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Woda jako podstawowa substancja życiowa wszystkich organizmów może stanowić nawet ponad 80% ich składu. W środowisku woda nie występuje w stanie czystym chemicznie, 
a z uwagi na ciągły rozwój przemysłu, powodujący globalne zanieczyszczenie środowiska jej właściwości ulegają ciągłym zmianom. Zawiera ona obok składników naturalnych i domieszek coraz więcej syntetycznych związków chemicznych, wolnych rodników czy metali ciężkich, co powoduje pogorszenie jej jakości, a tym samym zwiększa negatywny wpływ na organizmy. Pod względem budowy fizycznej nie występuje ona w postaci pojedynczych cząsteczek, ale łączą się one w różnej wielkości grupy, zwane klastrami. Klastry te mogą osiągać tak duże rozmiary, że wnikanie wody do komórek jest znacznie utrudnione i ograniczone.

Obecnie nanotechnologia, jako nauka zajmująca się opracowywaniem technik tworzenia rozmaitych struktur o rozmiarach  od 0,1 do 100 nm (czyli na poziomie pojedynczych atomów 
i cząsteczek) przyciąga uwagę wielu specjalistów z różnych dziedzin. 
Firma NANTES wykorzystując swoją wiedzę i doświadczenie w dziedzinie nanotechnologii, opracowała technologię rozbicia klastrów wody do pojedynczych cząsteczek. W procesie technologicznym wykorzystywana jest unikalna metoda rozbicia cząsteczkowego klastrów przy pomocy rezonansu, co pozwala na modelowanie różnych struktur materiałów (płynnych - np. woda, twardych – np. stali). Proces ten zachodzi w reaktorze niskotemperaturowej plazmy (RNP). Woda poddana działaniu plazmy niskotemperaturowej w wyniku zachodzących podczas tego procesu zjawisk fizyczno-chemicznych ulega przemianom w swojej budowie 
i właściwościach. Efektem rozbicia jest utrzymanie stabilności i pamięci zdeklasowanej wody, zmniejszenie napięcia powierzchniowego oraz znaczne zwiększenie aktywności biologicznej 
i chemicznej wody.


Uzyskana w ten sposób woda może zostać wykorzystana w różnych dziedzinach życia 
i gałęziach przemysłu. 


Przeprowadzone badania miały na celu określenie aktywności biologicznej wody poddanej działaniu plazmy niskotemperaturowej z wykorzystaniem różnych testów komercyjnych do oceny toksyczności i mutagenności wody, w celu określenia możliwości jej wpływu na środowisko naturalne.
Metodyka


W badaniach wykorzystano wodę wodociągową pobraną z punktu czerpalnego wody zimnej zlokalizowanego  na terenie zakładu produkcji „nanowody” firmy NANTES i poddaną działaniu niskotemperaturowej plazmy. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnych testów toksykologicznych i mutagennych, których dystrybutorem na terenie Polski jest firma Tigret. 

1. Ames 98/100 (test mutagenności)
Test ten przeprowadzany jest z wykorzystaniem szczepu Salmonella typhimurium TA98 
i TA100. Szczep TA100 jest przeznaczony do wykrywania mutacji polegających na substytucji zasad, a szczep TA98 do wykrywana mutacji ramki odczytu. 
Mutacje punktowe zostały wprowadzone do operonu biosyntezy histydyny u Salmonella typhimurium, co sprawiło, że takie bakterie nie syntetyzują tego aminokwasu (histydyny). Mutacja ta sprawia, że organizmy his- (mutanty bakterii Salmonella typhimurium) nie będą wzrastać, jeżeli na podłożu nie ma histydyny. Jeśli zadziała czynnik mutagenny następuje rewersja mutacji i takie organizmy mogą rosnąć na podłożu bez histydyny.  

Potencjał mutagenny badanej wody jest oceniany poprzez ekspozycję na nią organizmów his-, 
a następnie zastosowanie dla wzrostu bakterii podłoża nie zawierającego odpowiedniego aminokwasu (histydyny), ponieważ na takich podłożach przeżywają i wzrastają tylko te komórki bakteryjne, w których nastąpiła rewersja mutacji. 

2. Microtox (test genotoksyczności/toksyczności)
Test ten oparty jest na pomiarze bioluminescencji bakterii morskiej Vibrio fischeri. Organizmy te są poddane krótkotrwałej ekspozycji na działanie badanej wody (lub substancji chemicznej). W wyniku genotoksyczności/toksyczności badanej wody organizmy testowe (Vibrio fischeri) obniżają intensywność procesów metabolicznych i w efekcie obniżają poziom luminescencji. 
3. Algaltoxkit FTM (test toksyczności)
Biologiczny test oceny toksyczności na podstawie intensywności wzrostu glonów Selenastrum capricornutum w obecności badanej wody. Ocenę wzrostu glonów przeprowadza się na podstawie zmian gęstości optycznej  w próbkach po 24, 48 i 72 godzinach.

4. PhytotestkitTM (test fitotoksyczności)

Test polega na ocenie zdolności kiełkowania nasion, jak również intensywności wzrostu pędu i korzenia wybranych roślin w obecności badanej wody. W teście wykorzystywane są trzy rośliny:
- jednoliścienna sorgo (Sorghum saccharatum),

- dwuliścienna rzeżucha (Lepidium sativum),

- dwuliścienna gorczyca (Sinapis alba).

5. RapidtoxkitTM (test toksyczności)
Microbiotest oparty na ocenie stopnia przyjmowania pokarmu przez skorupiaki (składnik zooplanktonu) Thamnocephalus platyurus. Organizmy te przyjmują pokarm poprzez filtrowanie otaczającego je roztworu. Test polega na umieszczeniu organizmów testowych w badanej wodzie przy jej różnych rozcieńczeniach i określeniu ilości organizmów przyjmujących pokarm. 


Woda poddana plazmie została przebadana dla różnych rozcieńczeń przedstawionych 
w postaci stężeń procentowych badanego roztworu. W raporcie posłużono się oznaczeniami:

G100 dla nierozcieńczonej wody poddanej plazmie

G90 dla 90% wody poddanej plazmie itd.

Pełny zakres zastosowanych stężeń to: 100%, 90%, 70%, 50%, 30% i 10%. Jednak ze względu na ograniczenia wynikające z wielkości (zawartości) poszczególnych zastosowanych testów komercyjnych (tzw. kit-y), nie wszystkie testy mogły zostać przeprowadzone dla pełnego zakresu stężeń.
Firma NANTES dostarczyła również wodę określoną jako „nie poddaną w pełni procesowi w reaktorze niskotemperaturowej plazmy”. Podobnie jak woda poddana procesowi niskotemperaturowej plazmy również ją analizowano z wykorzystaniem testów do oceny toksyczności, jednak w niepełnym zakresie stężeń i jedynie w wybranych testach. W raporcie określana jest  jako woda „dodatkowa”.
Wyniki

Przeprowadzono test Ames MPF 98/100 pozwalający na ocenę mutagenności badanej substancji/wody dla dwóch szczepów bakterii Salmonella typhimurium, TA98 i TA100. Są to mutanty żywieniowe polecane do badania aktywności mutagennej wody i jej domieszek oraz zanieczyszczeń. Wykonano również test Ames w obecności frakcji mikrosomalnej wątroby S9, która to stanowi mieszaninę większości różnych monooksygenaz i innych enzymów potrzebnych do aktywacji potencjalnych mutagenów i kancerogenów. Bakterie wykorzystywane do testów mutagenności nie zawierają całego spektrum monooksygenaz, które występują u organizmów wyższych (np. człowieka), nie jest więc możliwe wykazanie właściwości mutagennych 
w przypadku substancji, które wymagają przemian enzymatycznych, aby nabyć tych właściwości. Aktywację takich związków przeprowadza się poprzez ich inkubację we frakcji S9. 

W tabeli numer 1 przedstawiono wyniki uzyskane w teście Ames MPF 98/100.
	próbka
	średnia liczba pozytywnych odpowiedzi

	
	bez frakcji S9
	z frakcją S9

	spontaniczna
	3
	4

	kontrola
	4
	4

	G100
	4
	2

	G90
	3
	0

	G70
	3
	1

	G50
	4
	1

	G30
	5
	7

	pozytywna
	48
	47


Tabela 1. Wyniki testu Ames dla szczepu TA98

Test wykonuje się w trzech powtórzeniach, każde składa się z 48 próbek jednego badanego stężenia. Wynik podawany jest jako średnia wyników uzyskanych dla trzech powtórzeń. Związek w określonym stężeniu uznaje się za mutagenny gdy dla powyżej 25 próbek  uzyskana zostanie odpowiedź pozytywna czyli taka, w której nastąpiła rewersja mutacji.
 W przypadku badanej wody uzyskane wyniki były porównywalne z wynikami uzyskanymi z próbkami rewersji spontanicznej, czyli powrotnej mutacji wywołanej przez czynniki naturalne lub środowiskowe („tło”). Kontrola pozytywna to sprawdzenie szczepu poprzez jego ekspozycję na 100 procentowy mutagen.
Niestety z powodu problemów z uzyskaniem właściwej do testu liczności bakterii TA100 test zostanie w najbliższym czasie powtórzony i wówczas raport zostanie uzupełniony 
o uzyskane w nim wyniki. 

Ocenę toksyczności wody poddanej działaniu plazmy niskotemperaturowej przeprowadzono przy użyciu testu Microtox. Odczyt pomiaru luminescencji wykonywany jest po 5 i 15 minutach kontaktu organizmów wskaźnikowych z badaną substancją/wodą. Dobór czasów pomiaru wynika ze zróżnicowanego stopnia szybkości przenikania substancji organicznych (odczyt po 5 minutach) i nieorganicznych (odczyt po 15 minutach)  przez błony biologiczne bakterii. 
W przypadku wszystkich zastosowanych stężeń badanej wody obserwowano wzrost luminescencji, co dowodzi stymulacji aktywności metabolicznej Vibrio fischeri w obecności badanego czynnika. Przy stężeniach 10% i 30%  poziom luminescencji był porównywalny 
z wynikami uzyskanymi dla kontroli. W przypadku próbek o stężeniach 50-100% obserwowano znaczący wzrost luminescencji bakterii, osiągających nawet wartości do 20% większe niż dla kontroli. 
Zaobserwowano toksyczność próbki kontrolnej dla odczytu po 15 minutach, którą w tym przypadku była woda wodociągowa pobierana do procesu poddawania wody plazmie niskotemperaturowej. Mogło to być wynikiem dużej zawartości substancji nieorganicznych (np. metali) w wodzie, co wymagałoby dokładnej analizy fizyczno-chemicznej wody.
Test dla 90% wody z uwagi na wątpliwości związane z uzyskanymi wartościami powinien zostać powtórzony.
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Wykres 1. Ocena wypływu na bakterie wody poddanej plazmie przy wykorzystaniu testu Microtox

W przypadku wody dodatkowej uzyskane wyniki wskazują na brak jej toksyczności,  jednak nie wykazuje ona tak intensywnego wpływu na metabolizm bakterii testowych jak 
w przypadku wody poddanej plazmie. Poziom luminescencji nieznacznie przekroczył wartości uzyskane dla próbki kontrolnej.
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Wykres 2. Ocena wpływu na bakterie wody „dodatkowej” przy wykorzystaniu testu Microtox
Test Algaltoxkit został przeprowadzony dla wody poddanej działaniu plazmy niskotemperaturowej w stężeniach 100%, 90%, 70%, 50%, 30%  i 10% oraz dla wody dodatkowej w stężeniach 100%, 90%, 70% i 50%. 

Uzyskane wyniki wskazują na zmniejszanie się liczebności glonów wraz z wydłużaniem czasu ich ekspozycji na badaną wodę. Liczba glonów maleje również wraz ze wzrostem stężenia badanego czynnika. 

Z uwagi na informacje uzyskane od firmy NANTES dotyczące badań naukowych 
w kierunku „zmniejszania” zawartości rozpuszczonego dwutlenku węgla w wodzie poddanej plazmie, istnieje podejrzenie, iż zahamowanie wzrostu glonów może być wynikiem braku dostatecznej ilości dwutlenku węgla w wodzie co jest podstawowych parametrem warunkującym ich wzrost. 

Równie istotną kwestią, którą należy wyjaśnić jest fakt wpływu wody poddanej plazmie na komórki glonów, gdyż w wyniku zmian jej właściwości może dochodzi do lizy komórek. 

[image: image3.png]0,4000
0,3500
0,3000
0,2500
0,2000
0,1500

stos¢ optyczna

ge
=}
S
S
S

0,0500

0,0000

Zmiana gestosci optycznej w czasie

24

48 72

czas ekspozycji [h]

—e—kontrola testu

—m—kontrola G100 ——G90 ——G70 ——G50 ——G30 ——G10





Wykres 3. Zmiana gęstości optycznej w czasie ekspozycji glonów na wodę poddaną procesowi 

niskotemperaturowej plazmy
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Wykres 4. Zmiana gęstości optycznej w czasie ekspozycji glonów na wodę „dodatkową”

W celu określenia wpływu wody poddanej plazmie na rośliny przeprowadzono Phytotestkit z wykorzystaniem trzech roślin, jednej jednoliściennej i dwóch dwuliściennych. 
W teście tym określano wpływ badanego czynnika na kiełkowanie nasion, a uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 2. 
	roślina
	stężenie
	kontrola
	100%
	90%
	70%
	50%
	30%

	sorgo
	I
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	
	II
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	
	średnia
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	
	efekt toksyczności [%]
	-
	0
	0
	0
	0
	0

	gorczyca
	I
	9
	10
	10
	10
	10
	9

	
	II
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	
	średnia
	9,5
	10
	10
	10
	10
	9,5

	
	efekt toksyczności [%]
	-
	-5,26
	-5,26
	-5,26
	-5,26
	0,00

	rzeżucha
	I
	10
	9
	8
	10
	10
	9

	
	II
	9
	6
	10
	10
	7
	9

	
	średnia
	9,5
	7,5
	9
	10
	8,5
	9

	
	efekt toksyczności [%]
	-
	21,05
	5,26
	-5,26
	10,53
	5,26


Tabela 2. Ocena stopnia kiełkowania nasion w obecności wody poddanej plazmie

W przypadku rośliny jednoliściennej sorgo uzyskane wyniki nie wykazały wpływu badanej wody na zdolności kiełkowania nasion. Zarówno dla kontroli jak i dla wszystkich zastosowanych w testach stężeniach badanej wody, stwierdzono taką samą liczbę wykiełkowanych nasion. 
Liczba wykiełkowanych nasion dwuliściennej gorczycy dla kontroli i najmniejszego badanego stężenia były porównywalne i wynosiły średnio 9,5 nasiona. Dla pozostałych stężeń uzyskano maksymalną liczbę kiełkujących nasion, 10. Wynik ten wskazuje na brak działania toksycznego wody poddanej plazmie, a jedynie na jej korzystny wpływ na szybkość kiełkowania nasion. Ostatnią przetestowaną rośliną była rzeżucha. Dla próbki kontrolnej uzyskano średni wynik kiełkowania nasion na poziomie 9,5. Korzystny wpływ wody poddanej plazmie na zdolność kiełkowania nasion stwierdzono jedynie w przypadku próbki o stężeniu 50%. Dla pozostałych obserwowano efekt toksyczności na poziomie od 21,05% dla próbki 100% badanego czynnika do 5,26% efektu toksyczności dla 90% i 30%. 
W przypadku stężenia 70% uzyskano, jako jedyny dla próbek z rzeżuchą, wynik stymulacji kiełkowania nasion i badanie to należy powtórzyć w celu potwierdzenia prawdziwości wyniku.


W fitotestach istotnym parametrem są również długości korzeni oraz pędów roślin, wzrastających w obecności badanej wody. Na rysunkach 5,7 i 9 przedstawiono średnie długości obu części roślin dla poszczególnych próbek. 

Jednoliścienne sorgo uzyskało najlepsze wyniki dla stężeń 90% (G90) i 70% (G70), gdzie długość korzenia osiągała ponad 70 mm, a długość pędu około 20 mm. Dla kontroli oraz 100% (G100) uzyskane wartości były porównywalne, w przypadku korzenia wynosiły one około 50 mm, co stanowi 73% najlepszego uzyskanego wyniku. Długość pędów mieściła się w zakresie 12-18 mm.  
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Wykres 5. Długości korzeni i pędów sorgo eksponowanej na wodę poddaną plazmie niskotemperaturowej

[image: image6]
Rysunek  1. Zdjęcie wzrostu pędów i korzeni sorgo dla próbek kontrolnych

[image: image7]
Rysunek  2. Zdjęcie wzrostu pędów i korzeni sorgo eksponowanej na  70% wodę poddaną plazmie
Nie obserwowano efektu toksycznego działania badanego czynnika w przypadku wzrostu rośliny jednoliściennej. 
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Wykres 6. Ocena wpływu działania wody poddanej plazmie niskotemperaturowej na korzeń i pęd sorgo    

Na wzrost dwuliściennej gorczycy korzystny wpływ wody poddanej plazmie obserwowano jedynie w przypadku długości korzeni, które osiągały od 50-72 mm, podczas gdy dla kontroli jedynie 42 mm. Zwiększoną w stosunku do kontroli długość pędu obserwowano jedynie dla próbki 100% i 90%, a różnice były nieznaczne, gdyż nie przekraczały 4 mm. 
W pozostałych przypadkach pędy uzyskały długości mniejsze niż dla kontroli. 
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Wykres 7 . Długości korzeni i pędów gorczycy eksponowanej na wodę poddaną plazmie 

niskotemperaturowej


[image: image10]
Rysunek  3. Zdjęcie wzrostu pędów i korzeni gorczycy dla próbek kontrolnych

[image: image11]
Rysunek 4. Zdjęcie wzrostu pędów i korzeni gorczycy eksponowanej na  100% wodę poddaną plazmie


Na wykresie 8 przedstawiono efekt toksyczności wody poddanej plazmie na wzrost roślin dwuliściennych. W przypadku korzenia obserwowany był korzystny wpływ badanej wody na przyrost jego długość we wszystkich zastosowanych stężeniach, jednak w przypadku pędu obserwowano zarówno korzystny wpływ (próbki G100 i G90) jak i negatywne oddziaływanie na jego wzrost (próbki G70, G50, G30).
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Wykres 8. Ocena wpływu działania wody poddanej plazmie niskotemperaturowej na korzeń i pęd 

gorczycy

[image: image13]
Rysunek  5. Zdjęcie wzrostu pędów i korzeni rzeżuchy dla próbek kontrolnych
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Rysunek 6. Zdjęcie wzrostu pędów i korzeni rzeżuchy eksponowanej na  90% wodę poddaną plazmie


Przeprowadzono również badania dla dwuliściennej rzeżuchy. W przypadku korzenia obserwowano stymulację jego wzrostu przez wodę poddana plazmie dzięki czemu osiągały one większe długości niż w próbce kontrolnej. Długość pędów zarówno dla kontroli jak i badanych próbek były porównywalne. Nie stwierdzono znaczącego wpływu badanej wody na wzrost pędu.
[image: image15.png]Dwuli$cienna rzezucha

diugosé [mm]

Okorzeh Mped





Wykres 9. Długości korzeni i pędów rzeżuchy eksponowanej na wodę poddaną plazmie 

niskotemperaturowej


Niewielki toksyczny efekt, nie przekraczający 8%, obserwowano jedynie dla pędów 
w próbkach G50 (50%) i G30 (30%).

Z uwagi na znaczące różnice w uzyskanych wynikach dla próbki 70% w stosunku do pozostałych stężeń należałoby dla tej wody powtórzyć badanie. 
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Wykres 10. Ocena wpływu działania wody poddanej plazmie niskotemperaturowej na korzeń i pęd 

rzeżuchy

Rapidtoxkit jest testem polegających na ocenie toksyczności badanej wody na podstawie stopnia przyjmowania pokarmu przez skorupiaka obecnego w planktonie. Pobieranie pokarmu odbywa się poprzez filtrację roztworu, w którym znajdują się organizmy testowe, wraz ze wzrostem  jego toksyczności organizmy zmniejszają pobieranie pokarmu aż do całkowitego jego zahamowania, w przypadku próbek silnie toksycznych. 

Kontrolę (na wykresach) stanowiła woda wodociągowa wykorzystywana przy produkcji wody poddanej plazmie niskotemperaturowej. Zaobserwowano  zmniejszenie zahamowania przyjmowania pokarmu w wodzie poddanej plazmie nawet o 61% w stosunku do próbki kontrolnej (wody wodociągowej).
 
Analizy dla próbki G90 powinny zostać powtórzone.
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Wykres 11. Ocena stopnia zahamowania przyjmowania pokarmu przez organizmy planktonowe 

w obecności wody podanej plazmie niskotemperaturowej

Również w przypadku wody „dodatkowej” obserwowano zahamowanie przyjmowania pokarmu przez organizmy testowe. Dla stężeń 100%, 90% i 70% uzyskane wyniki były porównywalne z przyjmowaniem pokarmu przez skorupiaki w wodzie kontrolnej (wodociągowej), co może świadczyć o zbliżonych parametrach fizyczno-chemicznych obu wód. Przy mniejszych stężeniach (50%, 30%, 10%) uzyskano wyniki porównywalne z próbkami wody poddanej plazmie. 
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Wykres 12. Ocena stopnia zahamowania przyjmowania pokarmu przez organizmy planktonowe 

w obecności wody „dodatkowej”
Wnioski

1. Woda poddana plazmie nie wykazuje właściwości mutagennych.

2. Woda poddana plazmie wykazuje korzystny wpływ na bakterie stymulując ich procesy metaboliczne (zwiększenie luminescencji przez bakterie Vibrio fischeri).

3. Stwierdzono znaczne zahamowanie wzrostu glonów Selenastrum capricornutum 
w obecności wody poddanej plazmie niskotemperaturowej.
4. W przypadku roślin jednoliściennych nie obserwowano znaczącego wpływu na zdolności kiełkowania nasion, jednak woda ta wpływa korzystnie na przyrost korzeni i pędów zwiększając ich długość nawet o 40%.
5. Obserwowano korzystny wpływ wody poddanej plazmie na przyrost korzeni w stosunku do wszystkich zastosowanych w testach roślin.
6. W przypadku 50% i 30% wody poddanej działaniu plazmy stwierdzono niekorzystny je wpływ na wzrost pędu roślin dwuliściennych.
7. Woda poddana plazmie wpływa hamująco na przyjmowanie pokarmu przez organizmy planktonowe obecne w wodach powierzchniowych jednak stopień zahamowania jest mniejszy niż dla wody wodociągowej. 
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