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I. Dane og lne o Pracy
praca obejmuje 187 stron maszynopisu i dodatkowo 3 strony nienumerowanych

załączn1kow (Załączniki nr 2-4 d,o Zarządzenia nr 1Ż4lŻ013). W tekŚcie pracy Zam]Ieszczono:

84 tabele otaz Ż4 ryciny. Praca składa się Z 7 ponumerowanych rozdziałow pt.: Częśc

literaturowa (31 str.), Cel pracy (2 str.), Częśc doświad cza\na (23 str.), Wyniki i ich

omowienie (55 str.), Dyskusj a (29 str.), Wnioski (2 str.), Piśmiennictwo (1B str. - 165 pozycji)

oraz dodatkowo zawiera rozdziały Spis tabel (3 str.),, Spis rycin (1 str.), Aneks, w ktorym

zawatto oświadczen\a w języku polskim i angielskim. Ponadto rozdział Część literaturowa

poprzedzony został streszczeniem w języku polskim (2 str.) i angielskim (3 str.) oraz Spisem

skrotow i symboli (2 str.).

Przeprowadzone W pracy doktorskiej badanie stanowi integralną częśc projektu

Go4Stevia finansowanego z funduszy Komisji Europejskiej i nadzorowanego przez Agencję

Wykonawcząds. Badan Naukowych (nr projektu 3I5I92), a Zaprezentowane W pracy dane

mają charakter poufny na podstawie umowy Konsorcjum.

II. Ocena merytoryczna Pracy

Stewia w Anreryce Południowej jest roŚ1Iną Znaną od stuleci, Spozywaną zę względu

na jej słodki smak' jak tez własności lecznrcZe. obecnie podkreśla się Znaczen:Ie stewii w

zywieniu ludzi zdrowych i chorych, w tym szczeg lnie chorych na cukrzycę (stewia nie

podnosi stęzenia glukozy we krwi); w leczeniu osob o nadmiernej masie ciała przy

planowaniu posiłkow o obniżonej kalorycznoŚci; w dietoterapii chorych z podwyzszonym

ciśnieniem krwi (glikozydy stewiolowe uznaje się za niemające wpływu na wielkośc ciŚnienia



tętniczego krwi, a nawęt obniza1ące ciśnienie skurczowe' jak i rozkurczowe krwi u chorych z

nadciśnienienr tętniczym). Stewia moŻe wykazywac teŻ właściwości przeclwzapalne i

immunomodulacyjne oraz przeciwnowotworowe i neuroprotekcyjne.

Smak słodki związkow zawartyclr w stewii oraz działante terapeutyczne sprawiaj 4, Że

jest ona corazszerzej uprawiana w krajach obu Ameryk, w Azji, jak i w Europie.

obecnie Stewia jest rośliną wykorzystywaną w przemyśle spozywczym, w medycynie

oraz w przemyśle kosmetycznym. Stewia rebaudiana Bertoni jest dopuszcZona na rynku

europejskim tylko w postaci glikozydow stewiolov\ych o czystosci 95o/o, wyizolowanych z

liŚci stewii. w przemyśle spozywczym, znalazły one zastosowanie przy produkcji słodkich

produktow o obnizonej wartoŚci kalorycznej (np. wyroby cukierni cze, dŻemy' marmolady o

zredukowanej wartości energetycznej, nektary owocowe i warzywne' lody, przetwory

zboŻowe, fermentowane przetwory mleczne, itp. - Tabela 1 1 w tekście pracy).

Tak więc aspekty zywieniowe i zdrowotne stewii Są obecnie przedmiotem

intensywnych badari, a ocena bezptecze stwa zasttzeŻonego preparatu stewii (PS)

otrzymanego Z liŚci stewii (szczegołowy skład frakcyjny preparatu stewii informacja

niejawna, zastrzeŻona umową), wydaje się być na tynr tle wazna i aktualna' a celowoŚc pracy

uzasadniona' gdyŻ obecnie Sama roŚlina i suszone liście stewii zgodnie Z rozporządzeniem

Parlamentu Europejskiego i Rady UE nr 258197, nie mogą znajdować się w sprzedaŻy,

poniewaz traktowane Są jako ,)nowa zywność'', a Status nowej zywnoŚci wymaga wnikliwej

weryfikacji bezpiecze stwa.

Tytuł pracy odpowiada tematowi oraz wykonanym badaniom.

Układ pracy jest właściwy dla prac typu ana|ttycznego' składa się Z rozdziałow

logicznie ułozonych i wzajemnie powlązanych z zachowaniem wzajemnych proporcii.

Praca został.a poprzedzona Spisem skr t w i symboli, co Znacząco ułatwia czytante

pracy, przy czym nie uniknięto drobnych nieścisłości zapis w, jak np. definirrjąc LDso jako

dawkę śmierteln ąbezpodania , iŻ d,otyczy 5Oo/o zwierząt.

Wyniki badan własnych zostały poprzedzone Częścią literaturową co pozwala lepiej

Zrozum|ec zagadnienia stanowiące przedmiot badan. omawiane w przegIądzie literatury

wątki dotyczyły cztercch głownych obszar w, tj.(1) wiadomości ogcllnych nt. stewii (w tym:

klasyfikacj i systematycznej, pocho dzenia i budowy morfologicznej, historii pocho dzenia

stewii); (2) składu chemicZnego i wartości odzywczej stewii' (3) właściwoŚci prozdrowotnych

rośliny; (4) bezpieczenstwa stosowania w Zywności, a wyszczegolnione zagadnienia zostały

poprawnie om wione.

W rozdziale tym moŻna było uniknąć drobnych uchybie , m.in.:



o pomylenia podpisow pod rycinarni 2 \ 3,

o sformułowania, iz roślina ta jest Żrodłem witamin i składnikow mineralnych, gdyŻ za

ŹrodŁo uwazany jest produkt, ktory jest dominującym noŚnikiem danej substancji w

diecie (bardziej prawidłowe byłoby stewia w Swoim składzie zawlera) (m'in' str' 1B)'

PodkreŚlic takŻe naieŻy, tŻ w por wnaniu Z warzywami liściastymi stewia

charakteryzuje się duŻą zawarlością kwasu szczawIowego (2295 mg/100 g)' co

przeciwd ziała wykorzystaniu składnikow mirreralnych przez organiznr człowieka'

Ponadto Autorka Sama psze, tŻ ,,pozostałe składniki mają znikome znaczenie z uwagi

na niewielkie spozycie tej rośliny'' (str' 18)'

. Doktorantka wymienia, iŻ zidentyfikowano w liściach stewii 9 niezbędnych

aminokwas w, m.in. takich jak: kwas glutamino\My, kwas asparaginov$' seryna'

alanina, prolina, tyrozyna (str. 19) _ jednakze wymienione aminokwasy nie Są w

rozumieniu nauki o zywieniu człowiekauwaŻane Za egzogenne.

W rozdzrale Cel pracy Doktorantka przedstawiła poprawnie cel ogolny badan, ale nie

przedstawiła kompleksowego schematu całości badan, jak teŻ weryfikowanych w pracy

hipotez szczegołowych (poza głowną hipotezą badawczą). Rozdział ten Zaw\era w swojej

treści skrotowy zap\s 4 szeroko zaplanowanych obszar w badan Z Wszczegolnieniem

wykonanej oceny wpływu dodatku preparatu stewii (PS) do diety szczurow w kierunku: (1)

wskaznikow og lnowzrostowych sZcZLLra (spozycie diety' przyrost masy ciała, ocena

efektywnoŚci zywienia, masa narządow' masa kości udowych); (Ż) wpływu dodatku preparatu

stewii na parametry morfolo glczne krwi (WBC, RBC, HGB' HCT' PLT' MCV' MCH'

MCHC); (3) wpływu preparaty stewii na wskazniki biochemrcZne krwi (GLU, gospodarka

lipidowa, AST, ALT, białko całkowite, mocznik, kreatynina, ceruloplazmlna) oraz (4)

wpływu dodatku stewii do diety szczur w na gospodarkę mineraln a w szczegolności Ca, Mg,

Fe, Zn, Cu. Pełen zakres badan, choc na|eŻy uznac za wielowątkowy, niemniej w całości

Zaprezentowany został w pracy jedynie w odniesieniu do najkrotszego okresu badawczego 3-

miesięcy.

W rozdzia1e CzęŚć doŚwiad cza|na i podro zdzia|e Model doŚwiadczenia

uszczęgołowiono , tŻ jedynie pierw sze, Ę. 3-miesięczne badanie (3M) doustnej toksyczności

podprzewlekłej powtorzonej dawki zostało przeprowadzone w Zwierzętarnt UP w Poznaniu

(po uzyskaniu zgody komisji bioetycznej), zaś dwa kolejne doŚwiadczenia długoterminowe,

tj l2-miesi ęczne badanie (12M) przewlekłej toksyczności, włącznte Z Z4-miesięcznym

badaniem (24M) rakotworczości przeprowadzono we wsp łpracy z ośrodkiem we Włoszech,

a pobrany materiał biolog rcZny w przedłozonej do oceny pracy wykorzystano tylko do oceny



wpływu PS na gospodarkę mineralną W warunkach długotrwałego naraŻenl'a na testowaną

substancję. w częŚci doświad czalnej nie zaplanowano badan w kierunku oceny

bezpieczeristwa PS na wskazniki rozrodcze szczurow' ocenę histopatologtczą narządow

wewnętr znych, zawartoŚc immunoglobulin w surowicy krwi szczur w co mogłoby

uzrrpełniĆ dowody na bezptecze stwo testowanego PS. Nie mniej jednak zap|anowany zakres

w doŚwiadczeniu 3_miesięcznym badan na\eŻy uznac Za obszerny, wieloaspektowy, o

znacznym stopntu złoŻonoŚci w ocenie bezpiecze stwa zastrzezonego produktu. Wszystkie

doświad czenia zaplanowano celowo i poprawnie.

Wszystkie 3 badania (3-, 1Ż- i24-miesięczne) wykonano z uzyciem samcÓw i samic

$-tygodniowych szczurow Spraque-Dawley z hodowli Charles River w Niem czech, przy

czym Autorka w pracy wyjaśnia ogranlczenia modelu Zwlerzęcego w odniesieniu wynikow

do organizmu człowieka - co na\eŻy vznal Za wysoce właściwe. Doktorantka w części

doświadczalnej pracy nie uzasadnia natomiast wielkoŚci dodatku PS do diety szczur w na

poziomię 0,1%; Io/o;2,5o/o;5%; rc% - co wymaga komentarza. Ze składu diet (Tabela 20) nie

wynika rowniez jakim składnikiem zastępowano PS, aby diety podawane Szczurom były

izokaloryczne.

W pracy zastosowano poprawnie typowe metody badawczę dla ocenianych

wskaźnikow. Analizę parametr w morfologicznych krwi i biochemicznych krwi (metodami

enzymatycznymt lub spektrofotometrycznymi) przeprowadzono w akredytowanym

Laboratorium Medycznym Synevo (Poznan Polska), Z powołaniem na żrodła metod

badawczych. oznaczęnie zawartoŚci składnikow mineralnyclr w materiale biologicZnym

(surowicy krwi, tkankach narządow oraz koŚciach) wykonano metodą ASA z atomtzerem

płomieniowym, co wymagało nabycia od Doktorantki umiejętności prowadzenia oznaczen

chemicznych o Znacznym stopniu Zaawansowania/trudności. Wykaz tkanek/wskaznikow

wykorzystywanych do oceny gospodarki mineralnei zamieszczono w Tabeli 39 (str. B0) w

części Wyniki i ich omowienie (właściwiej na\eŻał'o zamieŚcic w części metodycznej badan).

Metody wykorzystane do oceny statystycznej na\eŻy vznac Za poprawne i ogolnie

stosowane w tego typu doŚwiadczentach. W opisie analtzy statystycznej nie podano nazwy

testu, przy uzyciu ktorego eliminowano wyniki badan obarczone błędem grubym, nie jest tez

jasne dlaczego W przypadku obliczania wsp łczynnika korelacji rang Spearmana zastosowano

test statystyczny dla zmierrnych o rozkładz\e nieparam etrycznym, podczas gdy wcześnie

stosowano test ANOVA powszechnie uzywany w ocenie zmiennych parametrycznych.

Wyniki oznaczen zamteszczono w rczdziale Wyniki i ich om wienie. Wyniki badan

uzyskane w niniejszej pracy pozwoliły na uzasadnioną weryfikację zapisanej w celu pracy



hipotezy badawczej, lzdodatek PS do diety nie wpływa negatywnie na organ'Zm szczurow

doświadczalnych - co potwierdzono przede wszystkim w doświadczeniu 3-miesięcznym,

gdyŻwyniki badan 12- \24-miesięcznych nie obejmtrją parametr w morfologicznych krwi w

całości, jak tezbiochemicznyclr krwi'

Jednocześnie wnikliwszą analizę danych

ułatwiło by l umoŻl iwiłoby :

przęZ osobę czytayącą

przedstawienie schematu badan w części metodycznej i wynikow badan wg.

ujednoliconego schematu badan w części doŚwiad cza|nej, gdyŻ np. w częśct

doŚwiad czen.a3-miesięcznego Doktorantka prezentuje wyniki w podrozdzia|e Wpływ

dodatku pS do diety na wskazniki ogolnowzrostowe u szczura (3M) wg':

PrzeŻywalnoŚć, Srednie dzięnne i całkowite spozycie diety, Całkowtty przyrost masy

ciała, Spozycie PS, Spozycie składnikow mineralnych' Wskaznik efektywności

zywienia, Masy narząd w wewnętr znych i kości udowych. W doŚwiadczeniu I2-

miesięcznym nie wyszczegolniono podrozd ziałow szczegołowych: PrzeŻywalnoŚc,

Srednie całkowite spozycie diet, Spozycie składnikow mineralnych', Wskaznik

efektywnoŚci zywienia, Masy narząd w wewnętr znych i kości udowych. Ponadto

tytuły ułozone są dla prezentowanych okres w badan w trochę innej kolejności, a

tabele 21 i Ż8 nie odpowiadują w przygotowaniu tabelom 50 i 51 (swoim

odpowiednikom). Podobnie uwagi te dotyczą do Świa dczenta Ż 'miesięcznego ;

po1iczenie wskaŹnika efektywności zywienia dla okres w 12M i Ż4M (byc moŻę

pozwo1iłoby to wyjaśnic ponad 2_krotne r znice w przypadku tego wskaznika dla

samic i samcow w okresie 3M - samice o połowę wolniej budowały swoją masę ciała,

co skutkowało wyŻszymobciązeniem PS organizmu samic i większawtaŻItwością na

preparatwprzypadkuniektorychbadanychparametrow),

podanie pod tabelami i rycinami opisu statystycznego,

ptzy podaniu spozycia składnik w mineralnych dla okresu 12_miesięcy uzupełnienie

wynikow statystyc znych dla wszystkich okres w o podanie za\ęŻnośc\ pomiędzy

spozyciem składnikow mineralnych a ich zawartością w 'narządach i stęzeniem w

surowicy krwi (dla okresu 12_miesięcy nie zamieszczono r wniez danych nt' mas

narządow, co r w n\eŻuniemozliwia głębsze wnioskowanie dla wszystkiclr okres w),

poprawa błędnych zapisow w głowkach tabel (np. Tabela Ż9 i Tabela 30 - usunąć

naieŻy Zap|swskazniki o go lnowzro stowe, gdyz tabele doty czą spozycia)'



Do szczego1nie interesujących element w pracy na\eŻy rozdział Dyskusj&, W ktorej

Autorka porownuje własne obserwa cje z dostępnymi w piśmiennictwie światowym, starając

się tłum aczye przyczynY stwierdzonych zjawisk i dowodząc tym Samym swojej dojrzałości

naukowej w interpretacji uzyskanych wynikow. szczegolnie cenny jest tez w tym obszatze

podrozdział sumujący kwestię toksycznoŚci glikozydow stewiolowych oraz zebrane w

tabelach 83 i 84 dane nt. przeglądu badan dotyczących toksyczności ostrej, podprzewlekłej i

przewlekłej gliko zydow stewiolowych, jakteŻgenotoksyczności tych zwtązkow-

Wnioski. Na podstaw te zap|anowanego i wykonanego badania Doktorantka uzyskała

wyniki, ktore pozwoliły na sformułowanie 4 stwier dzen i 3 wnioskow ogolnyclr' Trudno się

zgodzicze stwierdzeniem Ż, jakwpływa podawanie PS na wskaŻntkt morfolo gLczne krwi w

okresie 12- \24-miesięcy, gdyŻw pracy Zamleszczono takię wyniki tylko częŚciowo dla tych

okresow' podobnie z wnioskiem ogolnym 1, gdz\e zawarto informację o nt' wskaŹnikow

morfo1ogicznych i biochemicznych w okręsie badan 12M i 24M, gdyŻ wynikow tych rrie

zam\eszczono w pracy (szczegolnie biochemicznych). Podkreślic rownieŻ na\eŻy Za Autorką'

iŻ samic e szczurow w okresie 3-miesię czrlym silniej reagowały na wysokie dawki preparatu'

a'e wyka Zano Zarazęmmozliwość adaptacji organizmu do wysokich dawek (wniosek ogolny

nr 2).

Zamteszczone w pracy i omawiane piŚmiennictwo to 165 pozycji, blisko w całoŚci

angielskojęzycznych,a112zntchukazałasięporoku2010.

W pracy nie uniknięto drobnych błędow stylistycznych, jaktez sporadyczn|e uzywano

czasuterażntejszegodlaopisuprzedstawianychwynikow.

Podsumowując ocenę pracy doktorskiej mgr inż'

stwierdzić, iŻ zagadnienia w niej poruszane są istotne

zakresie badari nad żywnoŚcią i żywieniem odnosząc się

preparatu stewii na organizm szczura'

III. Wniosek koricowY

Na podstawie dokonanej oceny stwierdzam, iŻ rozprawa autorstwa mgr inż'

Katarzyny Marcinek pt. Wpływ clodatku clo cliety prepflratu stewii (Stevia rebaudinnu

Bertoni) na organizm szczur w doświaclczalnych spełnia wymagania stawiane rozprawom

na stopieri doktora i ma istotne walory poznawcze. Biorąc powyższe pod uwagę stawiam

wniosek do Rady Wydziału Nauk o Żywności i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego

w Poznaniu o jej przyjęcie i dopuszczenie mgr inż. Katarzyny Marcinek do dalszych

etapow przewodu doktorskiego celem nadania stopnia naukowego doktola'
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