　前培養した藻類の細胞数を計数し，試験液中の細胞濃度が1×104cells／mしとなるように，

　前培養液の一定量を試験液の入った容器に添加した。

尚，被験物質は揮散の可能性が考えられたため，密閉条件で培養した。

　各試験容器を23±2℃の培養装置に設置し試験を開始し，24，48および72時間後に細胞濃

度を測定した。細胞濃度は各試験容器より試験液L　O　mLを採取し，粒子計数装置用電解液

（セルハ。ック）9．O　mしと混合した後，粒子計数装置（CDA－500）により計測した。

　試験液各濃度区におけるp　Hを，暴露開始時には各濃度区3容器とは別に調製した予備1

容器について測定し，暴露終了時（72hr）には3容器のうち1容器（Nα1）について測定し

た。暴露期間中，培養装置内の温度，照度を少なくとも1日1回測定した。
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4　結果の算出

41生長曲線

　　各試験区の細胞濃度の平均値を時間に対してプロットし生長曲線を作成した。

4．2　生長阻害率の算出

　　下記の方法（面積法および速度法）で生長阻害率を算出した．

D生長曲線下の面積の比較（面積法）による生長阻害率（IA）

　　生長曲線下の面積は次の式により算出した。

且一
w・ら＋呪＋N孟一2端x（ら一ら）＋…＋幅＋筆『2端x（ら一㌔）

　　　ここで，

　　　A　：生長曲線下の面積

　　　No：暴露開始時の設定細胞濃度（cells／mL）

　　　N1：t1時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　　Nn：t　n時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　　t1：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　　t　n二暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

　　生長曲線下の面積より各濃度区における生長の阻害百分率（IA）を次の式により算出し

　た。

　　ノ4一孟
1　　　c　　∫x100・λ @　　ハ
　　　　c

ここで，

Ac：対照区（または助剤対照区）の生長曲線下の面積

Aゼ各濃度区における生長曲線下の面積

2）生長速度の比較（速度法）による生長阻害率（I　m）

　　　指数増殖している培養での細胞濃度の平均値から平均の生長速度（μ）を次の式より算出

　　した。

　　1nノ〉一ln　N
μ＝　　　月　　　ユ

　　　オη一r1

ここで，一
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　　N1：t1時の実測細胞濃度（cel　l　s／mL）

　　Nn：tn時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　t1：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　t　n：暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

　平均の生長速度（μ）より各濃度区における平均生長速度の低下百分率を次の式により算

出した。

　　μ　一μ
1　＝　　σ　　’x100
川

　　　μ
　　　　c

ここで，

μc：対照区（または助剤対照区）の平均生長速度

μt：各濃度区における平均生長速度

4．3　50％生長阻害濃度（EC50）の算出

　　42で算出した面積法および速度法による生長阻害率（1、値および1，値）を用いて

　50％生長阻害濃度（EC50）を算出した。

　　各濃度区に対応する阻害率を片対数紙にプロットし，直線性の認められる点を用いて直線

　回帰分析（最小二乗法）を行い，阻害率50％との交点からEC50値（および可能な限りその

　95％信頼区間）を算出した。その際，面積法により求めた場合はEbC50（0－72），速度法に

　より求めた場合はErC50（24－48）またはErC50（24－72）とした。

4．4　最大無作用濃度（NOEC）

　　Bartlettの等分散検定（α＝0．01）を行い等分散性を確認後，一元配置分散分析（1－way

　ANOVA，α・0，05）およびDunnettの多重比較検定（α・0．05，両側）を行い，助剤対照区と

　比較して有意差が認められない最高試験濃度を最大無作用濃度（NOEC）とした。その際，面積

　法により求めた場合はNOECb（0－72），速度法により求めた場合はNOECr（24－48）または

　NOECr（24－72）とした。

　以上の統計解析にはYu㎞sソフトウェアStatl　ight　r＃4多群の比較」　（Yu㎞s　Corp．，東

京）を用いた。
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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

　　試験開始時および72時間後に試験液中の被験物質濃度を測定した。その結果をTable1に

　示した。

　　開始時における濃度が設定濃度に対して±20％を超える分析結果がなかったため，以下の

　各影響濃度の算出には設定値を採用した。

　　暴露72時間の被験物質濃度は0、234～7．83mg／しであり，設定値に対する割合は77～

　80％であった。

5．3　生長曲線

　　暴露期間中の細胞濃度をTable2および生長曲線をFigure　lに示した。

　　対照区および助剤対照区における細胞濃度は72時間の培養でそれぞれ平均60倍，66倍増

　加し，試験条件下（密閉条件下）で正常な生長を示した。各濃度区の細胞濃度は濃度の増加

　とともに（用量依存的に）減少する傾向がみられた。

5．4　50％生長阻害濃度（EC50）および最大無作用濃度（NOEC）

　　各濃度区における生長阻害率をTable31こ，50％生長阻害濃度（EC50）および最大無作用

　濃度（NOEC）をTable4に濃度一阻害率曲線をFigure2およびFigure3に示した．以上

　の結果から，以下の結論を得た。

1）生長曲線下面積の比較による阻害濃度

　EbC50（0－72）：　L78mg／L（95％信頼区間・1．35～2．35mg／L）

　NOECb（0－72）：0．540mg／L

2）生長速度の比較による阻害濃度

　ErC50（24－48）二　3，02mg／L（95％信頼区間：L88～4．86mg／L）

　NOECr（24－48）：　0．965mg／L

　ErC50（24－72）：　3。68mg／L（95％信頼区間：算出不可）

　NOECr（24－72）：　1．70mg／L
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5．5温度およびpH

　　72時間の暴露期間中の培養試験器内の温度をTable5に，試験液のpHをTable6に示し

　　た。

　温度は設定範囲（23±2℃）内であった。試験液のpHは暴露開始時が7．9～8、0であり，

試験終了時が8、1～10。5であった。炭酸同化が盛んに行われ藻類の生長率が高ければ，

p　Hが1以上増加することがある。今回は，対照区，助剤対照区およびL70mg／L以下の試

験区でpHが1以上増加した。

以　上
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Table　l． MeasuredConcentrationsoftheTestSubstanceinTestWater

　　　Nominal

Concentration

　　　　（mg／L）

MeasuredConcentration（mg／L）

O　Hour Percent　of

　　Nomina1

72Hour Percent　of

　　NominaI

　　　　Control

SolventControl．

　　　　0．300

　　　　0．540

　　　　0、965

　　　　　L70

　　　　3．10

　　　　5．60

　　　　10．0

＜0．0006

〈0．0006

0．280

0．494

0．896、

1．63

2．93

5．22

8．99

0
0
1
3
ρ
U
E
U
3
0

0
」
O
」
9
9
∩
」
∩
」
O
」

〈0．0006

〈0．0006

0．234

0．417

0．754

1．33

2．45

4．49

7．83

8
7
8
8
9
0
8

7
ワ
‘
7
ワ
‘
7
1
8
7
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Table2． Ce11Densities・f5θ勧∂s！r〃〃・∂ρr∫…刀〃吻duringthe72－H。urExp。sure

Nominal
Concentration Vessel

　N
CellDensities（cells／mL）

1
2
3

7

Contro1
10000

10000

10000

63600

58600

58600

320500
241500

303500
Average

　　SD

608700
590700
612700

10000

　　　0

60300
2900

288500
41600

1
0
ム
3

604000
11700

Solvent．cont．

10000
10000

10000

71900
74100

73500

363500
378500
365500

Average

　　SD

659700
649700
684700

10000

　　　0

73200

1100
369200

　　8100

1
9
ム
3

664700
18000

0．300

10000

10000

10000

65300
78500

77800

358500
369500
388500

Average

　　SD

623700
621700
655700

10000

　　　0

73900
7400

372200
15200

1
2
3

633700
19100

0．540

10000

10000

10000

69700
76600

78100

353500
375500
386500

Average

　　SD

554700
620700
631700

10000

　　　0

74800
4500

371800
16800

1
9
ム
3

602400
41600

0．965

10000

10000

10000

60900
67500

65200

288500
306500
338500

Average

　　SD

497700
532700
556700

10000

　　　0

64500
3400

311200
25300

1
2
3

529000
29700

1．70

10000
10000

10000

47200
50100
51600

187500
195500

232500
Average
　　SD

398700
452700
425700

10000

　　　0

49600
2200

205200
24000

1
9
ム
3

425700
27000

3．10

10000
10000

10000

24700
27500

26300

56000
63700

62000
Average

　　SD

121700
121700

119700
10000

　　　0

26200
1400

60600
4000

－
リ
ム
3

121000

　　1200

5．60

10000

10000

10000

17100

19500

19400

19000

23000

19700
Average

　　SD

19600
19600

19700
10000

　　　0

18700

1400
20600
2100

1
2
3

19600

　　100

10．0

10000

10000

10000

16200

16600

16700

16300

16200

17200
Average

　　SD

17800

17900

18000
10000

　　　0

16500

　300

16600

　600

17900

　　100

SD＝Standarddeviation
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Table3． Percent　Growth　Inhibi　t　ion　of

Nominal　Conc． Area under
（Measured　Conc at　OHr）

Growth Rate

Area Inhibill・n　　（％） Rate Inhibition
@　（％）＊1

Rate Inhibi11・n　　（％）

mg／L No． A（0－72h） I　A（0－72h） μ（24－48h） I　m（24－48h） μ（24－72h） Im（24－72h）
1 15923000 0．0674 0．0471

Control 2 13691000 0．0590 0．0481
3 15443000 0．0685 0．0489
Average 15019000

一 0．0650 一 0．0480 一

SD 1175000 0．0052 0．0009
1 17766000 0．0675 0．0462

Solvent 2 18059000 0．0680 0．0452
cont． 3 18152000 0．0668 0．0465

Average 17992000
一 0．0674 一 0．0460 一

SD 201000 0．0006 0．0007
1 17056000 0．0710 0．0470

0，300 2 17612000 0．0645 0．0431
（0．280） 3 18460000 0．0670 0．0444

Average 17709000 L6 0．0675 一〇．1 0．0448 2．6
SD 707000 0．0033 0．0020

0，540 1
2

16213000
P7699000

0．0677

O．0662
0．0432
O．0436

（0．494） 3 18131000 0．0666 0．0436
Average 17348000 3．6 0．0668 0．9 0．0435

　　　一　　　　一　　一　　一　『　『　一

T．4
SD 1006000 0．0008 0．0002

0，965 1
2

13758000
P4768000

0．0648

O．0630
0．0438

O．0430
（0．896） 3 15769000 0．0686 0．0447

Average 14765000 17．9＊＊ 0．0655 2．8 0．0438 4．8
SD 1006000 0．0029 0．0009

1．70 1
2

9817000
P0727000

0．0575

O．0567
0．0445

O．0459
（1．63） 3 11327000 0．0627 0．0440

Average 10624000 41．0＊＊ 0．0590 12．5＊＊ 0．0448 2．6
SD 760000 0．0033 0．0010

3．10 1
2

2797000
R049000

0．0341

O．0350
0．0332

O．0310
（2．93） 3 2956000 0．0357 0．0316

Average 2934000 83．7＊＊ 0．0349 48．2＊＊ 0．0319 30．7＊＊
SD 127000 0．0008 0．0011

5．60 1
2

502000
U55000

0．0044

O．0069
0．0028

O．0001
（5．22） 3 575000 0．0006 0．0003

Average 577000 96．8＊＊ 0．0040 94．1＊＊ 0．0011
　　皿　『　　一　　　－

X7．6＊＊
SD 77000 0．0032 0．0015

10．0 1
2

394000
S02000

0．0003－0．0010
0．0020

O．0016
（8．99） 3 430000 0．0012 0．0016

Average 409000 97．7＊＊ 0．0002 99．7＊＊ 0．0017 96．3＊＊
SD 19000 0．0011 0．0002

‡1　Values　are the　Dercenl inhi　hi　t　inn rρ1只f　i　vρ　†　士h 1　　＋　　　＋ 1

SD

‡

林

　　　　　are　　　　percent

Standarddeviation

Indicatesasignificant

Indicatesasign旧cant

mhlbltlon

difference

difference

relatlve　to　the

1α＝0．05）

（α＝0．01）

from

from

Sθノθ朋厨川加。即がoo朋配枷

so　l　ven　t contro1．

thesolventcontroL
thesolventcontroL

（Therewasnosignmthistest．）
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Table4． CalculatedEC50andNOEC

BasedonIA（0－72h）value （Areasundergrowthcurve）

EbC50（0－72）

@　　　（mg／L）

　　　95－Percent

bonfidence　Limits
@　　　　（mg／L）

NOECb（0－72）

@　　（mg／L）

　　　＊lL78

L35－2．35 0，540

Based　on　Im　（24－48h）　value　（Growth

ErC50（24－48）

@　　　（mg／L）

　　　95－Percent

bonfidenceLimits
@　　　　（mg／L）

NOECr（24－48）

@　　（mg／L）

　　　＊23．02

L88－4．86 0，965

Basedonlm（24－72h）value（Growth

rates）

ErC50（24－72）

@　　　（mg／L）

　　　95－Percent

bonfidenceLimits
@　　　　（mg／L）

NOECr（24－72）

@　　　（mg／L）

　　　＊33．68

一　　』 L70

rates）

TheEC50valuesandass・ciated95％c・nfidencelimitsweredeteminedbyleast
squa「eslinearregressi・nanalysis・fthel・garithm・fn・minaltestc。ncentrati。n
againstpercentgr・wthinhibiti・nrelativet・thes。1ventc。ntr。1．

　　　　＊1usingthec・ncentrati・ns・fO．540，0．965，1．70，3．10and5．60mg／Lin
　　　　　　　　　　the　regression　analysis

　　　　＊2usingthec・ncentrati・ns・fL70，3．10and5．60mg／Lintheregressi。n
　　　　　　　　　　analysis

　　　　＊3usingthec・ncentrati・ns・f3コOand5．60mg／Lintheregressi。nanaly－
　　　　　　　　　　sis

　　　　－　　notcalculated

TheNOECvaluesweredeteminedbyananalysis・fvariance（ANOVA），Dunnetttest，
subsequentt・Bartletttestf・rh・m・geneity・fvariances．Statisticalanalyses
were　perfomed　using　Yu㎞s　Statl　ight＃4software（Yu㎞s　Corp、，Tokyo）and　al　l

tests・fsignificancewereatαzO・05，exceptBartletttest，whichwasatα＝0．Ol．
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Table5． TemperatureinthelncubationChamber

Exposure　Period

　　　　（Hours）

Temperature

　　　　（℃）

0
4
8
9
乙

　
2
4
7

22．2

24．2

24．0

22、8

Table6． pH　Values

　　　Nominal

Concentrat　ion

　　　　mg／L

pH

O　Hour 　72Hour

（Ve　s　se　l　NQ）

Contro1 8．0 10．5 （1）

Solventcontro1

0．360”

8．0 10．5 （1）

8．0 10．5 （1）

0．540

0．965”

8．0 10．5 （1）

8．0 10．5 （1）

L70 8．0 10．2 （1）

3．10

5．6石”

8．0 8．7 （1）

8．0 8．3 （1）

10．0
7．9 8．1 （1）
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Figure1 Algal

（Mean

GrowthCurveof5θ／θ刀∂s’r〃〃。∂ρ∫ノoo∫剛“加

cellcountsv5timeduringthe72－hourexposure）
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Figure2 Concentration－Inhibition

under　the　Growth　Curves

CurveBasedonIAValuesCalculatedfromtheArea
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Figure3 Concentration－lnhibitionCurveBasedon

the　Growth　Rates
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付属資料一1

0ECD培地
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Tabl　e　A－1 　OECDmedium

Nutrient　salts Concen　t　ra　t　i　on　（m　／L）

H3BO3

MnC　l2・4H20

ZnC12

FeC13・6H20

Na2EDTA・2H20

CoC12・6H20

Na2MoO4・2H20

CuC12・2H20

CaC12・2H20

NH4Cl

KH2PO4

NaHCO3

MgC12・6H20

MSO4・7H20

0．185

0．415

0．003

0．08

0．1

0．0015

0．007

0．00001

18

15

L6

50

12

15
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付属資料一2

試験液の分析方法
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試験液の分析方法

1　試験液の分析方法

1）各濃度区3個の試験容器より試験液2．O　mしずつを採取して10mL容ガラス沈殿

　　管で混合した。

　　暴露開始時はこれを分析試料とした。

　暴露終了時はこれを遠心分離＊（3000rpm，10分間）し，藻類を分離した上澄み液

　　を分析試料とした。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊装置二日立製CR21E

2）各分析試料をH　P　L　C測定用バイアルに直接0．75mL採取し，アセトニトリルを

　　0．75mL加え混合したものをHP　L　C測定試料とした。

標準液（アセトニトリル溶液）はH　P　L　C測定用バイアルに直接0．75mL採取し，こ

れに0．75mしの水を加え混合したものを用いた。

一28一



2 高速液体クロマトグラフィー（H　P　L　C）測定条件

　（装置）

高速液体クロマトグラフ：ヒューレットハ。ッカード製H　P－1100型（No．2）

ワークステーション：

　　ノやノコン：

　　プリンター：
デガッサー：

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ー検出器：

HPケミステーション（WindowsNT）

HP　Kayak　XA，　テ’イスフ。レイ：　D2837

CanonLASERSHOTLBP－450

G1322A型
G1311A型
G1313A型
G1．316A型
G1315A型

　　　　（条件）

　　　　　カラム：　　　　Inertsi10DS－3V，5μm，4．6x150㎜（GLScienceslnc．）
　　　　　溶離液：　　　　　　Acetonitrile90％，Water　IO％
　　　　　流速：　　　　　　　L　O　mL／min

　　　　　試料注入量：　　　　20μL
　　　　　カラムオーブン温度：40．0℃
　　　　　検出器条件：
　　　　　　　　フォトダイオードアレー検出器

　　　　　　　　　　　測定波長：　　　222nm（Bw：16）
　　　　　　　　　　　　リファレンス波長：　　360nm（Bw：100）

　　　　　　　　　　　スリット：　　　　　　　　　　16　nm

3　検量線

　　被験物質の1000mg／Lアセトニトリル溶液を調製し，アセトニトリルで順次希釈し，0，

　0，0100，0．0200，0．0500，0」00，0、200，0，500，1．00，2．00，5．00，10．0，20．O　mg／しの標

　準溶液を調製した。　この標準溶液を一定量採取し水で等量希釈したものをH　P　L　C測定し

　た。横軸に濃度を（mg／L），縦軸にピーク面積（count表示）をとり，検量線を作成した。

　検量線はほぼ原点を通る直線となり，最小二乗法による直線回帰式の相関係数はL　OOOと

　良好であった。

4　検出限界

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

　0．0006mg／Lを検出限界とした。

5　添加回収試験

　　試験液の分析は，　「1　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無かった。したがって，回収率の補正は

　行っていない。
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FigureA－2ヨ CahbrationCurve
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Figure　A－2－2 Representativechromatograms

（1）StandardO．500mg／L，Ohr

注入日　　：Mon，13、Dec．1999
試験番号　二9B439G
被験物質　：晩隔
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　　　し・　　　　　、　H　　　　M￥1￥MET　　　　　　　　7
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注入日　　：Mon、13．Dec．1999
；試験番号　　：　9B439G
被験物質　：海南

舞舞タ．嚇漸』■
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トータル＝
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F　i　gure　A－2－2 Continued
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F　i　gu　re　A－2－2 Continued

（5）1．70mg／Lnominal，Ohr
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F　i　gu　re　A－2－2 Continued

（7）StandardO．500mg／L，72hr

注入日　　　Thu，16．De〔．1999
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FigureA－2－2 Continued

（9）SolventControl，72hr
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FigureA－2－2 Continued

（ml．70mg／Lnominal，72hr
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