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報　告　書　要　旨

コ．　試験の内容

2．　被験物質

3．

3，歪

2（
σ

コイによる化学物質の濃縮度試験

1，2一ジク口口ー4一ニトロベンゼン

（被験物質ぬK－792〉

試験方法及び条件

試験方法

搬簾1〈鞭体内鰯化学物　縮度試験〉

試験条件

　試験濃度　：　第1濃度区　　　50偲魂

　　　　　　　第2濃度区　　　　5㎎／坦

　飼育期間　：　8週間

　流オく量　 ：　1155韮／≡ヨ

　分析方法　：　ガスクロマトグラフ法

4．　試験結果

　　　　濃縮倍率 第1濃度区

第2濃度区
26倍～59倍
37倍～65倍
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1．　試験の目的

　既存化学物質の安全性確認の一環として1，2一ジク口口ー4一ニトロベ

ンゼン（被験物質晦K－792）のコイに対する濃縮度試験を実施し、濃縮

性の程度についての知見を得る。

2．　試験方法

環保業第5号樵纂」、窟1 （魚介類の体内における化学物質の濃縮度試験〉
による。

3．　試験期間

昭和60年5月27日～昭和60年9月30日
（飼育朝間　昭和60年8月2日～昭和60年9月27日〉

4．　被験物質

4．1名　称

　　　　　零1
　　純　度

　　入手先

　　ロット番号

1，2一ジク口口ー4一二卜ロベンゼン

（被験物質晦K－792）

96．2％

F　FWO1
試薬

4、2　構造式，分子式．分子量

構造式

分子式

分子量

　C農

㊥㏄

　N　O2

CBH3C』2NO2

192．00



4．3　スペクトル

　　　赤外吸収スペクトル

　　　ガスクロマトグラフー質量スペクトル

　　　核磁気茶鴫スペクトル

（図一13参照）

（図～14参照）

（図一15参照〉

4，4　物理化学的性状

矧
刈

観
点
焦
性

　
　
　
解

外
融
沸
溶

淡黄色結晶

　40～　41℃

105～10了℃／3Torr
水

ヘキサン

テトラヒドロフラン（珊F）

クロロホルム

酢酸エチル

ァセトン

メタノール

ァセトニトリル

140㎎／2（HPLCによる。）

10g海以上
108／2以上

108／2以上

筍9／2以上

109／2以上

10g／2以上

109／2以上

分配係数（n一方クタノール／水）

　　log　Pow　＝　2．95 （OECD法による。〉

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊24．5　ヒメダカに対する48時間LC50値
　　　　7．01㎎／2　　　（図一1参照）

罎1 提示資料による。

砲　J圧S　K　OIO2に定める工場排水試験法「魚類による急性毒試験」に準ずる。

　　試験原液は分散助剤としてH　CO－40（ポリオキシエチレン硬化ヒマシ
　　油誘導体）を使用して調製した（7．2項参照）。
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5．　供試魚
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均

名
入
口
平
平
平
薬

順　　化

コイ（Cypr1nuscarpio）
熊本県八代市北村養魚場

TFC　850603
　　　21．29
　　　　9．2㎝
　　　　4．3％
止水状態でO．OO5駕水産用テラマイシン散水溶液を用いて24

時間薬浴を行った。

25　℃　×　≦4　日闇

路　同一順化ロットからの代表供試魚10尾に対しての測定値

6．　飼育条件

試験施設　　　流水式水系環境調節装置

　　　　　　　（揮散性化学物質用濃縮度試験装置を使用）

飼育水槽　　　1002容ガラス製水槽
流水曼　　　 ／155澄／≡三

　　　　　　　（原液：希釈水　＝　2薦／分：800認／分〉
飼育密度　　　15尾／飼育水槽　　（試験飼育開始時〉

飼育期間　　　8週間

飼育温度　　　25　±　2　℃
飼育水槽中溶存酸素濃度

　　　　　　　第1濃度区　：　4．7～6．7㎎／2（図一11参照）

　　　　　　　第2濃度区　二　4．7～6．6㎎／2（図心！2参照〉

　　　　　　　　　（飯島精密工業製　溶存酸素測定装置）

給　　餌　　　1日2回に分けて、コイ用飼料（日本配合飼料株式会社製）を

　　　　　　　魚体重の約2％相当量与えた。

（
ご



7．　試験濃度及び原液調製法

7，1試験濃度

試験水槽中の被験物質濃度は次のように設定した。

　　第1濃度区　一：・50熔／2

　　第2濃度区・：　　5駕厘

．2　原液調製法

　被験物質をアセトンに溶解して10倍量のHCO－40を加え、アセトン
を留去し、イオン交換水を加えて1000㎎／2の分散液を調製した。一．

これをイオン交換水で希釈して

　第1濃度区　：　20㎎厘
　第2濃度区一：一』’2，㎎／2

の各原液102を課製し、た。なお、各原液は飼育期閻中、毎週2回調製した。

8．　試験水及び供試魚中の被験物質の分析

8．1　分析内容の概略

8．1，1　試験水分析

　第1及び第2濃度区の各試験水槽より分析試料を採取し、前姐理を行っ

た後、ガスクロマトグラフ（GC）法により被験物質を定量分析した。
試験水分析は、一 ｼ濃度区とも飼育期間中、毎週2回計16回行い、1回あ
たりの分析試料は1点とし、採取後ただち・に分析操作を行った。

8，1．2　供試魚分析

　第1及び第2濃度区’の各試験水槽より分析試料を採取し、前処理を行っ

た後、ガスクロマトグラフ（GC）法により被験物質を定量分析した。

供試魚分析は、両濃度区とも飼育開始後、2，4，6及び8週目の計4回
行い、1回あたりの分析試料は2点とし、採取後ただちに分析操作を行っ
た。

一　4　一



8．2　分析試料の前処理

8．2，1　試験水分析試料の前処理

試験水槽より

　　　　　第1濃度区　：　　25祀

　　　　　第2濃度区　：　250認
を採取し、以下のフローシートに従って前処理操作を行った。

フローシート

試験水分析試料

←n一ヘキサン
・振とう

第1濃度区　第2濃度区
　　25磁　　　　50認

水　層 n一ヘキサン層
・脱水ろ過

・濃縮（第2濃度区のみ）

・定容　50認（n一ヘキサン）

G　C試料

一　5　一



8，2．2 供試魚分析試料の前処理

　　試験水槽より供試魚を採取し、以下のフローシートに従って前処理操作

　を行った。

　フローシート

　　　　　　供試魚分析試料1

　　　　　　　　　　・体重，体長測定

　　　　　　　　　　・細片化

　　　　　　　　　　←アセトニトリル　80祀
　　　　　　　　　　、：織イズ　ト2回

　　　　　　　　　　i

　l残渣　　　ろ液1
　　　　　　　　　　←イオン交換水　　500麗
　　　　　　　　　1←塩化ナトリウム5。9

　　　　　　　　　　←n一ヘキサン　200雇

　　　　　　　　　　・振とう

　下　層・　　上　層1
　　　　　　　　　　・脱水ろ過

　　　　　　　　　　・定容　250麗（n一ヘキサン）

　　　　　　　　　　・分取　50認
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊4　　　　　　　　　　・カラムクロマトグラフ法

　　　　　　　　　　　　　（詳細は次頁記述）

　　　　　　　溶出画分i
　　　　　　　　　　・定容　100認（n一ヘキサン）

　　　　　　　　　ヨ
　　　　　　i　G　C試料i

一　6　一



象4・1カラ4クロマトグラフの条件’

　　　クロマト管　　2．0㎜φ，ガラス製

　　　充てん剤　 10％含水中性アルミナ
　　　　　　　　　　（n一ヘキサンで充てん）

　　　分画法　　第・1画分　：　試料液

　　　　　　　　第2面分．：　n一ヘキサン

10g〈ウェルム社製〉

50π2

45麗

被験物質は第1，2画分に溶出する。

一　　ブ　ー



8，3　分析試料の定量

8．2の前処理を行って得られたGC試料は、次の条件でガスク日マトグラフ

法により定量を行った識験物襲劇ま・クロマトグラム上の蟹物質のピ
ーク高さを既知濃度の標準溶液　のピーク高さと比較し、比例計算により求

めた（図一6，表一4，5及び図一9，／0，表一8，9参照〉。

［定量条件1

機 器 ガスクロマトグラフ

　　島津製作所製　型GC－7A

ム
相
相
度
ス
器
度
量

　
　
定
温
功
翻

ラ
　
　
ム
　
出
入
入

　
液
固
　
リ
　
導

　
　
　
ラ
や
料

力
　
　
力
キ
検
試
注

1翫x3㎜φ　ガラス製

10％　OV－17
ク日モソルブW（HP）

170℃
窒素

ECD
250℃
2μ2

＊5　標準溶液の調製

　分析試料中の被験物質濃度を求めるための標準溶液の調製は次のよう

に行った。

（試験水分析〉

　被験物質0．19を精秤し、nrヘキサンに溶解して1000娼厩の
標準原液とし、さらにこれをn一ヘキサンで希釈して25起g観の標準溶

液を調製した。

（供試魚分析）

　被験物質0．19を精秤し、n一ヘキサンに溶解して1000陪観の
標準原液とし、さらにこれをn一ヘキサンで希釈して12．5㎎観の標
準溶液を調製した。

一　8　一



8，4　定量性の確認

（試験水分析）

　8．3の標準溶液調製法と同様にして12．5ηg鯉，25η8観及び50㎎醜の

標準溶液を調製し、これらを8，3の定量条件に従ってGCに注入し、得られ

たそれぞれのクロマトグラム上の被験物質ピーク高さとそれぞれの濃度より

検鑓線を作成した。検量線は原点を通る直線であったことから定量性が良好

であることが確認された。

　また、検量線より被験物質ピーク高さの測定限界は2㎜（被験物質濃度

0．76躍g観〉とした（図一4参照〉。

（供試魚分析〉

　8，3の標準溶液調製法と同様にして6．25η客観，12．5ηg観及び25
η8鯉の標準溶液を調製し、これらを8，3の定量条件に従ってG　Cに注入し、

得られたそれぞれのクロマトグラム上の被験物質ピーク高さとそれぞれの濃

度より検量線を作成した。検量線は原点を通る直線であったことから定量性

が良好であることが確認された。

　また、検量線より被験物質ピーク高さの測定限界は2㎜（被験物質濃度

0、42鴛g観〉とした（図一7参照〉。

8，5　回収試験及びブランク試験

　前述した試験水及び供試魚分析における被験物質の回収率を求めるため、

飼育水及び魚体ホモジネートに被験物質分散液を添加し8．2及び8，3の操作

に準じて回収試験を行った。また、被験物質を加えない飼育水及び魚体ホモ

ジネートについて、回収試験の場合と同じ操作によりブランク試験を行った。

回収試験及びブランク試験は、2点について並行測定した。この結果、ブラ

ンク試験においてク日マトグラム上、被験物質ピーク位置にはピークは認め

られず、そこで回収率は回収試験で得られた2点の値の平均値とした（図引

5，8，表一3，7参照）。各分析操作における回収率は次頁のとおりであ

り、分析試料中の被験物質濃度を求める場合の補正値とした。

一　　》　一



　　［各分析操作における回収率］

　　　試験水分析（被験物質1．25焙添加）

　　　　第1濃度区　：　97．8％
　　　　第2濃度区　　：　98．9％
　　　供試魚分析（被験物質7．5　μ9添加）

　　　　　　　　　　　　93．1％

8，6　分析試料中の被験物質濃度の算出及び検出限界

8．6，1　試験水分析試料中の被験物質濃度の算出

　　　　　試験水分析試料中の被験物質濃度は、表一6の計算式に従って計算した。

8，6，2　試験水中の被験物質の検出限界

　　　　　8，3の定量条件において検出限界となる被験物質濃度（8，4参照）から、前

　　　　処理操作での回収率を考慮すると、試験水中の被験物質検出限界濃度はそ

　　　　れぞれ、

　　　　　第1濃度区　：　1．6　㎎観

　　　　　第2濃度区　：　0．15㎎絃
　　　　　と算出される。

8、6，3　供試魚分析試料中の被験物質濃度の算出

　　　　　　供試魚分析試料中の被験物質濃度は、表一10の計算式に従って計算し

　　　　　た。

8．6，4　供試魚中の被験物質の検出限界

　　　　　8．3の定量条件において検出限界となる被験物質濃度（8，4参照）から、前

　　　　　処理操作での回収率を考慮すると、供試魚中の被験物質検出限界濃度は魚

　　　　　体重を30gとしたとき7．4祠g／9と算出される。

一　10　一



9・灘倍率の恥

　　　　濃縮倍率．（BCF〉は）次式に煉出した・

　　　　　　　　一BCF』・Cfn一『じfb

　　　　　　　　　　　　　　　　　Cwn

　　　　　　　　Cfn　：　n週目に採取した供試魚分析試料中の被験物質濃度，

　　　　　　　　　　　　　（η9／9）

　　　　　　　　伽嘩蹴墓讃難析による実測曲輪

　　　　　　　　Cfb’：窄証験における一被験物質脚／9）．

　　　　　す建鑓礁塑た供試魚中の被鞭の検番限界を濃鱒で表わ

　　　　　　　　　第’1濃度区　：　0，2倍

　　　　　　　　　第2磯区：1・6笹

　　　　融水槽中の被験物質蔽を麦1に示す・

　　　表引　試験水中の被験物質濃度（宰測値）・（単位：磁）

10．　試験結果

　10．1　試験水槽中の被験物質濃度

2　　W 4　　W 6　』一W 8－W 付　表

第1濃度区 40．O 41．5 41．2 ・　41，2 表一4

第2濃度区 4．35 4．61 4．57 4．58 表一5

一　／1　一



10，2　濃縮倍率

濃縮倍率を表一2に示す。

表一2 濃縮倍率
下

2　　W 　　【S　W16　W　　1 8　　W 付　表 付　図

第コ濃度区 48
Q7

49　i　59　　…42　　　26　　1 43
R9 表一8 図一9

第2濃度区
47
U5

　
　
1
5
6
　
1
　
4
7
4
9
　
1
　
3
7
　
　
！

42
S1 表一9 図一10

　また、表一2の濃縮倍率と飼育期間の関係を図一2，3に示した。被験

物質のコイに対する濃縮性の程度は、濃縮倍率で第1濃度区において26

倍～59倍、第2濃度区において37倍～65倍であった。
　なお、供試魚は外観観察の結果、異状は認められなかった。

一　づ2　一



11．　備　　考

11．1　試資料の保管

1↑，1．1　被験物質

　被験物質は保管用と．して約209を分取して保管用容器に密栓し、試料

保管室に・「新規化学物質に係る試験の項目等を定める命令第3条に規定す

る試験施設に関す奇基準」第32条に定める保管期間保管する。

11．1，2生デ』タ及び資料等

　試験計画書、生データ及び調査表、その他必要な文献、資料等は資料保

管室に最終報告書と共にf新規化学物質に係る試験の項目等を定める命令

第3条に規定穿る試験施設に関する基準，」．第32条に定める保管期間保管

する。．

11，2　試験に使用した機器、装置、特殊器具及び試薬

11，2，1　試験系く飼育施設）に係わる装置

原液供給用微量定量ポンプ
溶存酸素測定装置

東京理化器械製　型G閣

飯島精密工業製　型552
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1t2、2　分析及び原液調製に使用した機器、装置、特殊器具、試薬

機器

　ガスクロマトグラフ 島津製作所製　型GC－7A

装置

　ロータリーエバポレータ一

振とう機

ウォーターバス

東京理化器械製　型瞳1

柴田化学製型SPC－12

入江商会製　TS式

東京理化器械製　型SB－35

特殊器具

　テドラーバツグ 井内盛栄堂製

試薬

　n一ヘキサン（残留農薬分析用）

アセトニトリル

ァセトン

塩化ナトリウム

中性アルミナ

H　CO－40

（一級）

（特級）

（特級）

片山化学工業製

片山化学工業製

和光純薬工業製

松永化学工業製

ウェルム社製

日光ケミカルズ製

以　　上
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