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Produkcja biopaliw zmniejsza bowiem uzależnienie kraju od importowa-
nej ropy naftowej, a ponadto stwarza możliwość zagospodarowania nad-
wyżek plonów oraz terenów odłogowanych i skażonych, a co za tym 
idzie umożliwia tworzenie nowych miejsc pracy (Merkisz i Kozak 2003). 

Z drugiej strony, rozwój niekontrolowanego rynku biopaliw do-
prowadził do 2,5-krotnego wzrostu cen żywności w sytuacji kiedy ponad 
1 mld ludzi głoduje. Zakładane wielkoobszarowe plantacje roślin prze-
znaczonych na biopaliwa, przyczyniają się do poważnych negatywnych 
zmian w środowisku w krajach rozwijających się. Co gorsze, ich stoso-
wanie w większości przypadków nie przyczynia się do redukcji emisji 
CO2 (Pawłowski 2015). 

Potrzeba oceny szkodliwego działania biopaliw na organizmy ży-
we i środowisko stała się jednak obecnie bardzo aktualna, zwłaszcza, że 
dalszy rozwój rynku biopaliw w Polsce jest uwarunkowany wymaganiami 
stawianymi przez UE. Zgodnie z dyrektywą 2009/28/WE, udział energii ze 
źródeł odnawialnych we wszystkich rodzajach transportu w 2020 r. w każ-
dym z państw członkowskich UE będzie musiał wynosić co najmniej 10% 
końcowego zużycia energii. Konieczność realizacji rosnącego w kolejnych 
latach wskaźnika minimalnego udziału biokomponentów i innych paliw 
odnawialnych w ogólnej ilości paliw ciekłych spowoduje wzrost zużycia 
biokomponentów i biopaliw, a bezpośrednie i pośrednie oddziaływanie 
biopaliw, na etapie ich produkcji jak i wykorzystania, na organizmy żywe 
nie jest dostatecznie rozpoznane i trudno obecnie stwierdzić, czy rozwój 
proekologicznych biopaliw nie będzie miał wpływu na pogorszenie stanu 
zdrowia ludzi (Skowroń i Golimowski 2015). 

Jednocześnie, uwzględnienie w rozpatrywaniu zagrożeń związa-
nych z biopaliwami badań in vitro prowadzonych na starzejących się 
komórkach i porównanie wyników uzyskanych na komórkach młodych 
i starych, może stać się dobrym punktem wyjścia do dalszych badań oraz 
oceny ryzyka dla organizmów w różnym wieku, które stają się coraz bar-
dziej celowe ze względu na postępujące starzenie się społeczeństwa. 

Komórki dalekich pasaży były dotąd uważane za mało przydatne 
do badań, ponieważ ich funkcjonowanie jest upośledzone poprzez zmia-
ny typowe dla starzejącego się organizmu. Linie komórkowe uzyskane 
z normalnych diploidalnych komórek i tkanek mogą być prowadzone 
tylko przez określony czas. Posiadają one ograniczoną liczbę pokoleń 
(tzw. okres przeżywania, ang. life-span), czyli możliwa jest tylko okre-
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ślona liczba pasaży, co ogranicza możliwość analizy oddziaływania na 
nie czynników niebezpiecznych. Starzejące się komórki mogą być 
utrzymywane przy życiu przez długi okres, ale nie będą podlegały induk-
cji do dzielenia się przez normalne bodźce mitogenne. Wiadomo jednak, 
że komórki starzejące się mogą wykazywać odmienne właściwości i inną 
reaktywność na ksenobiotyki niż komórki młode. W badaniach stilbenów 
(resweratrolu i jego analogów) prowadzonych na Uniwersytecie Me-
dycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (Mikuła-Pietrasik 
2011) stwierdzono np., że 3,3’,5,5’-tetrahydroksy-trans-stilben pobudzał 
biogenezę mitochondriów w komórkach młodych, a obniżał w starych. 
W badaniach Junga i in. (2009) nad uszkodzeniem białek komórkowych 
pod wpływem stresu oksydacyjnego zaobserwowano, że starzejące się 
komórki w porównaniu z komórkami młodymi zawierają mniej lizoso-
mów nie zawierających złogów nierozpuszczalnego materiału określane-
go jako lipofuscyna, której składowymi są m.in. związki zawierające 
retinoidy o silnych właściwościach fotouwrażliwiających, przyczyniają-
cych się do nasilania i propagacji stresu oksydacyjnego. A ponieważ 
zmiany w komórkach związane ze starzeniem powodują stopniowe 
zmniejszenie się aktywności komórki i z jednej strony prowadzą do 
zmniejszenia się potencjalnych możliwości reagowania na czynniki sty-
mulujące, a jednocześnie przestają w nich funkcjonować procesy na-
prawcze, co rzutuje na ich odpowiedź na działanie ksenobiotyków, tak in 
vivo, jak in vitro, celowe wydaje się prowadzenie badań doświadczalnych 
także i na takich modelach. 

Celem niniejszej pracy była zatem ocena wpływu wybranych bio-
paliw II generacji produkowanych w procesie transestryfikacji tłuszczów 
odpadowych na ludzkie komórki starzejących się linii komórkowych 
i porównanie wyników uzyskanych przy narażeniu na te same biopaliwa 
w analogicznych stężeniach komórek różnego wieku.  

2. Materiał i metody 

2.1. Badane biopaliwa, odczynniki i media hodowlane 

Przeprowadzono badania czterech biopaliw otrzymanych w reak-
cji transestryfikacji z: przeterminowanego oleju rzepakowego (BP I), 
odpadowego tłuszczu zwierzęcego (BP II), roślinnego oleju posmażalni-
czego (BP III), które zostały wytworzone na skalę laboratoryjną z wyko-
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rzystaniem eksperymentalnej linii produkcyjnej, a także z surowego oleju 
rzepakowego (BP IV), które otrzymano od producenta biopaliw z oleju 
rzepakowego. Biopaliwo BP II, czyli biopaliwo z tłuszczu zwierzęcego 
zawierało największe stężenia estrów kwasów tłuszczowych, oznaczone 
z wykorzystaniem sprzężonych technik chromatografii gazowej z detek-
cją spektrometrii mas. Stężenie estrów kwasów tłuszczowych w biopali-
wie BPI było o 23%, w biopaliwie BPIII o 29%, a biopaliwie BPIV 
o 78% niższe w stosunku do biopaliwa BPII. 

Do badań cytotoksyczności zostały użyte frakcje biopaliw roz-
puszczalne w wodzie. Zgodnie z metodą opisaną przez Chou i in. (2003) 
dla węglowodorów aromatycznych nierozpuszczalnych w wodzie, bada-
ne biopaliwa wytrząsano z medium hodowlanym właściwym dla danej 
linii komórkowej (w stosunku 3:1 (v/v) w kolbach o pojemności 50 ml 
przez 18 h w temperaturze pokojowej przy prędkości obrotowej 400 rpm. 
Następnie górną warstwę olejową wraz z powstałą emulsją po odwiro-
waniu odciągano, a komórki narażano na warstwę medium hodowlanego, 
będącego roztworem nasyconym estrów kwasów tłuszczowych, które 
odpowiednio rozcieńczano, przyjmując roztwór badanego biopaliwa w 
medium jako 100%, aby otrzymać zakres stężeń do ustalenia zależności 
stężenie-skutek. Kontrolę stanowiły komórki inkubowane w medium 
hodowlanym pozbawionym ksenobiotyków. 

2.2. Linie komórkowe 

Badania cytotoksyczności wykonano na dwóch starzejących się 
liniach komórkowych zakupionych w amerykańskiej kolekcji ATCC 
(Amerykańska Kolekcja Kultur Typowych): linii diploidalnych fibrobla-
stów skórnych CCD-1136Sk (ATCC CRL-2697TM) wyprowadzonej ze 
skóry pobranej z kończyny dolnej 36-letniego mężczyzny zmarłego 
w wyniku wypadku motocyklowego oraz linii diploidalnych fibroblastów 
płucnych CCD-8Lu (ATCC CCL-201TM) wyprowadzonej z tkanki 48-
letniego mężczyzny zmarłego w wyniku zakrzepicy naczyń mózgowych. 

Do hodowli komórek stosowano: medium hodowlane Eagle's Mi-
nimum Essential Medium (EMEM) (ATCC® 30-2003™) (nr kat. 30-
2003) oraz Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) (ATCC® 30-
2005™) zakupione za pośrednictwem firmy LGC Standards, wyłącznego 
europejskiego dystrybutora produktów firmy ATCC; płodową surowicę 
bydlęcą (Foetal Bovine Serum) (nr kat. 10084-150) firmy Gibco BRL 
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(Life Technologies Ltd. Paisley, Scotland) oraz roztwór trypsyny 
(0,25%) i EDTA (nr kat. T-4049) firmy Sigma (Sigma Chemical Compa-
ny, St. Louis, Mo USA). 

2.3. Metody oceny cytotoksyczności 

Do oceny cytotoksycznego działania badanych ekstraktów biopa-
liw zastosowano następujące metody: test redukcji soli tetrazolowej MTT 
określający aktywność metaboliczną komórek (test MTT) oraz test po-
chłaniania czerwieni obojętnej oceniający integralność błon komórko-
wych (test NRU) (Neutral Red Uptake Assay). 

Test MTT polega na ocenie aktywności metabolicznej komórek 
wyrażonej zdolnością pochłaniania barwnika – żółtej soli tetrazolowej 
(MTT) i redukowania go głównie w mitochondriach, przy udziale dehy-
drogenazy bursztynianowej do związku formazanowego o fioletowo - 
granatowym zabarwieniu. Komórki poddaje się najpierw działaniu szere-
gu różnych stężeń badanej substancji, a następnie inkubuje się w roztwo-
rze MTT [bromek 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenylotetrazolu]. 
Stężenie zredukowanego przez żywe komórki barwnika, po rozpuszcze-
niu w DMSO, oznacza się kolorymetrycznie. Na podstawie uzyskanych 
wyników określa się stężenie badanej substancji powodujące spadek ak-
tywności metabolicznej komórek o 50% w porównaniu z kontrolą (IC50).  

Zasada testu NRU jest oparta na zdolności żywych, nieuszkodzo-
nych komórek do pochłaniania barwnika - czerwieni obojętnej (chloro-
wodorek 3-amino-7-dimetylo-amino-2-metylofenazyny), który gromadzi 
się w lizosomach. Najpierw komórki poddaje się działaniu różnych stę-
żeń badanej substancji przez określony czas, a następnie po jej usunięciu, 
komórki inkubuje się przez 3 h w roztworze barwnika w medium hodow-
lanym. Następnie niszczy się błony komórkowe nieuszkodzonych komó-
rek w celu uwolnienia barwnika. Stężenie barwnika oznacza się kolory-
metrycznie. Na podstawie uzyskanych wyników określa się stężenie ba-
danej substancji hamujące zdolność komórek do absorbowania barwnika 
o 50% w porównaniu z kontrolą (IC50). 

Wartości IC50 dla każdego związku obliczono stosując program 
komputerowy wykorzystujący interpolacje krzywymi (logistyka cztero-
parametrowa) Gen5™ Data Analysis, firmy BIO-TEK INSTRUMENTS, 
INC. 
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2.4. Metodyka analiz statystycznych wyników 

Z uwagi na występowanie w eksperymencie dwóch czynników: 
pasaż i stężenie substancji, w analizie danych wykorzystano dwuczynni-
kową analizę wariancji. Dodatkowo oceniano efekty proste, tzn. porów-
nywano wartości żywotności komórek między pasażami w poszczegól-
nych stężeniach. W porównaniach tych stosowano testy porównań wielo-
krotnych, aby ocenić różnice między konkretnymi pasażami. Do testo-
wania ogólnych hipotez w analizie wariancji wykorzystywany był test F-
Snedecora, a w porównaniach wielokrotnych dla efektów prostych test 
Bonferroniego. 

3. Wyniki 

Uzyskane wartości IC50 dla badanych biopaliw na ludzkich fibro-
blastach skórnych i płucnych przedstawiono odpowiednio w tabeli 1 i 2. 
Najbardziej cytotoksyczny (osiągający najniższe wartości IC50) dla komó-
rek obu typów okazał się ekstrakt wodny biopaliwa otrzymanego z odpa-
dowego tłuszczu zwierzęcego (BPII), w którym oznaczono największe 
stężenie estrów kwasów tłuszczowych. Z kolei najmniej cytotoksyczna 
była frakcja wodna biopaliwa otrzymanego z surowego oleju rzepakowego 
(BPIV) o najmniejszej zawartości estrów kwasów tłuszczowych. 

Rozpatrując porównanie cytotoksycznego działania biopaliw na 
młodsze i starsze pasaże komórkowe oceniane testami MTT i NRU 
stwierdzono, że badane biopaliwa działały słabiej na komórki CC-
1136Sk wczesnych pasaży (komórki młode charakteryzowały się więk-
szą odpornością na cytotoksyczne działanie badanych biopaliw), co było 
szczególnie widoczne w środkowym zakresie stosowanych stężeń. 
W miarę starzenia się komórek występowało zjawisko ich zwiększonej 
wrażliwości na działanie badanych biopaliw. Wyraźne zwiększenie tok-
sycznego działania biopaliw na starsze komórki w porównaniu z ich od-
działywaniem na komórki młodsze zaobserwowano przy narażeniu ko-
mórek na wszystkie badane biopaliwa II generacji: BPI, BPII (rys. 1 i 2) 
oraz BPIII. Tendencję nasilenia działania cytotoksycznego badanych 
biopaliw na komórki w miarę ich starzenia się zaobserwowano również 
w przypadku narażenia komórek CCD-8Lu na BPI, BPIII i BPIV. Należy 
jednak podkreślić, że z kolei analiza przebiegu krzywych zależności ży-
wotności komórek CCD-8Lu od stężenia biopaliwa BPII ocenianej te-
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stem MTT (rys. 3) wskazuje, iż fibroblasty płucne w miarę starzenia się 
mogą także stawać się mniej wrażliwe (zjawisko odwrotne niż w przy-
padku fibroblastów pochodzenia skórnego). 
 
Tabela 1. Wartości IC50 wyznaczone dla badanych frakcji wodnych biopaliw 
na kolejnych pasażach komórek CCD-1136Sk (ATCC CRL-2697TM) w teście 
MTT i NRU. Wyniki przedstawiono jako wartości średnie  odchylenie 
standardowe z trzech niezależnych eksperymentów; „–„ – brak możliwości 
wyznaczenia wartości IC50 ze względu na śmierć wszystkich badanych komórek 
Table 1. The IC50 values of water soluble fraction of tested biofuels appointed 
on consecutive passages of CCD-1136Sk (ATCC CRL-2697TM) cells in the 
MTT and NRU assays. Each value represents the mean (± standard deviation) 
of three independent experiments; “–“ – no possibility of IC50 value 
determination due to the death of all tested cells 

Numer 
pasażu 

Wartość IC50  
[% frakcji wodnej biopaliwa w medium hodowlanym] 

BPI BPII BPIII BPIV 

MTT NRU MTT NRU MTT NRU MTT NRU 

pasaż 
8 

12,15  
 0,17 

8,94  
 0,88 

3,16  
 0,06 

2,78  
 0,06 

5,06  
 0,31 

3,78  
 0,57 

25,83 
 1,16 

18,01 
 0,41 

pasaż 
13 

12,52  
 0,01 

9,56  
 1,59 

3,80  
 0,94 

2,80  
 0,30 

4,66 
 0,40 

3,82  
 0,71 

26,51 
 0,61 

16,23 
 0,51 

pasaż 
17 

2,81  
 0,22 

2,02  
 0,01 

1,01  
 0,00 

0,92  
 0,00 

– – 
19,58 
 0,10 

14,30 
 0,01 

pasaż 
20 

5,69  
 0,37 

4,46  
 0,15 

1,55  
 0,01 

1,45  
 0,00 

– – 
10,08 
 1,80 

5,76  
 0,00 

pasaż 
23 

3,61  
 0,13 

2,95 
 0,04 

1,21  
 0,17 

1,41  
 0,00 

– – 
18,37 
 0,04 

14,69 
 0,48 
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Tabela 2. Wartości IC50 wyznaczone dla badanych frakcji wodnych biopaliw na 
kolejnych pasażach komórek CCD-8Lu (ATCC CCL-201TM) w teście MTT 
I NRU. Wyniki przedstawiono jako wartości średnie  odchylenie standardowe 
z trzech niezależnych eksperymentów; „–„ – brak możliwości wyznaczenia IC50 
ze względu na śmierć wszystkich badanych komórek 
Table 2. The IC50 values of water soluble fraction of tested biofuels appointed 
on consecutive passages of CCD-8Lu (ATCC CCL-201TM) cells in the MTT 
and NRU assays. Each value represents the mean (± standard deviation) of three 
independent experiments 

Numer 
pasażu 

Wartość IC50  
[% frakcji wodnej biopaliwa w medium hodowlanym] 

BPI BPII BPIII BPIV 

MTT NRU MTT NRU MTT NRU MTT NRU 

pasaż 
15 

– – 3,57  
0,36 

4,11  
0,06 

7,28  
0,09 

7,65  
0,25 

29,80 
 0,40 

27, 63 
 1,35 

pasaż 
17 

10,70 
 1,16 

8,05  
1,35 

2,69  
0,27 

2,77  
0,17 

5,58  
0,11 

4,03  
1,04 

26,16 
 0,40 

25,16 
 0,47 

pasaż 
22 

15,39 
 0,43 

9,89  
0,83 

4,13  
0,37 

3,34  
0,25 

5,20  
0,48 

3,38  
0,04 

22,62 
 1,70 

17, 18 
 0,57 

pasaż 
26 

8,37  
0,32 

7,88  
0,50 

2,69  
0,27 

2,04  
0.01 

3,27  
0,01 

– 
24,51 
 0,46 

16,41 
 0,05 
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Rys. 1. Wpływ frakcji rozpuszczalnej w wodzie BP II na żywotność komórek 
CCD-1136Sk (ATCC CRL-2697TM) ocenianą testem MTT. Każdy punkt 
reprezentuje średnią i odchylenie standardowe z 9 pomiarów w 3 niezależnych 
eksperymentach. Zaznaczono średnie istotne statystycznie (p < 0,05);  
a – średnie w pasażach 8 i 13 są istotnie wyższe niż w pasażach późniejszych;  
b – średnie w pasażu 17 i 23 są istotnie mniejsze niż średnie w pozostałych 
pasażach; c – średnia pasażu 20 różni się istotnie od średnich pozostałych 
pasaży; d – średnia pasażu 8 jest istotnie mniejsza od pozostałych, które nie 
różnią się między sobą  
Fig. 1. The impact of water-soluble fraction of BPII on CCD-1136Sk (ATCC 

CRL-2697TM) cells viability in MTT assay. Each point represents the mean  
(± standard deviation, SD) of three independent experiments, each performed 
in triplicate. Only statistically significant differences are marked (P <0.05);  
a – the means in the passages 8 and 13 are significantly higher than in the 
subsequent passages; b – the means in the passage 17 and 23 are significantly 
lower than the means in other passages; c – the mean in the passage 20 differ 
significantly from means of other passages; d – the mean of passage 8 
is significantly lower than means of other passages 
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Rys. 2. Wpływ frakcji rozpuszczalnej w wodzie BP II na żywotność komórek 
CCD-1136Sk (ATCC CRL-2697TM) ocenianą testem NRU. Każdy punkt 
reprezentuje średnią i odchylenie standardowe z 9 pomiarów w 3 niezależnych 
eksperymentach. Zaznaczono średnie istotne statystycznie (p < 0,05);  
a – średnie w pasażach 8 i 13 są istotnie wyższe niż w pasażach późniejszych;  
b – średnie w pasażu 17, 20 i 23 są istotnie mniejsze niż średnie we 
wcześniejszych pasażach; c – średnia pasażu 13 jest istotnie mniejsza 
od pozostałych, które nie różnią się między sobą 
Fig. 2. The impact of water-soluble fraction of BPII on CCD-1136Sk (ATCC 

CRL-2697TM) cells viability in NRU assay. Each point represents the mean  
(± standard deviation, SD) of three independent experiments, each performed in 
triplicate. Only statistically significant differences are marked (P <0.05);  
a – the means in the passages 8 and 13 are significantly higher than  
in the subsequent passages; b – the means in the passage 17, 20 and 23 
are significantly lower than the means in earlier passages; c – the mean 
of passage 13 is significantly lower than means of other passage. 
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Rys. 3. Wpływ frakcji rozpuszczalnej w wodzie BP II na żywotność komórek 
CCD-8Lu (ATCC CCL-201TM) ocenianą testem MTT. Każdy punkt 
reprezentuje średnią i odchylenie standardowe z 9 pomiarów w 3 niezależnych 
eksperymentach. Zaznaczono średnie istotne statystycznie (p < 0,05);  
a – średnie w pasażach 22 i 26 są istotnie wyższe niż w pasażach 
wcześniejszych; b – średnie w pasażach 17 i 26 nie różniąc się między sobą,  
są istotnie mniejsze niż średnie w pozostałych pasażach 
Fig. 3. The impact of water-soluble fraction of BPII on CCD-8Lu (ATCC 
CCL-201TM)cells viability in MTT assay. Each point represents the mean  
(± standard deviation, SD) of three independent experiments, each performed 
in triplicate. Only statistically significant differences are marked (P <0.05);  
a – the means in the passages 22 and 26 are significantly higher than means in 
the earlier passages; b – the means in the passages 17 and 26 are significantly 
lower than the means in other passages 
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4. Dyskusja 

W pracy zostały przeprowadzone badania porównawcze in vitro 
wrażliwości późnych, przyjętych jako model starzejącego się organizmu, 
oraz wczesnych pasaży ludzkich komórek diploidalnych na cytotoksycz-
ne działanie frakcji rozpuszczalnej w wodzie czterech biopaliw. 

Została oceniona cytotoksyczność ww. frakcji biopaliw, które zo-
stały otrzymane w procesie transestryfikacji tłuszczów odpadowych, ta-
kich jak: przeterminowany olej rzepakowy (BP I), odpadowy tłuszcz 
zwierzęcy (BP II), roślinny olej posmażalniczy (BP III), a także surowe-
go oleju rzepakowego (BP IV). 

Ze względu na niebezpieczeństwo asfiksji komórek, do której 
mogłoby dojść przy narażeniu ich na biopaliwa jako takie, komórki nara-
żano na frakcję otrzymaną przez wytrząsanie każdego z biopaliw 
z medium hodowlanym właściwym dla danej linii komórkowej w sto-
sunku 3:1 (v/v) przez 18 h, zgodnie z metodą opisaną przez Chou i in. 
(2003). Analizie poddawano więc tę cześć biopaliw, która w wyniku wie-
logodzinnego wytrząsania była w stanie rozpuścić się lub ulec dyspersji 
w warstwie medium hodowlanego opartego na wodzie. Jest to po-
wszechną praktyką (Fakness i in. 2015, Hansen i in. 2011, Holth i in. 
2014, Jiang i in. 2010, Lei i in. 2016, Perrichon i in. 2016, Won i in. 
2013) przy ocenie preparatów słabo rozpuszczalnych i nierozpuszczal-
nych w wodzie. Niektórzy autorzy piśmiennictwa tematu uzyskaną w ten 
sposób warstwę określają mianem „water accommodated fraction 
(WAF)” w odróżnieniu od „frakcji rozpuszczalnej w wodzie, water solu-
ble fraction (WSF)”, gdyż WAF może zawierać także małe krople oleju 
i niewielkie stężenia związków w nim rozpuszczalnych (Bluhm i in. 
2016). W niniejszej pracy uzyskana warstwa została nazwana „frakcją 
rozpuszczalną w wodzie”. Toksyczność BPII i BPIV określona na pod-
stawie uzyskanych wartości IC50 była odzwierciedleniem zawartości 
w nich estrów kwasów tłuszczowych: najbardziej cytotoksyczny okazał 
się ekstrakt wodny BPII, w którym oznaczono największe stężenie es-
trów kwasów tłuszczowych, podczas gdy najmniej cytotoksyczny był 
ekstrakt BPIV o najmniejszej zawartości tych związków. 

Trzeba zaznaczyć, że istniejące w literaturze wyniki badań doty-
czących zarówno toksyczności, jak i ekotoksyczności biopaliw różnią się 
w szerokim zakresie, także w porównaniu z paliwami konwencjonalny-
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mi. Niektóre wyniki badań działania ostrego biopaliw, jak również me-
chanizmów ich toksycznego działania wskazują na słabsze lub porów-
nywalne z tradycyjnym paliwem diesla skutki działania, inne badania 
natomiast pokazują szereg negatywnych skutków zarówno działania sa-
mego biopaliwa, jak i produktów jego emisji (Leite i in. 2011). 

W niniejszej pracy w składzie najbardziej toksycznego dla ludz-
kich fibroblastów pochodzących z tkanki płucnej oraz skóry biopaliwa 
(BPII), otrzymanego z odpadowego tłuszczu zwierzęcego, przeważają 
nasycone kwasy tłuszczowe, m.in.: kwas kaprynowy, laurynowy, steary-
nowy i palmitynowy, natomiast najmniej toksyczne biopaliwo otrzymane 
z surowego oleju rzepakowego (BPIV) zawiera głównie kwasy jednonie-
nasycone: kwas oktadekenowy i eikozenowy. Z kolei Ruffing i Trahan 
(Ruffing & Trahan 2014) w badaniach na trzech modelach szczepów 
sinic: Synechococcus elongatus PCC 7942, Synechocystis sp. PCC 6803 
oraz Synechococcus sp. PCC 7002 stwierdzili, że alkohole krótkołańcu-
chowe: etanol i izobutanol hamowały wzrost wszystkich trzech szcze-
pów, natomiast toksyczność długołańcuchowych wolnych kwasów tłusz-
czowych (FFA) była zależna od stopnia uwodornienia wiązań. Kwasy 
nasycone: kwas heksadekanowy (palmitynowy) i oktadekanowy (steary-
nowy), nie wykazywały efektu hamującego na wzrost żadnego z bada-
nych modeli sinic, podczas gdy kwas wielonienasycony: α-linolenowy 
(zawierający trzy wiązania podwójne) hamował wzrost komórek w przy-
padku wszystkich trzech cyjanobakterii. Stwierdzono, że długołańcu-
chowe alkohole, nasycone kwasy tłuszczowe oraz alkany/alkeny wpły-
wały w sposób znikomy na wzrost i fizjologię sinic. Wyniki uzyskane 
przez Ruffing i Trahan (2014) wskazują, że za toksyczność krótkołańcu-
chowych alkoholi oraz nienasyconych kwasów tłuszczowych są odpo-
wiedzialne różne mechanizmy działania. Wykazano ponadto, że toksycz-
ność biopaliw może być obserwowana w stężeniach przekraczających ich 
granice rozpuszczalności, co mogło mieć znaczenie również w badaniach 
przeprowadzonych w niniejszej pracy. 

Leite i in. (2011) w badaniach toksyczności frakcji rozpuszczal-
nych w wodzie (WSF) trzech paliw biodiesla uzyskanych w procesie 
transestryfikacji metanolem oleju rycynowego (CO), oleju palmowego 
(PO) i zużytego oleju spożywczego (WCO) na algach i jeżowcach 
stwierdzili, że najbardziej toksyczne okazało się biopaliwo z oleju rycy-
nowego, zawierające głównie estry kwasu (R)-12-hydroksy-(Z)-9-
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oktadekenowego zwanego zwyczajowo rycynolowym, a najmniej tok-
syczne paliwo z oleju palmowego, którego głównym składnikiem są 
kwasy nasycone: kwas palmitynowy i oleinowy (Kowalska i in. 2012). 

W interpretacji wyników badań należy brać pod uwagę również 
pochodzenie surowca do produkcji biopaliw – w badaniach przeprowa-
dzonych w niniejszej pracy za toksyczność biopaliwa BPIII z roślinnego 
oleju posmażalniczego odpowiadać mogą jego zanieczyszczenia powsta-
łe podczas używania oleju w gastronomii, podczas smażenia. Podobnie, 
Leme i in. (2012) stwierdzili mutagenne i genotoksyczne działanie roz-
puszczalnej w wodzie frakcji biodiesla, ale uzyskanych wyników nie 
łączą z działaniem biodiesla jako takiego, ale z obecnością zanieczysz-
czeń wtórnych, pochodzących z surowca do jego produkcji, szczególnie 
soi. Należy pamiętać, że produktami termicznego rozkładu olejów po-
smażalniczych mogą być wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne 
(WWA) o działaniu mutagennym, kancerogennym i genotoksycznym, 
a nawet mogą one występować w olejach i tłuszczach jadalnych niepod-
dawanych obróbce termicznej. Ich obecność może być już konsekwencją 
procesów przetwarzania roślin oleistych (suszenia surowców roślinnych 
przed właściwą ekstrakcją oraz użycia zanieczyszczonych rozpuszczalni-
ków ekstrakcyjnych (Ciecierska i Obiedziński, 2006). 

Rozpatrując porównanie wrażliwości na cytotoksyczne działanie 
biopaliw młodszych pasaży komórkowych z pasażami starszymi stwier-
dzono, że komórki CC-1136Sk wczesnych pasaży charakteryzowały się 
większą odpornością na cytotoksyczne działanie badanych biopaliw, co 
było szczególnie widoczne w środkowym zakresie stosowanych stężeń 
ksenobiotyków. Natomiast w miarę starzenia się komórek występowało 
zjawisko ich zwiększonej wrażliwości na działanie badanych biopaliw. 
Wyraźne zwiększenie wrażliwości starszych pasaży komórkowych zaob-
serwowano przy narażeniu komórek na BPI, BPII (rys. 1 i 2) i BPIII. 
Tendencję wzrostu wrażliwości komórek na działanie badanych biopaliw 
w miarę ich starzenia się zaobserwowano również w przypadku naraże-
nia komórek CCD-8Lu na BPI, BPIII i BPIV. 

Obserwowany wzrost wrażliwości komórek starszych na działa-
nie ksenobiotyków wynikać może z upośledzenia mechanizmów obron-
nych, nagromadzenia produktów przemiany materii czy skutków naraże-
nia komórek np. na stres oksydacyjny.  
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Należy podkreślić, że z kolei analiza przebiegu krzywych zależ-
ności żywotności komórek CCD-8Lu od stężenia biopaliwa BPII ocenia-
nej testem MTT (rys. 3) wskazuje, iż fibroblasty płucne w miarę starze-
nia się mogą także stawać się mniej wrażliwe (zjawisko odwrotne niż 
w przypadku fibroblastów pochodzenia skórnego). 

Wyniki uzyskane w niniejszym projekcie potwierdzają konstata-
cje wielu autorów piśmiennictwa tematu o niejednorodności i zmienności 
wyników badań prowadzonych na komórkach różnego wieku czy pocho-
dzenia. Przegląd literatury na temat wpływu numeru pasażu na linie ko-
mórkowe wskazuje, że wpływ ten jest złożony i silnie zależny od wielu 
czynników, takich jak typ linii komórkowej, tkanka i gatunek jej pocho-
dzenia, warunki hodowli (temperatura, pH, właściwe media i dodatki 
hodowlane czy powierzchnia wzrostowa) oraz zastosowania, do których 
dana linia komórkowa jest używana. Stwierdzono na przykład (niepubli-
kowane dane ATCC), że starsze pasaże komórek Caco-2 wykazywały 
wzrost ekspresji genu białka reporterowego GFP (zielone białko fluore-
scencyjne) po transfekcji, podczas gdy starsze pasaże linii MCF7 w po-
równaniu z młodszymi wykazują spadek poziomów GFP (Tech Bulletin 
of ATCC 2010).  

Zaobserwowana w niniejszych badaniach odmienna reaktywność 
fibroblastów pochodzących z różnych anatomicznie miejsc na cytotok-
syczne działanie tych samych ksenobiotyków jest spójna z badaniami 
Chang i in. (2002), którzy badali różnice na 50 pierwotnych liniach ko-
mórkowych fibroblastów wyprowadzonych z 10 miejsc u 16 dawców 
i obserwowali znaczące różnice między nimi.  

Podobnie różną reaktywność komórek w zależności od ich po-
chodzenia stwierdzili Hetzel i in.(2005), którzy zaobserwowali, że fibro-
blasty pochodzące z płuc prawidłowych oraz płuc objętych włóknieniem 
różnią się pod względem reakcji na czynniki wzrostu.  

W badaniach Palaiologou i in. (2001) badane trzy rodzaje fibro-
blastów zachowywały się inaczej i charakteryzowały się różną ekspresją 
receptorów macierzy zewnątrzkomórkowej (ECM). 

Wykazano także (Gron i in. 2002), że fibroblasty pochodzące 
z błony śluzowej jamy ustnej proliferują szybciej i mają większą zdol-
ność podwojeń populacji niż fibroblasty skórne. Stwierdzono, że fibro-
blasty pochodzące z błony śluzowej jamy ustnej wydzielają więcej czyn-
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nika wzrostu hepatocytów (HGF) oraz keratynocytów (KGF) niż fibro-
blasty skórne. 

Nawet w komórkach linii ustalonych (unieśmiertelnionych), które 
są utrzymywane przez długi okres czasu mogą występować mutacje, któ-
re zmieniają charakterystykę komórek, jaka była stwierdzona we wcze-
snych pasażach danej linii (Wenger i in. 20014). Stwierdzono m.in. 
zmiany (aberracje) w kariotypie komórek (zestaw chromosomów komór-
ki): duplikacje (powielenia odcinka chromosomu) oraz powielenia całych 
chromosomów. Autorzy podkreślają, że potwierdzenie pochodzenia linii 
komórkowej, jak również dokładna jej charakterystyka (z podaniem nu-
meru pasażu) jest warunkiem niezbędnym do uzyskiwania wiarygodnych 
wyników doświadczeń, które tylko pod tym warunkiem mogą być przy-
datne dla innych badaczy.  

Numer pasażu, przy którym dochodzi do zmian w komórkach jest 
charakterystyczny dla danej linii komórkowej. Dla komórek zarodka 
chomika syryjskiego (SHE) stwierdzono (Chang-Liu i Woloschak 1997) 
„kryzys” pojawiający się przy pasażu nr 37 i trwający do pasażu 49, któ-
ry charakteryzował się gwałtownymi zmianami liczby kolonii powstają-
cych z pojedynczej komórki („plating efficiency”) oraz zmianami para-
metrów wzrostu komórek. W badaniach prowadzonych w ramach niniej-
szego projektu zjawisko zahamowania proliferacji zarówno komórek 
CCD-1136Sk (ATCC CRL-2697TM), jak i CCD-8Lu (ATCC CCL-
201TM) obserwowano przy pasażu nr 27. 

Chipev i Simon (2002) stwierdzili, że fibroblasty pochodzące 
z różnych miejsc ciała mogą różnić się wielkością: fibroblasty pochodzą-
ce ze skóry dłoni są mniejsze niż fibroblasty pochodzące ze skóry owło-
sionej. W przypadku niniejszego projektu takich różnic w odniesieniu do 
badanych fibroblastów wyprowadzonych z tkanki płucnej oraz skóry 
w obrazie mikroskopowym (Nikon TMS-F, 100x) nie obserwowano. 

Ponadto, badania przeprowadzone w laboratorium Sorrell i Ca-
plan (2004) wskazują na istnienie różnych morfologiczne i biochemiczne 
fibroblastów pochodzących nawet z tej samej tkanki. Dwie główne popu-
lacje fibroblastów wykryto w skórze, płucach i nerkach: mitotycznie 
czynne, tj. replikacyjne fibroblasty progenitorowe (MF) oraz postmito-
tyczne fibrocyty (PMF). 

Również i badania Schneider i in. (1977) fibroblastów pochodzą-
cych ze skóry i płuc tych samych płodów ludzkich wykazały istotne róż-
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nice in vitro. Fibroblasty z płuc w porównaniu z fibroblastami skórnymi 
charakteryzowały się większą szybkości replikacji komórek, większym 
wbudowywaniem [3H]tymidyny do DNA, większą liczbą komórek 
w konfluencji, mniejszą objętością, oraz mniejszą zawartością komórko-
wego RNA oraz białek. Ponadto, hodowle te reagowały odmiennie na 
dodanie hydrokortyzonu do pożywki hodowlanej.  

Wszystkie przedstawione obserwacje wskazują, iż nawet pomimo 
podobieństwa morfologicznego fibroblasty pochodzące z różnych tkanek 
może przejawiać różnice w ich zachowaniu w hodowli tkankowej, jak 
również odpowiedzi na oddziaływanie ksenobiotyków, co znalazło od-
zwierciedlenie także w wynikach niniejszej pracy. 

Podsumowując można stwierdzić, że bezpośrednie i pośrednie 
oddziaływanie na organizmy żywe (w tym starzejące się) biopaliw na 
etapie ich produkcji jak i wykorzystania nie jest dostatecznie rozpoznane. 
Biorąc pod uwagę, że nie można wykluczyć ryzyka dla zdrowia człowie-
ka i środowiska związanego z wyciekami czy nawet stosowaniem biopa-
liw konieczne są dodatkowe badania eksperymentalne, aby zapewnić 
bardziej kompleksowy zestaw danych do identyfikacji przyszłych alter-
natywnych paliw o niskim wpływie na człowieka i środowisko (Bluhm 
i in. 2012). Jest to szczególnie istotne, zwłaszcza biorąc pod uwagę, że 
dalszy rozwój rynku biopaliw w Polsce jest uwarunkowany wymagania-
mi stawianymi przez UE. Dodatkowo, z analizy piśmiennictwa tematu 
wynika, że istnieje istotna różnica pomiędzy toksycznością samych paliw 
(i kopalnych, i biopaliw) jako takich, a toksycznością produktów ich spa-
lania. Zagadnienie to powinno być brane pod uwagę przy kompleksowej 
ocenie ryzyka związanej ze stosowaniem biopaliw.  

Przedstawione powyżej przykłady różnic obserwowanych przez 
autorów piśmiennictwa przedmiotu, jak również uzyskanych w niniejszej 
pracy, wskazują na niezwykle złożony charakter reaktywności komórek 
wynikający zarówno z ich wieku, jak i tkanki, z której zostały wyprowa-
dzone. Konieczne zatem jest uwzględnianie przy interpretacji wyników 
badań nad odziaływaniem ksenobiotyków na żywy organizm również 
możliwości odmiennej reaktywności komórek starszych i młodszych, co 
może znajdować też odzwierciedlenie w funkcjonowaniu osób starszych 
i młodszych zatrudnionych w przemyśle. 
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Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy  
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Second-generation Biofuels – Products of Waste Fats 

Transesterification: a Comparison of Their Water-soluble 
Fraction (WSF) Cytotoxicity on Subsequent Passages  

of Senescent Cells in vitro 

Abstract 

The aim of the study was to compare the cytotoxic action of selected 
second generation biofuels water-soluble fraction (WSF) and susceptibility of 
old and young passages of human diploid fibroblasts.  

The study was performed on two secescent diploid cell lines: pulmonary 
fibroblasts CCD-8Lu (ATCC CCL-201TM) and skin fibroblasts CCD-1136Sk 
(ATCC CRL-2697TM). The cytotoxicity of WSF of the four biofuels obtained 
from the transesterification of expired rapeseed oil (BPI), waste animal fat 
(BPII), used for frying vegetable oil (BPIII) or crude rapeseed oil (BPIV) was 
assessed. The MTT test determining metabolic activity and the NRU test, 
evaluating the integrity of cell membranes were used to assess the cytotoxic 
activity of tested biofuels WAF. 

The most cytotoxic (reaching the lowest IC50 values) for both types of 
cells was the water extract of biofuel obtained from animal waste (BPII) con-
cerning the highest concentration of fatty acid esters. Saturated fatty acids, such 
as capric, lauric, stearic and palmitic acids were dominant in its composition. In 
turn, the least cytotoxic was water fraction of the biofuel obtained from crude 
rapeseed oil (BPIV) with the lowest content of fatty acid esters, mainly consist-
ing of monounsaturated acids: octadecenoic acid and eicosenoic acid. Young 
passages of CCD-1136Sk cells were more insusceptible to the cytotoxic effects 
of the tested biofuels. The phenomenon of increased CCD-1136Sk cells suscep-
tibility to the BPI, BPII and BPIII was observed starting from the passage No. 
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17. The trend of increased cells susceptibility to the tested biofuels was also 
observed in the case of exposure of CCD-8Lu cells on BPI, BPIII and BPIV. 

The cytotoxicity of the most toxic and the least toxic water fraction of 
the tested biofuels was a reflection of the content of fatty acid esters in them. 
The water-soluble fraction with the highest content of fatty acid esters (BPII) 
exhibited the strongest cytotoxic effect on both types of fibroblasts (both on 
CCD-1136Sk and CCD-8Lu cells), whereas BPIV with the lowest content of 
fatty acid esters was the least toxic. The results indicate that the susceptibility of 
senescent cells to the cytotoxic action of biofuels WSF may change during their 
senescence – the older cells become more sensitive to the cytotoxic effect of 
tested xenobiotics as compared to younger cells in the most cases. The key role 
in the cytotoxic action of compounds on the younger and older cell passages 
may also have a concentration of tested compounds. 

Streszczenie 

Celem badań było porównanie cytotoksycznego działania biopaliw II 
generacji otrzymanych w procesie transestryfikacji tłuszczów odpadowych na 
wczesne oraz późne pasaże ludzkich komórek diploidalnych. 

Przeprowadzono badania czterech biopaliw otrzymanych w reakcji 
transestryfikacji z: przeterminowanego oleju rzepakowego (BP I), odpadowego 
tłuszczu zwierzęcego (BP II), roślinnego oleju posmażalniczego (BP III), które 
zostały wytworzone na skalę laboratoryjną z wykorzystaniem eksperymentalnej 
linii produkcyjnej, a także z surowego oleju rzepakowego (BP IV), które otrzy-
mano od producenta biopaliw z oleju rzepakowego. Biopaliwo BP II, czyli bio-
paliwo z tłuszczu zwierzęcego zawierało największe stężenia estrów kwasów 
tłuszczowych, oznaczone z wykorzystaniem sprzężonych technik chromatogra-
fii gazowej z detekcją spektrometrii mas. Stężenie estrów kwasów tłuszczowych 
w biopaliwie BPI było o 23%, w biopaliwie BPIII o 29%, a biopaliwie BPIV 
o 78% niższe w stosunku do biopaliwa BPII. Badania wykonano na dwóch sta-
rzejących się diploidalnych liniach komórkowych: fibroblastach płucnych 
CCD-8Lu (ATCC CCL-201TM) oraz skórnych CCD-1136Sk (ATCC CRL-
2697TM). Do oceny cytotoksycznego działania zastosowano test MTT, który 
określa aktywność metaboliczną komórek oraz test pochłaniania czerwieni obo-
jętnej oceniający integralność błon komórkowych (test NRU).  

Najbardziej cytotoksyczny (osiągający najniższe wartości IC50) dla ko-
mórek obu typów okazał się ekstrakt wodny biopaliwa otrzymanego z odpadowe-
go tłuszczu zwierzęcego (BPII), w którym oznaczono największe stężenie estrów 
kwasów tłuszczowych. W jego składzie przeważają nasycone kwasy tłuszczowe, 
m.in.: kwas kaprynowy, laurynowy, stearynowy i palmitynowy. Z kolei najmniej 
cytotoksyczna była frakcja wodna biopaliwa otrzymanego z surowego oleju rze-
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pakowego (BPIV) o najmniejszej zawartości estrów kwasów tłuszczowych, za-
wierający głównie kwasy jednonienasycone: kwas oktadekenowy i eikozenowy. 
Komórki CCD-1136Sk wczesnych pasaży (8 i 13) charakteryzowały się większą 
odpornością na cytotoksyczne działanie badanych biopaliw, co było szczególnie 
widoczne w środkowym zakresie stosowanych stężeń ksenobiotyków. Począwszy 
od pasażu nr 17 występowało zjawisko zwiększonej wrażliwości komórek CCD-
1136Sk na działanie BPI, BPII i BPIII. Tendencję wzrostu wrażliwości komórek 
na działanie badanych biopaliw w miarę ich starzenia się zaobserwowano rów-
nież w przypadku narażenia komórek CCD-8Lu na BPI, BPIII i BPIV. 

Cytotoksyczność frakcji rozpuszczalnej w wodzie najbardziej i najmniej 
toksycznego z badanych biopaliw II generacji była odzwierciedleniem zawartości 
w nich estrów kwasów tłuszczowych. Frakcja rozpuszczalna w wodzie biopaliwa 
o największej zawartości estrów kwasów tłuszczowych (BPII) wykazywała naj-
silniejsze działanie cytotoksyczne na obu typach fibroblastów (zarówno na ko-
mórkach CCD-1136Sk, jak i CCD-8Lu), natomiast BPIV o najmniejszej zawarto-
ści estrów kwasów tłuszczowych było najmniej toksyczne. Uzyskane wyniki 
wskazują, że wrażliwość starzejących się komórek na cytotoksyczne działanie 
biopaliw może zmieniać się w miarę ich starzenia się – w przeważającej większo-
ści przypadków komórki starsze stawały się bardziej wrażliwe w porównaniu 
z młodszymi na cytotoksyczne działanie badanych ksenobiotyków. Kluczowe 
znaczenie w cytotoksycznym działaniu związków chemicznych na młodsze 
i starsze pasaże komórkowe może mieć także stężenie badanego związku. 
 
Słowa kluczowe: 
biopaliwa, II generacja, WSF, cytotoksyczność,  
starzejące się komórki, in vitro 

Keywords: 
biofuels, 2nd generation, WSF, cytotoxicity, senescent cells, in vitro 
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