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»

pt. ,, Wplyw czynnikéw poubojowych na proces degradacji bialek w mig¢sie wolowym’
wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz. Andrzeja Pottoraka
w Katedrze Techniki i Projektowania Zywno$ci Wydziatu Nauk o Zywieniu Czlowieka

1 Konsumpcji Szkoty Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Podstawa wykonania recenzji

Podstawa wykonania recenzji bylo pismo Dziekana Wydzialu Nauk o Zywieniu
Czlowieka i Konsumpcji Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie prof. dr hab.
Krystyny Gutkowskiej z dnia 15 lipca 2019 r.

Znaczenie podjetych badan

Rozprawa doktorska Pani mgr Anny Onopiuk dotyczy bardzo istotnego problemu, jakim
jest poprawa jakosci uzyskiwanego surowca migsnego, charakteryzujacego si¢ odpowiednia
przydatnoscia technologiczng i dostosowanego do wymogow wspotczesnych konsumentow.
Temat rozprawy wpisuje si¢ w wazny nurt badan zwiazanych z poznawaniem biologicznych
mechanizmow procesu dojrzewania migsa wotowego, czynnikow majacych wplyw na proces
kruszenia migsa i roznego przebiegu tego procesu pomigdzy mig$niami danego genotypu.
Podjgcie przez Doktorantke tematyki wplywu czynnikow poubojowych na proces degradacji
bialek w miesie wolowym stanowi rozwiniecie badan w tym zakresie. Rozprawa zostala
przygotowana z zastosowaniem nowoczesnych technik analitycznych. Przeprowadzone
badania majg charakter poznawczy i aplikacyjny.

Ocena formalna pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Anny Onopiuk obejmuje 81-
stronnicowe opracowanie wraz z zalacznikami w postaci kopi publikacji naukowych i
oswiadczen autordw, pod wspdélnym tytutem ,Wplyw czynnikdéw poubojowych na proces
degradacji bialek w migsie wotowym”, w ktérym omowiono wyniki badan opublikowanych w
latach 2016-2019 w czterech nastgpujacych publikacjach naukowych:

1. Onopiuk, A., Polttorak, A., Wierzbicka, A. (2016). Influence of post-mortem muscle
glycogen content on the quality of beef during aging. Journal of Veterinary Research
(Poland), 60, 301-307. (IF=0,811)



2. Onopiuk, A., Pottorak, A., Sun, D., Wierzbicka, A. (2017). Effects of selected myofibrillar
protein activities on beef tenderization process based on electrophoretic analysis. Journal
of Food Process Engineering, 41, €12596. (IF=1,995)

3. Onopiuk, A., Pottorak, A., Wierzbicka, A. (2018). The impact of muscle and aging time
on meat tenderness in the carcasses of Limousin x Holstein-Friesian crossbred bulls.
Journal of Food Processing and Preservation, 42, €13619. (IF=1,510)

4. Onopiuk, A., Pottorak, A., Wierzbicka, A. (2019). Changes in chemical composition and
tenderness of selected beef muscles during aging analysed with SDS-PAGE and
fluorescence spectroscopy. Animal Science Papers and Reports, 37, 243-258. (IF=0,725).

We wszystkich publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem, w publikacjach 1, 3 i
4 jest autorem korespondencyjnym, a jej udzial w przygotowaniu publikacji wynosi od 50 do
60%. Taki wktad upowaznia mgr Anng Onopiuk do wskazania ich jako podstaweg ubiegania si¢
o stopien doktora. Na podkreslenie zastugujq bibliometryczne wskazniki charakteryzujace te
prace. Wszystkie cztery publikacje ukazaty si¢ w czasopismach angloj¢zycznych znajdujacych
si¢ w bazie Journal Citation Reports, a ich sumaryczny Impact Factor (IF) podany przez
Autorke wynosi 5,041, przy czym dla publikacji 1-3 sa to wartosci z roku 2017, a dla publikacji
4 z roku 2016. Z obowigzku recenzenta zwracam uwage, ze w przypadku wartosci IF podaje
si¢ wartosci zgodne z rokiem opublikowania pracy. Korygujac wigc te wartosci sumaryczny
[F(2017) wynosi 4,215. Suma punktow wg wykazu czasopism naukowych MNiSW wynosi 80.

Rozprawa doktorska mgr Anny Onopiuk zostala zrealizowana w ramach projektu
,,Optymalizacja produkcji wolowiny w Polsce zgodnie ze strategia od widelca do zagrody”
UDA-POIG 01.03.-00-204/09-14 wspotfinasowanego ze $rodkéw Europejskiego Funduszu
Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka 2007-
2013.

Praca ma typowy dla rozpraw doktorskich realizowanych w oparciu o spojny tematycznie
zbior publikacji uklad podziatu tresci i zawiera informacj¢ o projekcie, w ramach ktorego
zostala wykonana praca, stosowne o$wiadczenia promotora pracy oraz Autorki, streszczenie w
jezyku polskim i angielskim (1 strona), wykaz publikacji stanowiacych pracg doktorska, krotki
wstep (1 strona), uzasadnienie podjecia tematu pracy (4 strony), cel badan i hipotezy badawcze
oraz krotki zakres pracy (1 strona), material i metody badawcze (9 stron), syntetyczne
omowienie publikacji wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej (36 stron), stwierdzenia i
wnioski (4 strony), spis piSmiennictwa oraz zalaczniki, ktore stanowia kopie ww. publikacji
bedacych podstawa rozprawy doktorskiej oraz o§wiadczenia o procentowym udziale autorow
w opracowaniu publikacji. Spis piSmiennictwa obejmuje 112 pozycji, z czego 111 to pozycje
wydane w jezyku angielskim, a 60% cytowanych prac zostalo opublikowanych w ciagu
ostatniej dekady. Proporcje pomigdzy poszczegdlnymi rozdziatami uwazam za prawidtowe
biorac pod uwage, ze omodwienie kazdej publikacji obejmuje réwniez wprowadzenie
teoretyczne. Podsumowujac strong formalna pracy stwierdzam, Ze jest ona przygotowana
wlasciwie i w sposob przemyslany i spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim.

Ocena merytoryczna pracy
Rozprawa doktorska mgr Anny Onopiuk stanowi oryginalne opracowanie naukowe
dotyczace problemu zréznicowanej jakosci migsa wolowego. Wolowina jest jednym z



najwarto$ciowszych migs pod wzgledem warto$ci odzywczych i cech sensorycznych, jednakze
pozyskiwana z uzytkowanych mlecznie ras bydla wymaga zapewnienia odpowiednich
warunkow dojrzewania w celu otrzymania migsa najwyzszej jakosci. Proteoliza biatek
strukturalnych jest najwazniejszym procesem w ksztaltowaniu wiasciwosci technologicznych i
kulinarnych. Dazac do poprawy jako$ci uzyskiwanego surowca, zachodzi wige konieczno$¢
doktadnej analizy procesu degradacji biatek mig$niowych w trakcie dojrzewania migsa.
Umozliwia to zrozumienie proceséw biologicznych determinujacych zmiany jakosSciowe, w
tym zmiany krucho$ci, a w dalszym etapie daje mozliwo$¢ optymalizacji procesow
poubojowych w celu uzyskania surowca o zminimalizowanej zmiennej kruchosci. Wybor
tematu rozprawy przez Doktorantke uwazam wige za w pelni uzasadniony.

Glownym celem rozprawy byta ocena zmian poubojowych zachodzacych w migsie
wolowym w czasie wychtadzania i dojrzewania oraz analiza wptywu czynnikéw poubojowych
na proces degradacji bialek w wybranych migsniach. Doktorantka sformulowata cztery
hipotezy badawcze dotyczace kinetyki zmian glikogenu w kwas mlekowy, proteolizy biatek
miofibrylarnych, oznaczania indeksu fragmentacji miofibryli, sily cigcia, a takze rejestrowania
widm reszt tryptofanu, ktérych analiza ma wskazywac na stopien zaawansowania zmian
proteolitycznych 1 umozliwia¢ prognozowanie kruchosci w trakcie dojrzewania. W tym miejscu
musze zwrdci¢ uwage na bledne zaliczenie kalpain do biatek miofibrylarnych. Kalpainy
zaliczane sa do nielizosomalnych proteaz cysteinowych i wystgpuja we widknach migsniowych
w sarkoplazmie.

Material badawczy i zastosowane metody badawcze zostaly dobrze i wyczerpujaco
opisane. Badanych bylo lacznie pig¢ migéni pochodzacych z tusz migsnych mieszancow z
krzyzowania towarowego ras holsztynsko-fryzyjskiej i Limousin. Wiek buhajoéw miescit si¢ w
zakresie 20-25 miesiecy. Proces dojrzewania prowadzono metoda ,,na mokro” w warunkach
chtodniczych do 21 dni. Za bardzo interesujaca i wartosciowa ceche pracy uwazam objgcie
badaniami migéni zréznicowanych pod wzgledem przemian metabolicznych 1 dlugosci
sarkomerow. W wigkszoS$ci prac porownywano migsnie pochodzace od zwierzat réznych ras,
genotypow, typéw hodowli lub badano tylko jeden migsien, najczeSciej byl to longissimus
dorsi. Badania mgr Anny Onopiuk pomagaja zrozumie¢ mechanizmy zmian kruchosci 1 ich
roznice pomig¢dzy migsniami i stanowia istotny wklad do nauki o migsie. Doktorantka
poréwnata zmiany poubojowe w nastgpujacych miesniach:

o semitendinosus, longissimus dorsi i psoas major - publikacja 1

e semitendinosus 1 psoas major - publikacja 2

o semitendinosus, longissimus thoracis 1 psoas major - publikacja 3
e semitendinosus i infraspinatus - publikacja 4.

W zaleznosci od uktadu doswiadczenia analizowano wartos¢ pH, dlugos¢ sarkomerow,
skltad podstawowy, dokonano pomiaru wycieku przechowalniczego 1 wycieku cieplnego,
wykonano instrumentalny pomiar barwy, instrumentalny pomiar wartosci sily ciecia oraz
analize¢ statystyczna. Dodatkowo w publikacji 1 oznaczono zawarto$¢ glikogenu, kwasu
mlekowego i1 potencjatu glikolitycznego, w publikacji 3 - indeks fragmentacji miofibryli, w
publikacjach 3 i 4 - kolagen ogdlny, a w publikacji 4 - wykonano pomiar fluorescencji reszt
tryptofanu 4. Oceng stopnia degradacji biatek metoda elektroforezy SDS-PAGE 1 analizy
Western-Blotting przeprowadzono dla p-kalpainy, m-kalpainy, troponiny T oraz desminy.



Zastosowanie roznorodnych metod: chemicznych, enzymatycznych i instrumentalnych,
dowodzi opanowania szerokiego warsztatu badawczego przez Doktorantke. Mam jednak
uwagg, ze w opisie metody SDS-PAGE nie ma informacji jaka doktadnie ilo$¢ biatka naktadano
na zele. Prosz¢ o odpowiedz czy Autorka oznaczyla zawarto$¢ biatka w otrzymanych
ekstraktach. We wszystkich probach poddawanych elektroforezie na danym zelu powinna by¢
identyczna zawartos$¢ biatka.

W publikacji 1 zbadano wptyw zawartosci glikogenu i kwasu mlekowego na wlasciwosci
fizyczne migsa, takie jak barwa, maksymalna sita cigeia i wyciek przechowalniczy. Badania
wykazaly, Zze poubojowe przemiany glikogenu nie przebiegaly z ta sama szybkoScia w
analizowanych migéniach. Oksydacyjny i wolno kurczliwy m. psoas major posiadal wieksza
ilos¢ glikogenu w 48 h post mortem niz m. semitendinosus, longissimus dorsi, a takze
charakteryzowal si¢ wyzszym koncowym pHsgs 1 wieksza zawartoScia potencjatu
glikolitycznego.

Celem publikacji 2 byta analiza wptywu systemu kalpainowego na zmiany troponiny T i
sity cigcia w wybranych migéniach. Analizg iloSciowa p-kalpainy, m-kalpainy, troponiny T i
produktow jej degradacji dokonano metodami elektroforezy SDS-PAGE i Western-Blotting.
Wyznaczono zalezno$¢ sity cigcia od gtownego produktu degradacji troponiny T o masie 30
kDa. Migso bardziej kruche zawieralo wigksza ilo§¢ polipeptydu o masie 30 kDa, a zakres
zmian iloSciowych wérdd analizowanych bialek byl zalezny od rodzaju migsnia oraz czasu
dojrzewania.

W publikacji 3 zbadano wplyw rodzaju migsnia i czasu dojrzewania na krucho$¢ migsa
badanych mieszancow i proteolize bialek. Stopien postgpowania zmian proteolitycznych
monitorowano za pomocg takich wyréznikow jak indeks fragmentacji miofibryli, sifa cigcia
oraz elektroforetyczna analiza zmian ilosciowych biatek. Badane mig$nie rdznity sig
zawartoscig kolagenu. Najwigcej kolagenu w przeliczaniu na hydroksyproling zawieral m.
semitendinosus, a najmniej psoas major. Wraz z czasem dojrzewania nastgpowat wzrost
wartosci indeksu fragmentacji miofibryli, a réznice pomigdzy migsniami byly istotne
statystycznie. Temu zjawisku towarzyszyt spadek warto$ci sity cigcia oraz postgpujacy proces
degradacji desminy i troponiny T.

Publikacja 4 dotyczyta wptywu zmian ilosci reszt tryptofanu i produktow degradacji
troponiny T na krucho$¢ mieéni badanych migéni. Metoda spektroskopii fluorescencyjnej jest
metoda czula, szybka, nieinwazyjna i stosunkowo tania, stad jej duzy potencjat do stosowania
w przemysle jako sensor on-line do monitorowania produktow spozywczych. Analizg oceny
przydatnosci tej techniki do monitorowania zmian krucho$ci migsa w trakcie dojrzewania racg
uwazam za bardzo interesujaca.

Mam natomiast zastrzezenia odno$nie rozdziatu 6. Stwierdzenia i wnioski. Przedstawione
stwierdzenia i wnioski sa bardzo szczegétowe 1 zawieraja powtorzenie niektérych wynikow
uzyskanych w publikacjach. Moim zdaniem ten rozdzial nalezatoby podzieli¢ na dwie osobne
czeSci, tj. syntetyczne podsumowanie wykonanych doswiadczen oraz krotkie wnioski
wskazujagce czy osiagnieto cele i potwierdzono postawione hipotezy. Proszg¢ zatem o
przedstawienie krotkiej informacji czy wszystkie postawione hipotezy znalazty potwierdzenie
w otrzymanych wynikach. Bez wzgledu jednak na forme tego rozdziatu, jego tre$¢ i zakres
pozwalaja na stwierdzenie, ze w pelni zrealizowano wszystkie cele pracy.



Ocena edytorskiego przygotowania pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa przygotowana jest poprawnie, praca napisana jest
zwiezle, poprawnym jezykiem. Schematy do$wiadczen, pozostale rysunki oraz tabele sa
czytelne. Z obowiazku recenzenta wskazujg jednak na drobne niedociagnigcia.

e W wykazie publikacji na stronie 13 opracowania w sktadzie autorskim publikacji 4 jako
trzeci autor jest wymieniony Atanasov A., ktory nie widnieje w oryginalnej publikacji.

e Stwierdzenie ,,Rozklad bialek wielkoczasteczkowych (m.in. troponiny T, p-kalpainy, m-
kalpainy) prowadzi do pojawienia si¢ w ekstraktach tkanki migSniowe; nowych
polipeptydow o nizszych masach czasteczkowych, ktére moga okaza¢ si¢ dobrymi
wskaznikami zaawansowania po$miertnej proteolizy” jest nieprecyzyjne i wymaga korekty
(str. 18 i 37). Biatka te zaliczytabym do bialek niskoczasteczkowych (troponina T ma masg
37 kDa, a podjednostki kalpain ok. 80 i 28 kDa). Wskaznikiem zachodzacej proteolizy moze
by¢ troponina T i produkty jej degradacji, natomiast kalpainy sa enzymami, ktore w
aktywnej formie uczestnicza w proteolizie biatek post mortem. Nie spotkalam sig¢ z
badaniami wskazujacymi, ze produkty degradacji kalpain moga stuzy¢ jako wskazniki
zaawansowanej proteolizy, cho¢ niewatpliwie z czasem ich aktywno$¢ maleje.

e Stwierdzenie ,,Okreslenie stopnia degradacji bialek ... z zastosowaniem rozdziatu SDS-
PAGE i analizy Western-Blotting, pozwoli dokona¢ pelnej analizy procesow
proteolitycznych zachodzacych w migsie wotowym podczas dojrzewania” jest przesadzone,
poniewaz analizowano tylko wybranych bialka (troponing T i desming), co nie daje wgladu
w pelnig proceséw proteolitycznych, niemniej jednak jest wartoSciowe z punktu widzenia
nauki (str. 19).

e Doktorantka nie ustrzegla si¢ bledu przy formutowaniu tytutu podrozdziatu 4.2.3.
Instrumentalny pomiar tekstury (str. 23). Tekstura jest szerokim pojgciem obejmujacym
parametry takie jak kruchos¢, twardos¢, sprezystos¢, gumowatos¢ i zuwalno$¢. W niniejsze;
pracy bardziej odpowiedni bylby tytut , Instrumentalny pomiar maksymalnej wartosci silty
cigcia”.

e W przypadku oznaczenia zawarto$ci kolagenu podano warto$¢ dtugosci fali 450 nm, a w
publikacji jest 415 nm (str. 26).

e Zdanie zaczynajace si¢ od ,,Badania miaty na celu...” nalezatoby przeredagowac. Oceniano
wplyw przemian poubojowych na zawartos¢ glikogenu, kwasu mlekowego i wartos¢ pH, a
nie ,,...wptywu pH,... na jakos¢ technologiczna...” (str. 31). Niedociagnigcie zapewne
wynika z zamiaru skrocenia opisu w j. polskim, poniewaz w tekscie publikacji cel podany
jest prawidlowo.

e Zgubiono stowo ,,analizowane” w tytule publikacji 4 w j. polskim (str. 55).

e Bledne zacytowanie pozycji literaturowej: jest Su i wsp., a powinno by¢ Sun i wsp.

* Biledy literowe: zwazkow (str 19), bardzo wysokiej standardzie (str 19), a-actynina (str 52).

¢ Nieprawidlowe jest wstawianie spacji po prawej stronie my$lnika lub znaku rownosci, np.
Western- Blottning, n= 9, miofibryli- probki.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Anny Onopiuk cechuje sie
wysokim poziomem naukowym. Wyniki rozprawy wnosza oryginalny wkiad do rozwoju
wiedzy z zakresu technologii Zzywosci 1 zywienia. Przeprowadzone badania zostaly
zrealizowane z zastosowaniem zaawansowanych i pracochlonnych metod analitycznych.



Doktorantka wykazata si¢ umiejgtnoscia analizy i prezentacji wynikow. Badania opublikowano
w dobrych czasopismach, gdzie przeszly szczegétowa ocene recenzentéw i redaktoréw, co
swiadczy o ich wysokiej warto$ci merytorycznej. Przedstawiona do oceny rozprawa $wiadczy
0 bardzo dobrym przygotowaniu Autorki do pracy naukowo-badawczej, zarowno od strony
teoretycznej, jak 1 analitycznej. Oceniajac dorobek naukowy mgr Anny Onopiuk warto
podkresli¢, ze obok cyklu 4 publikacji stanowiacych podstawig do ubiegania si¢ o stopien
doktora, Doktorantka posiada w swoim dorobku 9 publikacji indeksowanych w bazie Scopus.

Przedstawione w przez recenzenta uwagi w najmniejszym stopniu nie umniejszajg duzej
wartosci naukowej niniejszej rozprawy doktorskiej. Maja one charakter porzadkujacy i moga
podlega¢ dyskusji.

Podczas obrony rozprawy prosze¢ o dodatkowe wyjasnienia. Zgodnie z przedstawionym
zakresem pracy Autorka zobowiazala si¢ dokona¢ pordwnania enzymatycznych, chemicznych
1 instrumentalnych metod oceny kruchosci migsa wotowego. W tym miejscu odczutam pewien
niedosyt, poniewaz takiego porownania brakuje mi w niniejszej pracy. Bytoby ono
interesujacym wzbogaceniem rozdziatu 6. Stwierdzenia i wnioski. Proszg zatem o krotkie
porownanie ww. metod. Ktére z nich wedlug Autorki bgda bardziej lub mniej skuteczne w
ocenie jakosci wolowiny? Z czego wynikaja roznice w materiale badawczym (rézne migsnie)
oraz rozne terminy badan biatek pomiedzy publikacjami, np. dlaczego troponing T oznaczano
w terminie | albo 2 dni? Czy taki schemat doswiadczen byt spowodowany zalozeniami
projektu? Prosze tez o wyjasnienie dlaczego analizujac wptyw biatek systemu kalpainowego
na proteoliz¢ oceniono tylko zmiany troponiny T, a nie bialek wysokoczasteczkowych (np.
titiny, nebuliny), ktére sa rowniez przedmiotem dziatania kalpain i ich degradacja jest wiazana
ze wzrostem kruchosci?

Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Anny Onopiuk spelnia kryteria
stawiane rozprawom doktorskim zawarte w art. 13 Ustawy z dnia 14.03.2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 nr 65, poz.
595 z pozniejszymi zmianami). Wnosze do Rady Wydziatu Nauk o Zywieniu Czlowieka i
Konsumpcji Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o przyjecie rozprawy i
dopuszczenie Pani mgr Anny Onopiuk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ze
wzgledu na jako$¢ uzyskanych wynikoéw i mozliwosc¢ ich wykorzystania w praktyce wnioskuje

0 wyrdznienie rozprawy.
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