
 مجله سلامت و محيط، فصلنامه ي علمي پژوهشي
انجمن علمي بهداشت محيط ايران

 دوره هشتم، شماره اول، بهار 1394، صفحات 81 تا 88

مقاله پژوهشی

مطالعه اثر حمايت کننده الکتروليتی سديم کلرايد در حذف الکتروشيميائی 
اسپور باسيلوس سوبتيليس از آب آشاميدنی 

معصومه مقدم ارجمند1، عباس رضایی*2، سیمین ناصری3، سید سعید اشراقی4

تاریخ دریافت: 93/09/29             تاریخ پذیرش: 93/12/23

چکيده
زمينه و هدف: امروزه کریپتوسپوریدیوم پاروم به عنوان یکی از عوامل بیماری زای مهم منتقله از آب با مقاومت زیاد در برابر روش های متداول 
گند زدایی و با توان ایجاد مشکلاتی در منابع آب مطرح است. بدلیل مشکلات مطرح در مطالعات کریپتوسپوریدیوم، جهت برآورد غیرفعال سازی 
و ارزیابی کیفیت آب، استفاده از اسپور باسیلوس سوبتیلیس غیر بیماری زا به عنوان مدل توصیه شده است. از سوی دیگر، در سال های اخیر توجه 
ویژه ای به فرایندهای الکتروشیمی به عنوان یک تکنولوژی سازگار با محیط زیست و کارامد در تصفیه و گندزدایی آب شده است. هدف از انجام 

این تحقیق، ارائه روشی جهت ارتقاء کیفیت آب آشامیدنی است.
از آب آشامیدنی واجد   200 mL cm 4 × 8 در حجم  ابعاد  به  استیل  الکترودهای  الکتروشیمی حاوی  این تحقیق، سیستم  بررسی: در  روش 
 )ATCC 6633) 4-1 سدیم کلراید مورد استفاده قرار گرفت. سوسپانسیون میکروبی واجد تعداد مشخصی از اسپور باسیلوس سوبتیلیس mg/L
مطابق باروش استانداردمک فارلند، در محدوده 103 تا 106 اسپور در هر میلی لیتر تهیه گردید. ارزیابی حذف عامل میکروبی هر min 15 طی زمان 
min 60 با نمونه برداری و انتقال به محیط کشت تریپتیکاز سوی آگار صورت پذیرفت. متغییرهای تعداداسپورهای باکتری، میزان حمایت کننده 

الکترولیتی، میزان جریان القائی و زمان واکنش مورد ارزیابی قرار گرفتند.
 60 min 100 در زمان mA يافته ها: فرایند الکتروشیمیائی پیشنهادی  بدون استفاده از حمایت کننده الکترولیتی در جریان های الکتریکی کمتر از
قادر به حذف کامل اسپور باسیلوس سوبتیلیس با تراکم 104 تا 106 نبود. افزودن الکترولیت حمایتی سدیم کلراید با غلظت mg/L 4 موجب حذف 

کامل اسپور در پایان min 60 گردید. 
نتيجه گيری: افزودن حمایت کننده الکترولیتی سدیم کلراید بدلیل افزایش فرایندهای اکسیداسیون مستقیم و غیر مستقیم ،  تاثیر میکروب کشی فرایند 
الکتروشیمیائی را به طور قابل ملاحظه ای افزایش می دهد. بهبود فرایند گندزدایی آب تا رسیدن به حذف کامل اسپور در زمان min 60 ، با حضور 

سدیم کلراید می تواند بدلیل تولید بیشتر عوامل اکسیدانت تولید شده در آند باشد. 

واژگان کليدي: الکتروشیمی، اسپور،  باسیلوس سوبتیلیس، آب، حمایت کننده الکترولیتی
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مقدمه
اسیس��ت کریپتوس��پوریدیوم پ��اروم به عنوان یک��ی از عوامل 
بیماری زای منتقله از آب نسبت به روش های گندزدایی متداول 
بس��یار مقاوم بوده، بطوری که امروزه ب��ه عنوان مخاطره بزرگ 
بهداش��ت عمومی و چالش جهانی مدیری��ت منابع آب مطرح 
است. بدلیل پر هزینه بودن و سختی انجام آزمایش های بررسی 
مستقیم کریپتوسپوریدیوم، استفاده از اسپور باسیلوس سوبتیلیس 
غیر بیماری زا به عنوان ارگانیسم مدل وجایگزین، جهت ارزیابی 
غیرفعال سازی کریپتوسپوریدیوم در آب بسیار مناسب و کارامد 
گزارش ش��ده اس��ت )8-1(. روش های کلریناس��یون متداول 
آب موج��ب تولید ترکیبات س��می نظیر ت��ری هالومتان ها که 
برای س��لامتی انسان خطرناک هستند می گردد. از این رو طی 
سال های اخیر توجه به فرایند الکتروشیمی به عنوان تکنولوژی 
س��ازگار با محی��ط زیس��ت و کارآمد در معدنی س��ازی کامل 
ترکیبات ش��یمیایی آلی غیرقابل تجزیه بیولوژیک، از بین بردن 
ارگانیسم های مقاوم به گندزدایی متداول و حذف آلاینده های 
مواد داروی��ی و هورمونی، و همچنین حذف ترکیبات نیتروژن 
رو به افزایش است )12-9(. عدم نیاز به افزودن مواد شیمیایی، 
س��هولت کاربری و تجهیزات توس��ط فرایند الکتروش��یمی از 
جمله مزایای گندزدایی آب نس��بت به س��ایر روش ها اس��ت. 
در این مطالعه س��عی ش��ده با اس��تفاده از الکترولیت حمایتی 
س��دیم کلراید ضمن تس��هیل در برقراری جریان القایی بیشتر، 
موج��ب افزایش خاصیت ضدمیکروب��ی فرایند الکتروش��یمی 
گ��ردد. غلظت های mg/L 4-1 س��دیم کلرای��د، در محدوده 
جریان های mA 100-20 بر روی سوسپانسیون های میکروبی 
103 تا 106 اس��پور در میل��ی لیتر مورد آزمایش ق��رار گرفتند. 

پ��س از برقراری جریان هر min 15 ی��ک بار در زمان تماس 
min 60 ، نمونه ب��رداری و انتقال روی محیط تریپتیکاز س��وی 

آگار صورت پذیرفت.

مواد و روش ها
سویه باکتریائی باسیلوس سوبتیلیس ATCC 6633 رشد یافته 
بر محیط کش��ت تریپتیکاز س��وی آگار )TSA( برای مراحل 

مختلف آزمایش مورد استفاده قرار گرفت. با قرار دادن سویه در 
دمای حدودo C 80 اقدام به تهیه سویه اسپور گردید. نگهداری 
سویه های حاوی اس��پور و نیز انجام آزمایشات الکتروشیمیایی 

در دمای محیط )حدود oC 25( صورت پذیرفت. 
سوسپانسیون های اسپور باسیلوس بتیلیس مطابق با دستورالعمل 
م��ک فارلند 0/5 تهیه گردید. بر اس��اس این دس��تورالعمل، با 
روش رقیق س��ازی اقدام به تهیه غلظت های میکروبی مورد نیاز 
گردید )13(. استریل سازی محیط های کشت و مواد مورد نیاز 
ب��ه روش اتوکلاو در دمای oC 121 و به مدت min 15 انجام 

گرفت. 
سوسپانس��یون تهیه شده به طور تقریبی حاوی 103 تا 106 اسپور 
در هر میلی لیتر برای مراحل مختلف آزمایش ها مورد اس��تفاده 
قرار گرفت. جهت ارزیابی تعداد اس��پورهای زنده مانده پس از 
ه��ر min 15 متعاقب در معرض الکتروش��یمی قرار گرفتن، از 
روش پورپلیت و انتقال به روی محیط کش��ت TSA اس��تفاده 
گردید. زمان تماس min 60 به منظور ارزیابی اثربخشی فرایند، 
 25 oC در نظر گرفته ش��د. پلیت های نمونه گیری شده در دمای
برای مدت h 48 برای بررسی کلنی ها مورد استفاده قرار گرفت.
به منظور تسهیل در برقراری بیشتر جریان الکتریکی و صرفه جویی 
در مصرف الکتریس��ته از محلول س��دیم کلراید در غلظت های 

mg/L 4-1 در مراحل مختلف آزمایش استفاده گردید.
فرایند الکتروشیمیائی در راکتور شیشه ای حاوی mL 200 آب 
 )PS-305D( شهری انجام گرفت. دستگاه تامین برق مستقیم
برای تامین ولتاژ مورد نیاز اس��تفاده گردید. الکترودها از جنس 
استیل به ابعاد cm 8×4 و با فاصله cm 2 از یکدیگر در راکتور 
مس��تقر گردید )ش��کل 1(. فرایند الکتروشیمیائی حذف اسپور 
باکتری ها در دمای معمولی انجام ش��د. ب��ه منظور تعیین تعداد 
  TSAباکتری ه��ای زنده مانده، نمونه ها بر روی محیط کش��ت
منتقل و پس از طی زمان h 48 در دمای oC 25 به روش ارزیابی 
کلنی های تش��کیل شده )CFU( ش��مارش گردید. جریان های 
 60 min 150-20 در مدت زمان تماس mA مورد آزمای��ش
جهت انجام آزمایشات در نظر گرفته شد. همچنین به فاصله هر 
min 15 پس از برقراری جریان، نمونه برداری صورت پذیرفت.
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يافته ها
 ، 100 mA آزمایش ه��ا نش��ان داد جریان های القایی کمت��ر از
بدون افزودن الکترولیت حمایتی س��دیم کلراید، قادر به حذف 
اس��پور در سوسپانس��یون های میکروبی 103 تا 106 اس��پور در 
میلی لیتر نیس��ت. ارتقاء جریان به mA 100 توانست اسپورها 
 min را در دانس��یته میکروبی 103 اس��پور در میل��ی لیتر را در
60 بطور کامل حذف نماید. و اس��پورهای دانس��یته های بالاتر 
میکروبی ب��دون تغییر و کاهش زنده ماندن��د. بنابراین قابلیت 
جریان القایی پروس��ه الکتروشیمی در حذف اسپور، با افزایش 
دانسیته میکروبی به 104 اسپور در میلی لیتر و بالاتر، بطور قابل 
 100 mA ملاحظ��ه ای کاهش یافته، بطوری که ارتقاء جریان به
قابلیت حذف کامل اسپورها را در min 60 نداشتند )شکل 2(.
در دانس��یته های میکروبی بالاتر نیز نتیجه مشابه حاصل گردید. 
برای دستیابی به حذف کامل اسپور در دانسیته های بالاتر از 103 
اس��پور در میلی لیتر، جریان mA 100 و زمان min 60 ، تاثیر 
افزودن mg/L 4 الکترولیت حمایتی س��دیم کلراید بر حذف 

اسپور، بسیار قابل توجه و چشمگیر بود )شکل 3(.

  
 

شکل 1– راکتور الکتروشيمی مورد استفاده جهت حذف اسپورهای 
باسيلوس سوبتيليس

مطابق ش��کل 3 افزودن غلظت mg/L 3 س��دیم کلراید تاثیر 
اسپورکش��ی نداش��ته و حذف کامل اس��پور در mA 100 رخ 

نمی داد )شکل 4(.
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شکل 2 –  فعاليت اسپور کشی فرايند الکتروشيميائی در جريان الکتريکی  
mA100 توام با حضور حمايت کننده الکتروليتی سديم کلرايد با غلظت 
mg/L 4 از آب آلوده با اس��پور باسيلوس سوبتيليس و تعداد اسپورهای 
باسيلوس س��وبتيليس: الف( 103 اسپور در ميلی ليتر، ب( 104 اسپور در 
ميلی ليتر، ج( 105 اس��پور در ميلی ليتر و د( 106 اسپور در ميلی ليتر. ه( 

104 اسپور در ميلی ليتر بدون الکتروليت

شکل 3 –  فعاليت اسپور کشی فرايند الکتروشيميائی در جريان الکتريکی 
mA 100 توام با حضور حمايت کننده الکتروليتی سديم کلرايد با غلظت 
mg/L 3 از آب آلوده با اس��پور باسيلوس سوبتيليس و تعداد اسپورهای 
باس��يلوس سوبتيليس: الف( 103 اسپور در ميلی ليتر، ب( 104 اسپور در 

ميلی ليتر، ج( 105 اسپور در ميلی ليتر و د( 106 اسپور در ميلی ليتر.
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نتای��ج آزمایش ارزیابی تاثی��ر میزان جریان القایی بر دانس��یته 
میکروبی 104 اسپور در میلی لیتر و حضور mg/L 4 الکترولیت 
حمایتی س��دیم کلراید، حاکی از آن بود که جریان های کمتر از 
mA 100 حذف کامل اس��پور را پدید نمی آوردند )شکل 4(. 
بر این اس��اس آزمایش دانس��یته های میکروبی بالاتر نیز چنین 

یافته هایی را نشان می داد. 

ش��کل 4 –  تاثي��ر فعالي��ت اسپور کش��ی جريان ه��ای مختل��ف فرايند 
الکتروش��يميائی بر سوسپانس��يون ميکروبی 104 اسپور در ميلی ليتر توام 
با حض��ور mg/L 4 الکتروليت حمايتی س��ديم کلرايد در زمان تماس 

60 min
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مطاب��ق ش��کل 5 تاثی��ر غلظ��ت الکترولی��ت حمایت��ی ب��ر 
سوسپانس��یون های میکروب��ی نش��ان داد ب��ا افزایش دانس��یته 
میکروب��ی و کاهش غلظت الکترولیت حمایتی س��دیم کلراید، 
توانایی فرایند الکتروشیمیایی در حذف اسپور به شدت کاهش 
 100 mA 60 زمان تم��اس و برقراری min یافت��ه و پ��س از

جریان، کلنی های فراوان قابل مشاهده بودند )شکل 6(.
برای بررسی پارامترهای تاثیر میزان جریان و مدت زمان تماس 
بر میزان انرژی مصرفی سیس��تم الکتروش��یمی، آزمایش انجام 
ش��ده بر روی سوسپانس��یون میکروبی 104 اسپور در میلی لیتر 
توام با mg/L 4 الکترولیت حمایتی سدیم کلراید نشان داد که 
زم��ان به عنوان پارامتر مهم علاوه بر تاثیر در کاهش قابل توجه 
ان��رژی مصرفی می تواند در جریان پایی��ن قابلیت حذف کامل 

اسپور را سبب گردد )شکل 6(. 
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شکل 5 –  تاثیر فعالیت اسپور کشی جریان mA 100 فرایند الکتروشیمیائی توام با حضور غلظت های مختلف الکترولیت حمایتی سدیم کلراید بر دانسیته های 

میکروبی الف( 104 اسپور در میلی لیتر، ب( 105 اسپور در میلی لیتر، ج( 106 اسپور در میلی لیتر.
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بحث
مکانیس��م اکسیداسیون الکتروش��یمیایی میکروب ها به صورت 

ذیل شرح داده شده است )13-16(:
1. اکسیداسیون آندیک مستقیم که طی آن میکروب ها به واسطه 
نیروی الکترواس��تاتیک بین الکترود و گروه های باردار آمینو و 
کربوکس��یلیک دیواره سلولی باکتری به سوی سطح آند کشیده 
می شود. در این حالت فرایند جذب میکروب بر روی سطح آند 
اتفاق می افتد. س��پس ضمن تاثیر بر نفوذپذیری غش��اء سلولی، 
کوآنزیم A و قطع تنفس سلولی می تواند منجر به مرگ سلولی 

گردد.
2. اکسیداس��یون غیر مس��تقیم که با تولید الکتروش��یمیایی یک 
عام��ل اکس��یدان ق��وی در س��طح آن )معمول ترین اکس��یدان 
الکتروش��یمیایی کلر اس��ت که از اکسیداس��یون کلرید در آند 
حاصل می گردد( می تواند موجب مرگ سلول میکروبی گردد 

)واکنش های 1-3(.
       

(1)
(2)
(3)

شکل 6 –  تاثیر پارامترهای زمان و جریان القایی بر حذف اسپور در 
دانسیته میکروبی 104 اسپور در mL توام با حضور mg/L 4 الکترولیت 

حمایتی سدیم کلراید.
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نتایج آزمایش های تاثیر حذف اسپورهای باسیلوس سوبتیلیس 
متعاقب اس��تفاده از غلظت mg/L 4 حمایت کننده الکترولیتی 
س��دیم کلراید و جریان های القائ��ی مختلف mA 150-20 بر 
سوسپانسیون های مختلف اسپور باسیلوس سوبتیلیس حاوی 103 
تا 106 اسپور در هر میلی لیتر نشان داد که افزودن حمایت کننده 
الکترولیتی سدیم کلراید می تواند به طور چشمگیر در کاهش و 
حذف کامل اس��پور در min 60 موثر باشد )شکل 2(. هر قدر 
جریان الکتریس��یته افزایش یابد قابلیت کشتن اسپورها افزایش 
می یاب��د.  بطوری که در مح��دوده mA 50-20 در مدت زمان 
min 60 ، هیچ گونه کاهش��ی در تعداد کلنی های رشد یافته بر 
محیط TSA مشاهده نمی گردید. تاثیر افزایش تعداد اسپور در 
هر میلی لیتر نیز در روند کاهش اسپور به خوبی در آزمایش های 
صورت گرفته مشهود بود. بطوری که در محدوده 103 اسپور در 
میلی لیتر و جریان mA 50 با افزودن mg/L 4 س��دیم کلراید 
در زمان min 60 حذف کامل اس��پور صورت گرفت. در حالی 
در شرایط مشابه و در محدوده بیش از 104 اسپور در میلی لیتر 

به بالا، حذف کامل اسپور اخذ نگردید.
قدرت اسپور کش��ی فرایند الکتروشیمیائی با اضافه شدن جریان 
الکتریس��یته القائی و الکترولیت حمایتی و کاهش تراکم اسپور 
در آب افزایش می یابد. به این ترتیب تاثیر اسپورکش��ی فرایند 
الکتروش��یمیائی در جریان ه��ای پایین تر از mA 150 در مورد 
سوسپانس��یون های ح��اوی 104 تا 106 اس��پور در هر میلی لیتر 
در min 60 عم��لا امکان پذیر نیس��ت و در صورت اس��تفاده 
از این فرایند بدون افزودن الکترولیت حمایتی مورد اس��تفاده، 
نیاز  مقدار جریان الکتریس��یته بیش��تر و یا م��دت زمانی بیش 
از min 60 اس��ت. الق��اء جریان الکتریکی در حذف اس��پور 
باسیلوس سوبتیلیس با استفاده از فرایند الکتروشیمیائی موجب 
انتقال اس��پورها از آب و چس��بیدن آنها به سطح آند می گردد. 
حذف عوامل میکروبی توسط فرایندهای الکتروشیمیائی توسط 
محققان دیگر نیز گزارش ش��ده اس��ت که در جدول شماره 1 

آمده است.

)min( زمان
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مطالعه اثر حمایت کننده الکترولیتی ...

طی فرایند اکسیداسیون مستقیم نفوذپذیری دیواره سلولی مختل 
ش��ده و زمینه برای تاثیرگذاری عوام��ل مختلف ضدمیکروبی 
موجود در سیس��تم را ک��ه در قالب محصولات اکسیداس��یون 
غیرمس��تقیم ش��ناخته ش��ده اند، فراه��م می گ��ردد. اف��زودن 
حمایت کننده الکترولیتی سدیم کلراید علاوه بر کمک به افزایش 
جریان الکتریس��یته و انتقال الکترون ها از آند به س��مت کاتد، 
موجب تولید یون های -Cl و متعاقبا HOCl ،Cl2 و -OCl در 
آب شده که بطور موثر می توانند به عنوان اکسیدکننده قوی عمل 
نموده و فرایند گندزایی را بهبود بخشند. افزودن جریان القائی 
الکتریس��یته و افزایش غلظت س��دیم کلراید در آب آشامیدنی 
دارای محدودیت هایی اس��ت. لذا انتخاب جریان mA 100 و 
غلظت mg/L 4 س��دیم کلراید امکان ایجاد اشکال در کیفیت 

آب را نیز منتفی می سازد.

نتيجه گيری
ب��ر مبنای نتایج اخذ ش��ده از تحقیق ص��ورت گرفته، می توان 
از فرایندهای الکتروش��یمیائی توام با اس��تفاده از حمایت کننده 

جدول شماره 1: مکانيسم های حذف عوامل ميکروبی در فرايند الکتروشيمی

  رفرنس  عملكرد حذف  شرايط محيطي  جريان  نوع الكترود  عامل ميكروبي
E. Coli 0157:H7BDD  100 mA 18(  توليد كلر آزاد فراوان  كلريد سديم(  
E. Coli 0157:H7  2PbO-100 mA 6PtCl2H  19(  توليد ازن(  
Bacillus subtilis  2TiO500 mA 2-

4, SO-Cl20(  كلر فعال آزاد، يون هيدروكسيل(  
E. Coli – Bacteriophage MS2  Pt-Nb50 mA 21(  كلر فعال آزاد  كلريد سديم(  

Legionella PneumophilaSi/BDD100 mA كلر فعال  –راديكال هيدروكسيل   كلريد سديم– 
Diamond film

)22(  

 

الکترولیتی س��دیم کلراید جهت حذف اس��پورهای باسیلوس 
سوبتیلیس بعنوان مدلی از کرپیتوسپوریدیم پاروم استفاده نمود. 
حذف کامل از اسپورهای باسیلوس سوبتیلیس متعاقب استفاده 
از mg/L 4 از حمایت کننده الکترولیتی س��دیم کلراید توام با 
  P=VIt 100 اخذ می گردد. بر اساس رابطه mA جریان القائی
کاهش جریان القایی توام با افزایش زمان نتیجه مطلوب حذف 

اسپور را با مصرف انرژی کمتری فراهم می سازد.

تشکر و قدردانی
این مقاله حاصل بخش��ی از رس��اله دکتری ب��ا عنوان مصوب 
مطالعه "اثر حمایت کننده الکترولیتی س��دیم کلراید در حذف 
الکتروشیمیائی اسپور باسیلوس س��وبتیلیس از آب آشامیدنی" 
در مقط��ع دکتری )س��ال 3931 با کد 3083211( اس��ت که با 
حمایت دانش��گاه تربیت مدرس اجرا ش��ده است. نویسندگان 
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ABSTRACT
Background & Objectives: Cryptosporidium parvum is considered as one of the pathogenic agents 
transmitted by water, high resistance to conventional disinfection methods, and potency of creating various 
problems in water resource. Because of various problems in Cryptosporidium parvum studies, Bacillus 
subtilis spore is recommended as a surrogate organism for studying protozoa inactivation and evaluation of 
water quality. On the other hand, electrochemical process is presented as an environmental friendly and high 
efficient method in disinfection in recent years. The aim of this study was to propose a method for promotion 
of the water quality.   
Materials & Methods: In this study, the electrochemical system used was consisted of  steel electrodes 
(4×8 cm), 200 mL volume, and 1-4 mg/L sodium chloride.  The bacterial suspensions of Bacillus subtilis 
(ATCC 6633) was prepared according to the McFarland method with 103 to 106 spores/mL concentration. 
The microbial agent removal was evaluated by sampling and transferring water to the tripticase soy agar 
medium every 15 min for 60 min.  The number of bacteria spores, supporting electrolyte, induced  current, 
and reaction time were evaluated.
 Results: The proposed electrolysis process could not eliminate  Bacillus subtilis spores at 104 to 106 spores 
mL-1 rate at lower than 100 mA current for 60 min. Adding sodium chloride supporting electrolyte up to 4 
mg/L concentration  completely eliminated Bacillus subtilis spores after 60 min. 
Conclusion: Adding sodium chloride as a supporting electrolyte can increase the spore removal because 
of increasing direct and indirect oxidation in electrolysis process. Improving water disinfection and spore 
removal after 60 min could be described by higher oxidant agents in anode electrode. 

Keywords: Electrochemistry, Bacillus subtilis, Spore, Water, Disinfection, Supporting electrolyte
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