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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Pauliny Keski

p.t.: ,,Bialka poledwicy wieprzowej surowo dojrzewajacej jako potencjalne zrédlo
bioaktywnych peptydéw — badania in silico i in vitro”
zrealizowanej pod kierunkiem promotora dr hab. inz. Joanny Stadnik, prof. UP
w Katedrze Technologii Surowcdéw Pochodzenia Zwierzecego,

Wydziat Nauk o Zywnosci i Biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Recenzje wykonano na podstawie pisma Dziekana Wydziatu Nauk o Zywnosci i
Biotechnologii, prof. dr hab. Izabelli Jackowskiej, z dnia 17 pazdziernika 2018 r., zgodnie z
uchwatg Rady Wydziatu Nauk o Zywnosci i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w
Lublinie z dnia 21 grudnia 2016 roku.

Uwagi wstepne

Migso nalezy do cennych artykuldw zywnosciowych, gtownie z uwagi na zawartosé¢
pelnowartosciowego biatka. Pomimo popularnosci diet bezmigsnych spozycie migsa w Polsce
utrzymuje sie na wzglednie stabilnym poziomie (wg danych GUS - 5,57 kg
miesa/osobe/miesiac w 2010 r. i 5,32 kg migsa/osobe/miesiac w 2016 r.), przy czym
najpopularniejszym rodzajem migsa jest wieprzowina. Do poszukiwanych i wysoko
cenionych wyrobow miesnych zalicza si¢ produkty fermentowane. Sg one postrzegane jako
zywnos$¢ naturalna, w ktorej sktadniki surowcowe podlegajg w procesie technologicznym

niewielkim zmianom a gwarancja wysokiej jakosci sensorycznej podczas dtugiego okresu
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przechowywania jest m. in. dodatek kultur startowych. Zywe mikroorganizmy i produkty
ich przemiany materii przedostaja si¢ do organizmu czlowieka, wspomagajac jego
prawidlowe  funkcjonowanie. Szczegdlne znaczenie wsrod drobnoustrojéw celowo
wprowadzanych do zywnosci majg bakterie probiotyczne. Zastosowanie ich w procesie
technologicznym pozwala na zwigkszenie wartosci prozdrowotnej produktéw miesnych, ze
wzgledu na korzystny wplyw na organizm cztowieka jak tez wiasciwosci proteolityczne,
przyczyniajace si¢ do uwalniania fragmentdw biologicznie aktywnych. Bioaktywne peptydy
moga regulowaé procesy fizjologiczne ustroju, w tym wszystkich ukladéw organizmu
(hormonalnego, immunologicznego, krazenia, nerwowego czy pokarmowego). Znanych jest
wiele mikroorganizméw produkujgcych kwas mlekowy na drodze fermentacji cukréw, ale
stosunkowo nieliczne gatunki mozna zaliczy¢ do probiotycznych. W produkcji surowych
wyrobow dojrzewajacych drobnoustroje musza by¢ tak dobrane, aby ksztaltowaly
akceptowalne przez konsumentéw wiasciwosci organoleptyczne.

Coraz wigksze wymagania wspélczesnych konsumentéw wymuszaja, zarowno na
producentach jak i pracownikach naukowych, prowadzenie prac ukierunkowanych na ciggte
polepszanie jakosci gotowego wyrobu. Stad tez badania podjete przez mgr inz. Pauline Keske,
ktorych celem bylto okreslenie potencjalu bialek surowej poledwicy wieprzowej dojrzewajacej
jako prekursoréw biologicznie aktywnych peptydow uwazam za uzasadnione i wartosciowe,
tym bardziej ze w przeprowadzonych doswiadczeniach wykorzystano szczepy probiotyczne

i potencjalnie probiotyczne. Uzyskane wyniki mogg by¢ wykorzystane w praktyce.

Ocena formalna pracy
Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Pauliny Keski pt.: ,Biatka
poledwicy wieprzowej surowo dojrzewajacej jako potencjalne zrédto bioaktywnych
peptydow — badania in silico 1 in vifro” jest spjnym tematycznie zbiorem pigciu publikacji
naukowych, ktére ukazaly si¢ drukiem w latach 2015 — 2018 w nastepujacych czasopismach:
— Acta Scieniarum Polonorum Technologia Alimentaria (IF=0)
— Journal of Sensory Studies (IF=1,753)
— Food & Function (IF=3,247)
— Nutrients (IF=4,196)
— International Journal of Peptide Research and Therapeutics (IF=1,132)
Wedlug punktacji czasopism MNiSW Pani mgr inz. Paulina Ke¢ska za wyodrebniony jako
jednotematyczny cykl publikacji uzyskata 125 punktéw, taczny impact factor wymienionych



publikacji wynosi 10,328 (dane dotycza roku opublikowania). Wszystkie prace opublikowano
w jezyku angielskim. Pierwsza z nich stanowi przeglad dotychczasowego stanu wiedzy w
zakresie biologicznie aktywnych peptydéw, ktérych zrédlo stanowi migso i surowe wyroby
miesne dojrzewajgce, natomiast pozostate cztery przedstawiajg wyniki badan. Z wyjatkiem
artykutlu przegladowego Doktorantka jest pierwszym autorem. Pani mgr inz. Paulina Keska
dolgczyta wymagane oswiadczenia, potwierdzajace Jej znaczacy indywidualny wktad (60-
80%), polegajacy na zebraniu literatury, wspoéludziale w tworzeniu koncepcji pracy,

wykonywaniu do§wiadczen, analizie wynikow, przygotowaniu manuskryptu.

Praca doktorska mgr inz. Pauliny Keski sktada si¢ ze 118 numerowanych stron,
obejmujacych wykaz 84 zrédlowych materiatow bibliograficznych, 3 tabele i 10 rysunkéw.
Praca zawiera strong tytutows, podzieckowania, spis tresci oraz rozdziaty: 1. Wstegp (1 strona),
2. Wprowadzenie (13 stron), 3. Hipoteza badawcza i cel pracy (1 strona), 4. Material i metody
badawcze (2 strony), 5. Opis wynikow i osiggnie¢ badawczych (16 stron), 6. Podsumowanie
i wnioski (1 strona), 7. Literatura (8 stron), 8. Spis tabel i rysunkéw (1 strona), 9. Wykaz
publikacji wchodzgcych w sklad rozprawy doktorskiej (1 strona), 10. Streszczenie (5 stron),
11. Summary (5 stron). Na dalszych stronach znajduja si¢ publikacje wchodzace w skiad
rozprawy doktorskiej, o$wiadczenia wspolautora publikacji wchodzacych w sktad rozprawy

doktorskiej, zestawienie dorobku naukowego. Od strony formalnej praca nie budzi zastrzezen.

Ocena merytoryczna pracy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi zbidr pieciu artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych. Pierwszy z nich, p.t.: ,,Meat and fermented
meat products as a source of bioactive peptides” ukazat sie w Acta Scieniarum Polonorum
Technologia Alimentaria (IF=0, 15 pkt wg punktacji czasopism MNiSW). Jest to praca
przegladowa, ktorej celem bylo zebranie i przedstawienie informacji naukowych na temat
peptydow pochodzacych z bialek migsa o aktywnosci przeciwutleniajacej oraz inhibitujgcych
dziatanie konwertazy angiotensyny. Rozwazano takze mozliwosci wykorzystania
biologicznie aktywnych peptydéw oraz mikroorganizméw probiotycznych w produkcji
surowych wyrobow migsnych dojrzewajacych, o charakterze zywnosci funkcjonalnej, z
jednoczesnym uwzglednieniem cech sensorycznych gotowego wyrobu. Jak podkresla
Doktorantka usystematyzowanie wiedzy z tego zakresu pozwolito na zaplanowanie badan

metoda in silico i in vitro.



Drugi artykut p.t.: ,,Taste-active peptides and amino acids of pork meat as components
of dry-cured meat products: An in-silico study” opublikowano w Journal of Sensory Studies
(IF=1,753; 30 pkt wg punktacji czasopism MNiSW). W pracy przedstawiono mozliwosé
okreslenia typu i wilasciwosci peptydéw, pochodzacych z biatek migsa wieprzowego,
uwzgledniajgc wplyw przemian proteolitycznych na cechy sensoryczne wyrobu. Do
przeprowadzenia analiz in silico wykorzystano bazy danych BIOPEP-UWM. Doktorantka
zwrocita uwage, ze proces hydrolizy, prowadzacy do powstawania bioaktywnych peptydow
ma bardzo duze znaczenie we wzmacnianiu odczucia smaku umami, kwasnego i gorzkiego
(ocenianego jako niepozadany). Wsrod bialek miesa najwiekszym potencjatem, pod tym
wzgledem, charakteryzowaty sie biatka miofibrylarne.

Trzecia publikacja, p.t.: “Porcine myofibrillar proteins as potential precursors of
bioactive peptides — an in silico study” ukazala si¢ w Food & Function (IF=3,247; 30 pkt wg
punktacji czasopism MNiSW). Zaprezentowano w niej wyniki badan dotyczacych wartosci
biatek miofibrylarnych jako prekursoréw bioaktywnych peptydow (z uwagi na wyniki
otrzymane w ramach wczesniej przeprowadzonych analiz pominigto biatka z grupy
sarkoplazmatycznych). O duzym potencjale migsa i wyrobow z niego wytworzonych, jako
zywnosci prozdrowotnej, $wiadczy okreslenie 25 roznych aktywnosci biologicznych
peptyddw, w tym hamowanie dziatania dipeptydylo peptydazy IV, konwertazy angiotensyny I
oraz aktywnos¢ przeciwutleniajagca. W dalszej czesci pracy przedstawiono wyniki badan in
silico, polegajace na hydrolizie sekwencji bialek enzymami: pepsyng, trypsyna
i chymotrypsyna. Wykazano, ze wprawdzie zachowana zostala aktywnos$¢ biologiczna
uwolnionych peptydéw, ale tylko czg$¢ potencjalnie aktywnych czasteczek zostata
uwolniona. Doktorantka podkreslita réznice w prowadzeniu badan in silico i in vivo
1 wskazata na konieczno$é prowadzenia dalszych badan w tym zakresie.

Z uwagi na fakt, ze zrédlem bioaktywnych peptydow majg by¢ biatka surowej
poledwicy dojrzewajacej, ktérej proces produkcyjny trwa wiele miesiecy, mgr inz. Paulina
Keska zaplanowata doswiadczenie pozwalajace na okreslenie wptywu czasu dojrzewania (28,
90, 180, 270, 360 dni) na aktywnos$¢ biologiczng peptydéw/biatek obecnych w ekstraktach
otrzymanych z tego produktu. Ponadto okreslita wptyw enzymatycznej hydrolizy ir vitro oraz
szczepu bakterii kwasu mlekowego na aktywno$¢ biologiczng hydrolizatow biatek. Wyniki
opublikowala w kolejnych artykulach, wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej: ,,Stability
of antiradical activity of protein extrcts and hydrolysates from dry-cured pork loins with
probiotic strains of LAB” (Nutrients o wsp. [F=4,196; 35 pkt wg punktacji czasopism

MNiSW) oraz ,,Ageing-time dependent changes of angiotensin I-converting enzyme-
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inhibiting activity of protein hydrolysates obtained from dry-cured pork loins inoculated with
probiotic lactic acid bacteria” (International Journal of Peptide Research and Therapeutics.
https://doi.org/10.1007/s10989-018-9765-y o wsp. IF=1,132, 15 pkt wg punktacji czasopism
MNiSW).

Uzyskane wyniki wykazatly liniowy wzrost zawartosci grup —NH2 w miar¢ uptywu
czasu (intensywniejsze procesy degradacji stwierdzono w przypadku bialek rozpuszczalnych).
Natomiast potencjal antyrodnikowy ekstraktow wzrastat do 180 dnia, po czym malal az do
konca analizowanego okresu. Aktywnos¢ peptydow dziatajacych jako inhibitory konwertazy
angiotensyny byta wzgle¢dnie stabilna do 270 dnia w obrebie frakcji biatek rozpuszczalnych w
solach. Doktorantka wykazala takze, ze w przypadku hydrolizy biatek in vitro pepsyna
powstawato mniej peptydow o wiasciwosciach antyrodnikowych niz podczas hydrolizy
pankreatyna, natomiast poziom hamowania ACE byl wyzszy po hydrolizie pepsyna.
Najwickszg aktywno$¢ biologiczng peptydow stwierdzono po enzymatycznej hydrolizie
i symulowanym wchtanianiu iz vitro produktu po 180 dniach dojrzewania.

Wysokg aktywnosciag  przeciwutleniajaca i inhibitujgca  dzialanie @ ACE
charakteryzowatly sie peptydy otrzymane z poledwicy surowej dojrzewajacej, do produkcji
ktdrej zastosowano szczep L. acidophilus Bauer £.0938.

Przedstawione publikacje sg spojne tematycznie. Autorka jasno okreslila cel pracy,
tj.. ,Okreslenie potencjalu bialek surowo dojrzewajgcej poledwicy wieprzowej jako
prekursorow biologicznie aktywnych peptydow oraz ocena mozliwosci jego ksztaltowania
poprzez zastosowanie probiotycznych i potencjalnie probiotycznych szczepow bakterii kwasu
mlekowego jako kultur startowych” oraz hipoteze badawcza. W sposob logiczny i prawidlowy
zaplanowatla i przeprowadzila cze$¢ doswiadczalng pracy, co pozwolito na osiggniecie
zamierzonego celu. Eksperymenty wykonano przy pomocy nowoczesnych i wlasciwie
dobranych metod analitycznych. Doktorantka przedstawila uzyskane wyniki w sposob
przejrzysty 1 wilasciwie je zinterpretowala. Analiza rezultatow zostala przeprowadzona
starannie 1 wnikliwie. Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka prawidtowo
sformulowata 4 wnioski. Wyniki badan zaprezentowane w publikacjach sa bardzo
warto$ciowe 1 stanowig zwarta rozprawe. Publikacja wynikéw w bardzo dobrych
czasopismach, gdzie przeszly szczegbétowa oceng recenzentéw, niewatpliwie dokumentuje ich
jakos$¢ 1 warto$¢ naukowa.

W pracy Pani mgr inz. Paulina Keska zacytowata 84 pozycje literaturowe, z ktérych
ok. 96% stanowig artykuly w jezyku angielskim. Prace z ostatniej dekady stanowig ponad

90%, co swiadczy o biezagcym $ledzeniu przez Doktorantke omawianego zagadnienia

5



i aktualnosci podjetego tematu naukowego. Literatura zostala dobrana poprawnie, a spis

przygotowany starannie.

Ocena edytorskiego przygotowania pracy oraz uwagi szczegélowe

Rozprawa wskazuje na dobra orientacje¢ Pani mgr inz. Pauliny Keski w zakresie

poruszanych zagadnien. Praca napisana jest zwiezle, poprawnym jezykiem. Zauwazylam

jedynie drobne btedy literowe (np.: str. 214, 2317, 271, 271, 30°%). Edytorskie przygotowanie

rozprawy $wiadczy o dobrym opanowaniu przez Autorke techniki redakcji tekstu naukowego.

Uwagi szczegoélowe:

Dyskusyjne wydaje si¢ okreslenie, stosowane w tytule i tresci pracy: ,,poledwica
surowo dojrzewajaca”. Sugeruje ono, ze mogg by¢ takze poledwice dojrzewajgce
,niesurowo”. Chodzi chyba jednak o to, ze wsréd wyrobéw surowych moga by¢
wyroby dojrzewajace, dlatego uwazam, ze powinno si¢ stosowaé okreslenie: ,,wyroby
surowe dojrzewajace”

Autorka stwierdza, powotujac sie na dane literaturowe dotyczace aktywnosci
biologicznej peptydéw zawartych w szynce surowej dojrzewajacej, ze: ..spozycie
nawet niewielkich ilosci tych wyrobéw (80 g/dzien przez okres jednego miesigca)
potencjalnie moze wywolaé efekt in vivo w postaci regulacji gospodarki
weglowodanowej i poziomu cholesterolu, nie powodujgc przy tym wzrostu ilosci sodu
wydalanego z moczem ani wzrostu cisnienia tetniczego...” (str. 14'%) i podkresla, ze
spozycie takiej porcji wyrobu jest zgodne z wytycznymi WHO (w tym
Miedzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem). Agencja Badan nad Rakiem zaleca
spozycia okolo pot kilograma przetworzonego migsa tygodniowo, co daje ok. 70
g/dzien. Nie mozna wobec tego twierdzi¢, ze 80 g/dzien, to sa niewielkie ilosci.
Pojawia si¢ pytanie czy mozna zaleca¢ nadmierne spozycie miesa w celu regulacji
gospodarki weglowodanowej i poziomu cholesterolu, tym bardziej, ze podczas
suszenia zwieksza si¢ stezenie soli w gotowym wyrobie.

W procesie peklowania oprocz soli peklujgcej stosowano azotan (V) sodu. W
przypadku stosowania tego zwiazku duze znaczenie majg bakterie denitryfikujace,
ktére redukujag azotany do azotyndéw. Czy wprowadzenie szczepdw probiotycznych w
ilosci 10° — 107 jtk/g nie hamowato rozwoju bakterii denitryfikujacych obecnych w

miesie ? Czy do mieszanki peklujacej nie nalezato wprowadzi¢ cukru, stanowigcego



srodek pomocniczy w procesie dojrzewania migsa i pozywke dla drobnoustrojow
denitryfikujacych ?

e w schemacie produkcji (s. 19) podano, ze fermentacja i suszenie zachodzilo przy
wilgotnosci 75+5% (70-80% ?), natomiast w metodyce publikacji 4 i 5: 75-80%

e W tytule tab. 2 (str. 31) podano, ze liczba bakterii zostata wyrazona w jtk/g, natomiast
w rzeczywistosci wyniki przedstawiono w log jtk/g

e Proponuje nie stosowaé okreslenia: ,najbardziej optymalny” a ,,optymalny” (31s,
wniosek 1)

Przedstawione uwagi nie umniejszajg wartosci pracy i oczywiscie nie ze wszystkimi

Autorka musi si¢ zgodzic.

Whiosek koncowy
Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Pauliny Keski stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, dotyczacego modyfikacji wartosci odzywczej i
prozdrowotnej poledwicy surowej dojrzewajacej, a wyniki uzyskane w pracy mogg miec
istotne znaczenie praktyczne. Rozprawa potwierdza dobre przygotowanie Doktorantki do
pracy naukowo-badawczej oraz szeroka wiedzg teoretyczng w zakresie omawianych
zagadnien.

Stwierdzam, ze rozprawa spelnia wymagania zawarte w art. 13, ust. 1 Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z pézn. zm.). W zwigzku z powyzszym stawiam
wniosek do Rady Wydzialu Nauk o Zywnosci i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie o przyjgcie rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Pauliny Keski do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, z uwagi na duzg warto§¢ merytoryczng recenzowanej pracy, stawiam

whniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Pauliny Keski.



