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 Кратки данни за образователния ценз на докторанта – Лилия Иванова Винарова завършва Природоматематическата гимназия „Акад. Иван Гюзелев”, гр. Габрово, профил "Биология". През 2008 година получава бакалавърска степен,  специалност “Химия”, специализация “Неорганична химия”, а през 2010 година магистърска степен специалност “Химия”, специализация “Колоидни системи в съвременната наука и технологии” в Химически Факултет на Софийски университет „Св. Климент Охридски”- София. 
 От  юни 2010 до януари 2012 г. работи като химик към НИС на СУ "Св. Климент Охридски" в Катедрата по инженерна химия. През 2012 година е зачислена като редовен докторант в същата катедра. Лилия Винарова се включва в изследователската дейност на катедрата още като кръжочник през 2008 г. и  участва активно  в разработването на много международни договори.
Представеният ми за рецензия дисертационен труд е написан на 114 страници. Съдържа 61 фигури и илюстрации и 3 таблици. Библиографията обхваща 132 литературни източници и включва последните публикувани резултати в научната област, обект на дисертацията. Публикационната дейност на докторантката включва 2 публикации отпечатани в международното специализирано списание Food & Function с IF = 2.694 и 1 публикация в процес на подготвяне за отпечатване. Към дисертацията има приложен списък с 16 заглавия на устни и постерни съобщения представени на международни (12) и български (4) научни форуми. 10 от тях, са представени лично от докторантката.

Важно е да се отбележи, че научните разработки в дисертационния труд на Лилия Винарова са продължение и разширение с нови факти и доказателства на натрупан опит и постижения в Катедрата по инженерна химия и фармацевтично инженерство при симулиране с новосъздаден ин витро модел, на процесите на ензимна липолиза, солубилизация и абсорбция на липиди и хидрофобни вещества в стомашно-чревния тракт. Прави впечатление коректността, с която дисертантката подчертава новото и различното в проведените от нея изследвания.

Бих искала да подчертая, че последователността в развитието на изследванията на липолизните процеси в стомашно-чревния тракт е  утвърдена, станала вече традиционна политика за колектива на катедрата по Инженерна химия и Фармацевтично инженерство, която цели не само постигане на нови научни и практически резултати, но и създаване и развиване на млади научни кадри.

Актуалността и значимостта на дисертационната тема е безспорна – способността на ендогенния, синтезиран в черния дроб- и екзогенен от приетите с храната мазнини холестерол да се абсорбира в стомашно-чревния тракт, да образува плаки по стените на кръвоносните съдове и да ги склерозира се свързва с много сериозни социално значими «заболявания на съвременния начин на живот» като например, атеросклероза, хипертония,  сърдечно-съдови инциденти. Затова и усилията на изследователите са насочени към търсене на подходи за намаляване на абсорбцията на холестерол чрез установяване на механизмите на абсорбция и ре-абсорбция. За съжаление, резултатите от изследванията са все още противоречиви и нееднозначни, а много от използваните фармацевтични продукти са и със значителна токсичност. 
Основната цел на проведените научни изследвания е ясно определена -изясняване на  механизмите на солубилизация на холестерол чрез ин витро проучване на влиянието на калциеви йони и растителни сапонинови екстракти  върху този процес при условия симулиращи условията на стомашно-чревния тракт - присъствие на жлъчни киселини и продукти от тоталната липолиза на мазнини съдържащи различно количество наситени и ненаситени мастни киселини. 
Задачите са формулирани точно и очертават двете основни направления в изследванията. 
Дисертацията е структурирана удачно в 5 глави. Обзорната част (Глава 1) представя достатъчно информация и коментар за постигнатото в научната област. В Глава 2  са описани подробно използваните материали и методи.   Резултатите са отразени в 3 глави, които са взаимносвързани и съдържат съответно: Глава 3 – резултати свързани с проучване влиянието на калциеви йони върху  солубилизацията на холестерол, Глава 4 – резултати свързани с механизма на затрудняване на солубилизацията от Quillaja екстракти и Глава 5 – резултати от ин витро и ин виво изследвания върху мишки на солубилизацията на холестерол и наситени мастни киселини в присъствие на различни сапонинови екстракти. 
Използваният подход при провеждане на разностранните и задълбочени изследвания с калциевите йони и сапониновите екстракти е двустепенен – (i) оценка на степента на липолиза на изследваните масла и (ii) оценка на процеса на солубилизация на холестерола и продуктите от липолизата в присъствие на жлъчен екстракт. 
Въз основа на получените резултати за влиянието на калциеви йони (Глава 3) дисертантката заключава, че калциевите йони ин витро намаляват концентрацията на свободен холестерол , поради включването му в смесени мицели заедно със свободни мастни киселини и моноглицериди. Количеството на солубилизираните наситени мастни киселини, които лесно взаимодействат с калциевите йони, е няколко пъти по- ниско в сравнение с това на ненаситените мастни киселини. Въз основа на тези резултати дисертантката допуща , че калциевите йони от приетата храна ин виво ще показват подобно поведение.Тя предполага, че намаляването на концентрацията на свободен несвързан холестерол вероятно се дължи не само на  намаляване способността му да се абсорбира поради мицелно асоцииране, но и на затруднения в синтеза на холестерол в черния дроб поради намаленото количество абсорбирани мастни киселини.  
Изследванията свързани с  влиянието на сапонини върху солубилизацията на холестерол целят да установят механизмите на влияние на растителни екстракти от Quillaja Saponaria (2 търговски продукта с различна степен на пречистеност) (Глава 4)  и  други екстракти, съдържащи сапонини (Глава 5). Избраните екстракти са с различно съдържание на сапонини, а сапонините като химични структури съдържат  агликони от тритерпеноиден или стероиден тип.
Опитите с екстракт от Quillaja (той съдържа и калциеви йони)  показват, че липолизата на изследваните мазнини е пълна и не се повлиява от количеството на екстракта, концентрацията на калциеви йони и съдържанието на наситени мастни киселини. 
За да се установи влиянието на сапониновия екстракт върху солубилизацията на холестерол дисертантката отделя от липолизната смес две фракции смесени мицелни асоциати - малки мицели (d < 200 nm) след филтруване и големи агрегати (между 200 и 1000 nm) след центруфугиране. Резултатите показват, че във фазата с малките мицели с увеличаване концентрацията на екстракта независимо от вида на мастните киселини – наситени или ненаситени, концентрацията на асоциирания холестерол се понижава значимо. Ефектът е най-силен при какаовото масло. Подобни са ефектите установени и във фазата с големите агрегати, където при най-високата концентрация на сапонини, солубилизираният холестерол е 20%, а утайката съдържа 80% холестерол. Според дисертантката, механизмите на утаяване на холестерола в присъствие на Quillaja сапонини са комплексни, но не включват утаяване на жлъчни киселини. 
Установено е също, че съдържащите се в екстракта калциеви йони незначително повлияват солубилизацията на холестерол и в двете мицеларни фракции. Установената намалена солубилизация в малките мицелни асоциати на наситени и ненаситени мастни киселини се дължи главно на образуването на неразтворими калциеви соли. Солубилизацията на моноглицериди не се повлиява от сапонините. 
Въз основа на проведените разширени изследвания дисертантката  предлага убедително  2 механизма за намаляване на солубилизацията на холестерол в присъствие на сапонинов екстракт от Quillaja – (i) намаляване концентрацията на свободни наситени мастни киселини поради утаяване от наличните в екстракта калциеви йони и (ii) специфичен ефект на сапониновия екстракт, за който дисертантката доказва, че намалява солубилизацията в малките смесени мицели. Направено е предположение, че това се дължи на директно утаяване на холестерол и на изместване на холестерол от образуваните мицелни асоциати.
Чрез проведени обширни изследвания с пречистен екстракт с високо съдържание на сапонини и с изолирани полифеноли от непречистен екстракт самостоятелно и в комбинация е установено, че намаляването на солубилизацията се дължи не на сапонините, а на  високо молекулните полифеноли в екстракта от Quillaja. Допълнително доказателство са и резултатите от опити с комбинация полифенолна смес – пречистен сапонинов екстракт. 

Скринингови изследвания на активността на други сапонинови екстракти върху солубилизацията на холестерол, мастни киселини и моноглицериди  - Sapinidin®, Aurvedic saponin concentrate®, Ginseng®, Escin® и Fenusterols® (Глава 5) са показали, че в сравнение с екстракта от Quillaja само Sapindin®  намалява макар и в по-малка степен, солубилизацията на холестерол, но не и на мастни киселини. Изследванията със Sapindin® се правят за първи път и показват, че този екстракт утаява холестерола като го измества  от смесените мицелни асоциати.
Оценявам като особено целесъобразни проведените ин виво опити върху опитни мишки, които са един необходим следващ етап от ин витро проучванията на  липолизните процеси в храносмилателния тракт. Докторантката формулира точно  необходимостта да се потърси дали установеното ин витро понижение на солубилизацията на холестерол и основните липолизни продукти в присъствие на калциеви йони или някои сапонинови екстракти се потвърждава ин виво. Опитите са проведени с екстрактите от Quillaja (разрешен в САЩ  за включване в храни ) и Sapinidin®. Важно е да се подчертае, че мишките са хранени с експериментални храни, компонентите на които симулират количествените съотношения използвани в ин витро експериментите. Резултатите показват сравнително голямо съответствие.
Заключение
1. Представеният ми за рецензиране дисертационен труд отразява резултати от проведени системни, обширни,  задълбочени и перспективни ин витро изследвания на влиянието на калциеви йони и растителни екстракти съдържащи сапонини върху солубилизацията на холестерол и основните продукти от липолизата на различни мазнини - наситени и ненаситени мастни киселини и моноглицериди, при условия симулиращи тези в храносмилателния тракт. 
2. Използвани са много разнообразни съвременни инструментални методи. Този факт е не само в подкрепа на достоверността на получените резултати, но той показва възходящото професионално развитие и придобитите квалификации от докторантката. 
3. Резултатите са представени прегледно и анализирани задълбочено. Личи собственото отношение на дисертантката към резултатите получени от други автори, което й помага да прави аргументирани  допущания за механизмите отговорни за намаляване на солубилизацията на холестерола, чиято истинност  доказва чрез подходящи допълнителни разширени експерименти. 
4. Структурата на дисертацията е много удачно избрана, целта и задачите са формулирани логично и ясно. 
5. В потвърждение на значимостта и нивото на проведените изследвания са 2-те публикации във връзка с дисертационния труд, които са отпечатани в реномирано международно  специализирано списание с висок импакт фактор и големия брой участия в международни  и български научни форуми. 
6. Бих искала да изразя някои собствени съображения, които трябва да се разглеждат като препоръки и не са свързани със същността и значимостта на проведените изследвания.  
(i)    Не става ясно дали се използват пелетите от твърдите желатинови капсули на продукта Xenical® 120 mg (Roche) или изолираното в чисто състояние активно ле-лекарствено вещество тетрахидролипстатин от лекарствената форма твърди жела-тинови капсули. 

(ii)   Не е посочено съгласно какъв документ за стандартизация се оценява качест-вото на мазнините, които се изследват. Продуктите трябва да отговарят на изисква-ния за фармацевтично качество. 
(iii) Оценявам високото ниво на оформяне на дисертацията и качеството на илюстрациите, но препоръчвам да се обръща повече внимание на стиловото и научно прецизиране на текста. 
Въз основа на гореизложеното и във връзка с изискванията в Закона за развитието на академичния състав в Република България (глава 2, ал.6) и Изискванията на Факултета по химия и фармация към СУ „Св.Климент Охридски” предлагам убедено на Лилия Иванова Винарова да бъде присъдена научната и образователна  степен „доктор”  в професионално направление 4.2 Химически науки (Теоретична Химия - Макрокинетика).

София, м. май 2015 год.                                 Рецензент: 
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