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試　験　番　号 A　O50074

　本試験は試験言十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」

（薬食発第1121003号，平成15・11・17製局第3号，環保企発第031121004

号，2003）
（’、

2005年11月25日

試験責任者
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信頼性保証書

株式会社三菱化学安全科学研究所

　　　　　　　　　横浜研究所

試験委託者 環境省

表 題 クロロ酢酸のヒメダカ（Orアz拍31尻ψθ3）に対する急性毒性試験

試　験　番　号 A　O50074

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

　　試験計画書

試験液の査察

　　試験液の調製

　　魚の投入

　　魚の観察

最終報告書監査

実　施　日 　運営管理者および

試験責任者への報告日

2005年　8月22日　2005年　8月22日

2005年　8月29日

2005年　8月29日

2005年　O月　2日

2005年11月25目

．2005年　8月29日

2005年　8月29日

2005年　9月　2日

2005年1ユ月25日

2005年11月25日
信頼性保証部門担当者
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L　表 題

2．　試　　験　　目　的

3．　適用ガイドライン

4．　適　月ヨ　G　L　P

5．　試　験　委　託　者

6．　試　験　受　託　者

7．　試　　験　　施　　設

8．　試　険　責　任者

試験実施概要
クロロ酢酸のヒメダカ（伽z拍s拍ダρθ5）

に対する急性毒性試験

（試験番号：A　O50074）

被験物質のヒメダカ　（0厚z拍51∂がρθ3）に対する急性毒性

試験を行い，96時間の半数致死濃度（LC50）を求める。

「新規化学物質等に係る試験の方洗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＞」

（薬食発第1121002号，平成15・11・13製局第2号，環保企

発第031121002号，2003）

「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」（薬食発第1121003号，平成15・11・17製局第3

号，環保企発第031121004号，2003）

環境省

東京都千代田区霞が関一丁目2－2

株式会社三菱化学安全科学研究所

東京都港区芝二丁目■番30号

株式会社三菱化学安全科学研究所横浜研究所

神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地

環境科学Cグループ
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9．　試験担　当　者

10．　試　　験　　日　程

1L　保 管

　　　　　　　　　　　　　（2005年11月25日）

　（試験実施）

　　　　　　　　　　　　　（2005年11月25日）

　（試験実施）

＿顯（2・一25助

　　　　　　　　　　　　　（2005年11月25日）

（試験実施）

　　　　　　　　　　　　　（2005年11月25日）

（分析実施）

　　　　　　　　　　　　　（休職中）

（試験実施）

試験開始日　　　　2005年　8月22日

実験開始日　　　　2005年　8月29日

実験終了日　　　　　2005年　9月　2目

試験終了日　　　　2005年11月25日

下記の試資料は，（株）三菱化学安全科学研究所横浜研究所

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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要 約

試験委託者

環境省

表　　題

　クロロ酢酸のヒメダカ（伽i∂3拍オ1♪θ3）に対する急性毒性試験

試験番号

A　O50074

試験方法

　　本試験はr新規化学物質等に係る試験の方法について〈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〉』　（薬食発第1121002号，平成15・11・13製局第2号，環

　保企発第031121002号，2003）に準拠して実施した。

　　なお，被験物質の濃度により試験液のpHは顕著に変化するため，b　Hの変化による被験

　物質の毒性への影響が懸念される。そこで，pHを調整した試験液を用いた追加試験を行っ

　た。

1）暴露方式

）
）2
3
）
　
）
　
）
　
）
　
）
　
）

五
ユ
5
6
7
8
9

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

・半止水式（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

　96時間

　対照区，20．0，30．0，45．0，67．0，100mg／L

　公比：L5

　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

・高速液体クロマトグラフィー（HP　L　C）
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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，試験液調製時において94～101％，

　　24時間後において95～ユ01％であった。また，追加試験（pH調整あり）では，試験液調製

　　時において98～103％，その24時間後において97～101％であった。

2）試験液のp　H

　　　p　Hは，対照区および20・0～30．O　mg／L区ではヒメダカの飼育環境として適正範囲（6．0～

　8・5）内であったが，45．O　mg／L区においては5．5～5・9，67．O　mg／L区においては3．9～4．6，

　100mg／L区においては3．2であり，被験物質の濃度により大きく変化した。p　Hを調整した追

　加試験では，すべての試験区においてヒメダカの飼育環境として適正範囲（6．0～8．5）内で

　あった。

3）96時間暴露後の半数致死濃度（LC50〉　：7L7皿g／L（95％信頼区間：43．5～99．1mg／L）

〔灘講論度胸）、花，吼価％信頼区間、砿1～鰍，副〕

4）96時間暴露後の0％死亡贔高濃度　　　：43．5mg／L

〔魏鼎盤高濃度、砿1麟〕

5）96時間暴露後の100％死亡最低濃度　　：99．1mg／L

〔灘錨灘最低濃度、兇9麟〕
｛
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1　被験物質

L1名称，構造式および物理化学的性状

被験物質の名称 クロロ酢酸

別　　　　名 モノクロロ酢酸（略称：CAA）

構造式又は示性式

iいずれも不明の場合

ﾍ，その製法の概要）

　　　H　O
@　　I　Il

bl－C－C－OH
@　　I
@　　H

試験に供した

ｨ質の純度
100．0％

試験に供した

ｨ質のLot　No．
610C2140

不純物の名称及び濃度 一

C　A　S番号 79－11－8 蒸　気　圧 1hPa（20℃）

分　　　子　　　量 94．50幸 分配係数 一

議　　　　　　　点 62．8℃

沸　　　　　　　点 189℃
常温における性状 無色結晶．

安　　　定　　　性 通常条件で安定

溶　媒 溶　解　度 溶媒中の安定性

水 45％（20℃） 一

溶媒に対する溶解度等
エタノール 可溶 一

クロロホルム 可溶 心

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。

＊：当社計算値
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L2　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，当研究所内の試験物質保管用冷蔵庫（保管条件：冷蔵，暗所）内

に保管した。試験終了時，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

ペクトルは試験開始時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：Nicolet製AVATAR320型
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2　供試生物

　1）和　名：

　2）学　名：

　3）入手先：

　4）入手日：

　5）ロシト番号＝

　6）全　長：

　7）体　重：

　8）感受性：

9）年　齢：

10）じゅんイヒ期間＝

ヒメダカ

αアzf∂3！8孟ψθs

綱島フィッシング（神奈川県横浜市港北区綱島西五丁目18番1号）

2005年6月29日

05－H－0629

平均2，33cm（2．12～2．52cm），nニ10

平均O．068g（0．054～0．079g），nニ10

基準物質（硫酸銅（n）五水和物，試薬特級）による96時間半数致死濃

度（LC50）＝0．52mg／L（95％信頼区間：0、35～0．73mg／L）

以下に当研究所におけるLC50値（1995年以降，ロ＝31）を示す（全て無水

物換算値）。

　　平均値±標準偏差＝0、88±0．28mg／L

　　最小値～最大値　　＝0．44～1．5mg／L

艀’化後約半年

2005年8月　8日～2005年8月29日

暴露開始前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なかった（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：

　　　飼育方式：

　　　水温：一

　　　溶存酸素濃度

　　　　p　H：

　　　　照明：

　　　　餌の種類：

　　　　給餌量：

　希釈水（3，2参照）

　流水式（飼育密度：L　O　g／L／日以下）

　24±1℃

：飽和濃度の80％以上

　6．5～8．5

　室内光，16時間明（10001ux以下）／8時間暗

　テトラベルケ社テトラミン

　魚体重の約2％／目（暴露開始の24時間前からは無給餌）
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3　試験方法

　　本試験はr新規化学物質等に係る試験の方法について〈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〉」　（嚢食発第1121002号，平成15・1レ13製局第2号，

環保企発語031121002号，2003）に準拠して実施した。

　　なお，被験物質の濃度により試験液のp　Hば顕著に変化するため，p　Hの変化による被験

物質の毒性への影響が懸念される。そこで，p　Hを調整した試験液を用いた追加試験を行っ

た。詳細を付属資料一6に示す。

3．1試験条件

　1）暴露方式＝

　2）暴露期間：

　3）試験液量：

4）連数1二

5）供試生物数：

6）試簑温度：

7）溶存酸素濃度：

8）p　H：

9）照明

10）給餌

半止水式（24時間毎に試験液の全量を交換）

96時間

5．O　L／容器

（試験液L　O　L当たり供試無重量が1．O　gを超えないようにした）

1容器／試験区

10尾／試験区

24±1℃

飽和濃度の60％以上に維持…した（エアレーションなし）

試験液のp　H調整は行わなかった。ただし，被験物質の濃度により試験

液のp　Hは顕著に変化する。また，p　Hを　6～8．5に調整した追加試験

を実施した。

室内光，エ6時間明（10001ux以下）／8時間時

無給餌
〆

」

3．2　希釈水

　希釈水として，横浜市水道水を活性炭処理することにより残留塩素等を除去し，充分通気，

24±2℃に温度制御した脱塩素水道水を使用した。脱塩素水道水は，水産用水基準（昭和58

年）に示された測定項目等計35項目について，定期的（約6ヶ月毎）に測定している。測定

結果については付属資料一2に示す。硬度は通常30～100mg／L（CaCO3換算），p　Hは6，5

～8，5である。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。
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3．3　試験容器および恒温槽等

1）試験容器：　　5．O　L容ガラス製水槽（水面をテフロンシート製蓋で被覆）

2）恒温槽：　　　塩ビ製水槽（恒温装置，タイテ”製　クールニットCL－80F型）

3）p　H／D　O／温度計：堀場製作所製　D－55型

4）電子天秤＝　　　　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

　　　　　　　　　　メトラー製　ハB204型

3．4　試験濃度の設定

　　試験濃度は，当該被験物質の希釈水に対する溶解度が＞1000mg／L（当社測定値）のため、

試験上限濃度の100mg／L以下とした。

　以下の表に示す予備試験（各1連，5尾／3L／試験区）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（設定値）：対照区，20．o，30．0，45．0，67，0，100mg／L

　　　　　　　　（公比l　L5）

予備試験結果
濃度（mg／L） 96時間の死亡率（％） 毒性症状

10．0

30．0

100

　0

　0
100

無

有

全魚死亡のため，観察不適

3．5試験液の調製

　試験液の調製方法を付属資料一3に示す。被験物質原液は用時調製とした。

対照区は希釈水のみとした。

3．6　試験液の分析

　　暴露期間中に2セット（暴露開始時と24時間後の換水前，48時間後の換水後と72時間後

　の換水前）分析を行った。全試験区各試験容器より各試験液を採取し分析試料とした。これ

　を高速液体クロマトグラフィー（H　P　L　C）により分析した。

　　詳細を付属資料一4に示す。

13



3．7試験操作

　　暴露開始時に供試魚と同水槽でじゅん化した魚10尾の重量および全長を測定し，全長で

2．3±1．2c皿であることを確認しだ。

　試験液の外観を記録し，水温，溶存酸素濃度，p　Hを測定後，試験夜中に供試魚を1試験

区当り10尾無作為に（ランダム発生表に従い）投入した。試験液の外観の記録および水温，

溶存酸素濃度，p　Hの測定は暴露期間中少なくとも毎日1回（換水前後も含む）行った。暴

露期間中給餌は行わなかった。

　暴露開始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観察された毒性の

徴候あるいは異常を記録した。一般的に記載する症例と定義を以下に示す幸。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かに取り除いた。

＊一ﾊ的症例と定義

死亡：　　刺激を与えた場合に反応の認められないもの。

　異常呼吸：　対照区の魚と比較して鰓蓋の動きが異なるもの。

異常遊泳：　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。

遊泳不能：　底部または水面で動いてはいるものの，水中を遊泳ずることが不可能な

　　　　　　　もの。横転，仮死を含む。
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3，8　結果の算出

　1）半数致死濃度算出に用いる被験物質濃度の決定

　　以下の式より実測濃度の平均値（時間加重平均値）を算出し，半数致死濃度算出に用い

た。

（時間加重平均）

＿　　　　σ0刀Cオ　一COησβ
　　　　　　　　”　　　　　　　　　　　　”
’η〇　一

ln（C・翻．）刈n（C・π‘B．）

一　　切σ置＋加σ！＋一’十所。π
ルκ7；

　　　　　　　η

鷹．：　　各暴露期間の平均測定濃度

命五胡。：　暴露開始時又は換水後の測定濃度

6b加4：　暴露終了時又は換水前の測定濃度

（6b刀謂．と6b〃賜の値が同じ場合は，πo．＝6b刀朗、＝伽砺とする）

κ：　　平均測定濃度

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，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 Pr。bit法，Movingaverage法，
ainomia1法での算出結果から適切
ﾆ判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。 原則として記載する。

3）O％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　暴露開始後24，48，72および96時間の観察結果より，各時間における0％死亡最高濃

度および100％死亡最低濃度を可能な限り記録した。

　なお，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。
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4　結果および考察

　4、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。

4．2　試験液中の被験物質濃度

　試験液中の被験物質濃度の分析結果をTable1に，代表的なクロマトグラムを付属資料一

　4に示す。

　試験液の分析の結果，測定値の設定値に対する割合は，試験液調製時において94～101％，

24時間後において95～恥01％であった。

4．3　半数致死濃度（LC50）

　各時間における累積死亡率をTable2に，濃度一死亡率曲線をFigure1に示す。

　暴露96時間の対照区の死亡率は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れた半数致死濃度（LC50）をTable3に，96時間LC50の算

出結果を付属資料一5および以下に示す。

　　　96時間LC50：71．7mg／L（95％信頼区間：43．5～99．1皿g／L）

4．4　0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　各時間における0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度をTable4に，また暴露96時間

における結果を以下に示す。

　　　　96時間の0％死亡最高濃度　：　43．5mg／L

　　　　96時間の100％死亡最低濃度：　99．1mg／L

4．5毒性症状

　観察された毒性症状をTable5に示す。

　対照区，20．0皿g／L，30．O　mg／しおよび45．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。67．0皿g／しの濃度区では暴露24時間目に1個体で遊泳不能が観察された

が，その後その個体は死亡した。100mg／しり濃度区では暴露24時間目の観察時点で全魚死亡

　していた。
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4．6　試験液の外観および水温，溶存酸素濃度，p　H

　試験液の外観をTable6，水温をTable7，溶存酸素濃度をTable8，旦HをTable9に

示す。

　試験液の外観は，全ての試験区で暴露期間を通じて無色であった。

　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区で飽和溶存酸素濃度

　（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。p　Hは，対照区および20，0～30、O　mg／L区ではヒメダカの飼育環境として適正範囲

　て6．0～8．5）内であったが，45．O　mg／L区においては5．5～5、9，67・O　mg／L区においては3・9

～4．6，100mg／L区においては3．2であり，被験物質の濃度により大きく変化した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以　上
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Tab！e　t Measured　Concentration　ofthe　Test　Substance　in　Test　Water

（Semi－StaticCondition）

　　Nominal

Concen廿ation

　　（mg／L）

Measured　Concenmtion（mg／L）

　　　　（Percent　of　Nominal）

O　HouT（new）24Hours（01d）48Hours（new）72Hours（old）

Mcan且Measured

　Con㏄ntration

　　　　（mg’L）

Contro｝ く0．2 ＜0．2 〈0．2 〈0．2

20．0 19．5

（98

19．3

97

19、0

95

19．2

96

19．2

96

30．0 30．2

101

30．2

101

29．3

98

29．5

98

29．8

99

45．0 44．6

99

43．9

98

42．5

94

42．9

95

43、5

97

67．0 66．5

99

65．8

98

63．7

95

64．4

96）

65．1

97）

100 98．6

（99）

99．7

100

99．1

（99）

a：time　weighted　mean

new：丘eshlyprep醐testsolutions

old：tests。lutions・n24h・ursaRerpreparation・fnews・1utions

The　test　water　fbr　an＆lysis　was　sa皿pled　at　two　rcnewa－1sets　offbur　during96－hour　exposu「e・

r

．．

FNo　measurementwas　made　because　an　fish　were　dead　atthis　observation　time、

一18一



Tablc2 Mortality　ofthe　Medaka（0αz∫05’αゆθ3）Exposed　to　the　Test　Substance

　　Nomim！
Concentration

　　　（mg1L）

Meana　Measured

　Concentration
　　　　（mg1L）

Cumulativo　Mortality（Percent　Mortality）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

Contro1
．．9．，．．皇9≧．． ．．9一，，，勲．． ．．9．，，，勲．． ．．9．．．．勲．

20、0 19．2 ．．9，．．．．⑨，． ．．9，，．．⑨．． ．，9．，．．Ω．． ．．q．．．．⑨．

30、0 29．8 ．．9，， ．⊆9≧．． ．．9，，．，⑨．， ．．，9，，．，勲，． ．．9．．．．Ω．

45．0 43，5 ．．9，．．．．⊆9λ．． ．．9，，．，⑨．． ．9，．．．．⊆91，．， ．．9．．．．曾．

67，0 65．1 ，1．．．鋤，， ，，⊇，，．玉⊇91．． ．．⊇．，，至⊇9｝，． ．，⊇．．，．⊆⊇船一

100 99，1
10（100） 10（100） 10（100） 10（100）

a二time　welghted　mean

一19一



Table3 Calculated　LC50Va］ues

Exposure
Period

（Hou陪）

LC50

（mg1L）

　　95－Percent

Confidence　Limits

　　　（mg1L）

S惚tisticaI

Method

24 76、8
　　　卓 65．1　　－　　99．1

Binomia1

48 71、7
　　　● 43．5　　－　99．1

Blnomia1

72 71、7
　　　喉 43，5　　－　99．1 Binom圭a1

96 71．7
　　　毒 43．5　　・　99．1 Binomia！

幸：Us三ngthec・ncen甘ati・ns・f19・2－99・1n叫

Table4 Hi帥estC・ncenじati・ninO％M・血li智mdtheωwestC・nccn血ti。nin1“⊃％M・貢ali取

Exposure
Period

（Hours）

HighestC・ncentrati・nin

　　　O％Mor楓ity
　　　　　（mg／L）

Lowest　ConOentエatioコin

　　　100％Morta1取
　　　　　（mg1L）

24 43．5 99．1

48 43．5 99．1

72 43．5 99．1

96 43．5 99．1

一20一



TabIe5
Observed　Toxicological　Symptoms

　Nominal
Concentration

　　（mg1L）

Meana　Moasured

　Concentration

　　　（mg／L）

　　　　　Symptoms

（Symptom－number　of　fish）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

Control N N N N

20，0 19，2 N N N N

30．0 29，8 N N N N

45．0 43．5 N N N N

67．0 65．1 AP－1 N N N

100 99，1

a：time　welghted　mean

N　　No　toxicologlcal　symptom　was　observed．

AP　paralyzation

一一 FNo　observation　was　made　because　all　fish　were　dead　at　this　observation　time，

一21一



Table6
Appearance　ofTest　Solutions

　　Nominal
Concentration

　　（mg／L）

Mean畠Measured

Concentration　　OHour
　　　　（mg／L）　　　　new

A　　earance　of　Test　Solutions
24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

o］d new old new old new o！d

Contro1 C・ C・ C． C一 C一 C一 C・ C一

20．0 19．2 C． C一 C・ C一 C一 C一 C・ C一

30．0 29．8 C・ C・ C一 C一 C・ C一 C一 C・

45．0 43．5 C・ C一 C一 C． C、 C． C一 C一

｛67，0 65．1 C・ C・ C一 C一 C． C一 C一 C，

100
99．1 C．

a　l　time　weighted　mean

new：fヤesh！y　prepared　test　solutions

old：test　solutions　on24hours　after　preparatlon　ofnew　solutions

一：No　observation　was　made　because　a1］fish　were　dead　at　this　observation　time．

Color

C・、Coiorless

一22一
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Table7 Temperature　ofTest　Solutions

　　Nominal
Concentratlon

　　　（mg／L）

Mean3Measured

　Concentration

　　　　（mg／L）

Tem　erature　℃

O　Hour
24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

nOW old new old
n　ew

01d new oId

Contro1
23．9 24，0 23，9 23，9 23．8 23，9 23，9 24，0

20．0 19．2
23．9 24，0 23．9 24．0 23．8 23．9 23、9 23．9

30．0 29．8
23，9 23．9 23．9 23．9 23，8 23．8 23．9 23．9

45、0 43，5
23，9 23．9 23．8 23．9 23，8 23，9 23．8 23，8

67，0 65，1
23、9 23．9 23．7 23、9 23．8 23，9 23．8 23．8

100 99，1
23．9

minimum：23．7

maxlmum：24．0

a　time　woighted　mean

　　　　　　丘eshlypreparedtestsolutions

old　testsolutionson24hoursaRerpreparationofnewsolutions

．．
@No　measurement　was　made　because　a11行sh　were　dead　at　this　observation　time、

new

一23一



Table8 Dissolved　Oxygen　Concentrations　in　Tost　Solutions

　　Nominal
Conccntration

　　　（mg1L）

Mean甚Measured
　Concentration
　　　　（mg／L）

DissolvedOxenConcentrationm

O　Hour 24Hours 48Hours
．，エ盆Hours 96Hours

new old nCW o］d new 01d
ne　w

old

Contro1
8．3 6、7 8．3 6、8 8、3 7、0 8．3 7．0

20．0 19．2
8，3 6，4 8，2 6，6 8．3 6、7 8．3 6，8

30，0 29、8
8．3 6．7 8．3 6，9 8，3 7，0 8．3 7，2

45．0 43．5
8．2 6、5 8，3 6．7 8．3 6．8 8，3 6．9

67．0 65．1
8．3 6，7 8．2 7．1 8，3 7．3 8．3 7．5

100 99．1
8，3

minimum：6．4

maximum：8．3

a：tlme　weighted　mean

n。w漁。5hlγpr。par。dtost5・lutions

old：test　solutions　on24hours　after　preparation　of　new　solutions

一：No　measurement　was　made　because　all　fish　were　dead　at　this　observatlon　time．

一24一
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Table9 pH　Values　ofTest　Solutlons

　　Nominal
Concentration

　　　（mg1L）

Mean巳Measured
　Concentratlon

　　　　（mg1L）

H

乱撫鷲 24Ho黒r§、 48Hou王§，
72Hours 96Hours

new old new 01d new o！d new old

Contro1
7．4

6，り 7．3 7、0 7．5 7、0 7．5 7，0

20．0 19、2
6，6 6，4 6、5 6，5 6．6 6，5 6，6 6．5

30．0 29，8 6．2 6，1 6、2 6，2 6．3 6，3 6，3 6．2

45．0 43．5
5，5 5、6 5，5 5、7 5，8 5，9 5．8 5．8

67．0 65．1
3，9 4．0 3．9 4．1 4，4 4．5 4．5 4、6

100 99．1
3．2

minimum：3，2

maximum：7，5

a：time　weighted　mean

new　freshlypreparedtestsotuti・ns

。1d　tcsts。luti。ns。n24h。ursaRerpreparation・fnews。1uti・ns

．．

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

一25一



Figure　l Concentmtion－Mortaliりr　Curve
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付属資料一1

赤外吸収スペクトル
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FiguτeA－1－1
Inf｝ared　absorption　spectτum　ofthe　test　substance　atthe　start　ofthe　study
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付属資料一2

　希釈水の水質
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Table　A－2 Dilution　watcrQuality

Pa剛meter
BOD
COD
pH

Coli允m暫oup　bacteria

Oil

Cadmium

Cyanide

Lead

Chrom．ium

A蔦enlc

Mercuτy

Free　chlohne

Bromide

Fluoride

Su匝de

Total　ammonium

Coppe　r

Zinc

A］uminum
Tin

Manganese

lron

Nickel

Total　phosphorus

Seleni　um

Phen〔〉1

Anio且ic　su㎡ゑctant

Evaporatlon　residue

Electric　conductlvi取

Total　hardness（孤CaCO3）

Alkalinity

Sodium

Potassium

Calcium

Magnesium

一30一

Concentlratlon

＜2、O　　mg丸

く1．O　　mg1L

　7．8　　　（18。C）

N．D．

N．D．

＜0．01　mg／L

N．D．

＜0．1　　mg／L

＜0．05　mg1L

＜0．05　mg几

＜0．0005　mg！L

＜0．02　mg几

＜1．O　　mg／L

＜L5　　mg／L

〈0．3　　mg！L

＜LO　　mg1L

〈0．005　mg／L

＜0．1　　mg／し

く0．l　　mg1し

くLO　　mg／L

〈LO　　mg／L

＜LO　　mg／L

＜0．l　　mg／L

〈0．l　　mg／L

＜0．001mg／し

く0．002　mg／L

〈0．02　mg／L

110　　　mg／L

155　　　μSlcm

55　　mg伍
44　　　mg／L

　8、4　　mg／L

　L4　　mg／L

14　　mg几

　4．2　　mg1L

samplingdate：Febn】aU14，2005



付属資料一3

　試験液の調製
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試験液の調製

幽　　1　　　　　　　’　1の＝　　　採収量　　　一〉　　500　　鵬、．＿＿．．挑．3杢＿＿＿．＿、．＿．＿．＿
　一””’藩『”－媒ア　　　　　　一〉　　希丞丞．＿．．＝．．．、．＿、．＿＿．．＿、＿、．．．．．＿．＿、＿．＿．、昌＿．．

　1二二1二二憂藝聾垂．．．＿＿．＿、．．π＝と＿、．．＿鯉堕．＿＿．．、．型」＿，．．．．．．菱．β杢．．．＿＿．．＿．＿．．＿＿．

　　　容器　　一〉メジよ二春蚕を．
　．．＿．．塵、．一度＿、．．＿＿．．．．＝＝≧．．、．＿．．．．コ∫担＿．＿．．．m身（L　　　　　　　　　　　　　．　‘

　　　混合二方式　　　　　　一〉　　祖：乏＝榎揺．！金．

2．＝　‘の＝
　①の原液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・

　．謎、駿眉．丞．愈最鋒．容量乏．．．．＿＝＝≧＿、＿＿至旦．．．．．＿上　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　．＿．、窒．．一蓋＿．．＿、＿．＿＝＝乞一．．．互巫』容1ガ乏雅塗～．橿．、

　．．．．．、星食方．式、．＿一＿＿．．．＝＝τ乞＿、五黄ろ擾で撮欝．

　　　濃度公比　　　　　　一〉　　　　15　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

（以下の濃度表示は，最小桁数に合わせている）

設定試験濃度

　m　　L
対照区

区嵐
（略称）

　C
20、O　　　　Conc、1

30、O　　　　Conc、2

45．O　　　　Conc．3

6了．O　　　　Conc、4

100．O　　　Conc．5

一〉
一＞
一＞
一〉
一〉
一〉

①原液I

　mL
　　　　O
　　l　DOO

　　1500
　　2250
　　3350
　　5000
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付属資料一4

　試験液の分析
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1　高速液体クロマトグラフィー（H　P　L　C）測定条件

　　（装置）

　　高速液体クロマトグラフ：ヒューレ外バフ炉ド製H　P－1100型（No、1）

　　　ワークステーション：　HPケミステーション

　　　デガッサー：　　　　G1322A型

　　　送液ポンプl　　　　　G1312A型

　　　オートサンプラ：　　　G1313A型

　　　カラムオーブン：　　　G1316A型

　　紫外可視分光検出器：　G1314A型

　　（条件）

　　　カラム：　　　　　　SHISEI以⊃製　CAPCELL　P献C18MG5μm4．6㎜L　d．x250㎜

　　溶離液：　　　　　　　A液：α1％リン酸水糖液

　　　　　　　　　　　　　　B液：アセトニトリル

　　　　　　　　　　　　　　A液／B液＝80／20

　　流速：　　　　　　　　L　O　mL／min，

　　測定波長：　　　　　　210nm

　　試料注入量：　　　　　20μL

　　　カラムオーブン温度：　40℃

　　　＊：JIS　KO557A4グレードの水

2　検量線

　　精製水を用い，0，10～200mg／しの標準溶液を調製した。標準溶液の分析を以下のように

　行った。横軸に濃度（皿g／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，LOOと良好であった。作成した検量線

　をFigure　A－4－1に示す。

　　　標準溶液L50mL採取

　　　　　し

　　　H　P　L　C測定

一34一
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3　検出限界

　　最ノ」、検出ピーク面積を0．1countに設定し，これに相当する試験液中の被験物質濃度一

　〇．2mg／Lを検出限界とした。

4　試験液の分析方法

1）轍液を以下のように分析した・代表的なク・マトグラムをF’gureA－4－2（2）・（3）一・（4）・

　　（5），（7），（8），（9），（10）に示す。

　　　分析試料

　　　　　1（精製水で適宜希釈章）

　　　　L50mL採取

　　　　　1

　　　　H　P　L　C測定

　　　　　＊検量線範囲を超えるものについて適宜希釈した。

2）標準溶液をr2検量線」と同様に分析した．代表的妙・マトグラムをFi即reA－4昌2（1）・

　　（6）に示す。

　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。

5　添加回収試験

　　　分析前処理はr4　試験液の分析方法」に示すように・試験液を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・回収率による被験物質濃度の補正は行

　　やなかった・



Figure　A記4－1 Calibration　curve
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Figure　A』‡一2 Representative　chromatograms
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Figure　A4－2
Continued

（3）20．O　mg！L　nominal，O　Hour
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Figure　A－4－2
Continucd
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Figure　A4－2 　　Continued

（7）Control；24Hou6
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Figure　A4－2
Continued
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付属資料一5

　結果の算出
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TableA－5 Calculation　ofthe96hr　LC50

　　　　　　　TOXDAT　阿ULTI－METHOD　PROGRAM

（BINOMIAL，MOVINGAVEmGE㎜PROBITMETHODS）

魚類急性毒性試験
Time：　　　　　96hr

Conc．恥 CONC、

皿9／L

NUMBER
EXPOSED

NUMBER
DEAD

PERCENT

　DEAD

BINOMIAL

PROB、（％）

Control

Conc．1

Conc．2

Conc．3

Conc、4

Conc．5

　0

19．2

29、8

43、5

65．1

99、1

10

10

10

10

10

10

0
0
0
0
3
0

　
　
　
　
　
1

　0

　0

　0

　0

30
100

0．09765625

0．09765625

0．09765625
　17．1875

0．09765625

THE　BINOMIAL　TEST　SHOWS　THAT43．5AND99、1CAN　BE
USED　AS　STATISCALLY　SOUND　CONSERVATIVE　95　PERCENT
CONFIDENCE　LIMITS　SINCE　THE　ACTUAL　CONFIDENCE　LEVEL
ASSOCIATED　WITH　THESE　LIMITS　IS　99．8046875　PERCENT．

AN　APPROXIMATE　LC50　FOR　THIS　SET　OF　DATA　IS　71．6538677564376

WHEN　THERE　ARE　LESS　TH流N　TWO　CONCENTRATIONS　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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付属資料一6

　　　追加試験

（試験液のp　H調整あり）
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　本試験では，被験物質に起因するp　Hの変動による毒性値への影響が懸念されたたぬ被

験物質原液のpHを調整した追加試験を同時に実施した。詳細を以下に示す。なお，供試生

物，試験条件，希釈水，試験容器および恒温槽等、試験液の分析，試験操作，結果の算出に

ついては，本文と同様に実施した。

1　試験濃度の設定

　　試験濃度は，当該被験物質の希釈水に対する溶解度が〉1000mg／L（当社測定値）のため，

　試験上限濃度の100mg／L以下とした。

　　以下の表に示す予備試験（各1連，5尾／3L試験区）の結果に基づき・本試験濃度を次

　　のように決定した。

　　本試験濃度：対照区，20，0，30．0．45．O，67、0，100mg／L

　　　　　　　　（公比：L5）

予備試験結果（1回目）

濃度（mg／L） 96時間の死亡率（％） 毒性症状

100 100 有

予備試験結果（2回目）

濃度（皿g／L） 96時間の死亡率（％） 毒性症状

O
O
α
0

1
、
3

O
O

笹
ロしやヤ

鉦
’、、、
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2　試験液の調製

　　試：験液の調製方法を以下に示す。1mol／L水酸化ナトリウムを用いて被験物質原液のp　Hを

希釈水と同等となるように調整した。被験物質原液は用時調製とした。

　　　対照区は希釈水のみとした。

試験液の調整

鋤　　1　　　　　　　、層の一　．＿鑑聖．量．、＿．．．＿．．．．＝≧．．．＿一．．旦鯉．　　　mg　　×鰹

　．．＿．．濱＿墓＿　　　　　＝＝≧＿．．＿童墾丞．
　　　　最終容量　　　　　　＝＝・≧＿．．．．．昏gg旦．．＿、．．皿L　　X丑杢．

　二二二二豊二二喪二二＿、．．＿．＿＝≧＿蕪劉ビニな＝

　　　　濃度　　 一〉　
茸．qg＿．一．．．．∫り認k．．、．．．

　”一”漉春方置　　　　　　一＞　　スターラ二麹．建．tオ監」．り19玩』τ臆劃9旦を胆』｝∫Rビを§ρ＝婁歪眞鐸登ピな鋒・

　”‘”一”””　　　　　　　　　　鉋．鯉一り』ζ玄蚤。

囎下瞰の通り採取し，識周水で希釈して試験液とする．

　．笹駆水（最終容量）　　　一＞　　　　5・o　．．．㌧．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一

　　　　容器　　 一＞5．OL容ガラ冬空橿．　　　　　　　　．
　　（以下の濃　表示は，最小桁数に合わせてし、る）

　　　設定試験濃度　　　　区嵐　　　　　　　　　①原液

　　　　　〔m　L）　　　（略）　　　　　　（mL）
　　　　　　　　対照区　　　C　　　　一〉　　　　　　　0
　　　　　　　　　20．O　　　Conc．1　　　　　　一〉　　　　　　　　　1000

　　　　　　　　　30，0　　　Cbnc．2　　　　　　一〉’　　　　　　　　1500

　　　　　　　　　45．0　　　　（｝Dnc．3　　　　　　　一＞　　　　　　　　　　2250

　　　　　　　　　67．O　　　Conc．4　　　　　　一〉　　　　　　　　　3350

　　　　　　　　　100．O　　　　Conc．5　　　　　　一〉　　　　　　　　　5000
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3　結果および考察

3．1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

　　該当する事象は無かった。

3．2　試験液中の被験物質濃度

　試験液中の被験物質濃度の分析結果をTable　A－6－1に，代表的なクロマトグラムを

　Figure　A－6－2に示す。

　　試験液の分析の結果，測定値の設定値に対する割合は，試験液調製時において98～103％，

　その24時間後において97～101％であった。

3．3　半数致死濃度（LC50）

　　各時間における累積死亡率をTable　A－6－2に，濃度一死亡率曲線をFigure　A－6－1に示す・

　　暴露96時間の対照区の死亡率は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れた半数致死濃度（LC50）をTable　A－6－3に、96時間LC50

　の算出結果をTable　A－6－10および以下に示す。

　　　96時間LC50　　　　　　　　　　：　72．5mg／L（95％信頼区間：44．1～98、9mg／L）

3．4　0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　　各時間における0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度をTable　A－6－4に，また暴露96

　時間における結果を以下に示す。

　　　96時間の0％死亡最高濃度　　　　：　44、1mg／L

　　　96時間の100％死亡最低濃度　　　　：　98．9皿g／L

3．5毒性症状

　観察された毒性症状をTable　A－6－5に示す。

　　対照区，20．0皿g／L，30．O　mg／L，45．O　mg／しおよび67．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。100mg／しの濃度区では，暴露48時間目に1個体で遊泳不

　能が観察されたが，その後その個体は死亡した。一
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3，6　試験液の外観および水温，溶存酸素濃度，p　H

　　　試験液の外観をTable　A－6－6，水温をTable　A－6－7，溶存酸素濃度をTable　A－6－8，pH

　　をTable　A－6－9に示す。

　　試験液の外観は，全ての試験区で暴露期間を通じて無色であった。

　　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区で飽和溶存酸素濃度

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

　　た。p　Hはヒメダカの飼育環境として適正範囲（6．0～8，5）内であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以　上

一
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Table　Aる一1 Measured　Concen甘ation　ofthe　Test　Substance　in　Test　Water

（Seml－Static　Condition）

　　Nominal

Concen廿atlon

　　　（mg／L）

Measured　Concentration（mガL）

　　　　（PercentofNominal）

O　Hour（new）24Hours（old）48Hours（new）72Hours（oId）

Meana　Measured

　Concentmtion

　　　　（mg1L）

Contro1 〈0．2 〈0．2 ＜0．2 ＜0．2

20．0 19、8

99

19．9

100

20．0

！00

20．2

101

20．0

100）

30．0 30，8

103

30．4

101

30．0

100

30．4

101

30．4

101

45．0 44、3

98

44．4

99

44．1

98

43、8

97

44．1

98

67、0 65．9

98

66．3

99

66．0

99

66．3

99

66．1

99

100 98、9

（99）

98．9

（99）

99．0

（99）

98．4

98）

98．9

99

a：time　weighted　mea皿

new：丘eshly　pτepared　test　solutlons

。ld：t鳳s。lutions・n24h・umaRerprepamtion・fnews・luti・ns

The　test　water　fbr　analysis　was　sampled　at　two　renewal　sets　offbur　during96－hour　exposure．
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Table　A・6・2 MortaUり’ofthe　Medaka（0ッ癩3’oゆε3）Exposed　to　the　Tost　Substance

　　Nominal
Concentration

　　　（mg1L）

Mean血Measured
　Concentration
　　　　（mg1L）

Cumulative　Mo丘ality（Percent　Mo貫ality）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

．．勲．礁訊

．．29＝9．． ～9二9，．

．．9．．．Ω．．

，，9．．，．（9》．．

．．9．．．．Ω．．

，．9，，．，勲．．

．．，9．，．．Ω，．

．．q，， ，丈9λ．．

，．9，，．．⑨，

．互9：9，， ，．，身9煮… ．．魚，，．．Ω，， ，q，．．，豊9），．， ．．9， ．．Ω，，

．．9，， ，，⊆9）

．，鍾，＝9．． ．．照二．1．， ，，q．．，．Ω．， ，，9．，，Ω．． ．，9．．，．Ω．．

．．9．．．．£9ユ．

，亜．1．：．9．一 ．豆ゑ二1．． ．．9、，，．．（9），．． ．．9．．，，Ω．， ．1，，．Ω9》，，

．，9，．，

〕0
…
⊆

100
98．9 0 0 2 20 7 70

．．璽．．．魚．9ユ．

10 100

a：time　weighted　moan
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Table　A－6－3　Calcu1ated　LC50Va］ues

Exposure

Pedod

（Hours）

LC50

（mg／L）

　　95－Percent

Confidence　Llmits

　　　（mg／L）

Statistical

Method

24 ＞98．9

48 ＞98．9

72 88．0　　　● 74．4
112 Probit

96 72．5　　　卓 44．1 98．9
Binomia1

幸・Using出ec・nce慮ati・ns・f20・0－989m凶

　一一：Could　not　be　dete㎜iロcd

　　　　　The　LC50value　and　its95％con行dence　limi鱈cou］d　not　be　determined　by　stadstical　method

　　　　　because　thcmortality　at　the　maximum　conccntratlon　level　was　less　than50％．

Table　A－6－4 Highest　Concentration　in　O％Mo貢aliΨand　the　Lowest　Concentradon　in100％Mortality

　Value

ExpOSUre

Period

（Hours）

Highest　Concentratlon

　in　O％Mortality
　　　　（mg／L）

Lowest　Concentration

in　lOO％Mo貢ality

　　　　（mg／L）

24 〉98．9 ＞98．9

48 66．1 ＞98．9

72 44．1 ＞98．9

96 44．1 98．9
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Tab19A－OつQb5g醐丁9託19Q19琶igqlβγmplQm§

　Nominal
Concentration

　　（mg／L）

Mean暑Measured

　Concentration

　　　（mg／L）

　　　　　Symptoms　　「

（Symptom・numbor　of　fish）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

Control N N N N

20．0 20．0 N N N N

30．0 30．4 N N N N

45，0 44，1 N N N N

67．0 66．1 N N N N

100 98，9 N ASR・1 N

a：time　welghted　mean

N：No　toxlcological　symptom　was　observed、

ASR：abnorma］swimming（reduced　activity）

一・ FNo　observation　was　made　because　an焉sh　were　dead　at　this　observation　time．
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Table　A－6－6 ApPearance　ofTest　Solutlons

　Nomlnal
Concentration

　　（mg／L）

Meana　Measured
　Concentratlon　　　　　O　Hour

　　　（mg1L）　　　　　new

A　　earance　of　Test　Solutlons

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours
old new old new old new old

⊆二
一．『一C：一一一一 一C一．一． 一．C一． 9二．． ．一．Ω・．．． ．一，9二

20，0 20．0
C・ C一 C・ C・ C一 C一 C一

一．⊆二一，．

C一

30．0 30．4
C・ C一 C一 C一 C一 C一 C一 C一

45，0 44，1
C一 C一 C一 C一 C一 C一 C・ C一

67．0 66，1
C一 C・ C一 C一 C一 C一 C一 C一

100 98，9
C一 C一 C一 C一 C一 C一 C一

a：time　weighted　mean

new：freshlypreparedtestsolutions
dd：test　solutions　on24hours　a丘er　preparation　of　new　solutions

一：No　obscrvation　was　made　becausc　all　fish　were　dcad　at　this　observation　time．

Color

C一：Colorless
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Table　A■6・7 Temperature　ofTest　Solutions

　　Nomin田
Concentration

　　　（mg／L）

Meana　Measured

　Concentration

　　　　（mg1L）

Tem　erature　℃

O　Hour 24Hours
，，鰹，Hours ．．Z～Hours 96Hours

new old new 01d new o］d new 01d

Contro1
23．7 23．7 23．6 23，9 23．9 23．9 23．9 24．0

20．0 20．0
23，6 23，7 23，6 24．0 23．9 23．9 23，9 23．9

30，0 30．4
23．6 23，8 23．6 24．0 23，9 24．0 23，9 23．9

45，0 44、1
23．6 23．9 23．6 24、1 23．9 24，0 23．8 24、0

67．0 66．1
23，6 23．9 23，5 24、0 23．9 24．1 23．8 24．0

100
98．9

23．5 24．0 23．5 24．2 23．8 24，2 23．8

minimum：23、5

maximum：24．2
a

new

o］d

time　weighted　mean

　　廿eshlypreparedtestsolutions

　test　solutions　on24hours　a負er　preparation　of　new　solutions

No　measurement　was　made　because　all　fish　were　dead　at　this　observation　time．
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Table　A－6－8 Dissolved　Oxygen　Concentrations　in　Test　Solutions

　　Nominal
Concontration

　　　（mg／L）

Meana　Measured

　Concentration
　　　　（mg／L）

Dissoived　Ox　en　Concentration　m　L

O　Hour ，～丑　耳9建r§． 48Hours

new old new old new old

72Uours

new
96…取皿隠．

01d

Contro1
8，3 6．3 8．3 6．6 8，3 6．6 8．3 6、8

20、0 20．0
8．3 6，3 8，3 6，6 8．3 6．7 8、3 6．9

30、0 30，4
8，3 6．3 8，3 6、7 8，3 6，7 8．3 6．8

45，0 44．1
8．3 6，4 8，3 6、7 8．3 6，7 8，3 6．9

67．0 66．1
8、3 6．4 8，3 6，5 8．3 6，5 8．3 6、9

100 98．9
8，3 6，3 8，3 6、6 8．2 7，3 8．3

minimum：6、3

maximum：8，3

a：time　weighted　me㎝

new　　freshly　prepared　test　solutions

old　testsolutionson24hoursa丘erpreparationofnewso］utions

－　No　measuremcnt　was　made　because　all負sh　were　dead　at　this　observation　time．

一55一



Table　A－6－9 pH　Values　ofTest　So！utions

　　Nominal
Concentration

　　　（mg1L）

Mean“Measured
　Concentration

　　　　（mg1L）

H

，9璽our

new

．．3丘、，，，口．gurs

old new

．，酪，，，．貝．9騰．．

01d new

．．鴛．．．．貝．9黒§．

old new
．．26、．、鞭黒rs

old

Contro1
7．4 6．9 7．3 7，1 7、5 7．0 7，4 6．8

20、0 20．0
7，4 6．8 7．3 7，0 7．5 7，0 7．4 6．9

30、0 30．4
7，4 6、8 7，3 7．0 7．4 7，0 7．4 7、0

45，0 44．1
7．4 6，9 7，3 7．0 7．4 7．0 7．3 7，0

67．0 66，1
7．4 7．0 7．3 7．0 7，4 7．0 7、3 7．0

100
98．9

7，4 6，9 7，3 7．0 7．3 7．0 7．2

minimum：6．8

maκimum17，5
a：time　weighted　mean

new　　f｝eshly　prepared　test　solutions

old：test　solutlons　on24hours　after　preparatlon　of　new　so］utions

－　No　measurement　was　made　because　all　fish　were　dead　at　this　observation　time．
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Table　A－6－10 Calculation　of　the　96　hr　LC50

　　　　　　　TOXDAT　MULTI－METHOD　PROGRAM

（BIN㎝IAL，MOVINGAVE踏GE姻DPROBIT団ETHODS）

魚類急性毒性試験
Time：　　　　　　96hr

Conc．翫． CONC、

mg／L
㎜BEREXPOSED ㎜BERDEAD

PERCENT　　　BINOMIAL
　DEAD　　　　　PROB．（弘）

Control

Conc．1

Conc．2

Conc．3

Conc．4

Conc．5

　0
20

30．4

44．1

66、1

98．9

10

10

10

10

10

10

0
0
0
0
3
0

　
　
　
　
　
1

　o

　o

　O

　O

30

100

0．09765625

0．09765625

0．09765625
　17，1875

0．09765625

THE　BINOMIAL　TEST　SHOWS　THAT　44、1　AND　98、9CAN　BE

USED　AS　STATI　SCALLY　SOUND　CONSERVATIVE　95　PERCENT

CONFIDENCE　LIHITS　SINCE　THE　ACTUAL　CONFIDENCE　LEVEL

ASS㏄IATEDWITHTHESELIMITSIS99．8046875PERCENT・
AN　APPROXIMATE　LC50　FOR　THIS　SET　OF　DATA　IS　72．4683770332058

WHEN　THERE　ARE　LESS　TH周N　TWO　CONCENTR八TI　ONS　AT　WHIC｝丑THE　PERCENT

DEAD　IS　BETWEEN　O　AND　100，　NEITHER　THE　MOVING　AVERAGE　NOR　THE

PROBIT　聡THOD　CAN　GIVE　ANY　STATISTICALLY　SOUM）RESULTS．
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Figure　A－6－1 Concentration－Mo質aliすCurve
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Flgure　A－6－2 　　　Representative　chromatograms
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Figure　A－6－2 　　　Continued
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FigureA－6－2 　　　Continued
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Figロre　A－6－2 　　　Continued
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FigureA－6－2
Continued
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