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Wp³yw biopaliw na czêstośæ wystêpowania 
mikroj¹der w komórkach CHO-9 i A5491

Effect of biofuels on frequency of micronuclei in CHO-9 
and A549 cells1 

1 Opracowano i wydano na podstawie wyników IV etapu programu krajowego „Poprawa bezpieczeństwa i warunków pracy”, dofi nansowanego 
w latach 2017–2019 w zakresie badań naukowych i prac rozwojowych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyższego/Narodowe Centrum Badań 
i Rozwoju. Projekt nr II.N.12 pt. „Ocena metodami in vitro odległych skutków działania wybranych biopaliw II generacji produkowanych w proce-
sie transestryfi kacji tłuszczów odpadowych”. Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy – Państwowy Instytut Badawczy. 
Th is paper has been based on the results of a research task carried out within the framework of the National Programme, Phase IV: ‘Improvement 
of safety and working conditions’, partly supported in the years 2017–2019 – within the scope of research and development – by the Ministry 
of Science and Higher Education/National Centre for Research and Development. Task no. II.N.12 ‘Assessment by in vitro methods the eff ects 
of 2nd generation biofuels obtained by transesterifi cation waste fats’. Th e Central Institute for Labour Protection – National Research Institute is the 
Programme’s main co-ordinator.
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Biopaliwa mają wiele zalet, które czynią je atrakcyjnym źródłem energii, jednak ich wpływ na organizm człowieka 
nie został jeszcze w pełni poznany. W artykule przedstawiono wyniki badań przeprowadzonych różnymi metodami 
w warunkach in vitro nad działaniem genotoksycznym czterech biopaliw otrzymanych w procesie transestryfi kacji tłusz-
czów odpadowych. Badania uszkodzeń DNA (badanie mikrojąder) powodowanych przez biopaliwa przeprowadzono na 
komórkach nabłonka płuc pochodzenia nowotworowego (A549) oraz komórkach jajnika chomika chińskiego (CHO-9). 
Badane biopaliwa powodowały statystycznie istotny wzrost częstości występowania mikrojąder w komórkach CHO-9 
(p < 0,05) w zależności od zastosowanych stężeń. Nie powodowały one jednak statystycznie znaczącego wzrostu częstości 
występowania mikrojąder w komórkach A549. Wyniki przeglądu baz danych (głównie MEDLINE i EMBASE) pozwo-
liły wskazać cztery główne źródła zagrożeń dla zdrowia ludzkiego, które są związane ze stosowaniem biopaliw: ryzy-
ko zawodowe, zanieczyszczenie wody/gleby, zanieczyszczenie powietrza związane z produkcją i stosowaniem biopaliw 
oraz wpływ na ceny żywności. Wyniki przedstawionych badań stanowią jedynie etap oceny toksykologicznej biopaliw, 
których wpływ na komórki zależy od ich składu chemicznego i od rodzaju komórek stosowanych do badań. Biopa-
liwo II, otrzymywane z tłuszczu zwierzęcego i zawierające największe stężenie estrów metylowych kwasów tłuszczo-
wych, wykazało działanie genotoksyczne (częstość występowania mikrojąder) w komórkach jajnika chomika chińskiego 
CHO-9. Przedstawione wyniki badań pozwolą producentom i użytkownikom biopaliw zapoznać się z ryzykiem zwią-
zanym z ich produkcją i stosowaniem. Zakres tematyczny artykułu obejmuje zagadnienia zdrowia oraz bezpieczeństwa 
i higieny środowiska pracy będące przedmiotem badań z zakresu nauk o zdrowiu i inżynierii środowiska. 

Słowa kluczowe: biopaliwa, genotoksyczność, test mikrojądrowy, in vitro, nauki o zdrowiu, inżynieria środowiskowa.
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WPROWADZENIE

Biofuels have a number of advantages that make them an attractive source of energy. However, their effect on the human 
body has not been fully understood. The article presents the results of studies on the genotoxic effect of four biofuels 
obtained in the process of transesterification of waste fats with in vitro methods. DNA damage tests (micronucleus test) of 
biofuels were carried out on the cells of: neoplastic lung epithelium (A549) and Chinese hamster ovary (CHO-9). The tested 
biofuels caused a statistically significant increase in the frequency of micronuclei in CHO-9 cells (p < 0.05), depending on 
the concentrations used. However, they did not induce a statistically significant increase in the frequency of micronuclei 
in A549 cells. The results of the database review (mainly MEDLINE and EMBASE) identified four main sources of human 
health risks from biofuels: occupational hazards, water / soil contamination, air pollution from biofuel production and 
use, and the impact on food prices. The results of the presented studies are only a step in the toxicological assessment of 
biofuels, the effect of which on cells depends on their chemical composition and the type of cells used for the tests. Biofuel 
II, obtained from animal fat, containing the highest concentration of fatty acid methyl esters showed the strongest genotoxic 
effect (induced frequency of micronuclei) on CHO-9 Chinese hamster ovary cells. The presented research results could 
familiarize the producers and users of biofuels with the risks associated with their use. This article discusses the problems of 
occupational safety and health, which are covered by health sciences and environmental engineering.

Keywords: biofuels, genotoxicity, micronucleus assay, in vitro, health sciences, environmental engineering.

  Abstract

Rosnące globalne zużycie paliw ciekłych i  duża 
emisja zanieczyszczeń do atmosfery w wyniku spa-
lania tych paliw, a także globalne zmiany klimatu 
sprawiły, że konieczne stało się pilne poszukiwanie 
alternatywnych paliw odnawialnych. Obowiązują-
ca w Polsce ustawa o biokomponentach i biopali-
wach ciekłych z dnia 25 sierpnia 2006 r. wraz ze 
zmianami jako biopaliwa definiuje:

a)  benzyny silnikowe zawierające powyżej 
10% objętościowo biokomponentów lub 
powyżej 22% objętościowo eterów, z  wy-
łączeniem benzyn silnikowych zawierają-
cych biowęglowodory,

b)  olej napędowy zawierający powyżej 7% 
objętościowo biokomponentów, z  wyłą-
czeniem oleju napędowego zawierającego 
biowęglowodory ciekłe,

c)  bioetanol, biometanol, biobutanol, ester, 
bioeter dimetylowy, czysty olej roślinny, 
biowęglowodory ciekłe, bio propan-butan, 
skroplony biometan, sprężony biometan 
oraz biowodór – stanowiące samoistne pa-
liwa (Ustawa o biokomponentach z 2022 r.; 
Dyrektywa 2009/28/WE).

Celem Unii Europejskiej jest zwiększenie do 
2030 r. udziału energii odnawialnej w  transpor-
cie do co najmniej 14% z  minimalnym udziałem 
3,5% zaawansowanych biopaliw (zużyty olej ku-
chenny, tłuszcze zwierzęce zaliczone do kategorii 

zagrożenia 1 i 2 zgodnie z rozporządzeniem (WE) 
nr 1069/2009). Państwa UE są zobowiązane do 
nałożenia na dostawców paliw obowiązku, który 
zapewni osiągnięcie tego celu (Dyrektywa Parla-
mentu Europejskiego i Rady (UE) 2018/2001 z dnia  
11 grudnia 2018 r. w sprawie promowania stosowa-
nia energii ze źródeł odnawialnych). 

W literaturze przedmiotu opisano trzy genera-
cje biopaliw (Joshi i in. 2017): 

 ■ biopaliwa pierwszej generacji, np. bio-
diesel, bioetanol, biometanol, tj. paliwa 
produkowane z  surowców uzyskanych 
z  biomasy pochodzenia roślinnego lub 
zwierzęcego, głównie z produktów rolnych 
pierwotnie wyprodukowanych jako żyw-
ność, np. olej roślinny lub buraki cukrowe, 
z których produkowany jest odpowiednio 
biodiesel i bioetanol,

 ■ biopaliwa drugiej generacji uzyskane 
z  surowców nienadających się do spoży-
cia przez ludzi i zwierzęta i/lub biopaliwa 
uzyskane z substancji odpadowych. Grupa 
ta obejmuje również biopaliwa, których 
podstawę stanowią oleje posmażalnicze 
(Skowroń, Golimowski 2015),

 ■ biopaliwa trzeciej generacji produkowane  
z biomasy alg (Joshi i in. 2017; Lee, Lavoie 2013).

Różnice między każdą generacją biopaliw do-
tyczą surowca (żywność lub produkty inne niż 
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żywność) i  zastosowanej technologii (Joshi i  in. 
2017).

Obecnie biopaliwo stanowi dominującą formę 
biomasy (Guarieiro, Guarieiro 2013). Biopaliwo 
produkuje się z  olejów lub tłuszczów, wykorzy-
stując  reakcje transestryfikacji lub estryfikacji. 
Pod względem chemicznym składa się ono głów-
nie z estrów metylowych (lub etylowych) kwasów 
tłuszczowych. Biopaliwo ma podobne właściwości 
jak paliwo na bazie oleju mineralnego i może być 
stosowane w postaci czystej (B100) lub zmieszanej 
z  olejem napędowym w  zakresie stężeń 5 ÷ 20% 
(Bünger i  in. 2012), a  mieszaniny te są nazwane 
odpowiednio: B5, B20 lub B100, co odpowiada 
objętościowemu odsetkowi składnika biopaliwa 
w mieszaninie z olejem napędowym, tj. odpowied-
nio: 5; 20 i 100% obj. W wielu państwach europej-

skich, a także w innych państwach, np. w Stanach 
Zjednoczonych lub Japonii, są dostępne w handlu 
paliwa z domieszką biopaliw. 

Dotychczas większość badań toksyczności do-
tyczyła produktów spalania biodiesla w silnikach: 
spaliny, ich ekstrakty, cząstki stałe, tj. mikrocząstki 
różnej wielkości (Bünger i  in. 2012; Lankoff i  in. 
2017; Kowalska i  in. 2017). Znacznie mniej uwa-
gi poświęcono zagadnieniu szkodliwości biopaliw, 
które mogą być cytotoksyczne i/lub genotoksyczne. 

Celem badania było określenie genotoksycz-
ności czterech biopaliw uzyskanych z  tłuszczów 
odpadowych przy zastosowaniu testu tworzenia 
mikrojąder w warunkach in vitro w  komórkach 
jajników chomika chińskiego CHO-9 i w ludzkich 
komórkach nabłonka płuc pochodzenia nowo-
tworowego A549.

MATERIAŁY I METODY 

Przygotowanie biopaliwa

Badane biopaliwa otrzymano w reakcji transe-
stryfikacji niskotemperaturowej w warunkach 
laboratoryjnych z: oleju rzepakowego przetermi-
nowanego (BP I), tłuszczu zwierzęcego (BP II), 
roślinnego oleju posmażalniczego (BP III),  
(Frąckowiak 2002). Biopaliwo otrzymane w reak-
cji transestryfikacji surowego oleju rzepakowego  
(BP IV) pochodziło od producenta. 

Przygotowanie podstawowego roztworu 
biodiesli w podłożu hodowli komórkowej

Na podstawie metody opisanej przez Chou i  in. 
(2003) dla nierozpuszczalnych w wodzie węglowo-
dorów aromatycznych badane biopaliwa wstrząsa-
no z  podłożem hodowlanym (75% paliwa i  25% 
medium hodowlanego) w  kolbach o pojemności  
50 ml przez 18 h w temperaturze pokojowej i od-
wirowywano przy 400 obr./min. Zastosowano me-
dia hodowlane odpowiednie dla różnych linii ko-
mórkowych. Następnie warstwę powstałej emulsji 
po odwirowaniu odciągano, a komórki narażano 
na mieszaninę medium z kropelkami tłuszczy 
(około 4 ml) zgodnie z założeniem, że będzie ono 
roztworem nasyconym estrów kwasów tłuszczo-
wych, które odpowiednio rozcieńczano, przyjmu-
jąc 75-procentowy roztwór badanego biopaliwa  

w medium jako 100%, aby otrzymać zakres stężeń 
do ustalenia zależności stężenie-skutek. Badane 
biopaliwa nie rozpuszczały się w mediach hodow-
lanych, ale tworzyły mieszaninę medium i tłusz-
czu w postaci odrębnych kropli różnej wielkości, 
zawieszonych w medium, podobnych do oczek 
tłuszczu w rosole.

Badania identyfikacyjne składu 75-procen-
towych roztworów badanych biopaliw przepro-
wadzono z wykorzystaniem sprzężonych technik 
chromatografii gazowej z detekcją spektrometrii 
mas. Na podstawie sumarycznej powierzchni pi-
ków zidentyfikowanych estrów metylowych kwa-
sów tłuszczowych w badanych biopaliwach stwier-
dzono, że największe stężenie estrów oznaczano 
w biopaliwie II, czyli w biopaliwie otrzymanym 
z tłuszczu zwierzęcego. Oszacowano, że stężenie 
estrów kwasów tłuszczowych w biopaliwie I było 
o 23%, w biopaliwie III o 30%, a w biopaliwie IV  
o 78% niższe w stosunku do biopaliwa II (dane 
niepublikowane).

Hodowla komórkowa i podawanie biopaliw

Linię komórek ludzkiego nabłonka płuc pocho-
dzenia nowotworowego A549 oraz linię komórek 
jajnika chomika chińskiego CHO-9 zakupio-
no w American Type Tissue Culture Collection 
(ATCC, Rockville, MD). Do hodowli komórek 
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nabłonka płuc pochodzenia nowotworowego 
(A549) stosowano medium Eagle’a w modyfika-
cji Dulbeco (DMEM), (numer kat. 31550-023) 
oraz płodową surowicę bydlęcą (numer kat. 
10084-150), Antibiotic-Antimycotic (penicil-
lin G sodium, streptomycin sulfate i amphote-
ricin), (numer kat. 15240062) firmy Gibco BRL 
oraz roztwór trypsyny (0,25%) i EDTA (numer 
kat. T-4049) firmy Sigma. Do hodowli komórek 
jajnika chomika chińskiego CHO-9 stosowa-
no medium F-10 (Ham) z L-glutaminą (numer 
kat. 31550-023) oraz płodową surowicę bydlęcą 
(numer kat. 10084-150), Antibiotic-Antimycotic 
(penicillin G sodium, streptomycin sulfate i am-
photericin), (numer kat. 15240062) firmy Gib-
co BRL oraz roztwór trypsyny (0,25%) i EDTA  
(numer kat. T-4049) firmy Sigma.

Komórki A549 oraz CHO-9 przetrzymywano  
w warunkach sterylnych, w inkubatorze z dostępem 
5% CO2, w stałej temperaturze 37 °C i wilgotności 
95%. Wzrost hodowli oceniano pod mikroskopem. 
Co kilka dni (w zależności od obserwowanego 
wzrostu) medium odżywcze wymieniano w celu za-
pewnienia komórkom dostępu do czynników wzro-
stu oraz usunięcia produktów przemiany materii.

Oba rodzaje komórek narażano na działanie 
różnych stężeń badanych biopaliw, przygotowanych 
w  sposób opisany powyżej, w  medium hodowla-
nym właściwym dla danych komórek. Komórki 
narażone i komórki kontrolne (bez biopaliwa) były 
one inkubowane przez 24 h, a następnie były tryp-
synizowane (0,25-procentowy roztwór trypsyny  
z EDTA, numer kat. T-4049, marki Sigma) na po-
trzeby kolejnych etapów eksperymentu.

Analiza genotoksyczności – test mikrojądrowy (MNA)

Genotoksyczność czterech badanych biopaliw ozna-
czono za pomocą testu mikrojądrowego (MNA). 
MNA jest jednym z  najczęściej stosowanych te-
stów do badania genotoksyczności substancji che-
micznych, środków odurzających oraz promienio- 
wania X (Fenech i in. 2011; Kirsch-Volders i in. 2014). 
Ujednolicony protokół z  testu MNA wywodzi się  
z modyfikacji OECD TG 487 (2014).

Przygotowanie komórek A549 i CHO-9 z biopaliwem 
do testu MNA

Na szalki Petriego o średnicy 5 cm wysiewa-
no odpowiednio 150 000 komórek jajnika cho-
mika chińskiego CHO-9 lub 200  000 komórek  

nabłonka płuc pochodzenia nowotworowego 
A549 i dodawano po 5 ml odpowiedniego me-
dium hodowlanego. Po 24-godzinnej inkubacji 
(37 °C, 5% CO2, wilgotność 95%), czyli po upły-
wie czasu niezbędnego, aby komórki przykle-
iły się do płytek, do hodowli dodano biopaliwa 
o odpowiednich stężeniach, wybranych częściowo 
na podstawie wartości IC50 wyznaczonych  
w testach NRU i  MTT, częściowo na podstawie 
wyników testu klonogennego (test wydajności 
tworzenia kolonii, test CFEA), (dane oczekują 
na publikację), a częściowo na podstawie wstęp-
nych doświadczeń. Zgodnie z normą OECD TG 
487 (2014) komórki inkubowano z  biopaliwami 
przez 24 h. Dla każdej linii komórkowej prze-
prowadzono cztery doświadczenia. Do każde-
go doświadczenia stosowano kontrolę ujemną 
– komórki nie narażone na działanie badanych 
biopaliw oraz kontrolę dodatnią – komórki na-
promienione promieniowaniem X w dawce  
1 lub 2 Gy (defektoskop Smart200 Yxlon  
pracujący z  napięciem 200 kV i  natężeniem  
4,5 mA, z  filtracją Al 3 mm, przy dawce  
1,271±0,089 Gy/min). W dwóch ostatnich do-
świadczeniach dodatkowo za kontrolę ujemną 
przyjęto hodowle z dodatkiem spożywczego oleju 
rzepakowego (olej Kujawski). 

Test mikrojądrowy – utrwalanie komórek
Po 6 h od aplikacji biopaliw na płytki dodano cy-
tochalazynę B (4,5 μg/ml) w  celu zablokowania 
podziału cytoplazmy (Fenech 2000). Po 24 h od 
aplikacji biopaliwa usunięto, zastąpiono świeżym 
podłożem, a  komórki inkubowano przez kolejne 
2 h w  obecności cytochalazyny B (4,5 μg/ml). Po 
inkubacji supernatant usuwano. Do osadu dodawa-
no, wolno wytrząsając na vorteksie, zimny roztwór 
hipotoniczny KCl (75 mM). Następnie wirowano 
i usuwano supernatant. Do osadu dodawano 7 ml 
mieszaniny metanol: kwas octowy: roztwór Ringera 
(płyn izotoniczny) w stosunku 4 : 1 : 5, wytrząsając 
na vorteksie, i zostawiano na 12 h w lodówce. Z każ-
dej kultury wykonano co najmniej dwa szkiełka, 
nakładając komórki na czyste szkiełka, które utrwa-
lono płynem Antifade VECTASHIELD z DAPI do 
fluorescencji. Protokół utrwalania komórek opra-
cowano na  Uniwersytecie w  Gandawie w  Belgii 
i został on z powodzeniem wykorzystany w ramach 
europejskich projektów dotyczących dozymetrii 
biologicznej MULTIBIODOSE i RENEB (Thierens 
i in. 2014; Depuydt i in. 2017). 
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WYNIKI 

Analiza częstości występowania mikrojąder (MNA)
Półautomatyczne zliczanie MNA wykonano za 
pomocą oprogramowania MetaSystems Metafer 4 
z komputerem o  wysokiej rozdzielczości mono-
chromatycznej megapikselowej matrycy CCD po-
łączonej z  mikroskopem (Zeiss Axio ImagerZ2) 
wyposażonym w  odpowiedni filtr fluorescencyjny 
i stolik z napędem silnikowym, który może pomie-
ścić osiem szkiełek.

System wykonuje zdjęcia całych szkiełek mikro-
skopowych, a następnie umożliwia automatyczne 
wyszukiwanie komórek dwujądrzastych i  mikro-
jąder zgodnie z  podanymi algorytmami (klasyfi-
katorami). W Pracowni Dozymetrii Biologicznej  
Instytutu Chemii i Techniki Jądrowej w War-
szawie stworzono algorytmy zarówno dla linii  
CHO-9, jak i dla linii A549, które zostały niezna- 
cznie zmodyfikowane dla tego eksperymentu. Ko-
mórki dwujądrzaste, w których oprogramowanie 

Metasystems wykryło mikrojądra, były sprawdza-
ne przez doświadczonych cytogenetyków w  celu 
zweryfikowania liczby zarejestrowanych mikroją-
der; w  razie potrzeby liczba mikrojąder była ko-
rygowana. Taka procedura, znana jako zliczanie 
półautomatyczne, została opracowana w  trakcie 
trwania projektu MULTIBIODOSE (Thierens i in. 
2014). Zastosowano standardowe kryteria identy-
fikacji mikrojąder wg Bolognesi i Fenecha (2013).

Analiza statystyczna

Przeprowadzono co najmniej trzy niezależne eks-
perymenty w  odniesieniu do biopaliw. Wyniki 
testów wyrażono jako procent nienarażonej kon-
troli ± odchylenie standardowe (standard devia-
tion, SD). Wartości kontrolne ustalono na 100%. 
Różnice między próbkami a  kontrolą oceniono  
testem t-Studenta. Istotność statystyczną przyjęto 
na poziomie p < 0,05.

Częstość występowania mikrojąder w komórkach 
CHO-9, które nie były narażone na działanie bada-
nych biopaliw, wynosiła 7,1 mikrojąder (Mn)/1000 
komórek (odchylenie standardowe ±0,9). Częstość 
występowania mikrojąder w  komórkach CHO-
9 po dawce 1 Gy promieni X (kontrola dodat-
nia) wynosiła 50,8 Mn/1000 komórek (odchyle-
nie standardowe ±2,7) i była znacznie wyższa od  

częstości występowania mikrojąder w  hodowli 
kontrolnej (p  =  0,00002, dwustronny test t-Stu-
denta). 

Badane biopaliwa powodowały statystycz-
nie istotny wzrost występowania mikrojąder 
w komórkach CHO-9 (p < 0,05) w zależności od 
zastosowanych stężeń (ryc. 1).

Rycina 1. Częstość występowania mikrojąder w komórkach CHO-9 poddanych działaniu badanych biopaliw. Słupki przedstawiają częstość 
występowania mikrojąder w komórkach CHO-9 w wyniku 24-godzinnego narażenia na działanie biopaliwa otrzymanego z przetermino-
wanego oleju rzepakowego (BP I), tłuszczu zwierzęcego (BP II), posmażalniczego oleju roślinnego (BP III) oraz surowego oleju rzepako-
wego (BP IV). Wyniki wyrażono jako procent średniej kontrolnej ± SD trzech niezależnych eksperymentów. Gwiazdka (*) oznacza istotną 
statystycznie różnicę od hodowli kontrolnej (p ≥ 0,05)
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Każde stężenie biopaliwa I, z wyjątkiem stęże-
nia 1% (różnica statystycznie nieistotna), induko-
wało powstanie znacznie większej liczby mikroją-
der niż w preparatach kontrolnych. 

Biopaliwo II spowodowało znaczny wzrost 
występowania mikrojąder w komórkach CHO-9 
przy wszystkich badanych stężeniach (0,5; 1 lub 
1,5%). 

Biopaliwo III o stężeniu 0,5% spowodowało 
istotny wzrost częstości występowania mikroją-
der w  komórkach CHO-9 (ryc. 1). Przy stężeniu 
wynoszącym 1% stwierdzono ponad dwukrotnie 
większą liczbę mikrojąder niż w grupie kontrolnej, 
ale różnica nie była istotna statystycznie (ze wzglę-
du na dużą wartość SD).

Biopaliwo IV powodowało istotny wzrost 
częstości występowania mikrojąder w  komór-
kach CHO-9 przy każdym badanym stężeniu, 
ale badane stężenia były znacznie wyższe niż  
w przypadku pozostałych badanych biopaliw,  
tj. 1; 6,7 i 9%. 

Najbardziej genotoksycznymi biopaliwami 
(istotny wzrost częstości występowania mikro-
jąder) były: biopaliwo II otrzymane z tłusz-
czu zwierzęcego oraz biopaliwo III otrzymane  

z posmażalniczego oleju roślinnego. Wydaje się, 
że najmniej szkodliwe dla komórek CHO-9 było 
biopaliwo IV pochodzące z  surowego oleju rze-
pakowego (ryc. 1). 

Częstość występowania mikrojąder w hodowli 
kontrolnej komórek A549 (bez narażania na ba-
dane biopaliwa) wynosiła 7,0 Mn/1000 komórek 
(SD ±1,8). Częstość występowania mikrojąder 
w komórkach A549 po dawce 1 Gy promieniowa-
nia X (kontrola dodatnia) wynosiła 11,8 Mn/1000 
komórek (SD ±1,8) i  była statystycznie istotnie 
wyższa niż częstość występowania mikrojąder 
w hodowli kontrolnej (p = 0,007, dwustronny test 
t-Studenta).

Biopaliwo I, biopaliwo II, biopaliwo III i bio-
paliwo IV nie spowodowały istotnego wzrostu 
częstości występowania mikrojąder przy jakim-
kolwiek badanym stężeniu w komórkach A549, 
z wyjątkiem biopaliwa III o stężeniu 6% (ryc. 2). 

Do komórek jajników chomika chińskiego 
CHO-9 bez badanych biopaliw dodawano cytocha-
lazynę B zgodnie ze schematem opisanym powyżej 
(kontrola). W  grupie kontrolnej 92% (SD ±3,3) 
wszystkich komórek stanowiły komórki dwu-
jądrzaste. Wraz ze wzrostem stężenia badanych  

Rycina 2. Częstość występowania mikrojąder w komórkach A549 poddanych działaniu badanych biopaliw. Słupki przedstawiają częstość 
występowania mikrojąder w komórkach A549 w wyniku 24-godzinnego narażenia na działanie biopaliwa otrzymanego z przeterminowa-
nego oleju rzepakowego (BP I), tłuszczu zwierzęcego (BP II), posmażalniczego oleju roślinnego (BP III) oraz surowego oleju rzepakowego 
(BP IV). Wyniki wyrażono jako procent średniej kontrolnej ± SD trzech niezależnych eksperymentów. Gwiazdka (*) oznacza istotną staty-
stycznie różnicę od hodowli kontrolnej (p ≥ 0,05). Komórki A549 były mniej wrażliwe na badane biopaliwa niż komórki CHO-9
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biopaliw zmniejszył się procent komórek dwują-
drzastych (ryc. 3). 

Po 24-godzinnej hodowli komórek A549 bez 
biopaliw i  z  dodatkiem cytochalazyny B 65%  
(SD ±4) wszystkich komórek A549 było komórka-

mi dwujądrzastymi, co może wskazywać na wol-
niejsze przechodzenie komórek A549 przez cykl 
podziału komórkowego w odróżnieniu od komó-
rek jajnika chomika chińskiego CHO-9 (ryc. 4). 

Rycina 3. Procentowy udział komórek dwujądrzastych w puli wszystkich komórek CHO-9 poddanych działaniu badanych biopaliw. Słupki 
przedstawiają procent komórek dwujądrzastych w puli komórek CHO-9 w wyniku 24-godzinnego narażenia na działanie biopaliwa otrzy-
manego z przeterminowanego oleju rzepakowego (BP I), tłuszczu zwierzęcego (BP II), posmażalniczego oleju roślinnego (BP III) oraz suro-
wego oleju rzepakowego (BP IV). Wyniki wyrażono jako procent średniej kontrolnej ± SD trzech niezależnych eksperymentów. Gwiazdka 
(*) oznacza istotną statystycznie różnicę od hodowli kontrolnej (p ≥ 0,05). Kontrola – komórki bez dodanego biopaliwa; kontrola dodatnia 
– komórki napromieniowane dawką 1 lub 2 Gy promieniowania X

Rycina 4. Procentowy udział komórek dwujądrzastych w puli wszystkich komórek A549 poddanych działaniu badanych biopaliw. Słupki 
przedstawiają procent komórek dwujądrzastych wśród komórek A549 w wyniku 24-godzinnego narażenia na działanie biopaliwa otrzy-
manego z przeterminowanego oleju rzepakowego (BP I), tłuszczu zwierzęcego (BP II), posmażalniczego oleju roślinnego (BP III) oraz suro-
wego oleju rzepakowego (BP IV). Wyniki wyrażono jako procent średniej kontrolnej ± SD trzech niezależnych eksperymentów. Gwiazdka 
(*) oznacza istotną statystycznie różnicę od hodowli kontrolnej (p ≥ 0,05). Kontrola – komórki bez dodanego biopaliwa; kontrola dodatnia 
– komórki napromieniowane dawką 1 lub 2 Gy promieniowania X
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OMÓWIENIE  WYNIKÓW

Wyniki przeglądu baz danych (głównie MEDLINE 
i EMBASE) pozwoliły wskazać cztery główne źró-
dła zagrożeń dla zdrowia ludzkiego, które wiążą się 
ze stosowaniem biopaliw: ryzyko zawodowe, zanie-
czyszczenie wody/gleby, zanieczyszczenie powie-
trza związane z produkcją i stosowaniem biopaliw 
oraz wpływ na ceny żywności. Z ponad 5000 pozy-
skanych artykułów tylko 30 tytułów prezentowało 
wyniki badań eksperymentalnych biopaliw i  ich 
analizę. Tylko dziewięć spośród tych 30 artykułów 
dotyczyło wyników badań epidemiologicznych 
i  skutków zdrowotnych związanych z  produkcją 
i  stosowaniem biopaliw ciekłych (Scovronick, Wil-
kinson 2014).

Test mikrojądrowy (MNA) jest jednym z naj-
bardziej wrażliwych wskaźników uszkodzeń DNA 
i został zastosowany w odniesieniu do kilku orga-
nizmów i tkanek w celu oceny zanieczyszczeń śro-
dowiskowych (Lemos i in. 2011). 

Test mikrojądrowy w warunkach in vitro wy-
krywa niewielkie fragmenty DNA związane z bło-
ną komórkową (mikrojądra) w  cytoplazmie ko-
mórek w  interfazie. Na podstawie wyników testu 
ocenia się klastogenność (pęknięcie chromosomu) 
i  aneugenność (zmiany liczby chromosomów) 
badanych substancji chemicznych w  komórkach, 
które przeszły podział komórek podczas narażenia 
lub po narażeniu (OECD TG 487 2014).

Wyniki testu tworzenia kolonii wykazały, że 
zdolność komórek CHO-9 do tworzenia kolonii 
oraz stopień inhibicji zależą od rodzaju i  stęże-
nia badanego biopaliwa. Najsilniejsze działa-
nie w  zakresie ograniczenia zdolności komórek 
CHO-9 do proliferacji wykazały biopaliwo II 
i  biopaliwo III. Biopaliwo IV wpłynęło na 
zdolność komórek CHO-9 do tworzenia kolonii 
w  stężeniu wyższym niż pozostałe biopaliwa 
(Skowroń 2018). Wszystkie badane biopaliwa 
blokowały zdolność komórek A549 do tworze-
nia kolonii w  wyższych stężeniach w  porówna-
niu z  komórkami jajników chomika chińskiego 
CHO-9. Największy wpływ na ograniczenie zdol-
ności komórek A549 do proliferacji wykazało 
biopaliwo II otrzymane z  tłuszczu zwierzęcego 
oraz biopaliwo III otrzymane z posmażalniczego 
oleju roślinnego. Biopaliwo I przy tym samym 
stężeniu co biopaliwo IV hamowało zdolność 

komórek A549 do formowania kolonii w mniej-
szym stopniu.

Na podstawie przeprowadzonych badań stwier-
dzono, że badane biopaliwa indukowały powsta-
nie mikrojąder w  komórkach jajników chomika 
chińskiego CHO-9, natomiast nie indukowały po-
wstania mikrojąder w  komórkach nabłonka płuc 
pochodzenia nowotworowego A549. Działanie 
cytotoksyczne biopaliw na komórki CHO-9 praw-
dopodobnie spowodowało najpierw zablokowanie 
(spowolnienie) komórek w  cyklu komórkowym, 
a następnie odklejenie komórek od podłoża szalki 
hodowlanej (co uznano za skutek cytotoksyczny)  
i ich umieranie.

Najsilniejszy wpływ na ograniczenie zdolności 
komórek CHO-9 do proliferacji i do tworzenia mi-
krojąder wykazało biopaliwo II. W tym biopaliwie 
otrzymanym z  odpadów tłuszczów zwierzęcych 
oznaczono najwyższe stężenia estrów kwasów 
tłuszczowych. Wyższa cytotoksyczność biopaliwa 
III mogła być spowodowana zanieczyszczeniami 
występującymi w  surowym materiale (Skowroń 
i in. 2015). Biopaliwo III w teście mikrojądrowym 
słabo indukowało powstawanie mikrojąder w ko-
mórkach CHO-9.

Istnieją różne sugestie dotyczące mechani-
zmów odpowiedzialnych za cytotoksyczność i ge-
notoksyczność substancji/mieszanin chemicznych, 
w  tym za zahamowanie funkcji mitochondriów, 
zmiany morfologii komórek, stres oksydacyjny 
lub zakłócenia w  cyklu komórkowym (AshaRani 
i  in. 2009). Jak wynika z  badań poziomów IC50, 
spośród wszystkich analizowanych biopaliw  
najbardziej toksyczne dla linii komórkowej na-
błonka skóry ludzkiej A431 było biopaliwo wy-
twarzane z  posmażalniczego oleju roślinnego 
(biopaliwo III). Na kolejnym miejscu znalazły się 
biopaliwo z  tłuszczu zwierzęcego (biopaliwo II), 
surowego oleju rzepakowego (biopaliwo IV) i prze-
terminowanego oleju rzepakowego (biopaliwo I) –  
w obu testach: NRU – teście służącym do oceny 
integralności błon komórkowych i  MTT – teście 
określającym metaboliczną aktywność mitochon-
driów. 

Konieczne są dalsze badania w celu oceny me-
chanizmu oddziaływania genotoksycznego bada-
nych biopaliw.
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 ■ Wszystkie cztery badane biopaliwa miały 
właściwości genotoksyczne i  indukowały 
powstanie mikrojąder w komórkach jajni-
ka chomika chińskiego CHO-9. 

 ■ Najsilniejsze działanie genotoksyczne 
na komórki CHO-9 miało biopaliwo II 
otrzymane z odpadowych tłuszczów zwie-
rzęcych oraz biopaliwo III otrzymane 
z olejów roślinnych posmażalniczych. Naj-
słabszą genotoksyczność wykazywało bio-
paliwo IV otrzymywane z surowego oleju 
rzepakowego.

 ■ Wysokie stężenia badanych biopaliw  
w  teście mikrojądrowym na komórkach 
CHO-9 spowodowały odklejenie komórek 
od płytki hodowlanej i  prawdopodobnie 
ich umieranie, co świadczyło o ich działa-
niu cytotoksycznym.

 ■ Żadne z badanych biopaliw nie wywołało 
statystycznie istotnego wzrostu częstości 
powstawania mikrojąder w  komórkach 
A549, chociaż tendencja do ich powstania 
była oczywista przy większych stężeniach. 

 ■ Komórki nabłonka płuc pochodzenia no-
wotworowego (A549) były mniej wrażliwe 
na działanie badanych biopaliw niż komór-
ki jajnika chomika chińskiego (CHO-9).

 ■ Na podstawie zawartości komórek dwują-
drzastych w puli wszystkich komórek po 
dodaniu do hodowli obu linii komórko-
wych cytochalazyny B można wnioskować, 
że komórki nabłonka płuc pochodzenia 
nowotworowego (A549) wolniej przecho-
dziły przez cykl podziału komórkowego  
w odróżnieniu od komórek jajnika chomi-
ka chińskiego CHO-9.

Uzyskane wyniki badań wskazują na poten-
cjalne zagrożenia związane z produkcją i stosowa-
niem biopaliw drugiej generacji oraz uzasadniają 
konieczność podjęcia środków mających na celu 
ocenę i ograniczenie ryzyka związanego z naraże-
niem na działanie biopaliw w miejscu pracy.

Słowa podziękowania kierujemy  
do Pana Profesora  

Wojciecha Golimowskiego  
z Instytutu Technologiczno-Przyrodniczego  

w Poznaniu za pomoc w produkcji badanych  
biopaliw. Pragniemy również wyrazić naszą 
wdzięczność za możliwość przeprowadzenia  
testu mikrojądrowego w Instytucie Chemii  

i Techniki Jądrowej w Warszawie. 

PODSUMOWANIE



 INTRODUCTION

The increasing global consumption of liquid 
fuels and the high emission of pollutants into the 
atmosphere as a result of the combustion of these 
fuels as well as global climate change made it 
urgent to look for alternative renewable fuels. The 
current Polish Act on biocomponents and liquid 
biofuels of 25 August, 2006 with amendments, lists 
fuels being biofuels as:

a)  motor spirits containing more than 
10.0% by volume of biocomponents or 
more than 22.0% by volume of ethers, 
excluding motor fuels containing liquid 
bio-hydrocarbons,

b)  diesel fuel containing more than 7% by 
volume of biocomponents, excluding diesel 
fuel containing liquid bio-hydrocarbons,

c)  bioethanol, biomethanol, biobutanol, 
ester, dimethyl bioether, pure vegetable oil, 
liquid bio-hydrocarbons, bio-pro-pane-
butane, liquefied biomethane, compressed 
biomethane and biohydrogen – constituting 
spontaneous fuels (Act on biocomponents 
2022; Directive 2009/28/EC).

By 2030, the European Union aims to increase 
the share of renewable energy in transport to at 
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MATERIALS AND METHODS 

least 14%, including a minimum share of 3.5% of 
advanced biofuels (used cooking oil, animal fats 
classified as categories 1 and 2 in accordance with 
Regulation (EC) No  1069/2009). EU countries 
are required to set out an obligation on fuel 
suppliers that ensures the achievement of this 
target (Directive (EU) 2018/2001 of the European 
Parliament and of the Council of 11 December 
2018 on the promotion of the use of energy from 
renewable sources). 

In the literature, three generations of biofuels 
have been described (Joshi et al. 2017): 

 ■ 1st generation biofuels, e.g. biodiesel, 
bioethanol, biomethanol, i.e. fuels made 
from raw materials obtained from biomass 
of plant or animal origin, mainly from 
agricultural products originally produced 
for food, e.g. vegetable oil or sugar beets, 
from which biodiesel and bioethanol are 
produced respectively;

 ■ 2nd generation biofuels obtained from 
raw materials that are unfit for human 
and animal consumption and/or from 
waste substances. This group also includes 
biofuels, which are based on post-frying 
oils (Skowroń, Golimowski 2015);

 ■ 3rd generation biofuel which would be 
produced from algal biomass (Joshi et al. 
2017; Lee, Lavoie 2013).

The differences between each generation of 
biofuel are the feedstock (food or nonfood) and 
technology (Joshi et al. 2017).

Currently, biofuel is the predominant 
form of biomass (Guarieiro, Guarieiro 2013). 
Biofuel is produced from oils or fats using 
transesterification or esterification reactions. 
Chemically, it consists mostly of fatty acid 
methyl (or ethyl) esters. Biofuel has similar 
properties as the mineral oil-derived fuel and 
can be used in pure form (B100) or blended with 
fossil diesel fuel at concentration range from 5% 
to 20% (Bünger et al. 2012), and these blends 
are named as B5, B20 or B100 to represent the 
volume percentage of biofuel component in the 
blend with petro diesel as 5, 20 and 100 vol.%, 
respectively. Many countries in Europe and in 
other countries, for example the US and Japan, 
commercially use biofuel blends. 

So far, most toxicity studies have been 
conducted on biodiesel combustion products 
in engines: exhaust gases, their extracts, solid 
particles, i.e. nanoparticles of various sizes (Bünger 
et al. 2012; Lankoff et al. 2017; Kowalska et al. 
2017). Much less information exists about the 
harmfulness of biofuels, although they are also 
cyto- and genotoxic. 

The purpose of this study was to determine 
genotoxicity of four tested biofuels obtained from 
waste fats, using the in vitro micronucleus test in 
Chinese hamster ovary CHO-9 cells and human 
alveolar tumour lung epithelial A549 cells.

Preparation of biofuel

The tested biofuels: BF I obtained from expired 
rapeseed oil; BF II obtained from waste animal 
fat; BF III obtained from vegetable waste 
oil for frying was produced on a laboratory 
scale by transesterification reaction using an 
experimental line for the production of vegetable 
oil and laboratory esterificators (Frąckowiak 
2002); BF IV, obtained in the transesterification 
reaction of crude rapeseed oil, was sourced from 
the producer. 

Preparation of biodiesels stock 
solution in cell culture medium

According to the method described by (Chou et al. 
2003) for water-insoluble aromatic hydrocarbons, 
the tested biofuels were shaken with a culture 
medium, 75% fuel and 25% medium, in 50 ml 
flasks, for 18 h, at room temperature, at 400 rpm. 
Specific culture media adequate for different 
cell lines were used. The obtained solution was 
centrifuged and the top layer of the emulsion 
was drawn off, and next the cells were exposed to  
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Effect of biofuels on frequency of micronuclei in CHO-9 and A549 cells

a clear medium lower layer, assuming that it would 
be a saturated solution of fatty acid esters. The 
fraction of the medium with dissolved biodiesels 
was treated as the concentration of 100% biofuels, 
and in individual experiments it was diluted 
accordingly. The microscopic image of the medium 
+ fatty acid fraction showed that biofuels are not 
dissolved in the medium but form a mixture of 
medium and fat in the form of separate drops of 
various sizes, suspended in cell medium, similar to 
‘fat eyes’ in broth.

Identification of the composition of 75% 
solution of tested biofuels in a medium was 
carried out using gas chromatography techniques 
conjugated with mass spectrometric detection. On 
the basis of the total peak area of the identified 
fatty acid esters in the tested biofuels, it can be 
concluded that the highest concentrations of these 
compounds were determined in biofuel BF II 
from waste animal fats. It was estimated that the 
concentration of fatty acid esters in biofuel BF I 
from expired rapeseed oil was 23%, in biofuel 
BF III from vegetable oil for frying – 30%, and 
in biofuel BF IV from rapeseed oil – 78% lower 
compared to biofuel BF II (unpublished data).

Cell culture and biofuels treatment

A human alveolar tumour lung epithelial cell line 
A549 and CHO-9 Chinese hamster ovary cell line 
were used for the experiments; both lines were 
purchased from the American Type Tissue Culture 
Collection (ATCC, Rockville, MD, US). A Dulbeco 
modified Eagle’s medium (DMEM) (Cat # 31550-
023) from Gibco containing 7% fetal bovine serum 
(Cat # 10084-150) and 1% Antibiotic-Antimycotic 
(penicillin G sodium, streptomycin sulphate and 
amphotericin) (Cat. # 15240062) from Gibco BRL 
was used to culture the A549 cells. For culturing 
the CHO-9 cells, the F-12 (Ham) medium with 
L-glutamine (Cat. # 31550-023) by Gibco with 7% 
fetal bovine serum (Cat. # 10084-150) and with 
1% Antibiotic-Antimycotic (penicillin G sodium, 
streptomycin sulphate and amphotericin) (Cat.  
# 15240062) from Gibco BRL was used.

The A549 and CHO-9 cells were kept under 
sterile conditions in an incubator with 5% CO2 at 
a constant temperature of 37 °C and a humidity 
of 95%. The growth of the culture was evaluated 
under a microscope. Every few days (depending 

on the growth observed) the culture medium was 
exchanged to provide cells with access to growth 
factors and to remove metabolic products.

Both types of cells were exposed to different 
concentrations of tested biofuels prepared as 
described above, diluted in the cell-specific media. 
Exposed and control (without BF) cells were 
incubated for 24 h and then harvested with a solution 
of trypsin (0.25%) and EDTA (Cat. # T-4049) from 
Sigma for the next experimental steps.

Genotoxicity analysis – 
Micronucleus assay (MNA)

Genotoxicity of the four biodiesels was determined 
by Micronucleus assay (MNA). MNA is one of the 
most frequently used tests for testing genotoxicity 
of chemicals, drug agents and radiation (Fenech 
et al. 2011; Kirsch-Volders et al. 2014). The 
standardised protocol of MNA assay was modified 
from the OECD TG 487 (2014).

A549 and CHO-9 cells BF treatment for MNA test

200,000 and 150,000 of exponentially growing 
A549 and CHO-9 cells, respectively, were seeded 
on Petri dishes with a diameter of 5 cm, and  
5 ml of the appropriate medium was added. 
After a 24 h incubation (37 °C, 5% CO2, 95% 
humidity), the time necessary for the cells to 
adhere to the bottom of the dishes, the appropriate 
concentration of biofuels was added to the cultures, 
selected partially on the basis of IC50 coefficients 
from the NRI and MTT tests, partly on the basis 
of the clonogenic test results (data in the process  
of publication), and partly on the basis of 
preliminary experiments. According to the OECD 
TG 487 (2014) standard, the cells were incubated 
with biofuels for further 24 h. Four experiments 
were carried out for each line. Negative and positive 
controls ware selected for each experiment – cells 
without the addition of biofuel and cells irradiated 
with 1 Gy or 2 Gy of X-radiation, respectively 
(Smart200 Yxlon defectoscope, operating at  
200 kV and 4.5 mA, with 3 mm Al filtration,  
at a dose rate of 1.271 ± 0.089 Gy/min). In the 
last two experiments, the cultures were treated 
additionally with a commercially available cooking 
rapeseed oil as a negative control.
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Micronucleus assay – cell fixation

After 6 h from the application of biofuels, 
cytochalasin B (4.5 μg/ml) was added to the plates 
to block the division of the cytoplasm (Fenech 
2000). After 24 h from the application, the biofuels 
were removed, replaced with a fresh medium, 
and the cells were incubated for a further 2 h in 
the presence of cytochalasin B (4.5 μg/mL). After 
incubation, the cells were harvested, treated with a 
hypotonic shock of 0.075 M KCl, fixed once with 
a 4/1/5 methanol/acetic acid/Ringer’s solution 
mixture and subsequently three times with  
4/1 methanol/acetic acid. At least two slides were 
made per culture by dropping cells on clean slides 
which were mounted with a VECTASHIELD 
Antifade Mounting Medium with DAPI for 
Fluorescence. The cell fixation protocol used for 
the experiments was developed at the University 
of Ghent in Belgium and was successfully used 
during European projects on biological dosimetry 
MULTIBIODOSE and RENEB (Thierens et al. 2014; 
Depuydt et al. 2017).

MN scoring

A semi-automated MNA scoring was performed 
using the MetaSystems Metafer 4 software, 
consisting of a PC paired with a high-resolution, 
monochrome megapixel charge camera device, 
combined with a microscope (Zeiss Axio Imager 
Z2) equipped with an appropriate fluorescent 

filter and a motorised scanning stage, which can 
contain eight slides.

The system takes photos of whole microscope 
slides and then it allows automatic searching of 
binucleated cells and micronuclei according to 
given algorithms (classifiers). In the Laboratory 
of Biological Dosimetry of Institute of Nuclear 
Chemistry and Technology in Warsaw, Poland 
there were developed algorithms for both the CHO-
9 and A549 lines, which were slightly modified 
for this experiment. The binuclear cells – in 
which Metasystems found the micronuclei – were 
reviewed by experienced cytogenetics to verify the 
number of registered micronuclei and, if necessary, 
the number of micronuclei was corrected. Such  
a procedure, known as semi-automatic counting, 
was developed during the MULTIBIODOSE 
project (Thierens et al. 2014). Standard criteria for 
identifying micronuclei according to Bolognesi 
and Fenech (2013) were used.

Statistical analysis

At least three independent experiments were 
conducted for biofuels. Test results were expressed 
as a percentage of the unexposed control ± standard 
deviation (SD). Control values were set as 100%. 
Differences between samples and the control were 
evaluated using t-test. Results were considered 
statistically significantly different at p < 0.05.

RESULTS

The incidence of micronuclei in the  
CHO-9 cells not exposed to the tested biofuels 
was 7.1 micronuclei (Mn)/1000 cells (standard 
deviation ± 0.9). The incidence of micronuclei 
in the CHO-9 cells after 1 Gy of X-rays (positive 
control) was 50.8 Mn/1000 cells (standard 
deviation ± 2.7), and was significantly higher than 
the incidence of micronuclei in the control culture 
(p = 0.00002, two-tailed Student’s t test). 

The tested biofuels caused a statistically 
significant increase in the occurrence of 
micronuclei in the CHO-9 cells (p < 0.05) 
depending on the concentrations used (Fig. 1).

Each concentration of BF I, except from 
1% concentration (statistically insignificant 
difference), induced significantly more micronuclei 
than in the control. BF II caused a significant 

increase in the occurrence of micronuclei at all 
tested concentrations (0.5%; 1%; 1.5%) in the 
CHO-9 cells. 

BF III caused a significant increase in the 
occurrence of micronuclei in the CHO-9 cells 
at the concentration of 0.5% (Fig. 1). At the 
concentration of 1%, there were found to be more 
than twice the number of micronuclei than was 
observed in the control culture, but the difference 
was not statistically significant (due to a large value 
for the SD).

BF IV caused a significant increase in 
the occurrence of micronuclei at each tested 
concentration in the CHO-9 cells, but the tested 
concentrations were significantly higher than the 
other biofuels tested, i.e., 1%; 6.7%; 9%. The most 
genotoxic (induced frequency of micronuclei) 
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biofuels were: BF II obtained from animal fats, 
and BF III obtained from vegetable oil for frying. 
The least harmful to the cells seemed to be BF IV 
derived from crude rapeseed oil (Fig. 1). 

The incidence of micronuclei in the control 
culture of the A549 cells (without exposure to the 
tested biofuels) was 7.0 Mn/1000 cells (SD ± 1.8). 
The incidence of micronuclei in the A549 cells 
after a dose of 1 Gy of X-rays (positive control) 

was 11.8 Mn/1000 cells (SD ± 1.8) and was 
statistically significantly higher than the incidence 
of micronuclei in the control culture (p = 0.007, 
two-sided test t-Student).

BF I, BF II, biofuel III and BF IV did not cause  
a significant increase in the incidence of 
micronuclei at any concentration tested in the 
A549 cells, with an exception of BF III at the 
concentration of 6% (Fig. 2). 

Figure 1. Frequency of micronuclei in the CHO-9 cells treated with the tested biofuels. Bars showing frequency of micronuclei in CHO-9 
cells as determined following 24 h exposure to biofuel obtained from: expired rapeseed oil (BF I), waste animal fats (BF II), vegetable oil for 
frying (BF III), and rapeseed oil (BF IV). Results are expressed as a percentage of the control mean ± SD of three independent experiments. 
Asterisk (*) denotes a significant difference from the control (p ≥ 0.05)

Figure 2. Frequency of micronuclei in the A549 cells treated with the tested biofuels. Bars showing frequency of micronuclei in the A549 
cells as determined following 24 h exposure to biofuel obtained from: rapeseed expired oil (BF I), waste animal fats (BF II), vegetable oil for 
frying (BF III), and rapeseed oil (BF IV). Results are expressed as a percentage of the control mean ± SD of three independent experiments. 
Asterisk (*) denotes a significant difference from the control culture (p ≥ 0.05). The A549 cells were less sensitive to the tested biofuels 
than the CHO-9 cells
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Cytochalasin B was added to the Chinese hamster 
ovary CHO-9 cells without the tested biofuels, 
according to the scheme described above (control). 
In the control culture, 92% (SD ± 3.3) of all cells were 
binucleated. With the increase in the concentration 
of tested biofuels, the percentage of binuclear cells in 
the CHO-9 cells decreased (Fig. 3). 

After 24 h of culturing of the A549 cells without 
biofuels, and with an addition of cytochalasin B, 
65% (SD ± 4) of all the A549 cells were binucleated 
cells, which may indicate a slower A549 cell 
migration through the cell division cycle as 
opposed to Chinese hamster ovary CHO-9 cells 
(Fig. 4). 

Figure 3. The percentage of binucleated cells in the pool of all the CHO-9 cells treated with the tested biofuels. Bars showing % of 
binucleated cells in the CHO-9 cells as determined following 24 h exposure to biofuel obtained from: expired rapeseed oil (BF I), waste 
animal fats (BF II), vegetable oil for frying (BF III), and rapeseed oil (BF IV). Results are expressed as a percentage of the control mean ± SD 
of three independent experiments. Asterisk (*) denotes a significant difference from the control culture (p ≥ 0.05). Control – cells without 
the addition of biofuel; control positive – cells irradiated with 1 Gy or 2 Gy of X-radiation

Figure 4. The percentage of binucleated cells in the pool of all A549 cells treated with the tested biofuels. Bars showing % of binucleated 
cells in A549 cells as determined following 24 h exposures to biofuel obtained from: rapeseed expired oil (BF I), waste animal fats (BF 
II), vegetable oil for frying (BF III), and rapeseed oil (BF IV). Results are expressed as a percentage of the control mean ± SD of three 
independent experiments. Asterisk (*) denotes a significant difference from the control (p ≥ 0.05) culture. The control – cells without the 
addition of biofuel; control positive – cells irradiated with 1 Gy or 2 Gy of X-radiation
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DISCUSSION

The results of the database review (mainly 
MEDLINE and EMBASE) identified four main 
sources of human health risks from biofuels: 
occupational hazards, water/soil contamination, 
air pollution from biofuel production and use, 
and the impact on food prices. Out of over 5,000 
sourced articles, only 30 articles contained the 
results of experimental research on biofuels and 
their analysis. Of these 30 articles, only 9 dealt 
with the results of epidemiological studies and 
health effects related to the production and use of 
liquid biofuels (Scovronick, Wilkinson 2014).

The micronucleus (MN) test is among the most 
sensitive DNA damage indicators and it has been 
applied to several organisms and tissues for the 
evaluation of environmental contaminants (Lemos 
et al. 2011). The in vitro micronucleus assay 
detects small membrane bound DNA fragments 
(micronuclei) in the cytoplasm of interphase 
cells. The assay measures the clastogenicity 
(chromosome breakage) and aneugenicity (changes 
in chromosome number) of test chemicals in cells 
that have undergone cell division during or after 
exposure (OECD TG 487 2014).

Previous colony test results demonstrated that 
the ability of CHO-9 cells to form colonies and 
the degree of inhibition depended on the type and 
concentration of the tested biofuel. The strongest 
action in reducing the CHO-9 cell proliferation 
capacity was demonstrated by BF II and BF III. 
BF IV impacted on the ability of the CHO-9 cells 
to colony forming at a higher concentration than 
others (Skowroń 2018). All the tested biofuels 
inhibited the ability of the A549 cells to form 
colonies at higher concentrations compared to 
the Chinese hamster ovary CHO-9 cells. The 
strongest effect in reducing the ability of the A549 
cells to proliferate was demonstrated by BF II 
obtained from animal fats, and BF III obtained 
from vegetable oil for frying. BF I, at the same 
concentration of solutions as BF IV, inhibited the 
colony forming capacity of A549 cells to a lesser 
extent.

Our findings indicate that the tested biofuels 
induced the formation of micronuclei in the 
Chinese hamster ovary CHO-9 cells, but did not 
induce micronuclei in the A549 cells. The cytotoxic 
effect of biofuels on the CHO-9 cells probably 
resulted in first blocking (slowing down) the cells 
in the cell cycle, and then detaching them from the 
bottom and the dying of the cells.

The strongest effect of reducing the ability 
of the CHO-9 cells to proliferate and to form 
micronuclei was demonstrated by BF II. In this 
biofuel, obtained from waste animal fats, the 
highest concentrations of fatty acid esters were 
determined. The higher cytotoxicity of BF III 
may be due to the contamination present in the 
raw material (Skowroń et al. 2015). This biofuel 
in our study had a weak positive response to the 
induction of micronuclei in the CHO-9 cells.

Various suggestions have been made 
regarding the mechanisms responsible for this 
possible cytotoxicity and genotoxicity, including 
reduced mitochondrial function, changes in cell 
morphology, oxidative stress, and/or disruptions 
in the cell cycle (AshaRani et al. 2009). Based on 
the results of the IC50 levels, among the analysed 
biofuels the one produced from vegetable oil 
for frying (BF III) was the most toxic to the 
human epithelial skin cell line A431, followed 
by those produced from waste animals fats (BF 
II), rapeseed oil (BF IV) and expired rapeseed 
oil (BF I) in both tests: NRU – a test used  
to assess cell membranes integrity and MTT –  
a test which determines the metabolic activity of 
mitochondria. 

Further research is necessary to evaluate the 
mechanism of genotoxic action of the tested 
biofuels.
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 ■ All four tested biofuels had genotoxic pro-
perties and induced the formation of mi-
cronuclei in Chinese hamster ovary CHO-9 
cells. 

 ■ The most potent genotoxic effect on CHO-9 
cells was from BF II produced from waste 
animal fats, and BF III produced from ve-
getable oil for frying. The least genotoxic 
effect was from BF IV produced from cru-
de rapeseed oil.

 ■ High concentrations of tested biofuels in 
the micronuclei test on CHO-9 cells cau-
sed the detachment of cells from the cul-
ture dish and probably their death, which 
indicates their cytotoxic effects.

 ■ None of the tested biofuels induced a stati-
stically significant formation of micronuc-
lei in the A549 cells, although the tenden-
cy to induce micronuclei was evident at 
higher concentrations. 

 ■ The A549 cells were less sensitive to the 
biofuels than the CHO-9 cells.

 ■ The percentage of binucleated cells in the 
pool of all CHO-9 and A549 cells decre-
ased with the increase of the concentra-
tion of the tested biofuels, indicating that 
biofuels delay the passage of both types of 
cells through the cell cycle.

The obtained results indicate the potential risks 
associated with the production and use of second-
generation biofuels, and justify taking measures 
to assess and reduce the risks associated with the 
exposure to biofuels at workplaces.
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