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試験実施概要

L　表
題：エチレンジアミン四酢酸の藻類（5θ1θ刀85’∫α盟08ρrioo∫〃ロ加⑦に対する生長阻害

　　試験

2．試験目的：エチレンジアミン四酢酸の藻類（5θノθ朋舘凹田偲ρがσ01∬扉画》に対する生長阻害

　　　　　　　　試験を行い，50男生長阻害濃度（EC、o）及び最大無作用濃度（NOEC）を求める。

3．　試験オ法：OECD化学品テストガイドラインNα201「藻類生長阻害試験」（1984年）に準拠

4　適用G　L　P：日本国環境省総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リスク評価室長通知「生

　　　　　　　　態影響試験実施に関する基準の改正について」（別添）r生態影響試験実施に関す

　　　　　　　　る基準」（環保安第242号，2001年）

5．　試験委託者：

1）　名　　　称：環境省

2）　住　　　所：〒100－8975東京都千代田区霞ヶ関1丁目2番2号

3）　委託責任者：総合環境政策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：

1）　名

2）　住

3）　代　表

称：財団法人　日本食品分析センター

所：〒151－0062東京都渋谷区元代々木町52番1号

者：

7．試験施設：

1）　名

2）　住
称
所

3）　運営管理者：

財団法人　日本食品分析センター　多摩研究所

〒206－0025東京都多摩市永山6丁目11番10号

〒206－0025東京都多摩市永山6丁目21番6号（別館）

　　　　　（多摩研究所長）
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8．試験責任者

　　所　　　属：環境科学部

氏 名

9．　分析担当責任者

　　所　　　属：応用試験部　農薬試験課

　　氏　　　名：

10．試験担当者
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所　　　属：環境科学部

氏　　　名：

環境生物安全課

分析系

所　　　属：応用試験部　農薬試験課

氏　　名・■■■■

1L試験日程
　　試験開始日：2002年12月20日

　　実験開始日：2003年2月21日

　　実験終了日：2003年2月24日

　　試験終了日：2003年3月31日

12．記録及び資料の保管

　　　試験に関する下記の記録及び試資料は，1）については最終報告書作成後10年間または品質

　　低下を起こさずに保存し得る期間のいずれか短い方の期間，2）から5）については10年間，財
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その他必要なもの
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試験番号
第14011号

要 旨

灘環境省
表　　　題

　　　エチレンジアミン四酢酸の藻類（Sθ1θ朋5∫川辺08躍ノ00fπ蜘〃）に対する生長阻害試験

塑　　　第14011号
試験方法
　　　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

）
）
）
）
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11）

12）

13）

被験物質：エチレンジアミン四酢酸

暴露方式：振とう培養（100r／min），開放系（通気性シリコン栓）

供試生物：5θノθ朋部躍π偲ρfloO盟“加

暴露期間：72時間

試験濃度（設定値）：

　　　　　対照区，0．010，0．032，0．10，0．32，L　O，3．2，10，32及び100mg／1

　　　　　公比；3．2

試験液量：100ml／容器

連　　数：3容器／1，試験区

初期細胞濃度：1×104cells／ml

試験温度：22．1～22．5℃

照　　明：フラスコ液面付近で4，100～4，2001x．（連続照明）

　pH　　：44～8．0（試験液のpH調整は行わなかった。）

培　地：OECD化学品テストガイドラインに示されている培地

分析法：ガスクロマトグラフー質量分析法
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14011号

雛　　　　本試験で用いたOECD培地にはエチレンジアミン四酢酸ニナトリウム二水和物が含まれて
　　　いるため，培地よりエチレンジアミン四酢酸を除いた改変培地による検討試験を行ったが，

　　　通常の培地と比較して著しく生長が阻害される場合があった。よって，本試験では通常の

　　　OECD培地を使用したが，最低試験濃度区付近では暴露濃度としての被験物質に対する培地

　　　中の成分量の割合が高いため，本試験では測定値を用いて結果を算出することができなか

　　　つた。よって，以下の値は設定濃度を基に示した。

1）　50％生長阻害濃度（EC50）

　　面積法

　　EbC50（0－72）：1．1mg／1（95％信頼区間；L　O～1．2皿g／1）直線回帰分析法により算出した。

　　速度法
　　E，C50（24－48）：4．1mg／l（95％信頼区間；3．7～生5mg／1）直線回帰分析法により算出した。

　　E，Cso（24－72）：3．3mg／1（95％信頼区間；3，1～3、6mg／1）直線回帰分析法により算出した。

2）　最大無作用濃度（NOEC）

醜　　NOECb（0－72）：0．10mg／1（Du皿nettの多重比較法により算出した。）
謹　　NOECr（24－48）：L　O　mg／1（Dunnettの多重比較法により算出した。）

　　NOECr（24－72）：0．32皿g／1（Dunnettの多重比較法により算出した。）
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試験番号
第14011号

1　被験物質

L1　名称，構造式及び物理化学的性状

名　称：　　エチレンジアミン四酢酸

別　名：　　EDTA，エデト酸1）

CAS　Nα：　60－00－4

構造式：　　　　　o
　　　　　　　　か

　　　　～魚y㌔

　　　　　　　矧

　　　　　　　　　0

分子式：

分子量：

沸点：

融点：

水溶解度：

比重：

pKa：

logPow：

蒸気圧：

均一性：

安定性：

生分解性：

その他：

出典：

CloH16N208

292．251）

240℃（分解）3）

0．51g／11），0．509／12）

1．651（25／4℃）1）

1．572．0，2．68，6．11，10．171）

　　　　　　　　　　　　　　　　｝一1．97（計算値）1）

〈L33Pa（〈0．01㎜Hg）1）

同一ロットのものを使用した。

通常の使用においては安定である蹴240℃以上に加熱すると分解する3）。

難分解D

重金属イオンと強固な溶解性錯塩を形成する1）・

1）財団法人　化学物質評価研究機構：“既存化学物質安全性（ハザード）評価

　　シート”（1997）

2）Merck＆C。、，Inc．，“TheMerckIndex”，11thEd・（1989）

3）　　　　　　　　’“製品安全データシート”（1993）

L2 供試試料

　純度：99．9男

　ロット番号：408C2281

　供給者：

　供給量：25g×4本

　入手日：2002年12月5日

　外　観：白色結晶，無臭
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14011号

し3　保管方法及び保管条件下での安定性

　1）保管方法

　　　被験物質は当センターの被験物質保管庫（冷蔵庫）に保管した。

　2）被験物質の確認及び保管条件下の安定性

　　　入手した被験物質について赤外分光光度計により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．また，試験終了時にも同様にス尽クトルを測定し，試験開

　　始前のスペクトルと変化が認められないことを確認した。その結果，被験物質は保管条件

　　下において安定であったと判断された。

2　供試生物

　　1）学名：Sθノθ〃8s’∫∬盟08ρがσo∫刀σ加盟

　　　　　　　　　（現在の学名はP5θ〃の幻■σ加θ■iθ118s〃か08ρi’818に変更されている・）

　　2）　株番号：ATCC22662株

　　3）　入手等：舳erican　Type　Culture　Collectionより入手（2000年9月7日）したものを，

　　　　　　　　　当センターにおいて無菌的に継代培養した種である．使用藻類は6ヶ月毎に

　　　　　　　　　細菌検査を行い，無菌性が確認されたものを使用した．

　　4）　基準物質による検定の結果：基準物質（重クロム酸カリウム，試薬特級）による72時間の

　　　　　　　　　　　　　　　　　50％生長阻害濃度EbC50は0．53mg／1（2003年2月7日）であ

　　　　　　　　　　　　　　　　　つた。当センターにおける2000年11月以降のEbC50値のバ

　　　　　　　　　　　　　　　　　ックグラウンドデータ（0．70±軌10mg／1）と比較した結果，

　　　　　　　　　　　　　　　　　供試生物の感受性は，やや高い状態にあると判断した。

　　5）　前培養：試験に供する藻類は試験条件と同じ条件で暴露開始前に3日間培養（2003年2

　　　　　　　　　月18日～2月21日）したものを使用した。前培養終了時に，変形や異常な細

　　　　　　　　　胞の出現が無いことを確認した。

　　　　　　　　　　なお，前培養終了時の細胞濃度は343．10×104cells／mlであり，対数増殖

　　　　　　　　　期にあると判断した。

3　試験方法

3．1

　1）

　2）

　3）

　4）

　5）

　6）

　7）

　8）

試験条件

暴露方式：振とう培養（100r／min），開放系（通気性シリコン栓）

暴露期間：72時間

試験液量：100ml／容器

連　　数：3容器／1試験区

初期細胞濃度：1×104cells／ml

試験温度：22．1～22．5℃

照　　明：フラスコ液面付近で4，100～4，2001x．（連続照明）

　pH　：4．4～8．0（試験液のpH調整は行わなかった。）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14011号

3．2　培地

　　　　前培養及び試験ともに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。．

　　　培地は滅菌したものを使用した。

　　　　培地の成分表を付属資料一1に示した。

3．3　試験容器，藻類培養試験装置及び機器

　1）　試験容器：500ml容ガラス製三角フラスコ［株式会社　前田製作所］（容器のサイズ；底

　　　　　　　　面の内径約10cm×高さ約17cm．試験容器には通気性のシリコン栓をした。）

　2）　藻類培養試験装置：光照射式恒温振とう機　TA－60RL［高崎科学器械株式会社］

　3）　光学顕微鏡：CK2［オリンパス光学工業株式会社］

　4）　粒子計数装置：コールターZ1［ペックマン・コールター株式会社］

　5）　粒子計数装置用電解液：ISOTONH［ペラクマン・コールター株式会社］

　6）　血球計算盤：THOMA［エルマ販売株式会社］

　7）　pH計：田一14P［東亜ディーケーケー株式会社］

　8）　温度計：AP－210E［安立計器株式会社］

　9）　照度計：NH332眠’Lコーポレーション］

3．4　試験濃度の設定

　　　　予備試験において，100mg／1の濃度区では藻類の生長が99％阻害（1A）され，0．010mg／1

　　　の濃度区で藻類の生長阻害が認められなかったことに基づき，本試験では，100mg／1以

　　　下の濃度を公比3．2で9濃度区（0．010，α032，α10，0．32，1．0，a2，10，32及び100mg／1）

　　　設定した．

　　　　なお，予備試験の結果は付属資料一2に示した。

3．5　試験液の調製

　　　　試験液調製時の培地は，調製前に恒温槽内で23±2℃にした・

　　　　被験物質を超音波処理により培地に溶解させ被験物質原液（100㎎／1）を調製した。こ

　　　の原液を培地を用いて希釈し，被験物質溶液（10及び1．O　mg／1）を調製した。

　　　　これらの原液及び溶液を培地に添加して各濃度区の試験液を調製した。

　　　　対照区には，培地のみの無処理の対照区を設けた。

　　　　なお，被験物質は純度が99．9％と高純度であったため，純度を考慮せず秤取した。よ

　　　って，設定した試験濃度は，供試試料の濃度として示した。また，被験物質原液は用時

　　　調製とした。

3．6　試験液の分析

　　　　試験液中の被験物質濃度の分析は，ガスクロマトグラフー質量分析計を用いて，全試

　　　験区について，暴露開始時（0時間）及び終了時（暴露開始後72時間）に行った。なお，暴露

　　　開始時は分析用及び4連分（pH及び水温測定用を含む。）を同時に調製した容器から講験液

　　　を50m1採取して分析用試験液とした。暴露終了時は各試験区のそれぞれ3連の試験容器
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から等量ずつ採取し混合した50mlを分析用試験液とした。暴露終了時の分析に際しては，

採取した試験液を遠心分離により，藻体を除去してから行った。

　なお，分析方法は付属資料一5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1×104cells／皿1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た。その後，24，48及び72時

　　　間に細胞濃度を測定した．なお，細胞濃度の測定は，粒子計数装置により行った。

　　　　試験液中の藻類について，暴露開始後，24，48及び72時間に肉眼による色調観察を，

　　　さらに72時間には顕微鏡下での細胞形態観察を行った。

　　　　試験液調製時の水温及びpHは3容器とは別の予備1容器について測定し各試験区の暴

　　　露開始時の水温及びpHとし，終了時には各試験区の3容器のうち1容器について水温及

　　　びpHを測定した。暴露期間中，培養装置内の温度，照度を1日1回測定した．

　　　　なお，暴露期間中の試験液についてはその状態（外観等）を観察し，記録した。

4　結果の算出

　4．1生長曲線

　　　　試験区及び対照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

　　　次に下記の方法（面積法及び速度法）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（1A）

　　　生長曲線下の面積は次の式により算出した。

…許一箸2輪×（“）＋…噸恥嬰輪×（怖）

　　　　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（cells／ml）

N，：t。時の実測細胞濃度（cells／ml）

t1：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

t，：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試験区における生長の阻害百分率（1＾）を次の式により算出した。

　　！4一1i
1　躍　c　　’×100
　■
　　　　オ
　　　　c
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で▼」7
」

　A。：対照区の生長曲線下の面積

　Al：各試験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（1⊇

　　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。

　　　hlIV－1nIV
　　　　　”　　　　　　1
　μ＝
　　　　ら一！1

　　　ここで，

NI：t　I時の実測細胞濃度（cells／ml）

N，：t，時の実測細胞濃度（cells／ml）

t1：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

t、：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）より各試験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＝μc一μぽ×100
餌

　　　μc

　　ここで，

μ。：対照区の平均生長速度

μ1：各試験区における平均生長速度

4．3　結果の算出に用いた試験濃度の決定

　　　　試験に用いた培地に被験物質と同様の成分が含まれており，測定値をそのまま用いて結

　　　果の算出は行えなかったため，結果の算出に用いた試験濃度は設定値とした。

4．4　50％生長阻害濃度（EC50）の算出

　　　　4．2で算出した面積法及び速度法による生長阻害率（1A値及び1．値）を用いて50％生長

　　　阻害濃度（EC50）を算出した。

　　　　各試験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ECso値を算出した。同時に，

　　　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E，Cso（24－48）またはE，C50（24－72）と記載した。

4．5　最大無作用濃度（NOEC）

　　　　Dun皿ettの多重比較検定（片側，有意水準：α＝0．05）により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）と記

　　　載した。

13／41



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14011号

4．6　統計的手法

　　　　本試験結果に使用した統計ソフトを以下に示した。また，統計ソフトの入力値とその

　　　出力結果を付属資料一4に示した。

Yu㎞s統計ライブラリー　生物検定編（ユックムス株式会社）

5　結果及び考察

　5．1　試験液中の被験物質濃度

　　　　　暴露開始時及び終了時（72時間後）に試験液中の被験物質濃度を測定し，その結果を

　　　　Table1に示した。

　　　　　暴露開始時及び終了時（72時間後）の試験液中の測定濃度は，それぞれ0．08～8＆5mg／1，

　　　　0．05～9L5mg／1（設定濃度：0．OlO～100mg／1）であり，対照区の測定値を差し引くと，

　　　　それぞれ，0．00～8＆4mg／1，αOl～91．5mg／1であった．各濃度区の測定値から対照区

　　　　を差し引いた値の設定濃度に対する割合は，暴露開始時88～105露，暴露終了時（72時間

　　　　後）が92～125％であった。ただし，開始時のα010mg／1濃度区においては，対照区の測

　　　　定値の設定濃度に対する割合が大きかったため，算出は行わなかった。

　　　　　本試験で用いたOECD培地にはエチレンジアミン四酢酸ニナトリウム二水和物が含まれ

　　　　ているため，培地よりエチレンジアミン四酢酸を除いた改変培地による検討試験を行っ

　　　　たが，通常の培地と比較して著しく生長が阻害される場合があった。よって，本試験で

　　　　は通常のOECD培地を使用したが，最低試験濃度区付近では暴露濃度としての被験物質に

　　　　対する培地中の成分量の割合が高いため，本試験では測定値を用いて結果を算出するこ

　　　　とができなかった。よって，以下の値（50％生長阻害濃度及び最大無作用濃度）は設定濃

　　　　度を基に示した。

｝

5．2　試験液の状態

　　　　暴露開始時の試験液は無色透明であった。また，72時間後の試験液は，全ての濃度区

　　　において開始時と比較して変化が認められなかった。

5．3　生長曲線

　　　　暴露期間中の細胞濃度をTable2及び生長曲線をFigure1に示した。

　　　72時間後の平均細胞濃度は0．010mg／lで20L60×104cells／皿1，0．032皿g／1で206。00

　　　×104cells／m1，0．10mg／1で19舗0×104cells／ml，0．32mg／1で180．53×104cells／ml，

　　　1．0皿g／1で105．49×104cells／ml，3．2mg／1で21、53×104cells／ml，10㎎／1で5．95

　　　×104cells／ml，32mg／1で3．61×104cells／ml及び100皿g／1でし13×104cells／mlで

　　　あった。

　　　　なお，対照区では199．73×104cells／mlであった。

5．4　50％生長阻害濃度（EC50）

　　　　各時間における生長阻害率をTable3に，50％生長阻害濃度（EC50）をTable4に示した。

　　　また，濃度一阻害率のグラフをFigure2～4に示した・
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以上のことから，以下の結果を得た。

面積法

　EbC5。（0－72）

塵E，C5。（24－48）
E，C5。（24－72）

：L　l　mg／1（95％信頼区間；1．0～1．2皿g／1）

　直線回帰分析法により算出した。

：4．1mg／1（95％信頼区間；3．7～生5mg／1）

　直線回帰分析法により算出した。

：3．3mg／1（95％信頼区間；3．1～a6㎎／1）

　直線回帰分析法により算出した．

5．5　最大無作用濃度（NOEC）

　　　　最大無作用濃度（NOEC）をTable5及び以下に示した．

　　　　　醗
　　　　　　NOECb（0－72）：0．10mg／1（Dunnettの多重比較法により算出した。）

　　　　　灘
　　　　　　NOECr（24－48）：L　O　mg／1（Dunnettの多重比較法により算出した。）

　　　　　　NOECr（24－72）：α32mg／1（Dunnettの多重比較法により算出した。）

5．6　供試生物の観察された影響

　　　　肉眼による色調観察及び顕微鏡下での細胞形態観察の結果，全試験区において色調の

　　　異常，細胞の変形及び異常な細胞の出現は観察されなかった。

5．7　試験液の水温及びpH、

　　　　試験液の水温をTable6，pHをTable7に示した。

　　　　暴露期間中の各試験区の水温は22．1～22．5℃，pHは4．4～8．0であり，水温は23±2℃

　　　の範囲で試験環境条件を満たしていた。

5．8　試験計画書からの逸脱事項

　　　　なし。

5．9　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

　　　　なし。

5．10　試験の妥当性

　　　　対照区の暴露開始72時間後の平均細胞濃度は，199．73×104cells／mlであり，暴露開

　　　始時の細胞濃度の16倍以上に増加したため，本試験の成立が確認された。
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5．11　結果の評価と考察

　　　　試験液中の被験物質濃度の分析結果から，被験物質濃度は一定に保たれていたことが

　　　確認された．よって，暴露期間中の藻類は，ほぼ設定濃度通りの被験物質に連続的に暴

　　　露されていたと判断した。

　　　　本試験に使用する培地中に被験物質と同様の成分が含まれていたため，エチレンジア

　　　ミン四酢酸ニナトリウム二水和物（以下，「Na2EDTA」と略す。）を成分から除いた改変培地

　　　による検討試験（付属資料一3）を行ったが，正常な生長が認められない場合があり，Na2EDTA

　　　を添加しないことにより培地中の金属イオンが不安定となったためと考えた。よって，

　　　この改変培地は試験培地として適切ではないと考えられた。従って，本試験においては

　　　通常のOECD培地を使用し七試験を実施レた。しかし，最低試験濃度区付近では被験物質

　　　としての暴露濃度に対する成分量の占める割合が高いことから，本試験では測定値を用

　　　いた算出はできなかった。結果の算出には設定濃度を用いたため，結果の解釈に注意が

　　　必要であると考えられた。

　　　　なお，本試験では100mg／1の濃度区において，pHが4．6であったことから，pH’によ

　　　る影響を調べるために，pHを対照区と同等の値に調整し，検討試験を行った（付属資料一

　　　3）。また，本被験物質は水中の金属イオンと錯体を形成する性質を有しており，培地中

　　　の硬度成分や必須微量元素との反応により，藻類への取り込みが促進または阻害された

　　　可能性があり，これらが試験結果に影響を与える可能性が示唆された。そのため，硬度

　　　を150mg／1に調整した培地を用いて検討試験を行った（付属資料一3）。その結果，どちら

　　　の検討においても1．O　mg／1濃度区で阻害率が低くなる結果となった。このことから，pH

　　　の調整に使用した水酸化ナトリウムや硬度成分の添加により，増殖が促進し，見かけ上

　　　低毒性となったか，または被験物質が低毒性の物質に変化したためと推察した．よって，

　　　本試験結果は，被験物質そのものによる直接的な影響を評価した結果では無い可能性が

　　　あると考えられた。しかし，自然環境中に流出した場合，多くの場合環境水中において

　　　錯体となりうる可能性が示唆されるが金属イオンの存在の多少により，生物への影響が

　　　変化する可能性が考えられた。
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TableLMeasuredConcentrationoftheTestSubstanceinthe

　　試験番号
　　第14011号

Test　Water

　　Nomi皿al

Concentration
　　　（mg／1）

MeasuredConcentration（mg／1）卓

O　Hour
Percentof

　Nomina1
72Hours

Percent　of

　Nominal

Contro1

0．010

0．032

0．10

0．32

1．0

3．2

10

32

100

0．08

0、08

（0．00）

0．11

（0．03）

0．17

（0．09）

0．38

（0．30）

1．07

（0．99）

3．44

（3．36）

9．02

（8．94）

31．7

（3L6）

88．5

（88．4）

（94）

（90）

119

（94）

107

（99）

108

（105）

90

（89）

99

（99）

89

（88）

0．04

0．05

（0．01）

0．08

（0．04）

0．13

（0．09）

0．34

（0．30）

1．Ol

（0．97）

3．55

（3．51）

9．81

（9．77）

30．4

（30．4）

91．5

（9L5）

（125）

（90）

106

（94）

101

（97）

111

（110）

98

（98）

95

（95）

92

（92）

ネ Becaus　e　the　t　es　t　subs　t　ance　was　cont　ained　in　the　med　i　um　as　D　i　sod　i　u皿　Dihydrogen

Ethylenedia血eTetraacetateDihydrate，itwasdetectedinthecontroL　The
皿easuredconcentrationsineachtestwaterwerecorrectedbydeductingthatinthe
control，andthesevalueswereshowninparentheses、
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Table　2．　Cel　l　s　De皿s　i　t　ies　of　5θ1θ刀85’∫8皿　σ8ρfiσor∬π’〃皿dur　ing　the　72－Hour

試験番号
第14011号
Exposure

　　No口inal

Concentration

　　　（皿9／1）

CellsDensities（×104cel13／置D

No．

O　Hour 24Hours 48Hour5 72Hours

contro1
1
2
3

0
0
0

1
－
1

6．34

6．89

6．30

37．99

43，25

37．33

Average

　　SD 0
0

1
”
α

－
q
U

こ
」
3

直
U
O

39．52

3．24

204．40

202．40

192．40

199．73

　　6．43

0．010

1
2
3

0
0
0

1

1
1

6．11

6．27

6．69

35．44

38．09

37．42

202．

211．

191．

0
0
0

【
」
2
1Avorage

　　SD 0
0

L
α

塵
U
O

3
3

翫
0

36．98

1．38 0
8

塵
U
O

1
0
0
1

2

0．032

　　　1

　　2

　　3

Average

　　SD

0
0
0
，
0
0

L
L
L
一
L
α

駄
5
6
一
5
0

8
9
5

2
ワ
ー
0

36．51

36．87

33．01

201．

223．

192．

0
0
n
U

【
ヨ
7
8

1
9

7
？
U

35．46

2．13 0
3
0
9

皿
U
【
」0
1

2

0．10

　　　1　　　　　　　1．0

　　2　　　　　　　1．0

　　3　　　　　　　L　O

Ave　r　age　　　　　　　　　　1．O

　　SD　　　　　　　O．0

5．95　　　　35．41　　　　190．50
5．72　　　　　3L58　　　　199．40
5．97　　　　　34．96　　　　190．90

5．88　　　　33．98　　　　193．60
0．14　　　　　2．09　　　　　5．03

O．32

一
2
3

0
0
0

5．42

5．44

5．17

Average

　　SD
n
U
n
U

L
α

」
マ
【
」
つ
0
1

【
」
0

30．17　　　　176．60
34．27　　　　　17L20
32．67　　　　193．80
32．37　　　　　180．53

2．07　　　　　11．80

1．0

1
2
3

0
0
0

1
1
1

4．86

5．03

5．08

26．95

26．56

25．83

92．

110．

113．

皿
U
n
U
O

農
U
7
1

Avcrage

　　SD 0
0
L
α

9
¶
』9
1
4
0

26，45

0．57 9
7

」
噛
－

仁
U
1
0
1

1

3．2

　　　1

　　2

　　3

Average

　　SD

n
U
O
O
辱
0
0

L
L
L
い
し
α

a
3
3
一
3
0

2
9
9

9
7
9

11、16

11．96

U．53

21．

21．

2L

3
2
【
」

0
0
」
珊
8

0
0
9
1

1L55
0．40 3

8

【
口
2
1
0

2

10
1
2
3

0
0
0

1
1
1

3．13

3．29

3．89

4．17

5．28

5．64

Average

　　SD 0
0

L
α

4
0

」
階
」
燈3
0

3
7
0
7

仁
」
0

4．36

5．80

7．69

5．95

1．67

32

1
2
『
り

0
0
0

1
1
1

3．28

2．76

2．90

3、34

3．33

3．30

3．61

3．79

3．43

Average

　　SD 0
0

L
α

8
7
9
2
2
0

2
2
3
0

＆
o
｝ 1

8
6
1
3
0

100

　　　1

　　2

　　3

Average

　　SD

0
0
0
一
〇
〇

L
L
L
一
L
α

1
1
1
一
1
0

0
2
7

6
7
5

L45
1．07

1，35

L10
L　l8

L11

3
8
6
0

9
0

2
り
乙1
0

3
」
鷺1
0
1
0SD　ニ　Standard　deviation
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試験番号
第14011号

Tab　L　e　3．　Percen　t　age　Inh　i　b　i　t　i　on ofSθ1θ刀85’凹盟σ召ρ∫iσo溜〃’α皿

　　　No皿inal

Conoentration

　　　（口9／1）

　　　Area　Under

the　Growth　Curves
Gro▼thRate

No．

　　Area

A（0イ2hr）

I　nh　l　b　i　t　i　o皿

　　　（瓢）

1（0－72hr）

　　　Rate

μ（24－48hr）

1nhibition

　　　（z）

1（24－48hr）

　　　Rate

μ（24－72hr）

I　nb　i　b　i　t　i　o皿

　　　（男）

1、（24－72hr）

Contro1
1
2
3

34，567，200

35，721，600

32，959，200

0．074602

0．076539

0．074135’

0．072358

0．070420

0．071230

Average

　　　SD

34，416，000

1，387，393

0．075092

0．001275

0．071336

0．000973

0．010

1
2
3

33，672，000

35，390，400

32，918，400

2．16

－2．83

4．35

0、073246　　　2，46　　0．072934　　－2．24

Average

　　　SD

33，993，600

1，266，991 3
8

2
2
U

1
3

0．075174　　　　　　　－0．11

0．071733　　　　　　　　4．47

0．073384　　　　　　　　2．27

0．001725　　　2．30

0．073271　　　－2．71

0．069837　　　2．10
0．072㎝4　　　－0．95

0．001893　　　2．65

0．032

　　　1

　　　2

　　　3

Average

　　　SD

33，609，600

36，482，400

31，910，400

34，000，800

　2，310，968

」
讐
0
8
－
－
1

3
0
2
－
2
7

　
　
●

（
ム
翫
7
”
・
L
氏

　
一
　
一

0．080569

0．077136

0．070698

一7．29

－2，72

5．85

0．0マ5872

0。076129

0．072117

0．076134

0．005011

一1．39

6．67

0．074706

0．002246

一6．36

－6．72

－1．09

－4．72

3．15

0．10

1
2
3

32。186，400

32，280，000

32，131，200

6．48

6．21

6．64

0．074317

0．071190

0．073644

L　O3

5．20

1．93

0．072214

0．073986

0．072188

一1，23

－3．71

－1．19

Average

　　　SD

32，199，200

　　　75，221

」
℃
2

」
筆
2

臥
α

0．073050

0畢001646 2
9

ワ
ー
ー

ウ
4
0
ム

0．072796

0．001031

一2．04

L44

0．32

1
2
ウ
」

29，133，600

29，474，400

31，737，600

15．35

14．36

7．78

0
0
0

Average

　　　SD

30，115，200

1，415，335

12．50・卓

4．11 0
0

071531

076687

0768！6

075011

003㎝5

4
2
0
．
1
1

7
1
3
．
1
0

　
　
じ

生
乳
n
ム
ー
α
生

　
一

一
｝

α
0
Ω
二
α
α

072579

071855

075499

073311

001929

」
号
3
」
仕
．
7
1

　
　
一

7
7
8
冒
7
7

L
α
翫
一
且
2

－
　
一
　
一
一
一

L　O

　　　1

　　　2

　　　3

Average

　　　SD

18，豊53，600

20，265，600

20，390，400

19，603，200

1，256，940

47．25

4L12
40．75

0．071373

0．069333

0．067759

4．95

7．67

9．7了

0．061415

0．064404

0，064645

13．91

9．72

9．38

43．04“

3．65

0．069488

0．001812 6
2

」
℃
」
T7
2

0．063488

0．001799

1L　OO纏

2．52

3．2

1
2
3

5，578，800

5，750，400

5，746，800

83．79

83．29

83．30

0．043594

0．047883

0．044215

41．95

36．23

4L12

0．035292

0．036082

0．035425

50．53

49．42

50．34

Average

　　　SD

5，692，000

　　98，051

83．46”

0．29

0．045231

0．002318

39，77榊

3．09

0．035500

0．000423

50．10纏

0．59

10
1
2
3

1，575，200

2，152，800

2，610，000

95．13　　　　0．011953

93．74　　　　0．㎝9710

92、42　　　　0．015478

84．08

73．75

79．39

0．006905

0．011812

0．014198

90．32

83．44

80．10

Average

　　　SD

2，146，000

　　467，437

93、76帥

L36
0．㎝5714

0．003884

79．07幅

5．17

0．010972

0．003了18

84．62軸

5．21

32

　　　1

　　　2

　　　3

Average

　　　SD

夏，422，000

1，316，400

1，299，600

1，346，000

　　　66，352

95．87

96．18

96．22

0．000755

0．007823

0．005384

98．99

89．58

92．83

0．001997

0．006607

0．003497

96．09”

0．19

0．004654

0．003590

93．80・・

4．78

0．004034

0．002351

97．20

90．74

95．10

94．35・・

3．30

toO

　　　1

　　　2

　　　3

Average

　　　SD

264，000

2L1，200

234，000

236，400

26，482

99．23

99．39

99．32

一〇．004102

－0．O19778

－0．006290

105．46

126．34

108．38

一〇．007806

－0．007850

－0．007223

110．94

亘1L　OO

110．13

1
8

ウ
U
O

o
山
α

9 一〇．010057

　0、008490

113．39“

ll．31

一〇，007626

0．000350

110．69鱒

　　0．49

SD＝　Standard　deviation

＊α＝0．05（significantdiffere血ce）

榊α＝0．01（significaロtdiffεrence）
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Based　on

　　　　　　　　Table4．CalculatedEC50Values

I＾（0－72hr）value（Areasunderthegr・wthcurves）

試験番号
第14011号

EbC5。（0－72）

　　　（mg／1）

95－Percent Confidence　Li皿its
（mg／1）

Stat　i　s　t　ical　Method

1．1 1．0～1．2 Simpleregression

BasedonI．（24－48hr）value（GrowthRates）

ErC5。（24－48）

　　　（mg／1）

95－Percent Confidence　Limits
（mg／1）

Statistical　Method

4．1 3．7～4．5 S　i皿p　l　e　r　egr　es　s　i　on

Basedonl．（24－72hr）value（GrowthRates）

ErC5。（24－72）

　　　（mg／1）

95－Percent ConfidenceLi皿its
（mg／1）

Statistica1Method

3．3 3．1～3．6 Si叩leregression

Based　on

　　　　Table　5．　Calculated　NOEC

I＾（0－72hr）value（Areasunderthegr・wthcurves）

NOECb（0－72）

　　　（mg／1）

S　t　at　i　s　t　i　ca　l　Me　thod

0．10
Dunne　t　t’s　mu　l　t　i　c　ompa　r　i　s　on　t　e　s　t

BasedonI一（24－48hr）value（GrowthRates）

NOECr（24－48）

　　　（mg／1）

StatisticalMethod

1．0 Dunne　t　t’s　mu　l　t　i　c　ompar　i　s　on　t　es　t

Basedonl踊（24－72hr）value（GrowthRates）

NOECr（24－72）

　　　（mg／1）

Statistical Methgd

0．32
Dunne　t　t’s　mu　l　t　i　c　omPa　r　i　s　on　t　e　s　t

20／41
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試験番号
第14011号

Tab　l　e　6．　Temperature

　　　Nominal

Concentration
　　　（mg／1）

Temperature（℃）

O　Hour 72Hours

Contro1

　0．010

　0．032

　0、10

　0．32

　　L　O

　3．2

10

32

100

22．5

22．4

22．3

22．4

22．5

22．4

22．5

22．4

22．4

22．4

22．3

22．3

22．2

22．2

22．2

22．2

22．2

22．1

22．4

22．4

Table　7．　pH　Values

　　　Nominal

Concentration

　　　（mg／1）

pH

O　Hour 72Hours

Control

O．010

0．032

0．10

0．32

　　L

　3．

10

32

100

0
2

0
9
0
0
9
9
7
4
7
4

＆
τ
＆
＆
乳
乱
丁
乳
6
4

2
6
6
6
6
7
7
8
7
6

τ
τ
τ
乳
乳
乳
乳
乳
τ
4
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第14011号
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試験番号
第14011号

付属資料一1：0ECD培地

Table　l．　OECD　medium

Nu　t　r　i　ent　sal　t　s Concentration（mg／1）

NH4Cl

MgC　l2・6H20

CaC　lゴ2H20

MgSO4・7H20

KH2PO4

FeC13・6H20

N註2EDTA・2H20

H3BO3

MnC　lゴ4H20

ZnC12

CoC12・6HzO

CuClゴ2H20

Na2MoOぺ21｛20

NaHCO3

15

12

18

15

1．6

0．08

0．1

0．185

0．415

0．003

0．0015

0．00001

0．007

50

｝

〕

24／41



試験番号
第14011号

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　付属資料一2：

予備試験結果をTable1及び2に示した。

Table　l．　Cel　ls　Densi　ties　and　Percentage

予備試験結果

Inh　i　b　i　t　i　on ofSθノθ朋5！r∬皿σaρ∫iσo盟〃’〃π

　　　　　　　　　　　（Ra皿gefindingtesH）

　　　Nominal

Concentration
　　　　（皿9／1）

CellsDensities‡（×104cells／ml）
　　　Area　under

the　growth　curves

O　Hour 24Hours 48Hours 72Hours

Inh　i　b　i　t　i　on

　　　（％）

1＾（〇一72hr）

　　1、0

10

100

1．0

1．0

1．0

4．57

3．50

1。43

18．48

5．01

L39

76．29

5．66

1．43

34．9

90．2

98．9

Contro1 1．0 5．11 25．44 124．17

零：Base

Table

for

2
．

the　data　亨ere　the　values　standardized　on

Cel　l　s　Dens　i　t　ies　and　Percentage

thecellsdensitie30foachofthethreeparallels．

Inh　i　b　i　t　i　on　o　f　5θノθ〃8s’r〃五r　oaρノ●」「σo∫〃8’び盟

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rangefindingtes卜2）

　　　Nominal

Concentration
　　　　（皿9／1）

Cel　l　s　Dens　i　t　i　esヰ（×104　cel　l　s／ml）
　　　Area　under

tlle　growth　curves

O　Hour

　　　　　『

24Hours 48Hours 72Hours
Inbibition
　　　（％）

lA（0－72hr）

0．0010　　　　　1．0

0．010　　　　　1．0

32　　　　　　　　　1．O

Control　　　　　　　　　　1．0

6・42　30115－199・97　　－10・2

5．65　　36．37　　227．37　　　－25．9

3．00　　　4．32　　　4．73　　　　94．1

5．63　　32．27　　172．60　　　　一

‡Baseforthedata冊rethevaluessta血dardizedontheceUsde皿sitiesofeachofthethreeparane1s。
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試験番号
第14011号

付属資料一3：検討試験結果

エチレンジアミン四酢酸ニナトリウム二水和物を成分から除いた改変培地による検討試験を3

回行い，その結果をTable．1，被験物質原液のpHを約＆0に調整して行った検討試験をTable2

及びOECD培地を硬度150mg／1（CaCO3として）に改変した培地による検討試験をTable3に示し

た。

Table　l． Ce　l　l　s　Dens　i　t　i　es　o　f　5θ1θ17a5∫r8皿　c8ρ1iooノ’〃σ’∬皿

　　　　　（Testinmodificated皿ediumwitboutNa2EDTA・2H20）

Ce　n　s　Dens　i　t　i　es・（×104　ce　l　l　s／ml）

Test　nu皿ber
O　Hour 24Hours 48Hours 72Hours

1 1．0 3．20 11．02 21．93

2

3

L　O

L　O

4．90 30．06 113．87

4．48　　　35．49　－　　201．97

Control・・ L　O 4．81 38．74 208。37

‡：BaseforthedatawerethevalロosstandardizedontheceUsdensitiosofeachonhethreeparane15・
＊毒：OECD血ed　i　um　［EDTA・2Na（十）］

Table2． Cel　ls　Dens　i　t　ies　and　Percentage　I皿hibi　t　ion　of　Sθ1θπ85’■〃皿　σ8ρr／oor〃θ’〃辺

　　　　　　（TestinadjustmentofpHapProximately8．Otothestocksolution）

　No皿inal
Concentration

　　（mg／1）

Cel　ls　Dens　i　t　ies‡（×104　cel　ls／ml）
　Area　under
the　growth　curves

O　Hour 24　Hours　　　48　Hours　　　72　Hours

Inh　i　b　i　t　i　on

　　（％）

IA（0－72hr）

0、010 L　O 3．55 21．94 1　l9．90 2．37

L　O 1．0 3．73 21．84 111．70 7．10

100 1、0 L90 2．14 2．34 96．81

Contro1 1．0 3．45 23．15 121．70

毒：Baseforthedata▼erethevaluessta皿dardized・nthecellsdensitiesofeachofthethr。eparallels・
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試験番号
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Table3．Cells DensitiesandPercentagelnhibitionof5θ1θ〃85！f〃盈。ヨρ∫ioo∫〃〃伽

（TestmodificatedwithahardnessofapProximately150皿9／lasCaCO3）

　　　Nominal

Concentration
　　　　（mg／1）

Ce！ls　Densi　ties・（×104　ceHs／ml）
　　　Area　under

the　growth　curves

O　Hour 24Hours 48Hours 72Hours

Inh　i　b　i　t　i　on

　　　（％）

1＾（0－72hr）

0．010

1．0

100

1．0

1．0

1．0

6．59

6．73

1．41

36．57

35．84

1．35

197．50

204．60

1．33

4．00

1．96

99．36

Contro1 1、0 3．45 23．15 121．70

＊Baseforthedataweretheva！uesstandardizedonthecellsdcnslUesofe題。虹ofthethreepεrεncIs・
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試験番号
第14011号

付属資料一4：統計処理データ

統計ソフトの入力値とその出力結果を以下に示した。

EbC5。（0－72）［Based・nI＾（0－72血r）value（Areasundert血egr・wthcurves）］

試験番号　第14011号
被験物質名一EDTA
生長曲線下の面積の比較による阻害

3
4

L
戸
し
0．32000

1．00000
3．・20000

15．35

47，25

83．79

14．36

41』2
83．29

7．78

40．75

83．39

ナ

YUKMS統計ライブラリーn
COMPARISON　OF．AREAS　UNDER　THE　GROWTH　CURVES

EC50　VALUE

Si叩1eregresiontype2 File皿蹴e’IA｛C．DAT

Source Sum　o　f　SQR df Mean　SQR F－ca1 probabili　ty

Reg（f　i　rs　t）

Reg（h　i　gher）

1皿t　e　rgr　oup

Residual
Tota1

7560．6454
　41．8209
7602．4663
　60．6785
7663．1448

1
1
2
2
U
8

7560．6454
　41．8209
3801．2331
　　10．1131

747．6107
　4．1353
375．8730

0．00000
0．08823
0、00000

Source Su皿　o　f　SQR df Mean　SQR F－cal probability

Reg
Res　idual
Tota1

7560．6454
102．4993
7663．1448

1
7
8

7560．6454
　14．6428

516．3401 0，00000

a－hat

b－hat confideocelimitandCoefficientofcorreration
一

ノ

Lower
ahat
bhat

Estimate
　40．8643
　　63．6069

Upper
46．0885
70．9947

Coef．ofCorreration
5L3126
78．3825

rネr：

r　　．

0．98σ524“

0．99329

Esti皿atedpobulation皿eanwithco皿onregressi・ncoefficieu・tbyFillar 2－side

input・Y
confidence
50

Lower　95　percent
Umi　t
　　　　　1．慨ノ

X　．value

1．留ignce
UpPer　95percent
li皿it　gcriterion
　　　　　1，協／0．010829

28／41



試験番号
第14011号

E，C5。（24－48）［Based・nI1（24－48hr）value（Gr・wthRates）］

試験番号　　第14011号

被験物質名EDTA
平均生長速度の比較による阻害 （24－48）

3
4

L
r
し 1．00000
3．20000

10．00000

4．95

41．95

84．08

7．67

36．23

73．75

9．77

4L12
79．39

皿【MS統計ライブラリー五
CO迎ARISON　OF　GROWTH　RATES
，EC50　VALUE　（24－48HR）

Si叩loregfesiohtype2 Fi　leua皿e 1麗48－EC．DAT

Source Su皿o　f　SQR df Mean　SQR F－ca1 probab　i　l　i　ty

Reg（first）
Reg（h　igher）

Intergroup
Res　i　dlal

Tota1

了686．5517

　29．9598
7716．5115
　　84．2916

了800、8031

1
1
2
6
8

7686．5517
　　29．9598

3858．2557
　　14．0486

547．1400
　2．1326
274．6363

0．00000
0．19450
0．00000

Source Su血。　f　SQR df 鯛ean　SQR F－ca1 pmbability

Reg
Residual
Tota1

7686．5517
　114．2514

7800．8031
1
7
8

7686．5517
　　16．3216

470．94．27 0．00000

a－hat

b－hat　confidence 1孟皿i　t　a皿d　Coeff　icient　of　correration

Lower
ahat

b知at

Es　t　i皿巳te

－0．576201
　　63．7835

Upper
6．18651
71，5834

Coef．of
12．9492
79．3833

Correrεtion
r智：

r
0．985354
0．99265

Es　t　i皿ざt　ed　Popu　l　a　t　i　on　皿ean　wi　t　b　colmコon　r　egres　s　i　on　o　oe　f　f　i　o　i　en　t　by　F　i1主ar 2－side

i皿put　Y
confidence
50

し。▼er95perce皿t
l　i皿i　t

　　　　　　3コ解ノ

X　value
　　confidence
4．ρ鈴／

UpPer　95　Pe　r　cen　t

li皿it　　g　criterion
　　　　　　4．5班〆　0．011873

噛甲帰一帰一嶋一一一一』一一一一一一噛一噛一一r一一一一一＝一」一一一噛一一一一一一一雫“轡一一一一一一岬辱一一鞠一一一一鼎一一一一一一一一一一一一一一一閂【一一

1
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試験番号
第14011号

E，C5。（24－72）［Based・nIn（24－72hr）value（GrowthRates）］

試験番号　　第14011号

被験物質名EDTA
平均生長速度の比較による阻害 （24－72）

3
4

ー
レ
戸
し

1．00000

3．20000

10．00000

13．91

50．53

90．32

9．72

49。42

83．44

9．38

50．34

80．10

YU皿S統計ライブラリー∬
COMPARISON　OF　GROWTH　RATES
EC50　V仙IJE　（24－72HR）

Simpleregresiontype2 Fi！ena皿e　’　IM72－EC．DAT．

Source Sum　of　SQR df Mean　SQR F－cal probabi．tity

Reg（first）
Reg（higher）

Int　ergτOUP
Res　i－ual

Tota1

8132．2984
　　7．2645

8139．5629
　　67．7485

8207．3114

1
1
2
6
8

8132．2984
　　　7．2645

4069．7814
　　1L2914

720．2191
　　0．6434

360．4313

0．00000
0．45308
0．00000

Source Su皿　of　SQR df Mean　SQR F－ca1 probabi　l　i　ty

Reg
Residual
Tota1

8132．2984
　　75．0130

8207．3114
1
7
8

8132．2984
　　10．7161

758．8830 0．00000

a－hat
b－hat． confidenceli皿itandCoefficientofcorreratio募

Lower
ahat
bhat

Estimate
　　6．15234
　　67．3096

Upper
l　l．6321

73．6298

Coef．OfCorreration
17．1118
　79．、9499

r＊r：

r　　’

0．99086
0．99542

Estimated　population　mean　with　co皿㎝regression　coefficient by　Fillar 2－side

input　Y
confidence
50

Lo▼er
h阻i　t

95percent

3．吻

Xvalue　UPPer95percent
confidenceHmit　gcriterion
3．32！　　　　3、彫　　0．007368

＿＿＿＿一＿一一＿＿一一一
Aー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一認一一一”一一一”¶一一”

／■ 6－
’
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試験番号
第14011号

NOECb（0－72）［Based・nI＾（〇一72hr）value（Areasundertbegr・wthcurves）］

’緩験潜勢　　第1401喝
。披簾駒質名　包。↑A
I奪畏白綾下の面積の比較による阻害

鋼：1

し：3

C：鵬

恥1皇rot

3．鄭τ！0

3．5721‘0

3．：，5920

＆Comro1 o．01

3．36了200

ユ．519040

1．”1図o

o．03z

＆紡0960

3．糾3240

＆191040

1．1

1．2鵬640

よ！闘ooo

”1自120

o．32

t9鵬61
2．947“1
3．1τ3τ6◎

1

1．翫53⑤o

鱒t6560
ム。隅40

；．！

“578釦
。．6了5040

0．5マ4闘O

Io

O．1‘151O

o．：15：30

0．16‘000

32

o．」4器oo

O．131醜O

o．1：9，50

，00

o．o：“oo

o．02喜1！o

o．o！“oo

YUKMS統計ライブラリーI
COMPARI　SON　OF　AREAS　UNDER　THE　GROWTH　CURVES‘

NOEC

Mode1：1Basicstatistic〈くCo1皿n〉〉 Fi　lename IA－NC．1）AT nxt：0

No．

N
Mean
Variance
S．D．

S．E．

No．

N
Mean
Varia皿ce
S，D．

S．E．

　　　　　　1

　　　　　3

3．44160
0．．01925

0．13874
0．08㎝0

　　　　　6

　　　　　　3

1．96032
0．O1580
0．12569
0．07257

　　　　　2

　　　　　3，

3．39936
0．01605

0．12670
0．07315

　　　　　7

　　　　　3

0．56920
0．00010
0．00981
0．00566

　　　　　．3

　　　　　3

3．40008
0．05341
0．23110
0．13342

ネ　ロ　　　　ラ　　ラ　し　　　の　し　じじ　

　　　　　　　　8

　　　　　　　　3

　　　0．21460

　　　0．00218

　　　0．04674

　　　0．02699

　　　　　．4

　　　　　3

3．21992

0．00006
0．00752
0．00434

　　　　　　5

　　　　　　3

3．01152
0．02003
．0．14153

0．08171

　　　　　9　　　　　　10
　　　　　3　　　　　　　3

0．13460　　0．02364
0．00004　　　　　　0．00001

0．00664　　0．00265
0．00383　　0．00153

Dunnett’：
Compar　i　so皿

mean

Parametric皿ult1Plecomparison
　　　　Differ．　Criti’cal　Statistic
value

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1－side

Probability．05table．01t邑ble
value　　　　value

S
S
S
S
S
S
S
S
S

V
V
V
V
V
V
V
V
V

1
1
1
1
1
1
1
1
1

2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
1

0．042
0．042
0．222
0．．430

1．481

2，872

3．227
3．307
3．418

0．239237
0．239237
0．239237
・0．310777纏

0．310777僻
0．310777零‡

0．310777纏
0．310777纏
0．310777料

0．45919
0，45136
2．40988
4．67540
16．10300
31．22587
35．08072
35．95040
37．15665

0．763τ90

0．766729
0．071814
0．000548
0．000001
0．000001
0．000001
0．000001
0．000001

2．60075
2．600了5

2．60075
2．60075
2．60075
2．60075
2．60075
2．60075
2．60075

3．37846
3．37846
3．37846
3．37846
3．37846
3．37846
3．37846
3．37846
3．37846
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試験番号
第14011号

NOECr（24－48）［BasedonI畳（24－48hr）value（GrowthRates）］

’敏験肴号　　雛40”号
1被験物質省　巴皿
，平均生燃の員戴による阻害　〔Z4甲4助

　
　
O

匪
ユ
ー

恥
h
¢

c■m【ol

t　O1網oz

l．oマ隅9

●．Oマ4135

s。Co離rol O．01

o．011246

0．oマ51マ4

0層Oマ1733

o，032

o．080509

0．01マ136

0．07“9轟

。．1

O．O了431了

。．071，go

O．0丁36幸4

し32

O．Oτ153皇

。．oτる687

0．OT681‘

1

氏●713マ3

し■‘，333

し■oη5，

よ：

o．04ユ5鮎

。．●47883

0．o“215

，o

OしO11，‘寓

しOI9髄0
0．OI旨4T6

31

底000τ55

色oo7翻3
1．oo“34

Ioo

一αo“lo2

織019η8
一し0㏄290

判剛S統計ライブラリーI
COMPARl　SON　OF　GROWTH　RATES
NOEC（24－48HIO

Model：　1　　Bas　ic statistic〈＜Colu理n〉〉 Filena皿e ．　IM48－NC．DAT nxt：0

No．

N
Mean
Var　i　ance

S．D．

S．E．

No．

N
Mean
Var　i　ance

S．D．

S．E．

　　　　　1

　　　　　3

0．07509
0．00000
0．00127

0．00074

　　　　　6

　　　　　3

0．06949
0．00000
0．00181
0．00105

　　　　　2

　　　　　3

0．07338
0．00000
0．00172
0．00100

　　　　　　7

　　　　　　3

0．04523
0．00001
0．00232
0．00134

　　　　　3

　　　　　3

0．07613
0．00003
0．00501

0．00289

　　　　　　8

　　　　　　3

0．01571
0．00002
・0．00388

0．00224

　　　　　4

　　　　　3

0．07305
0．00000
0．00165
0．00095

　　　　　　9

　　　　　　3

0．00465
0．00001
0．00359
0．00207

　　　　　　5

　　　　　　3

0．0マ501

0．00001
0．00301

0．OO174

　　　　　10

　　　　　　3

－0．01006

0．00007
0．00849
0．00490

　　　1－side

．01　table

フ

Du皿ett：Para皿etric皿ultipleco叩arisoロ
Co叩arison　Differ．Critical　Statistic
皿ean　　　　　　vaLue

Probability．05
va！ue　　　　v＆lue

table

S
S
S
S
S
S
S
S
S

V
V
V
V
V
V
V
V
V

1
1
1
1
1
1
1
1
1

2
3
4
5
6
マ
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
1

0．002
－0．001

0．002
0．000
0．006

0．030
0．059

0．070
0．085

0．008230
0．008230
0．008230
0．008230．

0．008230
0．010691＊孝

O．010691＊幸

0．010691‡事

0．010691榊

0．53963
－0．32938

0．64517
0．02549
1．77078
9．43629
18．7637了

22．25857
26．90729

0．732489
0．809892
0．688645
0．894410
0．209788
0：000001
0．OOOOO1
0．000001
0．000001

2．60075
2．60075
2．60075
2．60075
2．60075
2．60075
2．60075
2．60075
2．60075

3．37846
3．37846
3．37846
3．37846
3．37846
3．37845
3，37846
3．37846
3．37846
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試験番号
第14011号

NOECr（24－72）［BasedonI1（24－72hr）value（GrowthRates）］

1麓験書号　　　　　　第140“号

’敏駄物質名一助τA
’平均生長遼魔の匙較による融害｛鶉一12⊃

　
　
O

，
3
酔

罵
t
μ
し

Com悶1

1．072358

0．o了0420

1，071210

s．Coコ1τoI o．Ol

o．012934

0．073211

0．O19837

鉱032

軌0758雅
O．侃61”

o．㏄1n7

o．1

o．072z14
1．oマ398‘

●．072188

鉱”

軌01：5マ●

O．O了1ε5，5

．O．Oτ540，

1

0，06川5
し。糾“4

し0646“

↓2

O．03529！

o．036●82

0．035横

lo

o．●oo，05

0．■“811

0、●14198

ユ2

匙00199了

儀oo‘60τ

1．o●34，τ

100

・o．●07306

．O．OOマ350

－0．OOτ223

YU剛S統計ライブラリーI
CO班PARISONOFGROWTHRATES
NOEC（24－721皿）

Hode1：1Basicstatistic〈〈Col㎜n〉〉 Fi　Ien晒e 1麗72－NC．DAT　　　nx　t：　0

No．

N
Mean
Var　i　ance

S．D．

S．E．

No．

N

Mea皿
Variance
S．D．

S．E．

　　　　　1

　　　　　3

0．07134
0．00000
0．00097
0．00056

　　　　　6

　　　　　3

0．06349
0．00000
0．00180
0．00104

　　　　　2

　　　　　3

0．07201

0．00000
0．00189
0，00109

　　　　　7

　　　　　3

0．03560
0．00000
0．00042
0．00024

　　　　　3　　　　　　　4
　　　　　3　　　　　　　3

0．07471　　　　　　0．07280

0．00001　　　　　　　0．00000

0．00225　　0．00103
0．00130　　0．00060

　　　　　8　　　　　　　9

　　　　　3　　　　　　　3

0．01097　　0．00403
0．00001　　0．00001
0．00372　　0．00235
0．00215　　0．00136

　　　　　　5

　　　　　　3

0，0了331

0．00000
　0．0019’3

0．00111

　　　　　10

　　　　　　3

－0．00763

0．00000
0．00035
0．00020

Dunne　t　t　：　Parane　t　r　i　c　皿u　l　t　i　p　l　e　co皿par　i　s　on

Co皿parison　Differ．　Critical　Statistic
鵬ean　　　　　va主ue

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1－s　ide

Probability．05table　OHable
valロe　　value

S
S
S
S
S
S
S
S
S

V
V
V
V
V
V
V
V
V

1
1
1
1
1
1
1
1
1

2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
1

一〇．001

－0．003

－0．001

－0．002

0．008
0．036
0．060

0．067
0．079

0．004099

0．004099
0．004099
0．004099
0．005324榊
0．005324＊＊

0．005324‡孝

0．005324舞
0．005324舞

一〇．43023

－2．13845

－0．92645

－1．25325

4．97999
22．67666
38．30447
42．70701
50．10592

0．了74566

0．116549
0．561131
0．409322
0．000276
0．000001
0，000001
0．000001
0．000001

2．60075
2．60075
2．60075
2．60075
2．60075
2．60075
2．60075
2．60G75
2．60075

3．3了846

3．37846
3．37846
3．378凄6

3．37845
3．37846
3．37846
3．37846
3．37846
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試験番号
第14011号

付属資料一5：試験液中の被験物質濃度の分析方法

1　標準品
　　エチレンジアミン四酢酸二水素ニナトリウム二水和物一純度

　99．5％）

2　試薬，試液及び標準溶液の調製

1）　試薬

　　　　アセトン，ジクロロメタン：残留農薬試験用
　　　　trans－1，2一シクロヘキサンジアミンーN，N，N’，N｝一四酢酸一水和物（以下rCyDTA」と略），

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　水酸化ナトリウム，リン酸二水素カリウム：特級

　　　　ポリエチレングリコール400：1級

　　　　無水硫酸ナトリウム：残留農薬試験用

　　　　三ふつ化ほう素メタノール錯体メタノール溶液：ガスクロマトグラフ用

　　　　フルオランテンーdlo：環境分析用

　　　　水（脱イオン水を蒸留したもの）

　2）　試液

　　①10皿01／i水酸化ナトリウム溶液

　　　　　水100mlに水酸化ナトリウム40gを溶解した．

　　②1皿ol／l水酸化ナトリウム溶液
　　　　　水90ml及び10皿ol／1水酸化ナトリウム溶液10mlを混合した．

　　③！皿oレ1リン酸二水素カリウム緩衝液
　　　　　水200mlにリン酸二水素カリウム27．2gを溶解し，10mo1／1水酸化ナトリウ

　　　　ム溶液を加えてpH7に調整した．

　　④CyDTAIOOmg／l溶液
　　　　　CyDTA10mgを1皿o！／1水酸化ナトリウム溶液に溶解し，100mlとした・

　　⑤　フルオランテンーdエ0100皿g／l溶液

　　　　　フルオランテンーdlo10㎎をアセトンに溶解し，100面とした。

　　⑥　内標準溶液
　　　　　フルオランテンーdlo100mg／l溶液1皿1を室温で窒素ガスを通じて乾固させ・

　　　　ジクロロメタン100血1に溶解した．

　　⑦0．1斑PEGIDCM溶液
　　　　　ポリエチレングリコール0．1皿1とジクロロメタン100皿tを混合した。

　3）　標準溶液の調製

　　　　標準品25．0皿gを精密に秤り，水に溶解して50皿1とした（500皿g／t）・この2皿1

　　　を水で希釈して正確に20副とし標準溶液（1）とした（50皿g／1）・さらに・この1皿1

　　　を水で希釈して20皿1とし，標準溶液（2）とした（2．5皿g／l）。さらに，この2皿1を水

　　　で希釈して20m1とし，標準溶液（3）とした（0，25mg／1）。

　　　　標準溶液（3）を1，0．5，0．25，0、1，0．05回ずつはかり取り，試料溶液と同様に操

　　　作し，このうちの4濃度を検量線作成用標準溶液とした。
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3　試験培地の前処理

　　　72時間目の試験培地は，約20皿1を100皿1の遠心管に取り2，200r／minで10分間遠心分

　　離を行ったものを試験培地とした。

4　試料溶液の調製

　1）　対照区，0．010及び0．032皿g／1の試験培地

　　　　試験培地の5mlを10m1のメスフラスコに正確に量り取り，水で定容した。その2ml

　　　にCyDTA100皿g／1溶液50μ1を添加し，100℃に加熱しながら窒素気流下で乾固した。

　　　そこに三ふつ化ほう素メタノール錯体メタノール溶液1mlを加えて密栓をし，80℃

　　　で30分間誘導体化反応を行った。

　　　　反応終了後，室温まで放冷し，内標準溶液50μ1及び1mol／1リン酸二水素カリウム

　　　緩衝液（pH7）3mlを加え，50mlの分液漏斗に移した後，ジクロロメタン3皿1を加え

　　　て振とう機を用いて5分間激しく振とうした．暫時放置後ジクロロメタン層を分取し，

　　　水層にはジクロロメタン3皿1を加え，同様の操作を繰り返した．全ジクロロメタン層

　　　を無水硫酸ナトリウム約5gをのせたガラスろ過器を用いて脱水し，ろ過器上をジク

　　　ロロメタン3mlで洗浄した。ろ液及び洗液を5mlの試験管に合わせ，0．1％PEG／DCM溶

　　　液0．1皿1を添加した後，室温で窒素ガスを通じて1mlまで濃縮し，定容とした。

　2）　0．10mg／1の試験培地

　　　　試験培地の5mlを20mlのメスフラスコに正確に量り取り，水で定容した。その2皿1

　　　にCyDTA100mg／1溶液50μ1を添加し，100℃に加熱しながら窒素気流下で乾固した・

　　　そこに三ふつ化ほう素メタノール錯体メタノール溶液1皿1を加えて密栓をし，80℃

　　　で30分間誘導体化反応を行った。

　　　　反応終了後，室温まで放冷し，内標準溶液50μ1及び1mol／1リン酸二水素カリウム

　　　緩衝液（pH7）3皿1を加え，50m1の分液漏斗に移した後，ジクロロメタン3皿1を加え

　　　て振とう機を用いて5分間激しく振とうした。暫時放置後ジクロロメタン層を分取し，

　　　水層にはジクロロメタン3mlを加え，同様の操作を繰り返した。全ジクロロメタン層

　　　を無水硫酸ナトリウム約5gをのせたガラスろ過器を用いて脱水し，ろ過器上をジク

　　　ロロメタン3mlで洗浄した。ろ液及び洗液を5mlの試験管に合わせ，0．1％PEG／DCM溶

　　　液0．l　mlを添加した後，室温で窒素ガスを通じて1mlまで濃縮し，定容とした。

　3）　0．32mg／1の試験培地

　　　　試験培地の2．5mlを20mlのメスフラスコに正確に量り取り，水で定容した。その2

　　　mlにCyDTA100皿g／1溶液50μ1を添加し，100℃に加熱しながら窒素気流下で乾固し

　　　た。そこに三ふつ化ほう素メタノール錯体メタノール溶液1mlを加えて密栓をし，

　　　80℃で30分間誘導体化反応を行った。

　　　　反応終了後，室温まで放冷し，内標準溶液50μ1及び1mol／lリン酸二水素カリウム

　　　緩衝液（pH7）3mlを加え，50mlの分液漏斗に移した後，ジクロロメタン3mlを加え

　　　て振とう機を用いて5分間激しく振とうした。暫時放置後ジクロロメタン層を分取し，

　　　水層にはジクロロメタン3mlを加え，同様の操作を繰り返した。全ジクロロメタン層

　　　を無水硫酸ナトリウム約5gをのせたガラスろ過器を用いて脱水し，ろ過器上をジク
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　　ロロメタン3皿1で洗浄した。ろ液及び洗液を5mlの試験管に合わせ，0．1畑EG／DCM溶

　　液0．1mlを添加した後，室温で窒素ガスを通じて1mlまで濃縮し，定容とした。

4）　1．O　mg／1の試験培地

　　　試験培地の2．5mlを50mlのメスフラスコに正確に量り取り，水で定容した．その2

　　m1にCyDTA100mg／1溶液50μ1を添加し，100℃に加熱しながら窒素気流下で乾固し

　　た。そこに三ふつ化ほう素メタノール錯体メタノール溶液1卑1を加えて密栓をし，

　　80℃で30分間誘導体化反応を行った。

　　　反応終了後，室温まで放冷し，内標準溶液50μ1及び1皿ol／1リン酸二水素カリウム

　　緩衝液（pH7）3m1を加え，50mlの分液漏斗に移した後，ジクロロメタン3mlを加え

　　て振とう機を用いて5分間激しく振とうした。暫時放置後ジクロロメタン層を分取し，

　　水層にはジクロロメタン3m1を加え，同様の操作を繰り返した．全ジクロロメタン層

　　を無水硫酸ナトリウム約5gをのせたガラスろ過器を用いて脱水し，ろ過器上をジク

　　ロロメタン3m！で洗浄した．ろ液及び洗液を5mlの試験管に合わせ，0．1％PEG／DCM溶

　　液0．l　mlを添加した後，室温で窒素ガスを通じてl　mlまで濃縮し，定容とした。

5）　3．2mg／1の試験培地

　　　試験培地の2m1を100mlのメスフラスコに正確に量り取り，水で定容した。その2ml

　　にCyDTA100皿g／l溶液50μ1を添加し，100℃に加熱しながら窒素気流下で乾固した。

　　そこに三ふつ化ほう素メタノール錯体メタノール溶液1皿1を加えて密栓をし，80℃

　　で30分間誘導体化反応を行った。

　　　反応終了後，室温まで放冷し，内標準溶液50μ1及び1mol／1リン酸二水素カリウム

　　緩衝液（pH7）3皿1を加え，50mlの分液漏斗に移した後，ジクロロメタン3皿1を加え

　　て振とう機を用いて5分間激しく振とうした。暫時放置後ジクロロメタン層を分取し，

　　水層にはジクロロメタン3m1を加え，同様の操作を繰り返した．全ジクロロメタン層

　　を無水硫酸ナトリウム約5gをのせたガラスろ過器を用いて脱水し，ろ過器上をジク

　　ロロメタン3mlで洗浄した。ろ液及び洗液を5mlの試験管に合わせ，0．1％PEG／DCM溶

　　液0．1m1を添加した後，室温で窒素ガスを通じて1mlまで濃縮し，定容とした。

6）　10mg／1の試験培地

　　　試験培地の2mlを200mlのメスフラスコに正確に量り取り，水で定容した。その2m1

　　にCyDTA100mg／1溶液50μ1を添加し，100℃に加熱しながら窒素気流下で乾固した。

　　そこに三ふつ化ほう素メタノール錯体メタノール溶液1皿1を加えて密栓をし，80℃

　　で30分間誘導体化反応を行った。

　　　反応終了後，室温まで放冷し，内標準溶液50μ1及び1mol／1リン酸二水素カリウム

　　緩衝液（pH7）3m1を加え，50mlの分液漏斗に移した後，ジクロロメタン3m1を加え

　　て振とう機を用いて5分間激しく振とうした。暫時放置後ジクロロメタン層を分取し，

　　水層にはジクロロメタン3mlを加え，同様の操作を繰り返した。全ジクロロメタン層

　　を無水硫酸ナトリウム約5gをのせたガラスろ過器を用いて脱水し，ろ過器上をジク

　　ロロメタン3mlで洗浄した。ろ液及び洗液を5mlの試験管に合わせ，0．1％PEG／DCM溶

　　液0．1皿1を添加した後，室温で窒素ガスを通じて1mlまで濃縮し，定容とした。
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7）　32mg／1の試験培地

　　　試験培地の2．5mlを50m1のメスフラスコに正確に量り取り，水で定容した。その

　　2．5m1を50mlのメスフラスコに正確に量り取り，水で定容した（試験培地2、5mlの1000

　　ml定容相当）．その2皿1にCyDTA100mg／l溶液50μ！を添加し，100℃に加熱しながら

　　窒素気流下で乾固した。そこに三ふつ化ほう素メタノール錯体メタノール溶液1ml

　　を加えて密栓をし，80℃で30分間誘導体化反応を行った。

　　　反応終了後，室温まで放冷し，内標準溶液50μ1及び1mol／1リン酸二水素カリウム

　　緩衝液（pH7）3皿1を加え，50mlの分液漏斗に移した後，ジクロロメタン3m1を加え

　　て振とう機を用いて5分間激しく振とうした。暫時放置後ジクロロメタン層を分取し，

　　水層にはジクロロメタン3mlを加え，同様の操作を繰り返した。全ジクロロメタン層

　　を無水硫酸ナトリウム約5gをのせたガラスろ過器を用いて脱水し，ろ過器上をジク

　　ロロメタン3mlで洗浄した。ろ液及び洗液を5m1の試験管に合わせ，0．1％PEG／DCM溶

　　液0．1mlを添加した後，室温で窒素ガスを通じて1m1まで濃縮し，定容とした。

8）　100皿g／1の試験培地

　　　試験培地の2．5mlを100mlのメスフラスコに正確に量り取り，水で定容した。その

　　2．5mlを100皿1のメスフラスコに正確に量り取り，水で定容した（試験培地2．5皿1の

　　4000m1定容相当）。その2皿1にCyDTA100mg／1溶液50μ1を添加し，100℃に加熱し

　　ながら窒素気流下で乾固した．そこに三ふつ化ほう素メタノール錯体メタノール溶液

　　1mlを加えて密栓をし，80℃で30分間誘導体化反応を行った。

　　　反応終了後，室温まで放冷し，内標準溶液50μ1及び1mol／lリン酸二水素カリウム

　　緩衝液（pH7）3mlを加え，50mlの分液漏斗に移した後，ジクロロメタン3mlを加え

　　て振とう機を用いて5分間激しく振とうした。暫時放置後ジクロロメタン層を分取し，

　　水層にはジクロロメタン3mlを加え，同様の操作を繰り返した。全ジクロロメタン層

　　を無水硫酸ナトリウム約5gをのせたガラスろ過器を用いて脱水し，ろ過器上をジク

　　ロロメタン3mlで洗浄した．ろ液及び洗液を5mlの試験管に合わせ，0，1％PEG／DCM溶

　　液0．1皿1を添加した後，室温で窒素ガスを通じて1皿1まで濃縮し，定容とした。

5　ガスクロマトグラフー質量分析計操作条件

　　　機　種：HP6890［AgilentTechnologies］

　　　検出器：MSD・SIMモードHP5973A［AgilentTechnologies］

　　　分離管：DB－5MS（Phenyl　Aryleneポリマー化学結合型，膜厚0。25岬）

　　　　　　　　内径0．25皿m×長さ30m［Agilent　Technologies］

　　　温　　度：分離管150℃（2分）→15℃／分→280℃（10分）

　　　　　　　　注入口250℃，トランスファーライン280℃，イオン源230℃

　　　ガス流量：キャリヤーガス（ヘリウム）L　O　ml／分（定流量モード）『

　　　設定質量数（m／z）：EDTAニ174，CyDTA＝402，フルオランテンーdlo＝212

　　　データ処理装置：MSDケミステーション，G1701AJ　Version　A．03．OL　J

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［AgilentTechnologies］
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6　定量

　　　2の3）で調製した検量線作成用標準溶液及び4で調製した試料溶液2μ1をガスクロマ

　　トグラフー質量分析計に注入した．標準溶液の濃度と内標準物質とのピーク面積比から

　　検量線を作成し，試料溶液から得られた対象物質と内標準物質との面積比から検出量を

　　求めた。次に検出量，試験液採取量等から，試験培地中の被験物質濃度を算出した。

7　検出限界
　　　　　0．025　ng　　　　　l　m1×1，000　　　　　　1
検出限界：　　　　　×　　　　　　　×　　　×0．785毒2＝0．01mg／1
　　　　　　1，000　　　2μ1　　1m1毒1

　　　　　5ml＊1　1　m｝＝＝　　　　　×2ml

　　　　　10ml

＊2Fact・・α785≒ P踏霜歪、響

8　添加回収試験

　1）　低濃度添加

　　　培地に被験物質を0．1皿g／1になるように添加し，この溶液を用いて添加回収試験を

　　　行った。試験は平行測定3回で実施し，回収率は103．1％，95．8％，95．5％（平均98．1％）

　　　であった。

2）　高濃度添加

　　　培地に被験物質を100mg／1になるように添加し，この溶液を用いて添加回収試験を

　　行った．試験は平行測定3回で実施し，回収率は82．1％，75．9駕，72．2％（平均76．7％）

　　であった。
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Standard（0．25mg／1）： O　hour
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Testsolution（0．010mg／1）． O　hour
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陳述書

1　試験委託者

　　環境省

2　試験番号

　　第14011号

3　試験の表題
　　エチレンジアミン四酢酸の藻類（5θ1θ朋甜四切凹ρがoo∫刀π加皿）に対する生長阻害試験

上記試験は，日本国環境省総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リスク評価室長

通知「生態影響試験実施に関する基準の改正について」（別添）「生態影響試験実施に関

する基準」（環保安第242号，2001年）を遵守して実施したものです。

》oo3年3月ヲ／日

財団法人日本食品分析センター　多摩研究所

運営管理者



陳述書

1　試験委託者

　　環境省

2　試験番号

　　第14011号

3　試験の表題

　　エチレンジアミン四酢酸の藻類（5θノθ朋訂溜塑偲ρがoo用σ’吻に対する生長阻害試験

　上記試験は，日本国環境省総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リスク評価室長

通知「生態影響試験実施に関する基準の改正について」（別添）「生態影響試験実施に関

する基準」（環保安第242号，2001年）を遵守して実施したものです。

　なお，試験実施にあたっては，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）を遵守しました。

ユ。。3年3月31日

財団法人日本食品分析センター　多摩研究所

試験責任者



信頼性保証書

1　試験委託者

　　環境省

2　試験番号

　　第14011号

3　試験の表題

　　エチレンジアミン四酢酸の藻類（5θ1θηa討川面σaρrfσoησfσ皿）

　　生長阻害試験

に対する

4　検閲

　　本試験の検閲は，財団法人日本食品分析センター多摩研究所信頼性保証部門の

　標準操作手順書に従い，以下のとおり実施した。

検閲内容 検閲実施日
試験責任者への

�数N月日

運営管理者への

�数N月日
試験計画書 2002年12月20日 2002年12月20日 2002年12月20日

被験物質の受領 2003年01月08日 2003年01月09日 2003年01月09日

試験計画書 2003年02月21日 2003年02月24日 2003年02月24日

試験の実施 2003年02月21日 2003年02月24日 2003年02月24日

分析の実施，試薬等

@器，検体
2003年02月21日 2003年02月24日 2003年02月24日

試験の実施，試薬等，機器

甯ｱ物質
2003年02月24日 2003年02月25日 2003年02月25日

試験中の保管文書 2003年03月25日 2003年03月25日 2003年03月25日

最終報告書草案及び生データ 2003年03月28日 2003年03月28日 2003年03月28日

最終報告書 2003年03月31日 2003年03月31日 2003年03月31日

　上記検閲の結果，本試験最終報告書は試験に用いた方法が正確に記載され，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確認した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　zo〃3年3月ノ1日

財団法人日本食品分析センター　多摩研究所

信頼性保証部門責任者




