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　　　　　　　　　　　　試験実施概要

表　　　題

　アニリンの藻類（5ε1ε襯5鰍〃2印ρ擁corημ珈）に対する生長阻害試験

試験目的
アニリンについて、藻類IS伽s鋤伽　徽耀）に対する生長阻害試験を

行い・50％生長阻害濃度（EC50）及び無影響濃度（NOEC）を求める』

試験方法
　本試験は、OECD化学品テストガイドラインNo．201「藻類生長阻害試験」

（1984年）に準拠して実施した。

適用G　LP
本試験は契約書別添2r生態影響試験実施。ピ関する基準」（平成7年9月

26日）に準拠した。
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要　　旨

試験委託者

環境庁

表　　　題

　アニリンの藻類（Sε1εηα5fr吻2c4ρrjcorημ地形）に対する生長阻害試験

試験番号
91751

試験方法
　本試験は、OECD化学品テストガイドラインNo201「藻類生長阻害試験」（1984年）

に準拠して実施した。
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被験物質：　アニリン

試験生物：　S81ε澱3がμ海。4prfcorπ雄μ規（ATCC22662）

初期細胞濃度：　1×104cens／mL

暴露期間：　72時間

培養方式：　振とう培養（100rpm）

試験濃度：　300、100、33．3、1L1、3．70mg／L（公比：3．0）及び対照区

連　　数：　1試験区に付き3連

試験液量：　1容器（1連）に付き100mL

試験水温：　23±2℃

照　　明：　4，8001ux（連続照明）

試験液中の被験物質の分析：　高速液体クロマトグラフィー（HPLC）

　　　　　　　　　　　　　　（暴露開始時、暴露終了時）

結　　　果

　1）　生長曲線下の面積の比較による生長阻害濃度

　　　　　EbC50（0－72h）＝40．8mg／L（95％信頼限界：18．4～gO、1mgル）

　　　　　無影響濃度（NOEC）＝11．1mg／L

　2）　生長速度の比較による生長阻害濃度

　　　　　耳C50（24－48h）＝・63．OmgバL（95％信頼限界：26．0～153mg伍）

　　　　　無影響濃度（NOEC）＝11．1mg／L

　　　　　旦C50（24・72h）＝66．8mg／L（95％信頼限界：34．9～782mg／L）

　　　　　無影響濃度（NOEC）＝11．1mg／L

　　　　　　　　　　　　　（上記濃度は、全て設定値に基づく値）
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　　　本報告書においてアニリンは、次の名称及び品質等を有するものとする。

　　被験物質に関する情報については供給者提供の添付資料等によった。

　　　　　　　　　　（CAS番号　62・53・3）

　　　　　　　　　　C晦

　　　分　子　式：　（≧H7N

　　　分子量：93．13
　　　外　　　観：　ごくうすい黄色澄明の液体醐

　　　安　定　性：　不明

　　　1一オクタノール／水分配係数（10gP）：　10g　Kow＝0．9d糾

　　　pKa　　：PKb9．30桝
　　　水への溶解度：　3．4ml／100mL（20℃）掲

　　　蒸気圧：03㎜Hg（20℃）雌
　　　純度及び不純物：　含量　100．0％書1

　　　　　　　　　　　水分　0．03％響1

　　　　　　　　　　　不揮発物　0．01％以下’1

　　　　　　　　　　　ニトロベンゼン■0．003％以下寺1

　　　ロット番号：　LEG5649

　　　供　給　者：

　　　供給量：500mL
　　　入手日：1996年12月25日

　2）　構　造　式：

1　被験物質

1．1名称、構造式及び物理化学的性状

　1）　名　　称：　アニリン

　3）

　4）

　5）

　6）

　7）

　8）

　9）

10）

11）

12）

13）

14）

15）

情　報

＃1：

＃2：

＃3：

＃4：

源

供給者提供の添付資料

　　　　　　　　　こK肛el　Verschueren，　Handbook　of　Env丘Dnmental　Data　on　Org血。　Chemicals”

2nd　王立土，Van　N（柚d　Re飼ユ01d，　1983．

化学大事典編集委員会編r化学大事典」（共立出版）1960．

HazardGus　Substan㏄s　Data　Bank（HSDB），US、National　Library　ofMedicine

（1995）、
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1．2被験物質の確認及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。

　　　入手した被験物質について赤外吸収スペクトルを測定し、被験物質の特性と

　　矛盾が認められないことを確認した。暴露終了後にも同様にスペクトルを測定

　　し、暴露開始前に測定したスペクトルと比較した結果、スペクトルに変化は

　　無かったことより被験物質は当研究所の冷蔵庫に保管中は安定であったと判断

　　された。

2　試験生物
　　　試験には、単細胞緑藻類である5ε1εηα5伽“1c4ρr∫corη徽耀を用いた。

　　　本種は、American　Type　Culture　Collection（12301parklawn　Dhve　Rockville，

　　Maryland．20852－1776U．SAゆより入手したATCC22662株を、当研究所において

　　無菌的に継代培養しているものである。基準物質（重クロム酸カリウム、試薬

　　特級、和光純薬工業株式会社）の72時間EbC50は、0．358mg∠しであった。

前　培　養

　試験に供する藻類は試験条件と同じ条件で暴露開始前に3日間培養したものを

使用した。

3．　試験方法

3．1試験条件
　1）　培養方式：　振とう培養（100rpm）

　2）　暴露期間：　72時間

　3）　連　数：1試験区に付き3連

　4）　初期細胞濃度：　1×104cells／mL

　5）　試験液量：

　6）　試験水温：

　7）煎　　明：

　8）　pH　　　：

1容器（1連）に付き100mL

23土2℃

4，8001ux（連続照明）

暴露期間中、pHの調整は行わなかった。

3．2培　　　地

　　　前培養及び試験ともにOECD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。

［Table－1（p．9）］
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3．3試験容器、藻類培養試験装置及び機器

　1）　試験容器：　500mL容ガラス製三角フラスコ（通気性のシリコ栓付）

　2）　藻類培養試験装置：　連続照明及び一定の照度を保てる設備を持った恒温室内

　　　　　　　　　　　　に設置された連続振とう培養機を用いた。

の
の
の
の
の

光学顕微鏡：

pH計　　　：

コールターカウンター　：

電　解　液：

温　度　計：

システム顕微鏡BHS（オリンパス光学工業）

ガラス電極式水素イオン濃度計HM－14P（東亜電波工業）

コールターカウンターZI型（コールター）一

アイソトンH（コールター）

測温抵抗体PT100オーム（培養装置設備）

3．4試験濃度の設定

　　　本試験に先立って行った予備試験の結果では300mg／しで100％生長阻害、5．00

　　mg／しで0％生長阻害と考えられたので、試験濃度は300mg／Lを最高濃度として

　　公比3．0で5濃度区（300・100、333・11．1及び3．70mg／L）を設定した。対照には

　　培地のみの対照区を設けた。

3．5試験液の調製

　　　必要量の被験物質を培地に溶解させ1，000mg／しの試験原液を調製し、これを

　　0．45μmメンブランフィルターで濾過滅菌した1試験液は、各濃度区毎に必要量

　　の試験原液と培地を混合して調製した。．

3．6試験液の分析

　　　暴露開始時には試験液分析用及び水質測定用にあらかじめ別途調製した試験

　　容器（試験液）から一部を採取しHPLCにより分析した。暴露終了時には各試験区

　　の3容器の中層より試験液を等量採取して混合した後、遠心分離（3，000rpmで

　　10分間）をして、藻体を除去し、その上澄液を分析に供した。試験液の分析に

　　際しては、標準溶液（濃壌5。00mg∠L）の測定を行い、そのピーク面積比から定量

　　した。詳細は付属資料一1に示した？

一4一



Test　No．91751

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1×104㏄11s／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。

　　　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及び72時間に

　　細胞濃度を測定した。細胞濃度の測定は各試験容器より試験液を少量採取し、

　　電解液（アイソトン恥で適宜希釈後、コールターカウンターにより計測した。

　　　暴露開始時のpHは水質測定用にあらかじめ別途調製した試験容器（試験液）に

　　ついて測定し各試験区のpHとし、暴露終了時には各試験区の3連のうち1本を

　　測定した。暴露期間中、培養装置内の温度、照度を1日1回測定した。

3．8数値の取扱い

　　　数値の丸め方は、JISZ82021985参考3規則Bによった。

4　結果の算出

　　　得られたデータを基に以下の3項目の結果を算出した。なお、暴露開始時の

　　被験物質の測定濃度が設定値の±20％以内であったので、結果の算出には設定

　　濃度を用いた。

4．1藻類生長曲線

　　　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藻類生長阻害濃度の算出

　　　次に下記の方法で生長阻害濃度を算出した。

　1）　生長曲線下の面積の比較による生長阻害濃度（EbC50）

　　　　生長曲線下の面積は次の式により算出した。

オー L×ら＋鑑＋㌻2妬×（ら一ら）＋…＋輪＋善一2端x（怖）

　ここで、

オ　：生長曲線下の面積

ノ〉o：暴露開始時の設定細胞濃度（cells／mL）

N、：ご1時の実測細胞濃度（cells／mL）

2〉．：∫。時の実測細胞濃度（cells／mL）

f：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間
　

ご：暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間
〃
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　生長曲線下の面積より各濃度区における生長の陀害百分率（IA）を次の式により

算出した。

　　」4一ノi
1一隅　C　　f×100
　　　／4c

ここで、

孟：対照区の生長曲線下の面積
ご

オ：各濃度区における生長曲線下の面積
∫

2）　生長速度の比較による生長阻害濃度（E，C50）

　　　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α）を次の

　　式より算出した。

　　　　1nハ「月一㎞ハ「1

　　μ＝
　　　　　’　一f　　　　　　π　　　1

　ここで、

　2〉、：’・時の実測細胞濃度（cens／mL）

　鑑：ら時の実測細胞濃度（cells／mL）

　∫1：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　’．：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（1．）を次の式

により算出した。

1＝μc一μ’×100
餌

　　　μc

ここで、

μ。：対照区の平均生長速度

μ，：各濃度区における平均生長速度

4．350％生長阻害濃度（EC50）の算出

　　　42で算出した面積法及び速度法による藻類生長阻害率（1、値及び1．値）を片対数

　　紙にプロットし回帰直線（最小二乗法）と阻害率50％との交点からEbC50（0－72）、

　　E，C50（24－48）・E，C50（24－72）及び可能な限りその95％信頼限界を算出した。
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4、4無影響濃度（NOEC）の算出

　　　各試験容器毎の生長曲線下面積及び生長速度について、一元配置分散分析、

　　Kruskal・Wanisの順位和検定、Dumettの多重比較法及びノンパラメトリックの

　　多重比較法（Dunne悦）により有意差の検定を行い、対照区と比較して有意差

　　（5％水準）が認められない最高試験濃度を無影響濃度（NOEC）とした。

5　結果及び考察

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

　　　該当する要因はなかった。

5．2試験液中の被験物質濃度

　　　暴露開始時及び暴露終了時（暴露開始後72時間）に試験液中の被験物質濃度を

　　測定した。被験物質の測定濃度の設定値に対する割合は、暴露開始時で92．0～

　　100％、暴露終了時で87．0～9L1％であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2（p．10），付属資料一1］

5．3藻類生長曲線

　　　対照区における細胞濃度は暴露終了時までに約110倍に増殖した。これは

　　本試験条件下で正常に生長したことを示す。各濃度区の生長は対照区と比較し

　　て以下のとおりであった。300mg／L区では暴露開始後24時間から顕著な阻害が

　　みられ・暴露終了時まで生長は詰められなかった。100mg／L区及び33．3mg／L区

　　でも阻害がみられ、生長量も少なかった。11．1mg几区では暴露開始後48時間

　　までは対照区とほぼ同じ生長を示したが、暴露終了時において僅かに阻害が

　　認められた。3．70mg／L区では対照区とほぼ同じ生長を示した。

　　　　　　　　　）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table3（p．11），Figure1（p．17）］

5．450％生長阻害濃度（EC50）及び無影響濃度（NOEC）

　1）　生長曲線下面積の比較による生長阻害濃度

　　　　アニリンの設定濃度に基づくEbC50（0－72h）は40．8mg／しであり、その95％信頼

　　　限界は18．4mg／L～90．1mg／しであった。対照区と比較して有意差が認められ

　　　ない最高試験濃度〔無影響濃度（NOEC）〕は11．1mg／L（設定濃度）であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4，5（p．12，13），Figure2（p．18）］
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2）　生長速度の比較による生長阻害濃度

　　　アニリンの設定濃度に基づくE，C50（24－48h）、E，C50（24－72h）は、それぞれ

　　63・Omg／L・66・8mg／しであり・それらの95％信頼限界は26．O　mg／L～153mg／L、

　　34．g　mg几～782mg伍で遡った。対照区と比較して有意差が認められない最高

　　試験濃度〔無影響濃度（NOEC）〕は、NOEC（速度法24・48）では333mg／L（設定

　　濃度）・NOEC（速度法24－72）では11．1mg／L（設定濃度）であった。しかしながら

　　33．3mg几区での生長速度（24－48）での平均阻害率（26．9％）は生長速度（24－72）での

　　平均阻害率（233％）よりも大きいことより、NOEC（速度法24－48）は11．1mg／しと

　　するのが妥当と考えられる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4，5（Pユ2，13），Figure3（P．18）］

55　温度、pH及び照度

　　　暴露期間中の藻類培養装置内の温度は22．3～23．7℃であった。試験液のpHは

　　暴露開始時が8．0～8．1であり、暴露終了時が8．1～10．6であった。暴露期間中の

　　藻類培養装置内の照度は48001uxであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table6，7，8（P．14～16）］

5．6試験液の状態

　　　調製時の試験液は全濃度区とも無色透明であった。暴露終了時では300mg几

　　区及び100mg／L区で薄黄色を呈し、それ以外の濃度区では細胞増殖のため緑色

　　を呈していた。

以　上
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Table1． OECD　me（lium

Nutrient　salts Concentration（mg伍）

H3BO3

MnC12’4H20

ZnC12

FeC13●6H20

Na2EDTA’2H20

CoC12’6H20

Na2MoO4’2H20

CuC12噛2H20

CaC12’2H20

NH4Cl

KH2PO4

NaHCO3

MgC12。6H20

MgSO4’7H20

0．185

0．415

0．003

　0．08

　0．1

0．0015

0．007

0．00001

　18

　15

　1．6

　50

　　12

　　15
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Table2．　Concentrations　of　aniline　hl　grow出h止ibition　test

　　　　　　　　usingSεZεπα伽御柳r∫c・r泌瑚understaticconditions

　　Nominal

COnCen匂rat10n

Measuredconcentration（m凶）
　　　　　Percent　ofnomina1

m 0．houra） 72．hourb） MeanC）

Control n．d． n．d． n．d．

3．70 　　　　　3．41

．．．．92⊇：～1．

　　　　　10．2

　　　　　（92，0）

3．22

．1§Z・o）

3．三i

（89．6）

11．1

33．3
5…：ヲ一口ー

（98．3）

9．66

．．1§z・Ω．．

100 　　100

．．（王go）

30．3

．．12王・Ω．

90．2

．玉go二盆1．

265

（885）

9．5三’”

．（89歪）．

31．5

．12丑・§）

95．1

（95．1）

300 292

（975）

”” ﾜヲ9

（92。9）

n．d．：く0．200mgL

a）initial

b）final

c）The　values　are　expressed　as　t㎞e－weighted　means　calculated

　　by　the£0110wing　equation：

　　（C・一C72）／（1nCo－h1Cラ2）

where

　　Co：the　measured　concentration　at　O－hour

　　C72：the　measured　concentration　at72－hour

　　lnCo：thenaturallogant㎞ofCo

　　lnC72：thenaturallogari㎞ofC72
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Table3． Cell　density　of　SεZεπα5πμ灘【：叩r∫corημ如η2dudng72－hour　exposuτe

to　aniline

　　Nominal

COnCentratiOn

　　（mg但）

　　　　　　　　　　　　　　　
Celldensity（×10cells／mL）

No． 0－hour 24－houτ 48－hour 72－hour

Contro1

－
∩
∠
つ
」

’罵曜”
　　S．D．

1．0

1．0

⊥：Ω．．．

0
0
1
0

5．6

6．4

6：皇．．．

噌
⊥
4

く
U
O

26．6

29．3

．．釜Ω二2＿一．

月
！
n
ソ

Q
u
司
⊥

2

101．9

117．9
．1．Ω∈：2．．

108．3

　　8．5

3．70

　　　1

　　　2

　　　呈

’既ra喜ε’

　　S．D．

1．0

1．0

．．工：Ω．．一

0
0
1
0

7．0

6．8

藷・蛋．

4
Ω
U
6
0

28．4

32．4

．．2魚．．…

0
∩
∠

ハ
ソ
3

2

117．5

109．6

．1．1蛋：．z．．

114．3

　　4．2

11．1

」
⊥
∩
∠
つ
」

”難還ε層

　　S．D．

1．0

1．0

．1：．Ω．．

0
0

イ
⊥
0

6．7

6．5

豆：在…

5
《
∠6
0

27．6

25．6

．2エ．・亜．．

n
ソ
曽
⊥

6
『
⊥

2

97．1

86．1

．．22：．§．．

0
5

（
∠
5

9

33．3

　　　　1

　　　　2

＿1＿．…皇1．‘．＿．．．

Average
　　　S．D．

　　　　　　　1．0

　　　　　　　1．0

．．．．．．＿．．．，一1．．．．．工：9．．．．．．．．

0
0

刊
⊥
0

6．1

6．3

．．藷・z．．．．．．

弓
’
9
5
0

15．2

18．3

．12＝歪．．

6
ハ
∠

門
ノ
【
∠

1

46．4

45．8

．．．豆条・．在．．

n
ソ
0

『
⊥
0

5
イ
⊥

100
－
∩
∠
3

”馬蝿ε一

　　S．D．

1．0

1．0

．．二：．Ω．

0
0

『
⊥
0

3．1

3．7

．書．・睾．．

4
3
3
0

6．6

7．7

．．．z＝Ω．．．．．

｛
⊥
6
7
0

11．1

11．6

．．11：．Ω．

3
3

イ
⊥
0

1

300
－
∩
∠
3
’K轍9εI

　　S．D．

1．0

1．0

．．⊥：Ω…

0
0
1
0

2．3

2．3

．、≧：§…

3
0

∩
∠
0

2．3

2．4

．．2二1．．

3
ま
⊥

（
∠
0

2．9

2．7

．．2・．重．．

ワ
‘
イ
⊥

《
∠
0
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Table4． α・舳闘biti・n・f5εZ8ηα5ケμ鷹。卿。・rπμ珈du血g72－h・urexp・sure

to　aniline

　　Nominal

Concentration

　　　（mg／L）

A、rea　　　h血bition　　　Rate　　　圃bidon

×104　　　　％　　　　　　　　　　　％

Rate Inhibition

　　　％

No．

Contro1
イ
⊥
《
∠
3

A（0－72h）IA（0－72h）μ（24－48hIm（2448hμ（24－72h）lm（24－72h）

1940

2210
2070

0．0648

0．0636

0．0653

0．0604

0．0608

0．0586

Avera　e　　2070 0．0646 0．0599

3．70

－
《
∠
3

2200
2200
2090

一6．08

－5．95

－0．539

0．0586

0．0648

0．0650

9．27

－0．342

－0．717

0．0588

0．0578

0．0636

1．80

3．60

－6．09

Avera　e　　2160 一4．19 0．0628 2．74 0．0601 一〇．230

11．1
イ
⊥
n
∠
3

1930

1740

1870

6．98

15．9

9．97

0．0587

0．0573

0．0608

9．14

11．3

5．76

0．0556

0．0539

0．0556

7．27

10．0

7．14

Avera　e　　1850 11．0 0．0589 8．72 0．0550 8．15

33．3
イ
⊥
∩
∠
3

1010
1080

1280

51．4

47．9

38．3

0．0381

0．0445

0．0590

40，9

31．1

8．56

0．0423

0．0413

0．0542

29．4

31．0

9．59

Avera　e　　1120 45．9 0．0472 26．9 0．0459 23．3

100
ブ
⊥
∩
∠
3

306

353

319

85．2

83．0

84．6

0．0311

0．0303

0．0307

51．8

53．1

52．5

0．0265

0．0239

0．0249

55．8

60．2

58．5

Avera　e 326 84．3 0．0307 52．5 0．0251 58．1

300
4
⊥
へ
∠
3

84．2

85．4

78．1

95．9

95．9

96．2

一〇．00127

0．000305

－0．00311

102

99．5

105

0．00426

0．00320

0．00222

92．9

94．7

96．3

Avera　e　　82．5 96．0 一〇．00136 102 0．00323 94．6

一12一



Test　No．91751

Table5・　Calculated　EC50a皿d　NOEC　of　a皿ilhle血SεZεπα訂π‘〃！c叩r∫corημ砿耀

　　Based　on　IA　value

aniline

m

　　95－Percent

confi（lence　limits

　　　m

EbC50（0－72h） 40．8 18．4 90．1

NOECb（0－72h） 11．1

Based　on　Im　value

aniline

m

　　95－Percent

confidencel㎞its

　　　m

ErC50（24－48h） 63．0 26．0 153

NOECr（24－48h） 11．1

ErC50（24－72h） 66．8 34．9 78．2

NOECr（24－72h） 11．1
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Table6． Temperature　in　the　in㎝bation　chamber　du血g72－hour　exposure　to

I血1ine

Exposuretime

　　　　hour

Temperatuτe
　　　　。C

0 22．5

24 22．3

48 23．7

72 23．6

Avera　e 23．0
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Table7．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Test　No．91751

pHvaluesoftestsolu廿onsatO－hourand72－houτexposuretoa皿ine

　　Nominal

COnCentrat10n

　　（mg／L）

H
0－hour 72－hour

Contro1 8．0 10．6

3，70 8．0 10．5

11．1 8．0 8．9

33．3 8．1 8．6

100 8．1 8．2

300 8．1 8．1
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Table8． U帥tintensityin血eincubati・nch㎝berdu血972－h・urexp・s町e
to　aniline

Exposure　ti皿e

　　　　hour

Light血tensity

　　　　lux

0
2
4
4
8
7
2

4，800

4，800

4，800

4，800

Avera　e 4800
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付属資料一1

試験液の分析方法及び分析チャート

　　　　　　（全10頁）
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試　　験　　名

被験物質物質名　．

藻類生長阻害試験

アニリン

1）　試験液の分析方法

　（1）試験液の前処理操作

　　　　混合した溶液はそのまま若しくは脱塩素水道水で希釈して、以下のフロー

　　　スキームに従い高速液体クロマトグラフィー（HPLC）によって分析した。

フロースキーム

試験液分析試料

H　P　L　C試料

　HPLC試料中の被験物質濃度は、クロマトグラム上の被験物質のピーク

面積を濃度既知の標準溶液のピーク面積と比較し、比例計算して求めた。

（2）被験物質溶液の調製

　　　被験物質100mgを正確にはかりとり、アセトニトリルに溶解して

　　1，000mg／しの被験物質溶液を調製した。これをアセトニトリルで希釈して100

　　mg几の被験物質溶液を調製した。

（3）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

　　して行った・100mg／しの被験物質溶液を脱塩素水道水で希釈して5．00mg／L

　　の標準溶液とした。
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3）　検量線の作成

　　　（3）の標準溶液の調製と同様にして0．20、1．00及び5．00mg∠しの標準溶液を調製

　　した。また、1，000mg／しの被験物質溶液より25．Omg／しの標準溶液を調製した。

　　これらを分析機器の定量条件に従って分析し、得られたそれぞれのクロマト

　　グラム上のピーク面積と濃度により、検量線を作成した。
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