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1. Wstep

Jednym z zagrozen, ktore nabiera w ostatnich latach coraz wigk-
szego znaczenia jest oddzialywanie na organizmy zywe biopaliw, maja-
cych w zamysle stanowi¢ dodatek lub wrecz alternatywe dla paliw kon-
wencjonalnych.

Pierwsze na $wiecie silniki spalinowe zasilane byty gazem $wie-
tiInym (np. Etienne Lenoir 1860, Nicolaus Otto 1876), a wigc paliwem
zaliczanym obecnie do alternatywnych. Opanowanie w nast¢pnych latach
technologii wydobycia i1 przerobki ropy naftowej oraz jej znaczne zasoby
i niska cena spowodowaty, ze wkrotce praktycznie zaprzestano uzywania
paliw innych niz ropopochodne. Zainteresowanie paliwami alternatyw-
nymi powr6cito w latach 70-tych w dobie kryzysu energetycznego i trwa
do dzi§ wobec wzrostu cen paliw konwencjonalnych, doniesien na temat
zmniejszajacych si¢ zasobOow ropy naftowej oraz drastycznego ograni-
czenia limitdw emisji substancji szkodliwych, wymuszonego zanieczysz-
czeniem $rodowiska i globalnym ociepleniem klimatu.

Wzrost zainteresowania paliwami alternatywnymi, a dokladnie
biopaliwami wynika rdwniez z przestanek gospodarczych i politycznych.
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Produkcja biopaliw zmniejsza bowiem uzaleznienie kraju od importowa-
nej ropy naftowej, a ponadto stwarza mozliwo$¢ zagospodarowania nad-
wyzek plonéw oraz terenéw odlogowanych i skazonych, a co za tym
idzie umozliwia tworzenie nowych miejsc pracy (Merkisz i Kozak 2003).

Z drugiej strony, rozwoj niekontrolowanego rynku biopaliw do-
prowadzit do 2,5-krotnego wzrostu cen zywnos$ci w sytuacji kiedy ponad
1 mld ludzi gloduje. Zaktadane wielkoobszarowe plantacje roslin prze-
znaczonych na biopaliwa, przyczyniaja si¢ do powaznych negatywnych
zmian w $rodowisku w krajach rozwijajacych si¢. Co gorsze, ich stoso-
wanie w wigkszo$ci przypadkow nie przyczynia si¢ do redukcji emisji
CO, (Pawtowski 2015).

Potrzeba oceny szkodliwego dzialania biopaliw na organizmy zy-
we 1 Srodowisko stata si¢ jednak obecnie bardzo aktualna, zwlaszcza, ze
dalszy rozwdj rynku biopaliw w Polsce jest uwarunkowany wymaganiami
stawianymi przez UE. Zgodnie z dyrektywa 2009/28/WE, udzial energii ze
zrédet odnawialnych we wszystkich rodzajach transportu w 2020 r. w kaz-
dym z panstw cztonkowskich UE bedzie musiat wynosi¢ co najmniej 10%
koncowego zuzycia energii. Koniecznos¢ realizacji rosngcego w kolejnych
latach wskaznika minimalnego udzialu biokomponentéw i innych paliw
odnawialnych w ogo6lnej ilosci paliw cieklych spowoduje wzrost zuzycia
biokomponentéw 1 biopaliw, a bezposrednie iposrednie oddziatywanie
biopaliw, na etapie ich produkcji jak 1 wykorzystania, na organizmy zywe
nie jest dostatecznie rozpoznane i trudno obecnie stwierdzi¢, czy rozwoj
proekologicznych biopaliw nie bedzie mial wptywu na pogorszenie stanu
zdrowia ludzi (Skowron i Golimowski 2015).

Jednocze$nie, uwzglednienie w rozpatrywaniu zagrozen zwigza-
nych z biopaliwami badan in vitro prowadzonych na starzejacych sie¢
komorkach 1 pordwnanie wynikow uzyskanych na komoérkach mtodych
i starych, moze sta¢ si¢ dobrym punktem wyjscia do dalszych badan oraz
oceny ryzyka dla organizmow w ré6znym wieku, ktore staja si¢ coraz bar-
dziej celowe ze wzgledu na postepujace starzenie si¢ spoteczenstwa.

Komorki dalekich pasazy byty dotad uwazane za malo przydatne
do badan, poniewaz ich funkcjonowanie jest uposledzone poprzez zmia-
ny typowe dla starzejacego si¢ organizmu. Linie komodrkowe uzyskane
z normalnych diploidalnych komoérek i tkanek moga by¢ prowadzone
tylko przez okreslony czas. Posiadaja one ograniczong liczbe pokolen
(tzw. okres przezywania, ang. life-span), czyli mozliwa jest tylko okre-
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Slona liczba pasazy, co ogranicza mozliwos¢ analizy oddziatywania na
nie czynnikdw niebezpiecznych. Starzejace si¢ komodrki moga byc¢
utrzymywane przy zyciu przez dlugi okres, ale nie beda podlegaty induk-
cji do dzielenia si¢ przez normalne bodzce mitogenne. Wiadomo jednak,
ze komorki starzejace si¢ moga wykazywac¢ odmienne wiasciwosci i1 inng
reaktywnos$¢ na ksenobiotyki niz komorki mlode. W badaniach stilbendéw
(resweratrolu 1 jego analogdéw) prowadzonych na Uniwersytecie Me-
dycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (Mikuta-Pietrasik
2011) stwierdzono np., ze 3,3°,5,5 -tetrahydroksy-trans-stilben pobudzat
biogeneze mitochondriow w komoérkach miodych, a obnizal w starych.
W badaniach Junga i in. (2009) nad uszkodzeniem biatek komérkowych
pod wptywem stresu oksydacyjnego zaobserwowano, ze starzejace si¢
komoérki w porownaniu z komoérkami mlodymi zawierajg mniej lizoso-
moéw nie zawierajacych zlogéw nierozpuszczalnego materiatu okreslane-
go jako lipofuscyna, ktorej sktadowymi sg m.in. zwigzki zawierajace
retinoidy o silnych wilasciwosciach fotouwrazliwiajacych, przyczyniaja-
cych si¢ do nasilania i propagacji stresu oksydacyjnego. A poniewaz
zmiany w komodrkach zwigzane ze starzeniem powoduja stopniowe
zmniejszenie si¢ aktywnos$ci komorki i z jednej strony prowadza do
zmniejszenia si¢ potencjalnych mozliwosci reagowania na czynniki sty-
mulujace, a jednoczes$nie przestajg w nich funkcjonowaé procesy na-
prawcze, co rzutuje na ich odpowiedz na dziatanie ksenobiotykéw, tak in
vivo, jak in vitro, celowe wydaje si¢ prowadzenie badan doswiadczalnych
takze 1 na takich modelach.

Celem niniejszej pracy byla zatem ocena wptywu wybranych bio-
paliw II generacji produkowanych w procesie transestryfikacji thuszczow
odpadowych na ludzkie komorki starzejacych si¢ linii komoérkowych
1 poréwnanie wynikéw uzyskanych przy narazeniu na te same biopaliwa
w analogicznych st¢zeniach komorek réznego wieku.

2. Material 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 tluszczu zwierzgcego (BP II), roslinnego oleju posmazalni-
czego (BP III), ktore zostaly wytworzone na skalg laboratoryjng z wyko-
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rzystaniem eksperymentalnej linii produkcyjnej, a takze z surowego oleju
rzepakowego (BP 1V), ktére otrzymano od producenta biopaliw z oleju
rzepakowego. Biopaliwo BP II, czyli biopaliwo z tluszczu zwierzgcego
zawierato najwigksze stezenia estrow kwasow thuszczowych, oznaczone
z wykorzystaniem sprze¢zonych technik chromatografii gazowej z detek-
cja spektrometrii mas. Stezenie estréw kwasoéw thuszczowych w biopali-
wie BPI bylo o 23%, w biopaliwie BPIII o 29%, a biopaliwie BPIV
0 78% nizsze w stosunku do biopaliwa BPII.

Do badan cytotoksycznosci zostaty uzyte frakcje biopaliw roz-
puszczalne w wodzie. Zgodnie z metoda opisang przez Chou 1 in. (2003)
dla weglowodoréw aromatycznych nierozpuszczalnych w wodzie, bada-
ne biopaliwa wytrzgsano z medium hodowlanym wiasciwym dla danej
linii komoérkowej (w stosunku 3:1 (v/v) w kolbach o pojemnosci 50 ml
przez 18 h w temperaturze pokojowej przy predkosci obrotowej 400 rpm.
Nastepnie gérng warstwe olejowa wraz z powstatg emulsja po odwiro-
waniu odciggano, a komorki narazano na warstwe medium hodowlanego,
bedacego roztworem nasyconym estrow kwasow tluszczowych, ktore
odpowiednio rozcienczano, przyjmujac roztwdr badanego biopaliwa w
medium jako 100%, aby otrzymac zakres stgzen do ustalenia zaleznoS$ci
stezenie-skutek. Kontrolg stanowily komorki inkubowane w medium
hodowlanym pozbawionym ksenobiotykdw.

2.2. Linie komorkowe

Badania cytotoksycznos$ci wykonano na dwoch starzejacych sie
liniach komorkowych zakupionych w amerykanskiej kolekcji ATCC
(Amerykanska Kolekcja Kultur Typowych): linii diploidalnych fibrobla-
stow skornych CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™) wyprowadzonej ze
skory pobranej z konczyny dolnej 36-letniego mezczyzny zmartego
w wyniku wypadku motocyklowego oraz linii diploidalnych fibroblastow
phucnych CCD-8Lu (ATCC® CCL-201™) wyprowadzonej z tkanki 48-
letniego mezczyzny zmartego w wyniku zakrzepicy naczyn mozgowych.

Do hodowli komorek 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 posrednictwem firmy LGC Standards, wytacznego
europejskiego dystrybutora produktéw firmy ATCC; ptodowa surowice
bydleca (Foetal Bovine Serum) (nr kat. 10084-150) firmy Gibco BRL
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(Life Technologies Ltd. Paisley, Scotland) oraz roztwor trypsyny
(0,25%) 1 EDTA (nr kat. T-4049) firmy Sigma (Sigma Chemical Compa-
ny, St. Louis, Mo USA).

2.3. Metody oceny cytotoksycznos$ci

Do oceny cytotoksycznego dziatania badanych ekstraktow biopa-
liw zastosowano nastepujace metody: test redukcji soli tetrazolowej MTT
okreslajacy aktywnos$¢ metaboliczng komorek (test MTT) oraz test po-
chlaniania czerwieni obojetnej oceniajacy integralno$§¢ bton komorko-
wych (test NRU) (Neutral Red Uptake Assay).

Test MTT polega na ocenie aktywno$ci metabolicznej komorek
wyrazonej zdolno$cig pochlaniania barwnika — zo6ttej soli tetrazolowej
(MTT) i redukowania go gtownie w mitochondriach, przy udziale dehy-
drogenazy bursztynianowej do zwigzku formazanowego o fioletowo -
granatowym zabarwieniu. Komoérki poddaje si¢ najpierw dziataniu szere-
gu réznych stezen badanej substancji, a nastgpnie inkubuje si¢ w roztwo-
rze MTT [bromek 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenylotetrazolu].
Stezenie zredukowanego przez zywe komorki barwnika, po rozpuszcze-
niu w DMSO, oznacza si¢ kolorymetrycznie. Na podstawie uzyskanych
wynikow okresla si¢ stezenie badanej substancji powodujace spadek ak-
tywnos$ci metabolicznej komoérek o 50% w pordwnaniu z kontrolg (ICs).

Zasada testu NRU jest oparta na zdolnosci zywych, nieuszkodzo-
nych komoérek do pochtaniania barwnika - czerwieni oboj¢tnej (chloro-
wodorek 3-amino-7-dimetylo-amino-2-metylofenazyny), ktéry gromadzi
si¢ w lizosomach. Najpierw komorki poddaje si¢ dziataniu réznych ste-
zen badanej substancji przez okre§lony czas, a nast¢pnie po jej usunigciu,
komorki inkubuje si¢ przez 3 h w roztworze barwnika w medium hodow-
lanym. Nastepnie niszczy si¢ blony komérkowe nieuszkodzonych komo-
rek w celu uwolnienia barwnika. St¢zenie barwnika oznacza si¢ kolory-
metrycznie. Na podstawie uzyskanych wynikoéw okresla si¢ stezenie ba-
danej substancji hamujace zdolnos¢ komoérek do absorbowania barwnika
0 50% w poréwnaniu z kontrolg (ICs).

Wartosci ICsy dla kazdego zwigzku obliczono stosujac program
komputerowy wykorzystujacy interpolacje krzywymi (logistyka cztero-
parametrowa) Gen5™ Data Analysis, firmy BIO-TEK INSTRUMENTS,
INC.
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2.4. Metodyka analiz statystycznych wynikow

Z uwagi na wystgpowanie w eksperymencie dwoch czynnikdéw:
pasaz i stgzenie substancji, w analizie danych wykorzystano dwuczynni-
kowa analize wariancji. Dodatkowo oceniano efekty proste, tzn. porow-
nywano wartosci zywotnosci komorek miedzy pasazami w poszczegol-
nych st¢zeniach. W porownaniach tych stosowano testy poréwnan wielo-
krotnych, aby oceni¢ réznice mi¢dzy konkretnymi pasazami. Do testo-
wania og6lnych hipotez w analizie wariancji wykorzystywany byt test F-
Snedecora, a w poréwnaniach wielokrotnych dla efektéw prostych test
Bonferroniego.

3. Wyniki

Uzyskane wartosci ICsy dla badanych biopaliw na ludzkich fibro-
blastach skérnych i1 plucnych przedstawiono odpowiednio w tabeli 1 1 2.
Najbardziej cytotoksyczny (osiggajacy najnizsze wartosci ICsp) dla komo-
rek obu typow okazat si¢ ekstrakt wodny biopaliwa otrzymanego z odpa-
dowego thluszczu zwierzecego (BPII), w ktérym oznaczono najwigksze
stezenie estrow kwasow thuszczowych. Z kolei najmniej cytotoksyczna
byta frakcja wodna biopaliwa otrzymanego z surowego oleju rzepakowego
(BPIV) o najmniejszej zawartos$ci estrow kwasow thuszczowych.

Rozpatrujac poréwnanie cytotoksycznego dziatania biopaliw na
mlodsze 1 starsze pasaze komodrkowe oceniane testami MTT i1 NRU
stwierdzono, ze badane biopaliwa dziataly stabiej na komoérki CC-
1136Sk wczesnych pasazy (komorki mlode charakteryzowaly sie wigk-
sza odpornoscig na cytotoksyczne dziatanie badanych biopaliw), co byto
szczegolnie widoczne w S$rodkowym zakresie stosowanych stgzen.
W miarg starzenia si¢ komorek wystepowato zjawisko ich zwickszonej
wrazliwosci na dziatanie badanych biopaliw. Wyrazne zwigkszenie tok-
sycznego dziatania biopaliw na starsze komorki w poréwnaniu z ich od-
dzialywaniem na komorki miodsze zaobserwowano przy narazeniu ko-
morek na wszystkie badane biopaliwa Il generacji: BPI, BPII (rys. 1 i 2)
oraz BPIIl. Tendencj¢ nasilenia dzialania cytotoksycznego badanych
biopaliw na komoérki w miarg ich starzenia si¢ zaobserwowano réwniez
w przypadku narazenia komoérek CCD-8Lu na BPI, BPIII i BPIV. Nalezy
jednak podkresli¢, ze z kolei analiza przebiegu krzywych zaleznosci zy-
wotnosci komérek CCD-8Lu od st¢zenia biopaliwa BPII ocenianej te-
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stem MTT (rys. 3) wskazuje, iz fibroblasty plucne w miarg starzenia si¢
moga takze stawac si¢ mniej wrazliwe (zjawisko odwrotne niz w przy-
padku fibroblastow pochodzenia skornego).

Tabela 1. Wartosci ICsp wyznaczone dla badanych frakcji wodnych biopaliw
na kolejnych pasazach komérek CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™) w teicie
MTT i NRU. Wyniki przedstawiono jako wartos$ci srednie + odchylenie
standardowe z trzech niezaleznych eksperymentow; ,,—,, — brak mozliwosci
wyznaczenia wartosci ICsy ze wzgledu na Smier¢ wszystkich badanych komorek
Table 1. The ICsy values of water soluble fraction of tested biofuels appointed
on consecutive passages of CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™) cells in the
MTT and NRU assays. Each value represents the mean (+ standard deviation)
of three independent experiments; “—* — no possibility of ICs, value
determination due to the death of all tested cells

Wartos¢ ICs

Numer [% frakcji wodnej biopaliwa w medium hodowlanym]

pasazu BPI BPII BPIII BPIV

MTT |[NRU |MTT |[NRU |[MTT |NRU [MTT |NRU

pasaz | 12,15 | 894 | 3,16 | 2,78 | 5,06 | 3,78 |25,83 | 18,01
8 +0,17 {£0,88 |+ 0,06 |+ 0,06 |£0,31 |£0,57 |£1,16 [£0,41

pasaz | 12,52 | 9,56 | 3,80 | 2,80 | 4,66 | 3,82 |26,51 |16,23
13 (£0,01 |£1,59 |£0,94 |£0,30 |[£0,40 |£0,71 [£0,61 |£0,51

pasaz | 2,81 | 2,02 | 1,01 | 0,92 B B 19,58 | 14,30
17 1+£0,22 [+0,01 {£0,00 |+ 0,00 +0,10 |£0,01

pasaz | 5,69 | 4,46 1,55 1,45 B B 10,08 | 5,76
20 [(+0,37 |£0,15|£0,01 |£0,00 + 1,80 |{£ 0,00

pasaz | 3,61 | 2,95 | 1,21 | 1,41 18,37 | 14,69

23 |£0,13 |£0,04 |£0,17 |£0,00 +0,04 |+0,48
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Tabela 2. Wartosci ICso wyznaczone dla badanych frakcji wodnych biopaliw na
kolejnych pasazach komérek CCD-8Lu (ATCC® CCL-201™) w tescie MTT

I NRU. Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie + odchylenie standardowe
z trzech niezaleznych eksperymentéw; ,,—,, — brak mozliwosci wyznaczenia ICsy

ze wzgledu na $mier¢ wszystkich badanych komorek

Table 2. The ICs, values of water soluble fraction of tested biofuels appointed
on consecutive passages of CCD-8Lu (ATCC® CCL-201™) cells in the MTT
and NRU assays. Each value represents the mean (+ standard deviation) of three
independent experiments

Wartos¢ IC50
o . o . .

Numer [% frakcji wodnej biopaliwa w medium hodowlanym]

pasazu BPI BPII BPIII BPIV
MTT | NRU | MTT | NRU | MTT | NRU | MTT | NRU
pasaz B 3,57+ |4,11£ 7,28+ 7,65+ (29,80 |27, 63
15 0,36 | 0,06 | 0,09 | 0,25 [+£0,40 |£1,35
pasaz | 10,70 |8,05+ (2,69 + 2,77 + (5,58 + |4,03 + | 26,16 | 25,16
17 |£1,16 | 1,35 | 0,27 | 0,17 | 0,11 | 1,04 |£0,40 |+0,47
pasaz | 15,39 19,89 + (4,13 + 3,34+ [520+ (3,38 £ 22,62 |17,18
22 |£043|0,83 | 037 | 025 |048 | 0,04 [£1,70 |£0,57
pasaz |8,37+ (7,88 £ (2,69+(2,04+ (327 |  |24,51 | 1641
26 0,32 | 0,50 | 0,27 | 0.01 | 0,01 +0,46 |+ 0,05
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Rys. 1. Wplyw frakcji rozpuszczalnej w wodzie BP Il na zywotnos$¢ komorek
CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™) oceniang testem MTT. Kazdy punkt
reprezentuje $rednig i odchylenie standardowe z 9 pomiaréw w 3 niezaleznych
eksperymentach. Zaznaczono $rednie istotne statystycznie (p < 0,05);

a — $rednie w pasazach 8 i 13 sg istotnie wyzsze niz w pasazach pozniejszych;
b — §rednie w pasazu 17 1 23 sg istotnie mniejsze niz Srednie w pozostatych
pasazach; ¢ — $rednia pasazu 20 rdzni si¢ istotnie od Srednich pozostatych
pasazy; d — $rednia pasazu 8 jest istotnie mniejsza od pozostatych, ktore nie
ro6znia si¢ miedzy soba

Fig. 1. The impact of water-soluble fraction of BPII on CCD-1136Sk (ATCC®
CRL-2697™) 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; ¢ — 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. Wplyw frakcji rozpuszczalnej w wodzie BP 1l na zywotnos¢ komorek
CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™) oceniang testem NRU. Kazdy punkt
reprezentuje $rednig i odchylenie standardowe z 9 pomiaré6w w 3 niezaleznych
eksperymentach. Zaznaczono $rednie istotne statystycznie (p < 0,05);

a — srednie w pasazach 8 i 13 sg istotnie wyzsze niz w pasazach pdzniejszych;
b — $rednie w pasazu 17, 20 1 23 sg istotnie mniejsze niz srednie we
wczesniejszych pasazach; ¢ — $rednia pasazu 13 jest istotnie mniejsza

od pozostalych, ktore nie r6znig si¢ miedzy soba

Fig. 2. The impact of water-soluble fraction of BPII on CCD-1136Sk (ATCC®
CRL-2697™ 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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ee{++ pasaz 15

- «@= pasazl7

- @=— pasaz 22

Zywotnosé komérek [%]

i -pasaz26

0,195 0,39 0,78 1,56 3,13 6,25

Stezenie frakcji rozpuszczalnej w wodzie biopaliwa BPII [ %]

Rys. 3. Wplyw frakcji rozpuszczalnej w wodzie BP 1l na zywotno$¢ komorek
CCD-8Lu (ATCC® CCL-201™) oceniana testem MTT. Kazdy punkt
reprezentuje $rednig i odchylenie standardowe z 9 pomiaré6w w 3 niezaleznych
eksperymentach. Zaznaczono $rednie istotne statystycznie (p < 0,05);

a — §rednie w pasazach 22 1 26 sg istotnie wyzsze niz w pasazach
wczesniejszych; b — Srednie w pasazach 17 1 26 nie r6znigc si¢ mi¢dzy soba,
sg istotnie mniejsze niz Srednie w pozostatych pasazach

Fig. 3. The impact of water-soluble fraction of BPII on CCD-8Lu (ATCC®
CCL-201"™)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 zostaty przeprowadzone badania pordwnawcze in vitro
wrazliwosci pdznych, przyjetych jako model starzejacego si¢ organizmu,
oraz wczesnych pasazy ludzkich komorek diploidalnych na cytotoksycz-
ne dzialanie frakcji rozpuszczalnej w wodzie czterech biopaliw.

Zostala oceniona cytotoksyczno$¢ ww. frakcji biopaliw, ktore zo-
staly otrzymane w procesie transestryfikacji thuszczéw odpadowych, ta-
kich jak: przeterminowany olej rzepakowy (BP I), odpadowy tluszcz
zwierzecy (BP I1), ro$linny olej posmazalniczy (BP III), a takze surowe-
go oleju rzepakowego (BP IV).

Ze wzgledu na niebezpieczenstwo asfiksji komorek, do ktorej
mogloby doj$¢ przy narazeniu ich na biopaliwa jako takie, komorki nara-
zano na frakcj¢ otrzymang przez wytrzasanie kazdego z biopaliw
z medium hodowlanym wtasciwym dla danej linii komorkowej w sto-
sunku 3:1 (v/v) przez 18 h, zgodnie z metoda opisang przez Chou i in.
(2003). Analizie poddawano wiec te czes¢ biopaliw, ktora w wyniku wie-
logodzinnego wytrzasania byta w stanie rozpusci¢ si¢ lub ulec dyspersji
w warstwie medium hodowlanego opartego na wodzie. Jest to po-
wszechng praktyka (Fakness i in. 2015, Hansen i in. 2011, Holth 1 in.
2014, Jiang 1 in. 2010, Lei i in. 2016, Perrichon i in. 2016, Won i in.
2013) przy ocenie preparatow stabo rozpuszczalnych i nierozpuszczal-
nych w wodzie. Niektdrzy autorzy pis$miennictwa tematu uzyskang w ten
sposOb warstwe okres$laja mianem ,water accommodated fraction
(WAF)” w odrdznieniu od ,,frakcji rozpuszczalnej w wodzie, water solu-
ble fraction (WSF)”, gdyz WAF moze zawiera¢ takze male krople oleju
i niewielkie stezenia zwigzkéw w nim rozpuszczalnych (Bluhm i in.
2016). W niniejszej pracy uzyskana warstwa zostata nazwana ,,frakcja
rozpuszczalng w wodzie”. Toksyczno$¢ BPII i BPIV okreslona na pod-
stawie uzyskanych wartosci ICso byla odzwierciedleniem zawartosci
w nich estrow kwasow tluszczowych: najbardziej cytotoksyczny okazat
si¢ ekstrakt wodny BPII, w ktérym oznaczono najwieksze stezenie es-
trow kwasow tluszczowych, podczas gdy najmniej cytotoksyczny byt
ekstrakt BPIV o najmniejszej zawartosci tych zwigzkow.

Trzeba zaznaczy¢, ze istniejace w literaturze wyniki badan doty-
czacych zarowno toksycznosci, jak 1 ekotoksycznosci biopaliw rdznig si¢
w szerokim zakresie, takze w poréwnaniu z paliwami konwencjonalny-
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mi. Niektore wyniki badan dzialania ostrego biopaliw, jak rowniez me-
chanizméw ich toksycznego dziatania wskazuja na stabsze lub poréw-
nywalne z tradycyjnym paliwem diesla skutki dzialania, inne badania
natomiast pokazuja szereg negatywnych skutkow zaréwno dziatania sa-
mego biopaliwa, jak i produktéw jego emisji (Leite i in. 2011).

W niniejszej pracy w sktadzie najbardziej toksycznego dla ludz-
kich fibroblastow pochodzacych z tkanki ptucnej oraz skory biopaliwa
(BPII), otrzymanego z odpadowego tluszczu zwierzecego, przewazaja
nasycone kwasy thuszczowe, m.in.: kwas kaprynowy, laurynowy, steary-
nowy 1 palmitynowy, natomiast najmniej toksyczne biopaliwo otrzymane
z surowego oleju rzepakowego (BPIV) zawiera gléwnie kwasy jednonie-
nasycone: kwas oktadekenowy 1 eikozenowy. Z kolei Ruffing i Trahan
(Ruffing & Trahan 2014) w badaniach na trzech modelach szczepow
sinic: Synechococcus elongatus PCC 7942, Synechocystis sp. PCC 6803
oraz Synechococcus sp. PCC 7002 stwierdzili, ze alkohole krotkotancu-
chowe: etanol i1 izobutanol hamowaty wzrost wszystkich trzech szcze-
pow, natomiast toksyczno$¢ dlugotancuchowych wolnych kwasow thusz-
czowych (FFA) byta zalezna od stopnia uwodornienia wigzan. Kwasy
nasycone: kwas heksadekanowy (palmitynowy) i oktadekanowy (steary-
nowy), nie wykazywaty efektu hamujacego na wzrost zadnego z bada-
nych modeli sinic, podczas gdy kwas wielonienasycony: a-linolenowy
(zawierajacy trzy wigzania podwodjne) hamowatl wzrost komorek w przy-
padku wszystkich trzech cyjanobakterii. Stwierdzono, ze dlugotancu-
chowe alkohole, nasycone kwasy tluszczowe oraz alkany/alkeny wpty-
waly w sposob znikomy na wzrost i fizjologi¢ sinic. Wyniki uzyskane
przez Ruffing i Trahan (2014) wskazuja, Ze za toksyczno$¢ krotkotancu-
chowych alkoholi oraz nienasyconych kwasow tluszczowych sa odpo-
wiedzialne rozne mechanizmy dziatania. Wykazano ponadto, ze toksycz-
nos$¢ biopaliw moze by¢ obserwowana w stezeniach przekraczajacych ich
granice rozpuszczalno$ci, co moglo mie¢ znaczenie rowniez w badaniach
przeprowadzonych w niniejszej pracy.

Leite 1 in. (2011) w badaniach toksycznosci frakcji rozpuszczal-
nych w wodzie (WSF) trzech paliw biodiesla uzyskanych w procesie
transestryfikacji metanolem oleju rycynowego (CO), oleju palmowego
(PO) 1 zuzytego oleju spozywczego (WCO) na algach i1 jezowcach
stwierdzili, Zze najbardziej toksyczne okazato si¢ biopaliwo z oleju rycy-
nowego, zawierajace glownie estry kwasu (R)-12-hydroksy-(Z)-9-
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oktadekenowego zwanego zwyczajowo rycynolowym, a najmniej tok-
syczne paliwo z oleju palmowego, ktérego glownym skladnikiem sa
kwasy nasycone: kwas palmitynowy i oleinowy (Kowalska i in. 2012).

W interpretacji wynikdw badan nalezy bra¢ pod uwage rowniez
pochodzenie surowca do produkcji biopaliw — w badaniach przeprowa-
dzonych w niniejszej pracy za toksyczno$¢ biopaliwa BPIII z ros§linnego
oleju posmazalniczego odpowiada¢ moga jego zanieczyszczenia powsta-
te podczas uzywania oleju w gastronomii, podczas smazenia. Podobnie,
Leme i in. (2012) stwierdzili mutagenne i genotoksyczne dziatanie roz-
puszczalnej] w wodzie frakcji biodiesla, ale uzyskanych wynikéw nie
tacza z dziataniem biodiesla jako takiego, ale z obecno$cig zanieczysz-
czen wtornych, pochodzacych z surowca do jego produkcji, szczeg6lnie
soi. Nalezy pamictaé, ze produktami termicznego rozktadu olejow po-
smazalniczych moga by¢ wielopier§cieniowe weglowodory aromatyczne
(WWA) o dzialaniu mutagennym, kancerogennym i genotoksycznym,
a nawet mogg one wystepowa¢ w olejach 1 ttuszczach jadalnych niepod-
dawanych obrobce termicznej. Ich obecno$¢ moze by¢ juz konsekwencja
procesOw przetwarzania roslin oleistych (suszenia surowcoOw roslinnych
przed wiasciwg ekstrakcjg oraz uzycia zanieczyszczonych rozpuszczalni-
koéw ekstrakeyjnych (Ciecierska 1 Obiedzinski, 2006).

Rozpatrujac poréwnanie wrazliwosci na cytotoksyczne dziatanie
biopaliw mlodszych pasazy komérkowych z pasazami starszymi stwier-
dzono, ze komorki CC-1136Sk wczesnych pasazy charakteryzowaty si¢
wiekszg odpornoscig na cytotoksyczne dziatanie badanych biopaliw, co
bylo szczegodlnie widoczne w srodkowym zakresie stosowanych stezen
ksenobiotykéw. Natomiast w miare starzenia si¢ komorek wystgpowato
zjawisko ich zwigkszonej wrazliwo$ci na dzialanie badanych biopaliw.
Wyrazne zwigkszenie wrazliwosci starszych pasazy komoérkowych zaob-
serwowano przy narazeniu komoérek na BPI, BPII (rys. 1 i 2) i BPIIL
Tendencje wzrostu wrazliwosci komorek na dziatanie badanych biopaliw
w miar¢ ich starzenia si¢ zaobserwowano rowniez w przypadku naraze-
nia komoérek CCD-8Lu na BPI, BPIII i BPIV.

Obserwowany wzrost wrazliwosci komorek starszych na dziala-
nie ksenobiotykoéw wynika¢ moze z uposledzenia mechanizmow obron-
nych, nagromadzenia produktow przemiany materii czy skutkdw naraze-
nia komorek np. na stres oksydacyjny.
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Nalezy podkresli¢, ze z kolei analiza przebiegu krzywych zalez-
no$ci zywotnosci komorek CCD-8Lu od stgzenia biopaliwa BPII ocenia-
nej testem MTT (rys. 3) wskazuje, iz fibroblasty plucne w miar¢ starze-
nia si¢ moga takze stawac si¢ mniej wrazliwe (zjawisko odwrotne niz
w przypadku fibroblastow pochodzenia skornego).

Wyniki uzyskane w niniejszym projekcie potwierdzaja konstata-
cje wielu autorow pismiennictwa tematu o niejednorodnos$ci i zmiennosci
wynikéw badan prowadzonych na komorkach réznego wieku czy pocho-
dzenia. Przeglad literatury na temat wplywu numeru pasazu na linie ko-
moérkowe wskazuje, ze wptyw ten jest zlozony 1 silnie zalezny od wielu
czynnikow, takich jak typ linii komdrkowe;j, tkanka i gatunek jej pocho-
dzenia, warunki hodowli (temperatura, pH, wlasciwe media 1 dodatki
hodowlane czy powierzchnia wzrostowa) oraz zastosowania, do ktorych
dana linia komorkowa jest uzywana. Stwierdzono na przyktad (niepubli-
kowane dane ATCC), ze starsze pasaze komodrek Caco-2 wykazywaty
wzrost ekspresji genu biatka reporterowego GFP (zielone biatko fluore-
scencyjne) po transfekcji, podczas gdy starsze pasaze liniit MCF7 w po-
roéwnaniu z mtodszymi wykazuja spadek pozioméw GFP (Tech Bulletin
of ATCC 2010).

Zaobserwowana w niniejszych badaniach odmienna reaktywno$¢
fibroblastéw pochodzacych z réznych anatomicznie miejsc na cytotok-
syczne dziatanie tych samych ksenobiotykow jest spdjna z badaniami
Chang i in. (2002), ktorzy badali roznice na 50 pierwotnych liniach ko-
moérkowych fibroblastow wyprowadzonych z 10 miejsc u 16 dawcow
i obserwowali znaczace roznice migdzy nimi.

Podobnie r6zng reaktywno$¢ komorek w zaleznosci od ich po-
chodzenia stwierdzili Hetzel i in.(2005), ktérzy zaobserwowali, ze fibro-
blasty pochodzace z ptuc prawidlowych oraz ptuc objetych widknieniem
r6znig si¢ pod wzgledem reakcji na czynniki wzrostu.

W badaniach Palaiologou i in. (2001) badane trzy rodzaje fibro-
blastow zachowywaly si¢ inaczej i charakteryzowaty si¢ r6zng ekspresja
receptorow macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM).

Wykazano takze (Gron i in. 2002), ze fibroblasty pochodzace
z blony Sluzowej jamy ustnej proliferuja szybciej 1 maja wigksza zdol-
no$¢ podwojen populacji niz fibroblasty skérne. Stwierdzono, ze fibro-
blasty pochodzace z blony §luzowej jamy ustnej wydzielaja wiecej czyn-
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nika wzrostu hepatocytow (HGF) oraz keratynocytow (KGF) niz fibro-
blasty skorne.

Nawet w komorkach linii ustalonych (uniesmiertelnionych), ktére
sg utrzymywane przez dhugi okres czasu moga wystepowacé mutacje, ktod-
re zmieniajg charakterystyke komorek, jaka byta stwierdzona we wcze-
snych pasazach danej linii (Wenger i in. 20014). Stwierdzono m.in.
zmiany (aberracje) w kariotypie komorek (zestaw chromosoméw komor-
ki): duplikacje (powielenia odcinka chromosomu) oraz powielenia catych
chromosomow. Autorzy podkreslaja, ze potwierdzenie pochodzenia linii
komorkowej, jak rowniez dokladna jej charakterystyka (z podaniem nu-
meru pasazu) jest warunkiem niezbednym do uzyskiwania wiarygodnych
wynikow doswiadczen, ktore tylko pod tym warunkiem moga by¢ przy-
datne dla innych badaczy.

Numer pasazu, przy ktérym dochodzi do zmian w komoérkach jest
charakterystyczny dla danej linii komorkowej. Dla komorek zarodka
chomika syryjskiego (SHE) stwierdzono (Chang-Liu 1 Woloschak 1997)
,Kryzys” pojawiajacy si¢ przy pasazu nr 37 i trwajacy do pasazu 49, kto-
ry charakteryzowal si¢ gwattownymi zmianami liczby kolonii powstaja-
cych z pojedynczej komorki (,,plating efficiency”) oraz zmianami para-
metrow wzrostu komorek. W badaniach prowadzonych w ramach niniej-
szego projektu zjawisko zahamowania proliferacji zard6wno komorek
CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™), jak i CCD-8Lu (ATCC® CCL-
201™) obserwowano przy pasazu nr 27.

Chipev 1 Simon (2002) stwierdzili, ze fibroblasty pochodzace
z r6znych miejsc ciata mogg rdzni¢ si¢ wielko$cia: fibroblasty pochodza-
ce ze skory dtoni sg mniejsze niz fibroblasty pochodzace ze skory owlo-
sionej. W przypadku niniejszego projektu takich réznic w odniesieniu do
badanych fibroblastow wyprowadzonych z tkanki plucnej oraz skory
w obrazie mikroskopowym (Nikon TMS-F, 100x) nie obserwowano.

Ponadto, badania przeprowadzone w laboratorium Sorrell 1 Ca-
plan (2004) wskazuja na istnienie réznych morfologiczne i biochemiczne
fibroblastow pochodzacych nawet z tej samej tkanki. Dwie gtowne popu-
lacje fibroblastow wykryto w skorze, ptucach i nerkach: mitotycznie
czynne, tj. replikacyjne fibroblasty progenitorowe (MF) oraz postmito-
tyczne fibrocyty (PMF).

Roéwniez 1 badania Schneider 1 in. (1977) fibroblastoéw pochodza-
cych ze skory i ptuc tych samych ptodéw ludzkich wykazaly istotne roz-
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nice in vitro. Fibroblasty z pluc w poréwnaniu z fibroblastami skornymi
charakteryzowaly si¢ wigksza szybkosci replikacji komoérek, wiekszym
wbudowywaniem [3H]tymidyny do DNA, wigksza liczbg komorek
w konfluencji, mniejsza objetoscia, oraz mniejsza zawartoscig komorko-
wego RNA oraz bialek. Ponadto, hodowle te reagowaly odmiennie na
dodanie hydrokortyzonu do pozywki hodowlane;.

Wszystkie przedstawione obserwacje wskazuja, iz nawet pomimo
podobienstwa morfologicznego fibroblasty pochodzace z rd6znych tkanek
moze przejawiac¢ rdéznice w ich zachowaniu w hodowli tkankowej, jak
rowniez odpowiedzi na oddziatywanie ksenobiotykéw, co znalazto od-
zwierciedlenie takze w wynikach niniejszej pracy.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze bezposrednie i posrednie
oddziatywanie na organizmy zywe (w tym starzejace si¢) biopaliw na
etapie ich produkeji jak 1 wykorzystania nie jest dostatecznie rozpoznane.
Biorgc pod uwage, ze nie mozna wykluczy¢ ryzyka dla zdrowia czlowie-
ka 1 srodowiska zwigzanego z wyciekami czy nawet stosowaniem biopa-
liw konieczne sa dodatkowe badania eksperymentalne, aby zapewnic
bardziej kompleksowy zestaw danych do identyfikacji przysztych alter-
natywnych paliw o niskim wplywie na cztlowieka i srodowisko (Bluhm
1in. 2012). Jest to szczegdlnie istotne, zwlaszcza biorgc pod uwage, ze
dalszy rozwo6j rynku biopaliw w Polsce jest uwarunkowany wymagania-
mi stawianymi przez UE. Dodatkowo, z analizy pi$miennictwa tematu
wynika, ze istnieje istotna réznica pomiedzy toksycznoscig samych paliw
(1 kopalnych, 1 biopaliw) jako takich, a toksyczno$cig produktow ich spa-
lania. Zagadnienie to powinno by¢ brane pod uwage przy kompleksowe;j
ocenie ryzyka zwigzanej ze stosowaniem biopaliw.

Przedstawione powyzej przyktady réznic obserwowanych przez
autoréw pismiennictwa przedmiotu, jak réwniez uzyskanych w niniejsze;j
pracy, wskazuja na niezwykle zlozony charakter reaktywnosci komoérek
wynikajacy zarowno z ich wieku, jak 1 tkanki, z ktorej zostaly wyprowa-
dzone. Konieczne zatem jest uwzglgdnianie przy interpretacji wynikow
badan nad odzialywaniem ksenobiotykow na zywy organizm rowniez
mozliwo$ci odmiennej reaktywnosci komorek starszych i mtodszych, co
moze znajdowac tez odzwierciedlenie w funkcjonowaniu osob starszych
1 mlodszych zatrudnionych w przemysle.
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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-201™) and skin fibroblasts CCD-1136Sk
(ATCC® CRL-2697™). 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 I1Csy 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 badan bylo porownanie cytotoksycznego dziatania biopaliw 11
generacji otrzymanych w procesie transestryfikacji thuszczéw odpadowych na
wczesne oraz pdzne pasaze ludzkich komorek diploidalnych.

Przeprowadzono badania czterech biopaliw otrzymanych w reakcji
transestryfikacji z: przeterminowanego oleju rzepakowego (BP 1), odpadowego
thuszczu zwierzecego (BP II), roslinnego oleju posmazalniczego (BP III), ktére
zostaly wytworzone na skalg laboratoryjng z wykorzystaniem eksperymentalne;j
linii produkcyjnej, a takze z surowego oleju rzepakowego (BP 1V), ktore otrzy-
mano od producenta biopaliw z oleju rzepakowego. Biopaliwo BP II, czyli bio-
paliwo z thuszczu zwierzecego zawieralo najwigksze stezenia estréw kwasow
thuszczowych, oznaczone z wykorzystaniem sprze¢zonych technik chromatogra-
fii gazowej z detekcjg spektrometrii mas. Stezenie estrow kwasow ttuszczowych
w biopaliwie BPI byto o 23%, w biopaliwie BPIII o 29%, a biopaliwie BPIV
0 78% nizsze w stosunku do biopaliwa BPII. Badania wykonano na dwoéch sta-
rzejacych si¢ diploidalnych liniach komoérkowych: fibroblastach ptucnych
CCD-8Lu (ATCC® CCL-201™) oraz skérnych CCD-1136Sk (ATCC® CRL-
2697™). Do oceny cytotoksycznego dziatania zastosowano test MTT, ktory
okresla aktywnos¢ metaboliczng komorek oraz test pochlaniania czerwieni obo-
jetnej oceniajacy integralno$¢ blon komdrkowych (test NRU).

Najbardziej cytotoksyczny (osiagajacy najnizsze wartosci 1Csp) dla ko-
morek obu typow okazat sie ekstrakt wodny biopaliwa otrzymanego z odpadowe-
go thuszczu zwierzecego (BPII), w ktorym oznaczono najwigksze stezenie estrow
kwasow thuszczowych. W jego sktadzie przewazaja nasycone kwasy thuszczowe,
m.in.: kwas kaprynowy, laurynowy, stearynowy i palmitynowy. Z kolei najmniej
cytotoksyczna byta frakcja wodna biopaliwa otrzymanego z surowego oleju rze-
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pakowego (BPIV) o najmniejszej zawarto$ci estrow kwasdéw thuszczowych, za-
wierajacy glownie kwasy jednonienasycone: kwas oktadekenowy i eikozenowy.
Komorki CCD-1136Sk wczesnych pasazy (8 1 13) charakteryzowaly si¢ wigksza
odpornoscia na cytotoksyczne dziatanie badanych biopaliw, co byto szczegolnie
widoczne w $rodkowym zakresie stosowanych stezen ksenobiotykéw. Poczawszy
od pasazu nr 17 wystepowato zjawisko zwigkszonej wrazliwosci komorek CCD-
1136Sk na dziatanie BPI, BPII i BPIII. Tendencj¢ wzrostu wrazliwosci komorek
na dzialanie badanych biopaliw w miare ich starzenia si¢ zaobserwowano réw-
niez w przypadku narazenia komérek CCD-8Lu na BPI, BPIII i BPIV.

Cytotoksyczno$¢ frakcji rozpuszczalnej w wodzie najbardziej i najmniej
toksycznego z badanych biopaliw II generacji byta odzwierciedleniem zawartosci
w nich estrow kwasow ttuszczowych. Frakcja rozpuszczalna w wodzie biopaliwa
o najwickszej zawartosci estrow kwasow ttuszczowych (BPII) wykazywata naj-
silniejsze dziatanie cytotoksyczne na obu typach fibroblastoéw (zar6wno na ko-
morkach CCD-11368k, jak i CCD-8Lu), natomiast BPIV o najmniejszej zawarto-
$ci estrow kwasow tluszczowych bylo najmniej toksyczne. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze wrazliwo$¢ starzejacych si¢ komorek na cytotoksyczne dziatanie
biopaliw moze zmienia¢ si¢ w miare ich starzenia si¢ — w przewazajacej wigkszo-
sci przypadkow komorki starsze stawaly si¢ bardziej wrazliwe w porownaniu
z mtodszymi na cytotoksyczne dziatanie badanych ksenobiotykow. Kluczowe
znaczenie w cytotoksycznym dzialaniu zwigzkéw chemicznych na mtodsze
i starsze pasaze komorkowe moze mie¢ takze stezenie badanego zwiazku.

Stowa kluczowe:
biopaliwa, II generacja, WSF, cytotoksycznos¢,
starzejace si¢ komorki, in vitro

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