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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani_mgr inz. Eweliny Kukielki-Gastol

pt.: ”Wplyw jonéw magnezu oraz rodzaju zastosowanego tluszczu na wybrane parametry
metabolizmu glukozy oraz lipidéw w organizmie szczura Wistar” w dziedzinie nauk
rolniczych w dyscyplinie technologia zywnosci i Zywienia wykonanej pod kierunkiem
promotora Pani prof. dr hab. inz. Anety Kopeé

z Wydziatu Technologii Zywnosci Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kottataja w Krakowie

Podstawa prawna: Uchwata Nr 11/2023 Rady dyscypliny technologia zywnosci i zywienia Uniwersytetu Rolniczego im.
Hugona Kollgtaja w Krakowie z dnia 1 marca 2023 roku w sprawie wyznaczenia recenzentéw rozprawy doktorskiej
mgr inz. Eweliny Kukietki-Gastol, na podstawie art. 14 ust. I pkt. 1 oraz ust. 2 pkt. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2014 r., poz.
1852 z pézn. zm.) , wzw. z art. 179 ust. 2 oraz ust. 3 pht. 2 lit. b ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajqce

ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.)

Rozprawa doktorska Pani_mgr inz. Eweliny Kukielki-Gastol zatytutowana »>Wplyw jonéw

magnezu oraz rodzaju zastosowanego tluszczu na wybrane parametry metabolizmu glukozy oraz
lipidow w organizmie szczura Wistar” zostata przedstawiona w postaci monografii, liczacej ogdlem

183 stron tekstu, w tym 37 tabel, 7 rysunkéw oraz 4 zalaczniki. W rozprawie wykorzystano



prawidlowo dobrane 217 pozycji pismiennictwa, z ktérych wigkszos¢ stanowita publikacje
anglojezyczne wydrukowane w czasopismach o $wiatowym znaczeniu.

Praca nie odbiega ukladem od opracowan o tym charakterze i sklada si¢ z czgsci teoretycznej:
wstep - przeglad literatury, I rozdziat z kilkoma podrozdziatami oraz rozdziat II z hipotezg
badawcza i celem pracy. W rozdziale Il przedstawiono materiat badawczy i metody badan, nastgpnie
omoéwiono wyniki (rozdzial 1V) do$wiadczenia I i II. Cato$¢ pracy doktorskiej podsumowano w
dyskusji oraz wnioskach. Na uwage zastuguje fakt bardzo obszernej literatury, ktora zostata
wykorzystana w przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej.

Struktura pracy jest komplementarna z trescig i stanowi logicznie polaczenie zagadnien
teoretycznych z metodologig oraz wykonywanymi analizami. Nalezy podkresli¢ bardzo szeroki
zakres zaplanowanych i zrealizowanych w pracy doktorskiej badan, jednak nie wykraczajacy poza

wymieniony wyzej tytut.
Ocena wyboru tematu pracy

Wyboér tematu rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Eweliny Kukielki-Gastol nalezy uzna¢

za trafny i oryginalny. Nieracjonalna dieta wspotczesnego czlowieka, nadmiar i szybki dostep do
zywnosci wysoko przetworzonej, niedobér lub nadmiar sktadnikéw odzywezych predysponuje do
rozwiniecia choréb dietozaleznych. Przyjmujac generalne wnioski wyptywajgce z danych
$wiatowych, niebilansowanie diety wigze si¢ z niedoborem sktadnikéw regulujgcych metabolizm
(witamin i skladnikéw mineralnych) a takze z nadmiarem cukréw prostych, nasyconych kwasow
tluszczowych oraz kwaséw tluszczowych trans. Ryzyko zdrowotne charakteryzujgce oba te stany
wymaga poglebionej analizy dotyczacej sposobu zywienia, stylu zycia (m.in. oddzialywanie stresu)
oraz wiedzy konsumenckiej danej osoby czy grupy ludzi. Od wielu lat uwaga naukowcéw skupia sig
na poszukiwaniu sktadnikéw zywnosci, ktére moga przyczyni¢ si¢ do obnizenia zachorowania na
otylos¢, nadwage, miazdzyce, cukrzyce czy nowotwory.

Doktorantka dokonujgc w tym kontek$cie przegladu literatury postanowila oceni¢ wpltyw
nadmiaru magnezu w dietach zwierzat eksperymentalnych skarmianych zréznicowang iloscig
produktéw thuszczowych:

- pochodzenia zwierzecego (masta, oju wolowego) - doswiadczenie I

- pochodzenia ro$linnego (thuszczu palmowego, oleju rzepakowego) - doswiadczenie 11

na wybrane parametry biochemiczne, kumulacje ttuszczu i sktadnikéw mineralnych w
wybranych narzadach, tkankach i kale oraz ekspresj¢ mRNA gendéw zwigzanych z metabolizmem

ttuszczow w ich organizmach (szczury rasy Wistar). Pani mgr inz. Ewelina Kukielka-Gastol

powoluje si¢ na nieliczne opublikowane badania, ktore sugeruja, ze magnez moze mie¢ pozytywny
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wplyw na metabolizm lipidéw a jego dodatkowa suplementacja w dietach wysokotluszczowych moze
zapobiegaé otylo$ci nig wywolanych. Jest to prawdopodobnie spowodowane tym, iz jony magnezowe
maja zdolno$¢ taczenia sie z kwasami tluszczowymi i mogg tworzy¢ nierozpuszczalne mydta, a tym
samym ograniczajg wchlanianie thuszczow z przewodu pokarmowego. Powyzsze informacje moga
prowadzi¢ do wniosku, ze jony magnezu mogg by¢ traktowane jako czynnik prewencyjny nie tylko

choréb ukladu krgzenia, ale takze nadwagi i otytosci.

Hipoteza badawcza i cel pracy

Przyjeta hipoteza badawcza wynikata logicznie z przegladu piSmiennictwa
oraz odzwierciedlata temat rozprawy doktorskiej i brzmi: Dodatek magnezu do diet zawierajgcych
rézne rodzaje i ilodci thuszczow istotnie wplywa na wybrane parametry weglowodanowe oraz
lipidowe w organizmie szczura Wistar poprzez:

1. obnizenie stezenia glukozy i insuliny,

2. obnizenie stezenia cholesterolu catkowitego, frakcji LDL oraz triacylogliceroli,
3. zmniejszenie zawarto$ci thuszczu ogbtem w wybranych narzadach i tkankach,
4. obnizenie stresu oksydacyjnego wywolanego nadmiarem ttuszczéw w diecie,

5. zmiang ekspresji genéw zwigzanych z metabolizmem thuszczow.

Hipoteze badawcza zweryfikowano poddajac ocenie wptyw dodatku jonéw magnezu do diet
z prawidtowa i zwiekszong zawartoscia roznych rodzajow thuszezéw na: — poziom glukozy i insuliny,
— profil lipidowy i kumulacje thuszczu w wybranych narzadach wewnetrznych, — stezenie
wybranych sktadnikéw mineralnych w surowicy krwi oraz wybranych narzadach wewnetrznych i
kale, — aktywno$¢ wybranych enzyméw oraz markeréw antyoksydacyjnych, — ekspresj¢ mRNA

gendw zwigzanych z metabolizmem thuszczow.

Material i metodyka

W pracy doktorskiej wykorzystano model zwierzgey z udziatlem 112 albinotycznych szezuréw
Wistar plci meskiej, pochodzacych z Hodowli Zwierzat Laboratoryjnych z Brwinowa o poczatkowe;

masie ciata 120-130 g. Doswiadczenia przeprowadzono po uzyskaniu zgody I Lokalnej Komisji



Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach dziatajacej przy Uniwersytecie Jagiellonskim w
Krakowie (uchwata numer: 165/ 2015).
Po okresie adaptacji podzielono zwierzeta na dwie grupy realizujgc dwa modele
doswiadczenia:
— T do$wiadczenie (podwoéjna zawarto$é masta i foju wotowego 7% vs. 14% oraz magnezu 0,14
mg / 100 g mineral mix vs. 0.28 mg/100 g mineral mix)
— I do$wiadczenie (podwéjna zawartosé thuszezu palmowego i oleju rzepakowego 7% vs. 14%

oraz magnezu 0,14 mg / 100 g mineral mix vs. 0.28 mg/100 g mineral mix)

Po 3 miesigcach eksperymentu, od zwierzat pobrana zostata krew i narzady wewnetrzne
potrzebne do dalszych analiz, ktére stanowily materiat badawczy.

Oznaczenie stezenia insuliny w surowicy krwi zostalo wykonane przy uzyciu zestawu
diagnostycznego RayBiotech Rat Insulin ELISA (nr kat. ELR-Insulin-1, Norcross, Stany
Zjednoczone). Oznaczenie cholesterolu catkowitego w surowicy krwi — wykonano metodg
kolorymetryczng z wykorzystaniem enzymow: esterazy i oksydazy cholesterolu (CHOD/PAP).
Oznaczenie stezenia cholesterolu frakeji HDL wykonano przy uzyciu zestawu diagnostycznego
CORMAY HDL (ur kat. 2-053, Lublin, Polska). Metoda ta opiera si¢ na wytraceniu lipoprotein o
bardzo niskiej (VLDL) oraz niskiej gestosci (LDL) z surowicy krwi przy uzyciu kwasu
fosforowolframowego, w obecnosci jonéw magnezu. Stezenie cholesterolu frakcji LDL+VLDL
obliczono poprzez roznice stezefi cholesterolu catkowitego (TCh) oraz cholesterolu frakeji HDL
(wzér Friedawalda). Oznaczenie stgzenia triacylogliceroli (TG) wykonano przy uzyciu zestawu
diagnostycznego CORMAY Liquick Cor-TG z uzyciem oksydazy glicerofosforanowej. Oznaczenie
aktywnosci aminotransferazy asparaginowej (AST) wykonano przy uzyciu zestawu diagnostycznego
Alpha Diagnostic AST (GOT) DST (nr kat. A6661-050, Warszawa, Polska).

Oznaczenie aktywnosci aminotransferazy alaninowej (ALT) wykonano przy uzyciu zestawu
diagnostycznego Alpha Diagnostic ALT (GOT) DST (nr kat. A6624-050, Warszawa, Polska).
Oznaczenie aktywnosci cholinesterazy (CHE) wykonano przy uzyciu zestawu diagnostycznego
CORMAY CHOLINESTERASE (nr kat. 2-057, Lublin, Polska). Oznaczenie aktywnosci 7y-
glutamylotransferazy (GGT) wykonano przy uzyciu zestawu diagnostycznego CORMAY Cor-GGT
(nr kat. 1-226, Lublin, Polska). Oznaczono aktywnosci peroksydazy i reduktazy glutationowej,
dysmutazy ponadtlenkowej wykonano przy uzyciu zestawu diagnostycznego firmy Randox
Laboratories Ltd. RANSEL (nr kat. RS 505, Crumlin, Wielka Brytania). Oznaczono stg¢zenia
dialdehydu malonowego (MDA) przy uzyciu zestawu diagnostycznego ALEXIS BIOCHEMICAL
OXI-TEK TBARS Assay Kit (nr kat. #850-287-KI01, Warszawa, Polska. Ponadto oznaczenia

mocznika i kwasu moczowego, kreatyniny oraz jonéw wapnia, magnezu, fosforu przy uzyciu zestawu
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diagnostycznego CORMAY Liquick Cor-UA (nr kat. 7-206, Lublin, Polska).

Dokonano analizy zawartoéci thuszczu i kwasow tluszczowych w wybranych narzadach
wewnetrznych i kale za pomoca metody Soxhleta przy uzyciu aparatu 2050 SOXTEC Auto
Extraction Unit Foss Teactor, firmy Soxtec Avanti o parametrach: 50-60 Hz, 230V, 1550. Oznaczono
stezenie dialdehydu malonowego (MDA) w watrobie metoda reakcji kwasu tiobarbiturowego z
dialdehydem malonowym (MDA). Oznaczono wybrane skladniki mineralne w watrobie oraz kale
metodg atomowej spektrofotometrii absorpcyjnej.

Ekspresje genéw w watrobie oznaczono za pomocg izolacji RNA przy uzyciu zestawu Total
RNA Mini Plus (nr kat. 036-100, A&A Biotechnology, Gdynia, Polska). Wyizolowane RNA zostato
nastepnie przepisane na cDNA za pomocg odwrotnej transkryptazy przy uzyciu zestawu TranScriba
(A&A Biotechnology, Gdynia, Polska).

Uzyskane wyniki poddano jednoczynnikowej analizie wariancji ANOVA, w programie
STATISTICA 10 firmy StatSoft. Istotno$¢ roznic pomigdzy $rednimi arytmetycznymi okreslono
przez uzycie testu Duncana dla poziomu istotnosci p < 0,05. Zgodnosé rozkltadow zmiennych z

rozktadem normalnym zostata sprawdzona testem Shapiro-Wilka.

Ocena bibliografii i znajomosci problematyki na tle piSmiennictwa

Bibliografia przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej Pani mgr inz. Eweliny Kukielki-

Gastol _ zatytutowanej ”Wplyw jonéw magnezu oraz rodzaju zastosowanego tluszczu na wybrane
parametry metabolizmu glukozy oraz lipidow w organizmie szczura Wistar” obejmuje 217 pozycji.
Wybrano gléwnie artykuty anglojezyczne opublikowane w ciggu ostatnich 10 lat w znaczacych
czasopismach naukowych. W $wietle zebranej literatury Autorka pokrotce opisuje poszczegdlne
podrozdziaty, ktére zajmuja kilka stron, a calo$¢ czesci teoretycznej zawarta zostata na 22 stronach.
Informacje te zostaly opisane krétko, zwigZle a czytelnik moze rozszerzy¢ swoja wiedze odnoszac
sie do spisu pi$miennictwa. Dysertacje¢ doktorskg podzielono na 7 gléwnych czesci, wraz z literatura
(numeracja arabska), w obrgbie ktérych opisano poszczegdlne podrozdzialy. W tym bardzo
szczegolowo oméwienie wynikow (str. 60-97) i dyskusje (str. 97-135). Dodatkowo zalgczono spis

tabel i rysunkow oraz 4 zalaczniki.



Ocena merytoryczna pracy

W pracy doktorskiej zastosowano bardzo wszechstronne badania umozliwiajgce weryfikacje
hipotezy czy dodatek magnezu do diet zawierajacych rozne rodzaje i ilosci thuszezow istotnie wpltywa
na wybrane parametry weglowodanowe oraz lipidowe w organizmie szczura Wistar. Autorka
podkresla, ze dysertacja doktorska stanowi kontynuacje Jej pracy magisterskiej, co potwierdza

determinacje i zaangazowanie Pani mgr inz. Eweliny Kukielki-Gastol w rozwigzywanie

interesujgcych Nig problemow badawczych.

Weryfikacja ww. hipotezy wymagata zaprojektowania kilku etapéw badan zwigzanych z
hodowla zwierzat doswiadczalnych, przygotowaniem wielu wariantéw diety (zawartos¢ Mg, %
thuszezu, rodzaj tluszczu roslinny, zwierzecy) oraz popartej wieloma skomplikowanymi analizami
oceny parametréw biochemicznych i antropometrycznych organizméw szczur6w po zakonczeniu
eksperymentu.

Wszystkie badania przeprowadzono w bardzo logiczny sposob, uwzgledniajagc wymagane
powtorzenia i proby kontrolne. Cato$é dziatan miata na celu zweryfikowanie postawionej wczesnie]
hipotezy. Jednakze sama Autorka wskazuje na trudnosci w ocenie swoich wynikow analizujac W
dyskusji odmienne wyniki uzyskane przez innych autoréw. Prowadzenie w taki sposob dyskusji,
podkreslenie limitacji badan zastuguje na wyrdznienie i $wiadczy o kompetencjach Autorki w
wycigganiu opartych na faktach i rzetelnych naukowo wnioskow.

Na uwage zastuguja wyniki, ktére czesciowo potwierdzaja hipoteze 1, ze wprowadzenie do
diet wysokotluszczowych zawierajacych masto, thuszcz palmowy lub olej rzepakowy podwojne;j
ilosci magnezu istotnie obnizylo stezenie insuliny i wskaznikéw insulinoopornosci HOMA-IR i
IRI/G. Whniosek ten stwarza szanse na polepszenie stanu zdrowia chorych na cukrzycg poprzez
zwigkszenie zawartosci magnezu w ich dietach (spersonifikowana suplementacja).

Kolejny wazny wniosek dotyczyt gospodarki lipidowej badanych szczuréw. Zastosowanie
magnezu w obecnosci thuszezéw zwierzecych w doswiadczeniu I istotnie obnizyto wskazniki ryzyka
Castelliego CRI-I i CRI-II, stezenie triacylogliceroli w surowicy krwi szczur6w oraz stezenie
cholesterolu catkowitego i cholesterolu frakcji LDL w grupach zywionych tojem wolowym, oraz
obnizylo wartosci wskaznikéw ryzyka Castelliego w grupach zwierzat zywionych mastem. W
doswiadczeniu 11 w dietach zawierajacych thuszcz palmowy w obecnosci magnezu wykazano spadek
wartosci profilu lipidowego i wskaznikéw ryzyka Castelliego w surowicy krwi. W grupach zwierzat
zywionych dietami z olejem rzepakowym nie stwierdzono istotnego wplywu magnezu na profil
lipidowy, z wyjatkiem obnizenia stezenia triacylogliceroli — czg$ciowo potwierdzono hipoteze 2.
Whiosek ten upowaznia do okre$lenia magnezu jako ,.fizjologicznej statyny” (str 107), ktora w

pierwszej kolejnosci wptywa na zwigkszong aktywno$¢ lipazy lipoproteinowej i bierze udziat w
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katabolizmie lipoprotein bogatych w trojglicerydy oraz wytwarzaniu czastek HDL, nastepnie wspiera
inaktywacje reduktazy 3-hydroksy 3-metyloglutarylo-CoA (HMG-CoA) (etap ograniczajacy
szybko$é syntezy cholesterolu) oraz aktywuje acylotransferazg lecytynowg cholesterolu, ktora obniza
poziom cholesterolu LDL i trojglicerydéw oraz podnosi poziom cholesterolu HDL.

Kolejny wniosek dotyczyl zastosowania magnezu w dietach wysokottuszczowych, ktéry nie
wplynat na zawarto$¢ thuszczu ogétem w wybranych narzadach wewnetrznych szczuréw Wistar, co
nie potwierdzono hipotezy 3. Ponadto zastosowanie podwdjnej ilo$é jonéw magnezu nie wptyngto
na oznaczane parametry stresu oksydacyjnego — czg$ciowo potwierdzono hipoteze 4. Ostatni wniosek
dotyczyt potwierdzenia hipotezy 5 dotyczacej zastosowania magnezu w dietach wysokottuszczowych
korzystnie wptywajgcych na ekspresj¢ mRNA genow zwigzanych w metabolizmem thuszczow.

Wyzej opisane wnioski sg bardzo ciekawe i wnoszg nowe elementy poznawcze, 10zszerzajg
wiedze z dziedziny nauk rolniczych, ale takze medycznych.

7 obowigzku recenzenta bardzo prosze¢ o ustosunkowanie si¢ Pani mgr_inz. Eweliny

Kukielki-Gastol do kwestii wynikajacej bezposrednio z recenzji dysertacji doktorskiej podczas

publicznej obrony. Wobec opisanego we wniosku og6lnym niepokojgcego faktu, iz najwigce]
niekorzystnych zmian w organizmie szczurdéw, szczegélnie w profilu lipidowym, parametrach
$wiadczacych o funkcji watroby oraz ekspresji genow wywolala podwyzszona ilos¢ thuszczu
palmowego w diecie, zasadnym jest rozszerzenie pytania na inne produkty ttuszczowe.

Bardzo prosze o odpowiedz na pytanie czy podobne efekty jak dla tluszczu palmowego mozna
sie spodziewa¢ przy zastosowaniu oleju kokosowego, ktorego spozycie znaczaco wzrosto w
aspekcie popularnego trendu stosowania diety paleo. Czy podobnych efektéw metabolicznych mozna

sie spodziewaé przy zastosowaniu tradycyjnie uzywanego w kuchni polskiej smalcu?

Podsumowanie

Biorac pod uwage wszystkie elementy pracy, a wigc przygotowanie badan i wykonanie analiz
statystycznych, opracowanie teoretyczne tematu, interpretacje uzyskanych wynikow uwazam, ze

przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Eweliny Kukielki-Gastol pt.: "Wplyw

jondéw magnezu oraz rodzaju zastosowanego thuszczu na wybrane parametry metabolizmu glukozy
oraz lipidéw w organizmie szczura Wistar” spetnia warunki okreslone w art.14 ust.1 pkt. 1 oraz ust.
2 pkt. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z2014 r., poz. 1852 z p6zn. zm.) , w zw. z art.
179 ust. 2 oraz ust. 3 pkt. 2 lit. b ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe —

Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.)



Wnosze zatem do wysokiej Rady Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia

o dopuszczenie Pani__mgr inz. Eweliny Kukielki-Gastol do dalszych etapéw postepowania o

nadanie Jej stopnia doktora oraz o wyrdznienie pracy doktorskiej.

Wroctaw, dn. 08.05.2023r. prof. dr hab. inz. Joanna Wyka



