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試験番号： 9B435G

　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

試験実施状況査察

試験報告書監査

実施日

1999年12月14日

1999年12月17日

2000年　3月31日

運営管理者および
試験責任者への報告日

1999年12月14日

1999年12月17日

2000年　3月31日

2000年　3月31日
　　　信頼性保証担当者
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　　　　　　　　　　　　　　　試験実施概要

1．表題：　　4，4’一スルホニルジフェノールの藻類（5θノθ朋3オ∫〃加。∂ρr∫oo朋〃’吻に対する

　　　　　　　生長阻害試験

2．試験目的：被験物質の藻類（5θノθ朋sオ∫〃皿08ρrloOf刀〃！〃加）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．適用力’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：本試験は環境庁のG　L　P規則に準拠した。

5．試験委託者

　名称：　　　環境庁

　住所：　　　〒100－8975　東京都千代田区霞が関一丁目2－2

　委託担当者：企画調整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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8．試験関係者：

　試験責任者

　試験担当者

　分析担当者

（2000年　3月31日）

（2000年　3月31日）

（2000年　3月31日）

9．試験期間：　試験開始日　　　　1999年11月16日
　　　　　　　試験終了日　　　2000年　3月31日
　　　　　　　暴露期間　　　1999年12月14日～1999年12月17日

10．保管：

　　試験に関する下記の記録及び試資料は，試験報告書作成後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）試験報告書

　　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

　環境庁

表　　題

　4，4’一スルホニルジフェノールの藻類（5θノθ朋甜甜加。卸がoo朋〃’〃勿に対する生長阻害試験

試験番号

　9B435G

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：　　4，4’一スルホニルジフェノール

　2）暴露方式：　　止水式，振とう培養（100rpm）

　3）供試生物：　　5θノθ朋5！r“加。∂ρがoo溜“！〃加（ATCC22662）

　4）暴露期間：　　72時間

　5）試験濃度（設定値）

　　　　　　　　　対照区，L　OO，2．15，464，10．0，2L5，46．4，100mg／L

　　　　　　　　　　（公比：2．2）

　6）試験液量：　　100mL（OE　C　D培地）／容器

　7）連数：　　　　3容器／濃度区

　　　　　　　　　　　　る　8）初期細胞濃度：1×10cells／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l　　　H　P　L　C法

に準拠
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結　　果

D試験液中の被験物質濃度

　　被験物質の測定濃度が開始時において設定値の±20％を超えたものがなかったため，下記

　の生長阻害濃度の算出には設定値を採用した。

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）：

15．9　mg／L（95％信頼区間：9．23～27．4mg／L）

2．15　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）：

61．

2L

61．

2L

mg／L（95％信頼区間：算出不可）

mg／L

mg／L（95％信頼区間：算出不可）

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：　　4、4’一スルホニルジフェノール（略称　S　DP）

　　別名：　ビスフェノールS

　　　　　　　　ビス（4一ヒドロキシフェニル）スルホン

　　CAS　　N〔上：　　　　80－09－1

　　構造式：

　　　　　　　　　　　　　　0

　　　　　　・O　l　O・H
　　　　　　　　　　　　　　O

分子式：　　C］2H100司S

分子量q：　250．27

融点」㌧　　　241℃

その他幸］：　酸化剤，強塩基との接触に注意

刈：供給者提供資料

L2　供試試料

　純度㌧

　ロット番号’㌧

　供給者：

　供給量’㌧

　入手日：

　外観’㌧

99．4％（中和法）

GGOi

　　　　　　509

　　　　　　1999年9月3日

　　　　　　白色粉末

半1二供給者提供資料
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L3　被験物質の確認および保管条件下での安定性

　　被験物質は当研究所の冷蔵庫に保管した．

　　入手した被験物質の赤外吸収スペクトルを測定し，被験物質の特性が認められることを確

　認した。試験終了後にも赤外吸収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。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）学名：

　2）入手先：

　3）入手株番号：

　4）入手日：

　5）入手後の管理：

　6）感受性の確認：

7）前培養：

5θノθ朋s1躍如詔ρがoo朋配〃加

Ame　r　i　can　Type　Cu　l　t　u　re　Co　l　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。423mg／L（この値は当研究所における1996年

11月以降のEbC50値0．285～0．486mg／L，n＝5の範囲内にある。）

前培養期間；1999年12月10日～1999年12月14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

　D暴露方式：

　2）暴露期間：

　3）試験液量：

　4）連数：一

　5）初期細胞濃度：

　6）試験温度：

　7）照明：

止水式，振とう培養（100rpm）

72時間

100mL（OE　CD培地，3．2参照）／容器

3容器／濃度区

　　　　　　　　　　イ前培養した藻類　1×10cells／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OECD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。

成分表を付属資料一1に示した．
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3．3試験容器，藻類培養試験装置および機器等

　1）試験容器：　　　　　　300mL容ガラス製三角フラスコ（通気性のシリコン栓付）

　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　セルパック

　6）pH計：　　　　　　　東亜電波工業製　卓上p　H計　HM－40V型

　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。

　　本試験濃度二対照区，

　　　　　　　　LOO，2．15，464，10．0，21．5，46．4および100mg／L

　　　　　　　　　（公比：2．2）

　　予備試験結果

濃度（mg／L）

対照区に対する

V2時間後の生長率
@　　（％）

対照区 100

L　OO 97

2．50 97

6．31 90

15．8 66

39．8 32

100 4
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3．5　試験液の調製

　　被験物質を125mg精秤し，これを培地で溶解し500mしに定容し，被験物質濃度250

　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，被験物質濃度1．00，2．15，464，10．0，21．5，46．4，100mg／しの試

　験液を調製した。対照区は培地のみとした。

3．6　試験液の分析

　　暴露開始時（Ohr）には各濃度区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，各濃度区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，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。

　　各分析試料0．75mしにアセトニトリルを等量加え，混合後，HPLC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

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　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1×10cel　ls／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1．O　mL（72hrでは0．5mL）を採取し，粒子

　計数装置用電解液（セルハ。ック）9．O　mL（72hrでは9．5mL）と混合した後，粒子計数装置（CDA－

　500）により計測した。

　　試験液各濃度区におけるp　Hを，暴露開始時には各濃度区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。

謬1－N・×孟1＋N1＋N2』2N・x（f2－fl）＋…＋凡一1＋凡一2N・×（ヘー午」）

　　　　2　　　　　　　　　2　　　　　　　　　　　　　　　　2

　　　ここで，

　　　A　：生長曲線下の面積

　　　No：暴露開始時の設定細胞濃度（cells／mL）

　　　N1：t1時の実測細胞濃度（cel　ls／mL）

　　　Nn：t　n時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　　t　l：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　　t　n：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（IA）を次の式により算出し

　た。

　　ノ4一孟
1　＝　c　　∫x100
λ　　　且

　　　　c

　　ここで’，

　　Ac：対照区の生長曲線下の面積

　　At：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（I　m）

　　　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　N－ln1〉
　　　　η　　　　　　1
μ＝

　孟η一r1

ここで，
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　　N1：t　l時の実測細胞濃度（cel　ls／mL）

　　Nn：t　n時の実測細胞濃度（cel　Is／mL）

　　t1：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　t　n：暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

　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。

1一μ♂μrx100
加

　　　μ、

ここで，

μc：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

4．3　50％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（1A値および1、値）を用いて

　50％生長阻害濃度（EC50）を算出した。

　　各濃度区に対応する阻害率を片対数紙にプロットし，直線性の認められる点を用いて直線

　回帰分析（最小二乗法）を行い，阻害率50％との交点からEC50値（および可能な限りその

　95％信頼区間）を算出した。その際，面積法により求めた場合はEbC50（0－72），速度法に

　より求めた場合はErC50（24－48）またはErC50（24－72）とした。

4．4　最大無作用濃度（NOEC）

　　Bartlettの等分散検定（α二〇．01）を行い等分散性を確認後，一元配置分散分析（1－way

　ANOVA，α・0．05）およびDunnettの多重比較検定（α・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「＃4多群の比較」　（Yu㎞s　Corp．，東

　京）を用いた。
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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

　該当する事象はなかった。

5．2　試験液中の被験物質濃度

　　試験開始時および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。

　　開始時における濃度が設定濃度に対して±20％を超える分析結果がなかったため，以下の

　各影響濃度の算出には設定値を採用した。

　　暴露72時間の被験物質濃度は0．92～96．8mg／しであり，設定値に対する割合は92～98％

　であった。

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Figure1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351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却とともに（用量依存的に）減少する傾向がみられ

　た。

5．4　50％生長阻害濃度（EC50）および最大無作用濃度（NOEC）

　　各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。

1）生長曲線下面積の比較による阻害濃度

　EbC50（0－72）：　15．9mg／L（95％信頼区間＝9．23～27．4mg／L）

　NOECb（0－72）：　2．15mg／L

2）生長速度の比較による阻害濃度

　ErC50（24－48）：　6L7　mg／L（95％信頼区間：

　NOECr（24－48）：　21．5mg／L

　ErC50（24－72）：　61」　mg／L（95％信頼区間：

　NOECr（24－72）　：　　　21．5　mg／L

算出不可）

算出不可）
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5．5温度およびp　H

　　　72時間の暴露期間中の培養試験器内の温度をTable5に，試験液のpHをTable6に示し

　　た。

　　温度は設定範囲（23±2℃）内であった。試験液のpHは暴露開始時が7．4～8．0であり，

　　試験終了時が7．6～9．7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，4．64，10．O　mg／しの試験区でpHが1以上増加した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以　上
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Table　l． Measured　Concentrations　of　the・Test　Substance　in　Test　Water

　　　Nominal

Concentration

　　　　（mg／L）

Measured　Concentration（mg／L）

O　Hour Percent　of

　　Nomina1

72Hour Percent　of

　　Nominal

Control

L　OO

　2．

　4．

10．

21．

46．

100

5
4
1
β
U
O
「
a
4

＜0．03

L　O2

2．18

4．69

10．2

2L3

45．8

96．8

102

101

101

102

99

99

97

〈0．03

0．92

2．03

4．34

9、68

21．0

45．6

96．8

q
乙
4
4
7
8
8
7

9
9
9
9
9
9
9
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Table2． Cel　l　Densi　ties　of　5θノθ刀∂s’r〃刀10∂ρT／oor刀〃∫〃〃during　the　72－Hour　Exposure

Nominal

Concentration

　　　　　m／L

Vessel

No．

Ce　l　l　Dens　i　t　i　es　（ce　l　l　s／mL）

O　Hour 24Hours 48Hours 72Hours

Contro1 1
2
3

10000

10000

10000

75600
74800

74400

522700
492700
494700

3629500
3559500
3329500

Average

　　SD

10000

　　　0

74900

　　600

503400
16800

3506200
157000

L　OO 1
2
3

10000
10000

10000

67800
72400

60100

507700
508700

446700

3309500
3369500
3089500

Average

　　SD

10000

　　　0

66800
6200

487700
35500

3256200
147400

2．15

－
∩
『
ム
3

10000

10000

10000

62500
53100

50200

501700
487700
427700

3219500
2919500
2389500

Average

　　SD

10000

　　　0

55300
6400

472400
39300

2842800
420300

4．64 1
2
3

10000
10000

10000

59900

50300、

47000

493700
427700
319700

2929500
2689500
2499500

Average

　　SD

10000

　　　0

52400
6700

413700
87800

2706200
215500

10．0 1
2
q
U

10000
10000

10000

50600
46800

38400

396700
298700

272700

2859500
1699500

2129500

Average

　　SD

10000

　　　0

45300
6200

322700
65400

2229500
586400

21．5

1
9
ム
つ
U

10000
10000

10000

43500
47900
37500

285700
247700
211700

1529500
1949500
1699500

Average

　　SD

10000

　　　0

43000
5200

248400
37000

1726200
211300

46．4 1
2
3

10000

10000

10000

42400
39400

30200

162700
115700

122700

689500
507500

435500

Average

　　SD

10000

　　　0

37300
6400

133700
25400

544200
130900

100 1
2
3

10000

10000

10000

21500
22500

23400

33300
32100

35800

36700
41200

43500

Average

　　SD

10000

　　　0

22500
1000

33700
1900

40500
3500

SD二　Standard　deviation
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’

Table3． Percent　Growth　Inhibition　of　5θノθ刀85！r〃〃。∂」orloo∫刀u！〃加

Nominal　Conc．

iMeasured　Conc． at　OHr）

Area under
Growth Rate

Area Inhibillon　　（％） Rate Inhibition
@　（％）＊1

Rate lnhibill・n　　（％）

mg／L No． A〔0－72h） IA（0－72h） μ（24－48h） I　m（24－48h） μ124－72h） Im（24－72h）

1 57313000 0．0806 0．0807
Contro1 2 55734000 0．0785 0．0805

3 53012000 0．0789 0．0792

Average 55353000 一 0．0793 一 0．0801 一

SD 2176000 0．0011 0．0008
1 52926000 0．0839 0．0810

L　OO 2 53780000 0．0812 0．0800

（LO2） 3 48637000 0．0836 0．0821

Average 51781000 6．5 0．0829 一4．5 0．0810 一L1
SD 2756000 0．0015 0．0011

1 51575000 0．0868 0．0821

2．15 2 47413000 0．0924 0．0835
（2．18） 3 39544000 0．0893 0．0805

Average 46177000 16．6 0．0895 一12．9 0．0820 一2．4

SD 6110000 0．0028 0．0015
1 47840000 0．0879 0．0810

4．64 2 43146000 0．0892 0．0829
（4．69） 3 38195000 0．0799 0．0828

Average 43060000 22．2＊ 0．0857 一8．1 0．0822 一2．6

SD 4823000 0．0050 0．0011
1 44449000 0．0858 0．0841

10．0 2 28086000 0．0772 0．0748
（10．2） 3 32420000 0．0817 0．0837

Average 34985000 36．8＊＊ 0．0816 一2．9 0．0809 一L　O

SD 8478000 0．0043 0．0053

1 25655000 0．0784 0．0742

21．5 2 29888000 0．0685 0．0772
（21．3） 3 25775000 0．0721 0．0795

Average 27106000 5L　O＊＊ 0．0730 7．9 0．0770 3．9

SD 2410000 0．0050 0．0027

1 12596000 0．0560 0．0581

46．4 2 9212000 0．0449 0．0532
（45．8） 3 8296000 0．0584 0．0556

Average 10035000 8L9＊＊ 0．0531 33．0＊＊ 0．0556 30．6＊＊

SD 2265000 0．0072 0．0025
1
， 1156000 0．O182 0．0111

100 2 1205000 0．0148 0．O126

（96．8） 3 1343000 0．0177 0．O129

Average 1235000 97．8＊＊ 0．O169 78．7＊＊ 0．0122 84．8＊＊

SD 97000 0．0018 0．0010

l
D
　＊

＊
S
＊
坐
丁

Values　are　the　percent

Standard　deviation
lndicatesasignificant
Indicatesasignificant

inhibitionrelativetothecontroL

difference
difference

（α＝0、05）

（αニ0．Ol）

from
from

ロ
し
n
し

h
』
且

、
T
し
ょ
I
L

controL
contro1．
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Table4． Calculated　EC50　and　NOEC

BasedonIA（0－72h）value （Areasundergrowthcurve）

EbC50（0－72）

@　　　（mg／D

　　　95－Percent

bonfidence　Limits
@　　　　（mg／L）

NOECb（0－72）

@　　（mg／L）

　　　＊115．9

9．23－27．4 2．15

Based　on　Im　（24－48h）　value　（Growth　rates）

ErC50（24－48）

@　　　（mg／L）

　　　95－Percent

bonfidence　Lim．i　ts

@　　　　（mg／L）

NOECr（24－48）

@　　（mg／L）

　　　＊26L7

一　　一 2L5

Based　on　Im　（24－72h）　val　ue　（Growth　rates）

ErC50（24－72）

@　　　　（mg／L）

　　　95－Percent

bonf　idence　Limi　ts

@　　　　　（mg／L）

NOECr（24－72）

@　　　（mg／L）

　　　　＊26L1

｝　　一 21．5

　　The　EC50　values　and　associated　95％　confidence　limits　were　determined　by　least

squares　l　inear　regress　i　on　analys　i　s　of　the　l　ogar　i　thm　of　nominal　tes　t　concent　ra　t　i　on

against　percent　growth　inhibi　tion　relat　ive　to　the　control．

　　　　＊1　usingtheconcentrations464，10．0，21．5and46．4mg／Lintheregres－
　　　　　　　　　SiOn　analySiS

　　　　＊2　usingtheconcentrationsof46．4and100mg／Lintheregressionanalysis
　　　　一一　　　　not　calculated

　　TheNOECvaluesweredeterminedbyananalysisofvariance（ANOVA），Dunnetttest，
subsequent　toBartlett　test　forhomogeneityofvariances．Statistical　analyses
were　performed　using　Yu㎞s　Statl　ight＃4software（Yu㎞s　Corp．，Tokyo）and　al　l

tests　of　significancewere　at　α＝0．05，　except　Bartlett　test，whichwas　at　α二〇．Ol．
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Table5． TemperatureintheIncubationChamber

ExPosurePeriod

　　　　（Hours）

Temperature

　　　　（℃）

0
4
8
9
ム

　
2
4
7

2L9

2L2

22．6

2L9

Table6． pH　Values

　　　Nominal

Concentrat　ion

　　　　mg／L

PH

O　Hour 　72Hour
（Ve　s　s　e　l　No）

Contro1 8．0 7．7 （1）

L　OO 8．0 8．4 （1）

’壱115
8．0 8．3 （1）

4．64 7．9 9．7 （1）

辱10．0
7．8 9．4 （1）

21．5 7．7 7、8 （1）

46．4 7．6 7．8 （1）

100
7．4 7．6 （1）
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Figure1 Algal

（Mean

Growth　Curve　of　5θ／θ刀35！r〃〃　oθρr／oo∫刀u’〃加

ce　l　l　coun　t　s　v5　t　ime　dur　ing　the　72－hour　exposure）
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Figure2 Concentration－lnhibi　tion

under　the　Growth　Curves

CurveBasedonIAValuesCalculatedfromtheArea
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Figure3 Concentration－lnhibition

the　Growth　Rates

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

0ECD培地
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Table　A－1 　OECDmedium

Nutrient　salts Concen　t　ra　t　i　on　（m　／L）

H3BO3

MnC　l2・4H20

ZnC12

FeC13・6H20

Na2EDTA・2H20

CoC12・6H20

Na2MoO4・2H20

CuCI2・2H20

CaC12・2H20

NH4Cl

㎜2PO4

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

試験液の分析方法
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試験液の分析方法

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，10分間）し，藻類を分離した上澄み液

　を分析試料とした。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊装置：日立製C　R21E

2）各分析試料をHP　L　C測定用バイアルに直接0．75mL採取し，アセトニトリルを

　0．75mL加え混合したものをHPLC測定試料とした。

標準液（アセトニトリル溶液）はH　P　L　C測定用バイアルに直接0．75mL採取し，こ

れに0．75mしの水を加え混合したものを用いた。
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2　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：　　　　ヒューレットハ。ッカード製H　P－1100型（No．1）

　　　　　ワークステーション：　　　　　HPケミステーション（Windows95）

　　　　　パソコン：　　　　　　　　　HPVectraXM，ディスフ。レイ；VectraVCA1280

　　　　　プリンター：　　　　　　　　HP製しASER　JET4PLUS

　　　　　デガッサー：　　　　　　　　G1322A型
　　　　　送液ポンプニ　　　　　　　　　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二　　　　　G1314A型

　　　　（条件）

　　　　　カラム：　　　Inertsi　l　ODS－3V，5μm，4．6×150㎜（GL　Sciences　lnc．製）

　　　　　溶離液：　　　Acetoni　trile70％，0．OIMりん酸二水素ナトリウム30％
　　　　　流速：　　　　　L　O　mL／min

　　　　　測定波長：　　256nm
　　　　　試料注入量：　　20μL
　　　　　カラムオーブン温度：40．0℃

3　検量線

　　被験物質の1000mg／Lアセトニトリル溶液を調製し，アセトニトリルで順次希釈し，0，

　　1．00，2．00，5．00，10．0，20．0，50．0，100，200mg／しの標準溶液を調製した。この標準溶

　液を一定量採取し水で等量希釈したものをHP　L　C測定した。横軸に濃度を（mg／L），縦軸

　　にピーク面積（count表示）をとり，検量線を作成した。検量線はほぼ原点を通る直線とな

　　り，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l　countに設定し，これに相当する試験液中の被験物質濃度0．03

　mg／Lを検出限界とした。

5　添加回収試験

　　試験液の分析は，　「1　試験液の分析方法」に示したように試験液とアセトニトリルを混

　合する操作だけであるので添加回収試験の必要は無かった。したがって，回収率の補正は

　行っていない。
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F　i　gure　A－2－1 Cal　ibrat　ion　Curve

lnputData
NQ Concentration

　　　　　　（mg／L）

Peak　Area
　　（count）

1
2
3
4
5
6
7
8
9

　
0
0
0

　
0
0
0

n
U
1
0
乙
「
0

10．0

20．0

50．0

100

200

　　　0

　　49．1

　　97．6

237、8

486．1

963．4

2360．1

4749．3

911L5

Y＝46．OX

r＝L　OOO

L2E十〇4

LOE十〇4
帰
一

・

　’f
一

，●
●

・

（
・

一
ゆ
●

q
コ

8．OE十〇3 　・
f
・

o 　・恊
Oo ・

）
・

・
●

聾

O
ω
、

6．OE十〇3 　一@・E
ゆ

』 ，

，

ロコ

　一ﾒ
図
㊦
①
4．OE十〇3

　　●@　－
@幽@’
|
’

山 ’
鼻

一

・
●

2．OE十〇3
’
壷

●
一

’
・

　略怐

0．OE十〇〇

0 50 100 150 200

Concen　t　ra　t　i　on　（mg／L）

一30一



Fi　gure　A－2－2 Representat　ive　chromatograms

（1）　S　t　an　d　a　r　d　5．00　mg／L　；O　h　r

InjeCセion　Daしe
TesL　No．
Te6t二Subsセance
Sample　Name
Acq　Operat二〇r
Acq．　Method
Ana1γsis　Method

　＝Tue．　14．　Dec．　1999

　9B435G
　：SDP

闇：9B4］5G．岡：C：￥HPCHE凹＼1￥METHOD8、1999．

Seq　Liロe
vial　No．
Inゴ．　Vo1．

M、9B4］5G、阿

　　　　2

　　　　1

20　μ1

コ〕艦　【 口m
mAU

100

ao

60

40

20

o

Paek　ReしTime
　器　　［min〕

　　1　　　エ．758　PV

　　　　Tota1

Type

　　Aτoa

Width
［min〕

　0．06日

Percent二　Report：：

A■rea　　　Height　　八rea　七

［count】［count］　［司

　23B．3　　　53．95　　　　　100

　2］e．3

（2）Standard50．Omg／L，Ohr

InjecヒiOn　Dat二e
Tesヒ　No．

Test　Subst二ance
Sample　Name
ハcq　Operaしor
Acq．　阿et二hod

Ana1γsis　Method

脇5さ4－De。一999　語IL認？
：SDP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Inj．　Vo1．

鱒L＝C＝＼HPCHE図￥■、挽ETHODS、1999．M、9B435G．図
　　　7
　　　2
20　μ1

mAU

1000

6口O

600

4DO

200

o

コw　on nm

土 4

AreaPercentReport：
Paek　Re亡丁土me　　Type　　　Nidヒh
　　拝　〔min］　　　　　［min］

　　1　　　1．762　PBA　　　　　O．067

　　　　Toしal　＝

Area　　　Heighヒ　　Area　竃

［coun切lcounヒ］　［司

2379．2　　545．71　　　　　100

2］79．2
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F　i　gure　A－2－2 Continued

（3）Contro1；O

　　　　Inゴect二ion　Date
　　　　Te5し　No．

　　　　Te3t　Subsしanc｛…

　　　　Sample　Name
　　　　ハcq　Operaヒor
　　　　Acq．　Method
　　　　Analysis　Method

hr

：Tue，　14．　Dec．　1999　　　　　　　　Seq　Line
　gB435G　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　vial　No．

：SDP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Inゴ、　Vo1、

：cont二ro1－Ohr

縣＝C：￥HPCHEM、■￥METHODS、1999，M￥9B4］5G．凹
　　　1
　　　11

20　μ1

■鴨　no nm
mAU

　loo

6口

60

40

20

o

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Area　Percent二　Report：：

Paek　RetTime　　辮　　　Width　　　Area　　　Height　　Area　モ
　　＃　　［min】　　　　　［min】　【counヒ】　〔count二1　　［司

No　peaks　found

（4） 1．00mg／L　nom　i　na　l；O　hr

譲。高き？nDaしe錨三5さ4・Dec－999　瓢L高9？
Test　Subsヒance　　二SDP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Inj．　Vo1，
Sample　Name　　　　　：conc一■一〇hr

盆：呂．o鶏：＝話3「　1鳳■

Analysis　Meヒhod　：C：￥HPCHEM￥■、METHODS￥工999．M、9B435G．M

　　　3

　　ユ2
20　μ1

■　曹 o n

mAし」

　100

80

60

4D

2口

。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Area　Peτcent二　Report二：

Paek　ReLTime　　Type　　　Widt二h　　Area　　Heigh亡　　Area　を
　　＃　［min］　　　　　［min］　［oounヒ］lcounし］　［暫］

　　　1　　　1．760　PV　　　　　　O、070　　　48．5　　　10．69　　　　 100

　　　　Tot二al　　　　　　　　　　　　　　　　　　4e．5

一32一



F　igure　A－2－2 Continued

（5）

10．Omg／Lnomina1；Ohr

Inj　ecヒion　DaLe
Te　s　t：No、

Test二　Subsヒance
Sample　Name
Acq　Operaヒor
Acq．　Met二hod

Analysis　Method

：Tueサ　14．　Dec．　1999

　9B4］5G
＝SDP

醐　9B435G、凹：C：、HPCHEM、1、METHODS、1999

8eq　Line
Vial　No．
Inゴ、　VO1．

、図￥9B4］5G．M

　　　　6

　　　15

20　μ1

o｝o　n　　－　　　舳

mAU

，oo

80

60

40

20

0

4

Area

Pae　k
　　韓

　　1

ReヒTime
　［min］

　1．760

Type

PBA

widしh
［min】

　O．069

Percent　Report二：

Area　　　Height二　Area　そ
［oount1［count］　［司

　4a7、2　　109．39　　　　100

ToL　a1 487．2

（6） 100　mg／L　nominal；0’hr

InjectionDaしe
Te8ヒ　No．
Test　Sub8ヒan⊂e
Sample　Name
Acq　Operator
ハcq、　Method
Analys　is　Meヒhod

；Tue，　14．　Dec．　1999　　　　　　　　Seq　Line
：9B435G　　　　　　　　　　　　　　　　vial　No．
：SDP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Inゴ、　Vo1．

：conC－7－Ohr

一一、9B435G、M：C1￥HPCHEM￥1￥METHODS￥1999、卜4＼9B4］5G．凹

　　　10

　　　18

20　μ工

盟　ng　＝　　伽m

mハU

100D

ooo

600

400

200

o

4

Area　Percent

Paek　RetTime　　Type
　　韓　　lmin1

　　　1　　　1．765　BBA

　　　　Toしa1

Nid仁h　　　Aτoa
［minl　【counヒ〕

　O．06巳　　460日

　　　　　　　460B

　　Reporし：

　　Height二　Area　モ
　　lcounヒ］　　　［竃1

、3　　1055　．14　　　　　　　　100

．3
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F　i　gu　re　A－2－2 Continued

（7）Standard5．00mg／L，72hr

InjecヒionDate
Te5し　No．

Test二　Subsヒanoe

Sample　NamE
ハcq　Ope】rat二〇r

ハcq、　Meヒhod

Anヨ1ysis　Method

　Fri，　17、　Dec．　1999　　　　　　　　－Seq　Line

　gB435G　　　　　　　　　　　　　　　　　vial　No．
：SDP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Inj．　VO1．

竸：C：￥HPCHE凹、1￥METHODS、1999．図、9B435G、凹
　　　2
　　　工

20　μ1

■鴇　ng　辱　　nm

mAU

1DO

60

δo

40

20

o

Area　Percent　Reporヒ．

Paek　Ret二Time
　　＃　　［minl

　　1　　　■、885

　　　　Toヒa1

Type

VBA

甘idt二h　　 Area　　 Height：　ハごea　そ
［min］　［eount］［countl　［モ】

　0．口63　　　247．4　　　60．00　　　　100

　　　　　　　　247．4

（8）　Standard　50．O　mg／L，72　hr

エnject土onDaしe
Te　Bt二　No．

Tesセ　Subst二ance
Sample　Name
Acq　Operator
Acq、　Met二hod

Analysis　図ethod

　Fri，　■7．　Dec、　1999　　　　　　　　Seq　Line
　gB4ヨ5G　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Vial　No．

＝SDP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　工nj，　Vo1．

：8td　50　mg／L

－　98435G．M＝C：￥HPCHE凹￥1、METHODS、■999．凹、9B435G．図

　　　　7

　　　2
20　μ1

■鴨n隔㎜一mAU

1000

唇00

600

400

200

o

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Area　Percerlt二Reporヒ：

Paek　ReヒTime　　Type　　珂idヒh　　Area　　Height　　ハτea　を
　　＃　［min］　　　　　lmin〕　［coun口　lcounヒ】　［モ〕

1　　　1．8フ1　VV

　Toしa　l

O層069　　2498．0

　　　　　　2498．0

565．06 100
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F　i　gure　A－2－2 Continued

（9）Control ，72hr

Injecヒion　Daしe
Te　s　t　No．

Test二　Substance
Sample　Name
Acq　Operator
Aoq、　Method
Analysis　Method

F「i・1フ・Dec・1999　　　SeqLin日
　9B435G　　　　　　　　　　　　　　　　vial　No．

：SDP　　　　　　　　　Inj．V。1．
：conヒro1－72hr

騨：C：＼HPCHEM、1￥METHODS￥1999．M、9B4ヨ5G．M
　　　　1

　　11
20　μ1

■｝電　　n nm
mAU

†00

oo

60

40

20

o

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Area　Percenヒ　Reporヒ＝

PaekRetTime珈e　榊idth　Area　He土ghヒArea、
　　＃　［min】　　　Imin］　Ic。unt］【c。unt］　田

Nopeak8found

（10） 1．00　mg／L　nomina　l；72　hr

Injection　Date
Te　s　t　No．

丁已sヒ　Subεtance
Sampl∈　Name
Acq　Operaヒ。■
Acq．　Meしhod
Ana1γ5is　閥ethod

　：Fri，　17．　D∈c、　1999　　　　　　　　Seq　Line

　gB435G　　　　　　　　　　　　　　　　　vial　No．
　：SDP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Inj．　Vo1、

：conc－1－72hr

－　9B435G．M：（1＝、HPCHE岡￥1￥METHODS￥1999．M￥9B435G．M

　　　3
　　　12

20　μ1

Area　Peτcent二　Reporし＝

Paek　ReしTime　T四e　　冨idt二h
　　拝　　　【min］　　　　　　　　［min1

　　1　　　1．8B2　VEA　　　　　 O．066

　　　　Toじa1

Area　　　Heighし　　Area　モ
lcount］［counヒユ　佳］

　　45．4　　　　10．53　　　　　　　100

　　45、4

一35一



Figure　A－2－2 Continued

（11） 10．Omg／Lnomina1，72hr

エnjecしionDate
Test　No．
Tesヒ　Subst：ance
SampleName
Acq　OPεrator
Acq、　Met二hod

Ana1γsis図ethod

：Fri・ユコ’Dec・1999　　　SeqLine
　gB4ヨ5G　　　　　　　　　　　　　　　　　viaユ　No、

：SDP　　　　　　　　　Inj．V。1、

鱒：C：、HP⊂HE凹、1、METHODS、1999．M＼9B435G．M
　　　　6

　　　15

20　μ1

mALj

100

且。

60

40

20

o

謳ve nm

o

尋

Area　Percenヒ　Report二；

Paek　ReヒTime　　Type　　　Widt二h
　　＃　【min］　　　　　［min］

　　1　　　1，日69　VEA　　　　　　　O．06日

　　　　Tota1

Area　　　Heighヒ　　Area　を
［count］［coun口　　【判

　478、8　　■07層85　　　　　ユOO

　478、日

（12） 100mg／Lnomina1，72hr

InjeCヒion　Daヒe
Test二No．
Te8ヒ　Subsヒance
Sample　Name
Acq　Operator
Acq、　Meしhod
Analysis　Met二hod

：Friμ7・Dec・199g　　　SeqLine
　：9B435G　　　　　　　　　　　　　　　　　　vial　No、

：SDP　　　　　　　　　Inj．V。1．
：oonc－7－72hr

一一：9B435G．凹：C：、HPCHE凹￥1、図E四〇DS、1999，M、9B435G、M

　　　10

　　　18

2D　μ1

脚■　一口　年　　nm

mAu

1000

ooo

6口。

4日目

20口

。

4

A「ea　Percenヒ　Reporヒ＝

Paek　ReヒTime　　Type　　Widしh
　＃　lmin］　　　　　［min］

　　1　　　1．865　図M　　　　　　 O、073

Aエrea　　　Height　　Area　竃

［countl　lcounL］　［司

4日3日、］　1098．99　　　　100

Toヒa1 48ヨ8、3
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