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Wykaz waŨniejszych skr·t·w i oznaczeŒ 

SM ï stratum microbium 

AZS ï atopowe zapalenie sk·ry 

FOS ï fruktooligosacharydy  

GOS ï galaktooligosacharydy  

ISAPP ï Miňdzynarodowe Stowarzyszenie Naukowe Probiotyk·w i Prebiotyk·w (ang. The 

International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics) 

MP ï mikrosfery polimerowe  

EE ï efektywnoŜĺ enkapsulacji  

SEM ï skaningowa mikroskopia elektronowa 

TEM ï transmisyjna mikroskopia elektronowa 

FTIR ï spektroskopia w podczerwieni z transformacjŃ Fouriera 

DoE ï planowanie doŜwiadczeŒ (ang. Design of Experiments) 

ATCC ï American Type Culture Collection 

MRS ï De Man-Rogosa-Sharpe 

DSM ï Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturenn  

PCM ï Polska Kolekcja Mikroorganizm·w  

TSB ï Tryptic soy broth 

S ï Sabouraud broth 

BPA ï Baird Parker agar 

TSA ï Tryptic soy agar 

CFU ï jednostka tworzŃca koloniň (ang. Colony Formit Unit) 

DMEM ï Dulbecco's Modified Eagle Medium 

HaCaT ï ludzkie keratynocyty 

HSF ï ludzkie fibroblasty sk·ry 

PBS ï s·l fizjologiczna buforowana fosforanem  

FBS ï pğodowa surowica bydlňca 

BSA ï albumina surowicy bydlňcej 
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1. Wprowadzenie 

Ludzka sk·ra jest zğoŨonym ekosystemem, w kt·rym obecne sŃ r·Ũnorodne bakterie, 

grzyby czy wirusy, nazywane og·lnie mikrobiomem sk·ry, Stratum microbium (SM). Przydatki 

sk·ry: mieszki wğosowe, gruczoğy ğojowe, gruczoğy potowe, a takŨe warstwa rogowa nask·rka, 

sŃ skolonizowane przez unikalnŃ mikroflorň. Po raz pierwszy r·ŨnorodnoŜĺ mikrobiomu sk·ry 

opisağy w 2011 roku Elizabeth Grice i Julia Segre [1]. Obecnie naukowcy zwracajŃ uwagň na 

istotnŃ rolň, jakŃ mikrobiom sk·ry odgrywa w prawidğowym jej funkcjonowaniu: ochronie 

przed drobnoustrojami chorobotw·rczymi, wzmacnianiu ukğadu odpornoŜciowego, czy 

zdolnoŜci do rozkğadu i produkcji r·Ũnych zwiŃzk·w [2ï6]. Mikrobiota sk·ry jest pierwszŃ 

liniŃ obrony przed negatywnymi czynnikami Ŝrodowiskowymi. Przyczynia siň do obrony 

immunologicznej gospodarza, a jednym z mechanizm·w jej dziağania jest hamowanie wzrostu 

patogen·w poprzez produkcjň substancji bakteriob·jczych. Mikrobiota bierze r·wnieŨ udziağ 

w rozwoju odpornoŜci adaptacyjnej poprzez dostosowanie lokalnej produkcji cytokin  

i wzmocnienie odpornoŜci wrodzonej poprzez zwiňkszenie produkcji biağek 

przeciwbakteryjnych [7]. 

Niestety niewğaŜciwa higiena, mycie i codzienna pielňgnacja sk·ry mogŃ zaburzaĺ 

prawidğowe funkcjonowanie SM, stajŃc siň przyczynŃ nadmiernego wysuszenia sk·ry, czy 

zmian chorobowych np. atopowego zapalenia sk·ry. Dlatego wpğyw preparat·w 

kosmetycznych na mikrobiom sk·ry i koniecznoŜĺ stosowania surowc·w przyjaznych dla SM, 

czy uzupeğnianie formulacji o surowce z grupy pro- i prebiotyk·w stağo siň nie tylko 

przedmiotem badaŒ naukowych [8,9], ale jednym z wiodŃcych trend·w na rynku produkt·w 

kosmetycznych.  

Temat stağ siň szczeg·lnie istotny w dobie pandemii Corona virusa, gdzie wym·g mycia 

i dezynfekcji rŃk byğ jednym z element·w reŨimu sanitarnego.  Stosowanie preparat·w 

higienicznych i dezynfekcja sk·ry skutecznie jŃ oczyszczajŃ, usuwajŃc z powierzchni opr·cz 

zanieczyszczeŒ i mikroorganizm·w chorobotw·rczych r·wnieŨ skğadniki mikrobiomu sk·ry 

[10]. 

Substancje pro- i prebiotyczne od lat stosowane sŃ z powodzeniem jako skğadniki 

suplement·w diety. ObowiŃzujŃce definicje tych pojňĺ zostağy zasadniczo opracowane dla 

potrzeb zastosowania jako suplement·w diety. Wedğug FAO/WHO probiotyki sŃ ñŨywymi 

mikroorganizmami, kt·re podawane w odpowiednich iloŜciach przynoszŃ korzyŜci zdrowotne 

gospodarzowiò [11]. W kosmetyce terminy te sŃ uŨywane szerzej. ŧywe mikroorganizmy mogŃ 

byĺ stosowane w produktach kosmetycznych tylko w bardzo ograniczonym zakresie, poniewaŨ 
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ich ŨywotnoŜĺ i dziağanie sŃ trudne do kontrolowania [10,12]. Ograniczenia wynikajŃ r·wnieŨ  

z wymog·w dotyczŃcych czystoŜci mikrobiologicznej produkt·w kosmetycznych [13]. 

 Aby stosowaĺ Ũywe bakterie w preparatach kosmetycznych, naleŨy pominŃĺ Ŝrodki 

konserwujŃce, co z punktu widzenia bezpieczeŒstwa kosmetyk·w, wymog·w stawianych 

jakoŜci produkt·w kosmetycznych (RozporzŃdzenie nr 1223/2009 dotyczŃce produkt·w 

kosmetycznych), jest niemoŨliwe, zwğaszcza w przypadku produkt·w zawierajŃcych  

w skğadzie wodň.  

2. Mikrobiom sk·ry 

Sk·ra jest najwiňkszym organem ludzkiego ciağa. Jest to ekosystem o powierzchni okoğo 

2 m2, a biorŃc pod uwagň jej zğoŨonoŜĺ, (5 milion·w przydatk·w sk·ry), powierzchnia 

cağkowita znacznie wzrasta do okoğo 25 m2, co czyni jŃ najwiňkszym organem w ciele [14ï16]. 

PodstawowŃ rolŃ sk·ry jest funkcja bariery fizycznej, kt·ra chroni organizm przed 

potencjalnym atakiem obcych osobnik·w lub teŨ toksycznych substancji [1]. Sk·ra to takŨe 

interfejs ze Ŝrodowiskiem zewnňtrznym, skolonizowana przez r·Ũnorodne grupy 

mikroorganizm·w (bakterie, grzyby, wirusy) oraz roztocza sklasyfikowane w trzech grupach, 

jako: gatunki osiadğe, czasowe oraz przejŜciowe [17,18]. Mikroorganizmy oraz roztocza 

znajdujŃ siň na powierzchni sk·ry, ale r·wnieŨ gğňboko we wğosach, czy teŨ gruczoğach, 

tworzŃc mikrobiom sk·ry ï Stratum microbium (SM) (Rysunek 1) [1].  

 

Rysunek 1. Schemat budowy sk·ry.  
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Skğadniki mikrobiomu sk·ry sŃ w gğ·wnej mierze nieszkodliwe, a w niekt·rych przypadkach 

ich obecnoŜĺ zapewnia funkcje Ũyciowe gospodarza, czyli jest wrňcz przydatna dla Ũywiciela. 

Mikroorganizmy ŨyjŃce Ăw zgodzieò z gospodarzem, czyli mikroorganizmy symbiotyczne  

i komensalne, zajmujŃ wiele nisz na sk·rze oraz chroniŃ przed kolonizacjŃ organizm·w 

patogennych oraz szkodliwych substancji [1,19,20]. Do niedawna charakteryzowanie 

drobnoustroj·w zamieszkujŃcych sk·rň opierağo siň na technikach hodowli kom·rkowej. 

Jednak mniej niŨ 1% gatunk·w bakterii ma moŨliwoŜĺ wzrostu w warunkach laboratoryjnych, 

a wiele z nich jest wypieranych przez silniej konkurujŃce organizmy. W rezultacie 

nadprezentowane byğy bakterie i grzyby, do kt·rych zalicza siň gatunki 

Staphylococcus lub Malassezia [21]. Ostatnie postňpy dotyczŃce technologii amplifikacji  

i sekwencjonowania DNA pozwalajŃ pominŃĺ etapy hodowli kom·rkowej  

i zrewolucjonizowağy spojrzenie na spoğecznoŜci mikroorganizm·w bytujŃcych na sk·rze. 

WykorzystujŃc metodologiň sekwencjonowania DNA moŨna analizowaĺ mikrobiom z wiňkszŃ 

precyzjŃ oraz dokğadnoŜciŃ. Analiza ta oparta jest na sekwencjonowaniu genu 16S 

rybosomalnego RNA (rRNA)  i wykazağa, iŨ wiňkszoŜĺ bakterii sk·rnych zalicza siň do jednej 

z czterech grup: Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes oraz Proteobacteria. Wyizolowano 

takŨe drobnoustroje niebakteryjne, do kt·rych zalicza siň gatunki grzyb·w - Malassezia oraz 

Demodex (roztocze) [1,17]. PodejŜcie molekularne wykazağo r·wnieŨ, iŨ kolonizacja bakterii 

zaleŨy od fizjologii miejsca na ciele czğowieka. Na sk·rze wyr·Ũnia siň trzy gğ·wne siedliska: 

wilgotne, ğojowe oraz suche, co ma wpğyw na charakterystycznŃ w tych okolicach mikrobiotň 

(Rysunek 2A) [1,22]. 



10 

 

 

 

 

Rysunek 2. A) Rozkğad mikroŜrodowisk na ludzkiej sk·rze, B) Czynniki wewnňtrzne i zewnňtrzne wpğywajŃce na mikrobiom sk·ry.  

A)  B) 
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Skğad gatunkowy, liczebnoŜĺ i rozmieszczenie na powierzchni sk·ry mogŃ r·Ũniĺ siň teŨ  

w zaleŨnoŜci od czynnik·w wewnňtrznych i zewnňtrznych. Opr·cz r·Ũnic wynikajŃcych  

z uwarunkowaŒ anatomicznych zmiennoŜĺ i obfitoŜĺ flory bakteryjnej sk·ry jest zaleŨna od 

wieku, pğci, pory roku, pochodzenia etnicznego, jak r·wnieŨ od stresor·w takich jak: urazy 

fizjologiczne i niepok·j psychiczny. Czynnikami przyczyniajŃcymi siň do r·ŨnorodnoŜci 

mikrobiomu sk·ry sŃ takŨe czynniki Ŝrodowiskowe: klimat, wpğyw temperatury, 

promieniowanie UV, ale r·wnieŨ styl Ũycia (Rysunek 2B) [19,23].   

Sk·ra jest organem ulegajŃcym ciŃgğej regeneracji [24,25]. R·Ũnice w skğadzie warstwy 

rogowej nask·rka mogŃ powodowaĺ dysbiozň, kt·ra wpğywa na r·ŨnorodnoŜĺ gatunk·w 

komensalnych oraz ich liczebnoŜĺ [26]. Brak r·wnowagi w mikrobiocie sk·ry moŨe 

powodowaĺ szereg schorzeŒ sk·ry  (Rysunek 3) [23].   

 

Rysunek 3. Skutki dysbiozy na sk·rze czğowieka.  

 

W·wczas, gdy funkcja bariery sk·rnej zostaje zaburzona, moŨe nastŃpiĺ zaostrzenie objaw·w 

przewlekğych chor·b sk·ry, do kt·rych zalicza siň atopowe zapalenie sk·ry 

[14,15,19,22,23,27ï29], ğuszczycň [14,15,19,23,28] oraz trŃdzik [14,15,19,23,28,29]. Kiedy na 

sk·rze wystňpuje dysbioza, a r·ŨnorodnoŜĺ mikrobiomu zostaje zakğ·cona, jako modulatory 

przywracajŃce r·wnowagň mikrobiologicznŃ mogŃ zostaĺ wykorzystane substancje z grupy 

pre- i probiotyk·w [30].  
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3. Pre- i probiotyki w kosmetykach 

Prebiotyki i probiotyki sŃ szeroko stosowane w przemyŜle spoŨywczym, suplement·w 

diety czy farmaceutycznym, ze wzglňdu na przypisywane im korzyŜci zdrowotne. W przypadku 

produkt·w spoŨywczych i farmaceutycznych probiotyki stosowane sŃ do regulacji mikrobiomu 

jelit oraz w walce z antybiotykoopornoŜciŃ. Wzrost opornoŜci na antybiotyki i skutki uboczne 

stağy siň przyczynŃ poszukiwania terapii alternatywnych. OpornoŜĺ na antybiotyki stanowi 

powaŨne zagroŨenie dla wsp·ğczesnej medycyny i zdrowia publicznego na Ŝwiecie. Szacuje 

siň, Ũe globalnŃ ŜmiertelnoŜĺ zwiŃzanŃ z opornoŜciŃ na antybiotyki moŨna przypisaĺ okoğo  

1,3 miliona zgon·w [31,32], a wedğug przewidywaŒ wzroŜnie do 10 milion·w zgon·w na 

cağym Ŝwiecie do 2050r. [33]. Ostatnie badania wykazağy, Ũe suplementacja probiotykami ma 

obiecujŃce perspektywy aplikacyjne. MoŨe przywr·ciĺ r·wnowagň mikroflory przewodu 

pokarmowego i zapobiegaĺ dysbakteriozie wywoğanej antybiotykami, poŜrednio wpğywa 

hamujŃco na  rozw·j pağeczek Helicobacter pylori (H. pylori) [34], bakterii odpowiedzialnych 

za zapalenie ŨoğŃdka oraz chorobň wrzodowŃ ŨoğŃdka i dwunastnicy. Rozpoczňte przez Grice, 

E. A. i Segre, J. A [1], a obecnie kontynuğowane przez grupy badawcze na Ŝwiecie badania  

dowodzŃ, Ũe probiotyki stanowiĺ mogŃ nie tylko alternatywň w walce z antybiotykoopornoŜciŃ 

czy chorobŃ wrzodowŃ ŨoğŃdka, ale r·wnieŨ mogŃ byĺ pomocne w przypadku leczenia chor·b 

sk·ry. Stosowanie probiotyk·w w preparatach miejscowych moŨe stanowiĺ uzupeğnienie 

mikroflory sk·ry, kt·ra zostağa dotkniňta stanem zapalnym m.in AZS, sk·ry suchej lub 

wraŨliwej [30]. Przywr·cenie r·wnowagi w SM sk·ry przeğoŨy siň na prawidğowe 

funkcjonowanie bariery sk·rnej i redukcjň stan·w zapalnych zwiŃzanych m.in z przerwaniem 

jej integralnoŜci i namnaŨaniem bakterii patogennych. 

Wzrost zainteresowania drobnoustrojami kolonizujŃcymi ludzkie ciağo, a nie tylko tymi, 

kt·re je zakaŨajŃ, doprowadziğ do wielu badaŒ pr·bujŃcych regulowaĺ skğad mikrobiomu  

i badaĺ wpğyw zmiany skğadu na zdrowie czğowieka. światowy rynek pre- i probiotyk·w stale 

roŜnie, co czňŜciowo przypisuje siň ŜwiadomoŜci konsument·w dotyczŃcych korzyŜci 

zdrowotnych wynikajŃcych z ich spoŨycia [17,29]. Obejmuje to zastosowania kosmetyczne, 

gdzie przewiduje siň, Ũe rynek probiotyk·w wzroŜnie o 12% w ciŃgu najbliŨszych dziesiňciu 

lat, a motorem napňdowym bňdzie Ameryka P·ğnocna [35]. ObowiŃzujŃce definicje tych pojňĺ 

zostağy zasadniczo opracowane na podstawie ich stosowania, jako suplement·w diety [36].  
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3.1. Substancje prebiotyczne 

Prebiotyki sŃ powszechnie definiowane, jako Ăniestrawne skğadniki ŨywnoŜci, kt·re po 

spoŨyciu w wystarczajŃcych iloŜciach selektywnie stymulujŃ wzrost i/lub aktywnoŜĺ jednego 

lub ograniczonej liczby drobnoustroj·w w okrňŨnicy, co daje udokumentowane korzyŜci 

zdrowotneò [37,38]. MoŨna je pozyskaĺ z naturalnych Ŧr·değ, takich jak bulwy dalii, korzeŒ 

cykorii, czosnek, cebula, por, karczoch, szparagi, siemiň lniane, soja, a takŨe z mleka krowiego 

[17]. Prebiotyki znajdujŃce siň w suplementach diety to wňglowodany skğadajŃce siň z r·Ũnych 

typ·w monomer·w o kr·tkim lub dğugim ğaŒcuchu. Monomery te sŃ poğŃczone za pomocŃ 

wiŃzaŒ, kt·re nie sŃ rozkğadane przez ludzkie enzymy trawienne, ale sŃ wykorzystywane przez 

specyficzne szczepy bakteryjne. WŜr·d substancji uznawanych za prebiotyki wystňpujŃcych  

w suplementach diety wymieniane sŃ gğ·wnie [39]:  

V fruktany, fruktooligosacharydy (FOS) lub inulina, 

V galaktooligosacharydy (GOS), zğoŨone z monomer·w galaktozy, 

V laktuloza, disacharyd zğoŨony z galaktozy i fruktozy.  

FOS i GOS obecnie dominujŃ w kategorii prebiotyk·w, o czym ŜwiadczŃ liczne badania nad 

ich dziağaniem prebiotycznym [38]. NowŃ klasň zwiŃzk·w, kt·re mogŃ r·wnieŨ speğniaĺ 

kryteria prebiotyk·w stanowiŃ polifenole roŜlinne. Szacuje siň, Ũe 90ï95% polifenoli w diecie 

nie jest wchğaniane w jelicie cienkim, a zatem dociera do okrňŨnicy, gdzie ulegajŃ rozlegğej 

biotransformacji przez mikrobiotň okrňŨnicy [40]. Coraz wiňcej dowod·w wskazuje, iŨ 

korzyŜci zdrowotne wynikajŃce ze spoŨycia polifenoli zaleŨŃ od wykorzystania ich przez 

mikroorganizmy i wytwarzanych metabolit·w, a nie od zwiŃzk·w macierzystych [41]. Dowody 

te rozszerzajŃ koncepcjň prebiotycznŃ poza niestrawne oligosacharydy, takie jak FOS i GOS. 

Jednak potrzeba wiňcej badaŒ wskazujŃcych na korzyŜci zdrowotne, aby wykazaĺ ich status 

prebiotyczny. 

W kosmetykach termin Ăprebiotykò jest stosowany w szerszym kontekŜcie, tzn. jako 

substancje, kt·re mogŃ zostaĺ wykorzystane przez Ădobreò bakterie lub teŨ, jako substancje 

wytwarzane przez mikroorganizmy (sŃ one r·wnieŨ czňsto okreŜlane, jako skğadniki 

probiotyczne w odniesieniu do kosmetyk·w). Producenci kosmetyk·w definiujŃ substancje 

prebiotyczne nastňpujŃco: ĂPrebiotyki sŃ Ŧr·dğem poŨywienia dla poŨytecznych 

drobnoustroj·w, aby zapewniĺ im przewagň konkurencyjnŃ. DajŃc im poŨywienie, rozmnaŨajŃ 

siň i rozwijajŃ, wykluczajŃc w ten spos·b chorobotw·rcze (szkodliwe) bakterieò [38].  
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3.2. Substancje probiotyczne 

Zgodnie z og·lnie przyjňtŃ definicjŃ ustanowionŃ przez FAO/WHO Ăprobiotyki sŃ 

Ũywymi mikroorganizmami, kt·re podawane w odpowiednich iloŜci przynoszŃ korzyŜci 

zdrowotne gospodarzowiò [11,37]. Najpowszechniejszymi probiotykami sŃ przedstawiciele 

rodzaj·w Lactobacillus i Bifidobacterium. Natomiast skğadniki pochodzŃce z Lactococcus, 

Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus i Saccharomyces sŃ stosowane zdecydowanie 

rzadziej. NaleŨy zauwaŨyĺ, Ũe probiotyczne sŃ tylko okreŜlone szczepy, a nie gatunek [37,39].  

Dodatkowo r·Ũne szczepy mogŃ mieĺ odmienne wğaŜciwoŜci probiotyczne, a parametr·w 

jednego szczepu, nie moŨna odnosiĺ w stosunku do innego szczepu, nawet jeŜli naleŨŃ do tego 

samego gatunku [37]. Na ten fakt naleŨy zwr·ciĺ uwagň przy doborze odpowiedniego szczepu 

do konkretnych zastosowaŒ. W branŨy kosmetycznej termin Ăprobiotykò jest uŨywany szerzej. 

ŧywe mikroorganizmy mogŃ byĺ stosowane w produktach kosmetycznych tylko  

w bardzo ograniczonym zakresie, poniewaŨ ich ŨywotnoŜĺ, czystoŜĺ i dziağanie sŃ trudne do 

kontrolowania [29]. Aby stosowaĺ Ũywe bakterie w preparatach kosmetycznych, naleŨy 

pominŃĺ Ŝrodki konserwujŃce, co z punktu widzenia bezpieczeŒstwa kosmetyk·w, wymog·w 

stawianych produktom kosmetycznym (RozporzŃdzenie nr 1223/2009 dotyczŃce produkt·w 

kosmetycznych) jest bardzo trudne. Grupň surowc·w, ğŃczŃcych korzyŜci zdrowotne dla sk·ry 

mogŃ stanowiĺ substancje, kt·re nie sŃ bezpoŜrednio Ũywymi bakteriami, ale zostağy uzyskane 

za pomocŃ bakterii probiotycznych. WŜr·d takich probiotycznych skğadnik·w kosmetycznych 

moŨna wyr·Ũniĺ cztery kategorie [12,39]:  

1. Produkty fermentacji ï w takim produkcie bakterie probiotyczne rosnŃ w specjalnej 

poŨywce, p·Ŧniej sŃ jednak odfiltrowywane, ale roztw·r zawiera ich metabolity, takie jak: 

aminokwasy, witaminy lub substancje przeciwutleniajŃce. 

2. Lizaty kom·rkowe ï bakterie nie sŃ odfiltrowywane z poŨywki, jednak sŃ 

unieczynniane, a w takim roztworze moŨna znaleŦĺ skğadniki ich struktur kom·rkowych. 

3. Surowce po tyndalizacji ï bakterie ginŃ na skutek ogrzewania, zanim zostanŃ one 

wprowadzone do preparatu. Martwe drobnoustroje nie majŃ moŨliwoŜci namnaŨania siň na 

sk·rze, a skğadniki ich kom·rek oraz metabolity wywierajŃ dziağanie immunomodulujŃce 

hamujŃc rozw·j patogen·w.  

4. ŧywe bakterie probiotyczne ï do produktu kosmetycznego dodawane sŃ Ũywe kultury 

bakterii, jednak w tym wypadku pojawiajŃ siň wspomniane wyŨej ograniczenia dla stosowania 

konserwant·w, kt·re wpğywajŃ negatywnie r·wnieŨ na Ădobreò bakterie w formulacji. Z tego 
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wzglňdu, wiňkszoŜĺ produkt·w zawiera w swoim skğadzie probiotyki w formie martwych 

kom·rek mikroorganizm·w.  

SpoŜr·d wyŨej wymienionych kategorii najwiňkszŃ popularnoŜciŃ cieszy siň pierwsza grupa 

skğadnik·w probiotycznych [29]. Metabolity bakterii probiotycznych (witaminy, aminokwasy, 

przeciwutleniacze) otrzymywane w procesie fermentacji stanowiŃ popularny skğadnik wielu 

produkt·w kosmetycznych.  

BiorŃc pod uwagň najczňŜciej stosowane w produktach kosmetycznych bakterie, czyli bakterie  

kwasu mlekowego ( Lactobacillus) w kosmetykach moŨna znaleŦĺ trzy grupy skğadnik·w [39]:  

V produkty fermentacji Lactobacillus (INCI: Lactobacillus Ferment) 

V filtraty produkt·w fermentacji Lactobacillus (INCI: Lactobacillus Ferment Filtrate) 

V lizaty bakteryjny Lactobacillus (INCI: Lactobacillus Lysate).  

W 2021r.  Miňdzynarodowe Stowarzyszenie Naukowe Probiotyk·w i Prebiotyk·w (ISAPP),  

w odniesieniu do ŨywnoŜci, zaproponowağo r·wnieŨ dodatkowŃ definicjň ï postbiotyk·w, kt·ra 

oznacza Ăpreparat nieoŨywionych mikroorganizm·w i/lub ich skğadnik·w, kt·ry zapewnia 

korzyŜĺ zdrowotnŃ gospodarzowiò [42]. Por·wnujŃc te dwa pojňcia, wydaje siň, Ũe rozr·Ũnienie 

miňdzy nimi staje siň jasne, poniewaŨ probiotyki sŃ ewidentnie definiowane jako ĂŨywe 

mikroorganizmyò, a postbiotyki jako ĂnieoŨywione mikroorganizmyò. PodŃŨajŃc tym tokiem 

myŜlenia, wprowadzenie terminu Ăpostbiotykò byğo pr·bŃ opisania produktu skğadajŃcego siň 

z martwych mikroorganizm·w, frakcji i lizat·w lub metabolit·w wydzielanych przez Ũywe 

mikroorganizmy lub uwalnianych po lizie kom·rkowej. NaleŨŃ do nich enzymy, peptydy, 

kwasy tejchojowe, biağka powierzchniowe kom·rek, polisacharydy i kwasy organiczne, kt·re 

promujŃ korzyŜci zdrowotne dla gospodarza [43ï46]. Jednak mimo tego podziağu 

wprowadzonego w przemyŜle spoŨywczym, w  kontekŜcie surowc·w kosmetycznych termin 

ten pojawia siň bardzo rzadko, a metabolity takie jak lizaty kom·rkowe, produkty fermentacji 

czy surowce po tyndylizacji okreŜlane sŃ nadal terminem Ăprobiotykò lub Ăsurowce 

probiotyczneò [29]. W opublikowanych badaniach moŨna znaleŦĺ szereg r·Ũnych termin·w 

odnoszŃcych siň do tego typu surowc·w: surowce probiotyczne, nieŨywotne probiotyki, 

probiotyki zabite ciepğem, czy probiotyki tyndalizowane [36]. Wedğug opisanych w literaturze 

wynik·w badaŒ, r·wnieŨ takie formy surowc·w zawierajŃce martwe organizmy, wykazujŃ 

korzystne efekty biologiczne [47]. Zastosowane jako skğadniki kosmetyk·w, pozytywnie 

wpğywajŃ na stan sk·ry: wykazujŃ dziağanie  nawilŨajŃce, ğagodzŃ stany zapalne sk·ry oraz 

fotouszkodzenia sk·ry wywoğane promieniowaniem UV oraz poprawiajŃ kondycjň, objňtej 

atopowym zapaleniem, sk·ry [17,25,26,47ï53].  W ten spos·b substancje probiotyczne 
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skğadajŃce siň zar·wno z Ũywych, jak i martwych kom·rek lub metabolit·w mikroorganizm·w 

mogŃ pom·c w zapobieganiu chorobom zapalnym i alergicznym [54]. Badania kliniczne 

wykazağy, iŨ stosowanie lizatu Bifidobacterium longum jest skuteczne w leczeniu wraŨliwej  

i suchej sk·ry [48,49]. W przypadku badaŒ ex vivo ekstraktu z Bifidobacterium longum 

przeprowadzonych przez Gu®niche i wsp·ğautor·w [48] stwierdzono statystycznie istotnŃ 

poprawň w por·wnaniu z placebo, parametr·w zwiŃzanych ze stanem zapalnym, takich jak 

zmniejszenie rozszerzenia naczyŒ, obrzňk i uwalnianie TNF-Ŭ. Ponadto, u ochotnik·w, kt·rzy 

stosowali krem z ekstraktem bakteryjnym zaobserwowano znaczny spadek wraŨliwoŜci  

i suchoŜci sk·ry po 29 dniach stosowania preparatu.  

Kim i wsp·ğautorzy [47] wykazali, Ũe dwutygodniowe stosowanie Lactobacillus sakei probio 

65 (zar·wno Ũywych, jak i martwych) istotnie hamowağo rozw·j zmian sk·rnych podobnych 

do atopowego zapalenia sk·ry (poziomy immunoglobuliny E w surowicy byğy znaczŃco 

obniŨone) w por·wnaniu z grupŃ kontrolnŃ. Wyniki badaŒ przeprowadzonych przez Jungôa  

i in. [50] na modelu zrekonstruowanego nask·rka KeraskinÊ potwierdziğy, Ũe lizaty 

Lactobacillus rhamnosus wpğywajŃ pozytywnie na funkcjň barierowŃ sk·ry. Zastosowanie 

lizatu bakteryjnego na KeraskinÊ zwiňkszyğo ekspresjň biağek poğŃczeŒ Ŝcisğych: klaudyny  

i okludyny oraz biağek barierowych sk·ry, m.in. filagryny. Ponadto cytotoksycznoŜĺ substancji 

draŨniŃcej sk·rň, laurylosiarczanu sodu (SLS), zostağa zğagodzona przez wstňpne leczenie 

lizatem, a jego zastosowanie osğabiğo r·wnieŨ niszczenie desmosom·w na skutek dziağania 

SLS.  

W badaniu przeprowadzonym przez Khmaladze i in. [51] zbadano wpğyw szczepu 

probiotycznego L. reuteri DSM 17938 w miejscowych zastosowaniach na sk·rň, wykorzystujŃc 

dwa modele: pierwszy ï ex vivo skupiajŃcy siň na dziağaniu przeciwzapalnym i barierowym na 

sk·rň oraz drugi ï in vitro skupiajŃcy siň na dziağaniu przeciwdrobnoustrojowym. Badania 

wykazağy, Ũe zastosowanie zar·wno Ũywych bakterii, jak i lizatu L. reuteri DSM 17938 

zmniejszyğo prozapalne dziağanie IL-6 i IL-8. Ponadto Ũywa forma L. reuteri DSM 17938 

wykazağa dziağanie przeciwbakteryjne przeciwko patogennym mikroorganizmom sk·ry  

(S. aureus, S. pyogenes M1, C. acnes AS12 i P. aeruginosa), podczas gdy lizat nie wykazağ 

takiej aktywnoŜci. Wobec powyŨszych wynik·w Ũywa postaĺ L. reuteri DSM 17938 moŨe byĺ 

stosowana w leczeniu problem·w sk·rnych zwiŃzanych z fotostarzeniem, przerostem bakterii 

oraz nawilŨeniem sk·ry. Z kolei lizaty bakteryjne mogŃ byĺ stosowane w pielňgnacji sk·ry, 

gdzie potrzeba dziağania przeciwzapalnego. W zwiŃzku z tymi wynikami stosowanie Ũywych 
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mikroorganizm·w moŨe wydawaĺ siň niezwykle obiecujŃce w kontekŜcie preparat·w 

stosowanych miejscowo na sk·rň [37]. 

Rola pro- i prebiotyk·w jest badana pod kŃtem ich zdolnoŜci do wspierania korzystnej flory 

bakteryjnej, wzmacniania funkcji bariery sk·rnej i potencjalnego odwr·cenia skutk·w 

starzenia. Probiotyki r·wnowaŨŃ SM poprzez namnaŨanie korzystnych bakterii na sk·rze, 

poprawiajŃc w ten spos·b jej naturalne mechanizmy obronne i integralnoŜĺ bariery, podczas 

gdy prebiotyki odŨywiajŃ te korzystne bakterie, promujŃc zr·wnowaŨony mikrobiom, kt·ry 

wspiera og·lne zdrowie sk·ry [55]. Razem te elementy biotyczne (synbiotyki) mogŃ stanowiĺ 

synergistyczne podejŜcie do pielňgnacji sk·ry, co znajduje potwierdzenie w publikacjach 

naukowych w odniesieniu do produkt·w farmaceutycznych [15]. W badaniu Luoto i in. [56] 

zastosowanie mieszanki probiotyczno ï prebiotycznej (L. rhamnosus GG ATCC 53103 ï GOS) 

skutkowağo niŨszŃ czňstoŜciŃ wystňpowania infekcji dr·g oddechowych u niemowlŃt  

w por·wnaniu z dzieĺmi otrzymujŃcymi placebo. Z kolei w badaniu Wu i in. [57] synbiotyczna 

kombinacja L. salivarius i FOS wykazağa wiňkszŃ skutecznoŜĺ dziağania niŨ sam prebiotyk  

w leczeniu umiarkowanego do ciňŨkiego atopowego zapalenia sk·ry u dzieci.  

Pomimo faktu, iŨ na rynku kosmetycznym coraz wiňcej kosmetyk·w zawiera Ăprobiotykiò 

bňdŃce gğ·wnie produktami fermentacji probiotycznej istnieje duŨe zainteresowanie 

wykorzystaniem Ũywych bakterii w pielňgnacji sk·ry suchej i wraŨliwej lub leczeniu chor·b 

zapalnych sk·ry [51,58]. Badanie przeprowadzone przez Peral i in. [59] wykazağo, Ũe 

miejscowe zastosowanie Ũywego Lactobacillus plantarum hamowağo stan zapalny  

i przyspieszyğo gojenie ran u pacjent·w z przewlekğymi owrzodzeniami Ũylnych koŒczyn 

dolnych. Miejscowe zastosowanie L. plantarum na zmiany (25ï60 cm2) u 14 pacjent·w chorych 

na cukrzycň i 20 pacjent·w bez cukrzycy spowodowağo oczyszczenie, utworzenie tkanki 

ziarninowej i cağkowite wygojenie rany po 30 dniach u 43% pacjent·w z cukrzycŃ i u 50% 

pacjent·w bez cukrzycy. Kom·rki z ğoŨysk owrzodzeŒ zebrane po leczeniu L. plantarum przez 

10 dni wykazağy zmniejszenie odsetka kom·rek polimorfonuklearnych, apoptotycznych  

i martwiczych oraz zmodyfikowanie produkcji IL-8 (wartoŜci IL-8 wzrosğy po 5 dniach 

leczenia, a nastňpnie spadğy po 10 dniach), a w efekcie przyspieszyğo gojenie siň ran.  

Z dostňpnych danych literaturowych wynika, Ũe zastosowanie Ũywych bakterii  

w preparatach kosmetycznych wiŃŨe siň z duŨymi trudnoŜciami. Z jednej strony kontrola 

namnaŨania siň drobnoustroj·w, zachowanie zgodnie z wymogami na odpowiednim poziomie, 

czystoŜci mikrobiologicznej produktu, z drugiej ochrona probiotycznych mikroorganizm·w 
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przed dziağaniem zawartych w produkcie Ŝrodk·w konserwujŃcych. Na polskim rynku znajduje 

siň jeden produkt w formie preparatu dwufazowego firmy Moliv, w kt·rym w czňŜci bezwodnej 

znajdujŃ siň unieczynnione mikroorganizmy (wysuszone rozpyğowo), w drugiej znajduje siň 

wğaŜciwa emulsja. A wiňc bakterie probiotyczne nie majŃ kontaktu ze Ŝrodkami 

konserwujŃcymi, tak jak miağoby to miejsce w przypadku preparatu emulsyjnego 

zawierajŃcego w swoim skğadzie wodň. 

MetodŃ pozwalajŃcŃ na przezwyciňŨenie wyŨej wymienionych ograniczeŒ oraz wprowadzenie 

Ũywych bakterii do kosmetyku moŨe byĺ mikroenkapsulacja i inkorporacja do formulacji 

noŜnika, wewnŃtrz kt·rego zamkniňte sŃ Ũywe bakterie probiotyczne. Wyb·r odpowiedniego 

materiağu powğoki jest kluczowy dla stabilnoŜci uzyskanych czŃstek i zapewnienia 

odpowiedniej ochrony mikroorganizm·w.  

4. Mik roczŃstki polimerowe jako noŜniki skğadnik·w aktywnych 

 ĂMikroczŃstkiò to termin uŨywany dla kulistych czŃstek o Ŝrednicach rzňdu 

mikrometr·w (zwykle od 1 Õm do 1000 Õm). Polimerowe mikroczŃstki sŃ zwykle formowane 

przez matrycň polimerowŃ, w kt·rej moŨna unieruchomiĺ mniejszŃ iloŜĺ zwiŃzku aktywnego 

[60]. BiorŃc pod uwagň metodň przygotowania, morfologiň mikroczŃstek i dystrybucjň zwiŃzku 

aktywnego, moŨna wyr·Ũniĺ dwie kategorie mikroczŃstek: Ămikrosferyò i Ămikrokapsuğkiò 

(Rysunek 4) [60ï62].  

 

Rysunek 4. Schematyczne przedstawienie: a) mikrokapsuğki, b) mikrosfery, c) powlekanej 

mikrosfery. 

Mikrosfery sŃ zazwyczaj charakteryzowane jako ukğady matrycowe, w kt·rych substancja 

czynna jest jednorodnie rozproszona. Natomiast mikrokapsuğki sŃ czŃstkami heterogenicznymi, 

w kt·rych rdzeŒ (stağy lub ciekğy) otoczony jest powğokŃ i tworzy ukğad z zamkniňtym w niej 

zwiŃzkiem aktywnym [60,63,64]. W niekt·rych przypadkach, aby przezwyciňŨyĺ problemy 
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zwiŃzane ze stabilnoŜciŃ mechanicznŃ takich ukğad·w, opracowywane sŃ noŜniki powlekane 

dodatkowo substancjami uszczelniajŃcymi ich strukturň  [65,66].  

4.1. Alginiany - charakterystyka 

Jednym z najczňŜciej stosowanych biopolimerowych element·w budulcowych do 

budowy mikroŨeli jest alginian ï polisacharyd wyizolowany z alg morskich [67,68], zwykle  

z trzech gatunk·w brunatnic morskich, Phaeophyceae: Macrocystis pyrifera, Laminaria 

digitata i Laminaria saccharina. Alginian jest szeroko stosowany jako noŜnik substancji 

aktywnych ze wzglňdu na jego biodegradowalnoŜĺ, biokompatybilnoŜĺ, opğacalnoŜĺ, prostotň  

i nietoksycznoŜĺ [69]. Struktura alginianu zaleŨy od Ŧr·dğa glon·w morskich, czyli dokğadnie 

od gatunku glon·w, pochodzenia geograficznego lub odmian sezonowych [70]. Alginiany to 

nierozgağňzione kopolimery kwasu D-mannurowego (blok M) i kwasu L-guluronowego (blok 

G) poğŃczone wiŃzaniami ɓ (1-4) glikozydowymi (Rysunek 5) [70ï76]. 

 

Rysunek 5. Struktura kwasu ɓ-D-mannurowego (blok M) i kwasu Ŭ-L-guluronowego (blok G).  

Bloki te sŃ uğoŨone w nieregularny wz·r z r·Ũnymi proporcjami blok·w GG, MM i MG 

(Rysunek 6) [67,69ï71,75]. Elementy M i G sŃ umieszczone w r·Ũnych lokalizacjach wzdğuŨ 

ğaŒcucha (np. MMMM, GGGG, MMGG, GMGM) i w r·Ũnych iloŜciach [71].  

 

Rysunek 6. Struktura alginianu sodu. 
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JednowartoŜciowe jony metali z alginianem tworzŃ rozpuszczalne sole, natomiast 

dwuwartoŜciowe i wielowartoŜciowe kationy (z wyjŃtkiem Mg2+) tworzŃ Ũele lub osady. 

Alginiany zawierajŃce duŨŃ liczbň blok·w kwasu guluronowego tworzŃ Ũele o znacznie 

wiňkszej stabilnoŜci mechanicznej w por·wnaniu z alginianami bogatymi w mannuroniany, 

poniewaŨ bloki G majŃ silniejsze powinowactwo do jon·w dwuwartoŜciowych niŨ bloki M 

[67]. Oddziağywanie alginian·w z kationami dwuwartoŜciowymi, kt·rymi sŃ w szczeg·lnoŜci 

jony Ca2+, prowadzi do powstania Ũeli biodegradowalnych. Polimeryzacja polega na 

sieciowaniu alginian·w poprzez wiŃzania jonowe pomiňdzy kationami Ca2+ a anionami 

alginianowymi [71,77]. Wymiana jon·w Na+ na jony Ca2+ jest stosunkowo ğatwa  

i zachodzi, gdy wodny roztw·r alginianu sodu miesza siň z roztworem zawierajŃcym jony 

wapnia [74]. O wğaŜciwoŜciach mechanicznych powstağych Ũeli decyduje zar·wno iloŜĺ jon·w 

dwuwartoŜciowych, jak i stňŨenie soli kwasu alginowego w mieszaninie reakcyjnej, ale tylko 

wspomniane wyŨej bloki G biorŃ udziağ w procesie sieciowania [71,77]. Charakterystyczna 

struktura molekularna wynikajŃca z tych oddziağywaŒ jest okreŜlana jako model Ăjajko-

pudeğkoò [71,77ï79] (Rysunek 7), gdzie bloki homopolimeru G tworzŃ uporzŃdkowane, 

tr·jwymiarowe obszary, w kt·rych jony Ca2+ sŃ osadzone jak jajka w tekturowym pudeğku [80]. 

 

Rysunek 7. Sieciowanie alginian·w pod wpğywem kation·w wapnia (model Ăjajko-pudeğkoò). 

4.2. Metody enkapsulacji zwiŃzk·w aktywnych w alginianach 

NajczňŜciej wykorzystywanymi metodami do kapsuğkowania zwiŃzk·w aktywnych  

w alginianach sŃ techniki: ekstruzja, emulsyfikacja oraz suszenie rozpyğowe [62]. Na Rysunku 

8 przedstawiono typowe rozmiary czŃstek uzyskane za pomocŃ tych metod. 
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Rysunek 8. Zakres rozmiar·w uzyskiwany przez poszczeg·lne techniki enkapsulacji.  

CzŃstki alginianu otrzymane r·Ũnymi metodami mogŃ mieĺ rozmiary od makroczŃstek do 

nanoczŃstek, a najwiňkszy rozrzut rozmiar·w moŨemy uzyskaĺ w technice emulsyfikacji.  

Z kolei Ŝrednio duŨo wiňksze czŃstki otrzymujemy w technice ekstruzji. Na Rysunku 9 

przedstawiono schemat tworzenia kapsuğek za pomocŃ tych dw·ch technik. 

 

Rysunek 9. Schemat procesu enkapsulacji technikami ekstruzji i emulsyfikacji. 
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Technika ekstruzji jest najstarszŃ technikŃ wytwarzania mikrokapsuğek [81]. Polega na 

przygotowaniu roztworu hydrokoloidu (wodna dyspersja noŜnika, takiego jak polimer 

naturalny lub syntetyczny), kt·rym moŨe byĺ alginian sodu. Nastňpnie do roztworu dodaje siň 

materiağ do enkapsulacji, a zawiesina jest wkraplana do roztworu sieciujŃcego, kt·rym moŨe 

byĺ chlorek wapnia [62,69,72,82ï87]. W zaleŨnoŜci od tego, czy jest to skala laboratoryjna, 

czy pilotaŨowa, do wytğaczania stosuje siň odpowiednio igğň strzykawki lub ekstruder [72]. 

WielkoŜĺ i ksztağt otrzymanych kulek zaleŨŃ od takich czynnik·w, jak Ŝrednica igğy i odlegğoŜĺ 

igğy od roztworu utwardzacza. Ta technika jest najbardziej popularna ze wzglňdu na ğatwoŜĺ, 

prostotň i niski koszt [88].  

Z kolei technika emulsyfikacji jest droŨsza niŨ metoda ekstruzji ze wzglňdu na koniecznoŜĺ 

stosowania duŨej iloŜci oleju do wytworzenia emulsji. W tej technice faza nieciŃgğa (mieszanina 

hydrokoloidu i materiağu kapsuğkowanego) jest dodawana do duŨej objňtoŜci fazy ciŃgğej 

(oleju) [62,69,72,79,82,83]. W zastosowaniach spoŨywczych jako fazň ciŃgğŃ wykorzystuje siň 

oleje roŜlinne, najczňŜciej rzepakowy, sğonecznikowy, czy kukurydziany [88,89]. Nastňpnie do 

utworzonej mieszaniny dodaje siň emulgator. PowstajŃcŃ pre-emulsjň typu woda w oleju 

homogenizuje siň w spos·b ciŃgğy przez mieszanie [62,69,72,82,83]. SzybkoŜĺ mieszania 

emulsji jest krytycznym etapem, poniewaŨ wpğywa ona zar·wno na ksztağt, jak i rozmiar 

utworzonych kapsuğek [90]. Bardzo duŨe kapsuğki (o Ŝrednicy okoğo 1000 ɛm lub wiňkszej) 

mogŃ powodowaĺ sğabo powleczone struktury oraz grubŃ teksturň [91], co z kolei wpğywa na 

jakoŜĺ dyspersji kapsuğek w koŒcowym produkcie [92]. WytworzonŃ emulsjň destabilizuje siň 

przez dodanie roztworu chlorku wapnia, odwirowuje, oddzielajŃc fazň olejowŃ i wodnŃ w celu 

otrzymania mikrosfer [93,94].  

Szczeg·ğowa charakterystyka noŜnik·w alginianowych oraz metod enkapsulacji i ich wad  

i zalet, czynnik·w wpğywajŃcych na proces formowania mikroczŃstek alginianu oraz ich 

zastosowaŒ znajduje siň w publikacji ñPreparation and Characteristics of Alginate 

Microparticles for Food, Pharmaceutical and Cosmetic Applicationsò, Polymers, 2022; 

stanowiŃcej zağŃcznik do niniejszej pracy doktorskiej.  
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5. Cel i zakres pracy  

Gğ·wnym celem pracy doktorskiej byğo opracowanie formulacji, zawierajŃcej Ũywe 

kultury bakterii probiotycznych, sprzyjajŃcych zachowaniu naturalnej flory bakteryjnej sk·ry. 

W tym celu koniecznie byğo znalezienie efektywnej formy, noŜnika dla probiotyk·w poprzez 

dob·r naturalnych i biokompatybilnych surowc·w, optymalnej metody otrzymywania 

pozwalajŃcej na uzyskanie zar·wno wysokiej efektywnoŜci enkapsulacji, jak r·wnieŨ 

przeŨywalnoŜci w czasie szczepu bakteryjnego zamkniňtego w noŜniku.  

 

Zakres pracy obejmowağ:  

V Opracowanie noŜnika dla Ũywego szczepu probiotycznego wraz z optymalizacjŃ 

skğadu jakoŜciowego i iloŜciowego formulacji noŜnikowej oraz analizŃ fizykochemicznŃ 

noŜnika.  

V Badania efektywnoŜci enkapsulacji (EE) oraz ocenň ŨywotnoŜci wolnych  

i kapsuğkowanych kom·rek probiotycznych w zaleŨnoŜci od wpğywu pH, Ŝrodka 

konserwujŃcego, temperatury, UV.  

V Opracowanie formulacji bazowej, w postaci emulsyjnej, w kt·rej jako skğadnik 

probiotyczny zastosowano mikrosfery alginianowe zawierajŃce bakterie kwasu mlekowego 

wraz z doborem ukğadu konserwujŃcego. 

V Opracowanie alternatywnej formulacji bazowej dla mikrosfer alginianowych, 

pozwalajŃcej na pominiňcie Ŝrodk·w konserwujŃcych.  

V  Modyfikacjň mikrosfer alginianowych o dodatek skğadnika prebiotycznego  

w celu uzyskania wiňkszej ŨywotnoŜci kom·rek bakterii wraz z optymalizacjŃ skğadu 

jakoŜciowego i iloŜciowego noŜnika.  

V Powlekanie zmodyfikowanych mikrosfer za pomocŃ biopolimer·w w celu 

uzyskania maksymalnego stopnia hermetycznoŜci noŜnika oraz ocenň przeŨywalnoŜci szczepu 

probiotycznego w powlekanych mikrosferach.  

V Ocenň efektywnoŜci dziağania formulacji z mikrosferami probiotycznymi  

(MP) ï ocenň cytotoksycznoŜci (test MTT) i badania wpğywu na proliferacjň kom·rek (test 

MTT). 

V Badania in vitro i  in vivo wpğywu formulacji kosmetycznej zawierajŃcej MP na 

mikrobiom sk·ry, potwierdzajŃce kolonizacjň sk·ry probant·w szczepem probiotycznym 

obecnym w kosmetyku.  
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W celu peğniej charakterystyki fizykochemicznej opracowanych mikrosfer alginianowych 

z probiotykami zastosowano szereg metod badawczych, miňdzy innymi skaningowŃ 

mikroskopiň elektronowŃ, transmisyjnŃ mikroskopiň elektronowŃ, mikroskopiň optycznŃ, 

badania reologiczne, spektroskopiň w podczerwieni z transformacjŃ Fouriera, spektroskopiň 

Ramana. Ponadto zastosowano  metody oceniajŃce wğaŜciwoŜci mikrobiologiczne noŜnik·w  

i formulacji (metoda pour plate, metoda studzienkowo-dyfuzyjna).  

Prezentowana praca doktorska wpisuje siň w aktualnŃ tematykň badaŒ nad mikrobiomem 

sk·ry, ma duŨe znaczenie dla rozwoju technologii otrzymywania nie tylko innowacyjnych 

preparat·w kosmetycznych, ale takŨe farmaceutycznych, czy teŨ agrochemicznych. 

 

6. Forma pracy doktorskiej oraz wkğad doktoranta 

Przedstawiona rozprawa doktorska pt. ĂMikrobiom sk·ry ï probiotyki w preparatach 

kosmetycznychò jest wynikiem kilkuletnich badaŒ. Opis przeprowadzonych badaŒ zostağ 

zebrany w formie dw·ch oddzielnych czňŜci.  W rozdziale 7 om·wiono metodykň i wyniki 

badaŒ opublikowane w cyklu 5 publikacji [1C ï 5C], patencie [6C] i zgğoszeniu patentowym 

[7C]. Opisane w publikacjach wyniki badaŒ dotyczŃ optymalizacji parametr·w otrzymywania 

noŜnik·w alginianowych oraz badania wğaŜciwoŜci fizykochemicznych i efektywnoŜci 

enkapsulacji probiotyk·w [2C], oceny ŨywotnoŜci bakterii i MP pod wpğywem r·Ũnych 

czynnik·w zewnňtrznych oraz opracowania emulsji O/W zawierajŃcej probiotyki [3C], 

opracowaniu formulacji oleoŨelowej zawierajŃcej kapsuğki probiotyczne [4C], a takŨe 

modyfikacji mikrosfer alginianowych poprzez dodatek prebiotyku oraz powlekanie struktur, 

w celu uzyskania maksymalnego stopnia hermetycznoŜci [5C]. 

Przedstawiony cykl obejmuje artykuğy naukowe,  opublikowane w recenzowanych 

czasopismach, ujňtych w bazie Journal Citation Indicator (JCI), o sumarycznym indeksie 

wpğywu IF = 20,4 (punktacja MNiSW = 640 pkt.). W rozdziale 8 om·wiono metodykň 

prowadzenia i wyniki badaŒ dotyczŃcych oceny wpğywu opracowanych formulacji, 

zawierajŃcych MP, na mikrobiom sk·ry. Opisane badania sŃ przedmiotem kolejnego artykuğu 

naukowego, kt·ry zostağ wysğany do publikacji w czasopiŜmie Scientific Reports. 
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Cykl publikacji: 

[1C]. Ğňtocha A.*, Miastkowska M., Sikora E.,  Preparation and Characteristics of 

Alginate Microparticles for Food, Pharmaceutical and Cosmetic Applications, Polymers, 

2022, 14, 3834 

Udziağ: Anna Ğňtocha ï 60%, Mağgorzata Miastkowska ï 20%, ElŨbieta Sikora ï 20% 

Liczba cytowaŒ wg bazy Scopus: 93 

IF: 4,7 

MNiSW: 100 pkt. 

SJR: Q1 

M·j udziağ polegağ na dokonaniu krytycznego przeglŃdu literaturowego dotyczŃcego 

technik enkapsulacji algianian·w, zalet i wad r·Ũnych metod enkapsulacji, czynnik·w 

wpğywajŃcych na proces formowania mikroczŃstek alginianu, zastosowaŒ 

mikroczŃstek alginianu oraz przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu, 

korespondencji z edytorem czasopisma a takŨe wsp·ğudziale w redagowaniu 

odpowiedzi dla recenzent·w. 

[2C]. Ğňtocha A.*, Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Design of alginate 

microsphere formulation as a probiotics carrier, Chemical and Process Engineering: New 

Frontiers, 2023, 44(3), e20 

Udziağ: Anna Ğňtocha ï 60%, Alicja Michalczyk ï 20%, Mağgorzata Miastkowska ï 

10%, ElŨbieta Sikora ï 10% 

Liczba cytowaŒ wg bazy Scopus: 3 

IF: 0,5 

MNiSW: 100 pkt. 

SJR: Q4 

M·j udziağ polegağ na zaplanowaniu badaŒ statystycznŃ metodŃ planowania 

eksperymentu (DoE), opracowaniu formulacji noŜnikowej, przeprowadzeniu 

optymalizacji procesu otrzymywania mikrosfer alginianowych, okreŜleniu 

optymalnego skğadu i parametr·w otrzymywania oraz wğaŜciwoŜci fizykochemicznych 

noŜnika, enkapsulacji bakterii probiotycznych w noŜniku, okreŜleniu wğaŜciwoŜci 

fizykochemicznych, przygotowaniu ukğad·w do badania efektywnoŜci enkapsulacji  

i ŨywotnoŜci zakapsuğkowanych probiotyk·w w czasie, opracowaniu wynik·w oraz 
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przygotowaniu pierwotnej wersji tekstu manuskryptu, korespondencji z edytorem 

czasopisma a takŨe wsp·ğudziale w redagowaniu odpowiedzi dla recenzent·w.. 

[3C]. Ğňtocha A.*, Michalczyk A., Ostrowska P., Miastkowska M., Sikora E., Probiotics-

Loaded Microspheres for Cosmetic Applications, Applied Sciences, 2024, 14(3), 1183 

Udziağ: Anna Ğňtocha ï 65%, Alicja Michalczyk ï 20%, Paulina Ostrowska ï 1%, 

Mağgorzata Miastkowska ï 9%, ElŨbieta Sikora ï5% 

Liczba cytowaŒ wg bazy Scopus: 5 

IF: 2,5 

MNiSW: 100 pkt. 

SJR: Q2 

M·j udziağ polegağ na zaplanowaniu badaŒ, enkapsulacji probiotyk·w  

w mikrosferach alginianowych, przygotowaniu formulacji dla mikrosfer 

alginianowych zawierajŃcych probiotyki wraz z doborem ukğadu konserwujŃcego, 

okreŜleniu wğaŜciwoŜci fizykochemicznych otrzymanych formulacji, przygotowaniu 

mikrosfer probiotycznych i formulacji do badaŒ ŨywotnoŜci kom·rek bakteryjnych  

w czasie, opracowaniu wynik·w, przygotowaniu tekstu manuskryptu i odpowiedzi na 

recenzje oraz korespondencji z edytorem czasopisma. 

[4C]. Ğňtocha A.*, Miastkowska M., Sikora E., Michalczyk A., Liszka-Skoczylas M., 

Witczak M., Hybrid Systems of Oleogels and Probiotic-Loaded Alginate Carriers for 

Potential Application in Cosmetics, Molecules, 2024, 29, 5984 

Udziağ: Anna Ğňtocha ï 55%, Mağgorzta Miastkowska - 10%, ElŨbieta Sikora - 10%, 

Alicja Michalczyk ï 10%, Marta Liszka- Skoczylas ï 10%, Mariusz Witczak ï 5% 

Liczba cytowaŒ wg bazy Scopus: 1 

IF: 4,2 

MNiSW: 140 pkt. 

SJR: Q1 

M·j udziağ polegağ na zaplanowaniu badaŒ, otrzymaniu noŜnik·w alginianowych 

technikŃ emulsyfikacji i ekstruzji, ocenie wğaŜciwoŜci fizykochemicznych noŜnik·w, 

przygotowaniu formulacji oleoŨelowej wraz z kapsuğkami probiotycznymi, 

przygotowaniu ukğad·w do badaŒ wğaŜciwoŜci lepkosprňŨystych oraz badaŒ 

ŨywotnoŜci kom·rek bakteryjnych w czasie, opracowaniu wynik·w, przygotowaniu 

tekstu manuskryptu i odpowiedzi na recenzje oraz korespondencji z edytorem 

czasopisma. 
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[5C]. Ğňtocha A.*, Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Effect of Encapsulation 

of Lactobacillus casei in Alginate-Tapioca Flour Microspheres Coated with Different 

Biopolymers on the Viability of Probiotic Bacteria, ACS Applied Materials&Interfaces, 

2024, 16(39), 52878-52893 

Udziağ: Anna Ğňtocha ï 70%, Alicja Michalczyk ï 15%, Mağgorzata Miastkowska ï 

8%, ElŨbieta Sikora ï 7% 

Liczba cytowaŒ wg bazy Scopus: 4 

IF: 8,5 

MNiSW: 200 pkt. 

SJR: Q1 

M·j udziağ polegağ na zaplanowaniu badaŒ, dobraniu Ŧr·dğa prebiotyku i ocenie 

wpğywu mŃki z tapioki na wzrost szczepu probiotycznego, enkapsulacji probiotyk·w 

w noŜnikach, przeprowadzeniu optymalizacji procesu otrzymywania mikrosfer 

alginianowo ï tapiokowych, ocenie wğaŜciwoŜci fizykochemicznych otrzymanych 

mikrosfer, opracowaniu powlekanych mikrosfer i ocenie efektywnoŜci powlekania za 

pomocŃ spektroskopii Ramana, okreŜleniu stopnia przeŨywalnoŜci probiotyk·w  

w opracowanych ukğadach w czasie, opracowaniu wynik·w, przygotowaniu tekstu 

manuskryptu i odpowiedzi na recenzje oraz korespondencji z edytorem czasopisma. 

 [6C] Patent PL 246674, Ğňtocha A., Miastkowska M., Sikora E.,  Spos·b otrzymywania 

mikrokapsuğek zawierajŃcych bakterie probiotyczne, 2025 

Udziağ: Anna Ğňtocha ï 33,4%, Mağgorzata Miastkowska ï 33,3%, ElŨbieta Sikora ï 

33,3% 

[7C] Zgğoszenie patentowe P. 445990, Ğňtocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., 

Formulacja kosmetyczna lub dermokosmetyczna zawierajŃca bakterie probiotyczne, 2023. 

Udziağ: Anna Ğňtocha ï 25%, Mağgorzata Miastkowska ï 25%, ElŨbieta Sikora ï 

25%, Alicja Michalczyk ï 25% 
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7. Badania opisane w cyklu publikacji  [1C ï 7C] 

Pierwszy etap badaŒ dotyczyğ opracowania efektywnej formy, noŜnika dla Ũywych 

szczep·w probiotycznych. Przed przystŃpieniem do pracy badawczej przeprowadzono analizň 

literatury dotyczŃcej  potencjalnego materiağu i formy noŜnika do enkapsulacji bakterii 

probiotycznych. Na tej podstawie,  jako surowiec do otrzymania noŜnik·w zostağ wytypowany 

polimer naturalnego pochodzenia ï alginian sodu, materiağ stosowany w przemyŜle 

spoŨywczym i farmaceutycznym. Natomiast dotychczas kapsuğki alginianowe ï  

w szczeg·lnoŜci mikrosfery peğniŃce rolň noŜnik·w mikroorganizm·w ï nie byğy stosowane  

w przemyŜle kosmetycznym. Powodem sŃ ograniczenia dotyczŃce skğadu kosmetyk·w, 

zwğaszcza koniecznoŜĺ stosowania konserwant·w, kt·re eliminujŃc bakterie patogenne, 

jednoczeŜnie niszczyğyby r·wnieŨ poŨŃdane, Ũywe kultury bakterii, w tym szczepy 

probiotyczne. W oparciu o przeprowadzonŃ analizň literatury przygotowano pracň przeglŃdowŃ 

[1C]. W publikacji om·wiono techniki enkapsulacji alginian·w oraz zalety i wady kaŨdej  

z metod. Ponadto, przedstawiono czynniki majŃce istotny wpğyw na proces formowania 

mikroczŃstek alginianu oraz ich dotychczasowe zastosowania.  

Alginiany naleŨŃ do naturalnych, hydrokoloid·w pozyskiwanych z alg morskich.  

W wyniku ich oddziağywania z kationami dwuwartoŜciowymi, kt·rymi sŃ w szczeg·lnoŜci jony 

Ca2+, nastňpuje proces sieciowania jonowego i powstanie mikrosfer, mikrokapsuğek lub 

mikroŨeli. CharakterystycznŃ strukturň molekularnŃ wynikajŃcŃ z tych oddziağywaŒ okreŜla siň 

jako model Ăjajko-pudeğkoò. Z analizy literaturowej i patentowej wynika, Ũe najczňŜciej 

stosowanymi technikami do enkapsulacji skğadnik·w aktywnych w alginianach sŃ: suszenie 

rozpyğowe, ekstruzja czy emulsyfikacja. KaŨda z metod ma swoje wady i zalety [1C]. Jednak 

ze wzglňdu na r·Ũny rozmiar czŃstek otrzymanych tymi metodami w badaniach zastosowano 

metodň emulsyfikacji, pozwalajŃcŃ na otrzymanie kapsuğek o najmniejszych i jednorodnych 

rozmiarach. Zbyt duŨy rozmiar kapsuğek moŨe negatywnie wpğywaĺ na teksturň  

i wğaŜciwoŜci sensoryczne preparat·w kosmetycznych. Z kolei zbyt mağy rozmiar (skala nano) 

byğby nieodpowiedni dla enkapsulacji probiotyk·w, gdyŨ wielkoŜĺ kom·rek bakteryjnych 

zwykle mieŜci siň w przedziale od 1 do 4 ɛm [1C].  

7.1. Optymalizacja skğadu noŜnik·w 

Kolejnym etapem badaŒ byğo opracowanie technologii wytwarzania noŜnik·w 

alginianowych [2C]. Proces otrzymywania mikrosfer alginianowych zoptymalizowano  

z wykorzystaniem matematycznych metod planowania eksperymentu (DoE). W pierwszej 

kolejnoŜci okreŜlono parametry wejŜciowe, czyli zmienne majŃce wpğyw na parametry 
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wyjŜciowe ï koŒcowy rozmiar otrzymywanych noŜnik·w. SporzŃdzono dwa plany frakcyjne  

(z zastosowaniem procesu homogenizacji ultradŦwiňkowej i z uŨyciem homogenizatora 

mechanicznego typu Ărotor-statorò) z jednym punktem w centrum planu. Sprawdzono, czy 

parametry wejŜciowe w istotny spos·b wpğywajŃ na parametry wyjŜciowe. Do grupy 

parametr·w wejŜciowych zaliczono w obu przypadkach stňŨenie i szybkoŜĺ wkraplania Ŝrodka 

sieciujŃcego oraz amplitudň ultradŦwiňk·w (w przypadku metody ultrasonifikacji) lub 

szybkoŜĺ obrot·w rotora (w przypadku homogenizacji mechanicznej). Analizň statystycznŃ 

przeprowadzono w oparciu o jednokierunkowŃ analizň wariancji (ANOVA). Za pomocŃ testu 

F dokonano oceny istotnoŜci r·Ũnic. We wszystkich przypadkach za istotnŃ statystycznie 

uznano wartoŜĺ p < 0,05. Zostağy opracowane profile funkcji uŨytecznoŜci uwzglňdniajŃce 

parametry niezaleŨne. W wyniku przeprowadzonej analizy uzyskano profile aproksymacji, 

kt·re pozwoliğy okreŜliĺ optymalne parametry procesu. Na podstawie przeprowadzonych badaŒ 

uzyskano stabilne mikrosfery alginianowe o rozmiarach od 10 do 30 mikrometr·w. Otrzymane 

w wyniku optymalizacji noŜniki alginianowe poddano badaniom wğaŜciwoŜci 

fizykochemicznych. Ksztağt i rozmiaru kapsuğek analizowano za pomocŃ mikroskopu 

optycznego. Natomiast morfologiň otrzymanych mikrosfer badano stosujŃc skaningowŃ  

i transmisyjnŃ mikroskopiň elektronowŃ (SEM i TEM) (Rysunek 10).  

 

Rysunek 10. a) Zdjňcie TEM powğoki alginianowej, b) Zdjňcie SEM struktury mikrosfer. 

Otrzymane wyniki wykazağy, Ũe zastosowane w celu zmniejszenia rozmiar·w oraz 

uzyskania stabilnych i jednorodnych mikrosfer metody homogenizacji (ultrasonifikacja 

i homogenizacja mechanicznej) dajŃ podobne rezultaty. W dalszych badaniach zastosowano 

ultrasonifikacjň (ze wzglňdu na kr·tszy czas procesu i nieco mniejsze Ŝrednie rozmiary 

mikrosfer å 5 Õm).  
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Na podstawie przeprowadzonej optymalizacji [2C] w dalszych badaniach w celu 

uzyskania mikrosfer alginianowych (zar·wno pustych jak i zawierajŃcych probiotyki (szczep 

Lactobacillus casei ATCC 393)) zastosowano parametry procesu zamieszczone w Tabeli 1.  

 

Tabela 1. Optymalne parametry otrzymywania mikrosfer alginianowych. 

 

 

 

 

 

Spos·b otrzymywania mikrosfer probiotycznych (MP) zostağ objňty patentem o numerze 

PL 246674 [6C]. Przeprowadzono r·wnieŨ badania majŃce na celu sprawdzenie efektywnoŜci 

enkapsulacji (EE). Wyniki otrzymanych badaŒ wykazağy, Ũe zastosowana metodyka pozwoliğa 

uzyskaĺ  wysokŃ EE bakterii (72-94%) w zaleŨnoŜci od formy (sposobu wydzielenia mikrosfer 

z dyspersji i prňdkoŜci wirowania) [2C]. 

7.2. Ocena skutecznoŜci ochrony szczepu probiotycznego przez otoczkň alginianowŃ  

W celu oceny ŨywotnoŜci bakterii pod wpğywem r·Ũnych czynnik·w zewnňtrznych, 

zawiesinň szczepu probiotycznego oraz zawierajŃce jŃ mikrosfery poddano dziağaniu r·Ũnych 

czynnik·w fizykochemicznych takich jak: temperatura, promieniowanie UV, odczyn pH oraz 

dziağanie Ŝrodka konserwujŃcego. Oceny ŨywotnoŜci kom·rek probiotycznych wolnych  

i zakapsuğkowanych dokonano poprzez zliczanie kolonii bakteryjnych wyrosğych na pğytkach 

z agarowym podğoŨem De ManïRogosaïSharpe (MRS) po uŨyciu techniki inokulacji Ăpour 

plateò [3C]. Nastňpnie mikrosfery wykazujŃce najwyŨszŃ odpornoŜĺ na ww. czynniki zostağy 

wykorzystane jako skğadnik aktywny formulacji kosmetycznych, dla kt·rych starannie dobrano 

system konserwujŃcy. SpoŜr·d testowanych konserwant·w, w najmniejszym stopniu na 

ŨywotnoŜĺ szczepu L. casei ATCC 393 zamkniňtego w mikrosferach miağ ukğad na bazie 

benzoesanu sodu w poğŃczeniu z solami sodowymi kwasu lewulinowego i anyŨowego.  

W por·wnaniu z poczŃtkowŃ gňstoŜciŃ szczepu w mikrosferach (9,60 log CFU/g), ŨywotnoŜĺ 

L. casei zmniejszyğa siň o 0,26 log bezpoŜrednio po otrzymaniu formulacji kosmetycznej,  

o 3,42 log po 7 dniach i o 3,54 log po miesiŃcu przechowywania. Dlatego teŨ ukğad ten 

zastosowano jako system konserwujŃcy dla emulsji O/W w celu zapewnienia ŨywotnoŜci 

mikroorganizm·w i stabilnoŜci mikrobiologicznej produkt·w. Formulacja ta ï E2 (Tabela 2) 

objňta jest zgğoszeniem patentowym o numerze P. 445990 [7C].  

Parametry procesu Optymalne wartoŜci parametr·w 

StňŨenie chlorku wapnia (Ŝrodka sieciujŃcego) 0,3 mol/dm3 

SzybkoŜĺ wkraplania CaCl2 10 kropli na minutň 

Amplituda procesu ultrasonifikacji  69% 
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Tabela 2. Skğad formulacji bazowej (E1) i zawierajŃcej MP (E2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uzyskane wyniki wykazağy znaczŃcŃ poprawň przeŨywalnoŜci mikrokapsuğkowanego szczepu 

probiotycznego w formulacjach kosmetycznych mimo obecnoŜci w skğadzie emulsji  Ŝrodk·w 

konserwujŃcych  (6,13 log CFU/g po 120 dniach przechowywania) w por·wnaniu z formulacjŃ 

zawierajŃcŃ niekapsuğkowany szczep probiotyczny, w przypadku kt·rego zaobserwowano 

cağkowitŃ redukcjň kom·rek bakteryjnych [3C]. 

PoszukujŃc r·Ũnych form fizykochemicznych kosmetyk·w z bakteriami probiotycznymi, 

r·wnolegle, opracowano stabilne formulacje oleoŨelowe, do kt·rych wprowadzono 

mikrokapsuğki  alginianowe zawierajŃce bakterie probiotyczne [4C]. OleoŨele (organoŨele) to 

ukğady powstajŃce w wyniku  Ũelowania rozpuszczalnik·w organicznych (oleju lub niepolarnej 

cieczy) za pomocŃ organoŨelatora [4C]. Ze wzglňdu na brak zawartoŜci wody w takich 

preparatach, ukğady te nie muszŃ zawieraĺ konserwant·w, a wiňc stanowiŃ alternatywň dla 

zaproponowanej wczeŜniej emulsji O/W. W wyniku badaŒ opracowano dwa oleoŨele,  

w pierwszym Ũelatorem byğa krzemionka Aerosil 200 (INCI: Silica), a w drugim Sucragel 

(INCI: Glycerin, Aqua, Sucrose Laurate), do kt·rych wğŃczono liofilizowane noŜniki alginianu 

z probiotykiem, L. casei ATCC 393. Do wytworzenia kapsuğek z probiotykami zastosowano 

dwie techniki ð ekstruzjň i emulsyfikacjň. Kulki alginianu uzyskane w procesie ekstruzji miağy 

rozmiar okoğo 1,2 mm, podczas gdy znacznie mniejsze mikrosfery (o rozmiarach od 8 do  

17 Õm) uzyskano przy uŨyciu techniki emulsyfikacji. Jako Ŝrodek krioochronny, w celu 

poprawy wskaŦnika przeŨywalnoŜci probiotyk·w w liofilizowanych noŜnikach alginianowych 

zostağa dodana trehaloza. WydajnoŜĺ enkapsulacji i przeŨywalnoŜĺ bakterii w czasie okreŜlono 

za pomocŃ wczeŜniej wymienionej techniki inokulacji Ăpour plateò. Dla obu zastosowanych 

Skğad emulsji 
Nazwa INCI 

skğadnika 

Skğad procentowy [% mas.]  

      E1      E2 
 

 

Faza wodna 

Water 

78 

 

77 

 

 

Xanthan gum  

Sodium levulinate; 

 sodium anisate 

Sodium benzoate 

Faza olejowa Avocado oil 15 15  

Emulgatory 

Sorbitan stearate; 

sucrose cocoate 

7 7 

 

Glyceryl stearate; 

polyglyceryl-6 

palmitate/ 

succinate; cetearyl 

alcohol 

 

Substancje 

aktywne 

Microspheres 

with probiotics 
- 1 
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metod ï emulsyfikacji i ekstruzji, efektywnoŜĺ enkapsulacji byğa wysoka i wynosiğa 

odpowiednio 90% i 87% [5C]. Uzyskane wyniki wykazağy, Ũe metoda produkcji mikrosfer 

zawierajŃcych probiotyki wpğywa na ŨywotnoŜĺ bakterii. LepszŃ przeŨywalnoŜĺ 

mikroorganizm·w w opracowanych ukğadach uzyskano w przypadku mikrosfer wytworzonych 

metodŃ emulsyfikacji (mniejsza redukcja ŨywotnoŜci kom·rek bakteryjnych ï Tabela 3).  

 

Tabela 3. PrzeŨywalnoŜĺ bakterii probiotycznych w opracowanych ukğadach. 

 

Technika 

enkapsulacji 

Po 7 dniach Po 30 dniach 

Rodzaj 

oleoŨelu 

 ŧywotnoŜĺ 

kom·rek  

[log CFU/g] 

Redukcja  

[log CFU/g] 

 ŧywotnoŜĺ 

kom·rek 

[log CFU/ g] 

Redukcja  

[log CFU/g] 

Aerosil 200 
Emulsyfikacja 3,82 1,98 1,83 3,97 

Ekstruzja  3,28 2,52 1,28 4,52 

Sucragel 
Emulsyfikacja  3,65 2,15 1,99 3,81 

Ekstruzja  3,32 2,48 1,36 4,44 

ChociaŨ wyniki badaŒ dotyczŃce wprowadzenia mikrokapsuğek probiotycznych do 

oleoŨeli sŃ obiecujŃce, naleŨy przeprowadziĺ wiňcej badaŒ nad dostarczaniem probiotyk·w 

przy uŨyciu takich system·w, aby zweryfikowaĺ zalety proponowanego rozwiŃzania. 

7.3.  Modyfikacja mikrosfer alginianowych 

Nastňpnym etapem pracy byğa modyfikacja struktury noŜnik·w, przeprowadzona w celu 

maksymalnego uszczelnienia struktury mikrosfer alginianowych oraz zwiňkszenia stopnia 

przeŨywalnoŜci bakterii probiotycznych zamkniňtych wewnŃtrz noŜnik·w [5C]. W tym celu 

zastosowano dodatek prebiotyku, gdyŨ poğŃczenie pro- i prebiotyk·w skutkuje aktywnoŜciŃ 

synbiotycznŃ, kt·ra poprawia przeŨywalnoŜĺ drobnoustroj·w [57]. W tym celu jako prebiotyk 

zastosowano mŃkň z tapioki, poniewaŨ juŨ sam jej dodatek miağ pozytywny wpğyw na wzrost 

szczepu L. casei podczas fermentacji bulionu MRS. Optymalny skğad mikrosfer wybrano 

stosujŃc ponownie metodň DoE [5C]. Partie mikrosfer przygotowano na podstawie wynik·w  

planu frakcyjnego 3(K-p). Zanalizowano wpğyw parametr·w wejŜciowych (zmienne niezaleŨne): 

stňŨenie emulgatora, prebiotyku i alginianu sodu oraz stosunek masowy alginianu sodu do 

prebiotyku na parametry wyjŜciowe (zmienne zaleŨne), czyli wğaŜciwoŜci fizykochemiczne 

takie jak rozmiar mikrosfer i lepkoŜĺ, a takŨe na EE i przeŨywalnoŜĺ probiotyk·w  

w otrzymanych ukğadach. Optymalne mikrosfery alginianowo ï tapiokowe zostağy dodatkowo 

poddane procesowi powlekania, aby uszczelniĺ ich strukturň i uzyskaĺ maksymalny poziom 

heremetycznoŜci noŜnika. W tym celu jako dodatki powlekajŃce zostağy dobrane: roztwory 
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biopolimer·w takich jak Ũelatyna, chitozan i kwas hialuronowy. Strukturň chemicznŃ mikrosfer 

scharakteryzowano wykorzystujŃc spektroskopiň FT-IR. Natomiast do potwierdzenia 

skutecznoŜci powlekania mikrosfer wybranymi biopolimerami zastosowano spektroskopiň 

Ramana (Rysunek 11). 
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Rysunek 11. 1) Por·wnanie widm standard·w ï kwasu hialuronowego, chitozanu i Ũelatyny ze Ŝrednim widmem niepowlekanych mikrosfer, 

2) wyniki mapowania ramanowskiego dla wybranych mikrosfer pokrytych kwasem hialuronowym, 3) chitozanem, 4) ŨelatynŃ. Obrazy widzialne 

z zaznaczeniem obszar·w pomiarowych (A) wraz z analizŃ KMC (B) i Ŝrednimi widmami dla klas (kolory widm odpowiadajŃ kolorom klas na 

obrazach KMC) zestawionymi z widmem standardu (C).
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Otrzymane na tym etapie badaŒ wyniki wykazağy,  Ũe juŨ sam dodatek mŃki z tapioki 

(powğoki prebiotycznej) miağ pozytywny wpğyw na modyfikacjň powierzchni mikrosfer 

(wygğadzenie porowatej struktury). Dodatkowe powlekanie biopolimerami pozwoliğo uzyskaĺ 

maksymalny stopieŒ hermetycznoŜci. Ponadto poğŃczenie powğok: prebiotycznej  

i biopolimerowej mikrosfer, w szczeg·lnoŜci przy uŨyciu kwasu hialuronowego i chitozanu, 

znaczŃco poprawiğo przeŨywalnoŜĺ i ŨywotnoŜĺ szczepu probiotycznego podczas 

dğugoterminowego przechowywania. NajwyŨszy wskaŦnik przeŨywalnoŜci szczepu 

probiotycznego odnotowano dla mikrosfer alginianu i mŃki z tapioki pokrytych kwasem 

hialuronowym, na poziomie 5,48 log CFU/g. StopieŒ przeŨywalnoŜci L. casei w tym ukğadzie 

noŜnikowym wyni·sğ 89% po 30 dniach przechowywania (dla mikrosfer alginianowych bez 

dodatku prebiotyku i powlekania parametry te osiŃgnňğy kolejno wartoŜci 3,99 log CFU/g  

i 55,6%) [5C]. 

PodsumowujŃc, badania przeprowadzone w ramach realizacji pracy doktorskiej, 

przedstawione w cyklu publikacji [1C ï 7C], pozwoliğy na opracowanie stabilnych produkt·w 

kosmetycznych w formie emulsji O/W i oleoŨelu, zawierajŃcych, jako skğadnik aktywny, Ũywe 

szczepy bakterii probiotycznych. Wyniki badaŒ, potwierdziğy, Ũe zastosowanie enkapsulacji 

bakterii w noŜniku alginianowym, pozwoliğo na ochronň probiotycznych mikroorganizm·w 

przed dziağaniem Ŝrodk·w konserwujŃcych, bňdŃcych niezbňdnymi skğadnikami formulacji 

emulsyjnych. Podsumowanie badaŒ przeprowadzonych w trakcie realizacji mojej pracy 

doktorskiej w formie graficznego abstraktu przedstawia  Rysunek 12. 

W ostatnim etapie badaŒ, przeprowadzonych w ramach realizacji pracy doktorskiej, 

dokonano oceny efektywnoŜci dziağania kosmetyku zawierajŃcego zakapsuğkowane bakterie 

kwasu mlekowego. Badania dotyczŃce wpğywu formulacji probiotycznej na mikrobiom sk·ry 

zostağy opisane w rozdziale 8 pracy. 
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 Rysunek 12.  Schemat prac badawczych skğadajŃcych siň na rozprawň doktorskŃ.
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8. Ocena wpğywu kosmetyku z probiotykiem na mikrobiom sk·ry 

W celu weryfikacji efektywnoŜci dziağania, wpğywu formulacji zawierajŃcej bakterie 

probiotyczne na mikrobom sk·ry, przeprowadzono badania in vitro i in vivo ï z udziağem 

probant·w.  

8.1. Materiağy i metody  

8.1.1. Materiağy 

W badaniach wykorzystano nastňpujŃce szczepy mikroorganizm·w: Lactobacillus  casei 

ATCC 393, Staphylococcus epidermidis ATCC  49134 , Staphylococcus aureus ATCC 6538 

Micrococcus luteus DSM 1790, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus capitis subsp. 

urealyticus DSM 6717, Staphylococcus hominis DSM 20329, Candida albicans ATCC 10231, 

Cryptococcus neoformans PCM 2999. Szczepy uzyskano z nastňpujŃcych kolekcji: American 

Type Culture Collection (ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

(DSM) i z Polskiej Kolekcji Mikroorganizm·w (PCM). Podczas badania do namnaŨania  

L. casei i innych bakterii uŨyto bulionu de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) i bulionu Tryptic Soy 

Broth (TSB). Kultury macierzyste przygotowano w glicerolu (20%) i przechowywano  

w temperaturze -70ÁC. Badane szczepy grzyb·w droŨdŨopodobnych hodowano  

i przechowywano w formie skos·w na agarze dekstrozowym Sabourauda (S) w temperaturze 

4ÁC, a nastňpnie przenoszono na ŜwieŨe podğoŨe co 4 ï 8 tygodni. Wszystkie podğoŨa oraz ich 

skğadniki zakupiono od Biomaxima (Polska).  

S·l sodowa kwasu alginowego z alg brunatnych i cytrynian sodu zakupiono od Sigma 

Aldrich (Polska). MŃkň z tapioki dostarczyğa firma Green Essence (Polska). Chlorek wapnia 

zakupiono od Avantor Performance Materials Poland S.A. (Polska). Triglicerydy 

kaprylowe/kaprynowe, ECO-Tween 80 i s·l sodowa kwasu hialuronowego (0,05 - 0,1 MDa) 

zostağy uprzejmie dostarczone przez Croda (Polska) i Alfa Sagittarius (Polska). Olej z nasion 

ğŃkowej piany zakupiono od Piping Rock Health Products (USA). DermosoftÈ 1388 (INCI: 

Aqua; Glycerin; Sodium Levulinate; Sodium Anisate) nabyto od Evonik Industries AG,  

a benzoesan sodu i gumň ksantanowŃ zakupiono w Warchem Polska. NatraGemÊ (INCI: 

Glyceryl Stearate, Polyglyceryl-6 Palmitate/Succinate, Cetearyl Alcohol) i ArlacelÊ 2121 

(INCI: Sorbitan Stearate, Sucrose Cocoate) zostağy uprzejmie dostarczone przez Croda 

(Polska). Jako rozpuszczalnik zastosowano wodň dejonizowanŃ. 
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8.1.2. OkreŜlenie wpğywu szczepu L. casei na szczepy S. aureus oraz S. epidermidis 

AktywnoŜĺ szczepu bakterii probiotycznych L. casei ATCC 393 w stosunku do szczep·w 

S. aureus ATCC 6538 oraz S. epidermidis ATCC  49134 okreŜlano metodŃ dyfuzji agarowej 

(agar-well diffusion method) zgodnie z wczeŜniej opisanŃ metodykŃ [95]. Ocenie poddano 

supernatanty 24-godzinnej hodowli szczepu L. casei, wyhodowanego na pğynnym podğoŨu 

MRS w temp. 37ÁC, kt·re zostağy przygotowane zgodnie z procedurŃ opisanŃ przez Chi-Chung 

Chen i wsp·ğ. [96]. W skr·cie, 100Õl bezkom·rkowego supernatantu szczepu  

L. casei wypeğniono studzienkň o Ŝrednicy 6 mm, wczeŜniej wyciňtŃ w podğoŨu TSA, 

zawierajŃcym  S. aureus lub S. epidermidis. średnicň strefy zahamowania wzrostu oceniano po 

24 h inkubacji w temperaturze 37ÁC. Eksperyment przeprowadzono w dw·ch powt·rzeniach. 

Wynik uznano za pozytywny, jeŜli strefa zahamowania byğa wiňksza niŨ 1 mm [97]. 

8.1.3. Enkapsulacja probiotyk·w 

Mikrosfery polimerowe przygotowano zgodnie ze zmodyfikowanŃ metodologiŃ opisanŃ 

w publikacji [2C] oraz w patencie PL 246674 [6C]. Jako materiağ wsp·ğkapsuğkujŃcy 

zastosowano mŃkň z tapioki. Po zakapsuğkowaniu mikrosfery pokryto kwasem hialuronowym 

zgodnie z metodologiŃ opisanŃ w manuskrypcie [5C]. Schemat procesu otrzymywania  

noŜnik·w zawierajŃcych Ũywe bakterie Lactobacillus przedstawiono na Rysunku 13. 

Otrzymane mikrosfery probiotyczne w kolejnym etapie zastosowano jako skğadnik aktywny  

w kosmetyku emulsyjnym. 
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Rysunek 13. Schematyczny opis procesu enkapsulacji bakterii probiotycznych. 

 

8.1.4. Przygotowanie formulacji probiotycznej (formulacja bazowa ï E1 i z MP ï E2) 

Emulsje przygotowano zgodnie z metodologiŃ opisanŃ w publikacji [3C] oraz zgğoszeniu 

patentowym P. 445990 [7C]. Ramowy skğad formulacji przedstawiono na stronie 31, a jako 

skğadnik aktywny zastosowano powlekane mikrosfery probiotyczne ï prebiotyczne. Obie fazy 

(olejowŃ i wodnŃ) podgrzano do temperatury 70ÁC, a nastňpnie poğŃczono i mieszano za 

pomocŃ mieszadğa mechanicznego (IKA C-MAG HS 7), stosujŃc obroty 600 obr./min, przez 

15 min. W przypadku formulacji E2 mikrosfery probiotyczne dodano po schğodzeniu ukğadu 

do temperatury poniŨej 40ÁC, mieszanie kontynuowano, stopniowo chğodzŃc ukğad do 

temperatury 25ÁC. 

8.1.5. WğaŜciwoŜci fizykochemiczne i ŨywotnoŜĺ probiotyk·w w formulacjach 

WğaŜciwoŜci fizykochemiczne formulacji oceniano zgodnie z metodykŃ opisanŃ  

w publikacji [3C]. StabilnoŜĺ emulsji badano dwoma metodami, wstňpnie stosujŃc test 

wir·wkowy, a nastňpnie test szok·w termicznych. WartoŜci pH mierzono za pomocŃ pH-metru 

Mettler Toledo Seven Easy wyposaŨonego w szklanŃ elektrodň Inlab 410. średniŃ wielkoŜĺ 

kropli w produktach mierzono za pomocŃ mikroskopu optycznego (Motic) wyposaŨonego  
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w kamerň cyfrowŃ i podğŃczonego do oprogramowania do przetwarzania obrazu cyfrowego 

(Motic Images Plus 2.0). Badania reologiczne formulacji wykonywano przy uŨyciu reometru 

rotacyjnego (Brookfield model R/S plus), wyposaŨonego w ukğad pomiarowy stoŨek/pğytka  

(C-25-2), w zakresie szybkoŜci Ŝcinania 1ï100 sī1, w temperaturze 25ÁC. PrzeŨywalnoŜĺ 

bakterii probiotycznych w formulacji kosmetycznej sprawdzono stosujŃc procedurň opisanŃ  

w publikacjach [3C] i [4C]. W skr·cie, 1 g formulacji zawierajŃcych mikrosfery o poczŃtkowej 

gňstoŜci 10,50 log CFU/g rozcieŒczano w 9 ml 0,2 mol/l sterylnego roztworu cytrynianu sodu 

(pH = 6,0), a nastňpnie wytrzŃsano przy 2000 obr./min przez 5 min. Nastňpnie 0,1 ml seryjnych 

rozcieŒczeŒ umieszczano na agarze MRS i inkubowano w temperaturze 37ÁC przez 72 h. 

PrzeŨywalne kom·rki zliczano jako liczbň kolonii uzyskanych po 72 h inkubacji  

w temperaturze 37ÁC w warunkach tlenowych. Wszystkie testy wykonywano w trzech 

powt·rzeniach, zachowujŃc zasady sterylnoŜci. Wyniki przedstawiono jako logarytm jednostek 

tworzŃcych kolonie na gram (log CFU/g). 

8.1.6. Ocena czystoŜci mikrobiologicznej 

Oceny czystoŜci mikrobiologicznej kosmetyk·w (bazy i formulacji z MP) dokonano  

w oparciu o obowiŃzujŃce dla kosmetyk·w normy: PN-EN ISO 22718: 2016-01 [98], PN-EN 

ISO 22717: 2016-01 [99], PN-EN ISO 21150: 2016-01 [100], PN-EN ISO 18416: 2016-01 

[101], PN-EN-ISO 21149: 2017-07 [102]. Zgodnie z wymaganiami przedstawionymi w  normie 

PN-EN ISO 17516: 2014 [13], badanie jakoŜciowe kosmetyku powinno wykluczaĺ obecnoŜĺ 

nastňpujŃcych drobnoustroj·w chorobotw·rczych: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa i Candida albicans w 1 g lub 1 ml kosmetyku. Kryteria akceptacji 

czystoŜci mikrobiologicznej kosmetyk·w dla badaŒ iloŜciowych sŃ nastňpujŃce: kosmetyki dla 

dzieci oraz przeznaczone do stosowania w okolice oczu lub na bğony Ŝluzowe (kategoria I):  

maksymalny limit akceptacji og·lnej liczby drobnoustroj·w tlenowych mezofilnych wynosi 

2Ā102 CFU/g lub ml, natomiast pozostağe kosmetyki (kategoria II) maksymalny limit akceptacji 

og·lnej liczby drobnoustroj·w tlenowych mezofilnych wynosi 2Ā103 CFU/g lub ml [13]. 

8.1.7. Badania in vitro i in vivo formulacji z mikrosferami probiotycznymi  

Badania wykonano w ramach realizowanych staŨy naukowych. Badania ŨywotnoŜci  

i wpğywu na proliferacjň kom·rek w oparciu o test MTT,  analizň poziomu interleukin IL-6  

i IL -8 metodŃ ELISA, test gojenia siň ran ñscratch assayò zrealizowano w Zespole Proteolizy  

i Modyfikacji Potranslacyjnej Biağek, Mağopolskiego Centrum Biotechnologii w Krakowie. 

Natomiast okreŜlanie wpğywu formulacji kosmetycznej zawierajŃcej szczep L. casei ATCC 393 
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na mikroorganizmy tworzŃce mikrobiom sk·ry wykonano w Pracowni Proces·w 

Biotechnologicznych, Sieci Badawczej Ğukasiewicz w Warszawie. 

8.1.7.1.  Hodowla kom·rkowa 

Przed przystŃpieniem do badaŒ przeprowadzono hodowlň kom·rek HaCaT (ludzkie 

keratynocyty) i HSF CRL-2522 (ludzkie fibroblasty sk·ry). Kom·rki hodowano w Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM) (ThermoFisher) zawierajŃcym 10% FBS (Thermo 

Scientific), 100 U/ml penicyliny (Thermo Scientific) i 100 ug/ml streptomycyny (Thermo 

Scientific) w temperaturze 37ÁC/5% CO2. Kom·rki dzielono dwa razy w tygodniu za pomocŃ 

trypsyny. Przed kaŨdym eksperymentem kom·rki wysiewano na pğytki do hodowli 

kom·rkowej zawierajŃce DMEM bez Ũadnych antybiotyk·w (szczeg·ğy dotyczŃce gňstoŜci 

wysiewu podano dla kaŨdego eksperymentu). 

8.1.7.2.  Badanie ŨywotnoŜci kom·rek 

Kom·rki HaCaT i HSF posiano na 96-doğkowe pğytki (odpowiednio 50 000 

kom·rek/doğek i 30 000 kom·rek/doğek) dzieŒ przed eksperymentem. Nastňpnego dnia na 

kom·rki nağoŨono rozcieŒczenia formulacji w DMEM. Po 24 h inkubacji usuniňto podğoŨe,  

a kom·rki przemyto solŃ fizjologicznŃ buforowanŃ fosforanem (PBS) i inkubowano  

z 200 Õl/doğek 0,5 mg/ml bromku tetrazolowego bğňkitu tiazolilowego (Sigma-Aldrich)  

w DMEM przez 20ï40 min w temperaturze 37ÁC/5% CO2. PodğoŨe usuniňto, a krysztağy 

formazanu rozpuszczono w 120 Õl izopropanolu (POCH, Polska) zakwaszonego 5 mM kwasem 

solnym (POCH, Polska). Pr·bki (90 Õl) z kaŨdego doğka przeniesiono na nowŃ, przezroczystŃ 

96-doğkowŃ pğytkň. Absorbancjň pr·bki mierzono przy uŨyciu spektrofotometru 

mikropğytkowego Hidex Sense (Hidex) przy dğugoŜci fali l=570 nm. Wyniki obliczono  

w por·wnaniu do kontroli (tylko DMEM). 

8.1.7.3.  Badanie wpğywu na proliferacjň kom·rek 

Kom·rki HaCaT i HSF posiano na 96-doğkowe pğytki (odpowiednio 5000 kom·rek/doğek 

i 10 000 kom·rek/doğek) dzieŒ przed eksperymentem. Nastňpnego dnia rozcieŒczenia 

formulacji w DMEM nağoŨono na kom·rki hodowane w DMEM zawierajŃcym 2% surowicy 

bydlňcej (FBS). Po 48 h usuniňto medium, a kom·rki przemyto PBS i inkubowano  

z 200 Õl/doğek 0,5 mg/ml bromku tetrazolowego bğňkitu tiazolilowego (Sigma-Aldrich)  

w DMEM przez 20 min (HaCaT) lub 1 h (HSF) w 37ÁC/5% CO2. Medium usuniňto, a krysztağy 

formazanu rozpuszczono w 120 Õl izopropanolu (POCH, Polska) zakwaszonego 5 mM kwasem 
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solnym (POCH, Polska). Pr·bki (90 Õl) z kaŨdego doğka przeniesiono do nowej, przezroczystej 

pğytki 96-doğkowej. Absorbancjň pr·bki mierzono przy uŨyciu czytnika mikropğytek Hidex 

Sense (Hidex) przy dğugoŜci fali l=570 nm. Wyniki obliczono w por·wnaniu do kontroli 

niestymulowanej (tylko DMEM). 

8.1.7.4.  Wpğyw formulacji na uwalnianie cytokin 

Kom·rki wysiewano w gňstoŜci 100 000 kom·rek na doğek (kom·rki HaCaT) i 50 000 

kom·rek na doğek (kom·rki HSF) na 48-doğkowe pğytki na dzieŒ przed eksperymentem. 

Kultury konfluentne stymulowano r·Ũnymi stňŨeniami formulacji (rozcieŒczonymi w 350 ul 

DMEM). Po 24 h zebrano media kom·rkowe i przechowywano je w temperaturze  

-20ÁC do dalszej analizy. 

8.1.7.5.  ELISA  

Poziomy cytokin prozapalnych, IL-6 i IL-8, w podğoŨu do hodowli kom·rkowej mierzono 

przy uŨyciu komercyjnych zestaw·w ELISA (R&D) zgodnie z instrukcjŃ producenta. Pğytki 

96-doğkowe o poğowie powierzchni i wysokim wiŃzaniu (Greiner) pokryto odpowiednimi 

przeciwciağami powlekajŃcymi rozcieŒczonymi w PBS. Nastňpnego dnia doğki przemyto 

buforem do przemywania (0,05% Tween w PBS) i zablokowano na 1 h w temperaturze 

pokojowej (20 Ñ 2ÁC) 150 Õl 1% albuminy surowicy bydlňcej (BSA) rozcieŒczonej w PBS. 

Doğki przemyto i dodano do nich 50 Õl pr·bek, a nastňpnie inkubowano przez 2 h  

w temperaturze pokojowej (20 Ñ 2ÁC). Po dokğadnym przemyciu kom·rki w doğkach 

inkubowano z przeciwciağami pierwotnymi sprzňŨonymi z biotynŃ przez 2 h i ponownie 

przemyto. Nastňpnie doğki inkubowano ze streptawidynŃ-HRP przez 30 min. Przed 

wywoğaniem studzienki przemyto piňĺ razy, a do kaŨdej studzienki dodano 50 Õl roztworu 

substratu TMB (zestaw odczynnik·w substratu TMB, BD). Po wywoğaniu sygnağu reakcjň 

zatrzymano za pomocŃ 25 Õl 2N H2SO4 (POCH). Absorbancjň mierzono przy dğugoŜci fali 

l=450 nm i l=570 nm. 

8.1.7.6.  Test gojenia siň ran ñscratch assayò 

Wkğadki (ibidi) przeniesiono na pğytkň 12-doğkowŃ. Kom·rki HaCaT (600 000 

kom·rek/doğek) posiano wok·ğ i w komorach wkğadki w DMEM zawierajŃcym 10% FBS. Po 

cağonocnej inkubacji wkğadki usuniňto, a kom·rki obrazowano za pomocŃ systemu 

obrazowania kom·rek (powiňkszenie 4X) (EVOS FL, Thermo Scientific). Medium usuniňto,  

a kom·rki stymulowano formulacjami o stňŨeniach 0,5% i 2% (rozcieŒczonymi w DMEM 
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zawierajŃcym 2% FBS przez 15 h). Po inkubacji kom·rki obrazowano. Obrazy analizowano za 

pomocŃ oprogramowania TScratch (19450233, CSE Lab, ETH Zurich). 

8.1.7.7.  OkreŜlanie wpğywu formulacji kosmetycznej zawierajŃcej szczep L. casei 

na mikroorganizmy tworzŃce mikrobiom sk·ry 

Badania wykonano wedğug metodyki zaproponowanej przez JağosiŒskŃ [103] po 

zastosowaniu pewnych  modyfikacji. W tym celu 5 g porcje formulacji kosmetycznej  (E2) 

zawierajŃcej szczep L. casei zamkniňty w mikrosferach,   zaszczepiono zawiesinami szczep·w 

referencyjnych  wymienionych w rozdziale 8.1.1. i dokğadnie mieszano. WyjŜciowa gňstoŜĺ 

zawiesin inokulacyjnych szczep·w mieŜciğa siň w zakresie 1Ā106 ï 1Ā109 CFU/ml i byğa 

sprawdzana przez posiew wgğňbny na podğoŨu Tryptic Soy Agar (TSA) lub Sabouraux Dextrose 

Agar (S) odpowiednio dla bakterii i grzyb·w droŨdŨopodobnych. Nastňpnie w aseptycznych 

warunkach odwaŨano 1 g niniejszej formulacji kosmetycznej, umieszczano w 9 ml roztworu  

sterylnego cytrynianu sodu o stňŨeniu 2 mol/l (pH = 6)  w celu uwolnienia mikroorganizm·w 

z MP. Po serii rozcieŒczeŒ, ŨywotnoŜĺ  mikroorganizm·w testowych wprowadzonych do 

formulacji kosmetycznej okreŜlano metodŃ pğytkowŃ wgğňbnŃ stosujŃc nastňpujŃce podğoŨa 

selektywne: Baird Parker Agar (BPA)  (S. aureus, S. epidermidis, S. capitis subsp. urealyticus, 

S. hominis), Sabouraud Dextrose Agar  (C. albicans, C. neoformans), MacConkeya Agar  

(E .coli), FTO Agar (M. luteus). Inkubacjň prowadzono w nastňpujŃcych warunkach: bakterie: 

37ÜC, 48 h, grzyby droŨdŨopodobne: 28ÜC, 48 h. Oznaczenia ŨywotnoŜci mikroorganizm·w 

testowych w formulacji kosmetycznej z probiotykami wykonano bezpoŜrednio po 

wprowadzeniu zawiesin mikroorganizm·w do preparatu, a takŨe po jej inkubacji  

w temperaturze 37ÁC przez 2 h i 24 h. AnalogicznŃ procedurň zastosowano wobec preparatu 

niezawierajŃcego MP (E1). DoŜwiadczenie powt·rzono dwukrotnie. Wyniki oznaczeŒ 

podawano jako log liczby jednostek tworzŃcych kolonie CFU w 1 g  danej formulacji i zostağy 

wykorzystane do obliczenia Ŝredniego przyrostu lub redukcji kom·rek mikroorganizm·w 

referencyjnych wprowadzonych do formulacji kosmetycznych po okreŜlonym czasie. 

8.1.7.8. Badania in vivo potwierdzajŃce skutecznoŜĺ dziağania kosmetyk·w  

z probiotykiem  

Badanie zostağo przeprowadzone na grupie 20 probant·w (kobiet i mňŨczyzn w wieku  

27 ï 72 lat). Materiağ do badaŒ pobrano zar·wno w czasie 0 (przed uŨyciem badanego 

preparatu) jak i w czasie 2 h po zastosowaniu produktu. Z wykorzystaniem sterylnego szablonu  

o powierzchni 25 cm2 pobrano wymazy ze sk·ry policzka. Do pobrania wymazu uŨyto 

sterylnych wymaz·wek z podğoŨem transportowym (system e-Swab). Nastňpnie materiağ do 
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badaŒ wysiano na podğoŨa hodowlane iloŜciowo oraz jakoŜciowo. IloŜciowŃ analizň wykonano 

z uŨyciem metody seryjnych rozcieŒczeŒ Kocha. Wymaz·wkň zanurzono w 10ml 

zbuforowanej wodzie peptonowej. Wykonywano 10-krotne rozcieŒczenia badanych pr·bek 

(posiew bezpoŜredni do 10-4). Wysiewano po 100 Õl na pğytki z podğoŨem odŨywczym. Pğytki 

inkubowano w temperaturze 36 Ñ 1ÁC (95% powietrza, 5% CO2). Po upğywie czasu inkubacji 

(72 Ñ 3 h) zliczono wyrosğe kolonie bakteryjne. Identyfikacjň przeprowadzono metodŃ 

spektrometrii masowej MALDI TOF MS (801/BUD2/0253, Biotyper, Bruker) z uŨyciem 

desorpcji/jonizacji laserowej wspomaganej matrycŃ z analizatorem czasu przelotu. 

8.2. Wyniki i dyskusja wynik·w 

8.2.1. AktywnoŜĺ szczepu probiotycznego wobec S.epidermidis i S.aureus 

W celu potwierdzenia wpğywu formulacji z bakteriami probiotycznymi na mikrobiom 

sk·ry w pierwszej kolejnoŜci okreŜlono aktywnoŜĺ samego probiotycznego szczepu na 

najpowszechniejsze mikroorganizmy tworzŃce mikrobiom sk·ry, a wiňc Staphylococcus 

epidermidis ATCC  49134 i Staphylococcus aureus ATCC 6538. Zastosowano szczepy bňdŃce 

izolatami pochodzŃcymi z ludzkiej sk·ry. Badania wykonano metodŃ studzienkowo-dyfuzyjnŃ. 

Wykazano, Ũe szczep L. casei ATCC 393 jest aktywny wobec szczepu S. aureus ATCC 

6538, o czym Ŝwiadczy obecnoŜĺ przejrzystych stref wok·ğ doğk·w, kt·rych Ŝrednica 

przekracza 10 mm (Rysunek 14A).  

 

A) 

 

B) 

 

Rysunek 14. Wpğyw szczepu L. casei ATCC 393  na szczepy A) S. aureus ATCC 6538  

i B) S. epidermidis ATCC  49134. 

 

Wyniki sŃ zgodne z badaniami Khmaladze i wsp·ğautor·w [51], u kt·rych probiotyczny 

szczep L. reuteri DSM 17938 r·wnieŨ wykazywağ dziağanie przeciwbakteryjne przeciwko 
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patogennym mikroorganizmom sk·ry. Z kolei, w przypadku S. epidermidis nie stwierdzono 

stref zahamowania wzrostu (Rysunek 14B), co moŨe wskazywaĺ na brak wpğywu L. casei na 

ten szczep. Jest to zatem pozytywna informacja, gdyŨ S. epidermidis naleŨy do gatunk·w 

komensalnych, kt·re odgrywajŃ  istotnŃ rolň w utrzymaniu r·wnowagi w skğadzie iloŜciowym 

i jakoŜciowym mikrobiomu sk·ry czğowieka. 

8.2.2. WğaŜciwoŜci fizykochemiczne i ŨywotnoŜĺ probiotyk·w w preparatach 

miejscowych 

Nastňpnie, do formulacji bazowej opisanej we wczeŜniejszej publikacji [3C] oraz objňtej 

zgğoszeniem patentowym P. 445990 [7C], jako skğadnik aktywny dodano zmodyfikowane 

mikrosfery alginianowo ï tapiokowe pokryte kwasem hialuronowym zawierajŃce bakterie 

probiotyczne (szczep Lactobacillus casei ATCC 393). WğaŜciwoŜci fizykochemiczne 

formulacji bazowej ð E1 i formulacji zawierajŃcej mikrosfery probiotyczne ð E2 

przedstawiono  w Tabeli 4.  

Tabela 4. WğaŜciwoŜci fizykochemiczne i ŨywotnoŜĺ probiotyk·w w emulsjach. 

Parametr  E1  E2 

StabilnoŜĺ ï metoda wir·wkowa + + 

StabilnoŜĺ ï metoda  szok·w termicznych + + 

pH 5,8 (Ñ 0,1) 5,8 (Ñ 0,1) 

średnia Ŝrednica kropli fazy wewnňtrznej [Õm] 10,6 (Ñ 0,4) 8,60 (Ñ 0,89) 

LepkoŜĺ przy prňdkoŜci Ŝcinania v=50 s-1 [PaĿs] 17,0 (Ñ 0,5) 16,0 (Ñ 0,8) 

ŧywotnoŜĺ kom·rek [log CFU/g] 0,0 (Ñ 0,0) 7,8 (Ñ 1,2) 

 

Wyniki te potwierdzajŃ, Ũe uzyskano stabilne emulsje O/W o jednolitej, gğadkiej 

konsystencji i wartoŜci pH odpowiadajŃcej fizjologicznemu pH sk·ry, zawierajŃce Ũywe 

bakterie probiotyczne. ŧywotnoŜĺ bakterii L. casei w mikrosferach po wğŃczeniu do formulacji 

byğa na poziomie 7,80 log CFU/g, co oznacza redukcjň o 2,70 log w por·wnaniu  

z poczŃtkowym ğadunkiem bakteryjnym w mikrosferach. Jest to zadawalajŃcy wynik 

potwierdzajŃcy znacznŃ przeŨywalnoŜĺ mikroorganizm·w w preparacie pomimo obecnoŜci 

Ŝrodk·w konserwujŃcych. 

8.2.3. Ocena czystoŜci mikrobiologicznej 

Wyniki badania czystoŜci mikrobiologicznej opracowanych formulacji przedstawiono  

w Tabeli 5 i 6.  
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Tabela 5. Ocena czystoŜci mikrobiologicznej formulacji bazowej (E1). 

Tabela 6. Ocena czystoŜci mikrobiologicznej formulacji zawierajŃcej MP (E2). 

  

Otrzymane wyniki potwierdziğy, Ũe obie formulacje, zar·wno bazowa (E1) (Tabela 5) jak 

r·wnieŨ emulsja z MP (E2) (Tabela 6)  speğniajŃ wymagania mikrobiologiczne stawiane 

kosmetykom kategorii II. W 1 g pr·bki nie stwierdzono obecnoŜci patogen·w z gatunku: 

Nazwa oznaczenia Jednostka 
Wyniki 

oznaczenia 

  

Wymagania 

zgodne z PN-

EN 17516:2014 

Metoda 

oznaczania 

  

Og·lna liczba 

drobnoustroj·w 

tlenowych 

mezofilnych 

(bakterie+ droŨdŨe  

i pleŜnie) 

CFU/g Ò10 Ò1Ā103 CFU/g 

lub ml 

PN-EN ISO 

21149: 2017-07; 

PN-EN ISO 

16212; 2017-08 

Pseudomonas 

aeruginosa 

CFU/g Brak obecnoŜci 

w 1 g pr·bki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

22717; 2016-01 

Staphylococcus aureus CFU/g Brak obecnoŜci 

w 1 g pr·bki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

22718; 2016-01 

Escherichia coli CFU/g Brak obecnoŜci 

w 1 g pr·bki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

21150; 2016-01 

Candida albicans CFU/g Brak obecnoŜci 

w 1 g pr·bki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

18416; 2016-01 

Nazwa oznaczenia Jednostka 
Wyniki 

oznaczenia 

  

Wymagania 

zgodne z PN-

EN 17516:2014 

Metoda 

oznaczania 

  

Og·lna liczba 

drobnoustroj·w 

tlenowych mezofilnych 

(bakterie+ droŨdŨe  

i pleŜnie) 

CFU/g Ò9,4Ā102 Ò1Ā103 CFU/g 

lub ml 

PN-EN ISO 

21149: 2017-07; 

PN-EN ISO 

16212; 2017-08 

Pseudomonas 

aeruginosa 

CFU/g Brak obecnoŜci 

w 1 g pr·bki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

22717; 2016-01 

Staphylococcus aureus CFU/g Brak obecnoŜci 

w 1 g pr·bki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

22718; 2016-01 

Escherichia coli CFU/g Brak obecnoŜci 

w 1 g pr·bki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

21150; 2016-01 

Candida albicans CFU/g Brak obecnoŜci 

w 1 g pr·bki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

18416; 2016-01 
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Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa i Candida albicans oraz 

zawartoŜci tlenowych mezofilnych mikroorganizm·w (bakterii, pleŜni i droŨdŨy) w 1 g pr·bki 

znajdowağa siň na dopuszczalnym poziomie Ò10 dla E1 i Ò9,4Ā102 dla E2. Otrzymane wyniki 

potwierdzajŃ, Ũe zastosowanie mikrosfer alginianowych jako noŜnik·w bakterii probiotycznych 

chroni produkt przed niekontrolowanym rozwojem bakterii, zapewniajŃc odpowiedniŃ czystoŜĺ 

mikrobiologicznŃ. R·wnoczeŜnie chroni teŨ probiotyk przed dziağaniem Ŝrodka 

konserwujŃcego, co potwierdziğy badania ŨywotnoŜci zakapsuğkowanych bakterii 

probiotycznych w formulacji kosmetycznej, z kt·rych wynikağo, Ũe przeŨywalnoŜĺ L. casei 

utrzymywağa siň na poziomie 1,35Ā106 CFU/g (6,13 log CFU/g), nawet po 120 dniach 

przechowywania preparatu [3C].  

8.2.4. Badania in vitro formulacji  

W celu potwierdzenia braku toksycznoŜci pr·bek przeprowadzono badania na modelu 

kom·rkowym imitujŃcym ludzkŃ sk·rň. Do badaŒ wybrano ludzkie kom·rki typu 

keratynocyt·w (HaCaT) (Rysunek 15) i fibroblast·w (HSF) (Rysunek 16). Linie te stanowiŃ 

popularny model oceny cytotoksycznoŜci oraz w kontekŜcie testowania materiağ·w do 

stosowania jako preparaty miejscowe. Wysoce konfluentne kom·rki (~90%) inkubowano przez 

24 h z seryjnymi rozcieŒczeniami kaŨdego preparatu przygotowanego w DMEM, a nastňpnie 

wykonano test ŨywotnoŜci MTT.  
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Rysunek 15. Test ŨywotnoŜci kom·rek HaCaT (MTT) w A) preparacie bazowym i B) 

zawierajŃcym MP. Wyniki obliczono jako procent kom·rek kontrolnych inkubowanych  

w obecnoŜci samego DMEM i przedstawiono jako ŜredniŃ Ñ SEM. *ðp = 0,05ï0,011;  

** ð p Ò 0,01; ***ðp Ò 0,001; ****ðp Ò 0,0001. Zielony pasek oznacza kontrolň 

niestymulowanŃ. 

Z danych przedstawionych na rysunku 15 wynika, Ũe opracowane preparaty nie 

wykazywağy negatywnego wpğywu na ŨywotnoŜĺ kom·rek keratynocyt·w do stňŨenia 2,5%. 

StňŨenie kosmetyku na poziomie 5% spowodowağo ~25% spadek ŨywotnoŜci kom·rek 

(IC25%), a IC50% osiŃgniňto przy stňŨeniach okoğo 10% dla obu formulacji. NaleŨy zauwaŨyĺ, 

Ũe wyniki zar·wno dla formulacji bazowej, jak i emulsji zawierajŃcej MP sŃ podobne, co 

pozwala wnioskowaĺ, Ũe stosowanie mikrosfer nie wpğywa negatywnie na ŨywotnoŜĺ 

keratynocyt·w. 

W przypadku dziağania formulacji na kom·rki HSF (Rysunek 16) nie obserwuje siň 

negatywnego wpğywu formulacji na fibroblasy do stňŨenia 5%, a IC50% osiŃgano przy 

stňŨeniach obu formulacji okoğo 10%. Ponadto, dla stňŨeŒ preparat·w w zakresie 1,25 ï 5% 

obserwuje siň wzrost liczby kom·rek. W przypadku wpğywu na cytotoksycznoŜĺ, gdzie mamy 

kom·rki konfluentne wzrost sygnağu w teŜcie MTT moŨe byĺ spowodowana zwiňkszonŃ 

aktywnoŜciŃ metabolicznŃ kom·rek.  
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Rysunek 16. Test ŨywotnoŜci kom·rek HSF (MTT) w A) preparacie bazowym i B) 

zawierajŃcym MP. Wyniki obliczono jako procent kom·rek kontrolnych inkubowanych  

w obecnoŜci samego DMEM i przedstawiono jako ŜredniŃ Ñ SEM. *ðp = 0,05ï0,011;  

** ð p Ò 0,01; ***ðp Ò 0,001; ****ðp Ò 0,0001. Zielony pasek oznacza kontrolň 

niestymulowanŃ. 

Badania biologiczne przeprowadzone na kom·rkach: keratynocytach i fibroblastach 

sk·ry in vitro wskazujŃ na podobnŃ, stosunkowo niskŃ cytotoksycznoŜĺ obu formulacji, 

niezaleŨnie od obecnoŜci L.casei. W analizie cytotoksycznoŜci, IC50% okreŜlone dla obu linii 

kom·rkowych, wynosiğo okoğo 10%, co wskazuje na dobrŃ tolerancjň badanych preparat·w 

przez kom·rki sk·ry, gdyŨ inne formulacje miejscowe, np. w postaci kremu lub serum, osiŃgajŃ 

50% cytotoksycznoŜci przy znacznie niŨszych stňŨeniach [104]. NaleŨy jednak zauwaŨyĺ, Ũe 

badania obejmujŃ czas inkubacji wynoszŃcy 24 h. JeŜli formulacja jest stosowana jako preparat 

miejscowy, czas kontaktu ze sk·rŃ bňdzie znacznie kr·tszy (maksymalnie kilka godzin). 

W pracy zbadano r·wnieŨ wpğyw obu formulacji na proliferacjň kom·rek HaCaT (Rysunek 17) 

i HSF (Rysunek 18). Ponownie zastosowano test MTT, ale dodatkowo wykorzystano kultury 

kom·rek o niskiej konfluencji.  
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Rysunek 17. Wpğyw na proliferacjň kom·rek HaCaT (MTT) w A) preparacie bazowym  i B) 

preparacie zawierajŃcym MP. Wyniki obliczono jako procent kom·rek kontrolnych 

inkubowanych w obecnoŜci DMEM + FBS i przedstawiono jako ŜredniŃ Ñ SEM. *ðp = 0,05ï

0,011; ** ð p Ò 0,01; ***ðp Ò 0,001; ****ðp Ò 0,0001. Zielony pasek wskazuje kontrolň 

niestymulowanŃ. 

Wyniki pokazujŃ zmniejszonŃ proliferacjň kom·rek HaCaT stymulowanych stňŨeniami 

formulacji powyŨej 0,08-0,16% (Rysunek 17). Jednak przy niŨszych stňŨeniach stymulant·w 

zaobserwowano niewielkŃ indukcjň proliferacji dla obu stosowanych formulacji. 

PodobnŃ zaleŨnoŜĺ obserwowano dla kom·rek HSF (Rysunek 18). Tutaj dla formulacji 

bazowej nieznaczna indukcja proliferacji byğa widoczna do stňŨenia 0,08%, natomiast dla 

formulacji zawierajŃcej mikrosfery z probiotykami do stňŨenia 0,16%. Proliferacja kom·rek 

ludzkich fibroblast·w zostağa zahamowana przy wyŨszych stňŨeniach, poniewaŨ formulacja 

bazowa ï powyŨej 0,16% i formulacja probiotyczna ï powyŨej 0,31%, zmniejszyğy 

obserwowanŃ ŨywotnoŜĺ kom·rek.  
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Rysunek 18. Wpğyw na proliferacjň kom·rek HSF (MTT) w A) preparacie bazowym i B) 

preparacie zawierajŃcym MP. Wyniki obliczono jako procent kom·rek kontrolnych 

inkubowanych w obecnoŜci DMEM + FBS i przedstawiono jako ŜredniŃ Ñ SEM. *ðp = 0,05ï

0,011; ** ð p Ò 0,01; ***ðp Ò 0,001; ****ðp Ò 0,0001. Zielony pasek wskazuje kontrolň 

niestymulowanŃ. 

Nastňpnie, stňŨenia formulacji, kt·re uznano za niecytotoksyczne, wybrano do dalszych 

badaŒ in vitro, w tym profilu uwalniania cytokin mierzonego metodŃ ELISA i efektu gojenia 

ran. 

Pomiar uwalniania cytokin prozapalnych (IL-6 i IL-8) pokazuje, Ũe w obu przypadkach 

formulacje stymulujŃ uwalnianie tych zwiŃzk·w w hodowlach HaCaT i HSF (odpowiednio 

Rysunek 19A i 19B). W poŨywkach kondycjonowanych HaCaT traktowanych 0,5% formulacji 

poziomy IL-6 i IL-8 byğy o ~50% wyŨsze niŨ w kom·rkach niestymulowanych. W hodowli 

kom·rek fibroblast·w stymulowanych formulacjami zaobserwowano wzrost uwalniania IL-6 

o mniej niŨ 40%, podobny zar·wno dla pustych, jak i zawierajŃcych mikrosfery. Poziomy 

cytokin prozapalnych zwiňkszone po stymulacji testowanymi formulacjami mogŃ wskazywaĺ 

na ich sğabŃ naturň draŨniŃcŃ. NaleŨy jednak podkreŜliĺ, Ũe obserwowane poziomy IL-6 i IL-8 

sŃ niskie, nawet po stymulacji i sŃ dalekie od typowej odpowiedzi, kt·rŃ ten typ kom·rek moŨe 
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wytwarzaĺ pod wpğywem bodŦc·w prozapalnych. Dodatkowo co ciekawe, w hodowli kom·rek 

fibroblast·w poziomy IL-8 r·wnieŨ wzrosğy, ale stymulacja formulacjŃ zawierajŃcŃ mikrosfery 

miağa mniej wyraŦny efekt w por·wnaniu z bazowŃ formulacjŃ. Wyniki moŨna por·wnaĺ do 

badaŒ Khmaladze i wsp·ğ. [51], gdzie zastosowanie zar·wno Ũywych bakterii, jak i lizatu  

L. reuteri DSM 17938 wykazywağo dziağanie przeciwzapalne (zmniejszyğo prozapalne 

dziağanie IL-6 i IL-8). Jednak naleŨy wziŃĺ pod uwagň, Ũe w badaniu tym testowano sam szczep 

probiotyczny, a nie formulacjň zawierajŃcŃ probiotyczne mikroorganizmy. Wobec powyŨszego 

juŨ samo zmodyfikowanie produkcji IL-8 w por·wnaniu formulacji bazowej i z MP sugeruje 

dziağanie przeciwzapalne L. casei.  

 

Rysunek 19. Ekspresja cytokin w kom·rkach A) HaCaT i B) HSF stymulowana 

rozcieŒczonymi preparatami bazy i zawierajŃcymi MP przez 24 godziny. Poziom wydzielania 

cytokin IL-6 i IL-8 w poŨywkach hodowli kom·rkowej po stymulacji 0,5% tych dw·ch 

formulacji. Wykresy przedstawiajŃ dane z trzech niezaleŨnych eksperyment·w, z trzema 

powt·rzeniami w kaŨdym. IstotnoŜĺ statystycznŃ oszacowano za pomocŃ GraphPad Prism, 

stosujŃc wbudowany test ANOVA (* < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001 i **** < 0,0001). 
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Dodatkowo, kom·rki HaCaT zostağy uŨyte w teŜcie zarastania rany wykorzystujŃcym wkğadki 

Ibidi w celu sprawdzenia regeneracyjnego efektu formulacji. Wyniki wykazağy, Ũe zar·wno 

formulacja bazowa, jak i z mikrosferami, wykazujŃ wğaŜciwoŜci regeneracyjne, pozytywnie 

wpğywajŃ na proces gojenia siň ran. Jak pokazano na Rysunku 20, powierzchnia otwartej rany 

wynosiğa okoğo 30% po 15 h inkubacji dla niestymulowanej kontroli. Zamkniňcie rany 

osiŃgnňğo okoğo 90% w kom·rkach inkubowanych przez 15 h w obecnoŜci 0,5% pustej 

formulacji ï E1. JednoczeŜnie, zaobserwowano praktycznie cağkowite zamkniňcie rany  

w doğkach inkubowanych z 0,5% formulacjŃ zawierajŃcŃ mikrosfery ï E2.  
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Rysunek 20. A) Wpğyw formulacji E1 i E2 na proces gojenia siň rany w teŜcie zarastania rany na kom·rkach HaCaT. Test zarysowania 

wykorzystujŃcy wkğadki Ibidi do generowania rany. Konfluentne kom·rki HaCaT wyhodowane wok·ğ insert·w po ich usuniňciu stymulowano 0,5 

i 2% stňŨeniami formulacji E1 i E2. Zamkniňcie rany obserwowano za pomocŃ mikroskopu EVOS FL pod obiektywem 4x po 15 h stymulacji.  

B) kontrola w czasie Ă0ò, C) kontrola po 15 h, D) E1 w stňŨeniu 0,5%, E) E1 w stňŨeniu 2,0%, F) E2 w stňŨeniu 0,5% i G) E2 w stňŨeniu 2,0%. 

Obrazy analizowano za pomocŃ oprogramowania TScratch. Zamkniňcie obszaru rany na kaŨdym odpowiednim obrazie mierzono i przedstawiano 

jako procent niestymulowanej kontroli od punktu czasowego inkubacji 0 h.
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Przedstawione dane dotyczŃce gojenia siň ran wskazujŃ zatem, Ũe formulacja zawierajŃca MP 

moŨe mieĺ potencjağ jako preparat o wğaŜciwoŜciach proregeneracyjnych, a wyniki badaŒ 

pozostajŃ w zgodzie z badaniami Peral i in. [58], w kt·rych miejscowe zastosowanie Ũywego 

Lactobacillus plantarum przyspieszyğo gojenie siň ran u diabetyk·w z owrzodzeniami koŒczyn 

dolnych. 

8.2.5. Ocena wpğywu formulacji probiotycznej na mikrobiom sk·ry 

Kolejnym etapem badaŒ byğa ocena wpğywu formulacji kosmetycznej zawierajŃcej 

szczep L. casei na mikroorganizmy tworzŃce mikrobiom sk·ry. Analizie poddano dziağanie 

preparatu z mikrosferami zawierajŃcymi szczep L. casei (E2) na siedem wybranych 

mikroorganizm·w ï zar·wno patogennych, jak i komensalnych ï stanowiŃcych element 

naturalnej mikroflory sk·ry czğowieka. Jako kontrolň zastosowano preparat niezawierajŃcy 

szczepu probiotycznego  (E1) (Tabela 7). 
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Tabela 7. Ocena wpğywu formulacji kosmetycznej na mikroorganizmy referencyjne wystňpujŃce naturalnej mikroflorze sk·ry czğowieka. 

 

Mikroorganizm 

testowy 

Preparat ŧywotnoŜĺ 

[CFU/g] 

ŧywotnoŜĺ  

[log CFU/g] 

ŧywotnoŜĺ 

po 2 h  

[CFU/g] 

ŧywotnoŜĺ  

[log CFU/g] 

Redukcja 

[log CFU/g] 

ŧywotnoŜĺ 

po 24 h 

[CFU/ g] 

ŧywotnoŜĺ 

[log CFU/g] 

Redukcja 

[log CFU/g] 

S. epidermidis 

E1 
1,40Ā107 7,15 2,40Ā107 7,38 +0,23 3.75Ā107 7,57 +0,42 

E2 
1,15Ā107 7,06 1,67Ā107 7,22 +0,16 2,23Ā107 7,34 +0,28 

S. aureus 

E1 3,49Ā107 7,54 1,30Ā107 7,11 - 0,43 7,58Ā106 6,87 -0,67 

E2 2,40Ā107 7,38 1,00Ā106 6,00 - 1,38 5,96Ā105 5,78 -1,60 

M. luteus 

E1 
4,68Ā106 

6,67 1,05Ā107 7,02 +0,35 
2,54Ā107 7,40 + 0,73 

E2 
3,90Ā107 

7,59 1,24Ā108 8,09 +0,50 
1,50Ā108 8,17 + 0,59 

C. neoformans 

E1 
1,30Ā106 

6,11 3,99Ā105 5,60 -0,50 
7,27Ā104 4,86 -1,25 

E2 
2,19Ā106 6,34 3,90Ā105 5,59 -0,75 3,30Ā103 3,52 - 2,82 

C. albicans 

E1 
2,32Ā106 

6,36 2,00Ā106 
6,30 - 0,06 1,58Ā106 

6,20 
- 0,16 

E2 
1,77Ā106 6,25 1,13Ā106 6,05 - 0,20 0,90Ā106 5,95 - 0,30 

E. coli 

E1 
2,09Ā105 

5,32 1,20Ā105 
5,08 - 0,24 9,36Ā104 

4,97 
-  0,35 

E2 
2,50Ā105 5,40 1,10Ā105 5,04 - 0,36 2,68Ā104 4,43 - 0,97 

S. capitis subsp. 

urealyticus 

E1 
2,38Ā108 

8,38 4,29Ā108 8,63 +0,25 4,50Ā108 

8,65 
+0,27 

E2 
2,53Ā108 

8,40 4,14Ā108 8,62 +0,22 4,41Ā108 

8,64 
+0,24 

S. hominis 

E1 
1,38Ā107 

7,13 1,55Ā107 7,19 +0,06 2,96Ā107 

7,47 
+0,34 

E2 
1,54Ā107 

7,19 2,50Ā107 7,39 +0,20 2,68Ā107 

7,43 
+0,24 
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Obie badane formulacje (E2 i E1) zaszczepiono jednym z wybranych szczep·w, a ich wzrost 

oceniono po 2 i 24 h inkubacji. Zaobserwowano, Ũe wzrost komensali sk·rnych (S. epidermidis, 

M. luteus, S. hominis, S. capitis subsp. urealyticus) byğ umiarkowanie zwiňkszony po  

2 h (0,16 ï 0,50 log) i 24 h inkubacji (0,24 ï 0,59 log) w kontakcie z formulacjŃ E2. Efekt byğ 

jednak podobny do zaobserwowanego w kontrolnej formulacji E1 (0,06 ï 0,35 log po 2 h i 0,42 

ï 0,73 log po 24 h, odpowiednio), co sugeruje, Ũe obecnoŜĺ mikrosfer L. casei w formulacji E2 

nie wpğywa na wzrost tych szczep·w komensalnych. Natomiast wzrost szczep·w patogennych 

(E. coli, S. aureus, C. albicans i C. neoformans) w formulacji E2 zostağ zahamowany  

w pewnym stopniu po 2 h (-0,20 ï -1,38 log) i 24 h (-0,30 ï -2,82 log), nawet w por·wnaniu 

do kontrolnej formulacji E1 (-0,06 ï -0,5 log i -0,16 ï -1,25 log odpowiednio dla 2 i 24-

godzinnego kontaktu). Stwierdzono r·wnieŨ, Ũe spoŜr·d testowanych szczep·w patogennych, 

C. neoformans (redukcja po 24 h o -2,82 log) i S. aureus (redukcja po 24 h o -1,60 log) 

wykazywağy najwyŨszŃ wraŨliwoŜĺ na kontakt z formulacjŃ E2, podczas gdy wzrost C. albicans 

zostağ zakğ·cony tylko w niewielkim stopniu (redukcja po 24 godzinach o -0,30 log). 

8.2.6. Badania in vivo potwierdzajŃce skutecznoŜĺ dziağania kosmetyk·w  

z probiotykiem 

W ostatnim etapie badaŒ oceniono wpğyw formulacji zawierajŃcej mikrosfery  

z Lactobacillus casei na mikrobiom sk·ry probant·w, w celu potwierdzenia kolonizacji sk·ry 

przez szczep probiotyczny zawarty w formulacji E2. Uzyskane wyniki wskazujŃ na skutecznŃ 

kolonizacjň powierzchni sk·ry przez ten szczep juŨ po 2 h od pierwszej aplikacji kremu (Tabela 

8). średni poziom kolonizacji wyni·sğ 3,0 Ñ 0,4 log CFU/g. 

Tabela 8. Wyniki analizy iloŜciowej i jakoŜciowej dla poszczeg·lnych probant·w. 

Lp. Pğeĺ Wiek 
Czas Ă0ò 

[CFU/g] 

Czas 2h od 

aplikacji  

[CFU/g] 

Czas 2h od 

aplikacji  

 [log CFU/g] 

Zidentyfikowany 

mikroorganizm 

1 W 27 <1,0Ā101 6,7Ā102 2,82 Lactobacillus casei 

2 M 27 <1,0Ā101 8,3Ā102 2,91 Lactobacillus casei 

3 M 71 <1,0Ā101 1,2Ā103 3,08 Lactobacillus casei 

4 W 65 <1,0Ā101 1,6Ā103 3,20 Lactobacillus casei 

5 W 71 <1,0Ā101 1,2Ā103 3,08 Lactobacillus casei 

6 M 63 <1,0Ā101 1,2Ā103 3,08 Lactobacillus casei 

7 W 41 <1,0Ā101 3,9Ā102 2,59 Lactobacillus casei 

8 M 43 <1,0Ā101 6,5Ā103 3,81 Lactobacillus casei 

9 W 42 <1,0Ā101 1,0Ā103 3,00 Lactobacillus casei 

10 W 29 <1,0Ā101 6,2Ā102 2,79 Lactobacillus casei 

11 W 28 <1,0Ā101 2,0Ā102 2,30 Lactobacillus casei 

12 M 32 <1,0Ā101 2,5Ā103 3,40 Lactobacillus casei 

13 M 30 <1,0Ā101 5,9Ā102 2,77 Lactobacillus casei 

14 W 28 <1,0Ā101 1,8Ā103 3,26 Lactobacillus casei 

15 W 39 <1,0Ā101 9,8Ā102 2,99 Lactobacillus casei 
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Lp. Pğeĺ Wiek 
Czas Ă0ò 

[CFU/g] 

Czas 2h od 

aplikacji  

[CFU/g] 

Czas 2h od 

aplikacji  

 [log CFU/g] 

Zidentyfikowany 

mikroorganizm 

16 W 39 <1,0Ā101 2,1Ā103 3,32 Lactobacillus casei 

17 M 39 <1,0Ā101 7,2Ā102 2,86 Lactobacillus casei 

18 M 38 <1,0Ā101 8,3Ā102 2,91 Lactobacillus casei 

19 W 66 <1,0Ā101 1,0Ā103 3,00 Lactobacillus casei 

20 M 72 <1,0Ā101 1,2Ā103 3,08 Lactobacillus casei 

średnia kolonizacja <1,0Ā101 1,4Ā103 3,00 Lactobacillus casei 

*K - kobieta, M- mňŨczyzna 

Wyniki wskazujŃ na skutecznŃ kolonizacjň sk·ry probant·w niezaleŨnie od pğci i wieku. 

Mikrobiom sk·ry zmienia siň wraz z wiekiem, dlatego w przypadku sk·ry dojrzağej niezwykle 

waŨne jest zapewnienie jej r·wnowagi mikrobiologicznej. Starzenie siň wiŃŨe siň ze spadkiem 

r·ŨnorodnoŜci mikroorganizm·w mikrobiomu sk·ry, co prowadzi do zwiňkszonej podatnoŜci 

na choroby sk·ry [15,105].  

Kolonizacja sk·ry probant·w bakteriami niezbňdnymi do jej prawidğowego 

funkcjonowania wpğywa na przywr·cenie r·wnowagi w mikroflorze bakteryjnej sk·ry 

pomiňdzy bakteriami komensalnymi (korzystnymi) a bakteriami chorobotw·rczymi, a tym 

samym wskazuje na pozytywny wpğyw preparatu na mikrobiom sk·ry. Zapewnienie 

r·wnowagi mikroflory bakteryjnej sk·ry przeğoŨy siň z kolei na prawidğowe funkcjonowanie 

bariery sk·rnej i zmniejszenie stanu zapalnego zwiŃzanego m.in. z zaburzeniem jej 

integralnoŜci i namnaŨaniem siň bakterii chorobotw·rczych. Miejscowe zastosowanie 

probiotyk·w jest szczeg·lnie istotne w terapii wspomagajŃcej leczenie AZS, gdzie wystňpuje 

nasilona kolonizacja bakteriŃ S. aureus i utrata r·ŨnorodnoŜci bakteryjnej na sk·rze [106]. 

Leczenie AZS w duŨej mierze opiera siň na preparatach miejscowych, takich jak 

kortykosteroidy, czy emolienty. Dğugotrwağe miejscowe stosowanie kortykosteroid·w wiŃŨe 

siň z licznymi dziağaniami niepoŨŃdanymi, w tym zapaleniem mieszk·w wğosowych oraz 

kontaktowym zapaleniem sk·ry [106ï108]. Dlatego teŨ miejscowe zastosowanie formulacji 

zawierajŃcej Ũywe szczepy bakterii probiotycznych, jako preparatu wspomagajŃcego leczenie 

tej dermatozy, moŨe przynieŜĺ pozytywne rezultaty, gğ·wnie w zakresie poprawy funkcji 

bariery sk·rnej, redukcji ŜwiŃdu i zmniejszenia kolonizacji Staphylococcus aureus. 

Otrzymane wyniki badaŒ potwierdziğy, Ũe opracowany kosmetyk w formie emulsji O/W, 

w kt·rym zastosowano mikrosfery alginianowe zawierajŃce Ũywe bakterie probiotyczne 

wywiera pozytywny wpğyw na mikrobiom sk·ry czğowieka. 
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9. Podsumowanie przeprowadzonych badaŒ 

W ramach pracy doktorskiej opracowano technologiň otrzymywania mikrosfer 

alginianowych, jako noŜnik·w bakterii probiotycznych (Lactobacillus casei ATCC 393)  

o potencjalnym zastosowaniu jako skğadnik aktywny produkt·w kosmetycznych, przyjaznych 

dla mikrobiomu sk·ry. 

NajwaŨniejsze osiŃgniňcia wynikajŃce z przeprowadzonych badaŒ to:  

V opracowanie technologii otrzymywania mikrosfer polimerowych opartych na 

biokompatybilnych i biodegradowalnych surowcach, jakimi sŃ alginiany, 

V otrzymanie stabilnych noŜnik·w dla bakterii probiotycznych, o poŨŃdanych 

wğaŜciwoŜciach fizykochemicznych i wysokiej efektywnoŜci enkapsulacji, 

V dob·r wğaŜciwego ukğadu konserwujŃcego do zastosowania w koŒcowej 

formulacji, zapewniajŃcego zar·wno wysokŃ przeŨywalnoŜĺ mikroorganizm·w, jak  

i stabilnoŜĺ mikrobiologicznŃ produktu, 

V opracowanie stabilnych kosmetyk·w probiotycznych w formie oleoŨelu  

z noŜnikami probiotyk·w, stanowiŃcych alternatywň dla produkt·w wymagajŃcych 

konserwacji, 

V potwierdzenie, Ũe zastosowanie kombinacji probiotyk·w i prebiotyk·w 

(produkt·w symbiotycznych) wpğywa w pozytywny spos·b na przeŨywalnoŜĺ bakterii 

zamkniňtych w noŜnikach 

V potwierdzenie, iŨ zastosowanie dodatkowego powlekania mikrosfer 

biopolimerami wpğywa na zwiňkszenie hermetycznoŜci noŜnik·w, 

V wykazanie na podstawie badaŒ in vitro i in vivo, Ũe formulacja kosmetyczna 

zawierajŃca mikrosfery z probiotykami wpğywa pozytywnie na mikrobiom sk·ry i moŨe byĺ 

zastosowana jako preparat wspomagajŃcy leczenie dermatoz sk·ry, takich jak AZS. 

PodsumowujŃc, uzyskane wyniki potwierdzajŃ, Ũe mikrosfery alginianowe stanowiŃ 

odpowiednie noŜniki dla probiotyk·w, a opracowane formulacje kosmetyczne  sŃ bezpieczne 

do stosowania na sk·rň. Ponadto, formulacja zawierajŃca jako skğadnik aktywny mikrosfery 

probiotyczne, wykazuje dziağanie przeciwbakteryjne i normalizujŃce mikroflorň sk·ry. 

Zatem gğ·wny cel mojej pracy doktorskiej zostağ osiŃgniňty.  Opracowağam formulacjň 

zawierajŃcŃ Ũywe szczepy bakterii probiotycznych, przyjaznŃ dla mikrobiomu sk·ry, 

speğniajŃcŃ wymagania stawiane produktom kosmetycznym (zgodnie z dyrektywŃ 1223/2009).  

Ponadto przeprowadzone badania in vitro i in vivo potwierdziğy, Ũe opracowany produkt moŨe 

znaleŦĺ zastosowanie nie tylko jako kosmetyk, ale r·wnieŨ preparat o wğaŜciwoŜciach 
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proregeneracyjnych, wspomagajŃcy leczenie dermatoz sk·ry, takich jak np. atopowe zapalenie 

sk·ry. 
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Biologia, Chemia i środowisko, Edycja III, 20-22.05.2022, prezentacja ustna, 
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10. Ğňtocha A., Miastkowska M., Sikora E., Cosmetic formulations based on probiotic raw 
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12. OsiŒska J., Ğňtocha A., Miastkowska M., Opracowanie receptur nanonoŜnik·w 

sylimaryny na bazie olej·w roŜlinnych bogatych w GLA, Sesja Studenckich K·ğ 

Naukowych, 25.05.2022, prezentacja ustna 

13. Ğňtocha A., Miastkowska M., Sikora E., Optymalizacja procesu otrzymywania 

mikrokapsuğek alginianowych, Og·lnopolska Konferencja Mğodych Naukowc·w  

nt. Nowe Wyzwania dla Polskiej Nauki, Katowice, 2-8.09.2022, prezentacja ustna, 
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14. Ğňtocha A., Miastkowska M., Sikora E., Metody statystyczne w ocenie mikrokapsuğek 

alginianowych, VI Og·lnopolska Konferencja Naukowa ĂBiopolimery ï Ŧr·dğa nowych 

materiağ·w, 27.10.2022, prezentacja ustna, konferencja online 

15. Ğňtocha A., Miastkowska M. Sikora E., Mikrokapsuğki alginianowe, jako noŜniki 

substancji aktywnych o potencjalnym zastosowaniu w przemyŜle kosmetycznym, 

Biomateriağy w medycynie i kosmetologii, ToruŒ, 22.02.2023, prezentacja posterowa, 

konferencja stacjonarna 

16. Ğňtocha A., Miastkowska M., Sikora E., Optimization of obtaining alginate 

microparticles, 11th European Young Engineers Conference (EYEC), Warszawa, 17-

19.04.2023, prezentacja posterowa, konferencja stacjonarna 

17. Ğňtocha A., Miastkowska M., Sikora E., Projektowanie formulacji mikrosfer 

alginianowych za pomocŃ matematycznych metod planowania eksperymentu, 

Og·lnopolska Konferencja Mğodych Naukowc·w nt. InŨynieria ï Spojrzenie Mğodych 

Naukowc·w ï Edycja II, 20-21.05.2023, prezentacja ustna, konferencja online, 

wystŃpienie wyr·Ũnione 

18. Ğňtocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Formulation and statistical 

optimization of alginate microspheres for probiotic encapsulation, 24th Polish 

Conference of Chemical and Process Engineering, Szczecin, 13-16.06.2023, prezentacja 

posterowa, konferencja stacjonarna 

19. Ğňtocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Mikrosfery alginianowe  

z probiotykiem L. casei ï zastosowanie w agrochemii, XLVII Miňdzynarodowe 

Seminarium Naukowo-Techniczne ĂChemistry for Agricultureò, Karpacz,  

26-29.11.2023, prezentacja posterowa, konferencja stacjonarna 

20. Ğňtocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Alginate microspheres with 

probiotics ï application in the cosmetics, Life Science Open Space, Krak·w,  

30.11.-01.12.2023, prezentacja ustna, konferencja stacjonarna 

21. Ğňtocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Probiotic microspheres as  

a component of the skin care products, V Sympozjum Biomateriağy w medycynie  

i kosmetologii, ToruŒ, 28.02.2024, prezentacja posterowa, konferencja stacjonarna 

22. Ğňtocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Biodegradowalne mikrosfery 

alginianowo ï tapiokowe, jako noŜniki probiotyk·w, Zr·wnowaŨony rozw·j w obszarze 

kosmetyk·w i detergent·w, Kňdzierzyn-KoŦle, 11-12.04.2024, prezentacja posterowa, 

konferencja stacjonarna, wystŃpienie wyr·Ũnione (2 miejsce) 



75 

 

23. Ğňtocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Symbiotic microspheres for 

cosmetic application, 3rd International Conference on Chemistry for beauty and health, 

Krak·w, 13-15.06.2024, prezentacja posterowa, konferencja stacjonarna, wystŃpienie 

wyr·Ũnione (1 miejsce) 

24. Ğňtocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Powlekane biopolimerami 

mikrosfery alginianowo-tapiokowe, jako noŜnik substancji aktywnych, 66. Zjazd 

Polskiego Towarzystwa Chemicznego PTChem 2024 i XI Kongres Technologii 

Chemicznej, PoznaŒ, 15-20 wrzeŜnia 2024, konferencja stacjonarna, wystŃpienie ustne 

 

StaŨe naukowe: 

1. StaŨ w Pracowni Proces·w Biotechnologicznych, Sieĺ Badawcza Ğukasiewicz, 

Warszawa (02.2024-03.2024) 

2. StaŨ w Zespole Proteolizy i Modyfikacji Potranslacyjnej Biağek, Mağopolskie Centrum 

Biotechnologii, Krak·w (05.2023-02.2024) 

3. StaŨ w Pracowni Proces·w Biotechnologicznych, Sieĺ Badawcza Ğukasiewicz, 

Warszawa (01.2023-02.2023) 

 

Projekty naukowe: 

1. ĂOptymalizacja procesu tworzenia mikrokapsuğek alginianowychò, DS ï M Politechnika 

Krakowska w ramach subwencji MEiN na rozw·j potencjağu badawczego uczelni, rola w 

projekcie: kierownik tematu, umowa z PK ï C-07/31/1015/2022/DS-M 

2. ĂOpracowanie mikrokapsuğek alginianowych zawierajŃcych bakterie probiotyczneò, DS 

ï M Politechnika Krakowska w ramach subwencji MEiN na rozw·j potencjağu 

badawczego uczelni, rola w projekcie: kierownik tematu, umowa z PK -  C-

09/31/734/2023 

3. ĂOpracowanie technologii pozyskiwania ekstraktu z kory brzozy z wykorzystaniem 

ultradŦwiňk·w oraz opracowanie receptur  ekokosmetyk·w na bazie produkt·w 

pszczelich i betulinyò, realizowany na zlecenie firmy  ĂINSYGNIAò,  Sğawomir 

Bochenek, rola w projekcie: wykonawca, umowa z PK ï C2/382/2021/P 

4. ĂOpracowanie dla MARMED HEALTH CARE Sp. z o.o. serii preparat·w na bazie 

fosfolipid·w biomimetycznych, przeznaczonych dla pacjent·w stomijnychò, we 

wsp·ğpracy z firmŃ Marmed Health Care Sp. Z o.o.; RPMP.01. 02.03-12- 0280/21/2020- 

2021, rola w projekcie: wykonawca, umowa z PK - C-2/253/2022/P 
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5. umowa PK C-2/133/2023/P we wsp·ğpracy z Zakğadem Farmaceutycznym Amara sp. 

zoo. (objňta poufnoŜciŃ) 

 

Wyjazdy szkoleniowe: 

1. BIP "MedChem Program: From Organic Chemistry to Pharmaceutical Drugs, Porto,  

15-24 July, 2024 

 

Studia podyplomowe: 

1. Mikrobiologia, Higiena, środowisko ï Uniwersytet Warszawski, 01/2023 ï 12/2023 

2. JakoŜĺ i bezpieczeŒstwo produkt·w kosmetycznych ï Uniwersytet Ğ·dzki, 03/2021 ï

02/2022         

 

Pozostağe: 

1. 14 edycja Mağopolskiej Nocy Naukowc·w ï zaangaŨowanie i wkğad w organizacjň 

wydarzenia, 27 listopada 2020r.  

2. ĂMağopolska Chmura Edukacyjna- nowy model nauczaniaò ï czynny udziağ  

w projekcie, warsztaty weekendowe 

3. Koğo Naukowe ĂCosMed ï technologia kosmetyk·w, wyrob·w medycznych i podğoŨy 

farmaceutycznychò ï czynny udziağ w dziağalnoŜci koğa naukowego 

4. 16 edycja Mağopolskiej Nocy Naukowc·w ï pomysğodawca i organizator wybranych 

wydarzeŒ, 30 wrzeŜnia 2022r. 

5. Life Science Open Space ï Collaboration and Innovation Summit for Health and Quality 

of Life ï 30 listopada ï 1 grudnia 2023r. 

6. DzieŒ Chemika ï pomysğodawca i organizator wybranych pokaz·w, 14 maja 2024r.  

7. DzieŒ Wynalazk·w PK 2024 ï 16 maja 2024r. 

8. Women in Tech ï prezentacja dziağalnoŜci Koğa Naukowego  

9. Czğonek Komitetu Organizacyjnego 3rd International Conference on Chemistry for 

beauty and health, Krak·w, 13-15.06.2024 

10. 18 edycja Mağopolskiej Nocy Naukowc·w ï pomysğodawca i organizator wybranych 

wydarzeŒ, 28 wrzeŜnia 2024r. 

11. DzieŒ Wynalazk·w PK 2025 ï 8 maja 2025r.  

12. Czğonek Komitetu Organizacyjnego konferencji ñFitoforum 2025ò Koryciny, 23-

25.05.2025 
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12. STRESZCZENIE  

¶ Ze wzglňdu na liczne korzyŜci zdrowotne bakterii probiotycznych istnieje 

ogromne zapotrzebowanie na produkty je zawierajŃce, kt·re sŃ wykorzystywane w przemyŜle 

spoŨywczym i farmaceutycznym do regulacji mikrobiomu jelitowego i walki z opornoŜciŃ na 

antybiotyki. W przypadku przemysğu kosmetycznego wyzwaniem pozostaje speğnienie 

wymagaŒ dotyczŃcych skğadu kosmetyk·w, przy jednoczesnym zachowaniu Ũywych kom·rek 

bakterii w potencjalnych formulacjach probiotycznych. Jednym z obiecujŃcych rozwiŃzaŒ 

zwiňkszajŃcych przeŨywalnoŜĺ probiotyk·w jest ich mikrokapsuğkowanie. 

¶ Celem pracy byğo opracowanie formulacji kosmetycznej, pozwalajŃcej na 

skuteczne wprowadzenie Ũywych bakterii probiotycznych przy zachowaniu wymog·w 

stawianych produktom kosmetycznym. W zwiŃzku z tym konieczne byğo opracowanie 

technologii mikrokapsuğkowania, kt·ra umoŨliwiğaby enkapsulacjň mikroorganizm·w 

probiotycznych z wysokŃ wydajnoŜciŃ kapsuğkowania oraz przeŨywalnoŜciŃ w czasie.  

¶ Pierwszym etapem badaŒ byğo poszukiwanie efektywnej formy, noŜnika dla 

Ũywych szczep·w probiotycznych oraz optymalizacja skğadu kompozycji noŜnikowej.  

W wyniku przeprowadzonej analizy uzyskano profile aproksymacji, kt·re pozwoliğy okreŜliĺ 

optymalne parametry procesu. Na podstawie przeprowadzonych badaŒ uzyskano stabilne 

mikrosfery alginianowe o rozmiarach od 10 do 30 mikrometr·w. Obserwacji ksztağtu i rozmiaru 

mikrosfer dokonano za pomocŃ mikroskopu optycznego. Natomiast morfologiň otrzymanych 

noŜnik·w obserwowano za pomocŃ SEM i TEM. Na podstawie uzyskanej optymalizacji do 

dalszych badaŒ oraz do czňŜci mikrobiologicznej przygotowano pr·bki ï stabilnej 

mikrodyspersji oraz mikrosfer dla parametr·w: stňŨenie chlorku wapnia (Ŝrodka sieciujŃcego) 

r·wne 0,3 mol/dm3, szybkoŜĺ wkraplania CaCl2 na poziomie 10 kropli na minutň i amplituda 

procesu ultrasonifikacji 69%. Sprawdzono EE przy stosowaniu r·Ũnych prňdkoŜci wirowania 

(brak wirowania, 500 rpm oraz 30 000 rpm).  

¶ Nastňpnie zawiesinň szczepu probiotycznego oraz uzyskane z niej mikrosfery 

poddano dziağaniu r·Ũnych czynnik·w fizykochemicznych takich jak: temperatura, 

promieniowanie UV, odczyn pH oraz dziağaniu Ŝrodka konserwujŃcego. Oceny ŨywotnoŜci 

kom·rek probiotycznych wolnych i zakapsuğkowanych dokonano poprzez zliczanie kolonii 

bakteryjnych wyrosğych na pğytkach z agarowym podğoŨem MRS po uŨyciu techniki inokulacji 

pour plate. Uzyskane wyniki wykazağy, iŨ noŜnik w postaci mikrosfer alginianowych wpğywağ 

pozytywnie na ŨywotnoŜĺ szczepu probiotycznego w por·wnaniu z zastosowaniem tych 

samych warunk·w wobec wolnego szczepu. 
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¶ Kolejnym etapem byğ dob·r ukğadu konserwujŃcego oraz opracowanie 

formulacji bazowej (w postaci emulsyjnej) dla mikrosfer probiotycznych (MP). Na podstawie 

przeprowadzonych badaŒ stwierdzono, Ũe zastosowanie mikrosfer alginianowych jako noŜnika 

pozwala na przeŨycie bakterii probiotycznych w formulacji, pomimo obecnoŜci ukğadu 

konserwujŃcego (przeŨywalnoŜĺ kom·rek bakteryjnych na poziomie 6,13 log CFU/g po 120 

dniach przechowywania). Natomiast, wprowadzenie do preparatu wolnego szczepu 

bakteryjnego (braku ochrony szczepu w postaci mikrosfer) skutkowağo cağkowitŃ eliminacjŃ 

Ũywych kom·rek probiotycznych. 

¶ R·wnolegle, opracowano stabilne formulacje oleoŨelowe, do kt·rych r·wnieŨ 

wğŃczono noŜniki alginianowe zawierajŃce bakterie probiotyczne. Ze wzglňdu na brak 

zawartoŜci wody w takich preparatach, ukğady te nie muszŃ zawieraĺ konserwant·w, a wiňc 

stanowiŃ alternatywň dla preparatu w formie emulsji.  

¶ W wyniku dalszych prac dokonano modyfikacji noŜnika, w celu zwiňkszenia 

stopnia przeŨywalnoŜci bakterii podczas przechowywania oraz maksymalnego uszczelnienia  

struktury mikrosfer alginianowych.  Jako Ŧr·dğo prebiotyczne wybrano mŃkň z tapioki ze 

wzglňdu na jej korzystny wpğyw na wzrost szczepu Lactobacillus casei podczas fermentacji  

w bulionie MRS. Optymalne mikrosfery alginianowo ï tapiokowe zostağy dodatkowo poddane 

procesowi powlekania, aby uszczelniĺ ich strukturň i uzyskaĺ maksymalny poziom 

heremetycznoŜci noŜnika. W tym celu, jako Ŝrodki powlekajŃce zastosowano roztwory 

biopolimer·w, takich jak Ũelatyna, chitozan i kwas hialuronowy. Uzyskane z badaŒ wyniki 

wykazağy,  Ũe juŨ sam dodatek mŃki z tapioki (powğoki prebiotycznej) miağ pozytywny wpğyw 

na modyfikacjň powierzchni mikrosfer (wygğadzenie porowatej struktury mikrosfer). 

Dodatkowe powlekanie biopolimerami pozwoliğo uzyskaĺ maksymalny stopieŒ 

hermetycznoŜci. Ponadto poğŃczenie powğok: prebiotycznej i biopolimerowej mikrosfer,  

w szczeg·lnoŜci przy uŨyciu kwasu hialuronowego i chitozanu, znaczŃco poprawiğo 

przeŨywalnoŜĺ i ŨywotnoŜĺ szczepu probiotycznego podczas dğugoterminowego 

przechowywania. NajwyŨszy wskaŦnik przeŨywalnoŜci szczepu probiotycznego odnotowano 

w przypadku mikrosfer alginianowo ï tapiokowych pokrytych kwasem hialuronowym  

i wyni·sğ on 5,48 log/CFU g. Po 30 dniach przechowywania, przeŨywalnoŜĺ szczepu w tym 

ukğadzie noŜnikowym utrzymywağa siň na poziomie 89%. 

¶ W kolejnym etapie badaŒ zmodyfikowane MP wprowadzono do uprzednio 

opracowanej formulacji kosmetycznej. Nastňpnie przeprowadzono badania in vitro i in vivo 

potwierdzajŃce efektywnoŜĺ dziağania na mikrobiom sk·ry. Badania in vitro obejmowağy: 
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ocenň cytotoksycznoŜci i wpğywu na proliferacjň kom·rek,  analizň poziomu interleukin IL-6  

i IL -8 metodŃ ELISA, test gojenia siň ran ñscratch assayò oraz ocenň wpğywu formulacji 

kosmetycznej zawierajŃcej MP na mikroorganizmy tworzŃce mikrobiom sk·ry. W celu 

okreŜlenia potencjalnej toksycznoŜci pr·bek przeprowadzono badania na modelu kom·rkowym 

imitujŃcym sk·rň, wykorzystujŃc linie kom·rkowe keratynocyt·w (HaCaT) oraz fibroblast·w 

(HSF). Test MTT wykazağ brak cytotoksycznego dziağania formulacji wobec keratynocyt·w do 

stňŨenia 2,5%, natomiast w przypadku fibroblast·w ï do 5%.  Dane uzyskane w teŜcie gojenia 

ran wykazağy potencjağ formulacji zawierajŃcej MP jako preparatu o wğaŜciwoŜciach 

proregeneracyjnych. Dodatkowo, badania mikrobiologiczne wykazağy, Ũe formulacja 

zawierajŃca MP ograniczağa przeŨywalnoŜĺ patogennych szczep·w (E. coli, S. aureus, C. 

albicans, C. neoformans) w por·wnaniu do formulacji bazowej, pozbawionej bakterii 

mlekowych. Natomiast, badania in vivo potwierdziğy skutecznŃ kolonizacjň sk·ry probant·w 

przez bakterie probiotyczne po zastosowaniu preparatu zawierajŃcego MP.  

¶ PodsumowujŃc, badania przedstawione w niniejszej pracy potwierdzajŃ, Ũe 

opracowana technologia mikroenkapsulacji, umoŨliwia kapsuğkowanie bakterii probiotycznych 

z wysokŃ wydajnoŜciŃ enkapsulacji, a opracowane formulacje kosmetyczne i dob·r ukğadu 

konserwujŃcego zapewniajŃ ochronň probiotyk·w zar·wno przed degradacjŃ, jak  

i nadmiernym (niekontrolowanym) rozmnaŨaniem. Ponadto, uzyskane wyniki badaŒ in vitro  

i in vivo potwierdzajŃ bezpieczeŒstwo formulacji, a takŨe wykazujŃ jej antybakteryjne  

i normalizujŃce mikroflorň dziağanie.  
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13. ABSTRACT  

Å Due to the numerous health benefits of probiotic bacteria, there is a huge demand 

for products containing them, which are used in the food and pharmaceutical industries to 

regulate the gut microbiome and fight antibiotic resistance. In the case of the cosmetics industry, 

the challenge remains to meet the compositional requirements of cosmetics while maintaining 

viable bacterial cells in potential probiotic formulations. One promising solution to increase the 

survivability of probiotics is their microencapsulation. 

¶ The aim of the work was to develop a cosmetic formulation that would allow for 

the effective introduction of live probiotic bacteria while meeting the requirements for cosmetic 

products. Therefore, it was necessary to develop a microencapsulation technology that would 

enable the encapsulation of probiotic microorganisms with high encapsulation efficiency and 

survival over time. 

¶ The first stage of the research was to search for an effective form, a carrier for 

live probiotic strains and to optimize the carrier composition. As a result of the analysis, 

approximation profiles were obtained, which allowed to determine the optimal process 

parameters. Based on the conducted research, stable alginate microspheres with sizes from 10 

to 30 micrometers were obtained. The shape and size of the microspheres were observed using 

an optical microscope. The morphology of the obtained carriers was observed using SEM and 

TEM. Based on the obtained optimization, samples of stable microdispersion and microspheres 

were prepared for further research and for the microbiological part: calcium chloride 

concentration (cross-linking agent) equal to 0.3 mol/dm3, CaCl2 instillation rate at the level of 

10 drops per minute and ultrasonication process amplitude of 69%. EE was checked using 

different centrifugation speeds (no centrifugation, 500 rpm and 30,000 rpm). 

¶ Next, the suspension of the probiotic strain and the microspheres obtained from 

it were subjected to the action of various physicochemical factors such as: temperature, UV 

radiation, pH and the action of a preservative. The assessment of the viability of free and 

encapsulated probiotic cells was made by counting bacterial colonies grown on plates with 

MRS agar medium after using the pour plate inoculation technique. The obtained results 

showed that the alginate microsphere carrier had a positive effect on the viability of the 

probiotic strain compared to the application of the same conditions to the free strain. 

¶ The next stage was the selection of a preservative system and the development 

of a base formulation (in emulsion form) for probiotic microspheres (MP). Based on the 

conducted studies, it was found that the use of alginate microspheres as a carrier allows the 
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survival of probiotic bacteria in the formulation, despite the presence of the preservative system 

(bacterial cell survival at the level of 6.13 log CFU/g after 120 days of storage). On the other 

hand, the introduction of a free bacterial strain to the preparation (no strain protection in the 

form of microspheres) resulted in the complete elimination of live probiotic cells. 

¶ Simultaneously, stable oleogel formulations were developed, which also 

included alginate carriers containing probiotic bacteria. Due to the absence of water in these 

preparations, these systems do not require preservatives, making them an alternative to 

emulsified formulations. 

¶ As a result of further work, the carrier was modified in order to increase the 

survival rate of bacteria during storage and to maximally seal the structure of alginate 

microspheres. Tapioca flour was selected as the prebiotic source due to its beneficial effect on 

the growth of Lactobacillus casei during fermentation in MRS broth. The optimal alginate-

tapioca microspheres were additionally subjected to a coating process to seal their structure and 

obtain the maximum level of carrier hermeticity. For this purpose, biopolymer solutions such 

as gelatin, chitosan and hyaluronic acid were used as coating agents. The results obtained from 

the studies showed that the addition of tapioca flour (prebiotic coating) alone had a positive 

effect on the modification of the microsphere surface (smoothing the porous structure of the 

microspheres). Additional coating with biopolymers allowed for obtaining the maximum 

degree of hermeticity. Moreover, the combination of prebiotic and biopolymer coatings of 

microspheres, in particular using hyaluronic acid and chitosan, significantly improved the 

survival and viability of the probiotic strain during long-term storage. The highest probiotic 

strain survival rate was recorded for alginate ï tapioca flour microspheres coated with 

hyaluronic acid and was 5.48 log/CFU g. After 30 days of storage, the viability of the strain in 

this carrier system remained at 89%. 

¶ In the next stage of the study, modified MP were introduced into the previously 

developed cosmetic formulation. Then, in vitro and in vivo studies were conducted to confirm 

the effectiveness of the action on the skin microbiome. In vitro studies included: assessment of 

cytotoxicity and the effect on cell proliferation, analysis of the level of interleukins IL-6 and 

IL-8 using the ELISA method, a wound healing test "scratch assay" and an assessment of the 

effect of the cosmetic formulation containing MP on microorganisms that make up the skin 

microbiome. In order to determine the potential toxicity of the samples, tests were carried out 

on a cell model imitating the skin, using cell lines of keratinocytes (HaCaT) and fibroblasts 

(HSF). The MTT test showed no cytotoxic effect of the formulation on keratinocytes up to  

a concentration of 2.5%, while in the case of fibroblasts - up to 5%. The data obtained in the 
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wound healing test showed the potential of the formulation containing MP as a preparation with 

pro-regenerative properties. In addition, microbiological studies have shown that the 

formulation containing MP limited the survival of pathogenic strains (E. coli, S. aureus,  

C. albicans, C. neoformans) compared to the base formulation, devoid of lactic acid bacteria. 

In vivo studies, on the other hand, confirmed the effective colonization of the skin of probiotic 

bacteria after the use of the formulation containing MP. 

¶ To summarize, the research presented in this paper confirms that the developed 

microencapsulation technology allows for the encapsulation of probiotic bacteria with high 

encapsulation efficiency, and the developed cosmetic formulations, along with the selection of 

a preservative system, ensure the protection of probiotics both from degradation and excessive 

(uncontrolled) reproduction. Furthermore, the obtained in vitro and in vivo study results confirm 

the safety of the formulations, as well as demonstrate their antibacterial and microbiome-

normalizing effects. 
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