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陳 述 書

財団法人化学物質評価研究機構

久留米事業所

試験委託者 通商産業省

試験の表題 パーフロロアルキル（C＝4～12）スルフォン酸塩（Na，K，Li）　［ペルフル

オロオクタンスルホン酸カリウム（被験物質番号　K－1520）にて試

験実施］の微生物による分解度試験

試験番号
21520

　上記試験は、r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」　（環保業第39号、薬発第229

号、59基局第85号、昭和59年3月31日、平成12年3月1日改正）及び「OECD　Principles　of

Good　Laboratory　Practice」（Nove田ber26，1997）に従って実施したものです。

　また、本最終報告書は生データを正確に反映しており、試験データが有効であること

を確認しています。

20砂年∫舶ノ日

試験責任者
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信頼性保証書

財団法人化学物質評価研究機構

久留米事業所

試験委託者 通商産業省

試験の表題 パーフロロアルキル（C・4～12）スルフォン酸塩（Na・K・Li）［ペルフル

オロオクタンスルホン酸カリウム（被験物質番号　H520）にて試

験実施iの微生物による分解度試験

試験番号
21520

　上記試験は財団法人化学物質評価研究機構久留米事業所の信頼性保証部門が監査及び査察

を実施しており、監査又は査察を行った内容、日付並びに試験責任者及び運営管理者に報告を

行った日付は以　の通りです。

監査又は査察内容 監査又は査察日 報告日（試験責任者） 報告日（運営管理者）

試験　計画　書 2000年　7月31日 2000年　7月31日 2000年　7月31日

2000年　8月25日 2000年　8月29日 2000年　8月29日

2000年11月　1日 2000年11月　1日 2000年11月　1日

試験実施状況 2000年　8月　7日 2000年　8月　7日 2000年　8月　9日
2000年　8月21日 2000年　9月　7日 2000年　9月　8日

2000年　9月　4日 2000年　9月　7日 2000年　9月　8日
一　　一　　一　　一　　一　　一

Q000年　9月　5日 2000年　9月　7日 2000年　9月　8日

生データ及び最終報告書 2000年11月　1日 2000年11月　1日 2000年11月　1日

　本最終報告書は、試験の方法が正確に記載されており・内容が試験計画及び標準操作手順に

従い、かっ、生データを正確に反映していることを保証します。

2－Ooo年μ月1日

信頼性保証部門責任者
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表 題 パーフロロアルキル（C＝4～12）スルフォン酸塩（Na，K，Li）［ペルフ

ルオロオクタンスルホン酸カリウム（被験物質番号　K－1520）に

て試験実施］の微生物による分解度試験

試験委託者 通商産業省

〔〒100－8901）東京都千代田区霞が関一丁目3番1号

試験施設 財団法人　化学物質評価研究機構　久留米事業所

〔〒830－0023）福岡県久留米市中央町19－14

試験　目　的 K丑520の微生物による分解性の程度について知見を得る。

試　　験　　法 r新規化学物質等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（微生

物等による化学物質の分解度試験〉及びrOECD　Guidehne　f・r

TestingofChe血icals」に定めるρReadyBiodegradabihty：

ModifiedMITITest（1）（Guidehne301C，∫uly17，1992）卍に

準拠した。

適用G　L　P （1）化学物質GLP

　　　r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」　（環保業第39号、薬発第229号、59基局第85号、昭和59年3月

　　31日、平成12年3月1日改正）を適用した。

（2）OECD－Gl．P

　　　「OECD　Principles　of　Goo〔i　Laboratory　Practice」

　　26，1997）を適用した。

（November

1
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試験　日　程

試
実
実
試

験
験
験
験

開
開
終
終

始
始
了
了

日
日
日
日

2000年7月31日

2000年8月7日
2000年　9月　　4日

2000年1i月　　1日

試資料の保管

（1）被験物質

　　　被験物質約5gを保管用容器に入れ密栓後、安定に保存しうる期間、久留米事業

　　所試料保管室に保管する。

（2）生データ、資料等

　　　生データ、試験計画書、指示書、その他必要な資料等は最終報告書と共に、試

　　験委託者から通知を受けるまでの期間、久留米事業所資料保管室に保管する。

試験関係者

試　験　責　任　考

試

試　験　担　当　者

活性汚泥管理責任者

最終報告書の承認

20ρo年々月／口

試　験　責　任　者
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要 約

試験の表題

　パーフロロアルキル（C＝4～12）スルフォン酸塩（Na，K，Li）　［ペルフルオロオクタンス

ルホン酸カリウム（被験物質番号　K－1520）にて試験実施］の微生物による分解度試

験

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

100mg／L

30mg／L（懸濁物質濃度として）

300mL

25±1℃

28日間

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一質量分析法（LC－MS）による被験物質の分析

試験結果
（1）BOl）による分解度

（2）TOCによる分解度

（3）LC－MSによる分解度

0％，

8％，

8％，

0覧

4飴，

0％，

1％　平均

4％　平均

0％　平均

％
垢
％

0
6
3
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1．被験物質

　　　本報告書においてK－1520は、次の名称等を有するものとする。

1．1名称ペルフルオロオクタンスルホン酸カリウム

1．2構造式等

　　　構造式

　　　　　　　　CF3一一（CF2）6－CF2SO3K

　　　分子式　　　C8FITKO3S

　　　分子量　　　538．22

L3入手先、商品名及びロット番号卓1

　　（1）入　手　先

　　（2）商　品　名　　ペルフルオロオクタンスルホン酸カリウム

　　（3）ロット番号　　A37626B

　　岨　入手先添付資料による。

1，4純　　度q

　　　　被験物質　　100．3％（異性体の混合）

　　被験物質は純度100％として取り扱った。

4
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1．5被験物質の確認

　　　赤外吸収スペクトル（Fig、4参照）及び質量スペクトル（Fig．5参照）により構造

　　を確認した。

L6保管条件及び保管条件下での安定性

（1）保管条件

（2）安定性確認

冷蔵保存

実験開始前及ぴ終了後に被験物質の赤外吸収スペクトルを測

定した結果、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（Fig．4参照）。
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2．活性汚泥

2，1汚泥の採集場所及び時期

（1）場　所

（2）時　期

以下の全国10ヵ所から採集した。

　伏古川処理場（北海道札幌市）

　中浜処理場（大阪府大阪市）

　北上川（宮城県石巻市）

　吉野川（徳島県徳島市）

　広島湾（広島県広島市）

2000年6月

鹿島処理場（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）

2．2採集汚泥

　　（1）下水処理場

　　（2）河川、湖沼及び海

返送汚泥

表層水及び大気と接触している波打際の表土

2．3活性汚泥の調製

　　　活性汚泥の均一性を保っため、上記で採集してきた各地の汚泥混合液のろ液5しと、

　　約3ヶ月間培養した活性汚泥’2のろ液5しとを混合して10しとし、pHを7，0±1，0に調整し

　　て培養槽でばっ気唱した，

＊2　上記で採集してきた各地の汚泥混合液のろ液10Lを、下記2．4に従って培養した

　　活性汚泥。

＊3　屋外空気をプレフィルターに通し、ばっ気に用いた。

2．4培　　養

　　　培養槽へのばっ気を約30分間止めた後、全量の約1／3量の上澄液を除去した、これ

　　に脱塩素水を加え全量を10しにして再びばっ気し（30分間以上）、添加した脱塩素水

　　中での合成下水濃度が0．1wt％になるように509／L合成下水qを添加した。この操作を

　　毎日1回繰り返し、培養して活性汚泥とした。培養温度は25±2℃とした。

＊4　グルコース、ペプトン、りん酸二水素カリウムをそれぞれ509／しになるように脱

　　塩素水に溶解し、水酸化ナトリウムでpHを7，0±LOに調整した。
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2．5管理及び使用

　　　活性汚泥の正常な状態を維持するため、培養中、上澄液の外観及び活性汚泥の生

　　成状態を観察するとともに、沈でん性が優れていること、pH、温度及び溶存酸素濃

　　度を測定し、管理基準（r新規化学物質等に係る試験の方法について」参照）の範

　　囲内であることを確認した．この結果を生データとして保管した。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。

2．6活性汚泥の活性度の点検及び使用開始日

　　（1）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前に活性度を点検した。

（2）活性汚泥使用開始日 2000年7月17日

3，分解度試験の実施

3、1試験の準備

（1）活性汚泥の懸濁物質濃度の測定

　　　活性汚泥の添加量を決定するために、懸濁物質濃度を測定した。

　　　　測定方法　　　r工場排水試験方法，懸濁物質」（JISKO102－1998の

　　　　　　　　　　　　14，1）に準じて行った。

　　　　測定実施日　　　2000年8月7日

　　　　測定結果　　　活性汚泥の懸濁物質濃度は4500mg／しであった。

（2）基礎培養基の調製

　　　r工場排水試験方法，生物化学的酸素消費量」　（JIS　K　O102－1998の21．）

　　で定められたA液、B液、C液及びD液それぞれ3mしに精製水（高杉製薬製日本薬

　　局方）を加えて1しとする割合で混合し、pHを7．0に調整した。

（3）基準物質

　　　試験の実施には汚泥が十分な活性度を有することを確認するため、基準物質

　　としてアニリン（昭和化学製試薬特級ロット番号SL－2927G）を用いた。

7
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3、2試験液の調製

　　　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、3、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，試験容器回）

　　　試験容器に精製水300mLを入れ、被験物質濃度が100mg／しになるように被験物

　　質を電子分析天びんで30mgを正確にはかりとり、添加してpHを測定した。

（b）　（汚泥＋被験物質）系（3個，試験容器囹匿］團）

　　　試験容器に基礎培養基［300mしから活性汚泥添加液量（2．OOmL）を差し引い

　　た量］を入れ、被験物質濃度が100mg／しになるように被験物質を電子分析天び

　　んで30mgを正確にはかりとり、添加してpHを測定した・

（c〉　（汚泥＋アニリン）系（1個，試験容器団）

　　　試験容器に基礎培養基［300mしから活性汚泥添加液量〔2．00mL）を差し引い

　　た量］を入れ、アニリンを10伽g／しになるようにマイクロシリンジで29・5μL［添

　　加量30mg＝29．5μL×LO22g／cm3（密度）］分取して添加した。

（d）汚泥ブランク系（1個，試験容器團）

　　　試験容器に基礎培養基［300mしから活性汚泥添加液量（2．00mL）を差し引い

　　た量］を入れた。

（2）活性汚泥の接種

　　　（b），（c）及び（d）の試験液に2．の条件で調製した活性汚泥を懸濁物質濃度とし

　　て30mg／しになるように接種した。

8
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3．3試験液培養装置及び環境条件

（1）試験液培養装置

　　　閉鎖系酸素消費量測定装置

　　　　　　　　　　　　クーロメーター　大倉電気製

　　　　　　　　　　　　データ処理装置　旭テクネイオン製

　　　試験容器　300mL用培養瓶
　　　炭酸ガス吸収剤　　　ノーダライム，晦1

　　　　　　　　　　　　　（和光純薬工業製　二酸化炭素吸収用）

（2）環境条件

　　　試験液培養温度

　　　試験液培養期間

　　　撹　搾　方　法

（3）実施場所

25±1℃

28日間

マグネチックスターラーによる回転撹拌

511クーロ室

3．4観察、測定等

（1）観　　察

　　　培養期間中、試験液の状況を毎日目視観察した。また、装置の作動状況を適

　　宜点検した。

（2）生物化学的酸素要求量（BOD）の測定

　　　培養期間中、試験液のBODの変化を連続的にデータ処理装置で自動記録して測

　　定した。また、槽内温度は毎日測定記録した．

9
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3．5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及び被験物質について分

　　析した。なお、　（水＋被験物質）系及び（汚泥＋被験物質）系の試験液のpHを測定

　　した。

3．5，1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以下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（DOC）を分析するための全有機炭素分析法（T㏄）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一質量分析法（LC瑚S）試料と

　　　した．

フロースキーム

試験液　　300mL

・分取　10mL（メスピペット）

・遠心分離（1000×g，10分間）

上澄液

TOC試料

・分取

・定容

・分取

・定容

　1mL　（ホーノレピペッ　ト）

100mL（精製水，メスフラスコ）

　1mL（ホールピペット）

100mL（精製水，メスフラスコ）

LC潮S試料

10
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3、5．2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、下記の定量条件に基づきDOCを分

　　析した。

　　　試験液のDOC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

　　20，0mgCILのピーク面積を測定して検量線を設定し、TOC試料のDOCを測定して求

　　めた（Table－2参照）。なお、TOC標準溶液はフタル酸水素カリウム（和光純薬

　　工業製等級試薬特級）を精製水に溶解して調製した．

　　　定量下限濃度はDOC濃度1．OmgCILとした。

定量条件

　機 器

度
量
量
度

温
　
　
入

炉C

T
流
注
感

全有機炭素計

島津製作所製

680℃

150mL／min

33μL

レンジ　5

TOC－5000A

11
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（2）高速液体クロマトグラフィー一質量分析法による被験物質の分析

　　　前処理を行って得られたLC一聡試料について、下記の定量条件に基づき被験物

　　質を分析した。LC覗S試料中の被験物質の濃度は、被験物質が異性体混合物であ

　　るため、マスクロマトグラム上で得られた標準溶液10．0μg／しのピークの総面積

　　としC－MS試料のピークの総面積とを比較し、比例計算して求めた（Table－3、Fig．

　3参照）。

　　　ピーク面積の定量下限は、ノイズレベルを考慮して1000（被験物質濃度0、29

　μg／L）とした。

（a）定量条件

　　　　機　　　　　器　　　高速液体クロマトグラフー質量分析計

　　　　　　高速液体クロマトグラフ

　　　　　　　　　　　　　　ウォ一夕ーズ社製　2690

　　　　　　質量分析計　　　ウォ一夕ーズ社製　ZMD

カ　　ラ　　ム

　　カラム温度

溶　　離　　液

流　　　　　量

注　　入　　量

L－column　ODS

15cmX1．5mml、D．　ステンレス製

40℃

A（60％）：アセトニトリル

B（40％）：5mmol／L酢酸ジ¶一ブチルアミン

0．15mL／min

10μL

イオン化法
検出イオン
コーン電圧
イオン源温度
脱溶媒システム温度

脱溶媒ガス流量

測定イオン

エレクトロスプレー

負イオン

47V

120℃

300℃

350L／hr

m／z499

12
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（b〉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

　　つた。

　　　被験物質100mgを正確にはかりとり、メタノールに溶解して1000mg／しの被験

　　物質溶液を調製した。これを精製水で希釈して10．0μg／しの標準溶液とした。

（c）検量線の作成

　　　（b）の標準溶液の調製と同様にして2．50、5．00及び10・OFg／しの標準溶液を調

　　製した・これらを（a）の定量条件に従って分析し、得られたそれぞれのマスク

　　ロマトグラム上のピーク面積と濃度により検量線を作成した（Fig、2参照）。

13



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　21520

3、6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、小数点以下1ケタ目を丸めて整数位

　　で表示した。

　　（1）BODによる分解度

　　　　　　　　　　　　BOD－B
　　　　分解度（％）＝　　　　　×100
　　　　　　　　　　　　TO『5

　　　　　BOD　　二　（汚泥＋被験物質）系の生物化学的酸素要求量

　　　　　　　　　　　（測定値）　（mg）

　　　　　B　　　：　汚泥ブランク系の生物化学的酸素要求量

　　　　　　　　　　　（測定イ直）　　（mg）

　　　　　TOD’5　1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）　（mg）

　　　　朽　純度100％として計算した。

　　（2）TOCによる分解度

　　　　　　　　　　　　DOCw　－　DOCs
　　　　分解度（％）；　　　　　　　　X100
　　　　　　　　　　　　　　DOCw

　　　　　DOCS　l　（汚泥＋被験物質）系における溶存有機炭素の残留量

　　　　　　　　　　　（測定値）　（mgC）

　　　　　DOCw　：　（水＋被験物質）系における溶存有機炭素の残留量

　　　　　　　　　　　（測定値）　（mgC）

　　（3）LC－MSによる分解度

　　　　　　　　　　　　Sw－Ss
　　　　分解度（％）＝　　　　　　×100
　　　　　　　　　　　　　Sw

　　　　　Ss　　：　（汚泥＋被験物質）系における被験物質の残留量

　　　　　　　　　　　（測定値）　（mg）

　　　　　Sw　　：　（水＋被験物質）系における被験物質の残留量

　　　　　　　　　　　（測定値）　（mg）

3．7数値の取扱い

　　　数値の丸め方は、JIS　Z8401：1999規則Bに従った。

14
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4．試験条件の確認

　　　BODから求めたアニリンの7日及び14日後の分解度はそれぞれ74％及び8騙であるこ

　　とから、本試験の試験条件が有効であることを確認した（Table－1、Fig．1参照）。

5・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

　　　当該要因はなかった。

6、試験結果

6．1試験液の状況

　　　試験液の状況は下記のとおりであった。

試験液 状　　　　　　況 pH

（水　＋被験物質）系 被験物質は溶解した， 回6．4

培養開始時

（汚泥＋被験物質）系 被験物質は溶解した．

囹7．o

｣7．0

｣7．o

（水＋被験物質）系 不溶物は認められなかった． 回8．2

培養終了時

〔汚泥＋被験物質）系
汚泥以外の不溶物は認められなかっ
ｽ。

�Dの増殖は認められなかった。

　　　n嘯V，3

c7．3

ﾞ7．3

15
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6，2試験液の分析結果

　　　28日後の分析結果は下記のとおりであった。

（水＋後験

y）系
（汚泥＋被験物質）系

理論量 Table Fig

回 囹 囚 固

BOD幸6 mg 0 0 0 0．1 13．8
1 1

mgC 5．2 4．8 5．0 5．0 5．4
2

一
DOC残留量及

ﾑ残留率蛎 ％ 97 89 93 93
一

被験物質残留

ﾊ及び残留率
@（LC－MS）

mg 29．3 27．0 29．4 29．5
30

％ 98 90 98 98
一

3 3

　　痴　　（汚泥＋被験物質）系は、汚泥ブランク系の値を差し引いて表示した。

6、3分解度

　　　28日後の分解度は下記のとおりであった。

分　　解　　度　　（％）

團 団 固 平　均

Table

BODによる結果 o 0 1 0 1

TOCによる結果 8 4 4 6 2

LC－MSによる結果 8 0 0 3 3

16
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7．備　　　　考

7．1試験に使用した主要な装置・機器

　　　閉鎖系酸素消費量測定装置　　　1　9頁参照

　　　全有機炭素計　　　　　　　　：　11頁参照

　　　高速液体クロマトグラフ～質量分析計

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　12頁参照

　　　フーリエ変換赤外分光光度計　　1　島津製作所製

　　　天びん　　　　　　　　　　　：　ザルトリウス杜製

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ザルトリウス社製

　　　pH計　　　　　　　　　　　　：　東亜電波工業製

　　　遠心分離機　　　　　　　　　：　島津製作所製

7．2分析に使用した試薬

　　　メタノーノレ　　　　　　　　 ：　和光純薬工業製

　　　アセトニトリル　　　　　　　　1　和光純薬工業製

　　　0．5mol／L酢酸ジ¶一ブチルアミン

　　　　　　　　　　　　　　　　　　東京化成工業製

　　　精製水　　　　　　　　　　　：　高杉製薬製

FTIR－8200PC

BP301S

BP210S

HM－50G

CST－060LF

HPLC用

HPLC用

LC老S用イオンペア試薬

日本薬局方

17



Fi　g．1 Chart　of　BOD
Test　No．　　　21520　　（　Test　substance　　　　　＿　　一　　　　　　　　　　　　　　　）

Apparatus　　・・・・・・・・…　　一・甲甲・・一・・・…　　’　No．　　　　CM－19

Cultivatingconditions：Reg砥18τcoロd瓢。臓
　　Concentration
　　　震器黙t器信3ta雌iムム蝋1』ll圭881離l
　　　Activateds手輿？、，，．，：』1！！1．．．．．．30（㎎／C）
認臨U「？．．．＿．，＿，．．．＿、．．．、．．1暑dまy謡9．7－Sep．4，2。。。）

Note：　　　　　Reg111ar　te8t

B　O　D（皿g）
Vessel
@　no．

Sa皿Ple　description 7thday 14thday 21stday 28thday

団 Sludge　＋　Aniline 68．5 80．1 80．8 81．5

團 Water　　＋　Test　substance 0．0 0．0 O．0 0．0

囹 Sludge　＋　Test　substance 2．0 3．3 3．6 4．3

囚 Slu〔1ge　＋　Test　substance 2．2 3．4 3．8 4．8

圖 Sludge　＋　Test　substance 2．7 4．O 4．4 5．3

團 Control　　blank　　［Bl 1．5 3．2 3．7 5．2

100

0
　
　
　
　
　
　
　
0
　
　
　
　
　
　
　
0
　
　
　
　
　
　
0

8
　
　
　
　
　
　
6
　
　
　
　
　
　
4
　
　
　
　
　
　
2

（oo

噤
j
　
1
器
目
㊤
O
口
。
凶
、
囲
〇
一
面
〇
一
日
⇔
』
o
o
一
口

0

　
一
一
一
一
』

　
一
二
二
囮
團

副題葦壱三笠fffffiず簗！t二二コ讐：f習幽囹

7　　　　　　　　　　14　　　　　　　　　　21

　　Cultivatlon　Ti皿e　（　0～28thday）
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Title

　　　Biodegradation　t｛器t　of　Salt（N剣K，Li）of　pe血uomalkyl（C＝4－12）su届bnic　acid［This

tost　was　pe㎡ormed　using　Perfluorooctano　sulfbnic　acid，potassium　sa1tσ「est　substan㏄

number　K－1520）］by　microorganism

Sponsor

Mhlis好ofIntemadonalTradc　and　IhdustryI

1－3－1跳unigasoki，Chiyoda一㎞，Tokyo100－8901Japan

Testingセcnity

Kurume　Laborato巧r

Che血（廊Evaluation　and　Rcsearch］hstitute，Japan

19－14Chuomachi，Ku㎜o，Fukuoka830－0023，Japan

Objectivc

Thist銘twaspc血medtoevaluatethebi曲節血b面tyofK－1520bymiqDolganisms，

Test　mcthod

　　　This　test　was　oonducted　a㏄ording　to　the”Method　fbr　Tosting　the　Biodcgmdability　of

Chemical　Substan㏄s　by　Microorganisms叶s⑪ulated　in　the”Testing　Methods　fbr　Ncw

Chemi（魁Substa皿ces11（July13，1974，Kanpogyo　No5，Plannh192皿d　Coordhadon　Burcau，

Envim㎜ent　Agcncy，Yakuhatu　Nα615，Phama㏄utical　Aff欲s　Bureau，Ministry　of　Health

and　Welfare，and49Kikyoku　No．392，Basic　Lldustdes　Bu∫eau，Minis虻y　of血temadonal

Tradc　and　hldustry，Japan）・丁届s　test　method　is　csscntially　thc　samo　as　that　in　the　OECD

Guidelino　fbr　Tes血g　of　Che皿icals”Ready　Biodo『adability：Mod面ed　Mm　Test（1）

（Guidehne301C，July17，1992）”．

4一
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Applied　GLP

（1）CLemica1GLP
　　　　Tbis　test　oompli¢d　with一’Basic　sta皿dards　to　be　obse∫ved　by　testhlg　facilities　in

　　conduc盤ng　tes捻stipulated　in…面clo40f　the　Order　Prcschb血g　Thosc　Itcms　of廿1e

　　Test　Relating　to　the　New　Chemical　SubstIm㏄s　and　Study　on　HamlfUl　E飾㏄ts　of

　　Designatcd　Chcmical　Substan㏄s（herea丘er　rcfcrred　to　as’IGLP　standards，，）”（March

　　31，1984，Rcvised　Novcmber18，1988，Kallpogyo　No39，Planning　and　Coordination

　　Burcau，Ellv丘onment　Agcncy，Yakuhatu　No．229，Phama㏄uticaE　A㏄㎞Buleau，

　　Miuistry　of　Hcalth　and　Wel勉e，and59Kikyo㎞No85，Basic　Indus岨es　Bureau，

　　Mhlistry　of　htcmational　Trade　and　mdustry，Japan）．

（2）OECD－GLP

　　　　This　tcst　oomplicd　with”OECD　Principles　of　Good　Labomtoly　Practi㏄・

　　（November26，1997）．

Test　schadulc

Sta丘oftest July31，2000

Staぱofculdvatio皿南出ac丘vatcd　sludge August7，2000

TomlillatioE　of㎝1tivation　with　activatcd　sludge September4，2000

End　of　tcst Novomber1，2000

Stolage　of　test　substa11㏄，raw　data，etc・

（1）Test　subG喰1ce

　　　　About5g　of出e　su憶t鋤㏄is咽図面a　storc　v鄭cl町1d　stor磁血a　sto臣ge　Poom

　　血〔his　laborato可while　it　is　kept　stable。

（2）Raw　data｛皿d　materials，etc・

　　　　Raw　data，the　prot㏄o！，the　dir㏄tion　by　the　sponsor，n㏄醐matedals　and　the

　oopyofthe囲repo丘町estoredinastomge・oomin面slaboratolyunt且itr㏄eives
　a　noti㏄丘て）m　a　sponsor　aRer出e　end　of　thc　tcst．

一2・
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Personnel

　　　　　　Study　d廿ector

　　　　　　Test　operators

　　　　　　StaHl£orcu1丘vation　ofactivated　sludge

Preparationof且n組repo丘

　　　　　　Study　d丘ector
Datc

Signaturc

November1，2000

Signed血odgi皿a！
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SUMMARY

Title

　　　BiodegradationtcstofS田t（N眠二」）ofpe組uoroalky1（C＝牛12）s曲nicacid
［This　test　was　pe丘bmled　ushlg　Perfluonx贈ane　suMbnic　acid，potassium　sa1tσost

substan㏄number　K－1520）］by　microor響皿ism

Condidons　of　cu1巨va盛on

（1）Con㏄n血廿on　of　tcst　subs㎞㏄

（2）Cbncentradon　of　activated　s豆udge

　（麗thecon㏄n圃onofsuspendeds・Hd）
（3）Volumc　oftest　solu丘on

（4）Cultivation　temperature

（5）C醐vadondumdon

100mg几
30mg危

300mL
25土1℃
28days

Measurement　and　analysis

（1）Measurcmcnt　of　bi㏄hcmical　oxygen　demand（BOD）by　mea且s　of　a　closed　system

　　oxygen　consumption　measuring　apParatus

（2）Detem血ation　of　dissolvcd　organic　carbon　by　means　ofa　total　organic　carbon　analys鉛

　　（TOC）

（3）Detcmゴnation　of　test　substan㏄by　means　of　liquid　chromatogmphy・mass　spectrome町

　　（LC－MS）

Results

（1）Per㏄ntage　biodegradation　by　BOD

（2）Percentagc　biodcgradation　by　TOC

（3）Pcr㏄ntage　biodcgradation　by　LC・MS

％
鉱
％

0
8
8

コ
　
　

コ
　
　
つ

％
％
％

0
∠
・
0

1％　　avemgc　　　O％

4％　　avemge　　　6％

0％　　avefage　　　3％
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1．Test　substan㏄

　　　　　　　Ih　this　rcport，K－1520has　the　jollowing　chemi（：al　name，etc．

1．1Che血㎝1n㎝e■1 @Pe組u。r・・c㎞esul鉤血cacid，P。t鰯iums訓t

1．2　Chemical　structure，etc』1

　　　　　　　　S蜘ctu圃血nnula

CF3一（CF2）6－CF2SO3K

1．3

1．4

1．5

　　　Mo1㏄ul紅fbmula　　CsF17KOβ

　　　Molecularweight　　　　538．22

串1　　願on皿ation　supphed　by

Manufゑcturer　and　lot　n㎜ber’1

（1）Manufacturer

（2）Name　　　　　　　　　　　　　Perauol℃octan¢sulfbnic　acid，po臨ium　salt

（3）Lot　number　　　　　　A37626B

Puritジl

　　　Test　substance　　　　　　100．3％　（Mixture　of　isomcrs）

　　　The　test　substan㏄was　treated　as100％in　purity．

Conf㎞a丘on　of　test　substan㏄

　　　　　Inf士ared　and　mass　spcctra　ofthe　tcst　substan㏄were　oonfimユed　to　bc　identica1（see

Fig．4and　Fig5）．

L6　　Storage　and　stabiHty

　　　　（1）Stomge　oondition

　　　　　　　　　　　Cold　storage　place．

　　　　（2）StabiHty

　　　　　　　　　　　The　test　substan㏄was　stable　under　the　storage　oonditions，as　shown　by　the

　　　　　　　五nd血9山at　m　spectm　of　the　test　substan㏄beR）r巳出e　stan　and　aftcr　the　tennination

　　　　　　　of　tho　cultivation　were　idontica1（see　Fig4），

一5『
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2・Acdvatcdsludge

2．1　Sludge㎜pling　sitcs　and　date

（1）Samplhlg　sites

　　　　　On－site　sludge　samplingwas　caπied　out　at　the　fbllowillg101㏄ations　hl　Japan．

Fushikogawa　city　scwage　plant（Sapporo－shi，Hokkaido）

Kash㎞a　hldus面a！sewage　plant（Kash㎞a－gun，R｝amgi）

Nakahama　city㏄wage　plant（Osaka－shi，Osaka）

Oclhai　city　sewage　plant（S1血1ju㎞一㎞，Tokyo）

Kitak面恥ver（lsi血omaki－shi，Miyagi）

Shhla皿o　Rjver（Nish丑【anbam－gun，NHgata）

Yoshino　Rivcrσb㎞sh㎞a－shi，Tokushima）

Lake　Biwa（（⊃tsu・shi，Shiga）

HiroshimaBay（㎞hima－shi，血oshima）

DDok証Bay（Kiねkyushu－shi，Fu㎞oka）

（2）Datc JImc，2000

2．2　　Sludgc　sampH皿g

（1）City　scwage

　　　　　　Retum　sludgo　ffo皿scwagc　plants　wcrc　coll㏄tod．

（2）Rive1s，1ake　and　sea

　　　　　　Su曲㏄water　and　surね㏄soil　which　was　in　contact　w孟th　tko　atmosphcrc　wele

　　coH㏄ted．

23　　Prepara廿on　of　acUvat¢d　sludgc

　　　　　　　Ac廿vatcdsludgcwasprep肛edasfbnowstomI血㎞its皿田omity．
　　　　　　　The飢tmtc（5L）of　thc　supemata皿t　of　tho　activated　sludgc卓2cul廿vated　about飴r3

　　　　months　was　mixed　with　the　mjxed行1trate（5L）of　the　supcmatant　ofa　sludge　ooU㏄ted

　　　　new！y　at　each　location・　The　m奴ed　filtrate（10L）was　aerateざ3a直er　the　pH　value　of　the

　　　　mixture　was　a｛町usted　to7．0土Lα

章2Thcactivatedsludge㎝idvatedthemixed丘1血te（10りofthesupematantofsludgo
　　　coUectcd　at廿1c　ten　loca廿ons．

車3　Pτefiltered　open　a圭rwas　used．

一6一
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2．4　　Cultivation

　　　　　　　　Roughly30minutes　a負er㏄asing　aeration　of　the　sludge　m㎞re，supematant

　　　　cofτesponding　to　about1／30f　the　whole　volume　was　removcd．　D㏄hlorinated　watcr

　　　　was　added　to　the　rema㎞gportion　so　that　the　total　volume　reachcd10L　T姐s　mixture

　　　　was　aeratcd，and　then　a　predctermined　amount　of　synthetic　sewage’4was　added　to　the

　　　　mixture　so　th缶the　con㏄ntration　of　the　synthctic　sewagc　was　O．1wt％in　the　volume　of

　　　　d㏄hlo血atcd　water　addcd．This　pr㏄edure　was　rcpcatcd　on㏄every　day．　Cuk｛vation

　　　　was　ca血ed　out　at25±2℃．

串4　Synthetic　sewago

　　　　　　　Glucose，peptone　and　potassium｛1ihydrogenphosphatc　werc　dissolvcd血

　　　d㏄hlo血ated　watcr　to　obtah150g几of　the　solution　for　each　oomponent．　Thc　pH

　　　of　the　solution　was　a両ustcd　to7．0±LO　with　sodium　hydloxide．

2．5　　Con柱01and　use

　　　　　　　　During　cultivation，thc　appcalan㏄ofthe　supcmatant，sed㎞entation　ofthe　sludge，

　　　　｛brmation　of　fl㏄k，pH，（1issoIved　oxygon　oon㏄皿tration　in　thc　solution　and　tcmpcratulo

　　　　werc　checked　to　maintai皿a　nomユal　state　of　sludgc．　It　was　oonf㎞ed　that　thesc　weτe

　　　　within　the　scopc　of　the　con丘01standard　stipulatcd　in　the“Tcsthlg　Mcthods　for　New

　　　　Chemical　Substan㏄s”．　Microflora　in　the　activated　sludge　was　micIloscopically

　　　　obsorvedandsludgcwithnoabnomalsymptomsisusedfbrthctesし

2．6㎞pectionofactivityanddate・fini価onofuseofacdvatedsludgc

（1）hsp㏄ぜonofacdvity

　　　　　　Activity　ofthe　sludge　was　assessed　using　a　referen㏄substan㏄．

（2）Dateof㎞tiation　ofuse July17，2000

㌧7一
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3．Pe㎡bnnan㏄ofbiodegmdation　test

3．1　Prepamtions　fbr　t㏄t

（1）Mcasurement　ofoon㏄ntra丘on　ofsuspended　solid

　　　　　　Thc　oon㏄ntmtion　ofsuspended　soHd　was　measured　to　detem虹ne　the　amount　of

　　acdvated　sludge　to　add．

Method

Date

Rcsult

血　accord㎞㏄　南征1　Japa皿csc　㎞dus廿ial　S㎜〔㎞ds　（JIS）　K

O102－1998－14．1

August7，2000

Con㏄ntration　ofsuspcnded　solid血the　a（ガvated　sludge　was4500

mg瓜

（2）Pτcpa皿tion　ofbasal　cul机1re　mcdium

　　　　　　Each3mL　of　solutions　A，B，C　and　D，which　arc　prescribcd　hl　JIS　K

　　O102－1998－21，wcro　madeup　to1000mLwith　pu面edwaterσakasugi　Seiya㎞Co、，

　　Ltd．），and　th㎝the　pH　of　this　solution　was　a｛巧ustcd　to7．G．

（3）Re琵ren㏄subs伽㏄

　　　　　　A雌ne（reagent　gradc，Showa　Chcmicds　Ihc．Lot　No．SL・2927G）was　used　as

　　a　rolcrcncc　substan㏄to　oon㎞仕1at廿1e　sludge　is　su笛cie皿廿y　activc．

　　　　　　Tho　pass　level　was　that　the　pcr㏄ntage　biodogradation　of　ani血e　calculated丘om

　　the　BOD　valuc　a血cr7and14days　were40％or　ovemnd65％or　over，resp㏄tively．
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32　　Preparadon　oftest　soludons

　　　　　　　　The｛bnowing　test　solutions　were　prepared　and　culturcd　under　the　oonditions

　　　　descdbed　in3．3．

（1）Additio皿oftest　subs面㏄or　an皿血e

　　（a）Test　solution（water＋test　substan㏄）（n＝1，Vessel　No2）

　　　　　　　　Ih　one　test　vessel，30mg　of　test　subst細㏄was　a㏄urately　weighed　and

　　　　added　to300mL　of　purificd　water，so　that　the　con㏄ntration　of　the　test　substan㏄

　　　　reached100mg！］L

（b）Test　soludon（sludge＋test　substan㏄）（nニ3，Vcssel　No3，4and5）

　　　　　　h　each　test　vessel，30mg　of　test　substaロ㏄was　ac㎝rately　wdghed　and

　　addcd　to　thc　basal　culturc　mcdium［thc　volume　was　lcss　than300mL　by　the

　　volumc　of　acdvated　sludgc（2．00nユL）hoculatcdl　so廿1at廿1e　concenhratio皿of出。

　　test　sub虐t且n㏄rcached100mg瓜

（c）Test　solution（sludgc＋an』m皿e）（Eニ1，VesseL　No，1）

　　　　　　In　one　test　vessel，29、5μL［30．O　mg＝29、5μL　x1．0229／cm3（density）l　of

　　ani1血。　was　added　hlto　thc　basal　cロ1turc　medium　lthc　vo1皿e　was　less　than300

　　mL　by　tho　volume　of　activated　sludge（2．00mレ）in㏄ulated1，so　that　the

　　con㏄且tration　reached100m凶

（d）Test　solution（control　blad【）（n＝1，Vcsscl　No、6）

　　　　　　In　one　tcst　vessel，nothhlg　was　addcd　to　the　basa1㎝lt田le　mcdium［thc

　　volume　was　less　than300mL　by　thc　volume　of　activated　s王udgo（2・00mL）

　　in㏄ulated1．

（2）hocu1adoロof　acdvated　sludgc

　　　　　　The　activated　sludge㎝ltivated　under　the　co皿ditions　described血3was　added

　　to　cach　test　vcsse1，（b），（c）and（d），so　that出e　ooncennra“on　of山e　suspcnded　solid

　　reached30mg刀L

一9一
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3．3　　㎞tnlmcnts　and　conditions　ofcultiva丘on

（1）lnstrumen的forcultivadon

　　　　　　αoscd　system　oxygcn　consumption　mcasuring　apParatus

　　　　　　　　　　　　　（Cbulomcter：　　Ohkura　EI㏄tricα）．，Ltd．）

　　　　　　　　　　　　　（Data　samplcr：　A紬重丁蜘oion　Co、，Ltd．）

　　　　　　Vesse1　　300mL血vo1皿e

　　　　　　Abso伽nt丘）r　cadンDn　dioxide

　　　　　　　　　　　　　Soda㎞cNo・1（fbrabso・phonof⑳ndioxide，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　WakoPure　Chemical　hldusωcs，Ltd．）

（2）Condidons　ofculdva廿on

　　　　　　Cultivation　tcmperature

　　　　　　Culdvation　duration

　　　　　　St㎞g　mothod

（3）Room

25±1℃
28days

Eachtestsolu丘oniss血cdbya皿agnedcstf∬c蔦

禽）pa「a血s㎜m　No．511

3。4　0bserva丘on　and　measurcmcntoftcst　con｛廿dons

（1）Ob6crvation　of　test　solutio皿

　　　　　　The　appcarance　of　the　test　solution　was　observed　periodically　and　oonditions　of

　　the　hlstruments　were　ch㏄ked　propcrly．

（2）Measuromcnt　ofbi㏄hemical　oxygcn　dema皿d（BOD）

　　　　　　Du血g　the　tcst　period，the　changc　h　BOD　of　the　test　solutions　was　measu泥d

byautorecod血gus血gadatasampLcr．
recoldcd　once　a　day．

Cultivation　te皿pemture　was　measured　and
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3．5Analysisoftestsolution
　　　　　　　！賦er血。　tcnτ血ation　ofしhe　cul廿vation，dissolved　organic　cad｝｛）n　and　仕1e　test

　　　　substan㏄in　the　test　so！utions　were　detem血ed．The　pH　of　the　test　solution（water＋

　　　　test　substan㏄）and　the　test　solutions（sludge＋test　substa皿㏄）was　measured．

35．1 Pretlca廿nent　of　tcst　solu丘ons　fbr　analysis

　　　　A且er　the　tclm㎞ation　of山e　cul琶vatio馬廿1e　test　sdution（watcr十test　substan㏄），

thetestso1面ons（sludge＋tcstsubs寝m㏄）andthetostsolution（con比01blank）were

pretrcated　fbr　total　organic　carbonσOC）analysis　and　liquid　chエomatography－mass

s卿ome剛（LGMS）analysis　as　fbHows，

Test　solution300mL

・Takhlg　out10mL（measuhng　pipct）

。Cen噛gation（1000x　g，10ロゴn）

Supematant

Samplc　for　TOC　analysis
・Takillg　out　l　mL

　　（hransfer　pipet）

●Fi11血g　up　to100mL

●丁田dng　out　l　mL

　　（柱ansferpipet）

・Filling　up　to100mL

Sample｛br　LC－MS　analysis

艸11し
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3．5．2Quantita廿veanalysis

（1）Dcte皿血1ation　ofdissolved　organic　c励on

　　　　　　The　samples　fbr　TOC　analysis　wcre　analyzed　under　the　fbnowing　conditions．

　　The　oon㏄ntration　of　thc　dissolved　organic　caエbon　hl　the　tcst　soludons　was

　　calculated　prqx〕rtionally　from　the　peak　arca　of　tho　test　solu廿ons　by　oompahson

　　with　that　of20・0皿gC几stamdaKi　so！ution（sec　Tablc－2）．　Tho　standard　solution　fbr

　　TOCan郎isw器prcp膿dbydissolv血gpo臨㎞hy血ogenphth誕ateinpu面ed
　　water．

　　　　　　Thc　oo皿㏄ntration　ofdissolved　org…mic　c肛bon　correspondillgめthe　m匝mum

　　detemユhlation㎞t　was　regarded　as1．O　mg（ユ

Ana1頸caloonditions

　　　h迅trument

Tcmpcτaturc　of㎞a㏄

Flow　rate

hユjecdon　volume

Sensi廿vity

Total　organic　ca曲皿a咀alyzcr

S㎞adzu　Co咽radon

type　TOG5000A
680℃

150ml／mh1

33μL
Range5
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（2）Detenn圭nation　oftest　substan㏄

　　　　The　samples　fbr　LC－MS　analysis　were　analyzed　under　the　fbllowing

　　conditions．The　con㏄ntration　of　thc　test　substan㏄in　the　sample　for　LGMS

　　analysis　was　proportionally　calculated　by　oompadng　the　total　peak　area（mb【ture　of

　　isomels）on　thc　mass　c㎞omatogram　ofthc　samplo　fbr　LC・MS　analysis　with　that　on

　　the　mass　chromatogram　of10．0μ処standard　solution（sco　Table－3and　F墨g、3）．

　　　　The　lowest　det㏄table　peak　area　of　the　test　substan㏄was　regardcd　as1000

　　considering　the　noise　leve1，which　ooπesponded　to　the　test　substan㏄con㏄ntration

　　of　O．29μg月L

（a）An証ytiα且oondi丘ons

　　　Inst㎜ent　　　　　　　　　　Liquid　chromatogmph－mass　sp㏄trometer

　　　High－perfbrman㏄1iquid　chromato即aph

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Watcrs2690

　　　Masssp㏄跡ometer　　　　WatersZMD
ODndidons　of｝｛PLC

　　　　　Colu皿n　　　　　　　　　　L・column　ODS

　　　　　　　　　　　　　　　　　　15㎜×1、5㎜1．D．s飆飆st㏄1
Column　temp・
Elucnt

F！ow　rate

Samplc　sセe

40℃
A（60％）：A㏄tonitrilc

B（菊％）：5㎜o伽i－n七u融1㎜ni㎝a㏄㈱
0．15mUmi皿

10μL

Condidons　ofMS
Io曲tion　mode

Det㏄tion　modc

Cone　Voltage

Ion　sour㏄temp・

Desolvation　temp．

Gas　f10W　Iate

Monito血g　ion

El㏄丘ospray
Ncgative

47V
120℃

300℃

350L紅
皿！z499

（b）Preparation　of　s蝕〔㎞soludon

　　　　　ne　s㎞dard　solution　to　detennhle　the　concentmtion　of山。　test　substance

　　ill　the　sa皿ple　fbr　LGMS　was　prepared　as　fbnows．

　　　　　100mg　of　test　substan㏄was　a㏄urateLy　weighcd　and　dissolved　hl

　　methanol　to　obtain1000mg／L　solution　of　tho　tcst　substan㏄．「出c1α0μg／L

　　st｛md肛d　solution　was　thcn　preparcd　from雌s　solutio皿by　dilution　with　pufiticd

　　water．

（c）C額bration　curve

　　　　　2．50，5．00and10．0μg1L　s旋mdard　solutions　were　prepared　by　the　same

　　皿ethod　as　descdbed　in（b）．　These　solutions　were　ana1移ed　a㏄ofd血g　to　tho

　　analytical　conditions　dcscτibed　in（a）．　A　cahbration　curvc　was　drawn　based

　　on廿1e　relation　behvcen廿1e　peak　area　on廿1e　chro皿atograms　and　thc　respcctive

　　ooncennrations（soe　Fig、2〉
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3．6　　（〕alculation　ofpercentage　biodegmda〔ion

　　　　　　　Thc　pcτ㏄ntage　biodegradation　wasαd㎝1ated　by　thc　fbllowing　equations　and

　　　　expres㏄d血wholc　numbers、

（1）Per㏄ntago　biodegradation　by　BOD

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BOD－B
Pcr㏄n頓gebiωe即伽・皿（％）一一

ﾏ』x100
BOD

B

TOD5

Bi㏄hemical　oxygen　dcmand　in　the　test　solution

（sludge＋testsubstan㏄）（oxpodmcnta1）（mg）

Bi㏄hemical　oxygcn　domand血the　oontrol　blarよ

（cxpe1㎞cn囲）（皿9）

ThDorctical　oxygon　demand　r閃u㎞d　when　the　test

substan㏄was　oompletely　oxid匠zed（lhDoretica1）（mg）

幸5　The　purity　was　reg肛ded　as100％and　TOD　was　calculated．

（2）Per㏄ntage　biodegradation　by　TOC

Pcr㏄nmgebiωe帥ti・n（％）＝DO ｼ震億 ×　100

DOCs

㎜

　　R｛培idual　anlount　of山e　dissolved　oτganic　ca】rbon　in廿1c　test

　　solution（sludgc＋test　itcm）（cxpehme皿tai）（mgC）

・Rcsidualamountofthcdissolvedorganic曲ninthetcst
　　solution（water＋test　itcm）（cxperimcnta1）（mgC）

（3）Per㏄ntage　biodcgmdationby　LC－MS

Per㏄n惚gcbi・de騨da廿・n（％）＝S sﾅSs
x　100

Ss

Sw

・　　Rcsidual　amou皿t　of出e　test　sub6髄㏄in山e　tcst　solution

　　（sludgo＋test　subs㎞ce）（exper㎞en回）（mg）

・　　Residual　amount　of廿1e　test　substancc　i皿廿1c　test　solution

　　（water＋test　subst｛m㏄）（experimental）（mg）

3．7　Treatment　ofnumcrical　valucs

　　　　　　　Values　wcreπ）unded　offin　a㏄ordan㏄with　JIS　Z8401：19991ulc　B．
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4．VaHdity　oftcst　oonditions

　　　　Por㏄ntage　biodegradations　of　a血e　cak魁ated　by　tho　BOD　valucs　were74％and

85％after7and14days，resp㏄tively．　It　was　conc1uded　that　tMs　test　conditions　wore　valid

（see　Table－1and　Fig．1）．

5．FactoE　po鈴ibly　a飾薇ing　accuracy

No　advcrse　cffヒcts　on　the　reliabmty　ofthis　tcst　wcre　noted．

6．Results

6．1　　ApPea」rances　of　tαst　solut墨ons

　　　　　　　　Appeamn㏄s　of　test　media　hl　cultivation　vcsse！s　were　as　fonows．

Test　solution APP㎝n㏄
pH

Water＋testsubs廿m㏄ Thc　tcst　substan㏄was　dissolved．
6．4

At　the　stan

盾�pltivadon

Sludge＋test　substance The　tost　substan㏄was出ssolvcd．

7．0

V．0

V．0

Water＋testsubstan㏄
㎞1uble　compound　was　not
盾b唐�窒魔�пD

8．2

At　the　termination

盾�p1tivation

Sludge＋test　subslance

111soluble　oompound　was皿ot

盾b唐�led　exccpt　for山e　sludgc．

frowth　ofthc　sludge　was　not

盾b唐�窒魔�пA

7．3

V．3

V．3
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62Analyticresultsoftcstsolutions

　　　　　　Ana1｝心。　results　of　the　test　solution　after28days　were　as　fb且ows．

（Wa町

¥鳳 （Sludge＋tcst　subs㎞ce） Theoreti（別

≠高盾浮獅

Table Fig．
Sub曲㏄

Vessel－2 Vesscl－3 Vesse1－4 Vesseレ5

BOD章6 mg 0 0 0 0．1 13．8 1 1

Residualamounビ6

Of　DOC

mgC 5．2 4．8 5．0 5．0 5．4

％
97 89 93 93

一

2
昌

mg

x

29．3 27．0 29．4 29．5 30Residual　amount　and

垂�仲tntagcτcsidue

盾�狽モ唐煤@substan㏄

@　　（LC－MS） ％
98 90 98 98

一

3 3

　　　幸6　Thc　value　of　control　blank　was　subtracted盒om　tho　values　of　the　test　solutio皿s

　　　　　（sludge＋test　subs面cc）．

63　　Pcl㏄ntage　biodeg田dation

　　　　　Per㏄ntage　biodegradations　a丘cr28days　were　as　f6110ws．

Pel㏄nむagebiodegradation（％）

Vcssel－3 Vcssel－4 Vesse1・5 Average

Table

BOD 0 0 1 0 1

TOC 8 4 4 6 2

LC・MS
8 0 0 3 3

一16・
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7．Remarks

7．1　　hユstruments　uscd　for　test

　　　　　Closed　system　oxyge皿consumption　measu血g　apParatus：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　sce　pagc　ll

　　　　　Total　organic　ca伽n　analyzcr：　　see　page13

　　　　　Liquid　chromato9田ph－mass　spcc虻omctcr：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　s㏄page14

　　　　　Fo面er　transfbml　inf拓rcd　sp㏄trophotometer：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sh血adzu　Co甲｛）mhon

ElectK）nic　analytical　balan㏄：

pH　meter：

Ref誠gemted　centh負1ge：

type　F皿一8200PC

Sartohus　type　BP301S

Sartorius　type　BP210S

Toa　El㏄tronics　Ltd．　typc　HM－50G

Sh㎞adzu　Co甲omtion　typc　CST舶｛）LF

72Reagcn鱈usedfbranalysis
　　　　　Purified　wator：　　　　　　　　　Takasugi　Soiyaku　Co、，Ltd．

　　　　　0．5mo匹Di・n七u呼1a㎜oniuma㏄惚記：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tokyo　Kasoi　Kogyo　Co．，．Ltd．

　　　　　Methanol（HPLCgrade）：　　　Wako　Pure　Chemical　Ihdus頃es，Ltd－

　　　　　A㏄toni回e（HPLCgrade）：　　WakoPure　Chemical　Indus毎es，Ltd一
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Fig．1 Chart　of　BOD
Test　No．　　　21520　　（　Test　substance　　　　　’一　　　〇

ApparatUS　　一一…　　一・一・一…　　甲」・一一・・No．　　　CM－19

CUltivatingconditiOnS：RegUarCOP4itiO嘉
　　Concentration
　　　　Test　substance　　　　　　　　　　　　　　　　　　　IOO（㎎！9）

　　　　Reference　substance（aniline）　・・　100（㎎／9）
　　　　Activated　sludge　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30　（㎎／C）

　　Temperature　　・・・・・・・…　　甲…　　一一・・…　　　25　±　1’C
　　Dur　at　ion　　・一一一一一一・一・・…　　一一・　28days（Aug．7～S　ep．4，
Note：　　　　　　Regular　te8t

）

2000）

B　O　D（mg）Vessel

@no．
Sample　de　scr　iption 7thday 14thday 21stday 28thday

国 Sludge　＋　Ani　l　ine 68．5 80．1 80．8 81．5
回 Water　　　＋　TeSt　SUbStance 0．O 0．O 0．0 O．0

囹 Sludge　＋　Test　substance 2．O 3．3 3．6 4．3

囚 Sludge　＋　Test　substance 2．2 3．4 3．8 4．8

圖 Sludge　＋　Test　substance 2．7 4．O 4．4 5．3

固 Control　　blank　［B］ 1．5 3．2 3．7 5．2

（
曽
）
2
雲
。
0
8
図
嚢
。
霜
。
宕
の
号
。
お

100

80

60

40

20

0

　
一
一
…
一

　
二
二
多

　　　ゲ÷三＿＿＿副－縞r“π4属r・一一一・一・一‘マ毒τ心r～r備？“脱型掴團国画

唖『一二二一一一一一一一一一一一一一一一一一一｛コ
7 　　　　　　　　　14

Cultivation　Time
　　　　　21

（　0～28thday）

28
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