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1．表題：

2．試験目的：

試験実施概要

フタル酸ジーn一ブチルのヒメダカ（0膨i851説fpθ3）に対する急性毒性試験

フタル酸ジーn一ブチルについて、ヒメダカ（伽Z∫831詑∫pθ3）に対する急性

毒性試験を行い、半数致死濃度（LC50）を求める。

3．適用ガイト“ライン：本試験は、OECD化学品テストガイドラインNo．203「魚類毒性試験」

　　　　　　　　　　（1992年）に準拠した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　旨

試験委託者

　環境庁

表　　題

　　　フタル酸ジーn一ブチルのヒメダカ（伽zfa31説fρθ5）に対する急性毒性試験

試験番号一

　　　PRO／NO4／0100

試験方法

　　　本試験は、OECD化学品ゲストガイドラインNo．203「魚類毒性試験」　（1992年）に準拠

　　して実施した。

　　被験物質：フタル酸ジーn一ブチル

　　方式：　　流水式（定量ポンプを用いる連続希釈装置を使用）換水率10回／日

　　供試生物：　ヒメダカ（0躍zf851aがρθ5）

　　試験濃度（設定値）：対照区、助剤対照区（71．6㎎ノL）、1．01㎎／L、L58㎎／L、

　　　　　　　　2．74㎎／L、4．49㎎／L、および7．16㎎／L

　　曝露期間：　96時間

　　試験液量：3．OL

　　生物数：　10尾／濃度区

　　照明：　　16時間明／8時間暗

　　エアレーション：　なし

　　温度：　　　24±1℃

結　　果

　　　試験の結果、フタル酸ジーn一ブチルの測定濃度に基づく96時間の半数致死濃度（LC50）

　　は2．75㎎／しであり、その95％信頼区間は2．13㎎／L～3．55㎎〆しであった。
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1　被験物質

　1．1　名称、構造式および物理化学的性状　　　　　　　　　　　　　■

　　　名　称　　　　　：一フタル酸ジーn一ブチル

　　　識別符号　　　　　：NB

　　　講造式　　　　　：

　　　　　　　　　　α
　　　　　　　　　　　　　　　COOCH2（CH2）2CH3

　　　　　　　　　　　　　　　COOCH2（CH2）2CH3，

　　　分子式：　　　　　　　C16H2204

　　　分子量：　　　　　　278．35

　　　　1一オクタノール／水分配係数（10g　P）：4．900

　　　水溶性：　　　　100～400PPm（20～25℃）

　　　蒸気圧：　　　　　　0．100～1．100㎜㎏　（89．0～150．0℃）

　　　融点：　　　　　　　　　一35。C

　　　沸点：　　　　　　　　340℃

　　　代謝性：　　　　　　フタル酸ジエチルヘキシルと異なり、速やかにフタル酸モノ

　　　　　　　　　　　　　　ブチルになる。

　　　　（上記の数値は、M　S　D　Sのフタル酸ジブチルの値を引用した）

1．2　供試試料

　　　　購入先：

　　　　入手先：

　　　　入手日：

　　　　ロット番号：

　　　　供給量：

　　　　外観：

　　　　純度及び不純物：

平成7年11月16日

F　GA　O1

25g入り2本

無色透明　液体

98、0％以上

1．3　保管方法及び保管条件下の安定性の確認

　1）保管方法

　　被験物質は試料保管庫に室温で光を遮断して保管した。
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2）被験物質の確認及び保管条件下の安定性

　入手した被験物質について赤外吸収スペクトルおよびNMRスペクトルを測定し、被験物

質の構造と矛盾が認められないことを確認した。

　試験終了時にも同様にスペクトルを測定し、試験開始前に測定したスペクトルと比較した

結果、スペクトルに変化は無かった。

　従って、被験物質は当研究部の試料保管庫に保管中は安定であったと判断した。
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2供試生物

　　　試験に使用したヒメダカ（0瑠fa51aだpθ5）を下記に示した。供試魚の体長（被鱗体

　　長）は2．0±0．5cmであった。

　　1）　一般名：　　ヒメダカ

　　2）　学名：　　　0彫毎8518訂pθ5

　　3）体長：　　　2．2c皿（2．1～2．3c皿），nニ10

　　4）体重：　　　0．15g（0．11～O．20g），nニ10

　　5）　ロット番号：951019

　　6）購入先：　　三輪養魚場

　　7）購入日：　　平成7年1b月19日

麺
　　　試験条件と同じ水を供給して試験施設内の飼育装置により試験条件（水質、温度等）で

　　76日間、飼育馴化した。餌は市販のテトラミンを与えた。暴露開始の24時間前からは給餌

　　しなかった。試験には健康で肉眼的に正常な個体を使用した。暴露開始前7日間の死亡率

　　は2・6％であった。また、供試魚の基準物質（硫酸銅（II）五水和物、試薬特級）による

　　急性毒性試験の結果、96時間LC50は0．60㎎／しであった。

3　試験方法

　3．1　試験条件

）
）
）
）
）
）
）
）
）

方式：

温度：

曝露期間：

生物数：

試験液量：

連数：

給餌：

エアレーション：

照明：

流水式　（定量ポンプを用いる連続希釈装置を使用）

24±1℃

96時間

10尾／濃度区

3．OL

1濃度区に付き1連

無給餌

無し

16時間明／8時間暗

換zk率10回／日
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3．2希釈水

　　愛知用水（河川水を簡単に処理して工業、農業用水として供給されている）を工場内で

　沈殿・ろ過処理した水をさらに、実験室でトレビーノ（東レ（株）製浄水器：中空糸膜およ

　び活性炭）を通して用いた。

　　希釈水の主な水質として、硬度が19．7㎎／L（CaCO3換算）、p　Hが7．0であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［付属資料一1］

3．3　試験容器および恒温槽等

　流水式試験装置：定量ポンプを用いる連続希釈装置

　試験容器：　3L容ガラスビーカー

　恒温槽：　　水槽、恒温水循環装置　クールライン（ヤマト科学　C　L100型）

　水温計：　　熱電対温度計　データーロガー（ティアンドディ皿一71型）

　　　　　　　　およびp　Hメーター内蔵温度計

　p　H計：　　pHメーター（堀場製作所　カスタニーLAB　p　HメーターF－22）

　溶存酸素計：D　O　ME　T　E　R　（堀場製作所　一〇M－14）

3．4　試験濃度の設定

　予備試験の結果、48時間一半数致死濃度（Lc50）は2．07㎎／L、0％死亡最高濃度。．93㎎／L

以下および100％死亡最低濃度5．18㎎／しであった。

　この結果を参考にして、本試験ではしo1㎎／L、L58㎎／L、3．74㎎／L、4．49㎎／L、

7．16㎎／しの5濃度区を設定した。

3．5試験液の調製

　　フタル酸ジーn一ブチル1．00gを秤量し、10倍量の硬化ヒマシ油HCO－50と蒸留水約500島

を加えて60～70℃に温め、ホモジナイザーで微分散させた。1Lメスフラスコで定容し、フ

タル酸ジーn一ブチル0．1就％原液を調製した。

　原液54～365mLを分取し、それぞれ1Lメスフラスコで定容して試験液連続希釈装置の供

給液とした。
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3．6　試験液の分析

　試験開始時および24時間毎に各試験水槽より試験水LO皿Lを採取し、H　P　L　Cにより分析

　した。試験水の分析に際しては、試料測定毎に標準溶液（濃度1．0，5．0㎎／L）の測定を行

い、検量線から求めた測定値の正確度を確認した。詳細は付属資料一2に示した。

i

3．7試験操作

　　暴露開始時に供試魚と同水槽で馴養した魚10尾の重量および被鱗体長を測定した。暴露

　期間中給餌は行わなかった。

　　各試験水槽の試験液のpH、溶存酸素濃度、水温を測定後、試験水槽中に供試魚を1濃度

　区当り10尾投入した。pH、一溶存酸素濃度、水温は暴露期間中毎日1回測定した。

　暴露開始径、24、48、72及び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

性の御候或いは異常（例：外部刺激への反応異常、平衡感覚喪失、遊泳異常、呼吸機能の

異常、体色変化、背曲がり、出血等）を記録した。死亡個体を発見した場合、水質の悪化

が起こらなし、よう速やかに取り除いた。

　＊：ガラス棒の先で尾部に軽く触れ反応がない個体を死亡とみなした

4　結果の算出

　　各濃度区での死亡数と供試個体数（10尾）から死亡率（％）を算出し、Probit法により

　　半数致死濃度（LC50）を算出した。また、その95％信頼限界も算出した。

｛
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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

　　フタル酸ジーn一ブチルはヒメダカを入れた水中で分解され、L31㎎／しが24時間後に

　0．66㎎／しになる（予備試験結果）ことが判明した。設定濃度を維持するために流水式で

　10回／日の換水を行ったが、それでも暴露試験液中のフタル酸ジーn一ブチルは設定濃度の

　80％を下回った。

　　従って、半数致死濃度（LC50）等の計算には24時間毎に測定したフタル酸ジーn一ブチル

　濃度の算術平均値を用いた。

5．2　試験水中の被験物質濃度

　　試験開始時および24時間毎に供給液および試験水中の被験物質濃度を測定した。試験開

　始時から96時間後の暴露試験液中の被験物質濃度はO．48～6。37㎎／しであった。設定濃度

　に対する暴露濃度の割合は47．5～89．0％であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table1（p．15），付属資料一2］

5．3　半数致死濃度（LC50）

　　フタル酸ジーn一ブチルに96時間暴露したヒメダカの死亡率は1．92㎎／L（測定濃度）以下

　の濃度区で0～10％、3．94㎎／L（測定濃度）以上の濃度区で90～100％であった。対照区

　の死亡率はO％であった。ブタル酸ジーn一ブチルの測定濃度に基づく96時間の半数致死濃

　度（LC50）は2．75㎎／しであり、その95％信頼区間は2．13㎎／L～3．55㎎／しであった。

　　　（有意水準5％、統計的手法：吉岡義正教授Probit法）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2（P．16），Figure1（P．23）］

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Tab　I　e　3（p．17］

5．4　0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　　フタル酸ジーn一ブチルに96時間暴露したヒメダカのO％死亡最高濃度はLO3㎎／L（測定

　濃度）であり、100％死亡最低濃度は6．20㎎／L（測定濃度）であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4（P．18），Figure1（P．23）］

5．5　毒性症状

　　毒性症状として3．94㎎ノL（測定濃度）の濃度区において平衡感覚喪失、遊泳異常、呼吸

　機能の異常が観察された。対照区では試験期間中に異常な症状は観察されなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table5（P．19）］
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5．6　試験水の水温、溶存酸素濃度およびp　H

　試験期間中のp　Hは7．2～7．8であった。試験期間中の溶存酸素濃度は8．1～10．7㎎／し

であり、すべての試験水槽で飽和溶存酸素濃度め60％以上であった。10。C以下の水を恒温水

槽により24±1℃に昇温して用いたため、溶存酸素濃度が過飽和状態になったと思われる。

　（24．0℃の飽和溶存酸素濃度：8．25㎎／L）

　96時間の試験期間中の水温は23．5～24．5℃であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table6（P．20）］

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Tab　l　e　7（p．21）］

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table8（P．22）］
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Table1． Measured　Concentrations　of　Di－n－butyl

ofOrangekillifish（Oryziaslatipes）

Phthalate　During　a　96－Hour　Exposure

underFlow－thro㎎hTestConditions

　　　No皿inal

Coneentrati　on

　　　（㎎／L）

MeasuredConeentration

　　　　　　　（㎎／L）

O　Hour　　24Hour　48Hour　72Hour　96　Hour Me㎝

Percent

　　of

No皿ina1

C皇nt「01 ．．≦9・．9互．

触e三§磁、．．堕鯉く。・Ol

＜O距、、

1・1！，． 0．86 0．69 鰯、、 9・53

〈，〇二．91、．

煕．、 o・61． 61．4

L至8 1．29 1．06 O．96 0．95 o・81 1．03

2．43 2・！1 1．65 1．72 11エ！． 1二銘、．

製．

2．74

．堅二2皇． 、且1望． 、§二、呈邑 3・9歪、

71二1．

4．49 生19三、 ヨ・．！互．

6．20

8賂．

7．16 6．37 6．03 一哩一一a ＿＿＿＿a ＿＿＿鞘a 86．6

ε No　measure皿ent　was　made

observat　i　on　t　i皿e．

becausea110ra㎎ekillifishweredeadatthis
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Table2． MortalityofOra㎎ekillifish（Oryziaslatipes）
Ph翻ate皿dゑrFエ。w－t㎞。㎎hTestC。nditi・聡

ExposedtoPi†butyl

　　　No皿inal

Concentration

　　　（㎎／L）

α皿ulativeNu皿berofDead（PercentMortality）

24Hour 48Hour 72Hour 96Hour

、無鯉．．

1讐三無、£ヨ磁！．

．9．．≦一、旦≧

一9－－（－．一．9！一．

1．≦．．9主、、

．、9．玉．9．≧．

－9’－≦一’．一璽．．

皇．．！＿ll、

．旦．≦．、．9！

、三二9！、、 ．．！．．≦．王9！．． 括、！9．1． 、！．、1．、、王2）、．

．．豆．玉9主．

‘
．塑．． ．9、．（．．．旦！． 9、！、9主、、 、9．、≦．一．9！、、

．！，三、．．璽．

．皇二、讐． ．．！．．！…王9！．． ．王．≦、．、！l、1．． 、．！．．≦…三9．、

．o、（．91

．、蝶．． 、壬．、≦．、．壬91．． ．皇．≦．．、皇12．． 、9、1、．、鯉．．

、主．！．．！2）

7．16 10（100） 10（100） 10（100）

．量．二．．鍛

10（100）

r
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Table3． Caleulated　LC50　Values　for

Di－n－butyl　Phthalate　Based

Test　Conditions

Orangekillifish（Oryziaslatipes）E抑osedto

on　Heasured　Concentrations　under　Flow－through

Exposure

Period

（Hour）

LC50

（㎎／L）

　　　95－Percent

Conf　i　dence　L　i皿i　ts

　　　　　（㎎／L）

Statistical　Method

．．召、、

．至．

3・升三．

iill猛．．

．三二．猛．．＝．、．互1釜

．3二、！旦．＝．三姫、

2ヨ2磁．

7
盈
’
5
6

．皇運． ．鍛．．．．＝．．．1運．

．2登蝕注．

2．75 2．13　～　3．55

触1主．

Probit
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Table4． Observation　　　of　　Highest　　Concentra七ion　　in　　O鑑

Concentrat　ion　in　100冤Mortal　i　ty　Values

Nortality　　and　　Lowest

Exposure

Period

（Hour）

Highest　Concentration　in

　　　　　　O％Mortality

　　　　　　　　（㎎／L）

Lowest　Concentration　in

　　　　100騨ortality

　　　　　　　　（ng／L）

24 1．03 6．20

48 1．03 6．20

7－2 1．03 6．20

r
96

1．03 6．20

r
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Table5． Sy皿ptoms　of　Toxicity　　Ob8erved　　in　　Ora㎎e　ki　l　l　ifish

Exposed　to　Di－n－butyl　Phthalate　under　Flow－through　Test

（Oryzias　latipes）

Conditions

　　　No皿inal

Concentration

　　　（㎎／L）一

Sy皿pto皿s

24Hour 48Hour 72Hour 96Hour

Contro1

鰹亜i1

0

’石”一’”

0

一I－

0

’1一

0

’i一

1．01

”δ’ －’

ﾂ’
－’P －1’

－llヨ1”

’il嬰

－5’

桝δ一

”
1

5 ’1’

羅 ’
芽

－1－

”
δ

石一

”δ一

“
O

i’

一驚
－δ－ ’δ’ ”δ一

－
δ
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Table6． pH　Values　During

（Oryziaslatipes）

a　96－Hour　F　l　ow－through

to　Di－n－butyl　Ph七halate

ExposureofOra㎎ekiHifish

　　　No血inal

Concentration

　　　（㎎／L）一

pH

O　H6凹 24Hour 48Hour 72Hour 96Hour

蝕丑豊里！．、

2讐三§磁．．鯉鯉1、

．エ三皇、

鷺．

．7二互

、！二互．

．エニ量．

1二．エ、

．エ：．エ．

．エ：皇．

．エ・三．

、三二．巴．． ．エニ．巨 、エニ．蔓、 、エニ．互． ．鷺．

呂．三．

‘ ．三醗、 ．．エ漁． ．．エニ．邑． ．鷺． ．エ：．互．

．エニ．！．

羅． ．！二a． ．エニ．盈、 ．エ1三． ．急、互．

．エ・．E．

、歪二三皇、 ．エ二三、 、エ二三． ．エニ．生 ．エ：．互．

、エ1．盆．

7．16 7．2 7．4 ＿＿＿＿a ＿＿＿＿a

．エ：．盆、

＿＿一＿a

a
No　皿easure皿ent　was

obseI・vat　i　on　t　ime．

ma〔ie　because　a11　0range　ki　l　l　ifish　were　dea（i　at　this

‘
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Table7． Dissolved　Oxygen　Concentrations　During　a　96－Hour　Flow－through　E）Φosure　of

Ora㎎e　k　i　l　l　i　f　i　sh　（Oryz　i　as　l　at　ipes）　to　D　i－n－butyl　Phthal　a七e

　　　No皿inal

Concentrat　i　on

　　　（㎎／L）

DissolvedOxygenConcentration

　　　　　　　　　　　（㎎／L）

O　Hour
24Hour 48Hour 72Hour 96Hour

Contm1 9．2 9．8 9．6 10．7 9．2

一DispersantContro1 8．8 9．2 8．6 9．8 8．6

1．01 8．9 9．1 8．7 9．9 8．7

1．58 8．8 9．4 8．6 9．7 8．1

2．74 8．8 8．9 8．4 9．6 8．4

4．49 8．8 9．2 10．6 10．2 8．7

7．16 8．9 8．9 ＿一一＿a ＿＿＿＿a ＿一＿＿a

a No　皿easure皿ent　was

observation　ti皿e．

madebecausea110ra㎎ekillifishweredeadatthis
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Table8． Te皿peraturも　　Value　s　Dur　ing

killifish（Oryz工aslatipes）

a　　96－Hour　　F　l　ow－through

to　Di－n－butyl　Phthalate

Exposureof　OrI㎎e

　　　No皿inal

Concentration

　　　（㎎／L）

Te皿perature　（　。C　）

O　Ho肥 24日our
48Hour 72Hour 96Hour

、鯉鯉、 ．星鍾． ．．星三二至

禦． 饗
．些§二．量．

、2隻．互、

，⊇撫三無、無£。主．．禦． ．聲三二a．

．禦．

．望三二旦．

．鯉、 、3§二至

善§：1．

．！三儀． 、皇鍾．．

禦、 禦．
ぞ皇二．量．

．書皇二色．

r 、三二互量．． ．慰．

、3三二、1． ．羅 ．3照

．！§二塁．

．．羅 書蔓ニエ．

、怨．皇，

、ヨ皇二、皇

．．鯉．． ．慰． ．望4二豆． ．．空歪二且． ．！§三皇、

7．16 23．9 一一一＿a ＿＿＿＿a 一一＿＿a 辱＿辱＿a

a NO　meaSUre皿ent　WaS　皿a（ie

observation　time．

because
all　Ora㎎e ki　l　l　i　f　i　sh　were　dead　at　thi　s

r
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Figure1 Concentration－Response　Curve　of　Di－n－butyl　Phthalate
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付属資料一1

希釈水の水質

　（全1一頁）
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WaterQualityofDilutionWater

Para皿eter
Concentration

BOD

COD

瓦ercury

Copper

Cad皿iu皿

Zinc

Lead

Chro皿iu皿

Iron

Free　chlorine

Fluoride

A㎜oniumion

Arsenic

Evaporat　i　on　re　si　due

Eleごtricconductivity

T。ta1㎞血ess（asCaCO3）

Alkalinity

Total　organophosphorus　co皿pounds

Heエ・bicide　Si皿azin

Herb　i　c　ide　Thi　obe且carb

FungicideThiura皿

　　0．8㎎／L

o．6㎎／L

＜o．003㎎／L

＜0．005㎎／L

〈o．02㎎／L

＜O．03㎎／L

〈o．2㎎／L

〈0．05㎎／L

〈0．oo5mg／L

〈O．05㎎／L

＜0．05㎎／L

〈0．1㎎／L

〈0．001㎎／L

48．o㎎／L

8．9皿s／皿

19．7㎎／L

14．9㎎ノL

〈0．1㎎／L

＜0．ooO3㎎／L

〈o．oo2mg／L

〈0．OOO6㎎／L
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付属資料一2

試験液の分析方法

　　（全7頁）
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試験液の分析方法

1　試験液の分析方法

　　各試験水槽より試験水0．5～1．5mLをバイアルに採取した。

　　測定濃度が20㎎／Lを越える場合は予め移動相で希釈した。

　　HP　L　Cのオートサンプラーにセットして一定量を自動注入した。

　　検量線から被験物質濃度を求めた。

2　高速液体クロマトグラフィー（H　P　L　C）測定条件

　　カラム　　　　　　：C18　5μm，　4．6mmφ×150mm

　　カラム温度　　　　　：40℃

　　移動相　　　　　　：永／アセトニトリルニ13／87

　　流量　　　　　　　　：1．O　mL／min

　　注入量　　　　　　　：20～100μL

3　検量線

　　　標準原液を希釈して定量限界付近から予想測定濃度が含まれる5ポイント以上の標準液

　　を用意し、検量線を求め、傾きと直線性を確認した。

　　　測定日毎に標準溶液（2ポイント以上）の測定を行い、相対誤差10％以内であればこ

　　の検量線により定量する。相対誤差10％を越えた場合は検量線を作成し直す。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Fi騨e1（P．28）］

4　添加回収試験

　　　助剤対照液に標準原液もしくはこれを希釈して調製した標準液の一定量を添加して回収

　　率を求めた。

　　　フタル酸ジーn一ブチル1．05㎎／しの回収率は102．3％、10．76㎎／しの回収率は99．4％で

　　あった。
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Fig凹e 1．　CalibrationCurveofDi－n－bu七y1Phthalateby鯉LCAnalysis
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Fig凹e2． Representativechro皿atogr㎜s
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Figure2、 Cont　inued
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Figure2、 Cont　inued
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Figure2．
Continued
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Figure2、 Cont　inued
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