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試験委託者：

表題1

試験番号：

　　　　　　　信頼性保証証明

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　株式会社三菱化学安全科学研究所

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　横浜研究所

環境省

2一ブロモプロパンの藻類（5θノθ朋甜躍πo卸ガ60朋〃吻）に対する生長阻害試

験

AOOO463－1G

　本試験は試験計画書および標準操作手順書に従って実施され，本報告書には試験に使用した

方法，手順が正確に記載されており，試験結果は生データを正確に反映していることを下記の

通り確認した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　記

　　　　　　　　　　　　　　　実施日　　　　　　　　　　運営管理者および
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験責任者への報告日

　試験計画書監査　　　　　　　　　2000年11月22日　　　　　2000年11月22日

試験の査察　　試験液の調製　　2001年　5月15日　　　　　2001年　5月15日

　　　　　　　藻類の投入　　　2001年　5月15日　　　　　2001年　5月15日

　　　　　　　藻類の観察　　　2001年　5月18日　　　　　2001年　5月18日

最終報告書監査　　　　　　　　2001年　6月29日　　　　　2001年　6月29日

　　　　　　　　　　　　　　　2001年　6月29日

　　　　　　　　　　　　　　　信頼性保証業務担当者　：
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試験実施概要

　1．表題：　　　2一ブロモプロパンの藻類（5θノθ朋5！躍那。卸万ooヂ月尻〃〃）に対する生長阻害試

　　　　　　　　験

2．試験目的：　被験物質の藻類（5θノθ刀∂s1f〃加。∂ρ戸00研〃’〃〃）に対する生長阻害試験を72時

　　　　　　　　間行い，50％生長阻害濃度（EC50）および最大無作用濃度（NOEC）を求める。

3．適用ガイドライン：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．

4．適用G　L　P：本試験は環境省のGL　P規則に準拠した。

5．試験委託者

　名称：　　　環境省

　住所二　　　〒100－8975東京都千代田区霞が関一丁目2－2

　委託担当者：総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リスク評価室

　　　　　　　　室長補佐　　　　 　

6．試験受託者：

　名称：　　　　株式会社三菱化学安全科学研究所

　所在地：　　〒105－0014　東京都港区芝二丁目1－30

7．試験施設：

　名称：　　　　株式会社三菱化学安全科学研究所　横浜研究所

　所在地：　　〒227－0033神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地
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報告書　修正頁

修正番号　0ユ

「10．保管」について

次頁の「10．保管」には，

　　5）被験物質

と記載されているが，これは記載ミスのため，

　　5）被験物質は保管しない（沸点がきわめて低く，正常な保管が困難なため）

と読み替えるものとする．

試験実施施設：　株式会社三菱化学安全科学研究所

　　2001年12月26日　作成　試験責任者

横浜研究所
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8．試験関係者：

　試験責任者 （2001年　6月29日）

試験担当者 （2001年　6月29日）

分析担当者

（2001年　6月29日）

（2001年　6月29日）

9．試験期間：　試験開始日　　　2000年11月22日
　　　　　　　　試験終了日　　　2001年　6月29日
　　　　　　　　暴露期間　　　　2001年　5月15日～2001年　5月18日

10．保管：

　　試験に関する下記の記録及び試資料は，最終報告書作成後10年間，当研究所試資料保管

施設に保管する。その後の保管については別途協議の上，定める。

　1）試験計画書

　2）最終報告書

　3）生データ

　4）信頼性保証業務担当者の監査・査察記録

　5）被験物質

　6）その他必要なもの
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　旨

試験委託者

　環境省

表　　題

　2一ブロモプロパンの藻類（5θノθ朋5な〃〃詔ρ戸oor刀〃加功に対する生長阻害試験

試験番号

　AOOO463－1G

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）

して実施した。

　1）被験物質：　　2一ブロモプロパン

　2）暴露方式：　止水式（密閉），振とう培養（100rpm）

　3）供試生物二　5θノθ刀∂5卿・∂ρrノ・・f刀〃加（ATCC22662）

　4）暴露期間：　　72時間

　5）試験濃度（設定値）

　　　　　　　　　対照医，100，131，m，224，292，382，500mg／L

　　　　　　　　　（公比：約し3）

　6）試験液量二　　100mL（OE　CD培地）／容器

　7）連数：　　　　3容器／試験区

　　　　　　　　　　　　　8）初期細胞濃度：1×10cel　ls／mL

　9）試験温度：　　23±2℃

　10）照明：　　　40001ux　（±20％の変動内，フラスコ液面付近）で連続照明

11）分析法：　　　ガスクロマトグラフィー（G　C）

に準拠

イー



結　　果

1）試験液中の被験物質濃度

　　試験液の分析の結果，暴露開始時の測定値の設定値に対する割合が±20％を超える値があ

　つたため，下記の阻害濃度の算出には開始時の測定値を用いた。

2）生長曲線下面積の比較による阻害濃度

　　50％生長阻害濃度EbC50（0－72）：

　　最大無作用濃度NOECb（0－72）：

224

152

mg／L（95％信頼区間：算出不可）

mg／L

3）生長速度の比較による阻害濃度

　　50％生長阻害濃度ErC50（24－48）：

　　最大無作用濃度NOECr（24－48）：

　　50％生長阻害濃度ErC50（24－72）：

　　最大無作用濃度NOECr（24－72）：

〉256mg／L（95％信頼区間：算出不可）

〉256mg／L

231mg／L（95％信頼区間：算出不可）

209　mg／L
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1　被験物質

　　L　i名称，構造式および物理化学的性状

　　名称二　2一ブロモプロパン（略称

　　別　名：　　臭化イソプロピル

　　CAS　　Na：　　　75－26－3

　　構造式：

　　　　　　　　　　　Br

　　　　　　　　　人

2－B　P）

分子式：

分子量†1二

沸点幸2：

融点幸2：

水溶解度η＝

比重坤2二

安定性車2二

その他†L2：

刈二

＊2

HandbookofEnvimnmenta1DataonOrgan1cChemicals，3rded

Verschueren，K．

：供給者提供資料

C3H了Br

122．99

59．41℃

一90．0℃．

0．286％（30℃）

L306（20℃）

酸化剤，金属粉末，アルカリ金属と接触すると激しい反応が起きること

がある．

刺激臭，分解性73～89％（by　BOD），

水中での半減期2、1days（25℃，pH7）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ed．by

　　　VonNostrandReinholdComPany，NewYork（1996）

L2　供試試料

純度判：

助ト番号†㌧

供給者：

受領量羊1二

受領日：

外観半1二

99．9％（GC法）

109D2157

　　　　　　259

　　　　　　2000年11月14日

　　　　　　無色液体

＊1：供給者提供資料
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1．3被験物質の確認および保管条件下での安定性

　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，被験物質の特性グ認められるこ

とを確認した。試験期間中，被験物質は当研究所の冷蔵庫に保管した。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比較した。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安定であったと判断された．

2　供試生物

　1）和名：

　2）学名：

　3）入手先：

　4）入手株番号：

　5）入手日：

　6）入手後の管理：

　7）感受性の確認：

8）前培養二

ムレミカズキモ（単細胞緑藻類）

5θ∫θ刀召5！■〃加。θρ∫100r刀〃躍如

Amer　i　can　Type　Cu　l　ture　Co　I　l　ec　t　i　on

ATCC22662株

1996年6月20日

Gorham培地を用い無菌的に継代培養

基準物質（重クロム酸カリウム，試薬特級）による72時間50％藻類生

長阻害濃度（EbC50）＝0．485mg／L（この値は当研究所における1996年

11月以降のEbC50値0、285～0．529mg／L，n＝7の範囲内にある．）

前培養期間；2001年5月H日～2001年5月15日

この間，藻類は対数増殖した。　（環境条件は試験と同様）

3　試験方法

3．1　試験条件

　1）暴露方式：

　2）暴露期間＝

　3）試験液量二

　4）連数二

　5）初期細胞濃度：

　6）試験温度二

　7）照明：

止水式（密閉），振とう培養（100rpm）

72時間

100mL（O　E　C　D培地，3．2参照）／容器

3容器／試験区

　　　　　　　　　　　前培養した藻類　1×10cel　ls／mL

23±2℃

40001ux（±20％の変動内，フラスコ液面付近）で連続照明

3．2　培地

　　前培養および試験ともにO　E　C　D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。

　組成表を付属資料一1に示した。
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3．3　試験容器および藻類培養試験装置等

　D試験容器：　　　　　　500mL容ガラス製共栓付き三角万スコ

　2）藻類培養試験装置：　　伊藤製作所製　AGP－150RL型

　3）光学顕微鏡：　　　　　ニコン製　ECLIPSE　TE300型

　4）粒子計数装置：　　　　シスメックス製　CDA－500型

　5）粒子計数装置用電解液：シスメックス製　セルハロック

　6）pH計：　　　　　　　東亜電波工業製　卓上pH計　HM－40V型　No．2

　7）温度計：　　　　TascoJapan製TNA－120型

　8）照度計：　　　　　　　トプコン製　IM－2D型

3、4　試験濃度の設定

　　以下の表に示す予備試験（各1連）結果に基づき，本試験濃度を次のように決定した．

　　本試験濃度：対照区，100，13L　17L　224，292，382，500mg／L

　　　　　　　　（公比：約し3）

　　予備試験結果

　　　　　（1回目）

　　　　　　　　　　　　対照区に対する
　　　　濃度（mg／L）　　72時間後の生長率

　　　　　　　　　　　　　　（％）

　　　　　対照区　　　　　　100

　　　　　　1．00　　　　　　　113

　　　　　　10．0　　　　　．　　84

　　　　　100　　　　　　　　12i

　　　　（2回目）

　　　　　　　　　　　　対照区に対する

　　　　濃度（mg／L）　　72時間後の生長率

　　　　　　　　　　　　　　（％）

　　　　　対照区　　　　　　100

　　　　　　500　　　　　　　　　2

　　　　　1000　　　　　　　　　1
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3．5　試験液の調製

　　被験物質を1000mg精秤し，これを培地で溶解し1000mしに定容し，被験物質濃度1000

　mg／しの被験物質溶液を調製した。

　　各試験容器に100mしの培地を入れ，被験物質溶液の添加量分を除去後，被験物質溶液を

　等比級数的に添加し，各試験液を調製した。対照区は培地のみとした。

　　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。

3．6　試験液の分析

　　暴露開始時（Ohr）には各試験区3個の試験容器より試験液を2．O　mしずつ採取して混合し

　たものを分析試料とした。終了時（72hr）には，各試験区3個の試験容器より試験液を2．O　mL

　ずつ採取して混合し，藻類を遠心分離（3000rpm，10分間）後の上澄み液を分析試料とした。

　　開始時は，各分析試料1．00mLをアセトンで溶解し10mしに定容した。この100μLを採

　取し，精製水10mしに添加，混合後，G　Cにより分析した。終了時は，各分析試料150μLを

　採取し，精製水9．85mしに添加，混合後，G　Cにより分析した。各試験液の被験物質濃度は

　標準溶液のピーク面積との比から定量した．詳細は付属資料一2に示した。

3、7　試験操作

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　イ　　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1×10cells／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および72時間後に細胞濃

　度を測定した。細胞濃度は各試験容器より試験液L　O　mLを採取し，粒子計数装置用電解液

　　（セルハ。ック）9．O　mしと混合した後，粒子計数装置（CDA－500）により計測した。

　　試験液中の藻類について，暴露開始後0，24および48時間には，肉眼による色調観察を，

　また，暴露終了時には色調観察および顕微鏡下での細胞形態観察を行った。

　　各試験区における試験液のp　Hを，暴露開始時には各試験区3容器とは別に調製した予備

　1容器について測定し，暴露終了時（72hr）には3容器のうち1容器（Nα1）について測定

　した。暴露期間中，培養装置内の温度，照度を少なくとも1日1回測定した。
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4　結果の算出

4．1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生長阻害率の算出

　　下記の方法（面積法および速度法）で生長阻害率を算出した．

1）生長曲線下の面積の比較（面積法）による生長阻害率（I　A）

　　生長曲線下の面積は次の式により算出した．

　　　ハ1　一ノ〉　　　　　ハ1　＋ノ〉　一2ノ〉　　　　　　　　　　　ハ1　　＋ノ〉　一2ノ〉

オー1 @0x∫1＋1　2　0x（∫2一‘1）＋’一＋’「1　π　0×（‘，、一∫η一］）
　　　　2　　　　　　　　　2　　　　　　　　　　　　　　　　　2

　　　ここで，

　　No二暴露開始時の設定細胞濃度（cells／mL）

　　Nl：t　l時の実測細胞濃度（ceHs／mL）

　　N、、二t，時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　　t　I：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　　t，二暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

　生長曲線下の面積より各濃度区における生長の阻害百分率（I　A）を次の式により算出した。

　　　ノ4　一オ
　1　＝　C　fx100
　パ　　　　ハ
　　　　　c

　　ここで，

　　A。：対照区（助剤使用時は助剤対照区）の生長曲線下の面積

　　Al：各濃度区における生長曲線下の面積

2）生長速度の比較（速度法）による生長阻害率（1，）

　　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（μ）を次の式より算出

　した。

　　　lnノ〉　dnノ〉
　　　　　π　　　　　　1　μ＝
　　　　 1｝ f

］

　　　ここで，

　　Nl：t　l時の実測細胞濃度（ceHs／mL）
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　　N。：亡，時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　妬：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　t：暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間
　　　n

　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を次の式により算

出した。

　　μ　一μ
1　コ　c　　l　X　lOO
’η

　　　　μ，

　　ここで，

　　μ。：対照区（助剤使用時は助剤対照区）の平均生長速度

　　μt：各濃度区における平均生長速度

4．3EC50およびNOECの算出に用いる被験物質濃度の決定

　　試験液の分析の結果，暴露開始時の測定値の設定値に対する割合により，44，45のEC50

　およびNOECの算出に用いる被験物質濃度を，以下の表に従い決定した。

開始時の測定値の

ﾝ定値に対する割合

全ての値が±20％以内 ±20％を超える値が

ﾐとつでもある

算出に使用する濃度
i全試験区）

設定値 開始時の測定値

4．450％生長阻害濃度（EC50）の算出

　　4．2で算出した面積法および速度法による生長阻害率（1＾値および1，値）を用いて，以下

の方法で50％生長阻害濃度（EC50）を算出した。

最高濃度区における阻害率　　≧50％ 〈50％

EC50算出の可否 可 不可

濃度一生長阻害率曲線の

L載
i片対数紙にプロット）

記載する。 記載する。

EC50の決定方法
濃度一生長阻害率曲線において直線

ｫの認められる点を用いて直線回帰
ｪ析（最小二乗法）を行い，阻害率
T0％との交点から算出。

ﾂ能な限り95％信頼区間を算出。

〉最高濃度区

ﾆする。

EC50の表記方法
IA値より求めた場合：EbC50（0－72）

P，値より求めた場合：ErC50（24－48），ErC50（24－72）
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4．5最大無作用濃度（NOEC）

　　Bart　lettの等分散検定（α＝0．01）を行い等分散性を確認後，一元配置分散分析（1－wayANOVA，

　α＝0．05）およびDunnettの多重比較検定（αニ0．05，両側）を行い，対照区と比較して有意

　差が認められない最高試験濃度を最大無作用濃度（NOEC）とした。その際，面積法により求め

　た場合はNOECb（0－72），速度法により求めた場合はNOECr（24－48）またはNOECr（24－72）

　とした。

　以上の統計解析にはYu㎞sソフトウェアStatlight　r＃4多群の比較」およびr＃32群

の比較」　（Yukms　Corp、，東京）を用いた．
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5　結果および考察

5．1試験結果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72時間後に試験液中の被験物質濃度を測定した。その結果をTable1に

　示した。

　試験液の分析（3．6参照）の結果，暴露開始時の測定値の設定値に対する割合が±20％を

超える値があったため，以下の結果（50％生長阻害濃度（EC50）および最大無作用濃度

（NOEC））には測定値を用いた。

　暴露72時間の被験物質濃度は0．78～2．78mg／しであり，設定値に対する割合は0．5～0．8％

であった．濃度減少の主な原因は揮散および藻体への移行ではないかと思われた。

5．3　生長曲線

　　暴露期間中の細胞濃度をTable2および生長曲線をFigure　lに示した．

　　対照区における細胞濃度は72時間の培養で平均52倍増加し，試験条件下で正常な生長を

　示した。各濃度区の細胞濃度は濃度の増加とともに（用量依存的に）減少する傾向がみられ

　た。256mg／L（設定値：500mg／L）の濃度区における72時間の細胞濃度が24，48時間より減

　少した結果を得た。これは，細胞の凝集が始まり，正常な細胞粒径である測定レンジ2．5～10．O

　nmを超えたことが原因と思われる．

　　また，暴露開始24時間後の観察において，全ての試験区で，肉眼的に試験液が緑色を帯び

　ていた。その後，時間の経過とともに緑色度が増加する傾向がみられた。暴露終了時の顕微

　鏡下での細胞形態観察の結果，152mg／L（設定値：292mg／L），209mg／L（設定値：382mg／L）

　の濃度区で正常な細胞の他に細胞凝集が認められた。また，256mg／L（設定値：500mg／L）

　の濃度区ではほとんどの細胞において細胞凝集が認められた。116mg／L（設定値：224mg／L）

　以下の濃度区では細胞形態の変化（収縮，膨張，破裂等）や細胞凝集は認められず，また，

　対照区との相違もなかった。
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5．4　50％生長阻害濃度（EC50）および最大無作用濃度（NOEC）

　　濃度区における生長阻害率をTable3に，50％生長阻害濃度（EC50）および最大無作用濃

　度（NOEC）をTable4に，濃度一阻害率曲線をFigure2およびFigure3に示した．以上の

　結果から，以下の結論を得た。

D生長曲線下面積の比較による阻害濃度

　EbC50（0－72）：　224mg／L（95％信頼区間二算出不可）

　NOECb（0－72）　：　　　152　　mg／L

2）生長速度の比較による阻害濃度

　ErC50（24－48）：　〉256mg／L（95％信頼区間：算出不可）

　NOECr（24－48）　：　　〉256　　mg／L

　ErC50（24－72）：　231mg／L（95％信頼区間：算出不可）

　NOECr（24－72）　：　　209　　mg／L

5．5温度およびpH

　　72時間の暴露期間中の培養試験装置内の温度をTable5に，試験液のp　HをTable6に示

　した。

　　培養試験装置内の温度は設定範囲（23±2℃）内であった。試験区のpHは暴露開始時が

　7．5～7．8であり，暴露終了時は3、9～10．3であった。炭酸同化が盛んに行われ藻類の生長

　率が高ければ，pHが1以上増加することがある。今回は，対照区および，152mg／L（設定

　値津92mg／L）以下の濃度区でpHが1以上増加した。また，209mg／L（設定値：382mg／L）

　以上の濃度区で開始時の値よりも低くなっていたのは，2一ブロモプロパンが培地の組成物質

　と反応を起こし，臭化水素を発生し，それが水に溶け，臭化水素酸を生成し酸性を示したと

　思われる。

以　上
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Table1． Measured　ConcentraL　ions　of　the　Test　Subs　tance　in　Tes　t　Water

　　　Nominal

Concentration

　　　（mg／L）

Measured　Concentrat　ion（mg／L）

O　Hour Percent　of

Nomina1

72　HOurs Percent　of

Nominal

Control

　　lOO

　　131

　　171

　224

　292

　382

　500

＜0．4

48．1

64．8

88．4

116

152

209

256

8
9
q
乙
2
q
乙
「
D
1

4
，
4
「
D
「
0
5
「
o
【
」

＜0．03

0．80

0．78

0．93

L38

1．82

1．96

2．78

0．8

0．6

0．5

0．6

0．6

0．5

0．6
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Table2． CellDensitiesof5θノθ朋sオr〃〃6∂ρヂノoo1刀〃！朋duringthe72－HourExposure

Nominal
Concentralion Vessel

　N

Ce口Densities（ceHs／mL）

10000

10000

10000

10000

　　　　0

］ 4 72

Conしrol

　　　1

　　　2

　　　3

Average

　　SD

43100
45500

42100

43600
1700

187800

238800

228800

218500
27000

438900
576900

529900

515200
70200

u　r

100 1
2
3

10000

10000

10000

35900

44000

32200

171800
270800

167800

534900
597900
504900

Average

　　SD 0
0

000 37400

6000

203500
58300

545900
47500

131 1
9
ム
3

10000

10000

10000

46600
42600

39200

276800
252800

243800

583900
585900

568900

Average
　　SD

10000

　　　0

42800
3700

257800
17100

579600

　　9300

171 1
2
3

10000
10000

10000

38500
28200

27400

199800
133800

114800

568900
501900
477900

Average
　　SD

10000

　　　0

31400
6200

149500

44600
516200
47200

224
－
臼
乙
3

10000
10000

10000

42700
32200

36800

230800
131800

199800

632900
570900
585900

Average

　　SD

10000

　　　0

37200
5300

187500

50600
596600
32300

292 1
2
Q
U

10000

10000

10000

33100
36100

31700

159800

210800

160800

671900
645900
619900

Average
　　SD

10000

　　　0

33600
2200

177100

29200
645900
26000

382

10000
10000

10000

34000
30100

23800

162800
162800

94400

339900
276900

458900

Average
　　SD

10000

　　　0

29300
5100

140000

39500
358600
92400

500

10000

10000

10000

24600
20900

21400

1088．00

73400

87200

18200

10500

13100

Average

　　SD

10000

　　　0

22300

2000

89800
17800

13900

3900

SD＝Standarddeviation
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Table3． PercentGrowthlnhibitionof5θノθ朋81■〃〃08ρがoor刀〃！〃〃

Nominal　Conc．
iMeasured　Conc、 at　OHr）

Area under
Growth Rate

Area Inhibi！l・n　　（％） Rate Inhibition
i％）＊1

Rate Inhibi“・n　　（％）

mg／L No． A（0－72h） I　A（0－72h） μ（24－48h） Im（24－48h） μ（24－72h） Im（24－72h）

1 10208000 0．0613 0．0483 一

Contro1 2 13146000 0．0691 0．0529 』

3 12260000 0．0705 0．0528 一

Average 11871000
一 0．0670 一 0．0513 一

SD 1507000 0．0050 0．0026
1 10804000 0．0652 0．0563

100 2 14130000 0．0757 0．0544
（48．1） 3 10259000 0．0688 0．0573

Average 11731000 L2 0．0699 一4．3 0．0560 一9．2

SD 2095000 0．0053 0．0015
1 14168000 0．0742 0．0527

131 2 13520000 0．0742 0．0546
（648） 3 13019000 0．0762 0．0557

Average 13569000 一14．3 0．0749 一lL8 0．0543 一5．8

SD 576000 0．0012 0．0015
1 11946000 0．0686 0．0561

171 2 9311000 0．0649 0．0600
（88．4） 3 8548000 0．0597 0．0596

Average 9935000 16．3 0．0644 3．9 0．0586 一14．2

SD 1783000 0．0045 0．0021
1 13559000 0．0703 0．0562

224 2 10187000 0．0587 0．0599
（116） 3 12109000 0．0705 010577

Average 11952000 一〇．7 0．0665 0．7 0．0579 一12．9

SD 1691000 0．0068 0．0019
1 12092000 0．0656 0．0627

292 2 13076000 0．0735 0．0601
（152） 3 11459000 0．0677 0．0619

Average 12209000 一2．8 0．0689 一2．8 0．0616 一20．1

SD 815000 0．0041 0．0013
1 8202000 0．0653 0．0480

382 2 7352000 0．0703 0．0462
（209） 3 7744000 0．0574 0．0616

Average 7766000 34．6＊＊ 0．0643 4．0 0．0519 一1．2

SD 425000 0．0065 0．0084
1 2820000 0．0619 一〇．0063

500 2 1789000 0．0523 一〇．0143

（256） 3 2164000 0．0585 一〇．0102

Average 2258000 8L　O＊＊ 0．0576 14．0 一〇．OlO3 120．1＊＊

SD 522000 0．0049 0．0040

－
D
＊
S
＊
＊＊

Values　are　the　percent　inhibi　tion

Standard　deviation
Indicatesasignificantdifference

（Therewasnosigninthistest．）
Indicatesasignificantdifference

relat　ive　to　the　contro1．

（αニ0．05）　from　the　control、

（αニ0．OD　fromthecontroL
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Table4． Calculated

Based　on　I

EC50　and　NOEC

（0－72h）value （Areasundergrowthcurve）

EbC50　（0－72）

　　　　（mg／L）

　　　95－Percent

ConfidenceLimits
　　　　　（mg／L）

NOECb　（0－72）

　　　（mg／L）

　　　＊1224 152

Based　on　lm　（24－48hs）　value　（Growth　rates）

ErC50（24－48）

　　　　（mg／D

　　　95－Percent

Confidence　Limits
　　　　　　（mg／L）

NOECr（24－48）
　　　　（mg／L）

〉256 〉256

Based　on　Im　（24－72h）　va　l　ue　（Growth　ra　tes）

ErC50　（24－72）

　　　　（mg／L）

　　　95－Percen　t

Confidence　Limi　ts
　　　　　　（mg／L）

NOEC　r　（24－72）

　　　　（mg／L）

　　　＊1231 209

　　TheEC50values　and　associated95％confidence　limits　were　determined　by　least　squares

linearregressionanalysisofthelogarithmoflnaesuredtestconcentrationagaillst
percent　growth　inhi　bi　t　ion　re　l　at　ive　to　the　con　t　ro　l．

　　　　＊i　usingtheconcentrationsof209and256mg／Lintheregressionanalysis
　　　　一一　　　not　calculated

　　The　NOEC　values　were　determined　by　an　analysis　of　variallce　（ANOVA），　Dunnett　test，

subsequent　to　Bartlett　test　for　homogenei　ty　of　variances．　Statist　ical　analyses　were

perfomed　using　Yu㎞s　Statl　ight＃4software（Yu㎞s　Corp．，Tokyo）and　al　l　tests　of

signi　ficance　were　at　α＝0．05，　except　Bartlet　t　test，　which　was　at　α＝0．01．
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Table5． TemperatureintheIncLlbationChamber

ExposurePeriod

　　　　（Hou　rs）

Temperature

　　　（℃）

〇
一
4
…
0
0

■
2
…
4

23．3

22．7

23．4

72 23．1

Table6． pH　Values

　　Nominal

Concentrat　i　on

　　　　mg／L

pH

O　Hour 72Hours

（Ve　s　se　l　Na）

ControI 7．8 10．3 （1）

100
7．8 10．0 （1）

131
7．8 10．2 （1）

171
7．8 10．0 （1）

224
7．8 9．8 （1）

292 7．8 9．0 （1）

382

500

7．6

7．5

4．8

3．9

（1）

（1）
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Figure　l Alga1GrowthCurveof5θノθ朋5！f〃加σ∂ρrloor刀〃1u〃

（Me　an　c　e　l　l　coun　t　s　v5　t　i　me　d　u　r　i　ng　t　he　72－hou　r　expos　u　re）
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Figure2 Concentration－lnhibition

under　the　Growth　Curves

CurveBasedonIAValuesCalculatedfromtheArea
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Figure3 Concentration－Inhibition

the　Growth　Rates

Curve　Based　on　Im　values　Calculated　from
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付属資料一1

0E　CD培地の組成
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Table　A－1 OECDmedium

Nutrient　sal　ts Concelltralion（m／L）

H3BO3

MllCI2・4H20

ZnC12

FeC13・6H20

Na2EDTA・2H20

CoC12・6H20

Na2MoO4・2H20

CuC12・2H20

CaC12・2H20
NH4Cl

KH2PO4

NaHCO3

MgC12・6H20

MSO4・7H20

0．185

0．415

0．003

0．08

0．1

0．0015

0．007

0．00001

18

15

L6
50

12

15
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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）各濃度区3個の試験容器より試験液2．O　mしずつを採取して10mL容ガラス沈殿管

で混合した。

　暴露開始時はこれを分析試料とした。

　暴露終了時はこれを遠心分離＊（3000rpm，

を分析試料とした。

10分間）し，藻類を分離した上澄み液

　　　　　＊装置：日立製CR21E

2）暴露開始時は，各分析試料1．00mLを冷アセトンで溶解し10mしに定容した。こ

　れを予め精製水10mしの入った測定用バイアルに100μL採取し（10×（10100／100）

　倍希釈）混合後G　Cにより分析した。暴露終了時は，予め精製水9．85mしの入った

測定用バイアルに150μL採取し（10000／150倍希釈）混合後GCにより分析した。

3）アセトンで調製した標準溶液100μLを，予め精製水10mしの入った測定用バィ

　アルに採取し（101倍希釈）混合後G　Cにより分析した。

4）各試験液の被験物質濃度は，標準溶液のピーク面積との比から定量した。
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2　ガスクロマトグラフィー（GC）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），南．1

　　ガスクロマトグラフ：　Agilent（Hewlett　Packard）6890

　　ワークステーション：　Agilentケミステーション（Windows　NT）

　　注入口：　　　　　　　スプリット／スプリットレス

　　ヘッドスペースサンフ。ラ（HSS）：Agilent7694

　　質量選択検出器（MSD）：Agi　lent5973N　MSD（Mass　Selective　Detector）

（条件）

GC条件

　カラム：
　キャリアーガス：

　流速：
　カラムオーブン温度：

　注入口温度：
　注入方法：
　試料注入量：

HSS条件

　温度条件：

　イベント時間＝

DB－5MS，　60mxO．25mm（1．d．），dfニ1．0μm

ヘリウム（constant　flow）
1．O　mL／m　i　n

40℃（5min．）→20℃／min．→140℃（1min．）

200℃（Front），MSイン外フrス温度；200℃

SPI　i　t，　Spl　i　t　rat　io＝1：100

3．OmL（HSSサンフ。ルルーフ。容量）

　バイアルパラメータ：
MSD条件

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

　　　　　　　　　　　　Sol　ven　t　De　l　ay＝8　m　in．

　　　　　　　　　　　　Quant　ion＝122，124m／zのTIC

　　　　　　　　　　　　Qualifierion＝non

Oven＝60℃，Loop＝120℃，Transfer　Line二200℃

Vial　Equillbration　Time二20min．

Pressur　i　za　t　i　on　Time＝0．2min．

Loop　Fi　l　I　Time二〇．03min．

Loop　Equi　l　ibrat　ion　Time＝0．2min．

Inject　Timeニ0．2min．

Shakeニ2

3　検量線

　　被験物質の10000mg／Lアセトン溶液を調製し，アセトンで順次希釈し，0，10．0～1000mg／L

　の標準溶液を調製した。この標準溶液100μLを，予め精製水10mしの入ったバイアルに採

　取し（101倍希釈）混合した分析サンプルをGCで測定した。横軸に標準溶液濃度（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1．000と良好であった。

4　検出限界

　最小検出ピーク面積を1000countに設定し，これに相当する試験液中の被験物質濃度は，

分析試料の希釈操作および希釈倍率の違いにより暴露開始時には0．4mg／L，暴露終了時には

0、03mg／しであり，これを検出限界とした。

一30一



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と精製水とアセトンを混

　合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 Calibration　Curve
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F　i　gure　A－2－2 Representativechromatograms

　　（1）Standard10．Omg／L；OHour

（Standardsolutionwasaddedto10Holdvolumeofwaterbeforeinjection．）
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FigureA－2－2 Contmued
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FigureA－2－2 Conlinued

（5）224mg／Lnomma1，0Hour
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Flgure　A－2－2 Continued

　　（7）StandardlO．Omg／L；72Hours
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F　i　gure　A－2－2 Continued
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Figure　A－2－2 　　　Continued

（l　l）　500　mg／L　nomina1　， 72Hours
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