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1. Dane ogolne o pracy
Praca obejmuje 187 stron maszynopisu i dodatkowo 3 strony nienumerowanych
zalacznikow (Zataczniki nr 2-4 do Zarzadzenia nr 124/2013). W tekscie pracy Zamieszczono:
84 tabele oraz 24 ryciny. Praca sktada si¢ z 7 ponumerowanych rozdziatow pt.: Czgs¢
literaturowa (31 str.), Cel pracy (2 str.), Czgs¢ do$wiadczalna (23 str.), Wyniki i ich
omowienie (55 str.), Dyskusja (29 str.), Wnioski (2 str.), Pismiennictwo (18 str. - 165 pozycji)
oraz dodatkowo zawiera rozdzialy Spis tabel (3 str.), Spis rycin (1 str.), Aneks, w ktérym
zawarto o$wiadczenia w jezyku polskim i angielskim. Ponadto rozdzial Cz¢s$¢ literaturowa
poprzedzony zostal streszczeniem w jezyku polskim (2 str.) i angielskim (3 str.) oraz Spisem
skrotow 1 symboli (2 str.).
Przeprowadzone w pracy doktorskiej badanie stanowi integralna czgs¢ projektu
Go4Stevia finansowanego z funduszy Komisji Europejskiej i nadzorowanego przez Agencjg
Wykonaweza ds. Badan Naukowych (nr projektu 315192), a zaprezentowane w pracy dane

maja charakter poufny na podstawie umowy Konsorcjum.

I1. Ocena merytoryczna pracy

Stewia w Ameryce Poludniowej jest rosling znang od stuleci, spozywana ze wzgledu
na jej stodki smak, jak tez wlasnosci lecznicze. Obecnie podkresla si¢ znaczenie stewil W
zywieniu ludzi zdrowych i chorych, w tym szczegblnie chorych na cukrzycg (stewia nie
podnosi stezenia glukozy we krwi); w leczeniu 0sob o nadmiernej masie ciala przy
planowaniu positkow o obnizonej kalorycznosci; w dietoterapii chorych z podwyzszonym

cisnieniem krwi (glikozydy stewiolowe uznaje si¢ za niemajace wptywu na wielkos¢ cisnienia



tetniczego krwi, a nawet obnizajgce cisnienie skurczowe, jak i rozkurczowe krwi u chorych z
nadci$nieniem tetniczym). Stewia moze wykazywac tez wilasciwosei przeciwzapalne i
immunomodulacyjne oraz przeciwnowotworowe 1 neuroprotekcyjne.

Smak stodki zwigzkow zawartych w stewii oraz dzialanie terapeutyczne sprawiaja, ze
jest ona coraz szerzej uprawiana w krajach obu Ameryk, w Azji, jak i w Europie.

Obecnie Stewia jest rosling wykorzystywana w przemysle spozywczym, w medycynie
oraz w przemysle kosmetycznym. Stewia rebaudiana Bertoni jest dopuszczona na rynku
europejskim tylko w postaci glikozydow stewiolowych o czystosci 95%, wyizolowanych z
lisci stewii. W przemysle spozywczym, znalazty one zastosowanie przy produkcji stodkich
produktow o obnizonej wartosci kalorycznej (np. wyroby cukiernicze, dzemy, marmolady o
zredukowanej wartosci energetycznej, nektary owocowe i warzywne, lody, przetwory
zbozowe, fermentowane przetwory mleczne, itp. — Tabela 11 w tekscie pracy).

Tak wigc aspekty zywieniowe 1 zdrowotne stewii sg obecnie przedmiotem
intensywnych badan, a ocena bezpieczenstwa zastrzezonego preparatu stewii (PS)
otrzymanego z lisci stewii (szczegdtowy skitad frakcyjny preparatu stewii — informacja
niejawna, zastrzezona umowa), wydaje si¢ by¢ na tym tle wazna i aktualna, a celowos¢ pracy
uzasadniona, gdyz obecnie sama roslina i suszone liscie stewii zgodnie z rozporzgdzeniem
Parlamentu Europejskiego i Rady UE nr 258/97, nie moga znajdowaé si¢ w sprzedazy,
poniewaz traktowane sg jako ,,nowa zywnos$¢”, a status nowej zywnosci wymaga wnikliwe;j
weryfikacji bezpieczenstwa.

Tytul pracy odpowiada tematowi oraz wykonanym badaniom.

Uklad pracy jest wlasciwy dla prac typu analitycznego, sktada si¢ z rozdziatow
logicznie utozonych 1 wzajemnie powigzanych z zachowaniem wzajemnych proporcji.

Praca zostata poprzedzona Spisem skrotow i symboli, co znaczaco utatwia czytanie
pracy, przy czym nie uniknieto drobnych niescistosci zapiséw, jak np. definiujac LDso jako
dawke $miertelng bez podania, iz dotyczy 50% zwierzat.

Wyniki badan wlasnych zostaty poprzedzone Cze$cig literaturowa co pozwala lepiej
zrozumie¢ zagadnienia stanowigce przedmiot badan. Omawiane w przegladzie literatury
watki dotyczyty czterech gtownych obszaréw, tj. (1) wiadomosci ogdlnych nt. stewii (w tym:
klasyfikacji systematycznej, pochodzenia 1 budowy morfologicznej, historii pochodzenia
stewii); (2) sktadu chemicznego i wartosci odzywczej stewii; (3) wlasciwosci prozdrowotnych
rosliny; (4) bezpieczenstwa stosowania w zywnosci, a wyszczegdlnione zagadnienia zostaty
poprawnie omdwione.

W rozdziale tym mozna byto unikna¢ drobnych uchybien, m.in.:



e pomylenia podpisow pod rycinami 21 3,

e sformutowania, iz rodlina ta jest zrodlem witamin i sktadnikéw mineralnych, gdyz za
srodto uwazany jest produkt, ktory jest dominujacym nosnikiem danej substancji w
diecie (bardziej prawidlowe byloby stewia w swoim sktadzie zawiera) (m.in. str. 18).
Podkreslic takze nalezy, iz w pordwnaniu z warzywami lidciastymi stewia
charakteryzuje sie duza zawartoscig kwasu szczawiowego (2295 mg/100 g), co
przeciwdziata wykorzystaniu sktadnikow mineralnych przez organizm cztowieka.
Ponadto Autorka sama pisze, iz ,,pozostale sktadniki maja znikome znaczenie z uwagi
na niewielkie spozycie tej rosliny” (str. 18).

e Doktorantka wymienia, iz zidentyfikowano w lisciach stewii 9 niezbednych
aminokwaséw, m.in. takich jak: kwas glutaminowy. kwas asparaginowy, seryna,
alanina, prolina, tyrozyna (str. 19) — jednakze wymienione aminokwasy nie sg w
rozumieniu nauki o zywieniu czlowieka uwazane za egzogenne.

W rozdziale Cel pracy Doktorantka przedstawita poprawnie cel ogblny badan, ale nie
przedstawita kompleksowego schematu catosci badan, jak tez weryfikowanych w pracy
hipotez szczegdtowych (poza glowna hipoteza badawczg). Rozdzial ten zawiera W SWojej
tresci skrotowy zapis 4 szeroko zaplanowanych obszaréw badan z wyszczegdlnieniem
wykonanej oceny wptywu dodatku preparatu stewii (PS) do diety szczurow w kierunku: (1)
wskaznikow ogélnowzrostowych szczura (spozycie diety, przyrost masy ciala, ocena
efektywnosci zywienia, masa narzadow, masa kosci udowych); (2) wptywu dodatku preparatu
stewll na parametry morfologiczne krwi (WBC, RBC. HGB, HCT, PLT, MCV, MCH,
MCHC); (3) wplywu preparaty stewii na wskazniki biochemiczne krwi (GLU, gospodarka
lipidowa, AST, ALT, biatko calkowite, mocznik, kreatynina, ceruloplazmina) oraz 4)
wplywu dodatku stewii do diety szczurOw na gospodarke mineralna w szczegolnosei Ca, Mg,
Fe, Zn, Cu. Pelen zakres badan, cho¢ nalezy uzna¢ za wielowgtkowy, niemniej w catosci
zaprezentowany zostal w pracy jedynie w odniesieniu do najkrotszego okresu badawczego 3-
miesiecy.

W rozdziale Cze§¢ doswiadczalna | podrozdziale Model do$wiadczenia
uszczegdtowiono, iz jedynie pierwsze, tj. 3-miesieczne badanie (3M) doustnej toksycznosci
podprzewleklej powtorzone] dawki zostalo przeprowadzone w Zwierzetarni UP w Poznaniu
(po uzyskaniu zgody komisji bioetycznej), za$ dwa kolejne do$wiadczenia dltugoterminowe,
tj. 12-miesigczne badanie (12M) przewleklej toksycznosei, wlacznie z 24-miesigcznym
badaniem (24M) rakotworczosci przeprowadzono we wspotpracy z oé$rodkiem we Wtoszech,

a pobrany material biologiczny w przedtozonej do oceny pracy wykorzystano tylko do oceny



wpltywu PS na gospodarke mineralng w warunkach diugotrwatego narazenia na testowana
substancje. W czesci doswiadczalnej nie zaplanowano badan w  kierunku oceny
bezpieczenstwa PS na wskazniki rozrodcze szczuréw, ocene histopatologicza narzadow
wewnetrznych, zawarto$¢ immunoglobulin w surowicy krwi szczuréw — co mogloby
uzupetni¢ dowody na bezpieczenstwo testowanego PS. Nie mniej jednak zaplanowany zakres
w do$wiadczeniu 3-miesiecznym badan nalezy uzna¢ za obszerny, wieloaspektowy, o
znacznym stopniu zlozonosci w ocenie bezpieczefistwa zastrzezonego produktu. Wszystkie
dos$wiadczenia zaplanowano celowo i poprawnie.

Wszystkie 3 badania (3-, 12- i 24-miesigczne) wykonano z uzyciem samcow i samic
6-tygodniowych szczuréw Spraque-Dawley z hodowli Charles River w Niemczech, przy
czym Autorka w pracy wyjasnia ograniczenia modelu zwierzgcego w odniesieniu wynikow
do organizmu czlowieka — co nalezy uznaé za wysoce wiasciwe. Doktorantka w czescel
do$wiadczalnej pracy nie uzasadnia natomiast wielkosci dodatku PS do diety szczurow na
poziomie 0,1%; 1%; 2,5%; 5%; 10% - co wymaga komentarza. Ze sktadu diet (Tabela 20) nie
wynika rowniez jakim sktadnikiem zastgpowano PS, aby diety podawane szczurom byty
izokaloryczne.

W pracy zastosowano poprawnie typowe metody badawcze dla ocenianych
wskaznikow. Analize parametréw morfologicznych krwi i biochemicznych krwi (metodami
enzymatycznymi lub  spektrofotometrycznymi) —przeprowadzono w  akredytowanym
Laboratorium Medycznym Synevo (Poznan Polska), z powotaniem na zrédla metod
badawczych. Oznaczenie zawartosci skladnikow mineralnych w materiale biologicznym
(surowicy krwi, tkankach narzadéw oraz kosciach) wykonano metoda ASA z atomizerem
plomieniowym, co wymagalo nabycia od Doktorantki umiejgtnosci prowadzenia oznaczen
chemicznych o znacznym stopniu zaawansowania/trudnosci. Wykaz tkanek/wskaznikow
wykorzystywanych do oceny gospodarki mineralnej zamieszczono w Tabeli 39 (str. 80) w
czes$ci Wyniki i ich omowienie (wlasciwiej nalezato zamiesci¢ w czgscl metodycznej badan).

Metody wykorzystane do oceny statystycznej nalezy uzna¢ za poprawne i ogolnie
stosowane w tego typu doswiadczeniach. W opisie analizy statystycznej nie podano nazwy
testu, przy uzyciu ktérego eliminowano wyniki badan obarczone btgdem grubym, nie jest tez
jasne dlaczego w przypadku obliczania wspélczynnika korelacji rang Spearmana zastosowano
test statystyczny dla zmiennych o rozkladzie nieparametrycznym, podczas gdy wczesnie
stosowano test ANOVA powszechnie uzywany w ocenie zmiennych parametrycznych.

Wyniki oznaczen zamieszczono w rozdziale Wyniki i ich oméwienie. Wyniki badan

uzyskane w niniejszej pracy pozwolity na uzasadniong weryfikacje zapisanej w celu pracy



hipotezy badawczej, iz dodatek PS do diety nie wplywa negatywnie na organizm SzCzurow
doswiadczalnych — co potwierdzono przede wszystkim w do$wiadczeniu 3-miesigcznym,
gdyz wyniki badan 12- 1 24-miesiecznych nie obejmujg parametrow morfologicznych krwi w

catosci, jak tez biochemicznych krwi.

Jednoczesnie wnikliwsza analize danych przez osobe czytajaca
ulatwitoby/umozliwitoby:

o przedstawienie schematu badan w czgéci metodycznej 1 wynikow badan wg.
ujednoliconego schematu badan w czesci doswiadczalnej, gdyz np. w czesel
doswiadczenia 3-miesiecznego Doktorantka prezentuje wyniki w podrozdziale Wplyw
dodatku PS do diety na wskazniki ogdlnowzrostowe u  szczura (GM) wg.:
Przezywalnosc, Srednie dzienne i calkowite spozycie diety, Catkowity przyrost masy
ciata, Spozycie PS, Spozycie sktadnikow mineralnych, Wskaznik efektywnosci
zywienia, Masy narzadow wewnetrznych i kosci udowych. W doswiadczeniu 12-
miesiecznym nie wyszczegolniono podrozdzialow szczegdlowych: Przezywalnosc.
$rednie catkowite spozycie diet, Spozycie sktadnikoéw mineralnych, Wskaznik
efektywnosci zywienia, Masy narzadow wewngtrznych i kosci udowych. Ponadto
tytuty ulozone sg dla prezentowanych okresow badan w troche innej kolejnosci, a
tabele 27 i 28 nie odpowiadaja w przygotowaniu tabelom 50 i 51 (swoim
odpowiednikom). Podobnie uwagi te dotycza do$wiadczenia 24-miesigcznego;

o policzenie wskaznika efektywnos$ci zywienia dla okresow 12M i 24M (by¢ moze
pozwolitoby to wyjasni¢ ponad 2-krotne roznice w przypadku tego wskaznika dla
samic i samcow w okresie 3M — samice o potowe wolniej budowatly swojg masg ciata,
co skutkowalo wyzszym obcigzeniem PS organizmu samic i wigksza wrazliwoscia na
preparat w przypadku niektorych badanych parametrow),

o podanie pod tabelami i rycinami opisu statystycznego,

o przy podaniu spozycia skladnikéw mineralnych dla okresu 12-miesigcy uzupetnienie
wynikow  statystycznych dla wszystkich okresow o podanie zaleznosci pomiedzy
spozyciem sktadnikow mineralnych a ich zawartoscig w narzadach i1 stgzeniem w
surowicy krwi (dla okresu 12-miesigey nie zamieszczono rowniez danych nt. mas
narzadow, co rowniez uniemozliwia glebsze wnioskowanie dla wszystkich okresow),

° poprawa blednych zapisow w gtowkach tabel (np. Tabela 29 i Tabela 30 — usung

nalezy zapis wskazniki ogolnowzrostowe, gdyz tabele dotycza spozycia).



Do szczegolnie interesujgcych elementow pracy nalezy rozdzial Dyskusja, w ktore]
Autorka poréwnuje wlasne obserwacje z dostgpnymi w pi$miennictwie $wiatowym, starajac
sie thumaczy¢ przyczyny stwierdzonych zjawisk i dowodzac tym samym swojej dojrzatosci
naukowej w interpretacji uzyskanych wynikow. Szczegdlnie cenny jest tez w tym obszarze
podrozdzial sumujacy kwestie toksycznosci glikozydow stewiolowych oraz zebrane w
tabelach 83 i 84 dane nt. przegladu badan dotyczacych toksycznosci ostrej, podprzewleklej 1
przewleklej glikozydow stewiolowych, jak tez genotoksycznosci tych zwigzkow.

Whioski. Na podstawie zaplanowanego i wykonanego badania Doktorantka uzyskata
wyniki, ktore pozwolity na sformutowanie 4 stwierdzen i 3 wnioskow ogolnych. Trudno si¢
zgodzié ze stwierdzeniem 2, jak wptywa podawanie PS na wskazniki morfologiczne krwi w
okresie 12- i 24-miesiecy, gdyz w pracy samieszcezono takie wyniki tylko czesciowo dla tych
okresow, podobnie z wnioskiem ogolnym 1, gdzie zawarto informacje o nt. wskaznikow
morfologicznych 1i biochemicznych w okresie badan 12M i 24M, gdyz wynikow tych nie
zamieszczono w pracy (szczegélnie biochemicznych). Podkresli¢ rowniez nalezy za Autorka,
{7 samice szczuréw w okresie 3-miesigcznym silniej reagowaty na wysokie dawki preparatu,
ale wykazano zarazem mozliwosé adaptacji organizmu do wysokich dawek (wniosek ogolny
nr2).

Zamieszczone W pracy i omawiane pismiennictwo to 165 pozycji, blisko w calosci
angielskojezycznych, a 1/2 z nich ukazata sie po roku 2010.

W pracy nie uniknigto drobnych blgdow stylistycznych, jak tez sporadycznie uzywano
czasu terazniejszego dla opisu przedstawianych wynikow.

Podsumowujgc ocen¢ pracy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Marcinek pragne
stwierdzié, iz zagadnienia w niej poruszane s3 istotne i uzupelniaja stan wiedzy w
zakresie badan nad zywnos$cia i Zywieniem odnoszac si¢ do okreslenia bezpieczenstwa

preparatu stewii na organizm szczura.

I11. Wniosek konicowy

Na podstawie dokonanej oceny stwierdzam, iz rozprawa autorstwa mgr inZz.
Katarzyny Marcinek pt. Wplyw dodatku do diety preparatu stewii (Stevia rebaudiana
Bertoni) na organizm szcguréw doswiadczalnych spelnia wymagania stawiane rozprawom
na stopien doktora i ma istotne walory poznawcze. Biorac powyzsze pod uwage stawiam
wniosek do Rady Wydzialu Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu o jej przyjecie i dopuszczenie mgr inz. Katarzyny Marcinek do dalszych

etapow przewodu doktorskiego celem nadania stopnia naukowego doktora.



