電解處理應用於豐年蝦卵孵化之殺菌效果
Disinfection in incubation of Artemia cysts by using electrolyzed seawater

前言
豐年蝦卵在高溫高密度的孵化條件下，常伴隨著細菌大幅滋生，其中最主要的為弧菌(Verdonck et al.,1994)。Puente et al. (1992) proved the Artemia nauplii are very susceptible to Vibrio parahaemolyticus and result in the whole population destruction.  除影響本身的孵化外，並對增加餵養的魚蝦苗感染的風險。Gomez-Gil et al.(1998)發現豐年蝦雖僅在充滿弧菌的水體浸泡30分鐘，隨即以滅菌後的清水清洗，僅能除去附著於體表的弧菌。而攝入體內的弧菌，會在腸道迅速繁殖，一天後會達最高點，而此時會導致豐年蝦全部死亡。過去認為，豐年蝦卵外殼帶有許多病原菌，故多針對外殼消毒著手。最普遍的方式便是使用200ppm漂白水浸泡30分鐘消毒，然而並無法完全殺菌(Stappen, 1996)。甚至以更高濃度直接溶去外殼，再以硫代硫酸鈉清洗，以去除餘氯 (Sorgeloos et al., 1977)。Pati and Belmonte(2003)直接以數種不同劑量的殺菌劑投入豐年蝦卵孵化桶內，比較對豐年蝦卵的影響。結果顯示豐年蝦卵對高濃度的次氯酸有較高的忍受性，以80 mg/L 濃度的次氯酸溶液甚至可略提高孵化率。
然而近年研究指出，在孵化時程進入破殼階段時，耐久卵內釋出甘油，弧菌能有效利用其大量繁殖，而再度成為水體中的優勢族群。事先以漂白水消毒並無法有效抑制弧菌再度爆發。而無節幼蟲收集後經過徹底清洗，亦無法保證阻止病原菌帶入魚蝦苗池內(Lavens and Sorgeloos, 2000; Sorgeloos et al., 2001)。
  豐年蝦是弧菌進入魚蝦苗體內的傳播者，López-Torres and Lizárraga-Partida(2001)探討在實驗室無菌及養殖場未滅菌的環境下孵化豐年蝦，伴隨產生的菌相差異。研究發現在實驗室滅菌的環境下並未發現弧菌，然而養殖場未滅菌的環境下，弧菌卻為主要優勢菌種。此意味弧菌的來源並非耐久卵本身，而主要來自未消毒的養殖環境，例如孵化桶壁。是以孵化設備的事前有效清洗亦是十分重要。

Gomez-Gil et al.(1994)建議將豐年蝦無節幼蟲以5mg/L的次氯酸溶液浸泡20分鐘後迅速洗淨，可去除90％的異營菌及全部弧菌。然而結果亦顯示次氯酸對豐年蝦有毒性，在該條件下會導致10％的死亡率，如延長至55分鐘將全部死亡。
近年豐年蝦無節幼蟲消毒方式
化學藥劑
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電解原理
一般認為電解殺菌最主要的殺菌效力來自最次氯酸的產生。
除次氯酸外，可能有其他物質，使其殺菌力高於漂白水消毒。
氧化還原電位的變化可能有助於殺菌：Kimbrough et al.(2006)利用電解硫酸鈉溶液，證明當不含次氯酸分子，並去除微量的臭氧及雙氧水等殺菌化合物，純粹只靠氧化還原電位的改變，亦能有殺菌效果。
電解殺菌廣泛應用於醫療及食品衛生
電解在養殖之應用
Jorquera et al.(2002)利用電解消毒技術處理養殖用海水，證明其可有效抑制水中細菌。應用於ISO養殖上，其成長速率高於經UV或殺菌釜滅菌的海水。
Jenog et al.(2002)利用電解處理海水，殺滅導致紅潮的渦鞭毛藻，並探討養殖生物的忍受能力。針對7種渦鞭毛藻及3種原生生物，發現幾乎都在極低餘氯濃度(10 min. LC50<150ppb)下便能抑制其生長。而其他11種養殖生物對餘氯的忍受程度遠高於渦鞭毛藻，其中豐年蝦無節幼蟲能忍受的程度又比其他大部分的生物高，顯示豐年蝦在無外殼保護下，仍對餘氯有很高的忍受力。
研究目的
本研究欲證明電解水能有效抑制在孵化過程的細菌
材料與方法
自製無隔膜電解機
電源 24 V，電極距離？？？cm，電流密度？？？
生成速率??

對pH、 ORP的影響
pH無顯著變化
ORP在30秒內升至770mV

電解機構初步測試
水體：131L

鹽度：8?

電解時間：2Hr

電解完畢餘氯濃度：40.8 mg/L Cl2

預估餘氯產生速率：
0.34 mg/L Cl2/min

電解後靜置24小時
餘氯變化
 鹽度32ppt 下，餘氯生成速率
研究方法
分為四大部分：餘氯殘存能力、殺菌力比較、豐年蝦存活率比較
環境因子對氯化物濃度衰減之影響
不同餘氯濃度對殺菌力之比較
不同餘氯濃度對豐年蝦孵化率之比較
環境因子對氯化物濃度衰減之影響
目的
豐年蝦在孵化前由於有外殼保護，可承受較高的次氯酸濃度，可做為殺菌用
當豐年蝦在14小時開始孵化時，仍有足夠的餘氯殺菌，但又不影響豐年蝦存活
測試氯化物在電解後衰減的情形
目標在證明電解水中餘氯較能抵抗光線、瀑氣的影響，衰減情形小於漂白水
探討因子
光照、溫度、瀑氣、鹽度
指標
餘氯濃度隨時間的變化
環境因子對氯化物濃度衰減之影響
實驗規劃
在28℃、35?、充分打氣下分成兩處理：光照和黑暗（初期仍須照光 2 hr）
先期試驗：先證明在黑暗條件下孵化率不受影響，若孵化率大幅降低，則無實驗必要
比較相同濃度的電解水及漂白水隨時間衰減速率
2、4、8、16 mg/L，三重複
豐年蝦卵殼和氯起作用，先證明投入瞬間不會大幅衰減
2. 不同餘氯濃度對殺菌力之比較
目的
將豐年蝦孵化後的水體加入不同濃度的漂白水及電解水，量測其”瞬間”的殺菌能力，其最低有效濃度可做為前一實驗中最終的餘氯殘餘濃度
同時要測定在該濃度下的豐年蝦 48hr - LC50

預期結果
欲證明電解水能以較低的濃度達成有效殺菌效果，而對豐年蝦的傷害也較小
2. 不同餘氯濃度對殺菌力之比較
欲達設定餘氯濃度有兩個途徑，效力是否相同？
以電解機構直接投入水中電解
電解時pH、ORP變化對整體殺菌力有貢獻，可直接顯現其效力
以乾淨水體電解至高濃度，再投入欲消毒的水體稀釋
和投入漂白水的想法一樣
目前電解機構直接可用，不必更動極距
3. 不同餘氯濃度對豐年蝦存活率之比較
目的
將孵化後的豐年蝦放入不同濃度的漂白水及電解水，量測豐年蝦的 48hr - LC50

預期結果
找出不傷害豐年蝦的濃度
LC50計算方式待瞭解
氯化物檢測
餘氯FRC

儀器: Hach DR850分光光度計
結果與討論
2-way ANOVA

電解水對增加豐年蝦孵化率有極顯著效果
濃度對豐年蝦孵化的影響不大
藥劑和濃度間的交互作用顯著
目前分析的重複數並非真重複，僅來自同一樣本
待澄清問題
豐年蝦卵投入時，餘氯是否因反應而急速降低？
是，餘氯濃度再提高應無用，因為再高也不會高過去殼濃度，而去殼亦已證明無法抑菌
直接以電解高濃度海水浸泡孵化
pH 6時，次氯酸分子幾佔95％，殺菌力最強；pH 8時，分子僅有20%

是否可藉由電解手段達到pH 6? 亦或加HCl調整至pH 6?

在pH 6的豐年蝦孵化是否受影響？
鹽度低豐年蝦孵化較快，pH亦較易調至pH 6

應先瞭解pH  6 到底對豐年蝦有無影響
細菌爆發速率和餘氯衰減之關係應釐清
第2、6、12、18、24 h 應測餘氯及細菌數
直接電解是否影響豐年蝦孵化？
若否，可直接在孵化時電解維持FRC

預定電解機構性能測試
水體：50L

鹽度：30?

電解時間：1, 2, 3, 4, 5 min

待測項目：TFC、pH、ORP

電解完畢餘氯濃度 : ? /L Cl2

電解完畢ClO2濃度 : ? /L ClO2

預估餘氯產生速率：
0.34 mg/L Cl2/min
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弧菌檢測方式
Report format

CFU/mL, spread plate method,  35℃/24 h, TCBS agar

 取前兩位有效數字, 第三位四捨五入 

 如142-->140

APHA, 1992. 9260H, Standard methods for the examination of water and wastewater. 18th ed.

Spread plate method

Advantage:

 no heat shock during transfer

 all colonies are on the agar surface

Disadvantage

 small sample volume:  0.1 to 0.5 mL

Suitable limit:  30-300 colonies /plate

APHA, 1992.  9215 C. Spread plate method.  Standard methods for the examination of water and wastewater. 18th ed.

Spread plate method

Apparatus

Glass rod: 200 mm in length with 45, 40 mm from one end.  Sterilize before using

Glass pipet, 1.1mL 

Incubator 42℃
Agar preparation

Pour 15 mL of the medium into the 90×15 petri dishes 

Let agar solidify

Invert plates with lids on in 42℃ incubator overnight to obtain 2-3 g of water loss   

APHA, 1992.  9215 C. Spread plate method.  Standard methods for the examination of water and wastewater. 18th ed.

Spread plate method

Procedure

Pipet 0.1 ml sample onto the plate

Use sterile bent glass rod to distribute inoculum over the surface

Let inoculum be absorbed completely

APHA, 1992.  9215 C. Spread plate method.  Standard methods for the examination of water and wastewater. 18th ed.

Incubation for 24 hr at 35℃
APHA, 1992.  9260 H. Vibrio cholerae.  Standard methods for the examination of water and wastewater. 18th ed.

Procedure to determine

Artemia cyst quality

Incubate 1.6 g of cysts in 800mL, 33?, 28?C  seawater with 2,000lux illumination, Triplicates

After 24 h, pipet 6 subsamples of 250 L per bottle

Count nauplii (N), umbrellas (U)

Decapsulate unhatched cysts and empty shells by adding 5 drops of 5.25% NaOCl solution.

Count unhatched embryos (E)

Calculation of Artemia cyst quality

Hatching percentage 


H% = N × 100% / (N+U+E)

Hatching efficiency 


HE = N × 4 × 800 / 1.6 = N × 2000

Sampling again at 48 hr and compare the data 

Hatching rate

Start sampling from 12 h and repeat at every 3 h. Calculate HE until HE remains constant

Calculate Ts = T90-T10

目前無有效方式的豐年蝦消毒方式
The lower quality of  PL is due to the lack of natural selection, use of  unnatural food and a low adaptability to the natural environment.

Disinfection and decapsulation of Artemia cysts prior to hatching incubation does not prevent bacteria  to develop.

Thorough  washing have no significant effect on microbial contamination.

The use of antibiotics should be disapproved for prophylactic and therapeutical treatment.

Lavens, L., P. Sorgeloos.  2000.  Experiences on  importance of diet for shrimp postlarval quality.   Aquaculture 191: 169-176

電解能有效殺菌，但不影響微藻成長，甚至能有加速作用
Inactivate bacterial population at the intensity of ?1.3A (?2.13 mg Cl/L)

disinfect microalgae Isochrysis without affecting its growth rate between 1 and 4 A

higher microalgal growth rate than UV or autoclaved treatments  

Jorquera, M.A., G. Valencia, M. Eguchi, M. Katayose and C. Riquelme.  2002. Disinfection of seawater for hatchery aquaculture systems using electrolytic water treament.  Aquaculture 207: 213-224.

