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表 題 acetaldehydeの藻類（摺物40hro加θ■fθ11∂s〃わ。∂pfむ∂む∂）

に対する生長阻害試験

試　験　番　号 A　O80435

　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，本報告書はその結果を

正しく記載したものである。

　また，本試験は下記のG　L　Pに従って実施したものである。

「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準について」

（平成15年11月21日薬食発第1121003号，平成15・11・17製局第3号，環保企発

第031121004号，最終改正：平成20年7月4目）

2009年　 7月28日

試験責任者
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信　頼　性　保　証　書

三菱化学メディエンス株式会社　メディケム事業本部

安科研事業部　横浜研究センター

試験委託者 環境省

表 題 acetaldehyde
の藻類（みθ〃d欲f－ro加θガθ11∂s〃加∂pfむ∂‘θ）に対する生長阻害試験

試験番号 A　O80435

　本試験は下記のG　L　Pに従って実施され，最終報告書が生データを反映している
ことを保証する。

「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準について」
（平成15年11月21目薬食発第U21003号，平成15・11・17製局第3号，環保企発第
031121004号，最終改正：平成20年7月4日）

．監査および査察の実施事項，実施目および報告目を以下に示す。

実施事項

試験計画書監査

　　試験計画書草案
　　試験計画書
　　変更書（変更番号：01）

実施日

2009年　5月21日
2009年　5月22目
2009年　7月16目

　運営管理者および
試験責任者への報告目

2009年　5月22日
2009年　5月22日
2009年　7月16目

試験の査察
　　試験液の調製
　　藻類の添加
　　試験液の分析
　　生物量の測定

2009年
2009年
2009年
2009年

5月26目
5月26目
5月25，27日

5月29日

2009年
2009年
2009年
2009年

5月26目
5月26日
5月27日
5月29目

最終報告書監査

　　最終報告書草案
　　最終報告書

2009年　 7月23目
2009年　 7月28日

2009年　7月28目
2009年　 7月28目

信頼性保証部門主担当者　：2009年　7月28目
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1．　表 題

2．　試　　験　　目　的

3．　適用ガイドライン

4．　適　用　G　L　P

5．　試験委託者

6．　試験受　託者

7．　試　　験　施　設

8．　試験責任者

AO80435

試験実施概要
acetaldehydeの藻類（P5θ画。短ro加θ■∫θ11∂5め。θpf観θ）に対

する生長阻害試験

（試験番号：A　O80435）

被験物質の藻類（Ps甜40幻ro加θ■fθ1／85め。θpf孟∂‘θ）に対する

生長阻害試験（72時間）を行い，半数生長阻害濃度（EC50）お

よび最大無影響濃度（NOEC）を求める。

「新規化学物質等に係る試験の方法についてく藻類生長阻害試

験，ミジンコ急性遊泳阻害試験及び魚類急性毒性試験＞」　（平

成15年1L月21日薬食発第1121002号，平成15・11・13製局

第2号，環保企発第031121002号，最終改正：平成18年11月

20目）

「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準

について」　（平成15年11月21目薬食発第1121003号，平成

15・11・17製局第3号，環保企発第031121004号，最終改正：平

成20年7月4日）

環境省

東京都千代田区霞が関一丁目2番2号

三菱化学メディエンス株式会社

東京都港区芝浦四丁目2番8号

三菱化学メディエンス株式会社　メディケム事業本部

安科研事業部　横浜研究センター

神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地

生態影響評価グループ
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9．　試験担　当　者

（試験・分析実施）

10．　試　験　　目　程 試験開始日

暴露開始目

暴露終了日

試験終了日

2009年

2009年

2009年

2009年

5月22目

5月26日

5月29目

7月28目

11．　保 管 下記の試資料は，当施設の試資料保管施設に保管する。

　1）試験計画書

　2）最終報告書

　3）生データ

　4）被験物質

　5）対照物質

　6）その他必要なもの
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試験委託者 環境省

要 約

表 題 acetaldehydeの藻類（Psθ掘ohro加θガθ1183助。θpfオ説∂）に対する生長阻害

試験

試験番号　AO80435

試験方法

1）供試生物：

2）試験用水：

3）暴露期間：

4）培養方式：

5）初期生物量：

本試験は，　「新規化学物質等に係る試験の方法についてく藻類生長阻害試験，

ミジンコ急性遊泳阻害試験及び魚類急性毒性試験＞」　（平成15年11月21目

薬食発第1121002号，平成15・11・13製局第2号，環保企発第031121002号，

最終改正：平成18年11月20目）に準拠して実施した。

6）試験温度：

7）照明：

8）試験濃度（設定値）

単細胞緑藻類（P5θuob左fro加θガθ刀θ5〃加θpπ記∂）

試験ガイドライン推奨培地

72時間

止水式（密閉系），振とう培養（100rpm）

　　　　　　　　　　　前培養した藻類　5×10cells／mL

（指数増殖期の藻類乾燥重量：1．7×10－8mg／ce11，nニ8）

22℃（暴露期間中の変動範囲は±2℃以内）

60～65μE／m2／s，白色蛍光灯で連続照明（液面付近）

試験区 濃度（mg／L）

対照区

濃度区1

濃度区2

濃度区3

濃度区4

濃度区5

濃度区6

　5．0

10

22

46

96

200

公比：2．1

9）分析法： ガスクロマトグラフ質量分析（G　C／MS）法
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結　　果：

1）試験液および試験培養液中の被験物質濃度

　被験物質濃度は，暴露開始時の試験液において低濃度区側から5・06，9・32・20・1，42・9・102，

178mg／しであり，それぞれの設定値に対する割合は89～106％であった。また，暴露開始後72

時間の試験培養液においては，5．O　mg／L濃度区（濃度区1）では，被験物質が検出されず

（〈0．05mg／L），10～200mg／L濃度区（濃度区2～6）では，それぞれが0．205，5．89，26、7，

67．8および131mg／しであった。暴露期間中，被験物質の濃度減少が認められ，藻類が生長して

いる5．0，10および22mg／L濃度区で，特に著しい濃度減少が認められた。本被験物質は，低

い10g　kowを示し，微生物分解が良好であることから，藻類の生長による被験物質の分解等の変

化が生じたと思われる。

　また，被験物質濃度は，暴露開始後24時間でそれぞれの設定値に対する割合が61～70％で

あり，全ての濃度区で一定の濃度減少が認められた。46，96および200mg／L濃度区では，そ

の後被験物質濃度を維持した。本被験物質は揮発性を有し，暴露の初期に水中からの揮散があ

ったことが推察された。

2）生長速度の比較による阻害濃度

　阻害濃度の算出には測定値の時間加重平均値を用いた。

　半数生長阻害濃度ErC50（O－72h）：　25．8mg／L（95％信頼区間：17．4～38、5mg／L）

　最大無影響濃度NOECr（0－72h）：　　1．86mg／L

3）藻類の形態観察

　暴露開始後72時間の顕微鏡下での細胞形態観察の結果，46mg／L濃度区（濃度区4）以上

の濃度区では，一部で細胞容積の拡大（膨張）が認められた。22mg／L濃度区（濃度区3）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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材料

　被験物質

．1名称，構造式および物理化学的性状

被験物質の名　称 acetaldehyde‡1

別　　　　　　　　　　名 （略称：AA）＊2

C　　A　　S　　番　　号 75－07－0＊1

構造式又は示性式

　　　牢3

O》

分　　　　子　　　　量 44．05

試　験　に　供　し　た

ｨ質の純度　（％）
99．57（GC）

試　験　に　供　し　た

ｨ質のロ　ッ　ト番号
99896TJ

不　純　物　の　名　称
y　　び　　含　　有　　率

一

蒸　　　　気　　　　圧

1008．5hPa　at20℃

P451hPaat30℃
Q660hPaat55℃

対　　水　　溶　　解　　度 Comp　l　ete　l　y　mi　sc　ib　l　e

1一オクタノール／水分配係数 LogPo宙0．5

融　　　　　　　　　　点 一125℃

沸　　　　　　　　　　点 21℃at1013hPa

常温における性状 無色透明液体

安　　　　定　　　　性 安定

溶媒 溶解度 溶媒中の安定性

溶媒に対する溶解度等
一 『 一

上記内容は供給者提供資料による。ただし＊の内容は以下の通り。

＊1試験委託者提供資料による。

＊2当施設にて決定。

＊3J　S　Tの有機化合物辞書D　B「日本化学物質辞書」検索サービス

　（http：／／nikkajiweb．jst．go．jp）による。
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1．1．2　供試試料

　供給者：

1．L3保管法および安定性の確認

　被験物質は試験期間中，当施設の試験物質保管用冷蔵庫（保管条件：冷蔵，窒素封入）内に

保管した。

　実験終了後に，保管した被験物質の赤外吸収スペクトルを測定した。得られたスペクトルは

実験開始前に測定したスペクトルと一致したことから，被験物質は保管中安定であったと判断

した。赤外吸収スペクトルを付属資料一1に示す。

　（装置）フーリエ変換赤外分光分析装置：

　　　　　サーモフィッシャーサイエンティフィック製Nicolet　is10型

1．2試験用水

　前培養および試験ともに試験ガイドラインに示されている推奨培地を調製し，濾過滅菌

（0。22μm）したものを使用した。組成表を付属資料一2に示す。

試験ガイドラインには，大気との平衡状態で培地のp　Hが8．1となることが記載されている。

当施設でのp　Hは水質により8．0±0．2である。

L3供試生物

1）分類：

2）学名：

3）株名：

4）入手先：

5）入手日：

6）入手後の管理：

7）感受性の確認：

単細胞緑藻類

みθ面bhro加θ■iθ！ノθsσわ。∂pπ寵∂

ATCC22662

Amer　i　can　Type　Cu　l　ture　Co　l　l　ect　i　on

1996年6月20目

Gorham培地を用い無菌的に継代培養。定期的（約6ヶ月毎）に細菌検査をし

無菌性を確認。

定期的（約6ヶ月毎）に基準物質（重クロム酸カリウム，試薬特級）による

生長阻害試験を行い，供試生物の感受性を調べている。

速度法により算出した最新の72時間半数生長阻害濃度を示す。

　ErC50：0．833mg／L（95％信頼区間：0．634～1．09m9／L，

　暴露期間：2008年12月9目～2008年12月12日）

以下に2000年6月以降のErC50平均値を示す。

　ErC50平均値±標準偏差二〇．823±0．0871mg／L，nニ18

　　　　（最小値～最大値二〇．687～0．965mg／L）
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8）前培養： 前培養期間；2009年5月22日～2009年5月25目

試験と同条件で前培養し，暴露開始時に指数増殖期になるようにした。

また，変形や異常な細胞の出現は認められなかった。

L4　試験容器および藻類培養試験装置等

1）試験容器：　　　　　500mLガラス製共栓付き三角フラスコ（IWAKI製，ヘッドスペース容

　　　　　　　　　　　量：当施設測定値490mL）

2）藻類培養試験装置：

3）光学顕微鏡：

4）粒子計数装置：

5）p　H計：

6）温度計：

7）光量子計：

8）電子天秤：

伊藤製作所製　AGP－150RL型

ニコン製　ECLIPSE　TE300型

シスメックス製CDA－500型

東亜電波工業製　HM－40V型

Tasco　Japan製　TNA－120型

Apogee製　QMSS型

Apogee製　QMSS－ELEC型

メトラー製　AG204型

メトラー製　AE163型

メトラー製　AB204－S型

メトラー製　PB3002型
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2　方法

2．1試験方法

　本試験は，　「新規化学物質等に係る試験の方法についてく藻類生長阻害試験，ミジンコ急性

遊泳阻害試験及び魚類急性毒性試験＞」　（平成15年11月21日薬食発第1121002号，平成

15・11・13製局第2号，環保企発第031121002号，最終改正：平成18年11月20目）に準拠して

実施した。

　試験容器およびその他の器具は，必要に応じて滅菌したものを使用した。また，藻類の接種

も無菌条件下で行った。

2．L1試験条件

1）培養方式：

2）暴露期間：

3）試験液量：

4）連数：

5）初期生物量

6）試験温度：

7）照明：

8）p　H：

　止水式（密閉系）＊，振とう培養（100rpm）

　＊被験物質の揮発性が高いため密閉系を用いた。

　72時間

　100mL／容器

　6容器／対照区，3容器／濃度区

　　　　　　　　　　ヨ：前培養した藻類5×10cells／mL

　（指数増殖期の藻類乾燥重量：1．7×10腎8mg／ceH，nニ8）

　22℃（暴露期間中の変動範囲は±2℃以内）

　60～65μE／m2／s，白色蛍光灯で連緯照明（液面付近）

　調整なし

12
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2．1．2　予備試験結果

　被験物質の培地に対する溶解度は〉10000mg／L（当施設測定値）であった。試験濃度を，試

験ガイドライン上限濃度（100mg／L）以下とし，予備試験を実施した。結果を以下に示す。

予備試験結果（対照区3連，各濃度区1連，密閉系）

試験液中の被験物質濃度（設定値に対する割合，％）

濃度
（mg／L）

阻害率（％）

1〆0－72h）＊1　暴露開始時 暴露開始後72時間

藻類添加有 藻類添加無

対照区 検出せず 検出せず

．0 一2．6 109 検出せず 105

5．0 一1．2

20 21．3

100 68．1 105 100［22］＊2 102［20］幸2

　＊1「2．2．1結果の算出，2）生長速度および生長阻害率の算出」に示した式により算出した。

　＊2開放系：300mLガラス製三角フラスコ（シリコン栓付）で培養

　なお，暴露開始後72時間の分析において藻類が生長しているL　O　mg／L濃度区で，被験物質

濃度の著しい減少が認められた。本被験物質は，低い10g　kowを示し，微生物分解が良好である

ことから，減少理由として，藻類が存在することによる被験物質の変化が考えられた。

2．L3　試験濃度の設定

　2．L2に示した予備試験の結果を踏まえ，より正確な半数生長阻害濃度（EC50）を算出する

ため，試験濃度を次のように決定した。

試験区 濃度（mg／L）

対照区

濃度区1

濃度区2

濃度区3

濃度区4

濃度区5

濃度区6

　5．0

10

22

46

96

200

公比：2．1

13
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2．L4試験液の調製

　試験液の調製方法を付属資料一3に示す。

験液（各試験区2連，以下予備容器とする）

　調製時の試験液の外観を観察し記録した。

p　H測定および試験培養液の色調観察のための試

も調製した。

2．L5試験液および試験培養液の分析

　暴露開始時，暴露開始後24，48および72時間に，全試験区の試験液および試験培養液中の被

験物質濃度を，ガスクロマトグラフ質量分析（GC／MS）法により分析した。詳細を付属資

料一4に示す。

2．1．6試験操作

1）暴露の開始

　前培養した藻類を，生物量（代替パラメータとして細胞濃度）が5×103cells／mしとなるよう，

試験液の入った容器に一定量添加した。前培養液の生物量は，粒子計数装置および血球計算盤

と顕微鏡により測定した。なお，予備容器のうち1容器には，上記の要領で藻類を添加し，も

う1容器は添加しなかった。

　各試験容器を培養装置に設置（ランダム発生表に従いランダム配置，24時間毎に再配置）し，

暴露を開始した。予備容器も同時に培養装置に設置した。

2）生物量の測定

　暴露開始後24，48および72時間に各試験容器より試験培養液L　O　mLを採取し，粒子計数装

置用電解液9．O　mしと混合した後，生物量を粒子計数装置により測定した。

3）試験培養液の色調観察および細胞形態観察

　暴露開始時，暴露開始後24，48および72時間には試験培養液の色調を藻を添加していない

予備容器との比較で観察した。また，暴露開始後72時間には細胞形態を顕微鏡により観察した。

4）試験環境の測定

　暴露開始時のp　Hは，各試験区の予備容器から試験液を一部採取して測定し，暴露開始後72

時間のp　Hは，各試験区の試験容器のうち1容器（No．1）の試験培養液について測定した。ま

た，暴露期間中，培養装置内の温度，照明光強度および回転数を1日1回測定した。

14
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2．2　試験結果の評価

2．2．1結果の算出

1）生長曲線

　対照区および各濃度区の生物量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。

この時，対照区の生長曲線が暴露期間中を通して指数増殖期にあるか否かを確認した。

2）生長速度および生長阻害率の算出

　指数増殖している藻類の生長速度（μ珂）を次の式より算出した。

　　　　　　lnX－lnX　　　　　　　　ノ　　　　’
　　　μ∫づニ
　　　　　　　　ご　一言
　　　　　　　　プ　　∫

　ここで，

　　　　μ可：ち時とら時の間の生長速星

　　　　Xノ：ら時の生物量

　　　　　　　［暴露開始時（60）の生物量については設定値を用いる］

　　　　Xノ：ら時の生物量

　　　　　ち：暴露開始後∫回目に生物量を測定した時間

　　　　　ら：暴露開始後ノ回目に生物量を測定した時間

　各濃度区における生長阻害率（∫、）は対照区の生長速度の平均値と各濃度区での生長速度の

平均値との差として次の式により算出した。

　　　　∫＝μ♂μr　x100

　　　　μ　　　　　　　　μo

　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

15
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3）阻害濃度算出に用いる被験物質濃度の決定

　阻害濃度の算出に用いる被験物質濃度は，測定値の時間加重平均値とした。

　　　　　Coηc且η一ConoB”
オrε0＝　　　　　　　　　　　　　　　×伽躍s
　　　ln（Cono痴）一1n（CoηoB・）

一　　Tb1θ1／irθα3

耀＝
　　　Z9∫01飾〃rs

α）刀朗、：n期間の始めの測定値

　　（暴露開始時または暴露開始後24，48時間の測定値）

ω刀。玩：n期間の終わりの測定値

　　（暴露開始後24，48時間または72時間の測定値）

（6b刀朗．と6切砺の値が同じ場合は，刀rθ∂＝6b刀朗．x施砿sとする。）

κ：時間加重平均値

4）半数生長阻害濃度（EC50）の算出

　72時間の暴露期間を通じた生長阻害率1．（0－72h）を用いて，以下の方法により半数生長阻

害濃度（EC50）を決定した。

最高濃度区における阻害率　　≧50％ 〈50％

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 記載

EC50の決定方法
濃度一生長阻害率曲線において直
�ｫの認められる点を用いて直線
�A分析（最小二乗法）し，阻害
ｦ50％との交点から算出
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

EC50の表記方法 ErC50・（0－72h）
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5）最大無影響濃度（NOEC）

　対照区と濃度区の生長速度（μ。。伽）を以下の統計学的手法により比較し，有意差が認めら

れない試験最高濃度の時間加重平均値を最大無影響濃度（NOEC：NOECr（0－72h）と表記）とし

た。

　　多群の比較
［対照区以外に2群以上］

Bartlettの等分散検定

等分散が認められる場合
　　一元配置分散分析（ANOVA）

　　パラメトリックのDunnett，Williams

　　またはScheffeの多重比較検定

等分散が認められない場合

　　Kruska1－Wallisの検定

　　ノンパラメトリックのDunnett，Wilhams
　　またはScheffeの多重比較検定

　　Yukmsソフトウェア
Statlight「＃4多群の比較」

　　（Yukms　Corp，東京）

6）統計学的手法

　試験結果の算出に用いた統計学的手法は，結果とともに示した。

2．2．2　試験の有効性

　以下の条件が満たされる場合，試験を有効とみなした。

1）対照区の生物量が暴露期間中に少なくとも16倍に増殖すること。

2）対照区の毎日の生長速度の変動係数が暴露期間を通じて35％を超えないこと。

3）対照区の繰り返し間の生長速度の変動係数が7％を超えないこと。

17
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　結果および考察

．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。

3．2培養試験装置内環境，試験液および試験培養液のp　H，試験液の外観

　暴露期間中の培養試験装置内環境（温度，照明光強度，回転数）をTable1に，暴露開始時

の試験液および暴露開始後72時間の試験培養液のp　HをTable2に，調製時の試験液の外観を

Table3に示す。

　培養試験装置内の温度は，設定範囲内（22℃，暴露期間中の変動範囲は±2℃以内）であった。

p　Hは，暴露開始時が7．8～7．9，暴露開始後72時間では7．8～10。5であった。対照区，5．0お

よび10mg／L濃度区（濃度区1および2）においてp　Hがし5以上増加した。藻類の炭酸同化

作用により試験培養液中の重炭酸イオン濃度が減少し，密閉条件下であるため空気の交換（C

O2の供給）がほとんど無く，結果としてp　Hが増加したと考えられた。

　調製時の試験液の外観は，全ての試験区において，けん濁物質，浮遊物質，沈殿物は認めら

れず，色調は無色であった。

3．3試験液および試験培養液中の被験物質濃度

　試験液および試験培養液中の被験物質濃度の結果をTable4に，代表的なクロマトグラムを

付属資料一4に示す。

　被験物質濃度は，暴露開始時の試験液において低濃度区側から5、06，9．32，20、1，42。9，102，

178mg／しであり，それぞれの設定値に対する割合は89～106％であった。また，暴露開始後72

時間の試験培養液においては，5．O　mg／L濃度区（濃度区1）では，被験物質が検出されず

（〈0．05mg／L），10～200mg／L濃度区（濃度区2～6）では，それぞれが0。205，5．89，26、7、

67．8および131mg／しであった。暴露期間中，被験物質の濃度減少が認められ，藻類が生長して

いる5．0，10および22mg／L濃度区で，特に著しい濃度減少が認められた。本被験物質は，低

い10g　kowを示し，微生物分解が良好であることから，藻類の生長による被験物質の分解等の変

化が生じたと思われる。

　また，被験物質濃度は，暴露開始後24時間でそれぞれの設定値に対する割合が61～70％で

あり，全ての濃度区で一定の濃度減少が認められた。46，96および200mg／L濃度区では，そ

の後被験物質濃度を維持した。本被験物質は揮発性を有し，暴露の初期に水中からの揮散があ

ったことが推察された。
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3．4　半数生長阻害濃度（EC50）および最大無影響濃度（NOEC）

　暴露期間中の全試験区の生物量をTable5に，生長曲線をFigure1に示す。対照区の生長曲

線が暴露期間中を通して指数増殖期にあることを確認した。

　生長速度と生長阻害率をTable6に，半数生長阻害濃度（ErC50）および最大無影響濃度

（NOECr）をTable7に，濃度一阻害率曲線をFigure2に示す。得られたErC50およびNOECr

を以下に示す。

　ErC50は，濃度一阻害率曲線において直線性の認められる点を用いて直線回帰分析し，阻害率

50％との交点から算出した。

　NOECは，Bartlettの等分散検定（αニ0、01）を行い等分散性を確認後，一元配置分散分析

（1－way姻OVA，αニ0．05）およびWilliamsの多重比較検定（α＝0．05，両側）を用い決定した。

詳細を付属資料一5に示す。

ErC50（0－72h）

NOECr（0－72h）

25．8mg／L（95％信頼区間：17．4～38、5mg／L）

1．86　mg／L

3．5　藻類の観察結果

　試験培養液の色調観察の結果，46mg／L濃度区（濃度区4）以下の試験区で時間経過ととも

に緑色度が増加する傾向がみられた。暴露期間中96mg／L濃度区（濃度区5）はわずかに色調

が変化し，200mg／L濃度区（濃度区6）は，全く変化しなかった。

　暴露開始後72時間の顕微鏡下での細胞形態観察の結果，濃度区4以上の濃度区では，一部

で，細胞容積の拡大（膨張）が認められた。22mg／L濃度区（濃度区3）　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。

3．6　試験の有効性

　対照区の生物量をTable5に，生長速度をTable8に示す。

　対照区の生物量は暴露期間中に16倍以上増加した。また，対照区の毎日の生長速度の変動係

数は暴露期間を通じて35％を，対照区の繰り返し間の生長速度の変動係数は7％をそれぞれ超

えることはなかった。

　試験の有効性の条件をすべて満たしたため，試験は有効であるとみなした。

以　上
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Table1 Temperatures，Light　Intensities　and　Revolutions　in　the　Incubation　Chamber

Exposure　Period

　　　（Hours）

Temperature

　　　（℃）

Light　Intensity

　（μE／m2／s）

R．evolution

　　（rpm）

0

24

48

72

21．3

21．9

21．7

21．7

62－64

61－63

61－63

61－63

100

100

100

100

TabIe2 pH　Values　of　Test　Cu1拍res

Test

Group

pH

O　Hour 72　Hours　（Vessel　No、）

Contro1 7．9 10．5 （1）

Conc．1 7．9 10．4 （1）

Conc．2 7．9 10．1 （1）

Conc．3 7．9 8．5 （1）

Conc．4 7．8 7．9 （1）

Conc．5 7．9 7．9 （1）

Conc。6 7．8 7．8 （1）

Table3 Appearances　ofPreparated　Test　Solutions　befbre　Inocula‡ion

Test

Group

Suspended

　　solids

Floating

solids

Precipitation Color

Control S一 F一 P一 C一

Conc．1 S一 F一 P一 C一

Conc．2 S一 F一 P一 C一

Conc．3 S一 F一 P一 C一

Conc．4 S一 F一 P一 C一

Conc．5 S一 F一 P一 C一

Conc．6 S一 F一 P一 C一

一
　
一
　
一
　
帰

S
F
P
C

Not　observed（1Tansparent）

Not　observed

Not　observed

Colorless
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Table4 Measured　Concentration　ofthe　Test　Substance　in　Test　Cultures

Test

Group

　Nominal
Concen廿ation

　　（mg／L）

Measured　Concentration（mg／L）

　　　　（Percent　of　Nominal）

Meana　Measured

　　Concen甘ation

　　　　（mg／L）

O　Hour　24Hours48Hour72Hours（Percent　of　Nomina1）

Contro1 く0．05 〈0．05 ＜0．05 〈0．05

Conc．1 5．0

5．06

．．（1Ω1）．．

3．06

、、鯉）．

0．500

、．Ω9）．、

＜0．05 1．86＊

6．65 2．80 0．205

．．（含エ）．．

Conc．2 10
9．32

．（93⊇． ．鯉） ．儀）．． ．．ω．．

4．45

5．89

．（鍾）．．

Conc．3 22
20．1

．12Ω．．

15．2

．工62）．

13．1

．．（巨9）． ．．工2エ》．、

13．6

26．7

．．（豆3）．．

Conc．4 46
42．9

、．（2⊇⊇．

31．7

．．鯉1．．

30．5

．．晒）．． ．．魚鉛．、

32．2

67．8

．．1エ9）．．

Conc．5 96
102

⊆19Ω．

67．1

（70）

64．9

．．鰹2．． ．．ω．）．

71．9

140 139 131

．（z乏）

Conc．6 200
178

（89） （70） （70） （66）

144

（72）

a：Time　weighted　mean
＊・The　value　ofthe　detection　limit（0．05mg／L）was　used　fbr　detemユination　ofthe　concentration

　　oftime　weighted　mean。
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Table5 Biomass　ofP5εμ40窺ナσhnεr1ε〃αsめ。印加‘o　during　the72－Hour　Exposure

Test
Nominal　Concentration

［M翻制
　　　　　　（mg／L）

Vessel

No．

Biomass（cells／mL）

Group
O　Hour＊ 24Hours 48Hours 72Hours

Control

－
【
∠
3
4
5
6

5000

5000

5000

5000

5000

5000

26200

23800

24300

25600
25400

29200

212000

204000
228000

218000

262000

283000

666000

678000

685000

653000

735000

792000

Average

　　SD 0
0

005 25800
1910

235000

31200

702000

52400

Conc．1

5．0

［L86］

－
∩
∠
つ
」

5000

5000

5000

22500
24000

24400

195000

247000

210000

662000

673000

651000

Average

　　SD

5000
　　　0

23600
1000

217000
26800

662000

11000

Conc．2

　10
［4．45］

－
∩
∠
つ
」

5000

5000

5000

19900

22200
19300

110000

109000

110000

570000

553000

505000

Average

　　SD

5000
　　　0

20500
1530

110000

　　　577

543000

33700

Conc．3

　22
［13．6］

－
n
∠
3

5000

5000

5000．

18600

18500

19000

63100
66900
54100

147000

159000

115000

Average

　　SD

5000
　　　0

18700

　265

61400

6570

140000

22700

Conc．4

46

［322］

－
∩
∠
3

5000

5000

5000

18200

20400
18000

40200
37200

41100

51700

52300

54900

Average

　　SD 0
0

005 18900

1330

39500
2040

53000
1700

Conc．5

96

［7L9］

1
6
∠
3

5000

5000

5000

10600

10200

9580

11500

11400

11000

12100

11100

9840

Average

　　SD 0
0

005 10100

　　514

11300

　　265

11000

1130

Conc．6

200

［1441

－
り
∠
つ
」

5000

5000

5000

6260

6110

6260

5910
6850

6500

5230

5910

5090

Average

　　SD 0
0

005 6210

　　87

6420
475

0
∩
ソ

ー
つ
」

五
マ
4

5

a　　Time　weighted　mean

SD：Standard　deviation

＊　Nominal　initial　biomass
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Table6 Growth　Inhibitions（％）ofP3εμ40窺ケohnα’ε11α3め。卯1∫α如

Nominal　Concentration Growth Rate
Test

Group
［Meana　Measured　Conc．］

@　　　　　　（mg／L）

Vessel　No． 　　Rate

ﾊ（0－72h）

　　　　　　　　　　　ヰ1
Pnhibition（％）

@　∫（0－72h）

1 0．0679

2 0．0682

3 0．0683

Control
一－

4 0．0677

5 0．0693

6 0．0703

Average 0．0686 ，

SD 0．0010

1 0．0679

5．0 2 0．0681

Conc．1 ［L86］ 3 0．0676

Average 0．0679 LO

SD 0．0003

1 0．0658

10 2 0．0654

Conc．2 ［4．45］ 3 0．0641

Average 0．0651 5．1＊＊

SD 0．0009

1 0．0470

22 2 0．0480

Conc．3 ［13、6］ 3 0．0435

Average 0．0462 32、7料

SD 0．0024

1 0．0324

46 2 0．0326

Conc．4 ［322］ 3 0．0333

Average 0．0328 52．2紳

SD 0．0005

1 0．0123

96 2 0．0111

Conc．5 ［7L9］ 3 0．0094

Average 0．0109 84．1＊＊

SD 0．0015

1 0．0006

200 2 0．0023

Conc．6 ［144］ 3 0．0002

Average 0．0010 98．5＊＊

SD 0．0011

a
＊I

SD
＊＊

Time　weighted　mean

Valuesarethegrowthinhibition（％）relativetothecon廿oL

Standard　deviat玉on

Indicates　a　significant　diffbrence（αニ0、Ol）f士om　the　controL
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Table7 EC50and　NOEC

DasCU　OIl　l　LU1∠1り　Va1Uじb曳U1UWロ11αしoOノ

ErC50（0－72h）

@　　（mg／L）

　　　95－Percent

bonfidence　L㎞its

@　　　（mg1L）

NOECr（0－72h）

@　　（mg／L）

25．8 17．4－38．5 1．86

Based　on　Z （0－72h）values（Growth　rates）

　　The　ErC50value　and　associated95％confidence　limits　were　dete㎜ined　by　least　squares　linear

re即essi・n㎝alysis聡ing出e1・9面t㎞・ftimewei帥tedme鋤me邸uredc・nce煎ati・n・f22・46・96

and200mg／L　concentration　groups　against　the　growth　inhibition（％）relative　to　the　controL

　　The　NOECr　value　was　dete㎜ined　by　an　analysis　ofvariance（ANOVA），Williams　test，subsequent

toB飢le廿testfbrhomogeneityofv韻ances．StatisticalanalyseswereperfbnnedusingYu㎞sStatlight

＃4so飾釘e（Yu㎞sCo中．，To靭。）㎝dalltestsofsi即i五。㎝ceIevelweresetatαニ0．05，exceptB飢一

1ett　test，which　was　set　atα＝0．OL
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Figure　l Gro航h　Curve　ofPsεzぬ。窺ケohnεr∫ε〃。　sμわ。叩∫∫o∫α

（Mean　biomass　v5time　duringthe72－hour　exposure）
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Figure2 Concentration－lnhibition　Curve　Based　on4values　Calculated　ffom　the　Growth　Rates
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付属資料一1

赤外吸収スペクトル

27



AO80435

FigureA－1－1 In丘are（l　Absolption　Spectmm　ofthe　Test　Substance　befbre　the　Sta』rt　ofExposure
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付属資料一2

　培地の組成
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Table　A－2Medium

Nuh寸ent　sal飴 Concentrationm

NH4Cl

MgC12・6H20

CaC12・2H20

MgSO4・7H20

KH2PO4

FeC13・6H20

Na2EDTA・2H20

H3BO3

MnC1プ4H20

ZnC12

CoC12・6H20

CuC12・2H20

Na2MoO4・2H20

NaHCO3

15．O

12．0

18．0

15．0

1．6

0．064

0．1

0．185

0．415

0．003

0．0015

0．00001

0．007

50

The　test　guideline　shows　that　the　pH　of　the　medium　which　is　obtained　at

equilibrium　between　the　carbonate　system　ofthe　medium　and　the　partial　pressure

ofCO2in　atmospheric　air　is8．L
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付属資料一3

　試験液の調製

31



AO80435

試験液の調製
盛」萱　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　密度：0．785g／cm3
　　　　　　’、・　1の言　j
　．．．＿採．取．量．．．．．．．．．＿．．＝盆．＿、＿．2斡．．．．．エ区マ盈匙冗牡歪採聖L．．．．．．．．．＿．．＿．．．．、．．．．．，

　．．．試験用水　　　　　一一一〉　　培地⊆～ごΩ1＿．．＿＿＿．．＿、＿．．．．．．．．、＿．．＿，．．＿＿＿．＿．．，

　　　最終容量　　　　　一一一一〉　　　1020　　　mL

　　　容器　　一一〉　メスフラスコ
　　　濃度　　一一〉　邊6じ…一二：＝亟彰互：二二二二二二ニ．．．＿．．．．．．．．、．．＿＿＿凡．．＿．．1

　　　混合方式　　　　　一一＞　ス2＝＝乏＝で撞推．§分㌧蜜栓．．＿．＿．．．＿．＿．＿．．＿．＿．＿．．．．

灘1を下記の表の通り採取し，試験用水で希釈して試験液とする．対駆は試験

　　用水のみとする。

　＿，．．量．経容量．＿．、嘔．．＿、＝＝≧＿．．．．．．∫｝」Ω．＿．．』＿、．．．．＿、＿．＿．＿．＿＿．．．．．＿．．＿．＿．．＿．．．，

　＿．．．容．．．器＿．．＿．．＿二＝2．＿至9鯉』容五ラ盗塁芸．栓付き喜負22盈El皿合壁勲．．．．＿．．＿．＿．，

　　　混合方式　　　　　一一〉　手で振とう撹拌　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．．．．．．
　．＿．．溝塵．公．些．．．＿．．＿、．＝＝え．＿．．．．．盆盤　　　　　　　　　　　　　　　　．．．＿．．．＿．＿＿、＿．

　．．．．．．連．．．数．．＿．．＿．．．＝＝え．．．．至容器乙対照屡‘．β容器∠濃塵区，．a吊鐘容器イ麸験区．．．＿、．＿．．．．，

　　（以下の濃度表示ぽ，最小桁数に合わせている）

設定試験濃度
　　mg／L

　対照区
　　5．0

　　10．0

　　22．0

　　46．0

　　96．0

　　200

区Nα

（略称）

　C
Conc．1

Conc．2

Conc．3

Conc．4

Conc．5

Conc．6

一一一

一一一

一一一

一一
一一一

一一
一一一
r

原液I

　mL
　　O．0

　　2．5

　　5．0

　　11．0

　　23．0

　　48．0

　100．0
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　　　付属資料一4

試験液および試験培養液の分析
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1．ガスクロマトグラフ質量分析（GC／MS）計　測定条件

鎭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）Nα2
ガスクロマトグラフ（GC）：　　　AgilentTechnologies6890N型
ヘッドスペースサンプラ（HSS）：　Agilent　Technologies　G1888型

質量選択検出器（MSD）：　　　　Agilent　Technologies5973ノ肥■オ型

データ処理部：　　　　　　　　MSDケミステーション（Windows　XP）

［GC条件］

カラム：

キャリアーガス：

ストップタイム：

オーブン温度：

注入口温度：

MSインターフェース温度：
注入条件：

注入量：

Agilent　INNOWAX30m×0．25mm×0．25μm
ヘリウム　　1。O　mL／min（Constant　flow）

12min
40℃（2min）→5℃／min→50℃（2min）→15℃／min→140℃

250℃

280℃
スプリット（スプリット比二100：1）

L　O　mL（HSSサンプルルーフ。容量）

［HSS条件］

温度条件：

イベント時間：

バイアノレパラメータ

Oven　45℃，LOOP　120℃，Transfer　Line、200℃

GC　Cyc　l　e　Ti皿e　　20　mi　n

Vial　Equilibration　Time　20min

Pressurization　Time　O．2min
Loop　Fi　l　l　Time　　O．03　min

Loop　Equilibration　Time　　O．2　min

Ihject　Time　　l　min

Shake　（HIGH）

［MSD条件］

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：

　　　　　　　　　　　　　　Filament　off　　3　min

　　　　　　　　　　　　　　Quant　i　on　漉r　　44．0
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2．検量線の作成と試験液および試験培養液中の被験物質濃度の定量

1）被験物質を精製水＊で溶解，希釈し，0，0．500～50．O　mg／しの標準溶液を調製した。

　＊：JIS　KO557A4グレードの水

2）標準溶液を以下のように分析した。

　標準溶液10mL採取
　l

　GC／MS測定

3）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（Figure　A－

　4－1）。最小二乗法により直線回帰式Yニa＋bXを求めた。相関係数は0．9999となり，葺線性

　の基準（0．995以上）を満たした。また，切片aの95％信頼区間が原点を含むことから，検

　量線は原点を通過する直線とみなせた。そこで，試験液および試験培養液中の被験物質濃度

　の定量は，各分析時に測定した標準溶液のピーク面積との比較で行った。

4）検量線の最低濃度に対し，1／10程度で視覚的に分析可能と思われる被験物質濃度0．05mg／L

　を暴露期間中の検出限界とした。

3．試験液および試験培養液の分析方法

1）試験液および試験培養液を以下のように分析した。代表的なクロマトグラムをFigure　A－4－2

　　に示す。

　暴露開始時：各試験区毎に藻類を添加していない予備容器の中層より採取

　精製水q

　十
　試験液半210mL（精製水との合計）

　　1

　混合
　　1

　分析試料
　　1

　GC／MS測定

　＊1：JIS　KO557A4グレードの水

　＊2：精製水と試験液の比率を変えることによって被験物質濃度を検量線範囲に入れる。検量線

　　　範囲に入ると予想される試験区は，試験培養液10mL（精製水＝O　mL）とした。

5「
⊃



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AO80435

暴露開始後24，48および72時間：各試験区毎に藻類を添加した予備容器の中層より採取

精製水雫1

十

試験培養液‡210mL（精製水との合計）
　1

混合
　1

分析試料
　1

GC／MS測定

＊1：JISKO557A4グレードの水

＊2：精製水と試験培養液の比率を変えることによって被験物質濃度を検量線範囲に入れる。検

　　量線範囲に入ると予想される試験区は，試験培養液10mL（精製水＝O　mL）とした。
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Figure　A－4－1

，

Calibration　curve

No． Concentration Peak　Area

X（m　） Y（count）

1 0 0

2 0，500 4200

3 1．00 7259

4 5．00 36316

5 10．0 68931

6 20．0 136990

7 50．0 329409

Y＝a十b　x　X

aニ1．956E＋03

b＝6．583E＋03

　r＝　0．9999

一7．036E＋02　　＜a＜　　　4．615E＋03

　（95－Percent　Confidence　Limits）
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AO80435

Figure　A－4－2 Repr“sentative　chromatograms

（1）Standard5．00mg／L，O　Hour

StudyN。．’ D　：［而AO80435［3AO80436

難鑑㎞，㎞i脚
Sample丼ame　　：std5㎎／L
厩isc　Info
Fi　le　Na皿e　　　　　　　　：C：￥HSDChem￥1￥DATA￥AA￥9052608．D

Acquired　　　：26甘ay200915：00　usingAcqMethod触

．菰瀬宮｝

㎜
㎜
枷
㎜
鋤
欄

　　2000

　　1000

　　　　0
Time一一》．OO　O20　0．40　　0．50　α80　　1．00

nc：9052608b

1加 層一〇　　1層δ0　　1．80　2」〕0　220　2．40　　2層60　2．80

TIC：9052608．D

ヒ㌧州　リテンションタ仏　タイプ　半値幅

　　1　　　　　　0．868　　　　　　冨　　　0．010

面積
24001

開始時間　　終了時間
　0．856　　　　　　　0．887

（2）　Con1コ’ol　，O　Hour

StudyN。．　　：朗AO80435口AO8㏄36
Date　　　　　　　　　　　　：2009．5．26

臨。1，f．，胆，i．。網■

Sa叩1e地動e　lAOhC
闘isc　Info
File　Name　　　　　　　　：C：￥USDChe血￥1￥1）ATA￥A八￥9052600．D

Acquired　　　　　　　　　：26　May　2009　　11：59　　　　using　Acq瓢ethod　瓦A

：靭ンス

　　㎜

7

㎝
㈱
㎜
㎜
』

T］α9052600⊥⊃

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し訪鵬一力』〕O　O20α400．◎00501ρ01，201．⑩1．601．802⑳惣O之40之602．80

TIC：　9052600．D

ヒ㌧舛　∬テンションタイム　タイプ　半値幅

ヒ㌧クが検出できません
面積 開始時間　　終了時間
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Figure　A－4－2 Continued

（3）Conc．1，0Hour

StudyN。，　＝［勇＾。8・435［］A・8・436

蘇難。飾rm、t、．ni脚16

SampleName　　：AOhC1
回isc　Info
File　Na鵬　　　　　　　：C：￥MSDChe届￥1￥DATA￥AA￥905260L　D

Acquired　　　：26瓢ay200912：22　usingAcqMethod航

一
7ハンンλ

…

1　9DOO

8DOO

7DOO

6000

500D

4

3

2

1000

m　gO526DID

　　　　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト丁，【ηrτ亙⑳．α20　旦如　O．60．．0．凹．エ．PO　120　140　ユ、60　1卵．2．OD240　2．40　2．60　Z90

T工C：　9052601．D

ヒ’一州　リテンションタイム　クィプ　半笹幅

　　1　　0．860　　磁　0．010

面’ﾏ
24273

開始時間　　終了時間
　O．843　　　　　　　0．881

（4）Conc．3　，0Hour

StudyN。．　：［♂］A・8・435［］A。8。436

臨。飾．胆、b、i脚『

SampleNa皿e　　：AOhC3’
M　i　s　c　Info

F　i　l　e　Na阻e　　　　　　　　　：C：￥麺SDChe碑￥1￥DATA￥AA￥9052603．D

Acquired　　　：26May200913：07　usingAcqUethod献

源go
8

70

60

5回

4

3

200DO

10000

o，86

ηC：野052δ03』⊃

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド
泊mrP，opq釦．α⑩．．O，80じ801．00t201湘1、601．80乞OO乞20乞40250乞80

TIC：　9052603．D

ヒ㌧州　リテンションタ仏　タイプ　半値幅

　　1　　　　　0．860　　　BB　　　　O．009

面積
97264

開始時間　　終了時間
　0．846　　　　　　0．879
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Figure　A－4－2 Continued

（5）Conc．6，0Hour

StudyNα　　：［略AO8。435［］AO8・436

Date　　　　　　　　　　　　　：2009．5．26

砺erat・r　　：口■■『
Sample　InformationτAA
Sample　Name　　　　　　　：AOhC6

虹i　sc　Info

File　Name　　　　　　　　：C：￥”SDChem￥1￥DATA￥Aム￥9052611．D

Acquired　　　：26闘ay200916：07　usingAcqMethodM

」涙勇ンス

9DDOO

80000

！　70

600

40000

30000

20000

1DOOO

0．B7

T1α9052611D

　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
喧嘩＝豊＝qq．、92P．叫q．ρ，四．．α図1pq，1⑳．1，‘P．．工60，．可βO．2qg、契P、．塾如．．．即茎80．

TIC：9052611．D

ヒ㌧嬬　リテンションタイム　タイプ　半値幅

　　1　　　　　　0．868　　　　　　M　　　O．009

面積
85764

開始時間　　終了時間
　．0．853　　　　　　　0，896

（6）Standard5、00mg／L，72Hours

StudyN。，　　：［丙AO80435［］AO80436

翫鉤一、b。脚
Sa叩10N蹴　　 ：std5璃9ん
頁isc　Info
FileNa皿e　　　　　：C：￥冨SDCha回￥1￥1）ATA￥AA￥9052907．D

Acquired．　　：29闘ay200H2：43　usingAcqMeth。d触

、π坤ンス

9000

㎜
、　7

5

㎜

1

　　　　o
凱mrr力．000⑳　O．⑩．q，6D

0．B6

TIC＝905290コD

腹801．bo一1201．401．霞0．．1．日02，qg乞20之402．50之80

TllC：　905290了．D

ヒ㌧舛　野ンシiンタイム　タイプ　半値幅

　　1　　　　0．860　　　　醐　　O．010

面積
28537

開始時間　　終了時間
　0．846　　　　　　0．884
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Figure　A－4－2 Continued

（7）Contro1；72Hours

StudyN。．　　：［内AO8財35［］AO80436

1藍i幾。釦血a。、．ni脚19

SampleN餌e　　：A72hC
甘isclnfo
　File　Na皿e　　　　　　　　：C：￥闘SDChem￥1￥DATA￥Aハ￥9052900，D

Acq血ed　　　：29助200910：05　usin区AcqMethod献

D㎜瓢¶℃

以
鞠

、
ノπ一

・
一
一
』
し
一
　
■

『
1
　
■
　
，
　
■
　
　
I

I
　
　
一
－

一
　
■
　
■

明，

|
姻
－
㎜
，
－
灘

簡。一P．OO．O皇Oα4DO．6Q．．O、ao1、OO1201．40L601』0．乞OO即即乞OP．幻BO
　　　　O

TIC二　9052900．D

ピr7＃　リテンシ…ンタ仏　タイプ　半値幅

ヒ㌔ウが検出できません
面積 開始時間　　終了時間

（8）Conc。1，72Hours

Stud飾．　　：［吻AO8図35［］AO8鱗36

臨。。．＿，、．，i獅

Sa岨ple　Name　　　　　　：A72hCl

Hisc　Info
File　Name　　　　　　　　：C：￥凪SDChem￥1￥｛）ATA￥AA￥905290L　D

Acquired　　；29胸200910：28　usingAcqMeth。dAA

碑万

8

7000

δD

㎜
4㎜

3

、

眉6：9D52901．D

獺’

　　10001

　　　　Dl

．「「㎞一泊．00　020．O尋O．0、6¢　Oβ0．．」，pg＿エ．20 ．40．．1．80坦q、エOρ2釦乞4D．鴇q．．匙β9．

TIC：　9052901．D

ピ一州　リテンション砂払　タイプ　半値幅

ヒ㌧クが検出できません
面積 開始時間　　終了時間
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Figure　A－4－2 Continued

（9）Conc．3，72Hours

Study酌．　　：凹AO躍35口AO80436
Dat日　　　　　　　　　　　　　：2009．5．29

臨。王nf．㎜ti．，1－

Sample　Name　　　　　　：A72hC3

MiscInfo
FileNa皿e　　　：C：￥蹄DCh日盛1顯A↑A￥AAギ9052903．D

Acquired　　　：29断aγ200911：13　usingAcq鵠eth・d温

砺ンス
　　　　ヨ

　　　　l
　　goo曙

7

600

500

4000

3

2

1000

1

o．36

TIC：9052903」⊃

㎞に夏、鐙＿．喫g．、OJ〕　O．6〔ヒ．p，瑚｝　1皿120　1．《〕．1．60　1丑0　2DO　2．20　2．40　2．［喝　2坦

TIC：9052903．D

ビ→＃　リテンションク粘　舛プ　半値幅

　　1　　　　　　0．860　　　　　－　　　0．OO9

面積
33614

開始時間　　終了時間
　O．847　　　　　　0．882

（10）Conc．6，72Hours

StudyN。．　　：［ぜ］AO80435［］AO80436

漿鷲・f、f．一，i．。貫

Sa叫〕1e　Name　　　　　　：A72hC6

劫isclnfo
FileNa口e　　　：C：￥｝βDChoロ￥1￥DATA￥献￥9052906．D

Acquired　　　：29甑y200912；21　usiロgAc姻ethod献

アA』ンス

7

30000

1

砿85

ηC：905㎜ ，，＝
|
…
－
－
i
ー
コ
！
一
－
－
一
i
－
－
！
コ
ー
－
－
一
－
一
－
ー
コ
！
一
コ
ー
－
閣
i

　　　　o，　　　　　　　　　1　　1　　　　　‘　　匡
丁【mr紅DO　O20　0，’p．．．α6g．．O．8p　1工頃　1塾O．1．40　150　1忍0　幻00　乞20　t⑩　之◎0　2』P

TIC：　9052906．D

ピ一州　野ンションタイム　タイプ　半値幅

　　1　　　　　0．859　　　　　頁　　　0．009

面積
7655マ

開始時間　　終了時間
　O．846　　　　　　0．891
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付属資料一5

　結果の算出
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Table　A－5－1　　　Calculation　ofthe　ErC50（0－72h）

直線回帰分析（E　C50値の算出）

一文（mg／L）

　　　　X
109（x）

苦準（％）

y

13．6

32．2

71．9

144

2．61

3．47

4，28

4．97

32．7

52．2

84．1

98．5

EC50 　　　　　95％信頼区間・甲．■■一■一■－　　－■●－●■●督■■●■　　一一－・－．・・－■一一一・一・－－噸　・督，，

@　　17．4　　　　～　　　　38．5

一　，　甲　●　一　一　一　●　一　，　－　甲　・　．　一　・　・　一　－

@　25．8

　単位一　一　－　－　－　一　．　■　暑　■　■　量　し　一　，

@（mg／L）

分散分析
Factor SS DF V F－ratio f（0．05，n，f2）

Between 2639．67 1 2639．67 130．50 ＞18．51

Within 40．45 2 20．23

Tota1 2680．13 3
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Table　A－5－2　　　　Calculation　ofthe　NOECr

InputData　Table
cont】rol　　Conc．1　　　　Conc．2

Groupl　Gmup2　　　Group3

Conc．3

Group4

Conc．4　　　　Conc．5　　　　Conc．6

Group5　　　Group6　　　Group7

0、0679

0．0682

0．0683

0．0677

0．0693

0．0703

0．0679

0．0681

0．0676

　　＊

　　幸

　　常

0．0658

0．0654

0．0641

　　＊

　　幸

　　率

0．0470

0．0480

0．0435

　　幸

　　半

　　‡

0．0324

0．0326

0．0333

　　＊

　　＊

　　宰

0．0123

0．0111

0．0094

　　宰

　　＊

　　半

0．0006

0．0023

0．0002

　　幸

　　＊

　　卓

Group
　　　　1

　　　2

　　　　3

　　　4

　　　　5

　　　　6

　　　　7

Samples

　　6

　　3

　　3

　　3

　　3

　　3

　　3

Mean
O．0686

0．0679

0．0651

0．0462

0．0328

0．0109

0．0010

S．E．

0．0004

0．obo1

0．0005

0．0014

0．0003

0．0008

0．0006

S．D．

0．0010

0．0003

0．0009

0．0024

0．0005

0．0015

0．0011

Varian㏄

0．0000

0．0000

0．0000

0．0000

0．0000

0．0000

0．0000

Method

Bartle柱test

Method

1－way　ANOVA

Method
Williams（1971，1972，1977）

Willi㎜s（1971，1972，1977）

Williams（1971，1972，1977）

Willlams（1971，1972，1977）

Williams（1971，1972，1977）

Williams（1971，1972，1977）

VS

VS

VS

l　vs2

1vs3
1vs4
1vs5
1vs6
1vs7

e
妃
O

S

e
廻
O

S

Side

　2

　2

　2

　2

　2

　2

Stat．　　　　0．05　　0．01
　8．7042　　　　12．5916　　　＜16．8119

　Stat．　　　　　　　　　　0、05　　　　　　　0．01

1，798．8509　＞2，6987　41015

Stat．

　0．8750

　4．1026

26．1906

41、8233

67．2944

78．8439

　　　0．05

く2．1100

＞2．1810

＞2．2040

＞2．2150

＞2．2220

＞2．2260

　　　0．01

く2．8980

〉2．9510

＞2．9660

＞2．9730

＞2．9770

＞2．9800

　　0．001Prob．

22．4577　　　　0．1909

　0．001　Prob．

6．5625　　－2．53E－18

0．001　Prob．

999．9900

999．9900

999．9900

999．9900

999．9900

999．9900

999．9900

999．9900‡幸

999．9900宰掌

999．9900＊宰

999．9900＊宰

999．9900半‡
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試験番号：AO80435

藻類生長阻害試験結果報告書

1．一般的事項

被験物質の名　称 acetaldehyde＊1

別　　　　　　　　　　名 （略称：AA）＊2

C　　A　　S　　番　　号 75－07－0＊1

構造式又は示性式

　　　　‡3

O》

分　　　　子　　　　量 44．05

試　験　に　供　し　た

ｨ質の純度　（％）
99．57（GC）

試　験　に　供　し　た

ｨ質のロ　ッ　ト番号
99896TJ

不　純　物　の　名　称
y　　び　　含　　有　　率 一

蒸　　　　気　　　　圧

1008．5　hPa　at　20。C

P451　hPa　at　30。C

Q660　hPa　at　55。C

対　　水　　溶　　解　　度 Compl　et　e　ly　mi　sc　ib　l　e

1一オクタノール／水分配係数 LogPowO．5

融　　　　　　　　　　点 一125℃

沸　　　　　　　　　　点 21。C　at　1013　hPa

常温における性状 無色透明液体

安　　　　定　　　　性 安定

溶媒 溶解度 溶媒中の安定性

溶媒に対すう溶解度等
一 一 一

上記内容は 資料による。ただし＊の内容は以下の通り。

＊1環境省資料による。

＊2三菱化学メディエンス株式会社にて決定。

＊3J　S　Tの有機化合物辞書D　B「日本化学物質辞書」検索サービス

　　（http：／／nikkajiweb．jst．go．jp）による。

1



試験番号：AO80435

2．試験溶液の被験物質濃度の分析方法

項　　目

分析方法

前処理法

定量条件

方　　法

ガスクロマトグラフ質量分析（GC／MS）法

暴露開始時：各試験区毎に藻類を添加していない予備容器の中層より

　　　　　採取
精製水

十

試験液＊10mL（精製水との合計）
　1

混合
　1

分析試料
　
I

G　C／MS測定

暴露開始後24，48および72時間：各試験区毎に藻類を添加した予備

　　　　　　　　　　　　　　　容器の中層より採取

精製水

十

試験培養液＊10mL（精製水との合計）

　1

混合
　1

分析試料
　I

GC／MS測定

＊：精製水と試験液および試験培養液の比率を変えることによって

　被験物質濃度を検量線範囲に入れる。検量線範囲に入ると予想さ

　れる試験区は，試験培養液10mL（精製水二〇mL）とした。

別紙一1参照
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試験番号：AO80435

3．試験材料及び方法

項　　目 内　　容

試験生物 種（学名・株名） みθ掘。虹roh刀θ一rfθ11∂s〃わ。∂pπ寵8

`TCC22662

入手先 Amel・i　can　Type　Cu　l　ture　Co　l　l　ect　i　on

対照物質への感受性

@　　（EC50）

@（対照物質名）

72時間ErC50＝0．823±0．0871mg／L，nニ18

dクロム酸カリウム，試薬特級

前培養 前培養の期間 2009年5月22日～2009年5月25目
培地名 試験ガイドライン推奨培地

環境条件（水温，光強度） 22。C，　60～65　μE／m2／s

試験条件 試験容器 500mLガラス製共栓付三角フラスコ（IWAKI製）

培地名 試験ガイドライン推奨培地

暴露期間 2009年5月26目～2009年5月29日

試験濃度（設定値） 対照区，5．0，10，22，46，96，200mg／L

�艨F2．1

初期細胞濃度 5×103　cells　／　mL

連数 試験濃度区 3容器
対照区 6容器

試験溶液量 100mL／容器

助剤 助剤の有無 無

種類 一

濃度 一

助剤対照区の連数 一

培養方式（振とう培養，静置培

@　養，連続培養等）

止水式（密閉系），振とう培養（100rpm）

水温または培養温度 22℃（暴露期間中の変動範囲は±2℃以内）

照明（光強度，時間等） 60～65μE／m2／s　白色蛍光灯で連続照射

i液面付近）

結果の

Z出方法

速度法 ErC50（0－72h）：直線回帰分析

mOECr（0－72h）：Williamsの多重比較検定
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試験番号：AO80435

4．試験結果及び考察

項　目 内　　　容

毒性値 ErC50（0－72h）＝25．8mg／L（95％信頼区間：17．4～38．5mg／L）

mOECr（O－72h）ニ　　1．86　mg／L

試験濃度 1・設定値　②実測値

考察及び

ﾁ記事項

　被験物質濃度は，暴露開始時の試験液において低濃度区側から5．06，9．32，

Q0．1，42．9，102，178mg／しであり，それぞれの設定値に対する割合は89

`106％であった。また，暴露開始後72時間の試験培養液においては，5，0
高〟^L濃度区（濃度区1）では，被験物質が検出されず（〈0、05mg／L），10

`200mg／L濃度区（濃度区2～6）では，それぞれが0、205，5．89，26、7，

U7．8および131mg／しであった。暴露期間中，被験物質の濃度減少が認めら

黶C藻類が生長している5．0，10および22mg／L濃度区で，特に著しい濃度

ｸ少が認められた。本被験物質は，低いlog　k・wを示し，微生物分解が良好

ﾅあることから，藻類の生長による被験物質の分解等の変化が生じたと思わ

黷驕B
@また，被験物質濃度は，暴露開始後24時間でそれぞれの設定値に対する

ы№ｪ61～70％であり，全ての濃度区で一定の濃度減少が認められた。46，

X6および200mg／L濃度区では，その後被験物質濃度を維持した。本被験

ｨ質は揮発性を有し，暴露の初期に水中からの揮散があったことが推察され

ｽ。
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試験番号：AO80435

5．藻類の生長曲線および濃度一生長阻害率曲線

　　Figure　l　　Growth　Curve　of．P3θμ40たかohnεガε〃α5め6曜ガ’o∫α

　　　　　　　　（Mean　biomass　vs　time　duringthe72－hour　exposure）
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試験番号　AO80435

Figure2 Concentration－Inhibition　Curve　Based　on4values　Calculated　fヤom　the　Growth　Rates
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試験番号：AO80435

6．その他

試験実施施設

試験責任者

試　験　番　号

試　験　期　間

名 称

所　在　　地

職　氏　名

経験年数

三菱化学メディエンス株式会社

安科研事業部　横浜研究センター

メディケム事業本部

神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地

　　　　　　　　　　　電話　045（963）3548

　　　　　　　　　　　FAX　　　O45（961）6296

副主任研究員

6年

AO80435
2009年　5月22目～2009年　7月28目

作成責任者
所　属

氏　名

三菱化学メディエンス株式会社　メディケム事業本部

　　　　安科研事業部　横浜研究センター
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試験番号：AO80435

別紙一1　ガスクロマトグラフ質量分析（GC／MS）計測定条件

鑓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）Nα2
ガスクロマトグラフ（GC）：　　　AgilentTechnologies6890N型

ヘッドスペースサンプラ（HSS）：　AgilentTechnologiesG1888型
質量選択検出器（MSD）：　　　　　Agilent　Technologies59731ηθπ型

データ処理部：　　　　　　　　MSDケミステーション（Windows　XP）

［GC条件］

カラム：

キャリアーガス：

ストップタイム：

オーブン温度：

注入口温度：

MSインターフェース温度：
注入条件：

注入量：

Agilent　INNOWAX30m×0。25mm×0．25μm
ヘリウム　　1．O　mL／min（Constant　flow）

12min
40℃（2min）→5℃／min→50℃（2min）→15℃／min→140℃

250℃

280℃
スフ。 Pット（スフ。リット比二100：1）

1．O　mL（HSSサンフ。ルループ容量）

［HSS条件］

温度条件：

イベント時間：

バイアルパラメータ

Oven45℃，LOOP120℃，TransferLine200℃
GC　Cycle　Time　　20　min

Vial　Equi　l　ibl・ation　Time　　20　min

Pressurizat　ion　Time　　O．2　min

Loop　Fill　Time　　O．03min

Loop　Equilibration　Time　　O．2min

Inject　Time　　l　min

Shake　（HIGH）

［MSD条件］

温度条件：　　　　　　　　　材ン源230℃，四重極マス・フィルタ150℃

SIM（Selected　Ion　Monitoring）条件：

　　　　　　　　　　　　　　Fi　lament　off　　3　min

　　　　　　　　　　　　　　Quant　ion　励　　　44．0
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