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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Zielinskiej
zatytutowane;j:

wSynteza i charakterystyka stalych nanoczgstek oraz nanostrukturalnych nosnikow lipidowych przeznaczonych
do celow kosmetycznych i farmaceutycznych”

Przedlozona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr Aleksandry Zielinskiej zostala wykonana w
Pracowni Chemii Stosowanej Wydziatu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod
kierunkiem Pani prof. dr hab. Izabeli Nowak, ktora jest znang specjalistkg z zakresu chemii kosmetycznej i
od wielu lat prowadzi badania w tym obszarze. Zakres pracy obejmuje badania, ktore dotyczg poszukiwania
nowych nos$nikow substancji aktywnych mogacych znalez¢ zastosowanie zaréwno w przemysle
kosmetycznym jak i farmacji. State nanoczastki lipidowe (SLN) oraz nanostrukturalne no$niki lipidowe
(NLC) z uwagi na szerokie mozliwosci ich wykorzystania stanowig nowa grupg no$nikow, ktére przede
wszystkim s3 biozgodne oraz kompatybilne ze sktadnikami blon biologicznych. Wprowadzone do
produktéw kosmetycznych utatwiaja dyfuzje sktadnikow aktywnych przez barier¢ przeznaskorkowa oraz
ograniczaja transepidermalng utrat¢ wody (TEWL), dzigki czemu skora jest odpowiednio nawilZzona.
Otrzymanie idealnego nos$nika, ktory bedzie optymalnie obcigzony substancja aktywna, majacy niska
toksyczno$¢ oraz posiadajgcy przedluzony czas uwalniania substancji aktywnej jest wyzwaniem dla
wspolczesnego przemystu kosmetycznego, co w pelni uzasadnia podjgcie tego tematu przez Autorke
dysertacji. Z uwagi na panujacy trend zastgpowania syntetycznych i polsyntetycznych surowcoéw ich
naturalnymi odpowiednikami, wykorzystanie oleju roslinnego (Meadofoam) do syntezy NLC zwigksza

atrakcyjnos¢ podjetego tematu badawczego. Nalezy pamietac, ze jest to duze wyzwanie dla
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Doktorantki z uwagi na procesy jelczenia zachodzace w olejach ros§linnych, majacych wysokie stezenie
nienasyconych kwasow thuszczowych. Z drugiej strony nowoczesne techniki pomiarowe stwarzaja mozliwos¢
pelnej charakterystyki otrzymanych no$nikéw, co w petni zostato wykorzystane przez Doktorantke w trakcie
Jej badan.

Praca doktorska mgr Aleksandry Zielinskiej zostata napisana w jezyku polskim, w klasycznym
uktadzie, powszechnie przyjetym dla prac eksperymentalnych. Tytut pracy jest zgodny z przedstawionymi
w pracy wynikami. Praca zostata napisana bardzo starannie oraz jest bogato ilustrowana. Jezyk uzyty w
rozprawie doktorskiej wskazuje na wiedz¢ z zakresu prowadzonych badan. Nieliczne uchybienia edytorskie
nie umniejszajg wartosci merytorycznej pracy.

Rozprawa doktorska stanowi obszerng 287 stronicowa monografie, ktéra zostala zilustrowana 96
rysunkami oraz zawiera 74 tabele. Podzielona jest na nastepujace rozdziaty i zawiera wszystkie wymagane
elementy:

e wstep (1 strona);

e cze$¢ teoretyczng (53 strony);

cel pracy ( 2 strony);

metodyke pracy ( 33 strony);

wyniki badan i dyskusje (115 stron);

podsumowanie i wnioski ( 11 stron).

Cato$¢ pracy zakonczona jest spisem literatury, ktory obejmuje 356 pozycji literaturowych, ktore
trafnie zostalty wybrane, a wigkszo$¢ pochodzi z ostatnich kilku lat, co $wiadczy o aktualnosci
prowadzonych przez Doktorantke badan. Integralng cze$¢ rozprawy doktorskiej stanowig nastgpujace
rozdzialy szczegdtowy opis dorobku naukowego i osiagnig¢ uzyskanych podczas realizacji pracy
doktorskiej, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, lista skrotow Oraz zatgczniki w postaci tabel i
wykresOw przedstawiajace wyniki testu statystycznego ANOWA.

Czes¢ teoretyczng poprzedza krotki wstep, ktory juz na samym poczatku kieruje uwage czytelnika ku
nos$nikom substancji aktywnych stosowanym we wspolczesnej farmacji oraz przemysle kosmetycznym.
Czytajac ten krotki fragment zauwazylam, ze moje mysli zostaly skierowane na liposomy, ktoérym
poswiecono wedtug mnie zbyt duzo uwagi, a nie sa tematem rozprawy doktorskiej.

Czes¢ teoretyczna zostata podzielona przez Doktorantke na osiem podrozdziatow, ktore sg Scisle
zwigzane z tematyka dysertacji 1 przedstawiaja aktualny stan wiedzy wszystkich waznych aspektow

poruszanych w czesci doswiadczalnej. W tej czesci rozprawy doktorskiej znalez¢ mozna informacje na
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temat przenikania substancji aktywnych przez skorg, co jest wazng kwestia w aspekcie projektowania
nowych formulacji kosmetycznych, tak aby substancja aktywna mogta dotrze¢ do glebszych warstw skory.
Obszerny element czg$ci teoretycznej Doktorantka poswigcita szczegdétowemu omowieniu statych
nanoczastek lipidowych oraz nanostrukturalnych no$nikéw lipidowych, poczawszy od ich budowy poprzez
metody ich otrzymywania z uwzglednieniem najpopularniejszej czyli homogenizacji wysokocisnieniowej
az po metody statystyczne i fizykochemiczne stosowane w celu optymalizacji i charakterystyki nanoczastek
lipidowych. W mojej opinii uwazam, ze Doktorantka przedstawita do$¢ przekonywujgco t¢ cze$¢ rozprawy,
tematy zostaly trafnie dobrane i dobrze wprowadzajg czytelnika w tematyke realizowanych przez Autorke
dysertacji prac badawczych. Wigkszych zastrzezen do tej cze$ci pracy nie mam, ale czytajac bardzo
szczegblowo prace nasungty mi si¢ nastepujgce drobne uwagi.

1. W rozdziale 2.1.2 str. 11 — Autorka bardzo doktadnie omawia wptyw lipidow w tym réwniez kwasow
thuszczowych na absorpcj¢ przezskorna, wedlug mnie mozna byto bardziej wyodrgbni¢ watek wplywu
innych kwasow thuszczowych aplikowanych w formie preparatow kosmetycznych na stan skory, a nie
ograniczac si¢ tylko do kwasu linolowego.

2. Jako Kosmetolog mam rowniez pytanie zwigzane z rodzajem cery, czy Autorka moze wytlumaczy¢ co
oznacza cera starsza? Czy moze Autorka miata na mysli cer¢ starczg albo zniszczong? (str.11).

3. Rozdziat 2.2.3.3. pt. ,,Ocena dziatania olejow roslinnych na skore¢ z wykorzystaniem testow in Vivo”
zawiera og6lny opis badan aparaturowych, moze powinien zosta¢ zatytutowany po prostu ,, Testy in
Vivo” i umieszczony po rozdziale 2.7.

4. Czy bylo konieczne utworzenie podrozdzialu 2.6.8, zawierajacego tylko jedno zdanie oraz jeden
rysunek? W mojej opinii mozna to byto przenie$¢ do metodologii.

W rozdziale trzecim dysertacji zatytutowanym ,,Cel pracy” Doktorantka sformutowata cel badan,
ktorym bylo opracowanie metodyki otrzymywania SLN oraz NLC inkorporowanych sktadnikami aktywnymi.
W tym celu Doktorantka zaplanowala szereg zadan, ktore realizowata w kilku etapach poczawszy od doboru
odpowiedniego lipidu do enkapsulacji substancji aktywnych, poprzez analizg statystyczng do optymalizacji
syntezy SLN 1 syntez¢ zarowno SLN jak 1 NLC inkorporowanych wybranymi sktadnikami, az po analize
wlasciwosci fizykochemicznych oraz ocen¢ szybkosci uwalniania sktadnikow aktywnych. Uwazam, Ze cel
pracy jest w petni uzasadniony a metody badawcze zostaly odpowiednio dobrane. Czytajac ten krotki rozdziat,
uwazam, ze Doktorantka troch¢ zapetlila si¢ w opisie, ktoéry jest za dhugi i w rzeczywisto$ci nie wiadomo z
niego co jest celem pracy a co tylko zadaniem badawczym.

Na kolejnych stronach rozprawy doktorskiej, w rozdziale pt. ,,Metodyka pracy” Autorka dysertacji

przedstawila bardzo doktadnie wszystkie procedury otrzymania SLN i NLC oraz zastosowane metody
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pomiarowe z doktadnymi opisami oraz zdjeciami wykorzystywanej aparatury i warunkow pomiaréow. W
mojej opinii przedstawione opisy sg rzetelne i bardzo staranne. Do tej cze$ci mam kilka drobnych uwag:
1. Uwazam, ze umieszczenie nazwy firmy przy pierwszym opisie aparatu jest wystarczajgce i nie ma
koniecznosci jej ciggltego powtarzania, poniewaz utrudnia to czytanie pracy.
2. Rysunki 42 143 rdznig si¢ jedynie przedstawiong sonda, moze warto bylo umiesci¢ w pracy jeden, ale
wigkszy rysunek do obu podrozdziatow, a obie sondy bardziej wyeksponowac.

Przechodzac do najobszerniejszej czesSci rozprawy doktorskiej zatytulowanej ,,Wyniki badan i
dyskusja” jestem pod wrazeniem roznorodnosci materialu dos$wiadczalnego, ktéry dla uzyskania
przejrzystosci, Doktorantka podzielita na dwie czg¢éci dotyczace stalych nanoczgstek lipidowych
inkorporowanych monoterpenami oraz nanostrukturalnych no$nikoéw lipidowych inkorporowanych
Retinolem 50 C, koenzymem Q1o oraz a-tokoferolem. Na poczatku chciatabym podkresli¢, ze przedstawione
w tej czesci pracy wyniki sg bardzo doktadnie 1 wnikliwie opisane, a rzetelna dyskusja uzyskanych wynikow
zostata przeprowadzona w odniesieniu do prawidtowo dobranych pozycji literaturowych. Autorka w
pierwszym etapie badan dokonata odpowiedniej selekcji lipidu dla monoterpenéw, tak aby byt jak najbardziej
kompatybilny dla wszystkich rozpatrywanych w badaniu monoterpendéw. Nastepnie Doktorantka z sukcesem
wykorzystala zaawansowang analiz¢ statystyczng (analize¢ wariancji ANOVA, diagram Pareto, wykres
powierzchniowy dopasowanej odpowiedzi 3D i 2D), aby wybra¢ najbardziej optymalny sktad do syntezy
SLN. Kolejnym zadaniem badawczym jakie postawita przed soba Doktorantka byla synteza SLN z
wykorzystaniem techniki homogenizacji wysokocisnieniowej na gorgco oraz wykonanie pomiarow: rozktadu
wielkos$ci czastek, wartosci potencjatu zeta 1 wspoétczynnika polidyspersyjnosci. I tu nasuwa si¢ pytanie,
dlaczego dla probki geraniol-SLN po przechowywaniu jej w temperaturze 4°C nastepuje do$¢ drastyczny
wzrost wielkosci czastek, czego nie obserwujemy dla innych probek przechowywanych w niskich
temperaturach?

Wazng czgécig dysertacji w  kontekScie potencjalnego zastosowania otrzymanych SLN
inkorporowanych monoterpenami w celach terapeutycznych, byly badania zjawiska niestabilnosci na
podstawie profili transmisyjnych oraz uwalnia monoterpenéw z nanoczastek lipidowych. Analizujgc profile
transmisyjne wszystkich probek przechowywanych w réznych temperaturach Doktorantka dowiodia
ograniczong stabilno$¢ monoterpenéw inkorporowanych w SLN, ktora jednak mozna zwigkszy¢ dzigki
dodatkowi kosurfaktantu czy tez modyfikacji SLN polimerami. Natomiast analizujagc wyniki uwalniania

monoterpenow z nanoczastek lipidowych Doktorantka zaobserwowata, ze najwigksze ilosci zostaly
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uwolnione z probki a-pinenu-SLN, a najmniejsze z probki limonenu-SLN. Ponadto obliczajac efektywnosé
enkapsulacji dla wszystkich monoterpendéw i1 pordwnujac te wyniki z szybkoscig uwalniania Doktorantka
zauwazyla, ze im mniejsza szybko$¢ uwalniania tym wyzsza efektywnos$¢ enkapsulacji. Wykazanie tej
zaleznosci jest bardzo istotne przy wyborze substancji aktywnej do okreslonego celu terapeutycznego.

Nastepnie roznorodne techniki badawcze takie jak: dyfrakcja promieni rentgenowskich (XRD),
skaningowa kalorymetria r6znicowa (DSC), skaningowa mikroskopia elektronowa pozwolity Doktorantce
wszechstronnie scharakteryzowaé otrzymane nanoczastki lipidowe oraz okresli¢ przemiany polimorficzne
zachodzace pod wptywem zmian temperatury.

Na szczegblne zainteresowanie zastugujg przeprowadzone badania in vitro probek cytralu i geraniolu
enkapsulowanych w nanoczastkach lipidowych. Probka cytralu inkorporowanego w SLN wykazala silne
dziatanie przeciwnowotworowe.

W drugiej czgsci rozdziatu Doktorantka skupita swoja uwage na nanostrukturalnych nosnikach
lipidowych inkorporowanych trzema substancjami aktywnymi: Retinolem 50 C, koenzymem Q1o oraz a-
tokoferolem. Podobnie jak w pierwszej czgéci swoja prace badawcza rozpoczeta od wyboru odpowiedniego
lipidu dla ww. substancji aktywnych oraz analizie wtasciwosci nanostrukturalnych no$nikow lipidowych za
pomocg tych samych metod, ktore uzywata do charakterystyki nanoczastek lipidowych. Opracowana przez
Doktorantke procedura syntezy pozwolita na otrzymanie stabilnych zar6wno pod wzgledem fizycznym jak i
chemicznym NLC oraz substancji aktywnych, ktore zostaty w nich zainkorporowane. Ponadto uzyskane przez
nig rezultaty dla probek NLC inkorporowanych ww. substancjami aktywnymi wskazuja, ze zastosowanie
naturalnego oleju z nasion Meadowfoam prowadzi do poprawy stabilno$ci substancji aktywnych zawartych
w NLC. Ostatnim zadaniem badawczym jakie wyznaczyla sobie Doktorantka byly badania in vivo, ktore
wymagaja duzej wiedzy przede wszystkim z kosmetologii. Pewnie z uwagi na obszerno$¢ materialu
uzyskanego w ramach pracy doktorskiej zostaty one potraktowane troche pobieznie. Z uwagi na to pozwole
sobie zada¢ nastgpujace pytania:

1. Czy analizowano wyniki badan aparaturowych ze wzgledu na wiek lub rodzaj skéry probantow?

2. W kontekscie potencjalnego zastosowania badanych kremoéw w przemysle, interesujacym byloby
przeprowadzenie badan ankietowych wérdd probantow, ktore zawieratyby pytania dotyczace wiasnych
odczu¢ probantow.

3. Nie jest jasny dla mnie opis rysunkéw 95 i 96. W mojej opinii zabrakto wartosci TEWL oraz stopnia

nawilzenia przed aplikacjg kremow tzn. w tygodniu 0. Co prawda Doktorantka pisze, ze to wlasnie [
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tydzien obejmowal pomiary przed aplikacja, ale dlaczego sa to wyniki dla dwdch kreméw, jesli nie
zostaly one jeszcze zaaplikowane na skorg.

Rozprawe doktorska zamyka dos$¢ obszerny jak na podsumowanie najwazniejszych osiggnig¢ pracy
rozdzial zatytutowany ,,Podsumowanie i wnioski” liczacy az 11 stron. W mojej opinii zabrakto zwieztego i
syntetycznego zestawienia najwickszych osiagni¢¢, uzyskanych podczas realizacji dysertacji. Z uwagi na to
pozwolitam sobie wybra¢ wedtug mnie najwazniejsze osiggnigcia.
| tak, w mojej ocenie do najwazniejszych osiggnie¢ przedstawionej do recenzji dysertacji nalezy:

e Optymalizacja metod syntezy nanoczastek lipidowych;

e Okreslenie typu oraz stopnia uwalniania wybranych monoterpendéw z nanoczastek lipidowych;

e Okreslenie aktywno$ci przeciwzapalnej oraz cytotoksycznej wybranych monoterpenow
inkorporowanych w SLN;

e Opracowanie powtarzalnej metody enkapsulacji Retinolu 50 C, koenzymu Q1o oraz a-tokoferolu;

e Ocena stabilno$ci chemicznej zarowno Retinolu 50 C jak i koenzymu Q1o enkapsulowanych w NLC,

e Badania aplikacyjne otrzymanych preparatéw kosmetycznych zawierajacych MSO jako matryce
lipidowa w syntetyzowanych NLC.

Miarg naukowa warto$ci przedstawionej mi do recenzji dysertacji jest to, ze zawarte w niej wyniki
zostaty juz czesciowo opublikowane. Pani mgr Aleksandra Zielinska jest wspotautorka 19 opublikowanych
prac oraz 3 wystanych, z ktorych trzy znajduja si¢ w czasopismach z tzw. listy ministerialnej czgsci A, sze$¢
w czasopismach z listy ministerialnej czesci B. Ponadto Doktorantka jest wspotautorka trzech rozdziatow w
monografiach, siedmiu w czasopismach spoza listy ministerialnej. Swoje osiggnigcia prezentowata na
konferencjach zarowno w formie wystapienia ustnego (3) jaki i posteru (34).

Wymienione w trakcie recenzji drobne uwagi oraz zapytania nie umniejszajg warto$ci merytorycznej
rozprawy doktorskiej i nie maja wptywu na moja bardzo dobrg ocene dysertacji, a nieliczne uwagi swiadcza
jedynie o doktadnym zapoznaniu si¢ recenzenta z trescig rozprawy doktorskiej. W mojej opinii rozprawa
doktorska mgr Aleksandry Zielinskiej posiada duza wartos$¢ z aplikacyjnego punktu widzenia i mam nadzieje,
ze zostanie to w przyszlosci wykorzystane przy wspolpracy z przemystem kosmetycznym. Ponadto,
przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej badania z wykorzystaniem nietoksycznych i
biodegradowalnych nanoczastek lipidowych sg zgodne z zatozeniami tzw. ,,zielonej chemii” co swiadczy 0

nowoczesnym i ekologicznym podejsciu do postawionego problemu badawczego.
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Przedtozona mi do oceny rozprawa spelnia wszystkie wymagania stawiane przez Ustawe o Tytule i
Stopniach Naukowych z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. nr 65, poz. 595) oraz Rozporzadzenie Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie szczegdtowego trybu 1 warunkéw przeprowadzania czynnosci w
przewodach doktorskich, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora
z dnia 26 wrzeénia 2016, a takze zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim. Pozwala mi to
wystapi¢ z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w

Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Zielinskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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