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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IJンの藻類（Pse〃doκ1月。加e〃e〃a　sαbσaρ1fa’a）に対する生長阻害試験

試験番号：0809EAI

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）「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、環保企驚第031121004号）

（2）「OECD　Principles　on　Good　Laboratory　Practice」（as　revised　in1997）ENVIMC！CHEM，

　　（98）17

勿09年3月2ま日

試験責任者：

住化テクノサービス株式会社
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信頼性保証書

試験表題：4一クロロー2一ニトロアニリンの藻類（Pse〃do短π⊃加e〃e〃a　sσbσa　ifafa）に対する生長阻害

試験

試験番号：0809EAI

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・監査項目 査察・監査日 報告日

QAU 試験責任者 運営管理者

試験計画書 2008年11月6日 2008年11月7日 2008年11月10日
試験計画書変更書（1） 2008年11月11日 2008年11月12日 2008年11月12日
試験計画書変更書（2） 2008年12月11日 2008年12月12日 2008年12月12日
試験計画書変更書（3） 2009年1月6日 2009年1月7日 2009年1月7日

試験

（培地の調製） 2009年1月14日 2009年1月20日 2009年1月20日
（試験原液調製） 2009年1月19日 2009年1月20日 2009年1月20日
（試験液調製・暴露） 2009年1月20日 2009年1月20日 2009年1月20日

最終報告書

草稿 2009年3月24日

最終版 2009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。

2岬年3月》餌
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：0809EAI

表題：4一クロロー2一ニトロアニリンの藻類（Pseμdo尾π）肋e存e〃a　s〃わcaρ’ホafa）に対する生長阻害試験

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11日～2008年12月18日

　　　　本試験期間：　2009年1月19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環境生態チーム

　　　　　　　　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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図1，4一クロロー2一ニトロアニリンに暴露された藻類（P　sσboaρ1fa孟a）の生長曲線．．．．．＿，．．

図2．4一クロロー2一ニトロアニリンに暴露された藻類（P　sσbcaρ1fafa）の濃度一阻害率曲線．
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1．要約

　　4一クロロー2一ニトロアニリンの藻類（Pseσdo阿π）加e〃e〃a　sめoaρノ謝a）に対する72時間後の

　50％生長阻害濃度〔ErC50（0－72h）〕は測定濃度の平均値をもとに求めた結果、8．5mg　a．i．1L、

　最大無影響濃度〔NOECr（0－72h）〕は2．1mg　a，i．1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95～100％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藻類（ρsαbσaρ1fafθ）に対する生長阻害試験を

　　行い、ErC50およびNOECrを求めた。

　　（1）r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）の別派r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N．藻類生長阻害試験（平成

　　　　18年11月20日改正）

（2）OECD　Guide『ines　forthe　Testing　ofChemicals201，“FreshwaterAlga　and

　　Cyanobacteria，Growth　lnhibition　Tesf’（Adopted123March2006）（以下、OECDガ

　　イドライン）

3．試験材料および試験方法

　3．1．被験物質

（1）名称：

（2）別名★1：

（3）CAS番号：

（4）構造式：

4一クロロー2一ニトロアニリン

89－63－4

NO2

NH2

（5）分子式1

（6）分子量：

（7）純度（％）歯1：

（8）ロット番号★1：

（9）不純物の名称および含有率★1：

（10）蒸気圧★1：

（11）水溶解度＊1：

（12）オクタノール！水分配係数穫

　　　　＼
　　1

　　　　／
α

C6H5CIN202

172．57

99．9

GJO1

不明

不明

不明

不明
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（13）融点（。C）畦

（14）沸点（。C）★1：

（15）常温における性状★1：

（16）安定性★1：

（17）溶媒に対する溶解度等畦

（18）有効期限：

（19）保管条件：

（20）同一性の確認★2：

（21）安定性の確認壷2：

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

受領日（2008年11月4日）より3年

冷蔵庫

入手した被験物質のrR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

上記（20）で得たIRスペクトルと実験終了後に測定するIR

スペクトルの比較により、保管中の安定性を確認

（22）製造元：

　　＊1＝製造元提供資料による

　　★2：lRスペクトルの測定は広栄テクノ株式会社に委託した

3．2．供試生物

　一（1）生物名：

（2）入手先：

（3）入手年月日：

（4）入手後の管理：

（5）無菌性の確認：

（6）感受性の確認：

（7）前培養期間：

単細胞緑藻類　Pseσdoκ’m加eガe〃a　s〃boaρ1ホafa

（株番号：ATCC22662株）

American　Type　Cu【ture　CoIlection

1996年8月1日

寒天斜面培地を用いて無菌的に継代保存培養

試験には液体培地（OECD培地）で培養した藻類を使用

細菌検査用培地を用いて定期的に無菌であることを確認

した。

対照物質（重クロム酸カリウム、試薬特級、ロット番号

903W2092、関東化学㈱）によるErC50（0－72h）は0．63

mg1L（試験番号：08K2EAI、試験完了日：2008年12

月26日、原則として約6ヶ月毎に感受性の確認試験を実

施）であり、バックグラウンドデータ（2007年2月～2008

年8月）は以下の通りである。

ErC50（0－72h）の平均値±SD＝1．1±0．29mg／L（n＝5）

2009年1月16日～2009年1月20日
（環境条件は試験と同様）

3．3．　上音士也

　　前培養および試験ともに、OECDガイドラインに記載の培地をろ過滅菌（孔径0．22μm）して

　使用した。組成表を付属資料一1に示した。
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3．4．試験条件

　（1）暴露方式：

　（2）暴露期間：

　（3）試験容器：

　（4）試験液量：

　（5）連数：

　（6）初期生物量：

　（7）水温：

　（8）pH：

　（9）照明：

振盪培養（100rpm）

72時間

300mL容ガラス製三角フラスコ（通気性シリコーン栓）

100mL／試験容器

3連／濃度区、6連／無処理対照区

1×104ce”slmL

21±2。C

調整せず

連続照明：白色蛍光灯使用、波長：400～700nm、

光量子束密度：60～120μE！m21s±15％（フラスコ液面

付近）

3．5．試験に使用した機器など

（1）藻類培養試験器（以下、培養器）

（2）電子天秤：

（3）粒子計数装置：

（4）光学顕微鏡：

（5）光量子計：

（6）水温計：

（7）連続温度記録計：

（8）pH計：

（9）クリーンベンチ：

（10）オートクレーブ：

（11）遠心機：

　AGP－50RL型（ダイキンプラント㈱製）

AEX－200B型（㈱島津製作所製）

CDA－500型（シスメックス㈱製）

BH－2型（オリンパス㈱製）

Ll－250A型（Ll－COR社製）

SK－1250MC型（㈱佐藤計量器製作所製）

TR－71∪型（㈱ティアンドデイ製）

F－22型（㈱堀場製作所製）

BCM－1303W型（日本エアーテック㈱製）

SS－325型（㈱トミー精工製）

EX－126型（㈱トミー精工製）

3．6．試験濃度の設定

　　本試験に先立ち予備試験一1、予備試験一2および予備試験一3を実施した。予備試験一1では

　溶解助剤として凧邸ジメチルホルムアミドを使用したが（助剤濃度：100μLIL）、助剤なしでも

　溶解することが判明したため、助剤を用いない予備試験一2および予備試験一3を行った（下表

　参照）。これらの結果をもとに、本試験の設定濃度は公比2．2（＝妬石）として1．0，2．2，4．6，10，

　および22mg　a．i．1しの5濃度段階とした。対照には被験物質を加えない培地のみの無処理対

　照区を設けた。

予備試験一2 予備試験弓

設定濃度（mg　a．i／L） 1．0　　　　　　3．2・　　　　　10　　　　　　　32 1．5　　　　22

0－72hr生長阻害率（％） 一〇．8　　　　　　8．0　　　　　　66．8　　　　　87．3 2．1　　　77．7
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3．7．試験液の調製

　　被験物質の溶解に時間を要するため、暴露開始前日に被験物質0．0220g（有効成分とし

　て0．0220g）を秤量し、培地で1000mしに定容後、室温で約22時間スターラー撹絆して試験

　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、培地で500mしに定容

　して試験液を調製した。いずれの試験区の試験液についても、水温・pH測定用およびバック

　グラウンド確認用のブランク液の液量を加味して一括調製した。

3．8．試験液中の被験物質濃度の測定

　　試験液中の被験物質濃度は、本試験に先立って実施した水中安定性試験の結果に基づき、

　全試験区について暴露開始時および終了時に測定した。水中安定性試験の結果を付属資料

　一4に示した。

　　分析試料は、暴露開始時には一括調製した試験液の一部を、暴露終了時には試験区毎に

　全連の中層から等量採取し混合した。採取した試料は、藻体を遠心分離（1750G、10分）で

　除去し、上清部分を高速液体クロマトグラフ（HPLC）による分析に供した（n＝1）。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）を付属資料一2に、

　バリデーション試験の結果を付属資料一3に示した。

3．9．試験操作

　　前培養液の藻類細胞数を粒子計数装置で測定し、その生物量を算出した。試験液中の初

　　　　　　　　　　イ　期生物量が約1x10ce”slmLとなるように、前培養液を接種した。藻類添加後、試験液を各

　試験容器に100mしずつ分注し、培養器内に設置して暴露を開始した。暴露開始24、48およ

　び72時間後に、粒子計数装置で細胞数を測定して生物量を求めた。

　　試験液の外観は毎日、細胞の形態的変化については暴露終了時に観察した。

　　試験液のpHは、暴露開始時および終了時に測定した。暴露開始時のpHは、全試験区に

　ついて試験容器に分注後の残りの試験液を測定した。暴露終了時については、各試験区の1

　容器について測定した。

　　試験液の水温は暴露期間中1日1回測定した。暴露開始時および終了時は、pH測定で使

　用する同じ試験液を測定した。24および48時間については、水温測定用容器について測定

　した。なお、暴露期間中の培養器内の水温変動を監視するため、水温測定用容器について連

　続して測定した。

　　培養器の回転数は毎日確認した。光量子束密度は暴露開始時および終了時に測定した。

3．10．結果の算出

3．10、1．結果の処理に用いる被験物質濃度の算出

　　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）／｛ln（A）一h（B）｝
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A：暴露開始時の測定濃度

B：暴露終了時の測定濃度

ln：自然対数

3．10．2．生長曲線

　　各試験区の生物量の平均値を時間に対してプロットし、生長曲線を作成した（0～72時

　間）。

3．10．3．生長阻害率（ん）の算出

　　指数関数的に増殖している培養での生長速度（μ厚）は次式により計算した。

　　　　ln　X－In　X
　　　　　ノ　　　　ノ
　μ房＝
　　　　　ち一ち

μ厚：右時から今時までの期間の生長速度。通常、日当たり（d’1）で表す。

Xl：む時の生物量（ceIIs！mL）。試験開始時（孟。）については設定値を用いる。

勾：右時の生物量（cerlslmL）。

む：暴露開始後1回目に生物量を測定した時間（d）

む：暴露開始後ノ回目に生物量を測定した時間（d）

　各濃度区における生長（速度）阻害率（佃）は無処理対照区の生長速度の平均値（μ、）と、各

濃度区での生長速度の平均値（μ丁）との間の差として次のように計算した。

　　　ノ＝μσ一μτ×100

　　　μ　　　　　　μσ

ん値は被験物質濃度の対数に対してプロットして濃度一阻害率曲線を作成した。

3．10．4．　ErC50

　　3、10．3．で算出した生長阻害率（1μ）を用いて、次の基準に従ってErc50を決定した。Logit法

　を採用する場合は、コンピュータープログラム（EcoTox　Statics、ver．2、3b）を使用した。

生長阻害率 算出方法 基準

Logit
50％以上の阻害率を示す濃度の他に、それ以下の阻害率

を示す濃度が3点以上ある場合
≧50％

Doudoroff Logit法が不適切と判断された場合

＜50％ 試験最高濃度より大（〉）とする
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3．10．5．　NOECr

　　3．10．3．で算出した生長阻害率（ん）をもとに、統計手法（等分散検定、一元配置分散分析ま

　たは順位検定および多重比較検定）により、無処理対照区と比較して有意差（α＝0．05）が認

　められない試験最高濃度をNOEC，（0－72h）とした。NOECの検定にはコンピュータープログラ

　ム（EcoTox　Statics、ver．2、3b）を使用した。

3．11．試験の有効性

　　無処理対照区について下記の項目を確認した。

　　　　・生物量が暴露期間中に少なくとも16倍に増殖すること。

　　　　・毎日の生長速度の変動係数が暴露期間を通じて35％を超えないこと。

　　　　・繰り返し間の生長速度（0－72h）の変動係数が7％を超えないこと。

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

　　暴露期間中の試験液中の被験物質濃度を表1に示した。

　　被験物質濃度の設定値に対する割合は、暴露開始時および終了時で、それぞれ99～

　100％および95～100％であった。設定値に対する平均測定濃度の割合は95～100％であっ

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

4．4．試験の有効性

　　無処理対照区における試験の有効性の検証結果は下表のとおりで、試験は適切に行われ

　たと判断した。

項目 基準 無処理対照区

生物量（72時間、ce”s1mL） ≧16倍 平均162倍

毎日の生長速度の変動係数 ＜35％ 7．9～13．2％

繰り返し間の生長速度の変動係数 ＜7％ 1．0％
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4．5．生物量および生長曲線

　　暴露期間中の生物量を表2に、生長曲線を図1にそれぞれ示した。

4．6．細胞の形態的変化など

　　細胞の形態的変化などについて光学顕微鏡下で観察した結果、全ての試験区において異

　常は認められなかった。

4．7．4一クロロー2一ニトロアニリンの藻類（P　s曲oaρifafa）に対するE，C50およびNOECr

　　各濃度区における生長阻害率を表3に、濃度一生長阻害率曲線を図2に示した。

　　　以下にE「C50およびNOEC，を示す（表4）。

ErC50（〇二72h）：　　a5mg　aj．／L

NOECr（0－72h）：　　2．1mg　ai／L

4．8．光量子束密度、水温およびpHなど

　　暴露期間中の光量子束密度を表5、試験液の水温を表6、pHを表7に示した。

　　培養器内の光量子束密度は63～74μElm2／sであった。

　　水温は20．1～21．4。Cであった。また、培養器内の水温変動を連続測定した結果・21±2。C

　　の範囲内で維持されていたことを確認した。

　　pHは7．6～8．8であった。

　　試験液の外観は、全濃度区とも調製直後は着色（黄色）が認められた。暴露開始24時間後

　および48時間後は全濃度区で着色が確認されたものの、暴露開始72時間後の1．0および

　2．2mg　a．i．1L区では、藻類の増殖により確認できなかった。また、全試験区において暴露期間

　中沈殿や析出などは認められなかった。

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

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ
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表1．4一クロロー2一ニトロアニリンの試験液中濃度

設定濃度
（mg　a．i．！L）

測定濃度（mg　a．i．1L）

0時間 72時間 平均値

無処理対照区 く0．050 ＜0、050

1．0 　
コ0
0
・
0
1
1

　
［

1．0

［100］

1．0

［100］

2．2
2．2

［100］ 1
5
Z
9

　
［ 1

5
Z
9

　
［

4．6 　
コ6
0
・
0
4
1

　
［

4．5

［98］

4．5

［98］

10 9
9
1

9
9

　
［ 0

0
1
0
　
0

9
釧
9
9

　
［

22
22

［1001

22
［100］

22
［100］

［1：設定に対する割合（％）



表2．4一クロロー2一ニトロアニリンに暴露された藻類（P．sロboaρ1孟aオa）の生物量

設定濃度
（mg　a．i．1L）

連
生物量（ce”slmL）

0時間 24時間 48時間 72時間

無処理
対照区

』
1
2
3
4
5
6

10000
10000
10000
10000
10000
1000g、．．

”イ6石’6’0

　　　　0

45250
44250
47190
42440
47540
＿在登i≧Z9．．，

”を一90420

　18559

261700
304520
292000
276860
294820
31．～§盆Ω．．、

1722400
1594400
1604000
1482400
1678000
．．1β益．9員99．．．

’”L”均’”

SD
45940
2404

1620300

　　82606

0
0
1
1

　
［

　　1　　　10000

　2　　　10000

3　19999．．
”華”均”’”i－6000

SD　　　　　　O

45300
42680
47860．．．

287940
277760
280840

甲一一

ｨ5憂菖6

　2590

’”

ﾍ至イ百6”’

　　5221

1756600
1614800
．．．1．52強99．．．

1632000
116952

　
コ
∩
∠
－

∩
∠
へ
∠

　
［

　　1　　　10000

　2　　　10000

3　1gqg9．．
”華－’均”’”イ6000

SD　　　　　　O

”’

ｨ6ヲ70

　2429

42660
38030
41登呂Ω＿

”互49607

　　4831

254920
245480
～在量在～9．．．

1444000
1413400
．．魚．z9在9Ω．．．

1442600

　　28526

4．6

14．51

　　1　　　10000

　　2　　　10000
　　3…．　．．1Ω．999．．
甲甲’

¥F’均””　10000

SD　　　　　　O

32330
35970
33970

”’

�ｨ6◎δ”

　1823

132280
160100
、．i．量Z旦～9．．．

150067
15446

534000
679800
．蔓蛆璽99．．．

620800
76773

0
9
1
9

　
［

　　1　　　10000

　　2　　　10000
　　3　．．19Ω、99．．
辱”一

R”均”－　10000

SD　　　　　　O

24390
24830
，．2豊9旦9…

45200
49370
｛ΣΩ昌zΩ．．．

58220
64840
57940

24767
　　349

”’ｨ8480

　2938

”’U6…1…i3”甲

　3905

（
∠
（
∠

（
∠
（
∠

　
［

－
∩
∠
3

10000
10000
10000

19230
20020
19060

’” P”均’”甲昌昌イ6’δσ6－’

SD　　　　　　O

’” C’◎耳ヨヲー”

　　512

21030
21590
．．．2コ．在99．．．

21370
　　299

22280
21760
…29809．．．

2イ6i3

　　751

［1：

SD二

平均測定濃度

標準偏差
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表3．4一クロロー2一ニトロアニリンに暴露された藻類（P　sμわoaρ1オa’a）の生長阻害率（布）

設定濃度
　　　　　　連
（mg　a．i．1L）

生長速度（！d）

0－72h
阻害率　　0－24h
1（％）　　（A）

24－48h　48－72h　（A～C）の

　（B）　　（C）　　平均値
SD CV

無処理

対照区

－
∩
∠
3
∠
可
5
6

1、7163

1．6906

1．6926

1．6663

1．7076

1．7001

1．5096

1．4873

1．5516

1．4455

1．5590

1．5886

1．7550

1．9289

1．8226

1．8754

1．8248

1．8538

1．8843

1．6555

1．7035

1．6779

1．7390

1．6578

1．7163

1．6906

1，6926

1．6663

1．7076

1．7001

0．1903

0．2229

0．1358

0．2152

0．1357

0．1375

11．1

13．2

8．0

12．9

7．9

8．1

平均　　1．6956

SD　　　O．0172

CV　　1．0

1．5236　　　1、8434　　　1．7197

0．0527　　0．0584　　0．0865

1．O

11．Ol

－
n
∠
つ
Q

1．7229

1．6948

1．6756

平均　　1．6978

SD　　　O．0237

一〇．1

，2．2

［2．11

－
∩
∠
つ
」

1．6575

1，6504

1．6636

平均　　1．6572

SD　　　O．0066

2．3

4．6

［4、51

－
り
∠
つ
Q

1．3259

1．4064

1．3907

平均　　1．3744

SD　　　O．0427

18．9献

10

［9．91

－
∩
∠
3

0．5872

0．6231

0．5856

平均　　0．5986

SD　　　O．0212

64．7＊★

22

［221

－
∩
∠
つ
」

0．2670

0．2592

0．2441

平均　　0．2568

SD　　　O．0116

84．9舷

［1：

＃1：

SD：

CV：
☆★．

平均測定濃度

無処理対照区に対する阻害率

標準偏差

変動係数（％）

有意差あり（Dunne廿、α＝0．01）
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表4． 4一クロロー2一ニトロアニリンの藻類（P．s〃bcaρ1’a’a）に対する

ErC50およびNOECr

ErC50（〇一72h）

　（mg　a．i．／L）

95％信頼限界
（mg　a．i．／L）

NOECr（0－72h）

　（mg　a．i．1L）

8．5＃1 7、9～9．3
2．1＃2

＃1：Logit法

＃2：多重比較検定（Dunne廿、α＝0．01）

表5．光量子束密度

暴露時間
（時間）

光量子束密度
　（μE／m2／s）

0

72

66～74

63～73

表6．試験液の水温

設定濃度
（mg　a，i．1L）

水温（。C）

0時間＃1 24時間 48時間 72時間＃1

無処理対照区 20．3 21．2

1．O

11．0］
20．2 21．3

2．2

［2．1］
20．2 21．4

4．6

［4．5】
20．1 21．3

　
コ0
9

1
Q
り

　
［

20．9 21．2

2
2

（
∠
（
∠

　
［

21．0 21．3

水温測定用容器内 20．9 21．1

［】：平均測定濃度

＃11試験液の水温
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表7．試験液のpH

設定濃度
（mg　a．i．1L）

pH

0時間 72時間

無処理対照区 7．9 8．8

0
0
1
1

　
［

7．8 8．7

2．2

［2．11
7．8 8．5

L 4．6

［4．5］
7．6 8．1

10
［9．9］

7．6 7．9

2
2

∩
∠
（
∠

　
［

7．7 7．8

1：平均測定濃度
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（
一
E
、
の
＝
Φ
O
）
咽
鼻
一
期

図1．

1．OE＋07

1．OE＋06

1．OE＋05

1．OE＋04

1．OE＋03

（　＋無処理対照区

　一〇一1．O　mg　a．i．／L

　＋2．2mg　a．i．1L

　略一4．6mg　a．i．1L

　＋10mg　a．i．1L

　＋22mg　a．i／L

　　　　0　　　　　　　　　　24　　　　　　　　　　48

　　　　　　　　　　　　　　　　　時間（hr）

4一クロロー2一ニトロアニリンに暴露された藻類（P　sα加aρifafa）の生長曲線

72



0809EAI　20169

（
ざ
）
気
、

図2．
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　0

－10

－20

－30

　0．1　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　100

　　　　　　　　　　　　　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藻類（P　sαboaρ1ホaホa）の濃度一阻害率曲線
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付属資料一1．OECD培地の組成表

組成 濃度（mg／L）

H3BO3

MnC12・4H20

ZnCI2

FeCI3・6H20

Na2EDTA・2H20

CoCI2・6H20

Na2MoO4・2H20

CuCI2・2H20

CaC12・2H20

NH4Cl

KH2PO4

NaHCO3

MgCI2・6H20

MgSO4・7H20，

0．185

0．415

0．003

0．064

0．1

0．0015

0、007

0．00001

18

15

1．6

50

12

15
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付属資料一2．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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陳　述　書

1．試験名：4一ク叩一2一ニトロアニリンの藻類（P3θ躍。幻｝σ加θがθ〃∂5u加6ρ∫‘∂紛に対する生長阻害試験

　　　　　（物理化学系）

2．試験番号：TO8007－B

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 者

ンし卿ダ年3月！2』目

受領年月日

受領者

カ09、3、ノ6
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　変更旙番号：TO8007－B－1

　　　　　　　　　　　　最終報告書変更届

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号　：TO8007－B
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　変更届番号：TO8007－B－1

表題：4一クロロ老一ニトロアニリンの藻類（」P5θ躍罐か。加θπ謡∂5θ加6ρ始励に対する生長阻害試験

　　（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ニリン濃度測定結果を表1に、如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』a、i．／しとした。

表1試験液中の4一ク叩一2一ニトロア⇒ン濃度測定結果（0時間及び72時間）

試験液
無処理

ﾎ照区

LOmg　a．i』

@／L区

2．2甲ga．i．

@ノL区

4，6mg　a．i．

@／L区

10mg　a．L

^L区

22mg　a．i．

@／L区

　　　　　　　　■O時間（mg　a．i．／L〉 〈0，0250 0，996 2．16 4．56 9．9零 22．2

72時間（mga⊥／L） 〈0．0250 1．02 2．14 4．52 10．1 22．0

（変更後）

一試験液中の4一ク・・一2一ニト・アニリン濃度測定結果厳・慰・マトクラム鑛例を図3～昨示k

た。

i羅灘羅暴繍

　表1試験液中の4＝ク叩一2一ニトロア⇒ン濃度測定結果（0時間及び72時間）

試験液
’無処理

ﾎ照区

’1．Omg・a、i．

@／L区

・2、2中94・L

@／L’区

4、6mg　a．i．

@／L区

10m言a．i．

^L区

22甲gaj・

^L区

0時間（mga．i，／L） 纐鱒翼 0，996 2．16 4．56 9．92 22．2

72時間（mga．i／L） 難藪 1．02 ’2．14 4．52 10．1 22．0

3．変更理由
　定量限界は、パリテLション試験（試験No．TO8007）で保証された数値に訂正した。

Z．o℃ア年3月IZ，日一

　　　　　KOEI　TECHNO
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　　　　　　　　最終幸侵告書・

4一クロロー2一ニトロアニリンの藻類（凸θu40緬。加θ弼θ舵5め。∂p∫謝8）に

　　　　　対する生長阻害試験（物理化学系）　　　　　　●

　　　　　　　　試験番号：TO8qo7－B

　　　　　　報告年月日：2009年・2月16日

試験委託者：住化テクノサービス株式会社

試験施設二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
　　　4一ク由一2二ニトロアニリンの藻類（P3凹の幻∫σ加θ’∫θ1盈∫〃ゐ‘8p1！ど’a）に対する生長阻害試験

　　　　（物理化学系）

2．試験N　o．

　　　　TO8007－B

3．被験物質の名称
　　　4一ケ日ロー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H
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年確

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）

2．009年　1月20日『

2・009年

2009年
1月20日
1月23日

2009年　1月20日

2009年　1月2σ日
2009年　1月23日

最終報告書監査

最終報告書監査（再）申
2009年
2009年

2月16日
3月12日

2009年　2月16日
2009年　3月12日

＊最終報告書変更届（No．TO800了一B－1．、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－B

表題：4一ク叩一2一ニトロアニリンの藻類（角θ躍。幻ンσ加θが酬85α伽ρ廟面に対する生長阻害試験

　　（物理化学系）

試験施設　　名　称：

　　　　　　所在地：

試験委託者　名　称：

　　　　　　所在地：

’試験開始日：

．試験終了日：

試験責任者

．試験担当者

広栄テクノ株式会社

〒536－00U大阪市城東区放出西2丁目12番13号

住化テクノサービス株式会社

〒665－0051兵庫県宝塚市高司4丁目2番・i号

2009年1月20日

2009年2月16日

名
属
　
　
名
属

馬
所
　
　
氏
所

検査試験チーム

検査試験チーム

Σグカア年之月／6日

1／LO
KOEI　TECHNO
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試験No．TO8007－B

L試験目的
　　生態影響試験「4一クロロー2一ニトロアニリンの藻類（凸凹面素耽加θがθ舶5めσap舶面に対する生長阻

　害試験」に供した試験液中の4一クロロー2一二トロアニリ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4一夘ロー2一卦ロアニリンの分析法バリデーション試験

　（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．実験実施期間一．

　　2009年1月一20日～ 2009年1月23日

5，試験系1こ開した必要な事項

　　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㌣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1目立製作所製D－7000
　　カラム　　　　　：L－column　ODS（5μm、4、6m面．D×150血m）（財団法人化学物質評価研究機構）

　　カラム温度　　　：40℃
　　移動相　　　　：超純水：アセトニトリルニ50：50

　　流量　　　　　：LOmL／min

　　波長　　　　　IUV230nm
　　感度　　　　　：1AUIV
　　注入量　　　　：1GO．0μL

2110
KOEI　TECHNO
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試験No．TO8007－B

7－2検量線の作成法（0時間及び72時間）

　　被験物質12．54mg（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5mしを

　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．LILの標準液を調製した。標準液（0、0250、0・0375、0・0500、0．0625及び

　q・0750血g　a・LIL）の100・0μLを7－1HPLC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⇒ンのヒ’一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。

7』3分析試料の測定法

　　4一クロロー2一ニトロア⇒ン濃度が0・05mgaj・／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、4rクロロー2一ニトロアニリン

　のヒ㌦ク面積を測定した。’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ニ1）。

・LOmg　a．LIL区1

　分析試料1皿Lを201nL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）。

・2．2mga．i．／L区

　分析試料1mLを50mレメスフラスコに量り、超純水を加えてメスアッフ●賦分析試料溶液とした（nニ1L

・4．6mga．i．／L区

　分析試料・1mLを100mL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）。

・10mga．i＝／L区

　分析試料1mLを200mL玖フラスコに量り、超純水を加えてメスアッフ、、分析試料溶液とした（nニ1）。

・22mga．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フ㌧、分朽試料溶液とした（n＝1）。

　得られたをク叩r2一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4一ク叩老マ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4一ク口

口ー2一ニトロア⇒ンの濃度は、次式により算出した。

4一ク叩一2一二桓アニリンの濃度（mg　a、i．ノL）＝

　　　　　　分析試料溶液の4一ク叩一2一ニトロア⇒ン濃度（測定値：mg　a．i』／L）×・希釈倍率

3110
KOEI　TECHNO
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試験No．TO8007－B

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争クロロー2一ニトロア⇒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4一クロロー2‘トロア⇒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、定量限界はパリテ㌧ション試験（試験番号：TO8007）の模擬試料の最低濃度である

O．0500mga．i．／しとした。

表1試験液中の4一ク叩一2一ニトロア⇒ン濃度測定詰果（0時間及び72時間）

試験液
無処理

ﾎ照区

LOmg　a．i．

@／Li区・

2．2mg　a．i．

@／L区

4．6mg　a．i．

@／L区

10mg　a．i．

^L区

22m言．a．L

^L一区

0時間（mg　a．i．／L） 〈0．0500 0，996 2．16 4．56 9．92 22■』2

72時間（mg　a．i．／L） く0．0500 1．02 2．14 4．52 10．1 22．0

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汐叩一2一ニトロアニリン測定値の報告は、四捨五入により有効桁数3桁に丸めたる

1L保管すべき記録及び資料
　　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

4／10
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試験No，TO8007－B

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

　GLP）に基づき実施した。

以上

5／10
KOEI　TECHNO
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試験No．TO8007－B

4一ク叩一2一ニトロアニリン

W準液濃度（m　ai，／L）
AREA

0．0250 14879

0．0375 22854

0．0500 30517

0．0625 37845

一〇．0750 45561

AREA
50000

40000

30000

20000

10000

0

yニ611000x－211
　　　　r＝1．00

「
一
、
、

0．000　　　　　0、020 0．0垂0’ σ．060　　　　0，080 0．100

濃度（lhg　a，i．／L〉1

図1　HPLCによる4一ク叩一2一ニトゴアニリンの検量線（例）

6／10
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試験No．TO8007－B
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図2　4一ク四一2一ニトロアニリン標準液・（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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試験N。．TO800了一B
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1．Omga．LIL区のクロマトグラム（例）
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図5　2，2mga、LIL区のクロマトグラム（例）
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試験No．TO8007－B
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図6　4．6mg　a．i．ノL区のクロマトグラム（例）
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図7　10mga．i．／L区のクロマトグラム（例）
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試験No．TO8007－B
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図8　22血ga．i．／L区のクロマトグラムニ（例）
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付属資料一3・試験液中の牛クロロー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デーション試験

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03U21004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

，（

KOEI　TECHNO

受領年月日

受領者

抽、3ノイ
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変更局番号：TO800H

最終報告書変更届
試験番号　＝TO8007

変更届番号：TO8007－1

　　へ㌧ヅ番号二1／3

表題：生態影響試験における試験液中の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

1．変更箇所

　①1／11へ’一ヅ

　②3／11へ。一シ’

③3／11へ’一ヅ

④6／11へ㌧ヅ

8．被験物質

11、分析法ハ’リテ㌧ションの実施方法（被験物質の採取量は純度にて換算した。）

11－6真度検討用模接試料の調製法
11．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1杢ク叩一2己トロアニリン直線性の確認及ぴ測定結果

，（・

2．変更内容
　（変更前）

　①別名：CNA
　②・50mg　a．i．／L摸擬試料．．

　　　　被験物質25．！0mg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プした。

　　　この溶液9．97mLを10mLメス万知に量りとり、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メスフラヌコに量りとり、試験水を加えて溶解させメスアッフ●した。

　この溶液0．98πiLを200mLメスフラスコに量りとり、試験水にてメスアヅプし10．0500mg　a・LIL模

　擬試料を調製したln＝1）。

③なお、定量限界1誘模崇試料の最低濃度（o．05血g　a・i・／L）とした。

（

KOEI　TECHNO
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変更届番号：TO8007－1

へ㌦ヅ番号二2／3

④

検量線
60000

50000

　40000驚

興30000

も
　20000

10000

］
0量OO　　　　　O．02　　　　　0、04　　　　　0．06　　　　　0．08　　　　　0、工0

　　　　　　　　濃度mg　a．i．／L

O

」

（
＝
　
＝a
b

639000

　－216

〈検量線の直線性＞

　　　　　　r＝
1．00　≧0．99

て変更後）

①罐璽’：CNA

②・50血g’a．i．／L模接試料’

　　て溶解させメスアップした覧ごの溶液9．97mLを10mLヌズ7マスゴに攣りとり、琶験水犀てメスアジプ

　　し（50、6mg　a．i．・／L模擬試料を調製した（n＝1〉。

、（

・0、05mg　a．i．／L摸擬試料

　　被験物質・ゆ．21m9一を1000皿Lメ刃ラス9に量りとり、試験氷を加え
　て溶解させメネア艶プし準。ごの溶液0、98mLを200皿Lメスフラ知に．量りとり、試験水にてメスアップ

　し・0・0500mg・aj・／L模擬試料を調製した（nニ1）。

③なお、定章限界は模撰試料の最低濃度擁薩灘諺とした。

KOEI　TECHNO
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変更届番号：TO8007－1

へ㌧ヅ番号：3／3

④

検量線
60000

50000

　40000揮

興30000

る
　20000

10000

　　　　　　　　…

　　　　　　　　1

　　　　、．一　罵一ア．　1

婆鞭籔幡羅鰍
　　　　　　　　｛

O．00　　　　　0∫02　　　　　0．04　　　　　0．06　　　　　0．08　　　　　0．10

　　　　　　　濃度（mga．i／L）

0

（

〈検量線の直線性＞

　　　　　　r＝
1．00　≧0．99

3．変更理由

　①誤記訂正。

．②記入もれ追記。

　③有効類字3桁のため誤記言万Eした。

　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。

．（． 2のア年’3”月．瑳ゆ日
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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

．（

　　試験番号：TO8007．

鮎年月日12・・9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
　　　生態影響試験における試験液中の4一クロロー2一ニトロアニリンの分析法パリデー汚ン試験

2．試験N　o　l

　　　　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GL　P）に従っで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。

己言口

，（

対　　象

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）幸

実　施　年　月　日

2008年12月　1日

2008年12月　3日

2009年
2009年

1月16日
3月12日

監査・査察報告年月日

2008年12月　3日『

2008年12月　3日

2009年　1月16日
2009年　3月12日

＊最終報告書変更届（No．TO8007－1、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

（一

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．測定値の算出法及ぴ数値の取扱い

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た統計処理計算方法

17．準拠したGLP

18．最終報告書の作成

、（
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験No．TO8007
1．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ハ’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4一クロ砕2一ニトロアニリン分析法のf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：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．試験関係者の氏名及ぴ所属

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目
2008年12月4目

2009年1月16目

　
ン
　
リ
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ロ
　
ト
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『
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ロ
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試験No．TO8007
9、主な試薬等

　試薬名
　アセトニトツル

　水
　試験水

等　級

HPLC用
超純水

脱塩素水

メーカー

ナカライテスク

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
　液体クロマトグラフ（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

M皿一Q　SPシステム

AX205

メーカー

日立製作所

日立製作所
日本ミリポア

メトラー」トレド

（1
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。）

　11－1検討項目

　　（1）検量線の直線性

　　　　5濃度の標準液より検量線（n＝1）を作成し、その直線性（相関係数：r）を検討した。

（2）再現性

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

（3）真度

　　模擬試料（0、05皿g　a．i．／L及び50mg　a．i．／L〉（n＝1）から分析試料溶液を調製（n＝3）した。これを

　HPLCにて測定（hニ1）し、真皮を検討した。

（4）標準液の安定性

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

，（

11－2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、5％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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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験No．TO8007

11－3HPLC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、4．6mml．D×150㎜）偵梱法人化学物鷺騰㈱
　カラム温度・　　＝40℃
　移動相　　　：水：アセトニトリル＝50：50

　流量　　　　二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　a．i／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、0、0500、

0．0625及び0．0750mga．i．／しの標準液を調製した（五二1）三この各標準液（0・0250・0・0375・0・0500・0・0625

及び。．0750mg乱しIL）のiOo．oμLにっき、n－3HPLc条件で試験を行い、それぞれの濃度を横軸に、

　被験物質のヒし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・a．i／L標準液を用いた。

11略真度検討用模擬試料の調製法
　・50mg　a．i．／L模擬試料

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

　　メスアップした。この溶液9．97mLを10mしメスフラスコに量りとり・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）。

　の．05mg缶i．／L模擬試料
　　　被験物質10．21㎎（純度補正値二1020皿g）を1000mLメスフラスコに量りとり・試験水生加えて溶解さ

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

　　a．i．／L模擬試料を調製した（n＝1）。

11－7真度検討痢分析試料溶液の調製法
11研調製した灘…難の・．・5mga．i．舶当量になるように希糺たものを分析翻溶液猷その

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

した（n＝1）。以下にその分析試料溶液の調製法を記した。

　・50mg　a．LIL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＝1）。

　・0，05mg＆i／L模擬試料のコントロール

　　試験水を分析試料溶液とした（n＝工）占

　・50mg　a．i．／L模擬書式非斗

　　1000mLメスフラスコに50㎎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’一クの同定は保持時間により行い、被験物質の濃度B（mg＆i．／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：皿g往i／L）×希釈倍率

真度（％）は、次式により算出した乙

真皮（％）＝（BIA）x100

　ここに、A：模擬試料中の被験物質設定濃度（1hga．i／L）

（

・模擬試料中り被験物質設定濃度、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．

・相関係数士は4蛍点以下2桁に丸め、CV値ば整数に丸めた。

・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11－3HPLC条件で試験を行い、検量線（n＝1）を作成し起得られた結果及び検量

　　線を添付資料1、クロマトを添付資料2二1～2－3に示した。

　　　検車線の直線性（相関係数：r）は、α0250～0．0750mg　a／しの濃壌範囲においてLOOと良好な直

　　綜性を示した．

13－2再現性
　　標準液（0．05mg・a：1／Pを調製（n＝1）し、U－3・HPLC条件で繰り返し6回測定し、ピーク面積から再現性

　（CV値）を検討した。結果を添付資料3（表1）に示した。

　　標準糠の再現性（CV値）は、脇と判断基準を満たした。

（
13－3真度
　　真度検討用模擬試料（α05及び50㎎＆LIL）から分析試料溶液を調製（ヂ3＞後、11－3H馬C条件で

　試験を行い、被験物質の濃度Bから真度を検討し紅結果を添付資料3（表2）、クロマトの一例を添付資料4

　に示した。

　　被験物質の真度は、模擾講料（0．05mg　aj／L）；平均iO1％及び模擬試料（50mg　a．LIL）；平均100％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（0．051ng　a．i／L）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。’級ﾊを添付資料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。

、

4／11 KOE王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、生テ」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

　　数値の平均け算術平均による。

（
17．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募、平成15q1・17製局第3暮、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

2σグア年　ノ月！6日

試験責任者：

（

5／11 KOEI’TECHNO
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試験No，TO8007

添付資料1
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4一クロロー2一⇒ロアニリン直線性の確認汲び測定結果

　　　　　検量線

　　　　　　　　　　　　　一
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〈検量線の直線性＞

　　　　　　τ＝

〈検量線＞

1．00≧0．99

濃 ARBA
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4． 0．0625’ 40446

⑤ 0．075σ 46772

＜分析試料溶液＞

，（

AREA 濃度

分析試料溶液
をクロロー2一ニトロ

@　ア⇒ン

4一クロロー2一ニトロ

@　アニリン

imga．i．／L）

50m　a．i．／Lh＝1 32173 0．0507

50m　a．i／Ln＝2 31845 0．0502

50m　a．i／Lnニ3『 31743 0．0500

005m　aiILn＃1 31771 0．0501

005m　a．i．／Ln＝2 32081 0．0505

005m－a．i．／Lnニ3 31926 0．0503

6／11 KOEI　TECH［Nτ0
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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〔佑）
4咳ロロ覗一二トロア副ン

n．0500㎎a．i．／L標準液 4一クロロー2二二桓アニリン
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（佑）＝ 0≦5留

（

安定性：

表2真度

　再現性で求めた　　　31768　　　く　　24時間後の32051
AREAの平均一3σ；　　　　　　　　　　　　AREAニ

模擾試料
設定濃度
img乱i．／L）

@　A

分析断溶液の
@被験物質
w乱レL〕

被験物質の

@濃度
ﾊ一」L／D

@　B

（％）

b

（％）

@D

50m　a　i　IL　F1 500 0050了 50．7 1㎝ 100

50m　a　i　IL　nマ 500 0．0502 50．2 100

50m　a．i　IL　n＝3 500 0．0500 500 100

005皿a　i／L　n＝1 00500 00501 0．0501 100 101

〇一〇5血a　i　IL　n＝2 00500 0．0505 0．0505 101

005m　a　i　IL　n＝3 O　O500 00503 00503 101

〈　　再現性で求めた

　AREAの平均＋3σニ
32632

A：設定濃度6ng’邑．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〔mg　a．i，／L）x希釈倍率（50mg　aj／L：10DO倍，0．05mg圧j．／L：1倍）

C：真皮（、）耳（BIA）xIOO

D：平均真度（9

．（

10／U KOEI　TECHNO



55／
69

0809EA

試
験
No．
TO8007

KOEI　
TECHNO

’

　
　

@　@　@　@　@　@　@　@■叢遜

　
　

@　@　@　@　@・豆・詑簗顛

…マ一一．．署一コ．』一一x．．．一－一．．．ーミ選箋鉾訳無

　　　　　　　　　　　82蓋よ候茸O†至ノ2

一＝一（　
　
o

　
＝

　
』

　
x
　
‘
　
§
…
ず
婁

　
　
亀
　
7

貞
　
一
斎

葱
一
菖
茜
【

難
i

｛U＝h一帥客．｝P

模
擬
試
料
の
液
体
ク
ロ
マ
ト
グ
ラ
ム
の
一
例

蝉奉燈

「，F卜’
軽口

q一
S厨…呵

トい…　　　　　　　皇

”摩凌写説鴫曜蝦↑㌧

岬零誓
1二

殉
．
昌
｝g零2州

トい…　　　　　　　O＝

”肇hh貰柔暖喜裂↑k

1／
ユ
ユ

§‘

惚
り
置
，

一8．O

§，O

．一8．6

養　づ
一34

■B一

面
翻
魯
■

　
　

@
　

@
　

@
　c
…醤　　　　』一周”§

i一一嶺乳陰軋越馨　

30．8，”馴く胡
　　　　　画・呈露Oヰ竹鋸

h8。β．。壽誕

・謡
言．O

一8．●

桐8．O

（8，0

喜．O

§．●
§一

【8、O

伽
葦
葺
昏
■

03

傘、藍
、蟹総

　　…齢

添
付
資
料
4

（



0809EAI　56！69

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（メタ功（0σz7お治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堵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

之σσア年3月∫定日

KOEI　TECHNO

受領年月日

受領春

初ノ、♪／6
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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

　　ペーヅ番号＝1／3

表題：生態影響試験（メタ衡（0麗な5加碑5）に対する急性毒性試験）における試験液中の4一夘チ

　　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’一シ’

　③3／6ペーシ’

④4／6ページ

8．被験物質

1L試験方法
12．結果

添付資料1検量線の一例

（ 2．変更内容
　（変更前）

　①毅．二｝』培・：CNA

②11－2検量線の作皮垂選麺㈱雛麟無識蒸髄騰購ll》

③試験液中の4一ク叩一2‘トロア⇒ンの濃度測定結果を表1、無処理対照区、0．5mga．i．／L区及

　び10皿g　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。

表14一ク叩一2一ニトロアニリンの濃度測定結果

（

　　　　　　　　　　r椿　　■S一クロ口幅2一ニトロアニリン濃度熟皿g　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

霧
『
㍉
？ ＿透

逐
一
｛
下

0．5mga．i／L区 0，506 0，488 0，498 0，476

10mgaj／L匿 9．96 9．74 10．1 9．72
一

垂鯵購齢嫌適齢二／L蹴・
養2：測定しながづ撫

受領年月日

受領者

よρo、♂、／6

KOEi　TECHN（〕
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変更届番号：TO8007－G－1

へ㌧ゾ番号：2／3

④

（

　
ナ

騰
15・…l
i4・…l

l：：謝

i　ID。。。

l　　o
l　O・0。000・02000・0400
1

0・06000・D8000・1000mg／L

　　　　　　　　一
　　　　　　　　　　　　　　　a＝639000

　　　　　　　　　　　　　　　bニ132’

　　　　　　　　　　　　　　　R＝1．00

　　　　　：CNA

③試験液中の4一ク面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　a・i・／L区及

　び10血g　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了トクラム

（

4一クロロー2一ニトロアニリン濃度（mg　a．i．／L）

試験液
o時間 24時間 48時間 96時間

無処理対照区
－■@　1

q⑳609 ＿紅 諦ヌ ＿藝

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

表14一ク即身一ニトロアニリンの濃度測定結果

＊1測定しなかった。

KOE「TECHNO
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変更届番号：TO8007－G－1

へ㌧ジ番号：3／3

④

『I　　AREA…
　70000 一　　　　　1
60000

50000

40000

30000

20000

10000

0層0000　　　　0．0200　　　　0．0400　　　　0．0600　　　　0．0800

0

04騨

（

3．変更理由

　①誤記訂正。

②誤記訂正。

　③定量限界をバリデーション試験（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ア年3月／之日

．（

K〔）EコTF；（二HN〔）
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試験No．TO8007－G

・最終幸侵告書

（
生態影響鰍（メダカ（伽励鯛に射る急性毒性轍）における隷液中の

　　　　　　　　4一クロロー2一ニトロアニリンの水中安定性試験

，（ 　　試験番号：TO8007－G

報告年月日：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1生保証報告書

1．試験の種類
　　　生態影響誰験（メダカ（0αz腐屠4フθ訓こ対する急性毒性試験）における試験液中の

　　　4一ク凹一2一ニトロアニ1ルの水中安定性試験

2．試験N　o．

　　　TO8007－G

，（．

3．被験物質の名称
　　　4一クワロー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1r

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、当施設で定めた信蔑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）

2008年12月　1日

2008年12月　8日
2008年12月12日

20・08年士2月　5日

2008年12月　8日
2008年12月12日

最終報告書監査

最終報告書監査（再）事
2009年
200・9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．TO8007－G－1、2009．3、12付）による再監査．

一旦一 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－G

目 次

（

　
　
　
　
　
　
　
　
．
0
1
2
3
4
5
6
7

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1
1
1
1
1
1
1
1

表題

試験目的

試験委託者の名称及び所在地

試験施設の名称及び所在地

試験関係者の氏名及び所属

試験番号

試験期間

被験物質

主な試薬等

主な機器

試験方法

結果

試験関係資料の保管

試験の成績に影響を及ぼしたと思われる環境要因

テ㌧タめ解析に使用した統計処琿計算方法

準拠したGLP

最終報告書の作成

，（

KOBI　TECHNO
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験No．TO8007－G

L表題
　生態影響試験（メダカ（0㎎腐盆ゆ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

リンの水中安定性試験

2．試験目的

　　本試験は、生態影響試験（メダカ（0肱加准ψ諭に対する急性毒性試験）における試験液中の4一クロロ

　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

，（一

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5日

2008年12月8日

2008年12月12日
2009年1月16日

8．被験物質

　名称：4一クロロ老一ニトロアニリン

　略　称：CNA
　Lot　No．：GJO1

　純度：99，9％

　製造者1
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試験No．TO8007－G

9．主な試薬等

　試薬名
　アセトニトリル

　水
　試験水

筆　級

日PLC用

超純水

脱塩素水

メーカー

ナカライテスク

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

辮　液体クロマトグラフ（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
Milli－Q　SPシステム

AX205

メーカー

日立製作所

日立製作所
日本ミリホ’ア

メトラー・トレド

（

（

11．試験方法．

　U－1HPLC条件
　　装置　　　　　：日立製作所製L－7000システム

　　デニタ処理装置：日立製作所製D－7000
　　カラみ　　　　　　：L－column　ODS（5μ皿、4、6m血LD×15㎞X財団法人化学物質評価研究機構製）

　　カラム温度　　　：40℃

　　移動相．　　二水：ア跡ニトリルニ50：『50

　　流量　　　　　：LOmL／min
　　・波長　　　　　＝UV230nm

　　感度　　　　　＝1AU／V
　　注入量　　　　：100．0μL

11－2i検量線の作成（被験物質の採取量は純度にて換算し蔦）
　　被験蛎質12．51mg（純度補正値三12．5Gmg）を1000血L跡7ラ知に量りとり、水を加えて溶解させ

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

0，0625及び0、0750mg　a．i／しの標準液を調製した（hデ1）。こφ各標準液（0、0250、0，0375、0．0500、

　0：0625及び0．0750mga．LIL）の100．0μしにつき、1H　HPLC条件で測定を行い（nニ1）、それぞれの

　濃度を展軸に、被験物質のヒ㌧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＃3’ ｪ析試料の測定
　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

溶確とした。・分析試料溶液100．0μLにっき1H　HPLC条件で試験を行い（n＝1）、被験物質のヒしク

面積を測定し、回帰直線式より分析試料濤液の被験物質濃度＠g　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1mLを10mLメス万スコに正確に量り、水を加えてメスアップし、分析試料溶液とした（nニ1）。

・10mga、i．／L区

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

　　　　　　　　　　　　　　　　　　2，／6　　　　　　　　　　　　　　　　　　KOEl　TECHNO
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試験No．TO8007－G
分析試料中の被験物質の濃度6ng＆i．／L）は、次式により算出した。

被験物質の濃度6㎎aj、／L）＝分析試料溶液の被験物質濃度6nga．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　a・i／L区及び10mg

乱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。なお、定量限界はハ’リテ」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．1．／しとした。

（ 表14汐ロロー㍗ニトロアニリンの濃度測定結果

試験液
4一クロロー2一ニトロアニリン濃度（mg　a．i．／L）

0時間 24時間 48時間 96時間

無処理対照区 〈0．05DO
＿章1 ＿輔 ＿車1

0．5mg　a．i．／L区 0，506 0，488 0，498 0，476

10mg　a．i／L区 9．96 ．9．74 10．1 9．72

＊1測定しなかづたっ

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、生テL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。

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．テ」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

Zooヂ年　！月／6日

試験責任者：

3／6 KOEITBCHNO
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添付資料1　検量線の一例
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．【検量線】

4一クロロー2一ニトロアニリン
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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グラムの一例
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添付資料40．5mga．i．／L区の液体夘マトグラムの一例
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添付資料510皿g　a．i．／L区の液体夘マトグラムの一例
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藻類生長阻害試験結果報告書

11一般的事項

新規化学物質の名称

i1UPAC命名法による）
4一クロロー2一ニトロアニリン

別　　　　　　　　名 一

C　A　S　番　号 89－63－4

構造式または示性式

iいずれも不明な場合は、そ

ﾌ　製　法　の　概　要　）

　　　NO2

@　　　　　’NH2
@　　、
@
　
1
　
　
　
／
C
1

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　ぴ　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！水分配係数 不明

融　　　　　　　　点 118℃

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

エーテル 可溶 一

溶媒に対する溶解度等
酢酸 可溶 一

メタノール 微溶 一



2．試験液の被験物質濃度の分析法

項　目

分析方法

前処理法

件条量定

法方

被験物質濃度が0．05mg　a．i．1L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．ノL）＝分析試料溶液の4一クロロー2一ニトロアニリン濃度×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：30mLノ試験区（うち、遠心分離後の上澄み液から20mLノ試験区を

　　　　　　　採取し分析に供した。）

サンプリング法：暴露開始時は試験液調製後、各試験容器に分注する前に30mL

　　　　　　　ずつ採取した。終了時は各連の中層から10mしずつ（無処理対照

　　　　　　　区のみ5mしずつ）採取し、試験区毎に混合した。

試験液中の藻体を遠心分離（50mL容ガラス製試験管使用、1750G、10分）により

除去した。上清部分を必要に応じて超純水にて希釈した。

装置（HPLC）：

データ処理装置：D－7000

カラム：

カラム温度：

移動相：

流量：

波長：

感度：

注入量：

定量限界：

平均回収率1

L－7000システム　日立製作所製

　　　　　　　日立製作所製

Lcolumn　ODS（5μm、4．6mm　LD×150mm）

40。C

超純水：アセトニトリルニ50：50

1．Om口min

UV230nm
l　AU〈！

100．0μL

O．050mg　a．i．1L

O．05mg　a．i．／L（101％）、50mg　a．i．1L（100％）



3．試験材料及び方法

項　目 内容

試験方法

試験生物
種（学名・株名）

Pseαdo短κカηe〃e〃a　sαbcaρ’ホa’a

`TCC22662株

入手先 American　Type　Culture　Co11ectlon

対照物質への感受性

@　　（EC50）

@（対照物質名）

0－72h　E，C50：0．63mg／L

dクロム酸カリウム（関東化学㈱製、試薬特級）

前培養
前培養の期間

3日間

Q009年1月16日～2009年1月20日

培地名 OECD培地

環境条件（水温、光強度）
21±2。C

U2～65μE！m2！s

試験条件
試験容器

300mL容ガラス製三角フラスコおよび通気性シリ

Rーン栓

培地名 OECD培地

暴露期間 本試験：2009年1月20日～2009年1月23日

試験濃度（設定値）
1．0、2．2、4．6、10および22mg　a．i．1L

�艪Q．2（＝訴6）

初期生物量 1×104ce”s！mL

連数 試験濃度区 3連

対照区 6連

試験溶液量 100mL1試験容器

助剤の有無 無

種類 一
助剤

濃度 一

助剤対照区の連数 一

培養方式（振とう培養、

ﾃ置培養、連続培養等）
振とう培養（100rpm）

水温又は培養温度 実測値：20．1～21．4。C

照明（光強度・時間等） 実測値：63～74”Elm21s

結果の算

o方法
速度法

E，C5。：Logit法

mOECr：多重比較検定（Dunne廿、αニ0．05）



4．試験結果及び考察

項　目 内容

毒性値 0－72h　ErC50：8．5mg　a．i．！L

n－72h　NOECr：2．1mg　a．i．！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、室温で約22時間スターラー撹絆して試験

ｴ液を調製した。

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全て満たしており、本試験はガイドラインに準

ｶて適切に行われたと判断した。

5．藻類の生長曲線および濃度一生長阻害曲線

1．OE＋07

1、OE＋06
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rムー4．6mg　a．i．1L

＋10mg　a．i．1L

＋22mg　a．i．！L

0 24 48 72

時間（hr）

図1．藻類の生長曲線
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図2．藻類の濃度一生長阻害率曲線（生長速度）

100

6．その他

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　兵庫県宝塚市高司四丁目2番1号

d言舌：0797（74）2100　　FAX＝0797（74）2715

試験責任者 職　　氏　　名

経　験　年　数 22年

試　験　番　号 0809EAI

試験　期　間 2008年11月6日～2009年3月25日

作成責任者
所　　属

住化テクノサービス株式会社

ﾂ境科学センター　環境生態部　環境生態チーム

氏　　名




