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人工海水中における低濃度オキシダン トの

魚類病原微生物に対する殺菌 ・不活化効果

伊 藤 慎 悟,吉 水 守,絵 面 良 男

(1996年4月30日受付)

Disinfectant Effects of Low Level of Total Residual Oxidants in

 Artificial Seawater on Fish Pathogenic Microorganisms

Shingo Itoh,* Mamoru Yoshimizu,* and Yoshio Ezura*

The disinfectant effects of total residual oxidants (TROs) produced by ozonization of artificial

 seawater on fish pathogenic bacteria and viruses were investigated. A dose of0.1mg TROs/l was

 not stable in natural seawate,but was stable in artificial seawater with a bromine compound (sodi

um bromide). By the treatment with TROs of 0.1mg/l for 30 to 120 seconds, more than 99.9% of vi

able cells of Vibrio anguillarum, Aeromonas salmonicida, A. caviae, A. hydrophila, and Escherichia coli

 were killed, and 99.9% of infectivity of hirame rhabdovirus (HIRRV), infectious hematopoietic

 n ecrosis virus (IHNV), infectious pancreatic necrosis virus (IPNV), and yellowtail ascites virus

 (YAV) were inactivated. HIRRV was more than 99.7% inactivated by a treatment with a dose of

 3.5g/m3 of ozone gas bubbles for 1 min.

キ ー ワ ー ド:オ ゾ ン,TROs,魚 類 病 原 微 生 物,殺 菌 効 果

水産増養 殖技術 の発展 と共 に魚類病原微生物 に よる被

害 も増大傾向にあ り,特 にウイル ス病 に対 する対策 は防

除・ 防疫に頼 る しかな い。 魚類病原 微生物 の防除 ・防疫

法の一つ として飼育用水 の殺 菌法があげ られる。現在,

魚類飼育用 水の殺菌法 としては紫外線が広 く用 い られ,

淡水域では紫外 線を用 いた魚類病原 細菌の殺菌効 果1)や

ミズ カビ類 の菌糸伸長 阻止,2)ウ イル スの不活化効果,3)

さらにサ ケ ・マスの飼育成 績4)が検討 され,そ の有効

性が報 告されてい る。 しか し,紫 外線殺菌法 では水 中の懸

濁粒子 な どに より遮光 され る可 能性や,低 水温期 におけ

る殺菌効果 の低下,さ らに現在市 販されてい る低圧 ラン

プを用 いた紫外線 では殺菌 されない病原微生物 も知 られ

ている。3)現在,紫 外線 殺菌法 と共 に使 用頻度 が高 い殺

菌法はオ ゾン殺 菌であ り,淡 水域 ではオ ゾンを用 いた魚

類病原微生 物の殺 菌 ・不活化 効果が め られて いる。5,6)

水産業以外で もヨーロ ヅパで は古 くか ら上下水道の殺菌

な どにオ ゾン が使用 されて いる。7)しか し,海 水 を対象

に したオゾン 殺菌 法の効果 を報 告 した例は少な く,8,9)海

水にオゾン を注入 する こ とで 生成され るBrO3やBrO

-など(残 留オ キシダン ト; Total Residual Oxidants,以

下TROsと 略 す)の 魚類 に対 す る毒 性 も報 告10)されて

いる。実際にオ ゾン を使用 している現場 において も,使

用 法 に よって は そ の殺 菌効 果 に 疑 問を 投 げか け る意

見11)も あ る。 前 報12)で はTROs濃 度 を0.5～1.Omg

/lとした時に海水中 に生成 されたオキシ ダン トの安定性 と

魚類 病 原 微生 物 に対 す る殺 菌 効 果 につ い て検 討 し,

TROs濃 度 を0.5mg/lあ るい は1.0mg/lとし, 1分 間

処理す るこ とで供試 した魚類病原細菌 ・ウイル ス ・繊毛

虫 を99%以 上 殺菌 ・不活 化で きる ことを報 告 した。12)

本報では,オ ゾン殺菌 装置のランニン グコス トを下 げる

た め, TROs濃 度 を前報12)よ り低 い0.1mg/l程 度 に設

定 し,魚 類病原細菌 ・ウイルスの殺菌・ 不活 化効果 を検

討 した。

材料と方法

オ ゾ ン発 生 装 置　 原 料 ガ ス と して 酸 素(函 館 酸 素

K. K.)を 用 い,圧 力調整機(日 本 フローセ ル),オ ゾン

発生装置(荏 原実業K. K.)を 順次通 過 させオ ゾン を発

生 させ た 。発 生 したオ ゾン を接 触 槽(ガ ス 洗浄 叛;

Vidrex)中 の海水 に注 入す る ことに よ りオキ シ ダン ト

を生成させた(Fig. 1)。

TROs濃 度 の 測 定 法　 前 報12)と 同様 に ヨー ド法 で
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Fig. 1. Schematic illustration of seawater ozoniza

tion in this study.

TROs濃 度を測定 した。海水試料 を1N硫 酸で水素 イオ

ン濃度 を6に 調 節 した後,1%ヨ ウ化 カ リウムを5

ml添 加 した。 次 に,1%デ ンプン 溶液 を加 え発色 させた

後,0.001Nの チオ硫酸 ナ トリウム溶液で滴 定 した 。な

お,以 下 の式でTROs濃 度 を測定 した。

TROs濃 度(mg/l)=aF×1,000×0.024×1/X

a:滴定 量(ml)

F:0.001N　 チオ硫酸 ナ トリウム溶液の ファクター

X:海水試 料(ml)

0.024:0.001N　 チ オ硫酸 ナ トリウム 溶液1mlあ た

りのオ ゾン0.024mg/lに 対 応

供試海 水　 天然海水 としては函館市立待輝 で採水 した

海 水を供試 し,人 工海 水 と してはHerbst (塩化 ナ トリ

ウム30.0g,塩 化 カ リウム0.7g,硫 酸 マ グネ シウム7

水和 物5.3g,塩 化 マグネ シウム6水和 物10.8g,硫 酸

カル シ ウ ム2水 和 物1.3g,蒸 留 水1l),13) Brujewicz

(塩化 ナ トリウム26.518g,塩 化 カ リウム0.725g,硫

酸 マ グネ シウム3.305g,塩 化 マ グネシ ウム2.447g,

塩 化 カル シウム1.141g,炭 酸水素 ナ トリウ ム0.202g,

臭 化 ナ トリウム0.083g,蒸 留水1l)14)お よびLyman

 & Fleming(塩 化 ナ トリウム23.476g,塩 化 カ リウ ム

0.664g,硫 酸 ナ トリウム3.917g,塩 化 マ グネ シウ ム

4.981g,塩 化カル シウム1.102g,炭 酸水素 ナ トリウム

0.192g,臭 化 カ リウム0.096g,ほ う酸0.026g,塩 化

ス トロン チ ウム0.024g,フ ッ化 ナ トリウム0.003g,

蒸 留 水1l)14)の 人 工 海 水 を 供 試 した。 また,前 述の

Herbstの 人 工海 水 に83mg/lの 臭 化ナ トリウ ム(臭 素

濃度64mg/l)を 添加 した人工海水 も供試 した。

各供試 海水中 の残留 オキ シダン ト(TROs)の 安 定性

各供試 海 水 にオ ゾン を注 入後0～10分 間 のTROs濃 度

を前述 の方 法に よ り測定 した。

供 試 ウイルスお よび培 養細胞 　供試 ウイルス として,

サ ケ科 魚 類 の 伝 染 性 造 血 器 壊 死症 ウ イ ル ス(1HNV

ChAb株)と 伝 染 性 膵臓 壊 死 症 ウイ ル ス(IPNV VR-

299株),ヒ ラメラブ ドウイル ス(HIRRV 8401-H株),

ブ リ(Seriola quinqueradiata)の ウイル ス性腹水症 ウ

イル ス(YAV)を 供 した。IHNVに つ い ては,4,000×

gで30分 間遠 心分離 す るこ とに より細胞 片 を取 り除 き,

さ ら に55,000×gで120分 間遠 心 分離 し,生 成 した沈

殿 を リン酸緩 衝液(塩 化ナ トリウム8.0g,塩 化カ リ

ウム0.2g,リン 酸 水素 ニナ トリウム1.15g,リン 酸二水

素 カ リウ ム0.2g,蒸 留 水1l,pH 7.3,以 下PBSと 称

す)に 懸 濁 し,こ れ を ウ イ ル ス 液 と した 。IPNV,

HIRRV, YAVにつ いては0.45μmフ ィル ターに よ り濾

過 した液を ウイルス液 と した。な お,IHNV, YAVの 培

養 にはマス ノスケ(Oncorhynchus tschawytscha)の 胚 由

来 であ るCHSE-214(Chinook salmon embryo)細 胞を,

HIRRVの 培養 には コイ(Cyprinus carpio)の 上 皮腫 由

来 であ るEPC(epithelioma papilosum cyprini)細 胞 を

用いた。細胞 の培養 は10%牛 胎 児血 清(Gibco),ペ ニ

シ リン(Sigma)100 I. U./ml,ス トレプ トマ イ シン

(Sigma)100μg/ml,ト リス緩 衝液[0.17%Tris-(hy

droxymethyl)-aminomethane-HClお よび0.063%Tris

-(hydroxymethyl)-aminomethane, pH 7.8: Sigma]お よ

び0.75%炭 酸 水 素 ナ ト リウ ム(和 光 純 薬)を 含 む

Eagles'minimum essential medium(Gibco)を 使 用し

た。

供 試 細 菌　 供 試 細 菌 と し てVibrio anguillarum

(NCMB 6株),Aeromonas salmonicida(ATCC 14174

株),A. hydrophila(LAM1018株),A. caviae(TUF 1

株),Escherichia coli(0-26株)を 供 した。A. anguilla

rumの培養 には液 体海 水培地(ポ リペ プ トン5g,酵 母

エ キ ス1g,肉 エ キ ス1g,プ ロ テ ィオー スペプ トン1

g,75%Herbst人 工 海水1l,pH7.8)を,A. salmonici

da, A. caviae, A. hydrophila, E. coliの培養 には普通 ブイ

ヨン(ポリペ プ トン10g,肉 エ キス5g ,塩 化ナ トリウ

ム1.2g,蒸 留水1l,pH7 .2)を用 い,20℃ で1週 間培

養 後,1,500×g,30分 聞遠 心 分離 した。 沈 殿 をPBSに

懸 濁 し,再 び1,500×gで30分 間遠 心 分 離 す る こ とで

菌 体 を 洗 浄 し た 。 菌 体 を 再 びPBSに 懸 濁 し,

Mcfarland No. 3に 濃度 を調整 した菌 体を菌 液 として実

験 に供試 した。な お,供 試細 菌の生菌 数は,V. anguilla

rumでは海水 寒天培 地(先 の液 体培地 に 寒天 を15g加



えたもの)を 用 い,他 の供試菌株 には普通寒天培地 を用

いて測定 した。

魚類病原微生物 の殺 菌 ・不活化効果　 各供試細菌 懸濁

液を0.1mg/lのTROs含 有のBrujewiczの 人工海 水 に

1%の 割合 で混合 し,20℃ で一定時 間経過 後 にそれ ぞ

れlml採 取 し,等 量の液 体海水培 地 も しくは普 通 ブイ

ヨンを加 えてTROsの 反応 を停 止 して この反応 停 止液

の生菌 数 を求 め た 。 ウイ ル ス液 につ い て も同 濃度 の

TROsを 含 むBrujewicの 人工 海 水 に0.01%の 割合 で

混合 し,一 定 時間経 過後,1mlを 採取 し,等 量 の牛胎

児血清 によ り反応 を停止 させ,こ の ウイルス液 の感染価

を測定 して ウイル スに対 する不活化効果 を求めた。対照

としては無処理の人工海水 に供試微生物 を加 え,反 応停

止液を添加 した液 から生菌数 もし くは ウイルス感染価 を

求めオキ シダン ト処理 した時の値 と比較 した。

オゾンガス気 泡に よるHIRRV不 活化 効果　 HIRRV

液 を0.01%の 割 合 で蒸 留 水 に添 加 し,オ ゾン 濃 度 を

3.5g/m3,圧 力 を0.5kg/l,流 量 を1l/minと して,1

分間処理 した後の ウイル ス感染 価を測定す る と共 に,同

一 条件で天然 海水 をオ ゾン 処理 した場 合 に生成 され る

TROsの 濃 度 を測 定 し,こ のTROs濃 度 で のHIRRV

不活化効果を測定 した。 また,対 照 として,オ ゾン の代

わ りにオゾン生成 に使用 して いる酸 素ガス を蒸留水 に同

一条件で吹 き込み,ウ イルス感染価 を測定 した。

結 果

天然海水 お よび 人工海 水中 にお けるTROsの 安定性

天然海水 中にオ ゾン を吹 き込 み,TROs濃 度 を0.12お

よび0.13mg/lと した場 合のTROs濃 度 の経 時変 化 を

Table1に 示 した。5分 後には いずれの濃 度で も ヨウ化

カ リウムが発 色せ ず,TROs濃 度 を測定 で きな くな っ

た。

次 に,各 人工 海水 中 でのTROsの 安定性 を検討 した

(Table1)。Herbstの 人 工 海水 中に お け るTROs濃 度

は,ス ター ト時 を0.22お よび0.17mg/lと した場 合,

5分 後 には そ れ ぞ れ0.20mg/lお よ び0.13mg/lと な

り,10分 後には0.18お よび0.11mg/lと 徐 々に濃 度が

低下 していった。 一方, Lyman & Flemingの 人工海 水

中でのTROs濃 度は ス ター ト時 に0.10,0.13mg/lで あ

った ものが,5分 お よび10分 後 で もほ ぼ同程 度の値 を

示 した 。 さ らにBrujewiczの 人 工 海 水 中 に お け る

TROs濃 度 もス ター トを0.14お よび0.13mg/lと した

場合,10分 後 で も同 じ値 とな り,臭 化 物 を含 まな い

Herbstの 人 工 海 水 に比 べ,臭 化 物 を 含 むLyman &

 Flemingお よびBrujewiczの人 工海水 では,TROs濃 度

は減少 せず安 定で あ った。 そ こで,臭 化 ナ トリウム を

83mg/l(臭 素 濃 度64mg/lの 添 加 したHerbstの 人 工

Table 1. Stability of TROs produced by ozoniza
tion in seawater

Table 2. Effects of TROs on reduction rate of
 viable counts of fish pathogenic bacteria in

 Brujewicz's artificial sea water

海水 を作成 し,オ キシ ダン トの安定 性を検 討 した。 スタ

ー ト時 のTROs濃 度0.15お よび0.25mg/lは,5,10

分 経過 後 も0.15お よび0.25mg/lと な り,TROs濃 度

に変化 は認 め られなか った。

TROsの 魚類 病原 細菌 に対 す る殺菌 効果　 Brujewicz

の人 工 海 水 中のTROs濃 度 を0.10～0.12mg/lと し,

V. anguillarum, A. salmonicida, A. hydrophila, A. caviae,

 E. coliを30～120秒 間処理 した場合 の生菌数 の減少率

をTable2に 示 した。生 菌数 を99%以 上 減少 させ るた

めに必要 処理時 間はV. anguillarum, A. salmonicida, A

. caviae, A. hydrophilaで30秒, E. coliの 場 合は,120



秒であ った。

T ROsの 魚 類 病 原 ウ イ ル ス に 対 す る 不 活 化 効 果

Brujewiczの 人工 海 水 を用 い,TROs濃 度 を0.11あ る

いは0.14mg/lと し,供 試 ウイルス と反応 させた場合の

結 果 をTable3に 示 した 。HIRRVとIHNVの 場 合,

0.11お よび0.14mg/lのTROsを 含む人工 海水 と30秒

間反応 させた場合,そ の感染価 は99.9%以 上 減少 した。

IPNVの 場 合 は30秒 の処 理 で68.4%不 活 化 され,60

秒 後 に検 出限 界 以下 に な った。 ま た,YAVの 場 合 も

120秒 後 に99.9%以 上不活化 された。

オ ゾ ンガ ス気 泡 に よるHIRRV不 活 化効 果　 オゾ

ンガス気泡 のHIRRVに 及ぼす影響 をTable4に 示 した。

蒸 留 水 にオ ゾ ン ガ ス を 吹 き込 ん で処 理 した と きの

HIRRV感 染 価は酸素 ガス をコン トロール と して処 理 し

たHIRRVに 比 べ,99.7%以 上 減 少 した。 こ の 時 の

TROsは 測定限界以 下 であった。一方,天 然海水 を同 じ

条 件で60秒 間 処理 した ときのTROs濃 度 は0.46mg/l

であった。 また,TROs濃 度が0.52mg/lで1分 間処理

したと きのHIRRV不 活化 率は99.9%と 測定 され た。

Table 3. Inactivation of fish pathogenic viruses
 by TROs in Brujewicz's artificial sea water

考 察

本実験 では最初 に海水中 に生成 したオ キシ ダン トの安

定性 を知 るため,海 水 中 でのTROs濃 度 を経 時的 に測

定 した 。 前報12)で は 天 然海 水 中 のTROs濃 度 を0.5

～1.0mg/lと した場 合,TROs濃 度 測定 開始 か ら80分 間

は±0.11mg/lの 範 囲で変 動 が観察 された にす ぎな かっ

た 。 しか し,0.1mg/l程 度 の低TROs濃 度 の経 時的変

化 を測 定 した ところ,測 定 開 始 よ り5分 経 過 した時点

です でに ヨー ド法で は測 定不能 とな った(Table1)。 こ

の こ とか ら,実 際に天然海 水ヘ オゾン を注 入 し,低 濃度

オキ シダン トで海 水 を殺 菌す る場合 に は,TROs濃 度を

モ ニ ター し,常 に0.1mg/lと な る ようにオ ゾン発生器

の出力 を調整 す る必 要があ る ことが示 唆 された。

天然 海 水の場 合, 0.1mg/l程 度 のTROs濃 度 では海

水中 の有機 物等 でTROsが 消 費 され た と考 え られ る。

そ こで,有 機物 等 が含 ま れて いな い人 工海 水 を用い,

TROs濃 度 が0,1mg/l程 度 に おけ るTROsの 安 定性を

検討 した。 臭素 化合物 を含 まないHerbstの 人工海 水で

は,測 定開 始時 か らTROs濃 度 が徐 々に低 下 した。 し

か し,臭 素 化合物 を含むLyman & Flemingの人 工海水

お よ びBrujewiczの 人 工 海 水 の場 合,ス ター ト時 の

TROs濃 度が10分 後 に も変化な く,臭 化物 を 含まない

Herbstの 人 工海 水 に比 べ,臭 化物 を含 む人工 海水 の方

が安定 であ るこ とが明 らか にな った(Table1)。

そ こで,人 工 海水 中 の臭素化 合物 がTROs濃 度の安

定性 に 関与 して い るか につ いて 知 るた め に83mg/lの

臭化 ナ トリウム を添 加 したHerbstの 人 工 海 水 な作製

し,こ の 人工海 水 中で のTROsの 安定 性 を検 討 した。

スター ト時のTROs濃 度 が0.15お よび0.25mg/lの 場

合,300お よび600秒 後 で も同 じ値 を示 した。 この結

果 は臭 素 化合物 を含むBrujewiczの 人 工海 水 やLyma

n & Flemingの 人工海 水 と同様,臭 素化 合 物 の添加 に よ

りTROsの 安定性 が増加 す る ことを示 す結果 となった。

Table 4. Effect of ozone gas bubbles on HIRRV infectivity



使 用 する試 薬数 な どを考慮 す る とBrujewiczの 人 工海

水が適 当 と考え られ,以 後 この人工海 水を用い実験 を行

った。

前報12)では,天 然海 水にオ ゾンを注 入 し,TROs濃 度

が0.5あ るいは1.0mg/lのTROsを 含 有す る海水 に 魚

類病原細菌 お よび ウイル スを混合 して所 定時間反応 させ

た 後に生 菌 数 あ る いは 感 染 価 を測 定 した。 生 成 した

TROs濃 度 が1.0お よび0.5mg/lの 場 合, V. anguilla

rumお よ びHIRRVは 共 に15秒 の 処 理 に よ り99～

99.9%以 上殺 菌 あ るいは不 活化 され, A. salmonicida, A

. caviae, A. hydrophila, E. coliやIHNVも15秒 の処理

で不活化・ 殺菌 され た。 また,IPNVで は99%以 上の

感染価 を減少 させるた めには30秒,YAVで は60秒 の

処理 が必要 であ った。 と ころでTROs濃 度 を0.5あ る

いは1.0mg/lと す るに は装 置 が大型化 し,ラ ンニ ン グ

コス トも大 き くな るため,よ り低濃度での殺菌効果 が認

め られれば,経 費はかな り節減 され る。

そ こで,今 回 は低濃 度 でのTROsの 殺菌 ・不 活化効

果 の検討 を行 う 目的で上記の臭素化 合物を含む人工海水

を用い,0.1mg/lで のTROsの 殺 菌 ・ウ イル ス不活化

効果 を検討 した。Brujewiczの 人工海水 を用いTROs濃

度 を0.1mg/l程 度 と し,魚 類 病原 細菌 の殺菌 お よび ウ

イルスの不活化効 果を同 様 に検討 した。魚類病原細菌 お

よびウイル スの生菌数 あ るいは感 染価 を99.9%以 上 も

しくは検出限界以下 まで減少 させるには, A. salmonici

da, A. caviae, HIRRVお よびIHNVの 場合は30秒 処理

する必要 があ り, A. hydrophilaお よびIPNVの 場合 は

60秒,YAV, V.anguillarum, E. coliの 場合 は120秒 処

理 す る必要 があ った。 以上 の結 果 よ り,TROs濃 度 が

0.1mg/l以 上 で12秒 間処 理 す るこ とに よ り供 試 した

全ての微生物 を99.9%以 上 も しくは検 出限界 以下 まで

殺菌 ・不活化で きると判断 された(Table2,3)。

ところで,海 水にオゾン を吹 き込 み,海 水 をオ ゾン 処

理する と多数 の微 細オゾンガ ス気 泡が生 じる。 このオゾ

ンガス気泡 の微生物 に対す る影響 をHIRRVを 対象 に検

討 した。 オキ シダン トが生成 され ない とい う条件 を得 る

ために蒸留水 を用 い,オ ゾン ガス気泡 に よるHIRRV不

活化効果 を測定 し,次 いで同一条件下 で天然海水 を処理

し,生 成 するTROsに よる不 活化効果 を比較検討 した。

オ ゾン ガス気泡 に よる不活化率 は99.7%以 上 とな った。

また,オ ゾンガス気泡 を蒸留 水 と接触 させた場合 と同条

件で天然 海水 と接触 させ た 後に生成 す るTROs濃 度 は

0.46mg/lで あ り,こ の濃度 とほぼ 同 じ濃 度で60秒 間

反 応させ た場 合のHIRRV不 活化 率 は99.9%で あ った

(Table4)。 この結果 か ら,オ ゾン ガス気 泡に もかな り

のウイルス不活化能力 がある と考 えられる。

一 方 ,Wedemeyer et al.5,6)は,炭 酸 カル シ ウム不 含

のPBDW(phosphate-buffered distilled water)中 で残

留オ ゾン 濃度 を0.01～0.04mg/lに し,30～60秒 間処

理 す る こ とに よ りIHNV,IPNV, A. salmonicidaを

99.99～99.999%以 上殺菌 ・不活化 す るこ とがで きる と

報 告 してい る。 この値 は今 回のTROsに よる殺 菌 ・不

活化効果 以上に効果 があ ると考 えられる。 しか し,実 際

に硬 水 や軟 水 の湖 水 を用 い,残 留 オ ゾ ン濃 度 が0.01

mg/lと な る よ うに オ ゾン ガ ス を 吹 き込 ん だ 場 合,

IHNVやIPNVを99%以 上不 活化 させるには2分 間以

上が必要 であ り,6)PBDWに オ ゾンを溶解 させた場合や

オキ シダン トに比 べ不 活化効果が低 いと考 え られ る。

また,Sugita et al.9)は 純培養 した細菌をオキ シダン ト

処理 した ときの殺菌率 と,種 々の細菌が多数存在 してい

る沿岸海水 をオキ シダン ト処理 した場合を比べ る と,沿

岸海水 に対す る殺菌率 が低下する ことを示 して いる。 こ

の ことか ら,実 際 にオ ゾン用 い,殺菌 を目 的 として天

然海水を処理す る場合 は実験室 レベルで設定 した オキシ

ダン ト濃度 よりも高めの濃度 で処理 す る必要 性が ある と

推測され る。いずれ に しても海水 をオゾン 処理 によ り殺

菌する場合 には,オ ゾンの海水へ の注 入に より生成 され

るオキシ ダン ト濃度 を常 にモニター し,オ キシ ダン ト濃

度が0.1mg/lと な るようにオ ゾン 発生器 の出 力を調整

す る必要があ ると考 えられる。
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