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反映していることを，下記の査察および監査実施により確認した。

記

実　施　事　項

試験計画書監査

試験の査察

最終報告書監査

試験液の調製

魚の投入

魚の観察

実　施　日

2003年

2003年

2003年

2003年

2003年

2003年

6月16日

8月19日

8月19日

8月22日

9月30目

9月30目

　運営管理者および

試験責任者への報告日

2003年

2003年

2003年

2003年

2003年

6月16日

8月19日

8月19日

8月22日

9月30日
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8、　試　験　責　任者

生態科学研究部

（2003年　9月　1日付，

（分析実施）

（試験実嵐報告書騨

グループ再編により名称変更）

9．　試　験　担　当　者 （2003年　9月30日）

（2003年　9月30日）

（試験実施）

（

（2003年　9月30日）

（試験実施）

（2003年　9月30日）

（試験実施）一

10．　試　　験　　日　程 ．　試験開始日

　実験開始日

　実験終了日

　試験終了日

2003年

2003年
20σ3年

2003年

6月16日

8月19日

8月23日

9月30日
〔

1L　保
管　．試験計画書，生データ，被験物質，記録文書および最終報告

　　　書は，横浜研究所の保管施設に保管する。

　　　保管期間は，最終報告書作成後10年間とし，以後の保管は

　　　試験委託者と協議の上，決定する。

　　　ただし，被験物質については，最終報告書作成後10年間ま

　　　たは品質低下をおこさないで安定に保存しうる期間のいずれ

　　　か短い方の期間とする。
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要 約

試験　委託者 環境省

表 題　・　四塩化炭素のヒメダカ（Orアzf8313ごiρθ3）に対する急性毒性試験

試験番号・AO20366－4

（

試　験　方　法

1）　適用ガイドライン：

2）　暴露方式　，

）
）
）

3
4
56）
7）

8）

9）

10）

11）

供試生物　・

暴　露　期　間

試験濃度
　（設定値）

試験液量
連　　　　数

供試生物数　・

試験温度
照　　　　　明　・

分　　析　　法　・

OECD化学品テストガイドラインNo．2q3「魚類急性毒性試験」

（1992年）

半止水式一（24時間毎に試験液の全量を交換）

水面をテフロンシートで被覆

ヒメダカ（命アzf83ノ飢功θ5）

96時間

対照区，5．00，7．80，12．0，19．0，30．O　mg／L

公比：1．6

5．O　L／容器

1容器／試験区

10尾／試験区

24±1℃

室内光，16時間明（10001ux以下）／8時間暗

ガスクロマトグラフィー質量分析計（GC／MS）

試　験　結　果

1）試験液中の被験物質濃度

　　試験液の分析の結果，測定値の設定値に対する割合は，暴露開始時において42～49％，

　24時間後において42～46％であった。

2）96時間暴露後の半数致死濃度（LC50）：7．61mg／L（95％信頼区間：5．47～14．1mg／L）
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1　被験物質

u舘構造騨び勘理化学的性状

　　名称：　四塩化炭素（略称CCL4）

　　別名：　テトラクロロメタン

　　CAS　　Nα：　　　　56－23－5

　　構造式：

　　　　　　　　　　　Cl
　　　　　　　　　Cl十Cl

　　　　　　　　　　　CI

　　分子式：　　C　C14

　　分子量卓1：　153．82

　　沸点q：　　76．8℃

　　融点車1：　　一23℃

　　水溶解度‡1：不溶（0．08g／100mL水，20℃）

　　比重ヰ』　　　L597（昇0／20℃）

　　その他章1：　甘い刺激臭，クロロホルム様

　　＊1：供給者提供資料

L2　供試試料

　　純度1：　　99．9％（GC）

　　ロット番号輔：

　　供給者：

　　受領蚤1：5。幅

　　受領日：　　2002年11月7日

　　外観‡1：　　無色澄明液体

　　＊1：供給者提供資料
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1．台　被験物質の確認および保管条件下での安定性

　試験開始前に，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

が認められることを確認した。

　試験期間中，被験物質は当研究所の試験物質保管用デシケータ（保管条件：室温，暗所・

窒素封入）内に保管した。また，試験終了時にも赤外吸収スペクトルを測定し，試験開始時

に測定したスペクトルと地鞍した。その結果，スペクトルに変化はなかったことより被験物

質は保管中は安定であったと判断された。

（

！
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2　供試生物

　1）和　名：

　2）学　名：

　3）入手先：

　4）採卵開始日、

　5）ロット番号：

　6）被鱗体長：

　7）体　重一：

　8）感受性：

9）年　齢：

10）じゅん化期間：

ヒメダカー

0『アz∫8s18亡∫ρθ5

自家繁殖

2002年11月13日

02－H－1113B

平均1．74cm（1．52～L98cm），nニ10

平均0．0779（0．045～0、1339）・n二10

基準物質（硫醐（皿）琳和物，試薬特級）による96時間半数致死濃

度（LC5・）一・．69mg／L（95％信頼区間：・・5・～0・95血9／L）

この値は，以下に示した当研究所におけるLC5・値（1995年以降・n＝24）

にほぼ一致する（全て無水物換算値）。

　一平均値±標準偏差＝0．93±0．29mg／L

　　最小値～最大値　』o．44～1．5mg／L

孵化後約1年

2003年7月18日～2003年8月19日

暴翻始前7日間の死亡率は5％未満で，試験には肉眼的に健康で正常

な個体を使用した．じゅん化期間中は薬浴は行わ妙つた（暴露開始前

14日間のじゅん化条件は以下に示す）。

11）じゅん化条件：

　　　　飼育水：　　　希釈水（3．2参照）

　　　　飼育方式：　　流水式（飼育密度：L　O　g／L／日以下）

　　　　水温：　　　24±1℃

　　　　溶存酸素濃度：飽和濃度の80％以上

　　　　pH：　　　　6．5～8，5

　　　　照明：　　　　室内光，16時間明（10001ux以下）／8時間暗

　　　　餌の種類：　　テトラベルケ社テトラミン

　　　　給餌量：　魚体重の約2％／日（暴露開始の2塒間前力）ら瞭給餌）
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3　試験方法

　3．1　試験条件

　　1）暴露方式：　　半止水式（24時間毎に試験液の全量を交換）

　　2）暴露期間：　　96時間

　　3）試験液量：　5．O　L／容器

　　　　　　　　　　（試験液1．O　L当たり供試魚重量が1．O　gを超えないようにした）

　　4）連数：　　　　1容器／試験区

　　5）供試生物数：　10尾／試験区

　　6）試験温度：　24±1℃

　　7）溶存酸素濃度：飽和濃度の60％以上に維持ヤた（エアレーションなし）

　　8）p　H：　　　試験液のp　H調整は行わなかった

　　9）照明：　　　室内光，16時間明（ioOO　lux以下）／8時間暗

　’10）給餌：　　　　無給餌

3．2　希釈水

　脱塩素水一（横浜市水道水を活性炭処理し，残留塩素等を除去したもので・充分通気したも

　の）を希釈水として使用した。希釈水水質測定結果を付属資料一1に示した。使用時には

　残留塩素が無いことを確認した。魚飼育水として適正な水質であると判断した。

一
（

3．3

1）試験容器：

2）恒温槽：

3）水温計：

4）溶存酸素計：

5）p　H計：

試験容器および恒温槽等

5．O　L容ガラス』ビーカー（水面をテフロンシート製蓋で覆う）

塩ビ製水槽（恒温装置，クイテフク製　クール⇒トCL遍OF型）

横河電機製　245502型　恥4

電気化学計器製　DOHO型　恥2

東亜電波工業製　HM－40V型　No1
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3．4試験濃度の設定
以下の表に示す予麟（各・連，5尾／試験区）結果に基づき・本試験濃度を次のよう

　1こ決定した。

　本試験濃度：対照区，5．00，7．80，12．0，19．0，30．O　m9／L

　　　　　　　公比：L6

予備試験結果（1回目）

濃度（mg／L） 96時間の死亡率（％）

10．0

32．0

100

100

100

100

予備試験結果（2回目）

濃度（mg／L）

1．00

96時間の死亡率（酋）

　　　　0

3．5　試験液の調製

　試験液調製時の希釈水は，調製前に恒温槽内で24±1℃にした。

　　以下の表の通りに，被験物質原液を調製した。

被験物質原液

被験物質採取量
　　　　400皿g
i被験物質を250μL採取章）

定容液 希釈水調
製
方
法

定容量
4000mL

溶解方法
超音波による機械的溶解

@　　（10分間）

被験物質濃度 100皿g／L

調製頻度 換水毎

　　　＊：密度より算出

試験液は，各灘に応じた量の被験物質蹄を採取し・希釈水で5・Oしに定容した・

対照区は希釈水のみとした。

調製時の試験液の状態（外観）は全試験区において無色透明であった。

一12一



3．6　試験液の分析

暴翻始時および24時間後（換水前）に各試験容器より試謙1雌採取し蒲製水9

砒アセトン1。。μLを淋し混合後，GC／MSにより分析した・各轍液の被験物質灘

は，標準溶液のピーク面積との比から定量し誰何平均値を求めた・詳細は村頭料一2に

示した。

（

3．7試験操作
　　暴翻始時に供試魚と財槽でじゅん化した魚1・尾の被鱗賑および体重を測定し・被

鱗体長が2．0±0．5cmであることを確認した。

　　試験液の水温，溶存酸素濃度，pHを測定後試験液中に鰍勉・試験区当り1。尾投

入した。水温，溶存酸素濃度，pHは暴露期間中少なくとも毎日・回（換水前後も含む）

　測定した。暴露期間中給餌は行わなかった。

　　暴翻始24，48，72および96時間後に死亡個体数を記録するとともに縣された毒性の

徴候あるい膿常を記録した．一搬的に記載する症例と定義を以下に示し燃死亡個体を

　発見した場合は，水質の悪化が起こらないよう速やがに取り除いた。

＊一ﾊ的症例と定義

死亡：

異常呼吸：

異常遊泳：

遊泳不能：

刺激を与えた場合に反応の認められないもの。

対照区の魚と比較して鰓蓋の動きが異なるもの。

明らかに対照区の魚と異なる遊泳をしたもの。動作の緩慢・過敏・痙攣・

反転等。

底部または水面で動いてはいるものの，水中を遊泳することが不可能な

もの。横転，仮死を含む。
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4　結果の算出

　4．1半数致死濃度算出に用いる被験物質濃度の決定

　　半数致死濃度の算出に用いる被験物質濃度は，測定値（平均）とした。

4．2　半数致死濃度（LC50）の算出

　暴露開始24，48，72および96時間後の各試験区における，ヒメダカの死亡数と供試個体

数（10尾）から死亡率（％）を求め，以下の方法で半数致死濃度（LC50）を決定した。

最高濃度区における死亡率 ≧50％ 〈50％

LC50の決定方法 一Binomial法，Moving　average法，

orobit法での算出結果から適切と

ｻ断されたものを採用。

ﾂ能な限り95％信頼区間を算出。

推定される濃度領域を

L載する。

濃度一死亡率曲線の記載 記載する。 記載する。

4．3　0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　死亡率が0％である最高濃度および死亡率が100％である最低濃度を可能な限り記録した。

　　また，0％死亡最高濃度とは，死亡個体が観察されない試験最高濃度，100％死亡最低濃度

とは全ての個体が死亡した試験最低濃度とした。

一14一



5　結果および考察

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

　　該当する事象はなかった。

（

5．2　試験液中の被験物質濃度

　暴露開始時および24時間後（換水前）に試験液中の被験物質濃度を測定した。その結果を

Table1，代表的なクロマトグラムを付属資料一2に示した。

　試験液の分析（3．6参照）の結果，測定値の設定値に対する割合は，暴露開始時において

42～49％，24時間後において42～46％であった。被験物質は揮発性であるため，調製時に損

失はするものの，試験液の水面を覆うこと1とより，暴露期間中の濃度は比較的安定であった。

なお，以下の結果（半数致死濃度，0％死亡叢高濃度，100％死亡最低濃度）には泌定値を用

いた。

5．3　半数致死濃度（LC50）

　各時間における死亡率をTable2に，一濃度一死亡率曲線をFigure1に示した・

　暴露96時間の対照区め死亡率は0％であり，試験成立条件を満たした。

　以上の結果に基づき算出さ恥た半数致死濃度（LC50）をTable3および以下に，96時間

の算出結果を付属資料一3に示した。

　　　96時間LC50：7．61皿g／L（95％信頼区間：5．47～14．1mg／L）

5．4　0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度をTable4および暴露96時間における各濃度を

以下に示した。

　　　　0％死亡最高濃度　：　5．47mg／L

　　　　100％死亡最低濃度：　14．1mg／L

5．5毒性症状

　観察された毒性症状をTable－5に示した。

　対照区，5．00～12．O　mg／しの濃度区では暴露期間中に異常な症状は観察されなかった。

　19．O　mg／しの濃度区では異常遊泳（動作の緩慢），表層遊泳および遊泳不能が観察された。

　30．O　mg／しの濃度区では観察時点で全魚死亡のため観察は不可能であった。
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5．6　試験液の水温，溶存酸素濃度およびp　H

　試験液の水温をTable6，溶存酸素濃度をTabエe7，p　HをTable8に示した。

　水温はすべての試験区で24±1℃で，溶存酸素濃度はすべての試験欧飽和溶存酸素灘

　（24．0℃の飽和溶存酸素濃度：8．25mg／L）の60％以上であり，いずれも試験基準を満たし

た．pHはヒメダカの飼韻境として適正姻（6・・～8・5）内であった・

5．7　試験計画書からの逸脱事項

　該当する事象はなかった。

以　上
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Table1 Measured　Concentration　of　the　Test　Substance in　Test　Water

　　　　　（Se阻i－StaticCondition）

　　　Nominal

Concentration

　　　（mg／L）

Measured　Concentration　（mg／L）

　　　　（Perc　ent　of　No皿ina1）

O　Hour（ne四） 24Hours（old）

Mean・Mea　sured
Concentration

　　　（皿9／L）

Contro1 〈0．002 〈0．002

5．00 2．12

（42）

2．12

（42）

2．12

（42）

し

7．80 3．45

（44）

3．34

（43）

3．39

（43）

12．0 5．72

（48）

5．23

（44）

5．47

（46）

19．0 9．37

（49）

8．36

（44）

8．85

（47）

30．0 14．3

（48）

13．9

（46）

14．1

（47）

a

new：

01d：

geometric　mean

freshly　prepaエed　test　solutions

test　solutions　after　24　hours　exposure

一17一



Table2 Mortality　of　the　Medaka　（Orアzf∂518ぬ1ρθ5）　Exposed　to　the　Test　Substance

　　　Nominal

Concentration

　　　　（mg／L）

Mean覇　Measured
Concentration

　　　　（mg／L）

Cumulative　Mortality　（Percent　Mortality）

24Hours 48Hour5
72Hoしn7s 96Hours

Cont；01 ．．皇． 19） 6（o） 0 （0） 0 （0）

5．00 2．12 o （0） ．o，19） 0 （0） ．豆． （0）

7．80 3．39 0 （
O
1

9　（o） O
一

！9！． 0

12．0 5．47 0 （
O
1

0　（0） 0
昌

（0） 0

1o）

（0）

19．0 8．85 3一 i30） ，．邑（50） 8180！，， 8　（80）

30．0 14．1
10（100） 10（100）

10（100）
10（100）

、

a：　geOmetriC　mean
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Table3
Calculated　LC50　Values

Exposure

Peエiod

（Hours）

LC50

（mg／L）

　　　95－Percent

Confi［lence　Limits

　　　　　（mg／L）

Statistical

　　Hethod

24 9．84’ 5．47 14．1 Binomia1

48 8．85≠ 5．47　一 14．1 Bino皿ia1

72 7．61毒 5．47　一 14．1
Binomia1

96 7．61’ 5．47 14．1
Binomia1

＊　・　Usipg　the　concentrations　of　5．47　－　14．1　mg／L
『
　
一

Table4
Observation　of　the　Highest　Concentration

Concentrationin100％Mortality

in　O％　Mortality　and　the　Lowest

Exposure

Period

（Hours）

Highest　Concentration　in

　　　　　　O％Mortality

　　　　　　　　　（mg／L）

Lowest　Concentration　in

　　　　　100％Mortality

　　　　　　　　　（皿9／L）

24
5．47 14．1

48
5．47 14．1

し 72
5．47 14．1

96
5．47 14．1
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Table5
ObservedT・xic・10gicalSy皿ptoms

　　　Nominal
Concentration

　　　（m宮／L）

Meana　Measured
Concentration

　　　　（mg／L）

　　　　　　　Symptoms

（Sympt・m－number。ffish）
24Hours 48Hours 72Hours

96　Hours
Contro1 N N N N

5．00 2．12 N N N N

7．80 3．39 N N N N

～”12．0 5．47 N N N N

19．0 8．85 ASR－2 ASR－2（SUR－1） N
ASR－1　AP－1

一一～30．0 14．1

　　a：

　　N：

ASR：

SUR：

AP：

geometric　mean

No　tox　i　col　og　i　cal　symptom　was　observed

abn・r皿alswi㎜ing（reducedactivi七y）

surfacing

paralyzation

No　observation　was　made　because　all　fish were dead　at　this　observation　time・

一20一



（

Table6 Temperature

　　　Nominal

Concentration

　　　　（mg／L）

Meana　Measured
Concentration

　　　　（mg／L）

Temperature（℃）

O　Hour 24Hours 48Hours
了2Hours 96Hours

new 01d new 01d new 01d new 01d

Contro1
23．8 23．9 23．7 23．6 23．9 23．8 23．8 23．7

5．00 2．12
23．9 23．9 23．7 23．6 23．8 23．7 23．9 23．6

7．80 3．39
23．9 23．8 23．7 23．6 23．8 23．7 23．9 23．7

12．0 5，47
23、9 23．9 23．6 23．6 23．8 23．7 23．9 23．7

10．0 8．85
23．9 23．9 23．6 23．6 23．8　　　　　　23．7 24．1 23．7

30．0 14．1
23兜9

皿inimum：23．6

maximum：24．1
a

new：

01d＝

geometriC　mean

freshly　prepared　test　solutions

test　solutions　after　24　hours　exposure

No　measurement　was　made　because　all　fish　were dead　at　t駐is　observation　time
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Table7
Dissolved　Oxygen　Concentrations

　　　Nominal

Concentration

　　　（mg／L）

Mean畠　Measured
Concentration

　　　　（mg／L）

DissolvedOxygenConcentration（mg／L）
O　Hour 24Hoし1rs 48Hours 72Hours 96Hours
new 01d new 01d new 01d

ne算
01d

Contro1
8．3 6．6 8．4 6，4 8．6 6．4 8．4 6．8

5．00 2．12
8．4 6．6 8．4 6．8 8．6 6．9 8．2 7．1

7．80 3，39
8．3 6．9 8．4 6．9 8．6 6．9 8．3 7．1

12．0 5．47
8．2 6．8 8，4 6．7 8．6 6．8 8．4 6．9

19．0 8．85
8．3 6．9 8、4 7．1 8．6 7．5 8．3 7．6

30．0 14．1
8．．2

　　a：

new：

01d：

geometric　mean

freshly　prepared　test　solutions

testsblutionsafter24h・ursexposure

No　measurement　was　made　because　all　fish－were dead　at　this　observation　time

minim㎜：6．4

maximum：8．6
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（

Table8 pH　Values

　　　Nominal

Concentration

　　　（mg／L）

Mean己Measured
Concentration

　　　　（mg／L）

pH

O　Hour 24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

new 01d new 01d new 01d new 01d

Contro1
7．6 7．1 7．5 7．3 7．8 7．3 6．9 7．4

5．00 2．12 7．6 7．1 7．6 7．3 7．8 7．3 7．5 7、4

7．80 3．39 7．7 7．2 7．5 7．3 7．7 7．3 7．6 7．4

12．0 5．47 7．6 7．2 7、5 7．3 7．7 7．3 7．5 7．4

19．0 8．85 7．5 7．2 7．5 7．2 7．6 7．3 7．5 7．4

30．0 14．1 7．4

minimum：6．9

maximum：7．8

　　a：

new：

01d二

geometric　mean

freshly　prepared　test　solutions

test　solutions　after　24　hours　exposure

No　measurement　was　made　because　all　fish　were dead　at　this　observation　time
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Figure　l Concentration－MortahtyCurve

（
＊
）
台
コ
8
』
o
Σ

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

1 　　　　　　　　10

Concent「ation（回g／L）

100

一←一24hour

r卜48hour
＋72hour
＋96hour

一24一



付属資料一1

　希釈水の水質
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Table　A－1 Dilution　water　quality

Parameter

BOD

COD

pH

Coliform　group　bacteria

Oi　l

Cadmium

Cyanide

Lead

Chro出ium

Arsenic

Mercury

Free　chlori　ne

Bromide

Fluoride

Sulfide

Total　a㎜onium

Copper

Zinc

A1㎜inum
Tin

Mangaりese

Iron

Nickel

Total　phosphorus

Seleniu皿

Phenol

Anionic　stロニfactant

Evaporationresidue

Electri　c　conductivi　ty

T・talhardness（asCaCO3）

Alkalinity

Sodi㎜

Potassiu皿

Calcium

Magnesiu皿

一26一

Concentration

＜1　　mg／L

1．O　mg／L

7．6　（21℃）

N．D．

N．D．

く0．001mg／L

N．D．

＜0．01　mg／L

＜o．005mg／L

＜0．005mg／L

＜0．0001mg／L
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付属資料一2

　試験液の分析
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1　試験液の分析方法

1）各試験液1mLを採取し，精製水9mしとアセトン100μLを添加し混合後、G　C／MSによ

　　り分析した。．代表的なクロマトグラムをFig町e　A－2－2（2），（3），（4），（5），一（7），（8），（9），（10）

　に示した。

2）精製水10此を測定用バイアルに採取し，アセトンで調製した標準溶液100μLを添加し混

合後，G　C／MSにより分析した。クロマトグラムをFigure　A－2－2（1）・（6）に示した。

3）各試験液の被験物質濃度は，各分析時に測定した標準溶液のピーク面積を用いて，一点検

　量法により定量した。

　なお，暴露開始前に試験濃度範囲の全域にわたって検量線を作成し，直線性を確認してい

　る。　（「3　検量線」参照）
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2　ガスクロマトグラフィー質量分析（G　C／M　S）測定条件

（装置）

　　ガスクロマトグラフ質量分析計（ヘッドスペースサンプラ付き）Nα1

　　　　ガスクロマトグラフ（GC）：AgilentTechnologies6890型

　　　　ヘッドスペ一対ンプラ（HSS）：　AgilentTechnologies7694型

　　　　質量選択検出器（MSD）：　AgilentTechnologies5973N型

　　　　データ処理部：　　　　ケミステーション（冊indo聡NT）

（条件）

■
し

圏　カラム：　　　J＆W　DB－170160m×0．25㎜x1．0μm
　キャリアーガス：ヘリウム1．0吐／皿in（Constantflow）

　オーブン温度：　100℃（3min．）→20℃／min．→240℃（2min．）

　注入口温度：　　2印℃

　MSインターフェース温度：200℃
　注入条件：　　　スプリット（スプリフト比＝50：1）

　注入量：　　　3．O　mL（HSSナンフ’ルたプ容量）

幽　温度条件：　　　Ovenニ60℃，LOOP＝120℃，Transfer　Lineニ200℃　イベント時間：　GC　Cycle　Timeニ20分

　　　　　　　　　Via1助uilibrationTime＝20分

　　　　　　　　　Pressurization　Time＝0．2分

　　　　　　　　　LoopFi11Time＝0．03分
　　　　　　　　　LoopEquilibra七ionTime＝0．2分

　　　　　　　　　InjectTime＝0．2分

　バイアルパラメータ：Shake＝2

（ 幽　温度条件：　　　イオン源；230℃，四重極マス・フィルタ＝150℃　SIM（Selected　Ion　Monitoring）条件：

　　　　　　　　　Solvent　Delay＝6　min．

　　　　　　　　　Quant　ion＝116．9　皿／z

　　　　　　　　　Qual　ify　ion＝118．9　m／z

3　検量線

　　　アセトンを用い，0，L　OO～500mg／しの標準溶液を調製した。この標準溶液100μLを採

　　取し10祀の精製水に添加したもの（100倍希釈）をG　C／MSで測定した。横軸に濃度

　　（mg／L）を，縦軸にピーク面積（count）をとり，検量線を作成した。検量線の最小二乗法に

　　よる直線回帰式の相関係数は1．00と良好であった。作成した検量線をFigure　A－2－1に示

した。

一29一



4　検出限界

　　最，』・検出ピーク面積を10000countに設定し，これに相当する試験液中の被験物質濃度

　0．002皿g／Lを検出限界とした。

5　添加回収試験

　　分析前処理は，　r1　試験液の分析方法』に示したように・試験液採取する操作だけであ

　　るので，添加回収試験の必要はなかった。したがって・回収率の補正は行わなかった・
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Figure　A－2－1 Cal　ibration　curve
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Figure　A－2－2 　　Representative　chromatograms
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Fi　gure　A－2－2 Continued
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Figure　A－2－2 Continued
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Figure　A－2－2 Cσntinued
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Figure　A－2－2 Continued

（9）　12．O　mg／L　nominal　，　24　Hours

S竜”dy”α　　　：AO20366－4
0・t　o　　　　　　　　　　：2003、0＆20

1iiili。畠12・鍋ti・・i囎C，，．ズう桝炉㌔噌

蟹ischfoFll・配繍●　　iC：欄）劇団サ1サOAT㈱2036斜F24HC乞0
ACqりlroづ　　：20A”9200312：59　03幅Ac醐hdAO20356

八竜　ン

1㎜
1

㎜㎜

o

孤FZ4㎜

o

a 9

T　I　C：F2駅C2．D

ピー据　リテ掬沙仙　列プ　半値幅
　　1　　6，390　　勘　α069

　　面積
28594122

開始時間
　　0293

終了時間
　　巳498

（10）30．Omg／Lnomina1 24Hours

Stロdy柵。　　　：AO20366－4
D・t．　　　　　：2003．0＆20
1iiiii。謡2mati㎝，庶，卿。㎝なxデ七岬、乙ψ■

醐SG　I　n　fo

Flh輔謝　　iC：摺S㏄H即1翻AギAO203晰2甜“D
Aoq掴lr．d　　：20A・曜200313：42　湘gAcq麓et』dん020366

A　　ン其

1

16000

綴
㎜
㎜

㎜
㎜

』0　　1

0

陥FZ㈱40
　　　　639

4』鴎 8 9 1 ”」ぬ

1

T　l　C：F24脳D

ピ→書　リテ：ゆヨン餌ム　射プ　半値幅

　　1　　　　IL36了　　　　簡　　“070
　　面積
了5822123

開拾時間
　　＆294

終了時間
　　ε490

一36一



ず

付属資料一3

　結果の算出

｛

一37一



Table　A－3 Calculation　of　the　LC50　（Representative，　96hr．）

　　　　　　　TOXDAT　HULTI－METHOD　PROGRAM

（BINOMI祉，MOVI罵AVE趾GE㎜PROBITM訂HODS）

魚類急性毒性試験
Time：　　　　　96hr

Conc．恥 CONC．

mg／L
㎜BEREXPOSED

NUMBER
DEAD

PERCENT　　　BINOMIAL
　DEAD　　　　PROB．（％）

Control

Conc．3

Conc．4

Conc．5

　0

5．47

8．85

14．1

0
0
0
0

1
1
1
1

0
0
8
0

　
　
　
1

0
0
0
0
0

　
8
1

0．09765625

　5．46875

0．09765625

THE　BINOMIAL　TEST　SHOWS　THAT　5．47　AND　14．1　CAN　BE

USED　AS　STATISCALLY　SOUND　CONSERVATIVE　95　PERCENT
CONFIDENCE　LIMITS　SINCE　THE　ACTUAL　CONFIDENCE　LEVEL
ASSOCIATED　WITH　THESE　LIMITS　IS　99．8046875　PERCENT．一

AN　APPROXIMATE　LC50　FOR　THIS　SET　OF　DATA　IS　7．60631942255391

WHEN　THERE　ARE　LESS　THAN　TWO　CONCENTRATI　ONS　AT　WHICH　THE　PERCENT

DEAD　IS　BET冊EN　O　AND　100，　NEITHER　THE　MOVING　AVERAGE－NOR　THE

PROBIT　METHOD　CAN　GIVE　ANY　STATISTICALLY　SOUND　RESULTS．
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