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報　告　書　要　旨

1．　試験の内容

2．　被験物質

コイによる化学物質の濃縮度試験

ジクミルパーオキサイド

（被験物質晦K－596）

3．　試験方法及び条件

3．1試験方法

環保業第5号、
　　　　　　　　　キ
薬発第615副
49基局第392号1

〈魚介類の体内における化学物質の濃縮度

試験〉による。

3．2試験条件

試験濃度

飼育期間

流水量
分析方法

第1濃度区　　10㎎海

第2濃度区　　　／耀厘

8週間

1158豆／日
ガスクロマトグラフー質量分析法

4．　試験結果

濃縮倍率 第1濃度区

第2濃度区
137倍～1470倍
「81倍～　 667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ジクミルパーオキサイド（被験物

質NQK－596）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

1蕪講欝驚おけるイヒ学物質　

3．　試験期間

昭和59年9月28日～昭和60年1月24日
（飼育期間　昭和59年10月／8日～昭和59年12月20日）

4．　被験物質

4．1名　称

　　　＊1
純　度

提供者

ジクミルパ一方キサイド

〈商品名

（被験物質ぬK－596）

99．98％

4，2　構造式，分子式，分子量

構造式 　　　　　CH3　　　Cヨ3

《》一÷一・一・一÷◎

　　　　　CH3　　　CH3

分子式

分子量

C18H2202

270．37



4，3　スペクトル

　　　赤外線吸収スペクトル

　　　ガスクロマトグラフー質量スペクトル

　　　核磁気共鳴スペクトル

（図一12参照）

（図一13参照）

〈図一14参照〉

4．4　物理化学的性状

　　　外　観　　白色微結晶
　　　融　点将　40．6℃

　　　　　　＊1　　　比　重　　　1．084（20／4℃）

　　　溶解性　　水

　　　　　　　　n一ヘキサン

　　　　　　　　ベンゼン

　　　　　　　　テトラヒドロフラン（THF）

　　　　　　　　クロロホルム

　　　　　　　　酢酸エチル

　　　　　　　　アセトン

　　　　　　　　アセトニトリル

O、4㎎、！2（GC咽Sによる）

惚／2以上

嬉厘以上

13Z乏以上

19厘以上

19辺以上

19危以上

徳屋以上

分配係数（n一オクタノール／水）

　　log　Pow　＝　5．50 （OECD法による）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊2
4，5　ヒメダカに対する48時間LC50値
　　　　　4．2㎎厘　　　（図一「参照）

＊1　被験物質提供者提示資料による。

＊2　JLS　K　OIO2に定める工場排水試験法「魚類による急性毒試験」に準じ、

　　HCO－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、た試験液により得られた値
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5．　供試魚

　
　
つ
つ
う
Q
3

　
　
ホ
　
ぷ
　

ホ

　
　
　
重
長
量

　
　
号
　
　
含

称
先
番
体
体
質
浴

　
手
ト
均
均
脂

　
　
ッ
　
　
均

名
入
口
平
平
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薬

順　　化

コイ（Gypplnuscar・piO）
熊本県八代市北村養魚場

TFC　840903
　　22．4　3
　　　9．2　σ旧

　　　4．6　％
止水状態にてO，OO脇水産用テラマイシン散水溶液にて24時
間薬浴を行った。

25℃x14日間
招　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

飼育水槽　　　100』容ガラス製水槽

流水量　　1158コ／日
　　　　　　　（原液：希釈水　一　4彪／分：800漉／分〉
飼育密度　　　25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　：　5．9～7，3㎎厘（図一10参照）
　　第2濃度区　：　5．8～7．4㎎／£（図一11参照〉

　　　　　　　　　（飯島精密工業製　DOメーター）

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。
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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　：　10碍厘

　　第2濃度区　：　　1碍厘

7．2　原液調製法

　被験物質と10倍量のHCO－40をアセトンに溶解、アセトンを留去後
脱塩水に溶解して1000㎎／2の分散液を調製した。

これを脱塩水で希釈して

　第1濃度区　：　2　　㎎厘

　第2濃度区　：　0．2㎎題
の各原液25』を調製した。なお、各原液は飼育期間中、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コ．1　試験水分析

　第／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ー質量分析（GC－MS）法により被験物質を

定量分析した。試験水分析は、両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、採水後ただちに分析操作を行
った。

一　4　一



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ー質量分析（GC－MS〉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、1，2，4，6

及び8週目の計5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。

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　：　　／00漉

　　　　　第2濃度区　：　／000磁
を採水し・次頁のフローシートに従って前処理操作を行った．なお、前処

理操作中の試料の分取比は1とし、5認に定容してGC－MS試料とした。

瓦
。
）



フ日一シート

試験水分析試料

1　　　　　　　　第1濃度区　第2濃度区
←脱塩水　　　　　　　　　　100麗　　　一1
←塩化ナトリウム　　　　　　　　　　603　　　3009
1←クロロホルム　　　　　　　　　100漉、
　　　　　　　　　　　｝X2回
　・振とう

幽幽
クロロホルム層i

　　　　・脱水ろ過

　　　，・乾固

　　　　・定容　5寵（n一ヘキサン）

i　GC－MS試料！
、
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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。なお、前処理操作中の試料の分取比は1とし、5祀に定容して

GC－MS試料とした。

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

・ホモジナイズ

・洗浄

・吸引ろ過

100超

塵 アセトニトリル抽出液
←脱塩水　　400認

←塩化ナトリウム　4091

商

←n一ヘキサン
・振とう

100麗
　　｝×2回

層

・脱水ろ過

・濃縮

　　　　　　　　　　　＊4・カラムクロマトグラフ法

　　　　　（詳細は次頁記述）

溶出画分
　　　・乾固

　　　・定容 5認（n一ヘキサン〉

GC－MS試料

魚体中の被験物質濃度が回収試験時より著しく高い場合、

最終定容液を適宜希釈する。

一　7　一



級　力ラムクロマトグラフの条件

　　　クロマト管　　20㎜φ，ガラス製

　　　充てん剤　　5％含水シリカゲル　　　10暮（和光純薬社製）

　　　　　　　　　　（n一ヘキサンで充てん〉

　　　分画法　第1画分　：　n一ヘキサン　　　　　　　　　　　50雌

　　　　　　第2画分　：　ベンゼン／n一ヘキサン（1／9VIV）　　50薦

　　　　　　第3画分　：　ベンゼン／n一ヘキサン（2／8VIV）　　50慮

　　　　　　　被験物質は第3画分に溶出する。

一　8　一



8，3　分析試料の定量

8・2の前処理を行って得られたGC－MS試料は、次の条件によりかスクロ

マトグラフー質量分析（GC－MS〉法により定量を行った。被験物質濃度

護・・房善z；碁誉厳こ∋謬灘2裏あ㌘灘智璽強

及び図一8，9，表一8，9参照）

［定量条件］

装 置 ガスクロマトグラフー質量分析計

　　　　　　日本電子製　型JHS－DX300

GC条件
カ　　ラ　　ム

　　　液　　相

　　　固定相

キャリアガス
　　　流　　量

カラム温度
試料導入部温度

0．5瀧×2㎜φ，ガラス製

i．5％　シリコンDC　QF－1

クロモソルブW（HP〉
ヘリウム

40認／分

120℃
！80℃

質量分析計条件

度
圧
圧
度
Z

温
電
温
剛

結
電
源
定

一
ン
　
ン

レ
　
速

マ
オ
　
オ

ノ
セ
イ
加
イ
測

180℃
　70e　V

　　3kV
200℃
！コ9

＊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。

　　　　すなわち被験物質0．13を精秤し、n一ヘキサンに溶解して

　　　1000姶敏の標準溶液とし、さらにこれをn一ヘキサンで希釈して
　　　O．2娼観の標準溶液を調製した。
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8．4　定量性の確認

8・3の標準溶液謂製法と同様にしてO．1㎎罐，0．2㎎漉及びO．3μ3勉

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－MSに注入し、

得られたそれぞれのマスフラグメン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

6．0雌／』）とした。　（図一4参照）

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

に準じて添加回収試験を行った。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、添加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。添加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マスフラグメントグラム上、被験物質ピー

ク位置にはピークは認められず、そこで回収率は添加回収試験で得られた2

点の値の平均値とした（図一5、7，雍一3，7参照〉。　各分析操作にお

ける回収率は次のとおりであり、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。

［各分析操作における回収率］

試験水分析（被験物質1熔添加〉

　第「濃度区　：　88．9％

　第2濃度区　：　92．1％

供試魚分析（被験物質1．5μ3添加）

　　　　　　　　　92．6％
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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

　　　　　＆3の定量条件において検出限界となる披験物質濃度（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　：　0．34　耀／皿

　　　　　第2濃度区　：　0．033㎎／翌
　　　　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、供試魚串の被験物質検出限界濃度は魚

　　　　体重を309としたとき1．1㎎／9と算出される。
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9．

10．

　10．1

濃縮倍率の算出

　濃縮倍率（BCF）は、次式により算出した。

　　　　　　　　　　　　Cfn　－　Cfb　　　　　B　C　F　＝
　　　　　　　　　　　　　　Cwn

　　　　　crn　：　n週目に採取した供試魚分析試料中の被験物質濃度

　　　　　　　　　　（耀／9〉

　　　　　Cwn　：　n週目まで行った試験水分析による実測濃度の平均値

　　　　　　　　　　（平均水槽濃度）（㎎／2）

　　　　　Cfb　：　空試験における魚体中の被験物質濃度（熔厚）

　　　なお、8，6．4で求めた供試魚中の被験物質の検出限界を濃縮倍率で表わ

　　すと次のようになる。

　　　　　　第1濃度区　：　0．2倍

　　　　　　第2濃度区　：　1．8倍

試験結果

　試験水槽中の被験物質濃度

　　試験水槽中の被験物質濃度を表一／に示す。

表一1　　試験水中の被験物質濃度（実測値）　（単位：帽／2）

　　　　，

第1濃度区

第2濃度区

1 W

4、08

O，478

2 4W W

3，93

O．474

5，04

0，535

6
W　8 W　付　表

5』59

0．584

ラ

』，81　批4

1・、6一一51
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冊．2　濃縮倍率

濃縮倍率を表一2に示す。

表一2 濃縮倍率

1　W 2　W 4　W 6　W 8　W 　　！t表附図…
i
i
庸
1
濃
度
区
I
i
l
l

137

S68

654

V20

1470

P440

501

R28

711

V03

　　…　　ヨ表一81図一8

@　…

陪2濃度区
364

P81

520

S04

667

U09

407

T05

337

S38

　
　
i
　
　
l
表
一
9
1
図
一
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　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

！37倍～1470倍、第2濃度区において181倍～667倍であった。
　なお、供試魚は外観観察の結果、一異状は認められなかった。

11．　備　　考

水槽濃度の低下について

　試験開始初期において、第コ、第2濃度区ともに水槽濃度が設定値の5

割以下と著しい低下がみられた。そこで、各流路系での濃度チェックを行

ったところ、水槽中において濃度低下が起きていることがわかった。また、

供試魚を入れない水槽でのランニング試験を行った結果、設定の9割程度

の水槽濃度が得られた。

さらに・試験の進行とともに水槽濃度は上昇し、第1、第2濃度区ともに
7割程度まで上昇した。

以上の結果より、水槽濃度の主たる低下の原因は、多数の供試魚の共存に

よる影響（供試魚、排泄物への吸着等〉と考えられる。
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参考データ

魚体部位別試験

　8週間目の供試魚を2尾ずつ、頭部、外皮、（頭部を除く皮、うろこ、ひ

れ・消化管・えら）・内臓（消化管以外の臓器）、可食部（上記の部分を除

いた残部）に大別し、各重量を測った後分析を行った。分析方法は本試験の

分析法に準ずる。

部位別試験結果

！　ll　l 被験物質濃度

@（嬉／9）
濃縮倍率 付　　表、i

T
F

ヨ　　　ド

i！可食部
i第1

部一
頭

－
濃

1，46
　　　（1、96
2．45 1

1
5
2
2
43．17

　　　（6，40
曾，62

a
U
几
V

4
ご
Q

E
U
（
b

　
1

叩
！
「
夙
↑
、
陣
－

濃
度
区

i劇外皮
焔諱I

1
．
g
o
　
　
（
2
，
5
5
）
3
．
2
0

327

T51

衣　　　1　！

　！
P　胸臓i　1

2
．
9
5
　
　
（
5
．
2
4
）
了
．
5
3

508

x300

i　l
c第四飾

O，121　　（O．コ55）O，189 202

R15
i21一　一頭　部

O，318　　‘｛｝iq1、 528

0，663
o．49わ

”oo

表一1／

皮
O，140
　　　〈O，π5）
O，209

232

347

［
∠

一一　一
⊥
表

臓
O，183
　　　（む，3G3〉
0，422 4

1
0
0

3
7
．（ ）内の数字は平均値を表わす。



排泄性試験

　8週間の試験終了後、正常水（被験物質及び分散剤を含まない水〉による

排泄性試験を行った。　（試験水槽100』、流水量800認／分）

　8週間目の供試魚中の被験物質濃度の平均（2尾）を「00として1，3，
7日目の供試魚中の被験物質の残留率を算出した。

排泄性試験結果
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