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要 約

1．試験の表題 モノエチルアミン（被験物質番号　K－879）の微生物による

分解度試験

2．分解度試験

2，1試験条件

　　（1）被験物質濃度

　　（2）活性汚泥濃度

　　（3）試験液量
　　（4）試験液培養温度

　　（5）試験液培養期間

100㎎／2
　30　㎎／2（懸濁物質濃度として）

300　彪
25±1　℃
　14　日間

2，2測定及び分析

　　（1）閉鎖系酸素消費量測定装置による生物化学的酸素要求量（BOD）の測定

　　（2）全有機炭素分析法（TOC）による溶存有機炭素の分析

　　（3）高速液体クロマトグラフィー（HPLC〉による被験物質の分析

　　（4）吸光光度法（V　I　S）によるアンモニ刀態窒素の分析

3．試験結果

（1）B　O　Dによる分解度（NO2）　59％，

　　　　　　　　　　（NH3）　91％，
（2）TO　Cによる分解度　　　　　95％，

（3）HPLCによる分解度　　　　　100％，

　57％，

87％，

　94％，

100％，

60％
93％
96％
100％

4．被験物質の安定性

被験物質は保管条件下て袈定であることを確認した．
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最終報告書

試験番号　　20879
1

1．表　　題

2．試験委託者

3．試験施設

4．試験目的

5．試験方法

モノエチルアミン（被験物質番号　K－879）の微生物による

分解度試験

名
住
称
所

通商産業省

（〒100）東京都千代田区霞が関4丁目3番1号

　　　　　ノロ
名　称一財団法人化学品検査協会
　　　　　化学品安全センター九州試験所．

住　所（〒830）福岡県久留米市中央町19－14

　　　　　TEL　（0942）34－1500
運営管理者

被験物質K－879の微生物による分解性の程度について知見を得
る．

「新規化学物質に係る試験の方法について」（環保業第5号、薬発

第615号、49基局第392号昭和49年7月13日）に規定
するく微生物等による化学物質の分解度試験〉による。

2　一



6．試験期間

　　（1）試験開始日　　　昭和63年　8月　5日

　　（2）試験実施期間

　　　：活性汚泥使用開始日　　昭和63年8月10日

　　　試験液培養開始日　　　昭和63年　8月16日

　　　試験液培養終了日　　昭和63年　8月30日

　　（3）試験1了日　　　　昭和63年　9月12日

7．試験関係者

　　試験責任者

　　試験担当者

　　活性汚泥管理責任者

　　試資料管理責任者

8．最終報告書作成日

9．最終報告書の承認

　　試験責任者

　　昭和63年
作成者

　　　氏名

一3一
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10．被験物質

本報告書において被験物質K－879は、次ク）名称を有するものとする．

10．1名　称 モノエチルアミン

（被験物質はモノエチルアミンであるが、本試験は塩酸エチルアミ

　ンにて実施した（備考参照）。従って、本項目における構造式等

　は塩酸エチルアミンについて述べた．）

10、2構造式等

構造式　　C2H5NH2・HC翌

鰍　 C2H8NC』

　　　　　　章1
10、3純　　度

　　　不純物

！
　
　
　
9

5
！
％
・

5
　

6
0

団
霧

＊1　添付資料による．

10，4入手先及びロット番号

〔1）入手先

（2）ロット番号

（商品名

AZ　O1

試薬）
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10，5同　定
　　赤外吸収スペクトル、質量スペクトル及び核磁気共鳴スペクトルにより構造を

　　確認した。

10．6物理化学的性状

　　外観　白色結晶
　　　　　＊1
　　融点　113，3℃
　　溶解性（モノエチルアミン濃度として表示した．）

　　　　　　水1009／以上
　　　　　　ヘキサン　　　　　100㎎／2以下

　　　　　　クロロホルム　　　　160㎎／4

　　　　　　酢酸エチル　　　　100㎎厘以下

　　　　　　メタノール　　　　100g／2以上

　．’赤外吸収スペクトル　　（図一5参照）

　　質量スペクトル　　、　、（図一6参照）

　　核磁気共鳴スペクトル　（図一7参照）

　　＊1　濟憤料による。

1α7保管条件及び保管条件下での安定性

　　（1）保管条件　冷暗所
　　（2）安定性確認　　試験液1培養開始前及び培養終了後に塩酸エチルアミンの赤外

　　　　　　　　吸収スペクトルを測定した結果（図一5参照）、両スペクト

　　　　　　　　ルは一致し、保管条件下で安定であることを確認した。
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11．活性汚泥の調製
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深芝処理場（茨城県鹿島郡）

落合処理場（東京都新宿区）

信濃川（新潟県西蒲原郡）

琵琶湖（滋賀県大津市）

洞海湾（福岡県北九州市）
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下水処理場の返送汚泥

表層水及び1大気と接触している波打際の表土

11、3新旧汚泥の混合　　，

　　　上記で採集してきた各地の汚泥めろ液をそれぞれ500慮と、それまで試験に供

　　ヒ滋騰難婆12とを混合して10讐とし・pHを乳0±1・0腱

＊2ばっ気

　　　屋外空気をプレフィルターに通し、ばっ気に用いた。

11．4培　養

灘期織禦蟹警瀦鯉13書纏欝薗
　　返し、培養して活性汚泥とした。培養温度は25±2℃とした．

＊3　0，1％合成下水

　　　グルコース、ペプトン、りん酸rカリウムをそれぞれ0，1（栂！V）％に

　　なるように脱塩素水に溶解し、水酸化ナトリウムでpHを7，0±1．Oに

　　調整したものを用いた。
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11、5管理及び使用

　　　培養中、上澄液の外観及び活性汚泥の生成掬態を観察するとともに、活性汚泥

　　の沈て協性、pH、温度及ぴ溶存酸素濃度を潰捷し記録した．活性汚泥の生物相

　　は適宜光学顕微鏡を用いて観察し、異常のないことを確認した上で試験に供した。

11．6活性汚泥の活性度の点検

　　　標準物質を用いて活性汚泥使用開始時に活性度を点検した。また、旧活性汚泥

　　との関連性に留意した．

12．分解度試験の実施

12，1試験の準備

　　（1）活性汚泥の懸濁物質濃度の測定

　　　　　測定方法　JISKOIO2－1986の14，1に準じて行った。

　　　　　測定実施日　　昭和63年　8月15日

　　　　　測定結果　活性汚泥の懸濁物質濃度は55⑳㎎／2であった。

（2）基礎韻塞あ調製

　　JIS　K　O102－1986の21．で定められたA液、B液、C液及びD液それぞれ

　3威に精製水（高杉製薬製　日本薬局方）を加えて1コとする割合て混合し、

　pHを7，0に調整した。

（3）基準物質

　　アニリン（昭和化学製試薬特級　ロット番号298324）を用いた。

7　一



12，2試験1の調製

　　　試験容器を6個用意し、試験液を下記の方法で調製した。

　　　これらの試験液について、12，3の条件で培養を行った。

（1）被験物質及びアニリンの添加

（a）（水＋被験物質）系（1個）

　　　試験容器に精製水297認を入れ、被験物質が100㎎／2になるように

　　109／2の被験物質水溶液を3彪添加した．

（b）（汚泥＋被験物質）系（3個）

　　　試験容器に鐘楚培養基297祀を入れ、被験物質が100図2になるように

　　109〃の被験物質水溶液を3藺添加した．

（c）（汚泥＋アニリン）系（1個）

　　　試験容器に基礎培養基300超を入れ、アニリンを100㎎〆2になるように

　　添加した。

（d）汚泥ブランク系（1個）　　　　　　　　　ド

　　　試験容器に基礎培養基300認を入れた。

（2）活性汚泥の接種

　　（b），（c）及び（d）の試験容器に11．の条件で調製した活性汚泥を懸濁物質

　濃度として30㎎／2になるように接種した．
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12，4試験液の分析

　　　培養期間終了後、試験液中に残留している溶存有機炭素、被験物質及びアンモ

　　ニア態窒素を分析した．

12．4，1試験液の前処理

　　　　試験液培養期間終了後、（水＋被験物質）系、（汚泥＋被験物質）系及び

　　　汚泥ブランク系の試験液について下記のフロースキームに従って前処理操作を

　　　行い、溶存有機炭素を分析するための全有機炭素分棉法（TOC）試料とし、

　　　被験物質を分析するための高速液体クロマトグラフィー（HPLC）試料及び

　　　アンモニ列態窒素を分析するための吸光光度法（V　I　S）試料とした。

フロースキームー1

試験液300認
・分取

・遠心分

上澄液

TOC試料 ・分取

←2％炭
スキームー3へ続く （ホー

←4％ジ

溶液

・加温（

・冷却（

←精製水

←クロロ

・振とう

水層　　　クロロホルム層

　　　10漉（ホールピペット）

・遠心分離（1000×g，10分間）

　　　　5認（ホールピペット）

←2％炭酸水素ナトリウム溶液　　1認

　（ホールピペット）

←4％ジニトロフルオロベンゼン・エタノール

　　　　0．5認（ホールピペット）

・加温（約60℃，約60分間）

・冷却（室温で静置，約20分間）

←精製水50雌（メスシリンダー）

　　　　　　　30超（メスシリンダー）

・振とう（5分澗）

フロースキームー2へ続く
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フロースキームー2

　　　　　フロースキームー1より続く

　　　　　　　　　　　←精製水　20舵（メスシリンダー）

　　　　　　　　　　　・振とう（手振り約100回）

←精製ホ

E振とう

水層　　クロロホルム層
・脱水ろ

E定容

H　P　L　C試料

1

拷2回

・脱水ろ過（1PSろ紙）

・定容　50彪（クロロホルム，メスフラスコ）

フロースキームー3

　　　　フロースキームー1より続く

　　　　　　　　　　　・分取　2祀（ホールピペット）

　　　　　　　　　　　・定容　5曜（精製水，メスフラスコ）

　　　　　　　　　　　・分取　1認（ホールピペット）

精製水30雇

←フェノrル・ニトロフウレシドナトリウム溶液＊4　2畝

　（メスピペット）

←水酸化ナトリウム・次亜塩素酸ナトリウム溶液＊5　2認

　（メスピペット）

・定容　50彪（精製水，比色管）

・振とう（手で驚く2回）

・静置（約4時間）

　　　V　I　S試料

＊4フェノール12・59、ニト口分レシドナトリウム62，5㎎を精製水に溶解させ、

　　500麗に定容した．

＊5水酸化ナトリウム1．25g、次亜塩素酸ナトリウム0，4雌を精製水に溶解させ、

　　50認に定容した．

一　10　一



12，4、2定量分析

（1）全有機炭素分析法による溶存有機炭素の分析

　　前処理を行って得られたTOC試料について下記定量条件に基づき溶存有

　機炭素を分析した。

　　試験液の溶存有機炭素濃度は、全有機炭素計内のデータ処理装置により、

　TOC標準溶液80．0㎎C〃のピーク面積を測定して検量線を設定し、TOC

　試料のDOCを測定した（表一2参照）。なお、TOC標準溶液はフタル酸

　水素カリウムを精製水に溶解して調製した。

　　ピーク面積の測定限界はノイズレベルを考慮して350digit（溶存有機炭

　素濃度1，3㎎C／2）とした．

器
度
量
量

　
温
　
炉
　
入

　
C
機
丁
流
注

島津製作所製　TOC－500

680　℃
150　麗／分

　10　μ2

（2）高速液体クpマトグラフィーによる被験物質の分析

　　被駿物質は直接分析することが困難であったため、誘導体化（ジニトロ

　フェニル化）して得られた物質（2，4一ジニトローN一工チルアニリン；

　図心6－2参照）を分析することにより、被験物質の分析に代えた．なお、

　便宜上、標準溶液の濃度は被験物質濃度で表示した。

　　前処理を行って得られたHPLC試料について下記定量条件に基づき誘導

　体化物を分析した。HPLC試料中の被験物質の濃度はクロマトグラム上で

　得られた標準溶液10．0㎎／2のピーク高さとHPLC試料のピーク高さとを比

　較し、比例計算して求めた（表一3、図一2参照）．

　　ピーク高さの濠1掟限界はノイズレベルを考慮して2伽（被験物質濃度

　O，26㎎／ゑ）とした。
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麟器

ﾕ
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覆
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撃
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D伯

液
量
長
量
度
器
計

　
　
波
　
　
出
録

離
　
　
入

　
流
定
　
　
検
記

溶
　
測
注
感

高速液体クロマトグラフ

アトー工業製　　ミルトンロイ

日本分光工業製　UV　I　DEC－100

Shodex　GPC　KF－801
30σ旧x8伽φ　ステンレス製

クロロホルム

1．2祀／分

347聞（図一8参照）

10με

0．32ABU／「S

レンジ　10酬

（b）検量線の作成

　　塩酸エチルアミン1，809gを精製水に溶解し、100彪に定容して16，0

　　9／2の被験物質溶液を調製した．さらに、精製水で希釈して調製した25，0、

　50・0、100㎎／2の溶液及び精製水を各5麗分取し、下記のフロースキーム

　に従って前処理して、得られ』た溶液を標準溶液2．5、5，0、10，0㎎／2及び

　反応ブランクとした。この標準溶液及び反応ブランクを前記の定量条件に

　従ってHPLCにより分析を行い、それぞれのピーク高さと濃度とに基づ

　き検量線を作成した（図一3参照）。

フロースキーム

被験物質溶液及び精製水

←2％炭酸水素ナトリウム溶液　　1彪

　（ホールピペット）

←4％ジニトロフルオロベンゼン・エタノール溶液

　0，5麗（ホールピペット）

・加温（約60℃，約60分間）

・冷却（室温て瀞置，約2σ分間）

←精製水　50寵（メスシリンダー）

←クロロホルム　30麗（メスシリンダー）

・振とう（5分間）

次頁へ続く
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前頁より続く

水層 クロロホルム層

　　　←精製水20認（メスシリンダー）

　　　　・振とう（手振り約100回）

｝×2回

水層 クロロホルム層

　　　　・脱水ろ過（1PSろ紙）

　　　・定容　50漉（クロロホルム，メスフラスコ）

標準溶液及び反応ブランク

（3）吸光光度法によるアンモニア態窒素の分析

　　前処理を行って得られたV　I　S試料について下記定量条件に基づきアンモ

　ニア態窒素を分析した．V　I　S試料中のアンモニア態窒素の濃度は得られた

　標準溶液の吸光度とV　I　S試料の吸光度とを比較し、比例計算して求めた

　　（表一4、図一4参照）．

　　吸光度の測定限界はノイズレベルを考慮してO，001（アンモニア態窒素濃

　度0，8μダ2）とした．

　
器
照
ル
長

　
機
対
セ
波

ラa（

日立製作所製　150－20
精製水

セル長　10卿

640脈

13　一



（b）検量線の作成

　　塩化アンモニウム191．0㎎を精製水に溶解し、500祀に定容して

　　100㎎厘（窒素量として）の溶液を調製した．さらに、精製水で希釈して

　2・0㎎／2の溶液を調製し、2、5、5、10彪及び精製水を5認分取し、下記

　のフロースキームに従って前処理して、得られた溶液を標準溶液0．1、

　　0．2、O．4㎎／2及び水ブランクとした．この標準溶液及び水ブランクを

　前記の定量条件で級光度1貿淀を行い、それぞれの吸光度と濃度とに基づき

　検量線を作成した（図一4参照）．

フロースキーム

塩化アンモニウム溶液及ひ精製水

精製水　30磁

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊4←フェノール・ニトロプルシドナトリウム溶液　　2認

　（メスピペット）

←水酸化ナトリウム・次亜塩素酸ナトリウム溶液＊5　2雇

　（メスピペット）

・定容50紐（精製水，比色管）

・振とう（手て軽く≒2回）

・静置（4時間）

標準溶液及び水プランタ
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12，5分解度の算出

　　　被験物質の分解度は下記の式に基づき算出し、ノ」・数点以下1ケタ目を丸めて

　　整数位で表示した．

　　　（1）BODによる分解度

　　　　　分解度（％）　＝　　BOD　『　B　　×　100

　　　　　　　　　　　　　　　　TOD
　　　　　　BOD　：　（汚泥＋被験物質）系の生物化学的酸素要求量

　　　　　　　　　　　　（測定値）（㎎）

　　　　　　B　　　：　汚泥ブランク系の生物化学的酸素要求量

　　　　　　　　　　　　（河掟値）（㎎）
　　　　　　　　　＊6
　　　　　　TOD　：被験物質が完全に酸化された場合に必要とされる理論的

　　　　　　　　　　　酸素要求量（計算値）（㎎）

　　　＊6TODの算出に際しては、塩酸エチルアミンとしての稔添加量より

　　　　　計算した．

　　　（2）TOCによる分解度
　　　　　　　　　　　　　　DOC　－　DOC　　　　　分解度（％）　・＝　　　　　B　　　　　A　　×　100

　　　　　　　　　　　　　　　　　D　OC
　　　　　　D・C＾：（醐纐獺）紮における游鱗螺囎量

　　　　　　　　　　　　（測定値）（㎎C）

　　　　　　DOCB：　（水＋被験物質）系における溶存有機炭素の残留量

　　　　　　　　　　　　（測定値）（㎎C）

　　（3）HPLCによる分解度
　　　　　　　　　　　　　　S　－　S
　　　　　分解度（％）　＝　　　B　　　A　　×　100

　　　　　　　　　　　　　　　　SB
　　　　　　SA　　：　（汚泥＋被験物質）系における被験物質の残溜量

　　　　　　　　　　　　（測定値）（㎎）

　　　　　　SB　　：　（水＋被験物質）系における被験物質の残留量

　　　　　　　　　　　　（測定値）（㎎）

12．6数値の取扱い

　　　数値を平均する場合、平均は算術平均とした。数値の丸め方はJIS　Z8401－

　　1961に従った．

　　　　　　　　　　　　　　一　15　一



13．試験条件の確認

　BODから求めたアニリンの7、14日後の分解度はそれぞれ72及び80％であること

から、本試験の試験条件が有効であることを確認した．

14．試験結果

14，1試験液の状況

　　　培養期間中の試験液の状況ほ下記のとおりであった。

試　験　液 状　　　　況 pH

　　　　（水＋被験物質）系

|養開始時”’””’…”’…”…’…”

@　　　　　　〆
@　　　（汚泥＋被験物質）系

被験物質は溶解した．

e　・　－　・　■　・　－　■　一　■

甯ｱ物質は溶解した．

回5，3

|・　←．　甲，…　　　一閣，■↓●　一‘層，

c6，9
嘯U．9

冾V．0

　　　　（水＋被験物質）系

|養終了時”’…’……”””…一……””

@　　　（汚泥＋被験物質）系

被験物質は溶解していた．

@　　　，　■　■　‘　－　■　■　‘　－　●

�Dの増殖が見られた。

ｱのため、被験物質の溶解

�ﾔ1の確読賦できなかった。

圃5、4

E　　藁　■　－一　■　－　・尊●●　・　－　A　・　－

c6，6
嘯U．7

冾U，7
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14、2分解度

　　　14日後の分解度は下記のとおりであった。

分　　解　　度　　（％）

団 團 囚
付表

（NO2） 59 57 60 表一1

BODによる結果
（NH3） 91 87 93 表一1a

TOCによる結果 95 94 96 表一2

HPLCによる結果 100 100 100 表一3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド

15．考　察

　　培簾了時におけるアンモ三ア態懸騰を下表嫁した．

14日後のアンモニア態窒素

ﾌ生成率（％） 付表 付図

口永＋被験物質 0

圃汚泥＋被験物質 96
表一4

囹汚泥＋被験物質 98 図一4

囚汚泥＋被験物質 98

上記のように、被験物質に含まれる窒素はほとんどがアンモニア態窒素として残溜

していることがわかった。
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16，試資料の保管

16．1被験物質

　　　保管用被験物質約58を保管用容器に入れ密栓後、「新規化学物質に係る試験

　　及び指定化学物質に係る有害性の調査の項目等を定める命令第4条に規定する試

　　験施設に関する基準」（以下「GLP基準」という。）第32条に定める鯛、

　　当試験所試料保管室に保管する。

講
軌跡
㈱灘

　
、
書
、
織舗

　驚　
　
一
条

　
　
デ
2

　
　
生
3

鮫
映
藻

驚
離
、
よ
　
L

タ
に
　
G

一
海
」

生
　
　
に

261

17．備考

本試験における被験物質であるモノエチルアミンは、常温で可燃性の気体であるた

め、危険性が高い．そのため、より安全で取扱いが容易な塩酸塩を用いた。本報告書

における被験物質量及び濃度は、塩酸塩に含まれるモノエチルアミンの含有量で表示

した．ただし、TOD、DOCの算出に関しては塩酸塩添加量で行った。

　
　
　
フ

　
　
　
ラ

　
　
　
ク

　
　
　
ト

　
一
　
マ

た
夕
計
ロ

171

8頁参照

11頁参照

12頁参照

13頁参照

S　a　r　t　o　r　i　u　s社製　2007　MP6

　一＝㌔　　旺HM－20E
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　17．2分析に使用した試薬

　　　　フタル酸水素カリウム　　　：　　’　ン　　　　　試薬特級

　　　　精製水　　　　　　　　　　：　高杉製薬製　　　　日本薬局方

　　　　クロロホルム　　　　　　　　：　キシタイヒ学製　　　試薬特級

　　　　炭酸水素ナトリウム　　　　：　　’　　　　U　試薬特級

　　　　2，4一ジニトロフルオロベンゼン

　　　　　　　　　　　　　　　　　：東京化成工業製　試薬特級

　　　　エタノール　　　　　　　：ナカライテスク製試薬一級

　　　　フェノール　　　　　　　　：片山化学工業製　　生化学用

　　　　ニトロフルシドナトリウム　：　”　　　　　　試薬特級

　　　　水酸化ナトリウム　　　　　：関東化学製　　　　試薬十級

　　　　次亜塩素酸ナトリウム溶液　：　　　　　　　　　化学用

　　　　塩化アンモニウム　　　　　：　”　　　　　試薬特級

18．表及び図の内容　　　　　‘

　　　表一1　　BODによる分癬度計算表

　　　表一2－1　TOCによる分解度計算表

　　　表一2－2　TOCによる測定値

　　　表一3　　HPLCによる分解度計算表

　　　表一4　　V　I　Sによる生成率計算表（アンモ二刀態窒素）
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図一■

Testsubstance

ク一口メー外記録図

k－9ワ9

Apparatus

ra㎎e

Coul㏄旧ter　闘α　じトイー3
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　　K－　9ワ9　の分解度
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　　7日目のアニリンの分解度一｛BOD－B）／TODXIOO一ワZ％、

　　　　　アニリンのTOO－30，0x3，01－90，3㎎


