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陳述書

試験委託者：環境省

　　　　　　〒100－8975東京都千代田区霞が関一丁目2番2号

表題：4一クロロー2一ニトロアニリンのメダカ（0’γz始s1θゆθs）に対する急性毒性試験

試験番号：0809EFA

〔

上記試験は、下記のGLP基準に準拠して実施したものである。

（1）r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）

（2）「OECD　Principles　on　Good　Laboratory　Practice」（as　revised　in1997）ENV！MCICHEM

　　（98）17

詠クρク年3月嘉r日

試験責任者・■■■■

　住化テクノサービス株式会社
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試験番号：

4一クロロー2一ニトロアニリンのメダカ（O　z／as1認es）に対する急性毒性試験

0809EFA

本最終報告書の試験は、当施設の信頼性保証部門に関する標準操作手順書に従って下記の

査察・監査を受けている。

査察・監査日 報告日
査察’監査項目

QAU 試験責任者 運営管理者

　　試験計画書

詞ｱ計画書変更書（1）

詞ｱ計画書変更書（2）

2008年11月6日

Q008年11月11日

Q009年1月6日

2008年11月7日

Q008年11月12日

Q009年1月8日

2008年11月10日

Q008年11月12日

Q009年1月8日

　　　試験

i試験液調製・暴露） 2009年1月19日 2009年1月19日 2009年1月19日

最終報告書

@草稿
@最終版

2009年3月11日

Q009年3月25日 2009年3月25日 2009年3月25日

本試験は適正に実施されており、本最終報告書は試験した方法、手順が正確に記録され、

かつ、試験の生データを正確に反映していることを認めます。

⑳09年3月25日
住化テクノサービス株式会社

信頼性保証責任者
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　　　　　　　　　　　　　　試験日程および試験従事者

試験番号：0809EFA

表題：4一クロロー2一ニトロアニリンのメダカ（0’γz／asla砂es）に対する急性毒性試験

試験日程：

　　試験開始日：2008年11月6日

　　試験終了日：2009年3月25日

　　実験実施日：

　　　予備試験期間：2008年11月10日～2008年12月12日

　　　本試験期間：　2009年1月18日～2009年1月23日

試験従事者

　　試験責任者：

　　　　　　　　所属：環境科学センター環境生態部環境生態チーム

　　試験担当者：

　　　　　　　　所属：環境科学センター環境生態部

　　　　　　　　所属：環境科学センター環境生態部環境生態チーム
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1．要約

　　4一クロロー2一ニトロアニリンのメダカ（0’γzias　laゆes）に対する96時間後の半数致死濃度

　（LC50）は、測定濃度の平均値を基に求めた結果、17mg　a・i・ノしであった。

　　試験液中の被験物質濃度を暴露開始時および終了時に測定し、その平均値は設定濃度

　に対して98～100％であった。

2．緒言

　　下記の試験法指針に準拠して被験物質のメダカに対する急性毒性試験を行い、96時間LC50を

　求めた。

　（1）「新規化学物質等に係る試験の方法について」（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）の別添「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」に定めるW魚類急性毒性試験

　（2）「OECD　Guidelines　forthe　Testing　ofChemicals」No203Fish，Acute　Toxicity　Test

　　　（Adopted：17JuIy1992）

3．試験材料および試験方法

　3．1，被験物質

　　（1）名称：

　　（2）別名「：

　　（3）CAS番号：

　　（4）構造式：

（5）分子式二

（6）分子量：

（7）純度（％ブ1＝

（8）ロット番号生

（9）不純物の名称および含有率土

（10）蒸気圧「：

（11）水溶解度生

（12）オクタノール1水分配係数「：

（13）融点（。C）生

（14）沸点（。C）「：

（15）常温におげる性状生

（16）安定性「：

（17）溶媒に対する溶解度等焦

4一クロロー2一ニトロアニリン

89－63－4

　　　　NO2

　　　　　　　NH2
　　　　、
　　1

　　　　／
α

C6H5CIN202

172．57

99．9

GJO1

不明

不明

不明

不明

118

不明

橙色結晶性粉末

不明

エーテル、酢酸に可溶、メタノールに微溶
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（18）有効期限：　　　　　　　　受領日（2008年11月4日）より3年

（19）保管条件：　　　　　　　　冷蔵庫

（20）同一性の確認塗　　　　　　入手した被験物質のIRスペクトルを測定し、既存のスペクト

　　　　　　　　　　　　　　　　ルと一致することを確認

（21）安定性の確認迄　　　　　　上記（20）で得たIRスペクトルと実験終了後に測定するIR

　　　　　　　　　　　　　　　　スペクトルとの比較により、保管中の安定性を確認

（22）製造元：

　　圭1：製造元提供資料による

　　★2：IRスペクトルの測定は広栄テクノ株式会社へ委託した

3．2　供試生物

　（1）生物名：　　メダカ（0‘yz’as’aゆes）

　（2）平均全長：　2．5cm（2．3～2．8cm），n＝20（暴露終了時に測定）

　（3）平均体重：　0．14g（0．12～0．17g），n＝20（暴露終了時に測定）

　（4）入手先：　　自家繁殖

　（5）感受性の確認：対照物質（硫酸銅（H）五水和物、試薬特級、ロット番号1906W2273、関

　　　　　　　　　　東化学㈱製）による96時間LC50は0．99mg／L（試験番号08C4EFAM、

　　　　　　　　　　試験終了日2008年12月12日）であった。原則としてロット毎または6ヶ

　　　　　　　　　　月毎に確認試験を実施しており、そのバックグラウンドデータ（1995年12月

　　　　　　　　　　～2008年8月）は以下の通りである。

　　　　　　　　　　　96時間LC50の平均値±SD＝3．3±1．5mg／L（n＝14）

　（6）馴化期間（本試験）：84日間（2008年10月27日～2009年1月19日）

　　　　　　　　　　暴露開始前7日間の死亡率は5％未満（0％）であり、試験には健康で正常

　　　　　　　　　　な個体を使用した。

　（7）馴化条件

・飼育水：

・飼育方法：

・水温：

・照明：

・餌：

・給餌量：

希釈水（3．3参照）

循環濾過式

23±2。C

室内光、16時間明／8時間暗

テトラミン⑧（テトラジャパン㈱製）

魚体重の約2％／日（暴露開始の48時間前からは無給餌）

3．3　希釈水

　　脱塩素水（兵庫県宝塚市水道水を活性炭処理し、残留塩素等を除去したもので、充分通気した

　もの）を試験水温に調整後使用した。希釈水使用時の総硬度は50mg　CaCO31しであった。また、

　残留塩素計により残留塩素が検出されないこと（＜0．05ppm）を確認した。希釈水の水質分析の結

　果を付属資料一1．に示した。
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3．4．試験条件

　　（1）暴露方式：　止水式

　　（2）暴露期間：　96時間

　　（3）試験容器：　5L容総ガラス製水槽（内寸約21×16×23H　cm）．

　　　　　　　　　　生物の逃亡や異物混入を防止し、被験物質の揮散を減らすため透明なプラ

　　　　　　　　　　スチック製の蓋をした

　　（4）試験液量：　5L／試験容器

　　（5）連数：　　　1連／試験区

　　（6）生物数：　　10個体／試験区

　　（7）溶存酸素濃度（DO）：飽和の60％以上維持

　　（8）　ガG且：　　　　　　23±2。C

　　（9）pH：　　　　調整せず

　（10）照明二　　　室内光、16時間明／8時間暗

　（11）給餌：　　　なし

　（12）通気：　　　なし

3．5．試験に使用した機器等

　　（1）恒温槽：　　FRP製恒温槽（温水・冷水で水温制御）

　（2）電子天秤：　被験物質秤量用：AEX－200B型（㈱島津製作所製）

　　　　　　　　　　供試生物の体重測定用：PB3002－S型（メトラー・トレド㈱製）

　（3）溶存酸素計：58型（YSI　lnc．製）

　（4）水温計：　　SK－250WP型（㈱佐藤計量器製作所製）

　（5）pH計：　　D－51型（㈱堀場製作所製）

　（6）総硬度測定キット：HA－DT型（HACH　COMPANY製）

　（7）ノギス：　　500シリ」ズモデルCD－15型（㈱ミツトヨ製）

3．6．試験濃度の設定

　　本試験に先立ち実施した予備試験の結果を付属資料一2．に示した。試験条件は本試験と同様

　（3．4．参照）とした。ただし、被験物質の水中安定性が不明であったため、半止水式（24時間換水）

　とし、その後実施した水中安定性試験の結果（付属資料一5．参照）に基づき、本試験では止水式を

　採用することとした。また予備試験一1では溶解助剤として～，〈’一ジメチルホルムアミドを使用したが

　（助剤濃度：100μL／L）、助剤なしでも溶解することが判明したため（3・7・参照）・助剤を用いない

　予備試験一2を実施した。

　　予備試験の結果を基に、本試験の設定濃度は公比1．5（＝斬方）として4．6，6．8，10，15および

　22mg　a．i．／しの5濃度段階とした。対照には被験物質を加えない希釈水のみの無処理対照区を

　設けた。

3．7．試験液の調製

　　被験物質0．4404g（有効成分として0．440g）を20mL容ガラス製バイアルに量り取り、希釈水

　約10mLを加えて激しく振盪して水へ馴染ませた後、20L容総ガラス製容器へ移して希釈水で
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20しに定容後、メカニカルスターラーで約24時間、23。C下で撹拝して試験原液を調製した。この

試験原液から各設定濃度に必要な量を採取し、希釈水で5しに定容して試験液を調製した。なお、

22mg　a．i．ノL区は試験原液を試験液として使用した。

3．8　試験液中の被験物質濃度の測定

　　『全試験区について、試験液中の被験物質濃度を暴露開始時および終了時に測定した。測定用

　試験液は撹絆することなく中層より1連で採取し、高速液体クロマトグラフ（HPLC）による分析に

　供した。実際の分析は広栄テクノ株式会社へ委託した。分析法の詳細（分析条件、検量線等）を

　付属資料一3．に、バリデーション試験の結果を付属資料一4，に示した。

3．9　試験操作

　　暴露開始時に各試験液のDO、水温およびpHを測定後、試験容器中にメダカを収容して暴露

　を開始した。

　　暴露開始後3、6、24、48、72および96時間後に死亡数（累積数）および無処理対照区との比

　較により観察された中毒症状を記録した。

　　死亡個体（鰓蓋の動きがなく、ガラス棒などの先で尾柄部に触れても反応しないもの）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。

　　DO、水温およびpHは暴露期間中毎日1回測定し、同時に試験液の外観を記録した。

　　暴露終了時に全試験区の供試生物の生存個体中から20個体を無作為に取り出し、全長およ

　び体重を測定した。

3．10．結果の算出

　　被験物質濃度の平均値（MC）は以下の式により算出した。

　　　　（MC）ニ（A－B）／“n（A）一ln（B）｝

　　　　　A：暴露開始時の測定濃度

　　　　　B：暴露終了時の測定濃度

　　　　　［n＝自然対数

　　各試験区でのメダカの死亡数と供試生物数（10個体）から死亡率（％）を求め、次の基準で

　LC50を決定した。Probit法、Moving　average法またはBinomia1法を採用する場合は、コン

　ピュータープログラム（StatLight＃8回帰分析、ver．2・00、ユックムス㈱）を用いる。

死亡率 算出方法 基準

Probit
0％と100％以外の死亡率が2点以上存在した場合（50％の上

下にそれぞれ1点以上存在することが望ましい）

≧50％
Moving　O％と100％以外の死亡率が1点のみ存在した場合や、

average　死亡率の逆転が見られた場合

Binomial　ある濃度まで0％で、次の濃度で100％となった場合

Doudoroff　上記のいずれも不適切と判断された場合

＜50％ 試験最高濃度より大（＞）とする

LCO：　暴露終了時の死亡率が0％であった最高濃度とした。

LC100：暴露終了時の死亡率が100％であった最低濃度とした。
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4．試験結果および考察

4．1　試験結果の信頼性に影響を及ぼしたと思われる諸要因

　　試験計画書およびSOPからの逸脱等、試験結果の信頼性に影響を及ぼしたと思われる要因

　は認められなかった。

4．2　被験物質の同一性および安定性の確認

　　被験物質の同一性および保管期間中の安定性をIRスペクトルにより確認した結果、入手した

　被験物質のスペクトルと既存のスペクトルは同一であり、また実験開始前と終了後のスペクトルに

　変化がなかったことから、保管期間中安定であったと判断された。

4．3　試験液中の被験物質濃度

　　暴露期間中の被験物質濃度を表1．に示した。

　　被験物質濃度の誰定値に対する割合は、試験液調製時および暴露終了時で、それぞれ100～

　105および96～100％であった。設定値に対する平均測定濃度の割合は98～100％であった。ま

　た、無処理対照区では定量限界（0．050mg　a．i．1L）未満であった。　　　　　　　　’

4．4　中毒症状、LC50、LCOおよびLC100

　　各観察時間における累積死亡率および中毒症状を表2．に、濃度一死亡率曲線を図1．に示した。

　　中毒症状は、最低濃度区の4．6mg　a．i．1L区から遊泳異常が認められ、10mg　a．i．！L区以上で

　は重篤症状（横転）を呈する個体に暴露72時間後からその他の異常として腹部膨満が重複して

　認められた。

　　暴露期間中の無処理対照区の死亡率は0％であり、試験の有効性基準（死亡率≦10％）を満

　たした。

　　96時間LC50、LCOおよびLC100を以下に示す（表3．）。

　　　LC50：　17mg　a．i．1L

　　　LCO：　　10mg　a．i．1L

　　　LC100：22mg　a．i．1L

4．5　試験液の水質

　　暴露期間中の試験液のDOを表4．、水温を表5．、pHを表6．に示した。

　　DOは6．9～8．4mg1しで、すべての試験区で飽和溶存酸素濃度｛8．39mg1L（23。C）｝の60％以

　上であり、試験の有効性基準を満たした。水温はすべての試験区で試験条件の23±2。Cを満た

　す23．1～23．3。Cの範囲内であった。pHは7．6～8．0の範囲であった。

　　試験液の外観は暴露期間を通じて透明で沈殿等は認められないものの、被験物質由来の黄

　色を呈した。
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5．記録および資料の保管

　　試験に関する下記の記録および資料は、最終報告書作成後10年間、当社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、試験委託者と協議の上定める。

　　（1）試験計画書、同変更の記録

　　（2）生データ

　　（3）最終報告書

　　（4）信頼性保証部門の査察または監査の記録

　　（5）その他関連する資料

以上
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表1．4一ク口口ー2一ニトロアニリンの試験液中濃度

設定濃度
（mg　a．i．1L）

測定濃度（mg　aj．！L）

0時間 96時間 平均値

無処理対照区 ＜0．050 ＜0．050

4．6
4．7

［102］

4．4

1961

4、5

［98］

6．8

7．O

1103］

6．6

［97］

6．8

［100］

10
　10

［100］

9．8

［98］

9．9

［991

15
　15

［1001

　15

［1001

　15

［1001

22
　23

1105］

　22

［100］

　22

［100】

［］：設定濃度に対する割合（％）
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表3．4一クロロー2一ニトロアニリンのメダカに対するLC50、LCOおよびLC100

LC50（mg　a．i．！L）

24時間★ 48時間★ 72時間★ 96時間＊

　LCO
（mg　a．i．ノL）

　LC100
（mg　a．i．1L）

　18
【15～201

　18
［15～201

　17
［15～191

　17
115～19］

10 22

Moving　average法

1：95％信頼限界

表4．試験液のDO

設定濃度
（mg　a．i．1L）

DO（mg1L）

0時間 24時間 48時間 72時間 96時間

無処理対照区 8．3 7．5 7．4 7．2 7．1

6
5
4
4

　
［

8．4 7．6 7．4 7．3 7．3

Ω
u
Q
U

6
6

　
［

8．4 7．5 7．3 7．3 7．2

　
コ0
9
1
9

　
［

8．4 7．6 7．3 7．3 7．3

仁
U
5

1
1

　
［

8．3 7．4 7．0 7．0 6．9

∩
∠
∩
∠2
2

　
［

8．2 7．9 7．5 7．5

［］：平均測定濃度

一：全数死亡により測定せず

」
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表5．試験液の水温

設定濃度
（mg　a．i．1L）

水温（。C）

0時間 24時間 48時間 72時間 96時間

無処理対照区 23．1 23．1 23．3 23．3 23．3

6
5
4
4

　
［

23．1 23．1 23．3 23．3 23．3

Q
U
Ω
∪
6
6

　
［

23．1 23．1 23．3 23．3 23．3

0
9
1
9

　
［

23．1 23．1 23．3 23．3 23．3

5
5
1
1
　
f

23．1 23、1 23．3 23．3 23．3

　
コ2
2

ハ
∠
∩
∠

　
［

23．1 23．1 23．3 23．3

［1：平均測定濃度

一・ S数死亡により測定せず

表6．試験液のpH

設定濃度
（mg　a、i．1L）

pH

0時間 24時間 48時間 72時間 96時間

無処理対照区 7．9 7．6 7．9 7．7 7．7

6
5
4
4

　
【

7．9 7．7 7．9 7．8 7．8

Ω
U
Q
U

6
6

　
［

8．0 7．7 7．9 7．8 7．8

0
9
1
9

　
［

8．0 7．7 7．9 7．8 7．9

5
5
1
1

　
［

8．0 7．7 7．8 7．8 7．8

ハ
∠
ハ
∠

∩
∠
ハ
∠

　
［

8．0 7、9 7．9 8．0

［1：平均測定濃度

一・ S数死亡により測定せず
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　　　　　　　　　　　　平均測定濃度（mg　a．i．1L）

4一クロロー2一ニトロアニリンに暴露されたメダカの濃度一死亡率曲線
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付属資料一1．　希釈水の水質

脱塩素水分析試験結果報告書

住化テクノサービス株式会社　　御中

受付番号 AT200861

8月　18日ご依項頂きました脱塩素水

　　　　　　　　　　　　　　分

計量証明事業

大阪市淀川区
　株式会社

　〒532－0006

2008年

2008年 1－103C号室の分析結果をご報告致します．

析　結　果

9月　3日

10103号

　番1i号
ンター
96－1681

96－1683

分析試験項目 分析試験方法・上水言纐去（2001） 定量下限 分析結果

化学的酸素要求量（COD） W」118．2　過マンガン酸カリウムによる滴定法 1　　　㎎／L 1　　㎎伍未満

有機体炭素（T㏄） W－122．2　燃焼酸1ヒ法 0．5　　㎎／L 0．5　　㎎1L未満

総リン（全リン） VF29．2．1ペルオキソニ鍛カリウム分解法幟動軸 0．01　㎎／L O．Ol　㎎几未満

pH値 聾19．2　ガラス雪国去 一
乳8（2ガQ

大腸菌群 ～亜　2、1　糊イヨ》ブリ防げリー劇鯉汁刀工培」舷笹醐濁 不検出 不検出

水銀 匹325．2　還元気化一原子吸光光度法 O．0005㎎／L 0．0005　㎎在未満

銅 匹315．4　1CP発光分光分析法 0、Ol　㎎／L O．01　㎎1L未満

カドミウム V｝・321．4　　1CP瀟去 0．00t　㎎／L 0．001　㎎！L未満

亜鉛 VP316．4　　1CP漸去 0．Ot　㎎／L 0．01　㎎！L未満

鉛 W－32乳4　1CP発光分光分析法 0．005　㎎／L 0、OD5　㎎洗未満

アルミニウム W3乳3　1CP発光分光分析法 0．02　㎎／L 0．02　㎎几未満

ニッケル VF314．4　　1CP多産光分繍去 0．02　㎎／L 0．02　㎎几未満

クロム W－31L4　1CP発光分光分析法 0．02　㎎／L O．02　㎎ん未満

溶解性マンガン VF312．4　　1CP繍去 0．OO5　㎎／L 0．005　㎎ノL未満

スズ Vト322．3　　1CP発光分闘去 印．03　㎎／L O．03　㎎几未満

溶解性鉄 VF313．4　1CP発粉光分析法 0．03　㎎／L 0．03　㎎在未満

シアン VF22乞3　4一ピリジンカルボン酸一ピラゾロ〉吸光光度法 0．Ol　㎎／L 0．01　㎎！L未満

残留塩素 VF217．2　ジエチルーP一フェニレンジアミン法（DPD法1 0．1　　㎎／L 0．1　　㎎几未満

臭素イオン VF25．2　イオンクロマトグラフ法 0．5　　㎎／L 0．5　　㎎生末満

フツ素 VF23．2　イオンクロマトグラフ法 O．1　　㎎／L 0．2　　㎎几

硫酸イオン Vト27、2　イオンクロマトグラフ法 0．1　　㎎／L 29　　　㎎圧

アンモニア性窒素 VF210．4　インドフェノール法 D．01　㎎／L 0、01　㎎凡未満

ヒ素 VB　l7．2．2水素化物発生一原子吸光光度法（フレーム方式） 0．001　㎎／L 0．0田　㎎几未満

セレン VF3凪2．2水素化物発生一原子吸光光度法（フレーム方式） 0．001　㎎／L O．OD1　㎎／L未満

蒸発残留物 VF111，2 2　　　㎎ノL 210　　　㎎在

電気伝導率 Wヨ鳳2　電画法 1　　　μ働 29　　　副皿

総硬度 WlI5．3．l　EDTA法 0．1　　㎎／L 51　　㎎几

M一アルカリ度 VHI4．2．1［総アルカリ度】 1　　　㎎／L 54　　　㎎几

ナトリウム vr35．3　フレrムー原子吸光光度法 O．02　㎎／L 38　　　㎎／L

カリウム W－38．2　フレームー原子吸光光度法 0．02　㎎／L 4．2　　㎎几

カルシウム VF39．2　フレームー原子吸光光度法 O．02　㎎／L 12　　　㎎／L

マグネシウム VI－36．2　フレームー原子吸光）髄去 0．06　㎎／L 3．6　　㎎几

全有機塩素系農薬 匹42．凱1多成分同時分析［農薬類1 0．001　㎎／L 0．001　㎎几未満

全有機リン系農薬 VI－42．2．1多成分同時分析［農薬類】 O．00t　㎎／L 0、001　㎎／L未満

ボリ塩化どフェニル（PCB） q－422．2　ガスクロマトグラフ法 O．0005㎎／L 0．ODO5　㎎1L未満

採水年月日及時刻’2008年8月　19日　10時20分
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付属資料一2．　予備試験の結果

予備試験一1

設定濃度

（mg　a．i．1L）
項目

暴露時間
24時間 48時間 72時間 96時間

　　　　　　　累積死亡率（％）

無処理対照区
　　　　　　　中毒症状

　O
N：10

　O
N：10

　O
N：10

　O
N：10

　　　　　　　累積死亡率（％）

助剤対照区
　　　　　　　中毒症状

　O
N：10

　O
N：10

　O
N：10

　O
N：10

、
‘
、

3．2

累積死亡率（％）

中毒症状

　O

N：10

　　O

AS：10

　　O

AS：10

　　O

AS：10

10
累積死亡率（％）

中毒症状

　　O

AS：10

　　O

AS：10

　　　O

AS＋AO：10

　　　O

AS＋AO：1σ

32
累積死亡率（％）

中毒症状

100 100 100 100

中毒症状の分類　N：正常、AS：遊泳異常、C：重篤（横転）、AO：その他の異常（腹部膨満）

予備試験一2

設定濃度

（mg　a．i／L）
項目

暴露時間
24時間 48時間 72時間 96時間

「
～
　
　
一

　　　　　　　累積死亡率（％）

無処理対照区
　　　　　　　中毒症状

　O
N：10

　O
N：10

0
∩
》
　
1
　
N

　O
N：10

1．0

累積死亡率（％）

中毒症状

　O
N：10

　O
N：10

　O
N：10

　O
N110

3．2

累積死亡率（％）

中毒症状

　　O

N：3，’AS：7

　　O

N：3，AS：7

　　O

N13，AS：7

　　O

N：3，AS：7

10

累積死亡率（％）

中毒症状

　　O

AS：4，C：6

　　O

AS14，C：6

　　10

AS＋AO13

C＋AO：6

　　10

AS＋AO12

C＋AO：7

32
累積死亡率（％）

中毒症状

100 100 100 100

中毒症状の分類　N：正常、AS：遊泳異常、C：重篤（横転）、AOlその他の異常（腹部膨満）
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付属資料一3．　試験液中の4一クロロー2一ニトロアニリンの定量法

試験液中の4一クロロー2一ニトロアニリンの定量法
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「≦東　述　書

し試験名：4一ク叩一2一ニトロアニリンのメダカ（oll物毎ノ8ψθ∫）に対する急性毒性試験（物理化学系）

2．試験番号：TO8007－E

（ 〔1・

上記試験は、「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）（化学物質GLP）に従って実

施したものであります。

広栄テクノ株式会社

（． 2けηア年3月‘Z日

、受領年月日

『領着

初Pふ／イ
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　変更届番’号ITO8007－E－1

　　　　　　　　　　　　最終報告書変更届

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号　：TO8007－E
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　変更届番号二丁08007－E－1

表題：4汐叩一2一ニトロアニリンのメダカ（0町田おノ∂ψθ5）に対する急性毒性試験（物理化学系）

L変更箇所
　4／10ページ　9．結果

2、変更内容
　（変更前）

　　試験液中の4一ク叩一2一ニトロア⇒ン濃度測牢結果を表1に・クロマトグラムの一例を図3～8に示し

　た。なお、定量限界は検量線の最小濃度である0・0250mg　aj・／しとした。

　　表1試験液中の4一ク叩一2一ニトロアニリン濃度測定結果（0時間及び96時間）
似　　　　　　似

試験液
無処理

ﾎ照区

4．6mgaj．

@／L区

6、8mg　a．i．

@／L区

10mg　aj．

^L区

15mg　a．L

^L区

22mg　a．i．

^L区

0時間（mga．LIL） 〈0．0250 4．74 6．96 10．2 15．1 22．6

96時間（mga．i．／L） 〈0．0250 4．39 6．57 9．82 14．9 221．2

（変更後）

　試験液中の4一ク叩一2一ニトロアニリン濃度測定結果を表1に、クロマトグラムの一例を図3～8に換セ

　∫コン耳門7『＝」「－㍉¶』ポい一＾一1、”＝㌧■［ら萱甲㌧

■二　“■ir一　　■■－r，一一r　　．　　　　　　一　　　一　　　■　　　　　　　　　　　　r

　表1試験液中の4一クロロー2一ニトロアニリン濃度測定結果（0時間及び96時間）
衣　1　熱a天f1又丁

試験液
無処理

ﾎ照区

4．61打g　a．i．

@／L区

6．8mga．i、

@／L区

10mg　a．L

^L区

15mg　a．i．

^L区

22mg　a．i．

^L区

0時間（mga，i．／L） 卿勲 4．74 6．96 10．2 15．1 22．6

96時間（mga，i．／L） 如緬⑳ 4．39 6．57 9．82 14．9 22．2

3．変更理由
定量限界は、1、’リテ・一ション試験（試験N。．T・8・・7）で保証された数値に訂正した。

zσ・oア年3月／え日

　　　　　KOEI　TECHNO
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　　　　　　　　最終幸艮告書

4一ク叩一2一ニトロアニリンのメダカ（αアz伽ノaゆ的に対する急性毒性試験

　　　　　　　　　　（物理化学系）

　　　　　　　　　試験番号：TO8007－E

　　　　　　報告年月日二2009年2月16目

’（I

～
｛
■
、
一

試験委託者二住化テクノサービス株式会社

試験施設：広栄テクノ株式会社

KOEI　TECHNO
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信頼性保証報告書

1．試験の種類
　　　4一ク四一2一ニトロアニリンのメダカ（0∫γ」i8∫ノヨ11ρθs）に対する急性毒性試験（物理化学系）

2．試験N　o．

　　　TO8007－E

3．被験物質の名称
　　　4一ク口口ー2一ニトτ］アニリン

　本試験は、「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日付け：薬食発第1121003号、平成15・11q7製局第3号、環保企発第031121004号）（化学
物質GL　P）に従って適正に行われており、最終報告書には、試験で使用した方法および手順が正確

に記載され、報告結果は、試験の生データを正確に反映していることを保証する・

　なお、当施設で定めた信頼性保証業務標準手順書による監査・査察の状況は下記の通りである。

己一
…
口

対　　象 実　施　年　月　日 監査・査察報告年月日

試験施設査察（実験前査察）

試験の実施状況
　監査及び査察（実験操作日）

最終報告書監査

最終報告書監査（再）半

2009年　1月14日

2009年　1月19日
2009年　1月23日

2009年　2月16日
2009年　3月12日

2009年　1月19日

2009年　1月19日
2009年　1月23日

2009年　2月16日
2009年　3月12日

＊最終報告書変更届（No．TO8007－E一】、2009．3．12付）による再監査。

信頼性保証業務担当者

所属　広栄テクノ株式会社
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試験No．TO8007－E

表題二4一ク叩一㍗ニトロアニリンのメダカ（0ノγzノお18ゆθ∫）に対する急性毒性試験（物理化学系）

試験施設　　名　称：

　　　　　所在地：

広栄テクノ株式会社

〒536－0011大阪市城東区放出西2丁目12番13号

試験委託者　名　称：

　　　　　所在地二

住化テクノサービス株式会社

〒665－OO51兵庫県宝塚市高司4丁目2番1号

（，

試験開始日：2009年1月19日

試験終了日：2009年2月16日

試験責任者　氏名1
　　　　　　所属： 検査試験チーム

2卯ア年2一月／6日

試験担当者　氏名1
　　　　　　所属： 検査試験チーム

’へ j

1／io
KOEI　TECHNO
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試験No．TO8007－E

1．試験目的
　　生態影響試験「4一クロ口辺一ニトロアニリンのメダカ（0ノγz∫∂5伽加θ5）に対する急性毒性試験」に供した

　試験液中の少クロロー2一ニトロア⇒ンの濃度を測定した。

2．採用した試験方法
　　測定は、「生態影響試験における試験液中の4一ク叩一2一ニトロア⇒ンの分析法パリテ㌧ション試験

　（試験番号：TO8007）」に従って行った。

3．被験物質

　　名称

　　略称

　　Lot　No．

　　純度

　　製造者

4一クロロー2一ニトロアニリン

CNA
GJO1

99．9％

4．実験実施期間

　　2009年1月19日～2009年1月23日

5．試験系に関した必要な事項
　　機器の使用については、各機器の標準操作手順書に従って操作した。

　　試験方法については、本報告書の7．に記載した。

6．試験系の環境条件

　　室温（20～25℃）で行った。

7．試験方法
　7－1液体クロマトグラフ（HPLC）条件

　　装置　　　　　：日立製作所製L－7000システム

　　データ処理装置二日立製作所製D－7000
　　カラム　　　　　＝L－column　ODS（5μm、4．6mmLD×150mm）（財団法人化学物質評価研究機構）

　　カラム温度　　　；40℃

　　移動相　　　二超純水：アセトニトリル＝50150

　　流量　　　　　：LOmL／min

　　波長　　　　1UV230nm
　　感度　　　　　：1AUIV
　　注入量　　　　1100．0μL

2／10
KOEI　TECHNO
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試験No．TO8007－E

7－2検量線の作成法（0時間及び96時間）

　　被験物質12．52mg（0・時間、純度補正すると12．51mg）または12．54mg（96時間、純度補正

　すると12．53mg）を1000mLメスフラスコに精密に秤量し、超純水を加えて溶解させて定容とし、

　12．5mg　a．i．／しの標準液原液を調製した。標準液原液5mLを50mLメスフラスコにとり、超純水を

　加えて定容とし、L25mg　a．i．／しの標準液原液希釈液を調製した。標準液原液希釈液を超純

　水で適宜希釈し、0．0250、0．0375、0．0500、0、0625及び0．0750mg　a．i．／しの標準液を調製し

　た。標準液（0．0250、0．0375、O．0500、0．0625及び0．0750mg　a．i．／L）の100．0μLを7－1

　HPLC条件で試験を行い、標準液の濃度を横軸に、4一ク叩一2一ニトロアニリンのピーク面積を縦軸に

　とり検量線を作成し、最小自乗法により回帰直線式を求めた。

へ．

7－3分析試料の測定法
　　4一クロロー2一ニトロアニリン濃度が0．05mg　a．i．／L相当量になるように希釈したものを分析試料溶液

　とした。分析試料溶液の100．0μLにっき7－1HPLC条件で試験を行い、4一クロロー2一ニトロア⇒ン

　のピーク面積を測定した。以下に分析試料溶液の調製法を記した。

・無処理対照区

　分析試料を分析試料溶液とした（n二1）。

・4．6mga．i，／L区

　分析試料1mLを100mLメス万スコに量り、超純水を加えてメスアップし、分析試料溶液とした（n；1）。

・6．8mga．i．／L区

　分析試料1皿Lを150mLメスフラスコに量り、超純水を加えてメスアップし、分析試料溶液とした（n＝1）。

・10mga．i．／L区

　分析試料1mLを200mLメスフラスコに量り、超純水を加えてメスアップし、分析試料溶液とした（n＝1）。

・15mga．i．／L区

　分析試料1mLを250mしメスフラスコに量り、超純水を加えてメスアッフ。し、分析試料溶液とした（nニ1）。

・221nga．i．／L区

　分析試料1mLを500mLメスフラスコに量り、超純水を加えてメスアップし、分析試料溶液とした（nニ1）。

一
、
一 　得られた4一ク叩一2一ニトロアニリンのヒ㌧ク面積から7－2で示す方法で求めた回帰直線式を用い

て、分析試料溶液のをクロロー2一ニトロアニリン濃度を求めた。生態影響試験に供した試験液中の

少ク叩一2一ニドロアニリンの濃度は、次式により算出した。

4一ク叩一2一ニトロアニリンの濃度（mg　a．i．／L）＝

　　　　　　分析試料溶液の4一ク四一2一ニトロアニリン濃度（測定値：mg　aj／L）×希釈倍率

3110
KOEI　TECHNO
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試験No、TO8007－E

8．試験計画書からの逸脱及び試験の成績に影響を及ぼしたと思われる環境要因

　　試験計画書からの逸脱及び試験の成績に影響を及ぼしたと思われる環境要因はなかった。

9．結果

　　0時間における試験液中の4一ク叩一2一ニトロアニリンの定量に用いた検量線及び標準液のクロマトグ

　ラムの例を図1，2に示した。

　試験液中の4一ク叩一2一ニトロアニリン濃度測定結果を表1に、クロマトグラムの一例を図3～8に示し

た。なお、定量限界はバリデーション試験（試験番号：TO8007）の模擬試料の最低濃度である

0．0500mg　a．i、／しとした。

づK　　　　　　ゆ“Pし「「

試験液
無処理

ﾎ照区

4．6mg　a．i．

@／L区

6．8mg　aj．

@／L区

10mg　a．i．

^L区

15mg　a．i，

^L区

22mg　a，i、

^L区

0時間（mga、i．／L） 〈0．0500 4．74 6．96 10．2 15．1 22．6

96時間（mga．LIL） 〈0．0500 4．39 6．57 9．82 14．9 22．2

表1試験液中の4一ク叩一2一ニトロアニリン濃度測定結果（0時間及び96時間）

10．データの解析に使用した統計学的方法等

　　・数値の丸め方は四捨五入とした。
　　・試験液中の4一ク叩一2一ニトロア⇒ン測定値の報告は、四捨五入により有効桁数3桁に丸めた。

1L保管すべき記録及ぴ資料
　　以下のものについて、当試資料保管施設にて10年間保管する・10年後の対応については
　試験委託者と協議して決定する。なお、残った試験液については、測定テ㌧タに異常が無いこと

　を確認した後、廃棄処分した。

　　試験計画書

　　主計画表

　　最終報告書

　　分析に関するすべての生データ

　　試料受領関係を含む当該試験に関する文書

　　監査・査察報告書

　　その他必要な書類

4110
KOEI　TECHNO
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試験No．TO8007－E

12準拠したGLP
　　上記試験は、「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）〔化学物質GL
　P）に基づき実施した。

以上

5／10
KOEl　TECHNO
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～

試験No．TO8007－E

4一クロロー2一ニトロアニリン

W準液濃度（m　a．i，／L）
AREA

0．0250 14367

0．0375 21925

0．0500 29614

0．0625 37368

0．0750 44888

AREA
50000

40000

30000

20000

10000

0

y＝612000x－962
　　　rニ1．00

0．000 0．0β0　　　　　α040 0．060　　　　　0，080 0．100

濃度（mg　a．i．／L）1

図1　HPLCによる4一ク叩一2一ニトロアニリンの検量線（例）

6／10
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O，OO5
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0，003
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試験No．’「08007－E

1 旧

　D　　　1　　　2　　　コ　　　4　　．5　　　6
　　　　　　　　　　　　　　保持時間（田n〕

図2　4一クロロー2一ニトロア⇒ン標準液（0．0250mg　a．i．／L）のクロマトグラム（例）

：
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図3　無処理対照区のクロマトグラム（例）
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　図4　4．6mg　a．i．／L区のクロマトグラム（例）
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　図5　6．8mga．i，／L区のクロマトグラム（例
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試験No．TO8007－E
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図6　10mg　a．i．／L区のクロマトグラム（例）
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試験No』「08007－E
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　図8　22皿ga．i．／L区のクロマトグラム（例）
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付属資料一4．　試験液中の4一クロロー2一ニトロアニリンの分析法バリデーション試験

試験液中の4一クロロー2一ニトロアニリンの分析法バリデーション試験
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試験No．TO8007

陳　　述　　書

1．試験名　　生態影響試験における試験液中の4一ク叩一2一ニトロアニリンの分析法バリテ」ション試験

2．試験番号：TO8007

（
　上記試験は、「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）（化学物質GLP）に

従って実施したものであります。

広栄テクノ株式会社

試験責任者

2汐Dヲ年3月’之日

，（

KOEI　TECHNO

受領年月日

受領者
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変更届番号：TO8007－1

最終報告書変更届
試験番号　：TO8007
変更届番号ITO8007－1

　　へ㌧ヅ番号：1／3

表題＝生態影響試験における試験液中の杢ク口口ー2一ニトロアニリンの分析法バリデーション試験

1．変更箇所

　①1／11へ㌧ゾ

　②3／11へ。一ヅ

③3／11へ’一シ’

④6／11へ’一ジ

8．被験物質

11．分析法ハ’リデーションの実施方法（被験物質の採取量は純度にて換算した。）

11－6真度検討用模擬試料の調製法
1L分析法バリデーションの実施方法（被験物質の採取量は純度にて換算した。）

・11－7真度検討用分析試料溶液の調製法

添付資料14一ク叩一2一ニトロアニリン直線性の確認及び測定結果

，（

2、変更内容
　（変更前）

　①別名：CNA
　②・50mg　a．i．／L模擬試料．

　　　　被験物質25』エOmgを500mLメスフラスコに章りとり、試験水を加えて溶解させメスアップした。

　　　この溶液9・97mLを10mLメスフラ知に量りとり、試験水にてメスアップし、50・Omg　aj／L模擬試
　　　料を調製した（n＝1）。

・0．05mg　a．i．／L模擬試料

　　被験物質・10．21mgを1000mLメスフラスコに量りとり、試験水を加えて溶解させメスアップした。

　この溶液0．98mLを200mLメスフラスコに量りとり、試験水にてメスアップし1砿05001hg　a，i．／L模

　擬試料を調製した（n＝1〉。

③なお、定量限界は模援試料の最低濃度（0．05mg　a．LIL）とした。

（
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変更届番号：TO8007－1

へ㌧ヅ番号＝2／3

④

検量線
60000

50000

無40000

興30000

も
　20000

10000

0．00　　　　　0．02　　　　　0．04　　　　　0．06　　　　　0、08　　　　　0．10

　　　　　　　　濃度mg　aj／L

O

＿一＿＿＿、＿＿＿＿＿＿＿＿」

（．

＝
　
＝
a
「
D

≦検量線の直線性＞

　　　　　　rニ

639000

　－216

1．00　≧0．99

（変更後）

①罐遜：CNA

②・50mg　a．i．／L模擬試料’

　　　被験物質25、16m一薩を50QmLメス万スコに量りと氏試験水を加え
　　て溶解させメ気アラブした。ごの溶液9，97mLを10mLメスフラスコに量りとり、講験水1ζてメスアヅプ

　　し、50．Omga．i．／L模擬試料を調製した（n＝1）。

（

・o．05血g　a．i．／L’模擬試料

　　被験物質．王0．21mg一を10001nLメスフラスヲに量りとり、試験水を加え
　て溶解させメスアップした。この溶液0．98mLを200mLメスフラ知に章りとり」試験水にてメスアップ

　しし0．05001ng’a、i．／L模擬球料を調製した（nニ1）。

③なお、定量限界は模擬試料の最低濃度　葦した。
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変更届番号：TO8007－1

ペーヅ番号＝3／3

④

検量線
60000

50000

　40000樫

襲30000
．1

コ
　20000

10000

0、00　　　　　0JO2

0

　　　　　　　　：
　　　　　　　　｝
　　　　　　　　1

　　　　　　　　｝
華轍難難藝褒i
　　　　　　　　l

0．04　　　　　0．06

濃度（mg　a．i／L）

O、08　　　0．10

（

〈検量線の直線性〉

　　　　　　τ；
．1．00　≧0．99

3．変更理由’

　①誤記訂正。

．②記入もれ追記。

　③有効数字3桁の之め誤相可年レた。

　④グラフ上に数式を掲載した。横軸の名称を誤記訂正した。

．（、 2σσア年3凋1ゾ多日

（
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試験No．TO8007

最終幸艮告書

生態影響試験における試験液中の4一ク叩一2一ニトロアニリンの分析法ハ’リテ」ション試験

（

　　試験番号：TO8007

報告年月日；2009年1月16目

（．

試験委託者二住化テクノサービス株式会社

試験施設1広栄テクノ株式会社
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信頼性保証報告書

1．試験の種類
　　　生態影響試験における試験液中の全ク四一2一ニトロアニリンの分析法バリデーション試験

2．試験N　ol

　　　　T　O8007

3．被験物質の名称
　　　4一クロロー2一ニトロアニリン

（、

　本試験は、「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2！日付け：薬食発第1121003号，平成15・11；17製局第3号、環保企発第031121004号）（化学

物質GL　P）に従って適正に行われており、最終報告書に1よ試験で使用した方法および手順が正碑

に記載され、報告結果は、試験の生データを正確に反映していることを保証する．

　なお、当施設で定めた信頼性保証業務標準手順書による監査・査察の状況は下記の通りである．

己」
三
口

対　　象 実　施　年　月　日 監査・査察報告年月日

試験施設査察（実験前査察）

試験の実施状況

　監査及び査察（実験操作日）

2008年12月　1日

2008年12月　3日

2008年12月　3日’

2008年12月　3日

、（
最終報告書監査

最終報告書監査（再）幸
2009年
2009年

1月16日
3月12日

2009年　1月16日
2009年　3月12日

＊最終報告書変更届（No．TO800H、2009．3．12付）による再監査．

信頼性保証業務担当者

所属　広栄テクノ株式会社

職　　信頼性保証チームメンバー
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試験No，TO8007

目 次

（r

L　表題
2．試験．目的

3．試験委託者の名称及び所在地

4．試験施設の名称及び所在地

5．試験関係者の氏名及び所属

6．試験番号

7．試験期間

8．被験物質

9．主な試薬等

10．主な機器

1L分析法バリデーションの実施方法

12．測定値の算出法及び数値の取扱い

13．結果及び考察

14．試験関係資料の保管

15．試験の成績に影響を及ぼしたと思われる環境要因

16．データの解析に使用し之統計処理計算方法

17．準拠したGLP

18．・最終報告書の作成

、（
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L表題
　　生態影響試験における試験液中の4一ク叩一2一ニトロアニリンの分析法バリデーション試験

2．試験目的

　　本試験は、生態影響試験における試験液中の4汐ロ砕2一ニトロアニリン分析法のイ言頼性を確保することを目的

　とした。

3．試験委託者の名称及び所在地

　　名　称：住化テクノサービス株式会社

　　所在地1兵庫県宝塚市高司4丁目2番1号

、

（、
4．試験施設の名称及び所在地

　　名　称：広栄テクノ株式会社

　　所在地：大阪市城東区放出西2丁目12番13号

5．試験関係者の氏名

　　試験責任者：

　　試験担当者：

6．試験番号

　　丁08007

（
7．試験期間

　試験開始日

　　実験開始日

　　実験終了日

　試験終了日’

2008年12月3日

2008年12月3臥
2008年12月4日
2009年1月　16　日
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9．主な試薬等

　試薬名　　　　　等級　　　 メーカー

　アセトニトリル　　　　　　　HPLC用　　　　　　ナカライテスク

　水　　　　　　　　　　　　超純水　　　　　　　　純水製造装置により製造

　試験水　　　　　　　　　　　脱塩素水　　　　　　　試験委託者より提供

10．主な機器

　機器名　　　　　　　　　　　　　　型式　　　　　　　　　メーカー
　液体クロマトクラフ（以下rHPLC」と記す）　L－7000システム　　　　　　日立製作所

　データ処理装置　　　　　　　　　　　D－7000　　　　　　　　日立製作所
　・超純水製造装置　　　　　　　　　　Mi1恥Q　SPシステム　　　　　日本ミリボア

　電子天秤　　　　　　　　　　　　AX205　　　　　　　　メトラー・トレト’

1L蜥曲デーションの実動法（磁物質り採取量は醸にて換算し島）

　11－1検討項目

　　（1）検量線の直線性

　　　　5濃度の棲準液より検量線（n＝1）を作成し・その直線性（相関係数：δを検討した。

　　（2）再現性

　　　　標準液（0．05mg缶i．／L）を調製（n＝1）し、．繰り返し6回測定し、再現性（CV値1を検討した。

　　（3）喜度

　　　模擬試料（0．05mg　a．i．／L及び5pmg毎．／L〉（nニ1）から分析試料溶液を調製（n＝3）した。これを

　　　HPLCにて測定（n＝1）し、真度を検討した。．

　　（4）標準液の安定性

　　　標準液（0．05mg　a．／L）を室温下24時間放置した後、再度測定を行い（n二1）、安定性を検討した。

　11身判断基準
　　（1）検量線の直線性

　　　検量線の直線性（相関係数：r）は、0．99以上とした。

　　（2）再現性

　　　再現性（CV値）はk5％以下とした。

　　（3）真度

　　　真度は、95％以上とした。

　　（4）標準液の安定性

　　　　「再現性で求めた面積測定値の平均一3σ＜24時間後の面積測定値く再現性で求めた面積測

　　　定値の平均＋3σ」の場合安定とした。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2／11　　　　　　　　　　　　　　　KOEI　TECHNO
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11－3HPLC条件
　装置　　　　濫立製作所製L－7000システム
　データ処理装置：日立製作所製D－7000
　カラム　　　IL－column　ODS（5μm、4．6㎜1、D×150mm）（財団法人化学物癬判嗣騰欝
　カラム温度　　　：40℃
　移動相　　　＝水：アセトニトリルニ50：50

　流量　　　　：LOmL／min
　波長　　　　IUV230nm
　感度　　　　　＝1AUIV．
　注入量　　　：100、0μL

，（

11－4検量線の作成法
　　被験物質12．51mg（純度補正値＝12．50mg）を1000mLメスフラスコに量りとり、水を加えて溶解させ

　12．5mg　aj／しの標準液原液を調製した。この標準液原液を水で適宜希釈し、0．0250、0．0375、O・0500、

0．0625及び0．0750mg五．i／しの標準液を調製した（n＝1）乙この各標準液（0．0250、0．0375、0．0500、0，0625

及び。．0750mga．i．／L）の100．oμしにつき、11－3HPLc条件で試験を行い、それぞれの濃度を横軸に、

　被験物質のピーク面積を縦軸にとり検量線を作成し、最小自乗法により回帰直線式を求めた。

11－5再現性検討用標準液の調製法
　11－4検量線の作成の際に調製した0．0500mg’訂ノL標準液を用いた。

11－6真度検討用模擬試料の調製法
　・50mg　a．i．／L模擬i講料

　　　被験物質25・10皿g（純度補正値＝2与・07mg）を500mLメスフラスコに量りとり・試験水を加えて溶解させ

　　メスアッフ’した。この溶液9．97mLを10mLメス万スコに量りとり、試験水にてメスアップし、50．Omg　a．i．／L模

　　擬試料を調製した（n＝1）。

・0．05mg　aj．／L灘…書式非斗

　　被験物質10．2坤g（純度補正値豆1α20皿g）を1000mLメスフラスコに量りとり、試験水を加えて溶解さ

　せメスアップした。この溶液0．98mLを・200mLメスフラスコに量りとり、試験水にてメスアップし、0．0500mg

a．i／L模擬試料を調製した（nニ1）。

（

11－7真度検討用分析試料溶液の調製法
　11－6で調製した模擬試料の。．05㎎a．i．／L相当量になるように希釈したものを分析試料溶液とし．その

100・0μしにつき11－3且PLC条件で試験を行い、それぞれの4一ク叩一2一ニトロア⇒ンのヒ’一ク面積を測定

した（n＝1）。以下にその分析試料溶液の調製法を記した。

・501ng　a．i、／L模擬試料のコントロール

　1000mLメスフラスコに試験水1mLを正薩に量り、水を加えてメスアップし、分析試料溶液とした（n＝1）。

・0．05mg＆i／L模擬試料のコンゆ一ル

　試験水を分析試料溶液とした（n二1）占

・50mg　a．i／L模擬試料

　1000mLメスフラスコに50mg　a、i／L模擬試料1mLを正確に量り、水を加えてメスアップし、分析試料溶液と

した（n＝3）。

・0．05mg　a．i／L模擬試料

模擬試料を分析試料溶液とした（n＝3）。

なお、定量限界は模擬試料の最低濃度（0．0500mg　a．i／L）とした．

3／11 KOEI　TECHNO
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12．測定値の算出法及び数値の取扱い

　　ヒしクの同定は保持時間により行い、被験物質の濃度B（mg　a．／L）は、次式より算出した。

被験物質の濃度B（mga．i，／L）＝分析試料溶液の被験物質濃度（測定値：mg乱i．／L）×希釈倍率

真度（％）は、次式により算出した』

真度（％）＝（B／19×100

　ここに、A：模擬試料中の被験物質設定濃度（㎎a．i／L）

（

・模婁試料中の被験物質設定濃度、分析試料溶液の被験物質濃度及び被験物質の濃度Bはく有効数字

3桁に丸め、真度は整数に丸めた。

・相関係数｝は小頚点以下2桁に丸め・CV値は整数に丸めた・

・数値の丸め方は四捨五入とした。

13．結果友び考察．

　13－1検量線の直線性
　　　5濃度の標準液を1B　HPLC条件で試験を行い、検量線（n＝1）を作成しち得られた結果及び検量．

　　線を添付資料1、夘マトを添付資料2－1～2－3に示した。

　　　検童線の直線性（相関係数：r）は、o．0250～o、0750mg　aj．／しの濃度範囲において1．ooと良好な直

　　線性を示した。

13－2再．現性
　　標準液（0．05mg訂ノL）を調製（n＝1）し、1工一3HPLC条件で繰り返し6回測定し・ヒ。一ク面積から再現性

　（σノ’値）を検討した。結果を添付資料3（表1〉に示した。

　　標準液の再現性（CV値）は、0％と判断基準を潜たした。

（
13弓真度
　　真度検討用模擬試料（0．05及び50mg　a．i．／L）から分析試料溶液を調製（n＝3）後、11－3HPLC条件で

．試験を合い、被験物質の濃度Bから真度を検討し紅結果を添f寸資料3（表2）、クロマトの一伊佐添付資料4

　に示した。

　　被験物質の真度は、模擾試料（0．05皿g　a．i．／⇒；平均iO1％及び模擬試料く50mg　a、i．／L）；平均10砺で

　あり、いずれの濃度においても判断基準を満たした。

13－4標準液の安定性
　　標準液（0．05mg　a．LIL）を室温下24時間放置した後、11－3HPLC条件で試験を行い、安定性を検

　討した。’結果を添付資料3に示した。

　　「再現性で求めた面積測定値の平均一3σ＜24時間後の面積測定値く再現性で求めた面積測定

　値の平均＋3σ」の判断基準を満たしていたため、24時間安定と考える。

4オ11 KOEl　TECHNO
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14．試験関係資料の保管

　　試験関係資料（試験計画書、最終報告書、生データ、その他記録類等）は、当試資料保管施設にて10

・年間保管する。10年後の対応については試験委託者と協議して決定する。

15．試験の成績に影響を及ぼしたと思われる環境要因

　　無し

16．データの解析に使用した統計処理計算方法

　　数値の平均な算術平均による。

（
17．準拠したGLP

　　上記試験は・r新規化学物質等に係る試験鳶実施する試験施設に関する基準について」（薬食

　発第．1f21003号、平成15・11・17製局第3号、環保企発第031121004号）（化学物質GLP）に

基づき実施した。

18．最終報告書の作成

20グア年　ノ月／6日

試験責任者：

一（

5／11 KOErTECHNO
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添付資料1
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全知砕2一ニトロアニリン直線性の確認及び測定結果

　　　　　検量線

y＝639000x－216

0、02 0．04　　　0．06　　　0．08

濃度（m9らi・／L）’

0、10

，（

．（

〈検量線の直線性＞

　　　　　　　τニ

く検量線＞

1．00　≧0．99

｛沢里燃
濃 AREA

標準液

4一クロロー2一ニトロ

@　アニリン

imga．i、／L）

4一クロロー2一ニトロ

@　アニリン

① 0．0250 15478

② 0．0375 23219

③ Q．0500 32633
4 0．0625．一 40446
5 0．0750’ 46772

＼刀ツ1酬竹伶π又
AREA 濃度

分析試料溶液
4一ク叩一2一ニトロ

@　ア⇒ン

4一クロロー2一ニトロ

@　アニリン

img・a、1／L）

50m　a．i．／L『n＝1 32173 0．0507

50m　a．i．／Ln＝2 31845 0．0502

50m　a．iILn＝3’ 31743 0．0500

005m　aiIL　n＝1 31771 0．0501

005m　ai．／Lnニ2 32081 0．0505

005m　a．i、／Lnニ3 31926 0．0503

〈分析試料溶液＞
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試験No．TO8007

添付資料3 再現性、真度及び安定性

表1再 性及び標準液の安定性
AREA

平均 CV値（％）
　4一クロロー2一ニトロアニリン

n．0500mg置，iノし標準液 4一ク叩r2ニニトロアニリン
σ

32216 32200 144 0

32394
31955

6回連続注入1
@　　　　　2
@　　　　　3
@　　　　　4
@　　　　　5
@　　　　　6

32271
32172
32194

24時間後 32051 一 一 一

CV値（帖）＝ 0≦5覧

．（

安定性：

表2百度

醐駅勅た　31了68　〈24時離の
AREAの平均一3σ＝　　　　　　　　　　　　AREA＝

　　　　　　再現性で求めた
32051〈AREAの平均午3σ＝

表2　　皮
真

模擾試料
設定濃度
i皿9乱i／L）

@　A

分析試料溶液の

@被験物質
Z度瞬断i／L）

被験物質の

@酸度
fコ9しし／1⊃

@　B

（％）一

b

（％）

@D

50m　a．i／L　n＝1 50．0 O．0507 50．7 101 100

50m缶i．／L　n＝2 50』0 0．0502 50．2 100

50m　a．i／L　n≡3 50．O 0．0500 50．0 100

0，05m　a．i．／L　n＝1 0．0500 0．0501 0．0501 100 101

OlO5皿a．i／L　n＝2 0．0500 0．0505 0．0505 101

005m　a　i／L　nニ3 00500 0．0503 00503 101

32632

A：設定濃度〔mg’a．i．／L）；模擬試料中の被験物質設定濃度
B：被験物質の濃度（mg　a．i．／L〉＝分析試料溶液の被験物質濃度価g　aj・／L）x希釈倍率（50mg　aj・／L＝1DOO倍・0・05皿g匠・i・／し：1倍）

C：真度（、）＝（BIA）x100

D：平均真度（、）

（

10／11 KOE［TECHNO
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付属資料一5．　試験液中の4一クロロー2一ニトロアニリンの水中安定性試験

試験液中の4一クロロー2一ニトロアニリンの水中安定性試験
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試験No．TO8007－G

陳　　述　　書

1．試験名 ：生態影響試験（メダカ（0膨面惣ψθ5）に対する急性毒性試験）における試験液中の4一ク叩

一2一ニトロアニリンの水中安定性試験

．（ 2．試験番号：TO8007－G

　上記試験は、「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〉（化学物質GLP）に

従って実施したものであります。

広栄テクノ株式会社

、（
試験責任者’

乞σげ年3月r之目

（

KOE∫TECHNO
．受領年月日

受領春

初ス♪！6
　　　　　コ
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’変更届番号：TO8007－G－1

最終報告書変更届
試験番号　：TO8007－G

変更届番号：TO8007－G－1

　　ページ番号：1／3

表題：生態影響試験（メダカ（0彫∫詔18ゆθ3）に対する急性毒性試験）における試験液中の乎クロロー

　　2一ニトロアニリンの水中安定性試験

1．変更箇所

　①1／6へ㌧ヅ

　②2／6へ㌧ゾ

　③3／6へ’一シ

　④4／6へ㌧シ

8．被験物質

11．試験方法

12．結果

添付資料1検量線の一例

（ 2．変更内容
（変真前）．

　①屋！捻二．1峯読：CNA

②11－2検量線の作成嫁探物1鷲蓼麹菌蒲藁罎楚葦養勤二最多毒諺

③試験液中の4一ク四一2‘トロアニリンの濃度測定結果を表1・無処理対照区・0・5皿g　a・i・／L区及

　び10mg　a．i．／L区の液体クロマトグラムの一例を添付資料3、4及び5に示した。

　0時間における試験液中の被験物質の定量に用いた検量線及び標準液の液体クロマトグラム

　の一例を添付資料’1及び2に示した。

，（

衣⊥　昼　7 乙　　「　ノ　ン　　仮づし供聾人こかロフド

　　　　　　　　　　■甲S一ク加一2一ニトロア⇒ン濃度歎mg　a．i．／L）

試験液
0時間 24時間 48時間 96時間

無処理対照区 〈0．025

詠
～
由

＿舜
一蓬｛丁

o．5mga．i．／L区 0，506 0，488 0，498 0，476

10mga．i．／L区 9．96 9．74 10．1 9．72

表14一ク叩一㍗ニトロアニリンの濃度測定結果

受領年月日

受領者

よク。、く♪、／6

1（OE］TECHN〔）
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変更届番号：TO8007－G－1

へ㌧ジ番号：2／3
④

　1　　ヘハi講
「
！　50000
I

i400σo

l　l瀦r

l　　IOOOO

l　　　o
l　　O・OOOO　O・0200　0・04DO

一

　　　　　　　l

O・06000・0800　0ユOひOmg／L

翠
（

、（
　　　　　　　　　　　　　　　a；639000

　　　　　　　　　　　　　　　b＝132」

　　　　　　　　　　　　　　　R＝1．00

①騰！郵獄：CNA

③試験液中の4一如ロー2‘トロア⇒ンの濃度測定結果を表1、無処理対照区、0．5mg　a、i、／L区及

　び10血ga．i．／L区の液体クロマトグラムの一例を添付資料3、4及び5に示した。

　0・時間における試験液中の被験物質の定量に用いた検量線及び標準液の液体クロマトクラム

の劃を添付資料1及び2に示臨灘織灘鐵礁嶺麟嫌蘇雛1掘。β露

（

表14一ク四一2一ニトロアニリンの濃度測定結果

4一クロロー2一ニトロアニリン濃度（mg　a．i．／L）

試験液
0時間 24時間 48時間 96時間

無処理対照区 ㈱藁10P ＿‘1 ＿磨 ＿ξ聖

0．5mga．i．／L区 0，506 0，488 0，498 0，476

10mga．i、／L区 9．96 9．74 10．1 9．72

＊1測定しなかった。

KQ　EI　TEC　H　NO
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変更届番号：TO8007－G－1

へ’一ヅ番号：3／3

④

一i　　AREAI

　70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000 遷禦驚避

0．OOOO　　O．0200　　0．0400　　0，0600　　G．0800　　DIOOO

O

、（

3．変更理由

　①誤記訂正。

　②誤記訂正。
　③定量限界をハ’リデーション試験（試験番号：TO8007）で保証された数値に訂正した。

　④グラフ上に数式と相関係数（Rからrに訂正）を掲載した。グラフの横軸に「濃度」を追記した。

zσoデ年3月／之日

（

K〔）鷺l　TF二（二14NO
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試験No．TO8007－G

・最終幸侵告書

（ （ 生態影響試験（メ勘（0吻函治ゆθ⇒に対する急性毒性試験）における試験液中の

　　　　　　　　4一クロロー2一ゴトロアニリンの水中安定性試験

、（ 　　試験番号：TO8007－G

報告年月日二2009年1月16日

『
（

試験委託者：住化テクノサービス株式会社

試験施設，広栄テクノ株式会社

KOEI　TECHNO
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信頼性保証報告書

1．試験の種類
　　　生態影響試験（メダカ（0α抽5舷ψ的に対する急性毒性試験）における試験液中の

　　　4一ク四一2一ニトロアニリンの水中安定性試験

2．試験N　o．

　　　TO8007－G

、（、

3．被験物質の名称
　　　4一ク戸ロー2一ニトロアニリン

　本試験は、「新規化学物質等1ヒ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日付け：薬食発第1121003号、平成15・11・17製局第3号、環保企発第031121004号）（化学

物質GLP）に従って適正に行われており、最終報告書には、試験で使用した方法および手順が正確

に記載され、報告結果は、試験の生データを正確に反映していることを保証する．

　なお、当施設で定めた信頼性保証業務標準手順書による監査・査察の状況は下記の通りである。

記

対・　象 実　施　年　月　日 監査・査察報告年月日

．（

試験施設査察（実験前査察）

試験の実施状況

　監査及び査察（実験操作日）

最終報告書監奪

最終報告書監査（再）半

2008年12月　1日

2008年12月　8日
2008年12月12日

2009年
2009年

1月16日
3月12日

2008年12月　5日

2008年12月　8日
2008年12月12日

2009年　1月16日
2009年　3月12日

＊最終報告書変更届（No．TO8007－G－1、2009．3．12付）による再監査・

一一一 信頼性保証業務担当者

所属　広栄テクノ株式会社

職　　信頼性保証チームメンバー
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試験No、TO8007－G

目 次

（、

L　表題

2．試験目的

3．試験委託者の名称及び所在地

4．試験施設の名称及び所在地
5．’ 詞ｱ関係者の氏名及び所属

6．試験番号

7．試験期間
8．被験物質

．9、主な試薬等

10．主な機器

1L試験方法
12．結果

13．試験関係資料の保管

一14．試験の成績に影響を及ほしたと思われる環境要因

瓢データめ解析に使用した統計処理計算方法

16．準拠したGLP

17・最終報告書の作成

．
（
、

（

KOEI　TECHNO
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験No．TO8007－G

1．表題

　生態影響試験（メダカ（0吻お伽ψ的に対する急性毒性試験）1ヒおける試験液中の4ψ叩一2一ニトロアニ

リンの水中安定性試験

2．試験目的

　　本試験は、生態影響試験（メダカ（0膨面泡ψ的に対する急性毒性試験）における試験液中の4一ク叩

　一2一ニトロアニリンの水中安定性を確認することを目的とした。

3．試験委託者の名称及び所在地

　　名　称：住化テクノサービス株式会社

　　所在地：兵庫県宝塚市高司4丁目2番1号

（
4．試験施設の名称及ぴ所在地

　　名　称：広栄テクノ株式会社

　　所在地：大阪市城東区放出西2丁目12番13号

5．試験関係者の

　　試験責任者

　　試験担当者

6．試験番号

　　丁08007－G

r（
7．試験期間

　　試験開始日

　　実験開始目

　　実験終了日

　　試験終了日

2008年12月5日

2008年12月8目

2008年12月12日

2009年1月16日

8．被験物質

　名称：4一ク叩一2一ニトロアニリン

　略　称l　CNA

　Lot　No．：GJOl

　純度：99．9％

　製造者：

1／6 KOEI　TECHNO
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9．主な試薬等

　試薬名
　アセトニトリル

　水
　試験水

等　級

HPLC用
超純水

脱塩素水

メーカー

ナカラィテスク

純水製造装置により製造

試験委託者より提供

10．主な機器

　機器名
　液体如マトクラフ（以下「HPLC」と記す）

　データ処理装置

　超純水製造装置

　電子天秤

型式
L－7000システム

D－7000
Mnli－Q　SPシステム

AX205

メーカー

目立製作所

日立製作所
日本ミリボァ

メトラー・トレド

（’

（

11．試験方法・

　11－1HPLC条件
　　装置　　　　　：日立製作所製L－7000システム

　　デプタ処理装置：日立製作所製p－7000
　　カラム　　　　　　：L－column　ODS（5μm、4．6m血．D×150mih）（財団法人化学物質評価研究機構製〉

　　カラム温度　　　：40℃
　　移動相．．　　：水：アセトニトリノレニ50：50

　　流量　　　　　＝LOmL／min
　　．波長　　　　　　　：UV230nm

　　感度’　　　：1AUIV
　　注．入量　　　　：100．0μL

11－2’ 泓ﾊ線の作成（被験物質の採取量は純度にて換算した。ン

　　被験物質12．51mg（純度補年値二12．50mg）を1000mLメスフラズコに量りとり・水を加えて溶解させ

　12．5mg・a．i．／しの標準液原液を調製した。この標準液原液存水で適宜希釈し、o、0250、o．0375、o．0500、

　010625及び0．0750mg　a．i．／しの標峯液を調製した（dニ1）。こめ各標準液（0．0250、O．0375、0．0500、

　OiO625及び0．0750mg　a．i／L）のfOO．0μしにつき、ユH　HpLC条件で測定を行い（n＝1）、それぞれの

　濃度を横軸に、被験物質のピーク面積を縦軸にとり検量線を作成し、最小自乗法により回帰直線式を

求めたも’

11－3．分析試料の測定　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　’

　被験物質濃度が0．05mg　a．i．／L相当量になるように下記調製法に基づき希釈したものを分析試料

溶液とし鵡分析試料溶液100．0μしにつき1H　HPLC条件で試験を行い（n＝1）、被験物質のヒ㌧ク

面積を測定し、回帰直線式より分析試料溶液の被験物質濃度（mg　a．i．／L）を算出した。

・無処理対照区

　分析試料を分析試料溶液とした（n＝1）。

・0．5mga．．i／L区

　分析試料1皿Lを10mLメス万スコに正確に量り、水を加えてメスアッフ●し、分析試料溶液とした（n＝1）。

・10mga．i．／L区

　分析試料1mLを200mLメス万スコに正確に量り、水を加ネてメスアッフ。し、分析試料溶液とした（n＝1）。

2！6 KOEr　TECHNO



0809EFA　　63！66

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験No．TO8007－G
分析試料中の被験物質の濃度（㎎ai．／L）は、次式により算出した。

被験物質の濃度（mga．i／L）二分析試料溶液の被験物質濃度（mga、i．／L〉×希釈倍率

被験物質の濃度は、四捨五入により有効桁数3桁に丸めた。

，（

12．結果

　　試験液中の4一ク叩一2一ニトロアニリンの濃度測定結果を表1、無処理対照区、0・5mg　aj・／L区及び10mg

a．i／L区の液体クロマトグラムの一例を添付資料3、4及び5に示した。

　　0時間における試験液中の被験物質の定量に用いた検量線及び標準液の液体夘マトグラムの一例を

　添付資料1及び2に示した。なお、定量限界はバリデーション試験（試験番号：TO8007）の模擬試料の最

　低濃度である0．0500mg　a，i／しとした。

　　表14汐叩一2一ニトロア⇒ンの濃度測定結果

試験液
4一クロロー2≧トロアニリン濃度（mga／L）

0時間 24時間 48時間 96時間

無処理対照区 〈0．0500 ＿q ＿q ＿糞1

0．5mg　a．LIL区 0，506 0，488 0，498 0，476

10mg　a．i／L区 9．96 9．74 10．1 9．72

＊1測定しなかづた。

13．試験関係資料の保管
　　試験関係資料（試験計画書、・最終報告書、生データ、その他記録類等）は、当課資料保管施設にて

　10年間保管する。10年後の対応については試験委託者と協議して決定する。

14、試験の成績に影響を及ぼしたと思われる環境要因

　　無し

（
『15．データの解析に使用した統計処理計算方法

　　数値の丸め方は四捨五入とした。

16．準拠したGLP
　　上記試験は、「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）（化学物質GLP）

に基づき実施した。

17．最終報告書の作成

試験責任者＝

Zooヂ年　／月／6日
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添付資料1　検量線の一例
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．【検量線】

全クロロー2一ニトロアニリン

@　標準液濃度
@　（m　a．i／L）
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0．0375 24562
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添付資料2標準液の液体クロマトグラムの一例
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添付資料3無処理対照区の液体クロマトクラムの一例
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添付資料40．5mg　a．i／L区の液体夘マトグラムの一例
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添付資料510mg　a、i／L区の液体如マトグラムの一例
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魚類急性毒性試験結果報告書

新規化学物質等の名称

i1UPAC命名法による）
4一クロロー2一ニトロアニリン

別　　　　　　　　　名 ｝

C　A　S　番　　号 89－63－4

構造式又は示性式
iいずれも不明な場合は

Aその製法の概要）

　　　NO2

@　　　　　NH2
@　　、
@
　
1
　
　
　
／
C
l

分　　　　子　　　　量 172．57

試験に供した新規
ｻ学物質の純度（％）

99．9

試験に供した新規
ｻ学物質のロット番号

GJO1

不　純　物　の　名　称

y　び　含　有　率
不明

蒸　　　　気　　　　圧 不明

対　水　’溶　解　度 不明

1一オクタノール1水分配係数 不明

融　　　　　　　　　点 118。C

沸　　　　　　　　点 不明

常温における性状 橙色結晶性粉末

安　　　　定　　　　性 不明

溶媒 溶解度 溶媒中の安定性

溶媒に対する溶解度等 エーテル 可溶 一

酢酸 可溶

メタノール 微溶 一

1．一般的事項



2．試験溶液の被験物質濃度の分析方法

項　目 方　　　　　　法

分析方法 被験物質濃度が0．050mg　a．i．／L相当量となるように試験液を超純水で希釈したも

のをHPLCに注入し、被験物質を定量した。以下の式により被験物質濃度を算出

した。

濃度（mg　a．i．／L）＝分析試料溶液の被験物質濃度×希釈倍率

サンプリング：　全試験区

頻度：　　　　暴露開始時および終了時

サンプリング量：20mL

サンプリング法：試験液を撹拝することなく中層から採取

前処理法 必要に応じて超純水にて希釈した。

定量条件 装置（HPLC）：　L－7000システム　日立製作所製

データ処理装置：D－7000　　　　　日立製作所製

カラムニ　　　　L－column　ODS（5μm、4．6mm　l．Dx150mm）

カラム温度：　　40。C

移動相：　　　超純水：アセトニトリル＝50：50

流量：　　　　1．O　mL／min

波長：　　　　UV230nm
感度：　　　　1AUA／

注入量：　　　　100．〇一L

定量限界：　　0．050mg　a．i．／L

平均回収率：　0．05mga．i．／L（101％）、50m◎aj、！L（100％）



項　　目 内容

試験生物 種（和名・学名・系統） メダカ（0‘yz／as　lafゆes）

入手先 自家繁殖

大きさ（全長、体重）・月齢

全長：2．5cm（2．3～2．8cm），n＝20

ﾌ重：0．149（0．12～0．179），n＝20

﨟F成魚

対照物質への感受性

@　　（LC50）

@（対照物質名）

96時間LC50：0．99mg／L

ｰ酸銅（∬）五水和物（関東化学㈱製

事�ﾁ級）

じゅん化
じゅん化期間

84日間

Q008年10月27日～2009年1月19日

飼育水の種類 脱塩素水道水

じゅん化前の薬浴の有無 なし

じゅん化方式（止水、半止水、流水等） 流水循環濾過式

環境条件（水温、明暗周期） 23±2。C、16時間明／8時間暗

餌料（種類・量・頻度等） テトラミン⑪・体重の2％ノ日

試験条件 試験容器 5L容総ガラス製水槽

試験用水 種類（天然水、脱塩素水道水

@　、人工調製水等〉
脱塩素水道水

硬度 50mg　（CaCO3）1L

pH 7．8

暴露期間 2009年1月19日～2009年1月23日

試験濃度（設定値）
4．6，6．8，10，15，22mg　a．i．／L

�艨≠P．5（戒而）

供試数 10尾1試験容器

試験溶液量 5L

助剤の有無 なし

助剤 種類 一

濃度 一

試験方式（止水、半止水、流水等） 止水式

換水又は流水条件 一

水温 23±2。C

溶存酸素濃度（DO） 6．9～8．4mg！L

明暗周期 16時間明／8時間暗

結果の算出

@方法
LC50 Moving　average法

3．試験材料及び方法



4．試験結果及び考察

項　　目 内容

毒性値 96h－LC50＝17mg　aj，！L

試験濃度 実測値

考察及び

ﾁ記事項

・被験物質の溶解に時間を要するため、メカニカルスターラーで約24時間、23。C

ｺで撹絆して試験原液を調製した。

E試験液中の被験物質濃度は測定濃度の平均値を採用した。

E試験の有効性については基準値を満たしており、本試験はガイドラインに準じて

K切に行われたと判断した。

5．魚類の濃度一死亡率曲線
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　　70

ハ器　60
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穂　50
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昧　40
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　　0

一◆一24時間
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＋72時間
→←96時間

1 　　　　10
平均測定濃度（mga．i．1L）

100
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試験実施施設 名　　　　　称 住化テクノサービス株式会社

所　　在　　地 〒665－0051

ｺ庫県宝塚市高司四丁目2番1号’
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