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Wykaz waUniejszych skr-t-w i oznaczeCE

SMi stratum merobium

AZSiat opowe zapalenie sk-ry
FOSI fruktooligosacharydy

GOSi galaktooligosacharydy

ISAPPT Mi hdzynarodowe Stowarzyszeni e (Ahg.GHeowe Pr
International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics)

MP 1 mikrosfery polimerowe

EEief ekt ywnoSji enkapsul ac

SEM1 skaningowa mikroskopia elektronowa

TEM T transmisyjna mikroskopia elektronowa

FTIRiTspektroskopia w podczerwieni z transfor ma
DoEipl anowani e d oDgsignodExperneed ( ang .

ATCC 1 American Type Culture Collection

MRS De ManRogosaSharpe

DSM1i Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturenn

PCMiPol ska Kol ekcja Mi kroorgani zm-w

TSB1 Tryptic soy broth

S’ Sabouraud broth

BPAT Baird Parker agar

TSAT Tryptic soy agar

CFUij ednost ka t wo rColdhgformikUnihoni i (ang.

DMEM i Dulbecco's Modified Eagle Medium

HaCaTi ludzkie keratynocyty

HSFil udzkie fibroblasty sk-ry

PBSis-I| fizjologiczna buforowana fosforanem
FBSTpgodowa surowica bydl nnca

BSAial bumina surowicy bydl ncej



1. Wprowadzenie

Ludzka sk-ra jeseéem zgolloanymmelobeyxsnteem N r -
grzyby czy wirusy, nazy wSatmatemnoogobilnn(SMprzydatikk r ob i o
sk-ry: mieszki wgosowe, gruczogy ¢gojowe, gru
s N
opi

skolonizowane przez unikalnN mikroflorin.
S
istotnN roln, jakN mikrobiom sk- r yochodigr ywa
e

agy w 2011 rJolie8egrgl].i zCGibbeectnhi eGrni acugkwavgay nzawr
przed drobnoustroj ami chorobotw-rczymi, Wzl
zdol noSci do rozkgadu [2i6]pMiokdruckbcijat ar -sUkn-yrcyh jze
l ini N palzreadnynegatywnymi czynni kami Srodowi sk
i mmunol ogicznej gospodarza, a jednym z mecha
patogen-w poprzez produkcjn substancj.i bakt e
W rozwg u odpornoSci adaptacyjnej poprzez dos
i wzmocnienie o d p odi nwr&izonej popr z ez zwi nkszeni e pr
przeciwbakteryjnycl7].

Ni estety niewgdaSciwa higiena, myci e i co
prawi dgowe fa8M&krcajoNowanhepezyegyniWysagzeni a
Zzmi an chorobowych np. atopowego zapal eni a
kosmetycznych na mikrobiom sk-ry i k ®Nli eczno
czy uzupegdgnianie formuiiacpr elmisosesghkiewtglk® 2z gr
przedmi otem b#8dh Eahaukewynym 2z wi odNcych trert
kosmetycznych

Temat stag si A szczegCdonavieusai sgdoztiney ww md-o in
[ dezynfbeykgejdiny mNk el ement - .w Stasandiie preparas wni t ar
higieniczrych i dezynkkcjas ky skutecznig Nczyszczaj N, wusuwaj Nc z
Zzanieczywskeone®Egani zm-w chorobotw-rczych r - wr
[10].

Substancje proi prebiotyczne od | at stosowane s
suplement -w diety. Obowi Nzuj Nce defriedlacj e t
potrzeb zastosowanpa k o supl ement -w diety. Wedgdgug FAO
mi kroorgani zmami, Kkt-re podawane w odpowi edn

gospoddll)Mbkwoisomet yce ter mi ny ytiwee snN kur (byow agnaen i szzne
byl stosowane w produktach kosmetycznych tyl



ich UOywotnoSi i dzi aga[hjl?2l sOg rtarnuidcnzee ndioa kwoynntirl
zwymo g -datyc z Nfecyz y st 0 Sci mi krobi ol ogi c[883hej produk

Aby stosowal Uywe bakterie w preparatach
konser wuj Nce, Co zZ punksmetwyldzwni wy bheg pwest
j ak opdukt wk os met ycznych (RozporzNdzeni e nr 1:
kosmetycznych),] e s t ni,emopW§ a svec z a w przypadku pr o

w skgadzie wodn.

2Mi Krobiom sk-ry

Sk-ra jest najlwidizkksizeygno ocrigaagnaem Jest t o eko
2m? abi or Nc pod uwa@Gn mjéiji orndwBd@na$hieazthkia w
cagkowita znacznimé woragtyaidd Nokaij ofid?i.szym o

PodstawowN rol Nabskiryyjészytmn&gj kt - ra
potencjalnym atakiem obcych os[@dlbniSk-wal tlbo t ¢

interfejs ze Sr od,o wisskkoileom i zewamd r zpnryzne z r
mi kroorganizm-w (bakterie, grzyby, wirusy) o
j ako: gatunki osi adg e[17,18 Mikreooganezmy coraa wztoga z e j S ¢
znajduj N sifn na powierzchni sk-ry, al e r - wn

t wor zNc mi KirStaum onicrobsua (SMRysunekl) [1].
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Skgadni ki mi kwobfJomoepgpkmigrs® nieszkodli we,
ich obecnoSi zapewspodaazaf acnkbkijej 8§yti wwecz przy
Mi kroorganizmy UyjNce Aw zgodzied z gospoda
i komensalne zajwmej 8 ni sz na sk-rze oraz chroni N
patogennych oraz szkodliwyclsubstancji [1,19,20] Do niedawna charakteryzowanie
drobnoustroj-w zamieszkuj Ncych $k-krofm- o [xioeve §
Jednak mniej niU 1% gatunk-w bakterii ma moU
a wiele z ni ch j est wy p i e organizmg. W rgzultacie z sl
nadprezent owane bygy bakterie [ grzyby,
Saphylococcusub Malassezia[21]. Ostatni e postinpy dotyczNce
i sekwencjonowani a DNA pozwal aj N pominN|
i zrewolucjonizowagy spojrzenie na spogeczn
Wykorzystuj Nc metodol ogi i sekwencjonowania D
precyzjN oraz dokgadnoSci N. Analiza ta ope:
ryposatnal nego RNA (r RNA) i wykazaga, iU wifnfksz
z czterech grupActinobacteria Firmicutes Bacteroidete®razProteobacteriaWyizolowano

t aklleobnoustroje niebakteryjne, -Matassézioraz ych z
Demodexroztocze)[1,17]. Podej Scie molekularne wykazago
zal eUy od fizjologi.i mi ejsca na ciele czgowi
wilgot ne, goj owe oraz suche, co ma wpgyw na <c¢ch
(Rysunek?A) [1,22].
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Skgad gatunkowy, I|iczebnoSi i rozmise iz ctzeeln i

w zaleUnoSci od czynnik-wOmrewnzitrzOpech wyrmi
z uwarunkowa@® anatomicznych zmiennoSiodi obf i
wi eku,oypg ®Kiu,, mwwochodzenia etnicznego, jak r -
fizjologiczne i ni epok - j psychiczny. Czynni
mi kr obi omu sk-ry sN takUe czynni ki Srodo\

promi eni owani e UV, (RwunaeBy[19@31i eU styl Uyci a

Sk -jeshorganemu |l egajc N&Ngfe | [2425le n & & osj kcgea Wazsiwe
rogowe]j nask-rka mogN powodowal dysbiozn, K
komensal nych or 428]. Biratkk Iri-ovmeobvmg$i w mi kr obi c

powodowal szereg sc3h@B.zeE& sk-ry (Rysunek

~ Alergie

_ : / Choroby

\ . skoéry

[ Infekcje

\ | Starzenie | ,7@,,0;;\--.'
~——"" | sigSKOry / [tuszczyca /| zapalenie
D'ysb’% W ‘».L = \_ skéry /
" g

A\ Tradzik

Ryaunek3.Skut ki dysbiozy na sk-rze czgo

W- wczgdyd unkcja bariery sinolUrejnasaNipajezambun z

przewheckhgorsbk: - ry, do kt-rych zalicza sin
[14,15,19,22,23,2729], § u s[Z4c1%, 1083280 r a z  [14,18,d9%28,%8,29Kiedy na
sk-rze wystnpuje dysbioza, a r-UnorodnoSi mi

przywracaj Nce r-wnowagifn mi krobiologicznN moc¢

pre- i probif3@.tyk- -w
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3. Pre- i probiotyki w kosmetykach

Prebiotyki i probiotyki sN szegwikloe rsd mts-ow
diety czyfarmaceutycznynp e wz gl ndu na przypi s ypeypadkui m kor
produkt-w spoUywczych i farmaceutycznych pro
jelitorazwwal ce z antybi otykoop o rtybiotgkic skiiki ubdézne ost o
stagy sin przyczynN poszukiwania terapi.i al
powaUne zagroUenie dla wsp-gczesnej medycyn)
sin, Ue globalnN Smieraelama§bi pwiyKzamw Unaop
1,3 mili o382 zgonwemd Jug wgr p&Swii ¢y wao® 10 mil i on
cagym Swi e¢3Ble 09t 210%bi0e .badani a wykazagy, Ue
obiecy Nce perspektywy aplikacyjne. MoUe przyw
pokar mowego i zapobiegal dy s b @ltSeaeidmiiai ve  wy v
h a mwijnad\rco z w a Jek ldelicobacter pylori H. pylori) [34], bakterii odpowiedzialnych
za zapalenie UogNdka oraz chBoppaczamiGhedp wN U

E. A. i Segre, J. Al], a OoObecniepkaeaezymgudewarmhea bdadavia ze na

dowodzmgbilet pki stanowil mogNantgbtpt kdoabbe,]
czy chorobN wr zaldeo wN- byl jeNisolhmopgrieey padku | eczen
sk-ry. Stosowani e probiotyk-w w preparatach
mi kroflory sk-ry, kt -ra zostad8a dbtknpni Btua he

wraUl[BOywej Przywr -ceni eSM skwngwapgrizegoUy sifn n
funkcjonowani e bar i ew yzaspka:l rnnyecjh iz wi eNdzuakneyjcih  snt.
jej integralnoSci i namnaUaniem bakterii pat
Wzrost zainteresowania drobnoustroj ami k ol
kt - re je zakaUaj N, doprowaengiuf owanikrobibdud ad b ad
i badal wpgyw zmiany ssknjaaduw wya irzyghredktipe teg kK § ovw
roSni e, co cznSciowo przypisuje sifn Swiado
zdrowotnych wyni ka[l7109] Ybefmujeto zastdsowania &odryetycziae,
gdzie przewiduje sin, Ue rynek probiotyk-w v
l at, a motorem napfindowBshObbawz NeuANeeykafPniuo

zostagy zasadniczo opracowane na po[8st awi e i

12



3.1. Substancje prebiotyczne

Prebiotyki sN powszechnie definiowane, ] akoc
spoUyciu w wystarczaj Ncych iloSciach selekty
|l ub ograniczonej l iczby drobnoustrojccw w 0Kk

zdrowiaeMo Una je pozyskal z naturalnych ¥Fr .

cykorii, czosnek, cebula, por, karczoch, szparagi, $iemi ni ane, soja, a takJU
[171.Prebi ot yki znajduj Nce sifi w suplementach d
typ-w monomer -w o kr-tkim | ub dgugim gaCEcuc

wi Nza® kt-re nie sN rozkgadans Npmwy&odrlzydz kin
specyficzne szczepy bakteryjne. WSr - d subst ¢
w suplementach dietywymini ane s[3]: ggd- wni e

V fruktany, fruktooligosacharydfFOS)lub inuling

V galaktooligosacharydfGOS) z goUone z monomer -w gal akt

VIiaktul oza, disachafukody zgoUony z gal akt oz
FOS i GOS obecnie dominujN w kategorii prebi
ich dziagani e@8. Noehi &t wesAnyzmvi Nzk-w, Kkt -re r
kryteria prebiotyk-w st anowiiN5%polifenofi vedieoi¢ e r oS
nie jest wchganiane w jelicie cienkim, a za
biotransformacji r e z  mi kr obi §#0.i O©&maddnwcycej] ddwod- w
korzySci wzydcri kag@tNrsemp 0y ¢ if e nNoodl wykomzystareaich przez
mi kroorganizmy i wytwarzanych met[4dbDowodyt - w, a
te rozszerzajN koncepcji prebiotycznN poza n
Jednak potr zensak awiuficdlegy ahiyaSicaa@E z dvry & \a ihastatus a by
prebiotyczny.
W kosmetykach termin Aprebiotylke&Sdies,t tszr.s
substancje, kt-re mogN zostal wykorzystane |
wyt war zane przez mi kroorgani zmy (sN one r.

probiotyczne w odniesieniu dodebdsmeuykN- wubs

prebiotyczne nastfipuj Nco: APrebiotyki s N
drobnoustroj-w, aby zapewnil im przewagni kon
sifi i rozwijajN, wykluczaj Nc wktg3d8ispos-b ch

13



3.2.Substancje probiotyczne
Zgodnie z og-Ilnie piraryNnp Nz azApFrAchti YoNO/ kS t
Oy wy mi mi Kroorgani zmami |, kt -re podawane w

zdrowotne g oda&dlarpwwsdzechniejszymi probi ot

r o d z agctobacillusi Bifidobacterium Nat omi ast s k § hadtocockus, p o c h

Streptococcus LeuconostocPediococcus Saccharomyces N stosowane zdec
rzadziej. NaleUy zauwaUOUyi, Ue probi[839lczne s
Dodatkowo r-Une szczepy mogN miei odmienne
jednego szczepu, nie moUna odnosil w stosunk
samego gatunkiB7.Na ten fakt naleUy zwr- -cil uwagn pr

dokonkretnychV dhastnddsyo wao&met ycznej termin Apr

ty we mi kroorgani zmy mo g N byl stosowane w
W bardzo ograniczonym zakresi e, poni ewalU ict
kontrdowania [29]. Aby stosowal Oywe bakterie w pre
pomi nNi Srodki konserwuj Nce, co z punktu wid

stawianych produktom kosmetycznym (Rozpor zNc
kosmetycznych) jestbdrz o t rudne. Grupfn surowc-w, §NczNc
mogN s tsubsiamciek f - re nie sN bezpoSrednio Uywymi

za pomocN bakterii probiotycznych. WSr.-d tak
moUna Owmyirli czt @230} kategori e

1. Produkty fermentacji w t aki m produkcie bakterie prot

poUywce, p-Fniej sN jednwkr odéawl erawywanenet
aminokwasy, witaminy |l ub substancje przeci wu
2. Lizaty k anmb akktoewei e ni e s N odfiltrowywan
unieczynniane a w takim roztworze moUna znale¥i sk
3. Surowce po tyndalizacji bakteriegi mid skutek ogrzewani a, z
wprowadzone d@reparsu. Martwe drobnoustrojm i e maj N mo Ul i wo Sci na

sk-rze, a sk gadnindaboliiweytwi komj Nekdzom@aei e i mi
hamaj Nogavt-ggen- w.

4. t ywe bakteriiaedoprpalidautktauz keosmet ycznego doc
bakterii, jednak w tym wypadku pojawiaj N sin
konser vkanwpeywywaj N negatAhdvobhreed - wak teditégems w f o

14



wz gl wdtk spzrooSdu kt - w mawoii enr gsobidhyki dvzformie martwych
komkr mi kroorgani zm- w.
SpoSr-d wyUej wymienionych kategorii naj wiink
s k § a d probiktycanycH29]. Metabolitybakterii probiotycznyclfwitaminy, aminokwasy,
przeciwutleniacze) otrzymywane procesiefermentacjis t anowi N skd@muina kn ywi e
produkt-w kosmetycznych.
Bi or Nc pod uwagn najcznSciej stosowane W pro
kwasu mlekowegol(actobacillusiw k os met ykach moUna zn[@9:e¥i tr
V produkty fermentacjiLactobacillus(INCI: LactobacillusFermen}
V filtraty produkt wermentacjiLactobacillus(INCI: Lactobacillus Ferment Filtrate
V lizaty bakteryjnyLactobacillus(INCI: Lactobacillus Lysate

W 2021r . Mi ndzynarodowe Stowarzyszenie Nausk
w odniesieniu do UywnoSci, zappopobowaga w, w
oznacza Apmwdémparyath mié&aoabywyr gani zm-w i/1lub ich

korzySi zdr owo f42.N Rwrs-pwrduajrdo wie dwa poj hci a,

mindzy ni mi staje sin jasne, poni ewalU probi

¢

mi kroorgani zmyo, a postbiotyki jako AnieoUyw

my Sl eni a, wpri oiwa dApersitebitodryk o bygo pr-bN opi s

z martwych mikroorganizm:- w, frakcji [ Il i zat
mi kroorganizmy | ub wuwalnianych po |izie kom
kwasy tej klmojpowe erlzicoadhi owe kom-r ek, polisact
promuj N korzySci zdr[e3m6]t nelJedhak gmis mo d arezgao
wprowadzonego w przemySle spoUywczym, w k on
ten pojawia sin bardzo rzadko, a metabolity
czy surowce po tyndyl i zacj. okreSl ane s N |

probi ot[3c zMe dopubli kowanych badaniach moUna z
odnoszNcych sifn do tego typueGByuwotwce wpr ashuirc
probiotyki zabite ciepgd@6hWed gopisapychavbiteraturzg ki t vy
wyni k-w bada®@, r-wnieU t aknareeofganiznyy wykawaj W
korzystne efekty biologiczne[47]. Zast osowane kj alkosmk§ghldlniv, p O :
wpgywaj N nawylkaanmj NS krdavwdiglgcey esdtzaNhy zapmt ne sk
fotouszkodzenia sk-ry wyomopjoapnrea wd rag mii eknoi nodwyacnj i

atopowm zapalenien, s k - [A725,26,4753]. W ten spos-b substar

15



skgaa agiNic zar - wno z Uywych, jak i martwych ki

mogN pom-c w zapobi eg aaédrgicznymfbd).r Badaoiarklincze al ny n

wykazagy, i U Bifidabacteriura lorigen é sz askkut eczne w | ec:z
i suchd4849sW pryypadkex vivo ekstrakfd zBifidobacterium longum

przeprowadzonych przedu ®ni c he i M3 pt yaeat dzromwo statyst)
poprawn w por-wnaniu z placebo, parametr - w

zmniejszenierozser zeni a naczy @& dhr 2ok aidtwwa lunioariod |
stosowal i krem z ekstraktem bakteryjnym za

i suchoSci sk-ry po 29 dniach stosowania pre

Kimiws p- §ga@vokazdy Ue dwut ygod hdctobacdlussakeprebiowa ni e
65 (zar-wno Uywych, hamawagomaroamwwcih) zmisamt sk e
do atopowego popailemyai smkumggl obuliny E w s
obni Gw npeo)r - wnani u z Wik baudEprdegrawadropch pradz Jung a
iin.[50 na modelu zrekonstreuawipimeadgwo endliek glykaat
Lactobacillus rhamnosusvp §y wa j N p ofzuyrt ky onj ndi wekb kagr dastosowanie

lizatu bakteryjnegopn a Ker aski nE zwi nkszygdo ekkaywdyngsij i b
iokludynyorazb i agek bar iminflagyngh ®Sbneagdgt o cytotoksyc:
draUni Nce|j sk-rn, | azuorsytlaogsai az & qadiz osnoad up r(zSelz
lizatem a jego zastosowanie osgabigo r-wnieU n
SLS.

W badaniu przeprowadzonym przez Khmaladze i [Bl] zbadano wpgyw sz
probiotycznegd..reuteribSM 17938 w miejscowych zastosowan
dwa modele: pierwszyexvivos k upi aj Ncy sifn na dziaganiu pr z
sk-rn of mxtrodrkwgii aj Ncy sifn na dziaganiu prze
wykazagy, Ue zastosowani e z al reseni DSMUY988 ch b a
zmni ejszy®o dgi @afalm8len Panadt o L. thutevidSM k7938 a

wykazaga dziagani e przeci wbakteryjne przeci

(S. aureusS pyogenedMl, C. acnesAS12 i P. aeruginosa , podczas gdy |i za
taki ej awWotbyewcn opScniy.Us dyovla vhyester®iSMW 17938 moUe
stosowana w | eczeniu problem-w sk-rnych zwi N
oraz nawil Ueniem sk-ry. Z kol ei l'izaty bakt

gdzie potrzeba dziWgawi dzanpu gy aii waap alsn@ego.war
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mi kroorganizm-w moUel ewydbdwalcujsNdie niwekwownk ek

stosowanych mi[8.scowo na sk-rn

Rolaproiprebi ot yk-w jest badana pod kNtem ich zd
bakteryjnej, wzmacniania funkcj.i B&mit kr w s |
starzenia. Probiotyki - wnowaUN SM poprzez namnaUanie ko
popr awi ajeMcjsepjosnat ural ne mechanizmy obronne
gdy prebiotyki odUywi aj N te kor kysthn ® mb a Ktt e
wspiera og- | 5] Razem tewlementysblotycz(gynbiotykimo g N st ano wi
synergistye ne podej Sci e doo zmjdugel potgierdzenje iw psbkkacjach ,
naukowychw odniesienid 0 pr odukt - w f[E]} \Wbhadaniu Lugtc iznf5@] c h
zastosowanie reszanki probiotycznd prebiotycznejl(. rhamnosu&G ATCC 53103 GOS)
skutkowago niUszN cznstoSci N wystfpowani a

W por-wnaniu z dziel mi o badaniyWuwijn[N7 synbibtycend ace b o

kombinacjaL. salivariusi FOS wy k a z a gcaz nwiSH k sdzzN asjkauntiea ni U
w leczeniu umiarkowanego do cifiUkiego atopow
Pomi mo faktu, iU na rynku kosmetycznym cor a

bandNce gg- wni e produkt amst nfierfreentdtatlpi zpr ot
wykorzystaniem Uywych bakteri.: w pielngnacj.i
zapal ny 91,58k Badanig przeprowadzone przez Peral .i[BO) wy k az a § o, 0
mi ej scowe z a st o lsaotobacitius eplantdrynwreagmo wa § o stan Z
i przyspieszygo gojenie ran u pacjent-w z
dolnych.Miejscowe zastosowanie plantarumna zmiany (2660cnf)u 14 pacj ent - w C
na cukrzycn i 20 pacjent-w bez cukrzycy sp:
ziarninowe|j i caaypkoo wWBi Ot ed nwyagcohj eni 43 % pacjent -
pacjent-w bez icuzk rgzoyleyys.k Koownm-zrokd Iz plafarangtzaza ne p ¢
10 dni wykazagy zmni ejszeni e odsetka kom-r
i martwiczych orazzmodyfikowanie produkcji Ik8 (war t o S8ciwzlrlosgy po 5

|l eczeni a, a poXsdsrtiathpaniefekcipp ayGypi eszygo gojeni e

Z dosthnpnych danych, Uei steasowaoniwgchJy wy ah k
w preparatach kosmetycznyehi NUe si i z duUymi trkodralao Sci am
namnaUani a si fzachbwanmi&godnie 3 wymangarmaedpowiednim poziomie,

czystoSci mi grodukth i ozl odgri wcgzineejj ochrona probioty
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przed dziagdaniem zawar tych hwa molskanrynku enajeujeSr o d k
sin jeden pr pdelptarwtfuordmiuf azowego firmy Mol
znajduj N sifn unieczynnione mikroorganizmy (\
wjaSci wa emul sj a. A wi nc bakterie probi ot
konserwuj Ncymagobtyakt oj ami erfisc e w przypadku

zawi eraj Ncego w swoim skgdadzie wodi.

Met odN pozwal aj NcN na pr zezwyc brazimowadeenievy U e |
Uy wych doxkdésmetykuimio Ue mikyoénkapsulacja inkorporacjado formulagi

noSni ka, wewnNtrz kt-rego zamknifnte sN Uywe
materi agu powgoki j est kKl uczowy zameWnéeniast ab i

odpowi edniej ochr.ony mikroorgani zm- w

4.Mikroc z Nptoki merowe jako noSni ki skgad

AMi kroczNstkio to termin wuUywany dla Kkt
mi krometr -w (zwykle od 1 Om do 1000 Om). Pol

przez matrychn polimeromiNi mnikejs2N imoddia zwii
[60. Bi or Nc pod uwagn metodi przygotowania, mc
aktwne go, moUna wyr - Unil dwie kategorie mikro

(Rysunekd) [60i 62].

Rysunek4. Schematyczne przedstawieng ) mi k r ,obk raikrasfarg & powlekanej

mikrosfery.

Mi krosfery sN zazwyczaj charakteryzowane | a
czynna jest jednorodnie rozproszona. Natomi a
w kt-rych rdze@ (st apjoyw glioukiNwoir ek g wuk Jatdo @z @ mynk
zwi Nzki em[68,63t64f Wnyimekt -rych przypadkach, aby
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zwi Nzane ze stabilnoSci N mechani c powékanea ki ¢ h

dodatkowosubstancjamii s z c zel ni aj Nc[§566] i ch struktur
4.1.Alginiany - charakterystyka

Jednym z najcznSciej stosowanych bi opol i
budowy mi kr o 0epolisactaedswyizobowapi atgimarskich[67,68] zwykle
z trzech gatunk:-w br un a Macrocystisnpyrifesakl.anenaria P hae
digitata i Laminaria saccharina Alginian jest ser ok o st osowany Jako n
aktywnych ze wzglndu na jego biodegradowal no
i nietold.yctnroSKtura al ginianu zaleUOy od ¥Fr -
od gatunku gl on- w, pochodzeni a [7QleAgmiangfoi Cc z n e
ni erozgagnzi on e -mampravego tblek M) | kwaswgsluron®vego (blok
G) p o g Nc z o nbél-4nglikbizydmwymiéRysunek 5170i 76].

-00C -0 H

oHM H

Rysunek5.St r u k t u r-ama&nwawsruo vbe g o ( b-L-gukirondwega (blok @a s u U

Blokite N ugoUone w nieredunlyai nyprwporcjami bl ok
(Rysunek®6) [67,69 71,75] El ementy M i G sN umieszczone W
gaCEGucha (np. MMMM, GGGG, MMGG71]. GMGM) i w r -

"Na'00C o)

£ OH
\ONa 00C 0 . H
Naooc, 40 . Q
a OH o) \_OH
0\%
OH "Na'00C

M M G G

Rysunek®6. Struktura alginianuagiu.
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JednowartoSci owe

dwuwartoSciowe i

Al giniany
wi lkeg
poni ewal
[67].
jony C&*, prowadz

jony met al

[ yA

al ginianem

wi el owartéBcitwee zKatledbey | @

do

powstani a

Oe |

zawi eraj Nce duUN Iliczbia blok-w kv

st aéchahicee 8c por - wnani u z al gi nuiordanya mi bo
bl oki G maj N silniejsze powinowact
Oddzi agywanie alginian-w z kationami dwu

bi odegradowal i

sieciowani
alginianowymi [71,77].
i zachodzi
wapnia[74].

dwuwartoSciowych,

wspomni ane

u

al ginian-

Wy mi ana

, gdy wodny

O wgaSciwoSciach
j ak

wyUej bl oki

struktua molekularma wy ni lmaj No c h

pude §7&,06479] (Rysunek 7),

tr-jwymiarowe obsZaNypswdkbney¢hkj pajs@aaw t
N A NANAAIN - ]
S~ ANANANAANA T oA HO
Y T
P e W e W U HO
\l/cay -0 i 0.,
HO "y ¥¥W; ooC
W ooc OH y
® — (a2 OH “00¢

gdzi e

NN bloki GG

Rysunek?. Sieciowanie algiman - w p o d

42.Met ody

NajcznScieij

enkapsul acj i

w

poprzez

* jn@ fonywCa'Njae s t

roztw-r

i stnUeni e

W ia Nwzicmamii a

al ginianu

sol i

j on

stosunkowo

sod

mechani cznycjhom-owst a

kwasu

G b i[M, 77 Chardkeeiystygzam w pr o
odeStoika @afveak@® model Aj ¢
bl oki homopol i meru G

zwi Nzk-w aktywnych

wykorzystywanymi

w al gini anaekstsrNuzjea,hndmiul:syf i k §§2].jNaRysumka z

8przedstawi ono

typowe

rozmiary

e

wpgywem kati oopudve Wapa) a

W
met odami do
sus

czNstek uzysk
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[Suszenie rozpylowe J

[ Ekstruzja }

[ Emulsyfikacja

|

| | | l

0.1 1 10 100

ZakKres rozmiarow (um)

Rysunek8.Zakr es r ozmi ar

Cz Nst ki
nanoczahsatjenki fkszy
Z kol ei

przedstawiono

al ginianu

duUo

schemat

Sredni o

Roztwor
alginanu +
sodu
Emulsyfikacja
’ + faza
» olejowa
+
- emulgator

Roztwor
chlorku
sodu

polimeru
z materialem
do enkapsulacji

otrzymane r

rozr zut

Ny \ / S o
Roztwor Roztwor

l l

1000 10000

WO suzzcyzsekgi -w anney tperczhenzi kpi e

Unymi metodam

rozmiar-w moUemy
w i téchniEe ekstruzjiNN Rysunku9 ot r z y |

tworzenia kapsugek za

Skladnik do
enkapsulacji
Ekstruzja
e ‘5\ Roztwor
3 polimeru
L= S5 3 Z materialem

do enkapsulacji

chlorku
sodu

Rysunek9. Schemat procesu enkapsulacji technikami ekstruzji i eyfilkiéji.
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Technika ekstruzjij e s t najstarszN techni [BN. Polaga mear z ani
przygotowaniu roztworu hydo k ol oi du (wodna dyspersja noS
naturalny lub syntetycznya,s tkitp-nriyem dmo Je zkt ywior
mat e r ierkdpsuldcoia zawiesina jestkraplanado roztworus i e ¢ i ukjtNcreygno ,mo Ue
byl chl onf6e,69,72828hi & zal eUnoSci od tego, czy
czy pilom Uo,wado wysgasupei ain odpowiedni d72]i ggn s
Wiel koSIi i ksztagt otrzymanych kulek zal eUN
i ggy odutwat dzacza. Ta technika jest najbard

prostotn [88.ni sKki koszt

Z kolei technika emulsfjkacjij est droUszarwmizPi meeowa géksu n:
stosowania duUej il oSci ol ej uandoe cwyNgwjoar z(emiieas
hydrokol oi du i mat eri agu kapsugkowanego) j e
(0leju)[62,69,72,79,82,83] W zast osowanjiakth spo@WywicNggH wyl
oleje roSlinne, najcznSciej r 4888% k Napgt npho e
ut wor zonej mi eszaniny dogragnmrulssijin enyulug awod a
homogenizuje sifi w spo626972,828HFypkpBEemi mbses
emulsji jest krytycznym etapem poni ewalU wpdjywataga, zaakwno |
ut wor zonyc90). k 8psdgek duUe kapsuEhl ubowShiksnej

mogN powodowal sgabo powl ecPlnecostz ukdlueaiy vop
jakoSli dyspersji kaps92§ge My wwknouEsaWNiyt @ bp rl d dzwkj c
przez dodanie roztworu chlorku wapnia, odwir

otrzymania mikrsfer[93,94]

Sz c z e gchayaktergstykan o Sni k - w a |logaz metoa erkapsuladiji i ich wad
i zalet, weggywaj Recwch na proces formowania n
zastosowaE znaj dujReeparatiom andv Characteristicsk af cAlginate i
Microparticles for Food, Pharmaceutical and Cosmetic Applicattons Pol y mer s, z

st anowi Nc eojninigisaejpidcy daktorskiejd
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5. Cel i zakres pracy

Gg-wnym celem pracy doktorskiaaj ebggNc ejpr ¢
kultury bakteriiprobiotycznych s pr zyj aj Ncych zachowaniu natu
W tym cel u kzomaleezindg rei eb ygjfoe k t ypw noebji qgibpyzé&mm yw, no
dob - r naturalnych [ bi okompatybil nych sur o
pozwal aj Ncej na uzyskani e zar - wno wysoki e]

pr ze Uy wackasi@s3czepebk t er yj nego zamkni itego w noSn

Zakres pracy obej mowadg:

\Y; Opracowanie noSnika dla Uywego szczepu

kgadu jakoSciowego i il oSciowego formul ac]
o0Sn

S

\Y; Badani a e feakapgsyagin(BBacriaz ocenii Uywotno$S.
kapsugkowanych kom-r ek probiotycznych w
konserwuj Ncego, temperatury, UV.

Vv Opracowanie formul acj i bazowej, w post
probiotyczny zastosommao mi kr osfery al ginianowe zawieraj
wraz z doborem ukgadu konser wuj Ncego.

Vv Opracowanie alternatywnej formulacji bazowej dla mikrosfer alginianowych,
pozwal aj Nc e | na pominincie Srodk-w konser wuj

Vv Modyfi kacj n anowychoosiddateks kad agdorebiokyczrego
w celu uzyskania winkszej Uywot noSci kom-r
jakoSciowego i iloSciowego noSnika.

\% Powl ekanie zmodyfi kowanych mi krosfer
uzyskania maksymalnegoptm i a her metycznoSci noSnika oraz
probiotycznego w powlekanych mikrosferach.

\% Ocemi ef ekt ywn oS darmulatjz 2 enirasfeiarai probiotycznymi
(MP)i ocemcyt ot oksycznotBadanite swp gWIWy riek testr ol i f e
MTT).

\% Badanian vitroi invivowp g ywu f or mul acj i kosmetyczr
mi krobiom sk-ry, potwierdzaj Nce kolonizacjn

obecnym w kosmetyku.
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W celu pegniej charakterystyki fizykochemi
z probi otykami zastosowano szereg met od b :
mi kroskopin elektronowN, transmisyjnN mikro
badania eologicznes pekt roskopin w podczer,wi®mek tzr otsrkaon
RamanaPonadtoa st os owan o met ody oceni ajmMocS®ninky aws c i
i formulacji (metoda pour plate, metoda studzienkedyduzyjna).

Prezentowana pracadokt ska wpi suje sifn w aktualnN ten
sk-ry, ma duUe znaczenie dla rozwoju techno

preparat-w kosmetycznych, ale takUe far maceu

6. Forma pracy doktorskiejorazwk gad doktorant a

Przedstawiona rozprawa difdbiotykiswk pmepapatach A Mi k
kosmetycznycho | est w.yQnpi i ksi e pnr zkei pl rkouw aedt znoi ncyhc hb
zebrany wiormied w- ch oddz i eW roadzae? cm-fnvicd n o  imwrikio d y k i
bada @& o pubdyklulb publifacjilCw5C], paterie [6C] i z g (U paentewymi
[7C]. Opisane w publikacjacwy n i k i d dtayd@@ZBY mal i zacj i par ametr -
noSnik-w alginianowych oraz badafneékat ywhaSci
enkapsul acji Clpr obdeontykdwwdPp&di wpakwemi ir - U
czynni k-w zewnntrznych oraz opracowadyi a emt
opracowaniuf or mul acj i zaWwieagd mNsmegki ep[4Ch mitatdgec z n
modyfikacji mikrosfer alginianowyclpoprzezdodatek prebiotyku oraz powlekanie struktur

wcdu uzyskania maksymal ne@Qo stopnia hermetycz

Przedstawionycykl o b e j muj e ar t,y dpublikgwane avurécennoeanych
czasopismachuj nt ych w bazie Journal Citation I ndi
wp g ylwe 20,4 (punktach MNiSW = 640 pkt). W rozdziale8 o m- wi ono met od)
prowadzenia i wy ni ki bada® dotyczNcych oc
zawi er NP, Necmjkolh om sOpisangpadani a sN prgedai by k mg k
naukowegok tyzrost agydwy 9@ éh i k a c j Scientific Reparts opi Smi e
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Cykl publikaciji:

[1C]. Giit o c h Miastkowska M., Sikora E., Preparation and Characteristics of
Alginate Microparticles for Food, Pharmaceutical and Cosmetic Applications, Polymers,
2022, 14, 3834

Udziag: Aned&, GMadgglha zati2000Mi Bls U kioe®®e&k aSi k o
LiczbacytowdEwng bazy Scopu®3

IF: 4,7

MNiSW:100 pkt.

SJR:Q1

M- j udzi a gokgnaniketycanggemnraz e gl Ndu | i teratur owe
techni k enkapsulacji algianian-w, zalet

wpgywaj Ncych na aprmicksociziNsmewanal gi ni a
mi k r oc z N fahue raz @ygptowaniu pierwotnej wersji manuskryptu
korespondencji z edytorermz asopi S ma a t ak Ue wsp- gud:z

odpowiedzd | a r ec.enzent - w

[2C]. Giit o ¢ h Mich&lczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Design of alginate
microsphere formulation as a probiotics carrier, Chemical and Process Engineering: New
Frontiers, 2023, 44(3), €20

Udzi ag: Aii 608, AiatMchalezgk 20%,Ma Jgor zat a iMi ast k
10 %, EI Ubii&0a Si kor a
Liczbacytowa®Ewng bazy Scopus$

IF: 0,5

MNiSW: 100 pkt.

SJR:Q4

M- | udziag zapl egagamitutat patdtg@&EznN met odN

eksperymentu (DoE) opr acowani u formul acj i noSn
optymalizacji procesu otrzymywani a mi |
optymal nego skgadu i parametr - -w otrzymyw.
noSnika, enkapsulacji bé&kt eroikire®Stebhi ot yw
fizykochemicznych, przygotowaniu ukgad: - w
i UywotnoSci =zakapsudgkowanych probiotyk-
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przygotowaniupierwotnej wersji tekstu manuskrypiukorespondencji z ettyrem

czasopisma a takUe wsp-gudziale .w redago
[3C].G it o ¢ hMichalczyk A.,Ostrowska P Miastkowska M., Sikora E., Probiotics
Loaded Microspheres for Cosmetic Applications, Applied Sciences, 2024, 14(3), 1183
Udzi ag: Ar 65%, AiciatMclalezyki 20%, Paulina Ostrowskad 1%,
Maggor zat a ilPb,asEIklbbnvisiddaa Si kor a
Liczbacytowda®Ewng bazy Scopud
IF: 2,5
MNiSW: 100 pkt.
SJR:Q2
M- j udzi ag pop legragwamiauenlkapa &l acj i pr
w mikrosferach alginianowych, przygotowaniu formulacji dla mikrosfer
al ginianowych =zawieraj Ncych probiotyki v
okreSleniu wgaSciwoSci fizykochemicznych
mk osfer probiotycznych i formul acj i do
W czasie, 0pr gpozygoet@avaniuteksiu ynanuskryptu i odpowiedzi na

recenzjeoraz korespondencji z edytorem czasopisma
[4C]. Git o c h Miastkawska M., Sikora E., Mhalczyk A., LiszkaSkoczylas M.,
Witczak M., Hybrid Systems of Oleogels and Probitii@ded Alginate Carriers for
Potential Application in Cosmetics, Molecules, 2024, 29, 5984

Udziag: Anma%wGiMaghar zth0o M aBlt Ulo-id@Bdka Si K

Alicja Michalczyki 10%, Marta LiszkaSkoczyla$ 10%, Mariusz Witczak 5%
Liczbacytowa®Ewng bazy Scopud

IF: 4,2

MNiISW: 140 pkt.

SJR:Q1

M- ] udziag polegag na zaplanowaniu bada

techni kN emul sgyééehiaej wgaSeikwaBamizjiizykoc

przygotowani u formul acj i ol eoUel owej

W

przygoowani u ukgad-wjdada ilweeptked® p roirlayzs t pad a E

UywotnoSci kom-r ek, boapkrtaecroyw anmyizygotowanind zka Sni ¢

tekstu manuskryptu i odpowiedzi na recenajaz korespondencji z edytorem

czasopisma
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[5C].G it o ¢ hMichaczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Effect of Encapsulation
of Lactobacillus casei in Alginat€apioca Flour Microspheres Coated lwiDifferent
Biopolymers on the Viability of Probiotic Bacteria, ACS Applied Materials&Interfaces,
2024, 16(39), 528782893

Udzi ag: Aii A, Alkja Michalbzgk 15%,Ma Jgor zat a iMi ast k
8, EI Ubiietva Si kor a
LiczbacytowdEwng bazy Scopug

IF: 8,5

MNiISW:200 pkt.

SJR:Q1

M- j udzi ag@gz appd laengpamp moab r b ada &Ffr - dga prebi
wpgywu mNKi z tapioki nanhkvapo®sltacjziczegmpab
w noSnikach, przeprowadzeniu optymali za
alginianowoi t api okowych, ocenie wdgaSciwoSci f

mikrosfer, opracowaniu powlekanych mikrosfer i ocenie e k t ypowlekaSia za
pomocN spektroskopiSl erRiaummasappnia przeUy\
wW opracowanych wlhdadawhanwpraygntaveiiuktekstu
manuskryptu i odpowiedzi na recenajaz korespondencji z edytorem czasopisma

[6C] Patent PL 246674Gfit ocha A. , Mi ast kowska M., Si kot
mi krokapsugek zawierajNcych bakterie probiot

Udziag: Anda, €%t odaGgor zidt3a 3%, a €1 Kibwek @&
33,3%

[ 7C] ZggoszPni 6d4p806nNt 6ilvayloAc Kiastkewska M.VBikora &,

Formul acja kosmetyczna | ub der mokosmetyczna

Udziag: Arnrsd %wGnhntMadglhar zat a5 % aElt Ubiveka Si
25%, Alicja Michalczyk 25%
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7. Badania opisane wcyklu publikacji [1C T 7C]

Pierwszyet ap datdwnecEzy g oedrekdogwareija f or my, noSn
szczep-w prBbzedypznyshNpieniem do pmlaicy bad
literatuy dot ycz Ncej pot encj al nde gmkapsulacfi bakteria g u |
probiotyczngh. Na tej podstawiej ak o sur owi ec do otrzymania no

polimer naturalnego pochodzenia alginian sodu mat er i ag stosowany W

spoUywczym i f aNrantaocnei uatsytc z rdyomh.y calgicianave i kap s u
w szczeg-lnoSci mikrosfery peigmidcleygyl sit nod
w przemySle kosmetycznym. Powodem sN ogran
zw@gaszcza koniecznoSI stosowani a paagenseer wan't

jednoczeSnie niszczygyby r-wnieU poUNdane,

probiotyczneW oparci u o przeprowadzonN analizf | ite
[IC]. W publ i kacj i om- wi ono techni kiwaednyk akpastud eajc
z metod. Ponadt o, przedstawiono czynni ki m &
mi kroczNstek alginianu oraz ich dotychczasow

Al giniany naleUN do natur al nzyaghmorskithy dr o k o
W wynikuicho d d ywiariay k at i onami dwuwartoSci ovyopyni , Kkt
C&nastfipuje proces spowstreomwanioaf ¢ronoime gooka
mi kroUeli. CharakterystycznN strukturn mol ek
jako modé A jpaujdkedizkanadizy literaturowej i patentowejyy ni kaaj d2n Sci e |
stosowany mi techni kami do enkapsul acji skgac
rozpygoweczyeanud tsryd 2z jkamcj a. KaUda =z [1@eJednak ma s\
ze wzglindu na r-Uny rozmiar c¢czNstek otrzymar
met o d fnyfikagnu | oz Wma a9 Nc z y ma n nagnnidisayphisjadipednyclo
rozmiarach. Z b y t duUOy rozmi ameglayswngek wpgyeval n
i wgad®d Sci sensoryczne prkepheiatziwykoma@y ycanny
bygby nieodpowi edni dl a eineklakoms%| baityjnychpr obi o
zwykle mieSci sifn WiCprzedziale od 1 do 4 &m

71.0ptymali zacja skgadu noSni k- w

Kolejnym etapemb ad &@®@gJ opracowani e technol ogi i W
alginianowych [2C]. Proces otrzymywania miksfer alginianowych zoptymalizowano
z wykorzystaniem matematycznych metod planowania eksperyniBotd). W pierwszej

kol ejnoScipanamesSt pnayk 7z ®ceowe ma jndlpasametyp §y w

28



wyj Sciikoowlec o wy ortazmimyrwany.c hSmorSmaN&kzomo dwa pl
(z zastosowaniem procesu homogeni zacj i ul tr
mechanicznegsat bypd A rkigrea oegtrum pann Sprawdzono, czy

parametry wej Sciowe w istotny spos-b wpgyw
parametr-w wej Sciowych zaliczono w obu przyp
sieciuj Ncego uloraazF wianprzypadku dietody ultrasonifikacji) lub

szybkoSi 0 b(w prazypadku momdgenizaxji mechanicznej)) Anal i zn staty
przeprowadzono w oparciu o jednokierunkowN a
F dokonano ocbBnic.isWet ws@gistkich przypadkac
uznano wartoSi p < 0, 05. Zostagy opracowane
parametry ni enparzepriivadzone] dalizy yurysk&no profile aproksymagii,

kt - r e pookzrweoshmaligparametryprocesuNa podstawi@ r zepr owadz onyc h

uzyskano stabilne mikrosfery al gi nGtraymameve o r
w wyni ku optymali zacji noSni ki al giniano
fizykochemicznych.K's z t argotz mi ar u kapsugek anali zowano
optycznego. Nat omi ast ikrnsfer battl ago i sbansizjyawhc

i transmisyjnN mi EMDTEM)¢Rysurmekl®.l ekt ronowN (S

>

A

RysuneklO.a)Zd j nTcEM powgo ki addg in8EMatruktumenikrosfel. )

Otrzymane wyni ki wykazagy, Ue zastosowane
uzyskania stabilnych i jednorodnych mikfer metody homogenizacji (ultrasonifikacja
ihomogeni zacja mechani cznej )ch thdapiddh zpstosowdnm e r e
ultrasonifikacjn (ze wzglndu na Kkr - -tszy <cze¢
mikrosferd5 O m

29



Na podstawie przeprowadzonej optymalizafdiC] w dalszych badaniach w celu
uzyskania mikreferal gi ni anowych (zar - wno pusftsyceep | ak
Lactobacillus caseATCC 393) zastosowano parametry procesumieszczone w Tabdli

Tabelal. Optymalne parametry otrzymywania mikrosfer alginianowych.

Parametry procesu Optymalnewar t o Sc i p
stnUenie chlorku waprt 0,3 mol/dni
SzybkoSi wkroapl ani a ¢ 10 kropli na
Amplituda procesu ultrasonifikacji 69%

Spos - b ot mikrgsfeypwohiotyczaychMP)z o st a§ odmonumgrzep at e n't
PL 246674[6C].Pr zeprowadzono r-wnieU baddmrika ymanjoNscd
enkapsulacj[EE)Wy ni ki otrzymanych bada® wykazagy, U
uzyswydok N EE -Da%)t ew i 7 a |( & XsposBhu ivgizielehia mikrosfary
z dyspersji [ praidkoSci wirowania) [ 2C]

7.2.0cenas k ut e c z n o Srciepupmobiotyczmegp r zez ot ocz ki al gi

Wcel u ocenybakieiipotdn awpdgiywem r - Unych czynni
zawiesini szczepuawiebmpNgezfidlgy e@oazdano dzi
czynni k-w fizykochemicznych takich jak: temp
dzi @Pamidka konserwuj Ncego. Oceny UywotnoSci
i zakapsugkowanyehi dalkonan&opopitebakteryjny
z agar owy nDeMariRggodasharpe MRS)po uUyci u tedpouri ki i |
plated[3C]. Nast ipni gwyk & 2oggvil & sozd\p or no Si na oww.aggzy
wykorzystane jako skgadni k akt ystanapniefdabramou | a c |
system ko.nSspeorSwu jdNcty & ® n 8 w a mwa adimnigjszym stopnina
Uywot noSIL caseiBATE@ a8z amk ni it ego wni @ik nakajielr ac h
benzoesanu sodu w pogdgNczeniu z sol ami sodo
W por-wnaniu z poczNtkowN @bGlageBuy NUgwoerzepdi
L.caseizmni ej szyga sin o OzaéniufornglacjpkesmptycBej,e d ni o
o 3,42 log po 7 dni apizechowywaniaD, B4 egog t pd mké
zastosowano jako system konserwuj Ncy dla em
mi kroorgani zm-w | st abi | nd&mulacjama EX(Tabela?) | o gi ¢ z
objnta jest zggoszeniem [Lhtentowym 0o numer ze
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Tabela2. Sk §ad bazowegEd)i acpwi MR(B2) Nc e j

Skgad procent

Nazwa INCI

Skgad skgadni El E2

Water
Xanthan gum
Faza wodna Sodium levulinate
sodium anisate
Sodium benzoate
Faza olejowa Avocado oll 15 15
Sorbitan stearate;
sucrose cocoate
Glyceryl stearate;

78 77

Emulgatory polyglyceryt6 7 7
palmitate/
succinate; ceteary
alcohol
Substancje Microspheres 1
aktywne with probiotics
Uzyskane wyniki wykazagy znaczNcN poprawi pr
probiotycznego w formulacjach kosmetycznyoh mo obecnoSci Sr edladzi
konserw@pNtgchog CFU/ g po 120 dniach przecho
zawi emajeMal s usgzkcozweapn ypr obi ot yczny, w przypad}

cagkowitN redukcj BCkom-rek bakteryjnych
Poszukuj Norm Omygglk ochemi dakteriamiprobiotycznyreit y k - w
rwnol egl e, opracowano st,abidlon e kwprowayglmdol acj e
mi kr ok agguhHkianowe zawi er aj48]cGl eboalket!eer i(eo rpgraonboi
ukgpdwst aj Nc @ewoawwmipkuss zczal ni k-w organicznyc
cieczyyza pomocN of4GandWBelwaztgdmalu na brak zawar
preparatach, ukgady te nie muszN zawieral k
zaproponowanej | OWzWSwiyej ke mblasija opracowanoc
w pierwszym Uel at derasi200(ING:Silick)r azve dnigim Skciagel
(INCI: Glycerin, Aqua, Sucrose Laurjdfe do kt -rych wgNczono | iofil
z probiotykiem,L. caselATCC 393 Do wytworzenia kapsugek z p
dwietechnikid ek st ruzjn i emul syfikacjn. Kulikagyl gi |
rozmiar okogo 1,2 mm, podc z a(se romnthrach pch8doz ni e
17 Qmpkanomy uUyciu techdibkbdb &Emodsekf ikka mjoic.hr
poprawy wska¥fnika przeUywal noSci probiotyk:- w
zostaga dodwwrma jtnroSH alemza.pe Uy wa| no Sdk rbea&kltcerd i

za powwze\Sni ej wymienionej t elabbuizastosowanyehk ul ac
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metod i emulsyfikacji i ekstruzji,ef ekt ywnoSi beynjkeapwivéagpbsi §a
odpowiednio 90% i 87%5C]. Uzyskane wyni ki wykazagy, Ue
zawieraj Ncych probiotyki wpgdgywa na Uy wot n
mi kr oor gwnomrnmecwowanych ukgadach uzyskano w pr

met odN e munhigsgaedukcac Uy wot noSci koinTabela3k baktery

Tabela3.Pr zeUywal noSi balWwtepracpwabhiyohyokigpdet

Po 7 dni a Po 30 dni
Rodza Techni k fywotn Redukcja t ywot n Redukcja
ol eouenkapsu k o m- r e[log CFU/g] k o m- r e[log CFU/g]
[log CFU/g] [log CFU/ g]
Emuy fsi k 3,82 1,98 1,83 3,97
A®T 0S Esuza 3,28 2,52 1,28 4,52
Emulsyfikacja 3,65 2,15 1,99 3,81
Sucragel
Ekstruzja 3,32 2,48 1,36 4,44

Chocwwati ki b a d anfErowddzerymizkNrcoek aps u g e k probi o
ol eosebiiecuj Nce, naleUy przeprowadzil winfcej

przy uUyciu takich system-w, aby zweryfikowa
7.3. Modyfikacja mikrosfer alginianowych

Nast fipny macgbtyagpae nmopd y f i k a ¢ j aprzeptowadZonawcely n o Sn
maksymalnego uszczelnienia strukturykrosfer alginianowychor az zwi nkszeni a
przeUywal noSci bakteri. probi otf5CcWmymeeiu z amkr
zastosowano dodatek prebiotylud y U pogNiczpnéebi pryk-w skut kuj
synbi ot yc zpoptawiagkrt z @ Gy w a lo b o ® lu[571. W tyih celw jakaprebiotyk
zastosowanamN kzit t api oki, poniewa@y] pOzyamwing| wep gy a
szczepuL. caseipodczas fermentacji bulionu MR&pt ymal ny skgad mikro
st os uj Ncmetoo dEybaD Rartie mikrosfer przygotowaroa podst awi e wy |
plarufrakcyjnrego3®®.Zanal i zowano wpgyw parametr-w wejS$S
s t i Uesnolgamra, prebiotyku i alginianu sodu oraz stosunek masowy alginianu sodu do
prebiotyku na parametry wyj Sciowe (zmienne
takie jk rozmi ar mi krosfer | prepkog@®h]) naSit akrUcel
wotrzyma ny ¢ h u@plymalna mikrosfery alginianowiot api okowe zostagy
poddane procesowi powl ek ahuzyakd makbysnalypszom z el ni |
hereret yczmoSawWwkaaym celu jako dodat ki powl ekaj |
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bi opolimer-w takich jak Uel &tym&t uchi thzam ciz
scharakteryzowanowykorzyst j N ¢ S lp @ pHT-R.0 Natomiast do potwierdzenia

skut ecmawlSeckiani a mi krosfer wybranymi biopol.
RamandRysunekll).
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mikrokapsulka A B C
l ) — chitozan 2 2)

kwas hialuronowy
zelatyna

—— kwas hialuronowy
—— czerwona_Av
—— Zielona_Av

”W“* W\/v/\
; e 2 AN 1, \ﬁ/\/\/\//k

600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2800 3000 320C

3) 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2800 3000 3200 4)
t Raman Shift/ cm

Raman Shift / cm™’'

—— chitozan —— zelatyna

20m8_Av —— soletowa_Av
» JL J\

-

e

600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2800 3000 3200
Raman Shift/ cm™!

1001
"
175

W s

600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2800 3000 3200
Raman Shift/ cm™

Rysunekll. 1) Por - wnani ik wdssun rsitalnddracmdowe go, chitozanu i Uel atyny z
2) wyniki mapowania ramanowskiego dla wybranych mikrosfer pokrytych kwasena | ur onowy m, 3) cObrazy widzelnee m, 4)

z zaznaczeniem obszar-w pomiarowych (A) wraz z analizN K&@a ( B) i
obrazach KMC) zestawionymi z widmem standardu (C).
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Otrzymanenaytm et apwgnblida®ykazagy, Ue juU san
(powgoki p me @igo tpyoczzynteyjwny wpgyw na modyfi ka
(wyggadzeni e porowat ej s biopalikneramipy)z.woD o dat kazw e

maksymal ny hesrtroepiyec@mroaddti a podgNczenie powgo
i bi opol i merowe|j mi krosfer, w szczeg-lnoSci
znaczNco poprawi o przeUywal noSi i Uywotn

djugotermi nowego NajweOsbpwywaskaFfnik przeUy:
probiotycznego odnotowano dla mikrosfer al g
hialuronowym, na poziomie 5,48 log CEJUSt o pire® Uy wadaseiw Sty m uk gadz
noSni kowym wyni - s g cBodwanm(dla rBikdosfer algireanowyctpbez e
dodatku prebiotyku i powlekanpar ametry te osi N39®ioggFUkol ej n
i 55,699 [5C].

Podsumowuj Nc, b a deaw iraanachp reaizagji r poavya abltavskiej
przedstawione w cyklu publikadiCi 7C,pozwol i §y na opracowani e s
kosmetycznych w formie emulsji O/W i oleoUel
szczepy bakteri:i probiotycznych. Wy ni ki bad:
bakterii awginmiSan&wyma @olzwondi gpr obi otycznych
przed dziaganiem Srodk-w konserwuj Ncych, ban

emulsyjnych Podsumowanie bada®& przeprowadzonych
doktorskiej w formie gaficznego abstraktu przedstawiRysunekl2.

W ostatnim etag b a grze@®wadzonych w ramach realizacji pradgktorskiej
dokonanoocenye f ekt ywno Sci d ziaavg ®mriag Nkegme tzyakkw p s u §
kwasu ml ekowego. wdBé@y auuladi prabiotycaznejnzaNcrei kr obi om s

zost agy razqrials8aracg w
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Enkapsulacja probiotykow w nosnikach alginianowych do
zastosowan w preparatach dermokosmetycznych

Bulion bakteryjny
L. casei ATCC 393

Alginian sodu |
emulsyfikacja DoE
’—> Tween 80 ’—>

Chlorek
wapnia

34

T )

Wykres powierzchni odpowiedzi dla pozadanej
szybkodei kapania i stezenia CaCl, w metodzie
ultrasonifikaciji.

80
3 Free celis
Feo 3 AlgIT80
e 2 £ AlgIS80
890 “
° Ltw =31 AlgT80rThI
]
s -’E' =1 Alg
H n @20 = AlgTh
‘E : 0
3 . TR # o P o of
LN : S (,:‘;s #
: o SFEFEE
8 &
| 4 o FE
0 Encapsulation technique
Lcasei i 2 E r

Form of probiotic bactesta Przezywalnosc wolnych komorek i probiotykow

Wplyw srodka konserwujacegona w kapsulkach w technikach emulsyfikaciji i

wolne i otoczkowane bakterie L. casei.

ekstruzji.
Emulsja O/W Oleozel ~
z mikrosferami z mikrosferami
Y v Prebiotyk: Maka z
Modyfikacja tapioki
mikrosfer v Powloka: kwas
alginianowych hialuronowy

1a

Ramana

% Spektroskop

| et

SEM struktury liofilizowanych:
(a) mikrosfer alginianowych z L. casei
i (b) mikrosfer alginianowo-
tapiokowych z L. casel.

Eall iy g CPUE)

Tin e

Wyniki mapowania Ramana dla Przezywalnosé L. casei w alginianowo —
mikrosfer pokrytych kwasem prebiotyeznych i powlekanych mikrosferach.
hialuronowym.

v Badania in vitro i in
vive formulacji

Rysunekl2. Schemapr ac badawczych skgadajNcych si
36
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8.0cenaw p § ykasmetyku z probiotykiemna mi kr obi om sk - r

W celu weryfikacj. efektywnoSci dziagani a
probiotyczne na mikrobomisnk -wiyhr dppvzve gz iowvgedm:
probant - w.

81lMateri agy I met ody
81l1l. Materiagy

W badaniach wykorzystano n asladopagiljuNcasei sz c z e
ATCC 393,Staphylococcus epidermidfsTCC 49134 Staphylococcus aureusTCC 6538
Micrococcus luteu®SM 1790,Escherichia coliATCC 25922 Staphylococcusapitis subsp.
urealyticusDSM 6717 StaphylococcueominisDSM 20329 Candida albicanATCC 10231,
Cryptococcus neoforma®CM2999Sz czepy uzyskano z nastinpuj N
Type Culture Collection (ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
( DS M) i z Pol skiej Kol ekcj i Mi kroorgani zm- w
L. caseii innych bakt er i iRogoséSparpe (MRS) buliomun Tuyptid 8oy Ma n
Broth (TSB). Kultury macierzyste przygotowano w glicero0%) i przechowywano
w temperaturze -70 A C .. Badane szczepy grzyb-w dr ol
i przechowywano w formie skos:-w na agarze de
4AC, a nastnpnie pr zenio8sygoomWs myas tSkwii e Upo pdpa§a
s k g k& zakupiono od Biomaxima (Polska).

S| sodowa kwasu al gicyrgmnae spdu zakupiario gd Sgmai n at n
Al drich (Pol ska). MNKkRA z tapioki dostarczygse
zakupiono od Avantor Performance Materials Pdlas.A. (Polska). Triglicerydy
kaprylowe/kaprynowe, ECOween 80 is - | sodowa kwa@05-0iMDaJur onow
zostagy uprzejmie dostarczone przeznaSionoda (F
g Nk o we gakupiona od9iping Rock Health Pducts(USA) . Der mosof t E 138

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

abenzoesan sodu i gumii ksantanowN zakupiono
Glyceryl Stearate, Polyglycerd Palmitate/Succinate€ et ear vy | Al cohol) i /
(I NCI : Sorbitan Stear at e, Sucrose Cocoat e)
(Polska). Jako rozpuszczalnik zastosowano wo

37



8.12.0kr eS| eni e wh. Gageina szezepyszaergusoraz S. epidermidis

Ak t y Wszazeépbakterii probiotycznych. caseiATCC393w st osunku do sz
S. aureusATCC 6538orazS. epidermidiATCC 491340 kr e S| ano met odN dyf
(agarwe | | di ffusion method) zgo [P5.iOeenig poddane e Sni e
supernatanty 2godzinnej hodowli szczepl. casej wyhodowanego na pgyr
MRSwtemp37AC, kt-re zostagy przygot o@wadhengzgodn i
Chen i [965 pW § s kr - ci e, 1000l bezkom-rkowego
L. caseiwy pegdni ono studzienkin o Srednicy 6 mm,
zawi er 8.jalNeudun®. epidermidis $rednichn strefy zahamowan
24hi nkubacji w temperaturze 37AC. Eksperyment
Wynik uznano za pozytywny, jeSli[98trefa zaha

8l1l3. Enkapsul acja probiotyk:-w

Mikrosfery polimerowepr zygot owano zgodnie ze zmodyfiKk
w publikacji [2C] oraz w patencie PL 24667fC]. Jako materiag wsp- gl
zastosowano mNki z tapioki. Po zakapsugkowan
zgodni e z oneitoamN owi Nnah Behé&maty poes etrzyhyvania
noSnizaw er aj Ncyc h Latlopacitus plzedktawmmoi raRysunku 13.
Otrzymane mikrosfery probiotyczne w kolejnym etapi@a st osowano |j ako skge

w kosmetyku emulsyjnym.
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Pre-emulsja

Wkraplanie

Olej Ultasonifikacja roztworu CaCl,

I+ | Roztwér
emu gator/ / alginianu
- 7 sodu

® i

, \
/ s
+szczep [ Roztwor || Rl =

Wirowanie

N\
/ Roztwér kwasu\
| hialuronowego \)

+mikrosfery )/

i

€ ¥ S
'i. ?‘ 0 ) e

Powlekane . Mikrosfery
mikrosfery Wirowanie Powlekanie
mikrosfer

Rysunekl3. Schematyczny opis procesu enkapsulaaiterii probiotycznych.

8.1.4. Przygotowanie formulacji probiotycznej (formulacja bazowai E1iz MPT E2)

Emul sje przygotowano zgodnie mrmet adgdlosgiel
patentowymP. 445990 [7TC]IRa mowy skgad formul acj i,ajgko zedst :
s k § aaktpwingkzastosowano powlekane mikrosfery probiotycimeebiotyczneObie fazy
(olejo wNwod NN podgrzano do temperatury 7024C, a I
p o monti Ne s amedhdniazago (IKA C-MAG HS 7)) st o s u BON obr./mihprzez y
15 min. W przypadku formul acj i E2 milkKkgadd er y
do temper at ur, yniespaoi@ kodtgnjjowadc® AE€p ni o wo u keghajdo d d bl c
temperatiy2 5 A C .

815.WgaSci woSci fizykochemiczne iaklywotnoSi
WgaSci woSci fizykochemiczne formulacij.i o)
w publikacji [3C]. St a b i lemutsjf badanod wo ma met odami , tesst Apni
wir - wk owy , ®estsnzaoskt -Awp ntieer Wac 2z mysch pH mi-metru ono z.

Mettler ToledoSevenEasy wyposaUonego w szklanN el ektroc

kropl i w produktach mierzono za pomocN mikr
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w kamern cyfrowN | p wathig tdocpzetwarzania obdtapu cydrpmegn g r a m
(Motic I mages Plus 2.0). Badani a r earetugi Cc z n e
rotacyjnego Brookfield model R/S plyswy p o s a Uo n e gomiarowysutkagjGek / pgyt |
(C252,w zakresie szyldk®dSxcit eScpienraantivar z2 25AC.
bakterii probiotycznyctw formulacji kosmetyczneg pr awd z oopr cd e@dwrj N opi ¢
w publikacjach [3C] i[4CIW s kr - ci e, 1 g formulacji zawiera
gnstoSci 1 Or, 05z0c i | eodgc zCGano//I gieryl®egomndztwdry, cgtrynmoul sodu

(PH=6, 0), a nastnpnie wytrzNsano przy 2000 obr
rozcieE&zeE& umieszczano na agarze MRS i i nk
PrzeUywan-meki k zIl iczano j ako | i czbn kol oni i
w temperaturze 37AC w warunkach tlenowych.

powt -rzeniach, zachowuj Nc z as a dogarysntjesimostdkn o Sc i
t wor z Nc y cahgrain olg 6Fifj).e n

816.0cena czystoSci mikrobiologicznej

Oceny czyst oScik onsinkertoyhky- Dfbrm@aciic ¥B) elgkonano
woparciuoo bowi Nz uj Nce mbingPNEN $SM €2738R016/01[98], PN-EN
ISO 22717 201601 [99], PN-EN I1SO 211560201601 [100], PN-EN ISO 18416201601
[101], PN-EN-ISO 21149201 707[102]. Zgodnie z wynaganiami przedstawionymi w normie
PN-EN ISO 175162014[13], badanie jakoSci wy&|l kogmét phe c
nastfipdj BNbypohstroj - w: EstherichialxditStaphylecasy auteus,

Pseudomonas aeruginos&andida albicansv 1 g lub 1 ml kosmetykuKryteria akceptaciji

czystoSci mikrobiologicznej kosmetyk-w dla b
dzi eci oraz przeznaczone do stosowania w oKk
maksymalny | i mit akcept acj iowyohgnezofiinggh wynasic z by

2A(°CFU/g lub ml, mtomiasp o z o st ad e k os mmaksyhalny limk akteptagio r i a |
og:-I|l nej l i czby drobnoustr ofAOCGFU/YlubeniiiBwy ch mez o

8.1.7. Badaniain vitro i in vivo formulacji z mikrosferami probiotycznymi

Badania wykonano w ramach rBaallainia aw alhyywoht n:
iwpgywu na pr olwdpacua ¢ceptMTTkaonmna-lriezkh pozi o-8hu i nt «
ilL-8met E®N,t est gojenia sifi ran fAscratch assa\)
i Modyfi kacj i Potransl acyj nej Bi a&ekowie Ma g o p
Natomiasb k r e S1 ani e wpgywu for mul ac]|.casdiddQCBE8t ycz ne
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na mi kroorgani zmy t wowyKo@anmi kwobPmoac osvkir

BiotechnologicznychSi e c i Badawcze|] Gukasiewicz w War sz
8.171. Hodowla kom-r kowa

Przed przystNpieniem do boanlew@aCalr(dzker owa d z
keratynocyty) iIHSFCR252 2 (1l udz ki e. f Kb rmodbvamos\Dulpecso’® - r y )
Modified Eagle Medium DMEM) ( Ther moFi sher) zawieraj Ncym
Scientific), 100 U/ml penicyliny (Thermo Scientific) i 100 ug/ml streptomycyhlgermo
Scientific) w tempekKaom-urrkzie d3z7iAed/brfo ClOva r azy
trypsyny. Przed kaUdym eksperymentem kom-r
kom-rkowe|j zawi eraj Nce DMEM bez Uadnych ant

wysi ewu podano dla kaUdego eksperymentu).

8.172. Badanie UywotnoSci kom-rek

Kom: r ki HaCaT [ H-8 B g kpoowsei apgytnkai 9(6o0odpowi
kom-rek/ dogek i 30 000 kom-rek/ dogek) dzi e
kom-r ki nado Uo n ouladi w DMEMe PBCc22hé mikau bfa@ri m usuni ft
akom-r ki Bot &myftiozj ol ogi cznN PBY fi inkubowana N f os
z 200 Ol /dogek 0, S5owagpgb gl k i b ruo ntkiua zteMddtich)a avaelg o
w DMEM przez 2040 min w temperaturz8 7 AC/ 5% E®dgoUe usuni fnto,

formazanu rozpuszczono w 120 Ol il zopropanol u
solnym (POCH, Polska). Pr-bki (90 Ol) z ka0Ud
96d o g k owN pgytki. Anbi seorrzboannoc j i r zpyr - kliy c i u S
mi kropgytkowego Hi dedxuéGe S0 rmt iighiki xobliczano z y
w por-wnaniu do kontrol: (tyl ko DMEM) .

8.173. Badanie wpgywu na proliferacjn kom-rek

Kom-rki HaCaT i -dibK opnoes ipajeyd rkina (S06d0p0o wkio m- r e
i 10 000 kom-rek/ dogek) dzie®&® przed eksper
formul acj i w DMEM nagoUono na kom- sutowicyhodowe
bydl FB®.jPo 48h usuni nt g akemhi ukii przemyto PBS i
z 200 Ol /dodpekomRuS5 tmygrmkol owe g (Bigmasidrieh) t u t i
w DMEM przez 20 min (HaCaT) Madi dmhug HSBSFt ov,

formazanu rozpuszczono ,RolskapzakwéstonegasenMikveagemn o | u
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solnym (POCH, Polska). Pr-bki (90 OI) z kaUOUd
pgytkbogR6é6we] . Absorbancjn pr-bki mi erzono p
Sense (Hidex) przyl § u g o SI&570 MfmaWyin i ki obliczono w por - wi
niestymulowane(tylko DMEM).

81.74. Wpgyw formul acj i na uwal nianie cytokin
Kom:- r ki wysi ewano w gifistoSci 100 000 kom:
kom-rek na dogek (fkhghowki pHSFKki naadd8zie& p
Kultury konfluentne stymulowano r-Unymi stnl
DMEM). Po 24 h zebr ano medi a kom-r kowe [ przecho

20AC do dalszej analizy.

8.1.7.5. ELISA

Poziomy cytokin prozapalnych,46ilL-8, w podJdoUu do hodowl i ki
przy uUyciu komercyjnych zestaw- werEtLd SAP {J Ri&HK
%dogkowe o0 pogowie powierzchni [ wysokim w
przeci wci agami powl ekaj Ncymi rozcie@E® zonymi

buforem do przemywania (0,05%ween w PBS) i zablokowano na 1 h w temperaturze
pokojowej (20N2 AC) 1581 Wumily s ur 894 rcoz diygdERRBefe (

Dogki przemyto i dodano do nich 50 Ol pr -
w temperaturze pokojowej (261 2 AC) . Po dokgadnym przemyciu
inkubowano zpr zeci wci agami pierwotnymi sprzinUonym
przemyto. Nastnpni e d o g k i-HRA prken B3® win.n Brzedz e S 1
wywoganiem studzienki przemyto pifl razy, a

substratu TMB (zesta odczynni k-w substratu TMB, BD) .
zatrzymano za p8San@EOQH).RBs oOdlb anN jH o g zScio fpa
| =450 nm il =570 nm.

8176. Test goj ensncra@hassaygyi r an i

Wk gadki (i bidi) pr zdeomjikeoswiNa n oKome r by tHaiCa -
kom-rek/ dogek) posiano wok-g i w komorach wk
cagonocnej i nkubacji wk gadki usuni nt o, a I
obrazowani awkadakhsezeki ép4X) (EVOS FL, Ther mo
a kom-rki stymul owano formul acj ami o stnlUen
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zawi eraj Ncym B% FPBS ipnrkzuebza clj5i kom- rki obrazowv
pomoc N opr ol§araicm@9450238, £SE Lab, ETH Zurich).

8.1.7.7. OkreSl anie wpgywu for m,ul acji Lkassimet yc:z
na mi kroorganizmy tworzNce mikrobi om sk
Badania wykonano wedgug met ody k[i03] ppapr opo
zastosowaniu pewnych modyfikacji. W tym celu 5 g porcje formulacji kosmetycznej (E2)
zawi er aj Neas¢iz asnzkcnzieipt y w mi kr osf er ach, Zaszoc
referencyjnych wymiewinych wrozdzide 8.1.1 i dokgadni e mieszano. W
zawiesin inokulacyjnych s tAfzielAC@F miISci Jay§
sprawdzana przez posiew wgginbny na podgolUu T
Agar (S) odpowiednio dla bakteri:i [ grzyb-w
war unkach @ninejazgjdomulacil kosmetycznej, umiegano w 9 ml roztworu
sterylnego cytrynianu=6swdeal w wwallmeind rui & nriokK r/
ZMP. Po serii rozcie@®ze® UywotnoSi mi kr o
formulacji kosmetycznej okresj) Boonmet dp Nj Mde
selektywne: Baird Parker AQ@BPA) (S. aureus, S. epidermidis, S. capitis subsp. urealyticus,
S. hominiy Sabouraud Dextrose AgarC.(albicans, C. neoformapjsMacConkeya Agar

(E .coli), FTO Agar M. luteus . |l nkubaopd wrawatdnpuj Ncych war
37U0C, 48 h, grzydgC, do8ddb0apoadabilg wotnoSci m
testowych w formulacji kosmetycznejz pr obi ot y k ami wykonano b ¢

wprowadzeniu zawi esdonpreparattk r caor g ak Ue m- pao j e]
w temperat ur2he24dRAALl pgizezn N pr o webecprepératiz ast os

ni ez awegeMPa(EN . DoSwi adczenie pWMytnikionmwzndhwu
podawano jako log |liczby jegnodsar«k tfworrmNcayao,
wykorzystane do obliczenia Sredniego przyro

referencyjnychwprowadzonych do formulacji kosmetycznygto o kr e Sl onym czas i

8.1.7.8. Badania in vivo pot wi erdzaj Nce sk wktoescrrentoy&i- wd
z probiotykiem
Badanie zostago przeprowadzone nawieu upi e
277 72 lah . Materiag do bada®E pobrano zar - -wno V
preparatu) jak i w czasie 2 h po zastosowaniu produktu. Znzy&taniem sterylnego szablonu
o powierzchni 25cn pobr ano wymazy ze sk-ry policzka.

sterylnych wymaz- -wek 2z podegvabem tNasmnt sipariteo wn
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bada® wysiano na podgoUa hoo.dolwloascei owN Sacni aolwio:
zuUyciem metody seryjnwegmazr owkali efEg z @ 1Bz ok c |
zbuforowanej wodzie peptonowej. Wykonywano-Kl0 ot ne r ozci e@&czeni a b
(posiew bezfhaSrwyaksriewbmolPo 100 Ol nNBgpoOkt ki

inkubowano w temperaturze 36l AC ( 95 % powi eturpday,wi 2% cC@X)u. iMm

(72 N 3 h) zliczonowyr osde kol onie bakteryjne. l dent

spektrometrii masowej ML D | TOF MS (801/BUD2/ 0253, Bi ot

desorpcjil/ljonizacij. | aserowej wspomagane,] ma
82Wyni ki i dyskusja wynik-w

821. Akt ywnoSi szczepu SrepdermididSaureusego wobec

W celu potwierdzeniavp gy wu f or mul acj i z  baankktolkiomi a mi P
sk-ry w pierwszej kol ejnoSci okreSlono akt
najpowszechniejsze mikroorgani z Btaphytoseccusz Nc e
epidermidisATCC 49134i Staphybcoccus aureudTCC 6538 Zastosowaaszczepy i d Nc e
i zol atami pochodz Nayamii az w yukdoznkai neoj rektf-ardyy j s&Nu d

Wy k az ano, L. theeiASCLCB93pgiaktywny wobec szczep$. aureusATCC
6538 o czym Swi pdaozy ropstpobli stref wok-g§ d
przekracza 10 mnRysunek14A).

A) B)

Rysunek1l4. Wp § y w L.caseiAT€(P3AP3 na szczepy AB. aureuATCC 6538
i B) S. epidermidiATCC 49134

Wyni ki sN zgodne z badanpgmkt Khynah apiz@b i ot
szczepL. reueriDSM 17938 r-wnieU wykazywag dziagani
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patogennym mi kr oor g a nprzgpatdku®. emidermidigie stwderdzowmol e i , \
stref zahamowania wzrostRysunek14B) , co moUe wskazl.uvagenana br
ten szczep. Jest t o z a tSe epidepmidimya |yemhya dion f @a tma
komensalnych kt -re odgrywaj N istotnN rolf w utrz
i jakoSciowym mikrobiomu sk-ry czgowi eka.

822.WgaSci woSci f i Z0ykvood meorSiic zpeobii ot yk-w w

miejscowych

Na s t fidp formelacjip az owej opi sanej we[3CrazoebSinfited s z ¢
zggoszeniem pat giCLb owyark oP . s k4gda8a9 & aktywny do
mikrosfery alginianow i t api okowe pokryte kwasem hialuro
probiotyczne (szczepLactobacillus caseiATCC 393). W aSci woSci fizyko
formulacji bazowejd E 1 [ formul acj i zawi er ap NE2e |j mi k

przedstawionow Tabeli4.

Tabda4 Wi aSci woSci fizykochemiczne i Uywotno
Parametr El E2
Stabiilmea®ida wir - wkowe + +
St abiilmea $id a szok-w t + +
pH 58 QAN 58 QN

$rednia Srednica ki®p 106 04 860( §89)
LepkpiSzy prindkosos[ Ba 170 05 160 048)
tywot noSi [log 6RO/ e k 00 00\ 78 1N

Wy ni ki te potwierdzaj N, Ue wuzyskano stab
konsystencjiodpowaratdtajcNcepH fi zj ol ogicznemu |

bakterie probiotyczné. y wo t n o S L. caseawk tmé rkiriosf er ach po wgNc ze

byga na pozi omi e 7,80 l og CFU/ g, co oznac
z poczNtkowymt gadunkimemw bmdkrosferach. Jest
potwierdz§4 Neyn a cegrn2Ne Uy wal noSi mi kroorgani zm-w w p

Srodk-w konserwuj Ncych.
823.0cena czystoSci mi krobi ol ogi cznej

Wyniki badaniac zy st oSc i mi dpracoveanyohl farrguigicpzzedstawiono
w Tabeli5i 6.
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Tabela5. Ocena czyst oSformulagibazowej{Blp | ogi cznej

Wyvniki Wymagania Metoda
Nazwa oznaczenia Jednostka oznzczenia zgodne z PN oznaczania
EN 17516:2014
Og-lna | CFU/g 010 O A0 CFU/g PN-EN ISO
drobnoust lub ml 21149: 201707;
tlenowych PN-EN ISO
mezofilnych 16212; 201708
(bakteri e+
i pl eSni
Pseudomonas CFU/g Brak ob Nieobecnawlg PNENISO
aeruginosa w 1 g p lub 1ml 22717; 201e01
Staphylococcus aureus CFU/g Brak ob Nieobecnawlg PNENISO
w 1 g p lub 1ml 22718; 201601
Escherichia coli CFU/g Brak ob Nieobecnawlg PNENISO
w 1 g p lub 1ml 21150; 201601
Candida albicans CFU/g Brak ob Nieobecnawlg PNENISO
w 1 g p lub 1ml 18416; 201601

Tabelab. Ocena czystoSci mizlawo eiMRI[ERNgie¢znej f

Wvniki Wymagania Metoda
Nazwa oznaczenia Jednostka ozngczenia zgodne z PN oznaczania
EN 17516:2014
o | | CFU/g O9A® O A0*CFU/g PN-EN ISO
J rgo' o nnoau . t' lub mi 21149: 201707;
tlenowych mezofilnych 1(;32“11_25\2'(')??08
(bakterie- '
i pl eSni
Pseudomonas CFU/g Br ak ob Nieobecnawlg PNENISO
aeruginosa w 1 g p lub 1ml 22717; 201e01
Staphylococcus aureu: CFU/g Brak ob Nieobecnawlg PNENISO
w 1 g p lub 1ml 22718; 201601
Escherichia coli CFU/g Brak ob Nieobecnawlg PNENISO
w 1 g p lub 1ml 21150; 201601
Candida albicans CFU/g Brak ob Nieobecnawlg PNENISO
wlgpr - b lub 1ml 18416; 201601

Otrzymane wyni ki potwier dbaiogaE]) (THeeldbgaki e f or
r-wni eU z Mm(ER) {Tjalzelab) sjp Myinaganga mikrobiologiczne stawiane
kosmetykom kategorii IW 1 g  pnie-stwikrdzooo b e cinpca ogen-w 2z gat
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Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aerugit@madida albicanoraz
zawartoSci tlenowych mezofilnych mikroorgani
znajdowagpusizdzahnym pozi d@idaE20tzymadelwgnkiE1l i (
pot wi er dzaj N mikidsieraz ags tnd sammwamyicen j ako noSni k- w
chroniproduktprzed niekontrolowanym rozwojem bakteziapewnia Mod powi edni N czy
mikrobiologicziN R- wnocz e Sni & e (pohorbd mit y k przed dzi ag
konser wugoNc @@ @® wi earddazniigay oy wot noSci zakapsuc¢
probiotycznych w formulacji kosmetyczngg kt - rych wyni k&b oasei Ue pr
utrzymywadga si AACCEU/gH&®13 ilog @FUL nawet3® 120 dniach
przechowywania preparaf8C].

8.2.4. Badaniain vitro formulacji

W celupotwierdzenia braktt o k sy czno Sci pr-bek przeprowa
kom-r kowym il midizkfNNrciy.m Do bada @& wybrano | u
keratynocytRysuneKl3ia Ca )i b(r o bRysusek )w (LHSWFH)e (t e st
popul arny model oceny cytotoksycznoSci Or a:
stosowania jakpreparaty miejscoes Wysocekonfluentn&k om- r ki ( ~90 %) i nkub:
24hz seryjnymi rozcie@E& zeni ami kaUOdego prepar

wykonano test UywotnoSci MTT.
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Zywotnosé komérek [% niestymulowanej kontroli]
Zywotnosc komérek [% niestymulowanej kontroli]

Stezenie formulacji [%] Stezenie formulacji [%]

Rysunek 5. Test UywotnoSci k oAnpreparkcie bbao@wnrB) ( MT T)
zawi er MP.Ncwmni ki obliczono jako procent kon
w obecnoSci samego DMEM i pr zéms 0,66@,01d;no | al
* 3 p O 0,0pl;O0*B*0MpL; O*®*B001. Zielony pase

niestymul owanN.

Z danych przedstawionych ng/sunku 5 wy ni k a, Oe opracowane
wy kazyyeagpyt ywnego wpgywu na UywotnoSi kom-re
St i Ukosmewyku na poziomi& % spowodowago ~25% spadek U
(1 C25%), anli@amwwpaxgiyNstnlUeni ach okogo 10% dlI
Ue wyniki zar-wno dla formul aMPs Nbpeadowkene, |
pozwala wnioskowal, Ue stosowani e mi kr osf e
ker at ynocyt - - w

Wprzypadku dziagania f of(Rysunekal)jni ena b k& e mwuke
negatywnego wpgywu formul acj i na fibrobl asy
stAUeniach obu formulacjpregagat 12N 5%akhresd i
obserwuje sin wzrost |iczby kom-rek. W przyp
kom-rki kwenfosensygddighh moUe byl spowodowan:
aktywnoSci N metabolicznN kom-rek.
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Rysunek 16. Test Uywot no SMTT) wkA) prepamdie baz&ym B)

zawi er MP.Ncwyni ki obliczono jako procent kK on
w obecnoSci samego DMEM i pr zéms 0,66@,01d;no | al
* 3 p O 0,0p;0*B*x00pL; O*B*0001. Znaddayk pmatsre

niestymul owanN.

Badania biologiczne pr:Xergiynoocytaehd fibrobtastachn a k o r
sk-inytrowskazuj N na podobnN, stosunkowo ni skl
niezal eUni d.casedW odbreaxclnioSicd cyCb0mwkekceBbb8oe dl
kom-r kowyyncolrs i o okogo 10 %, co wskazuje na do
przez kom-mgkliyUsk nme formul acje miejscowe, np
50% cytotcok pyzzynaeShaczni §04hi Wsad yedly Jtedberki &l
badania obejmuj N czas i nku bjestsjosowanyjakomsepaat y 2 4

mi ej scowy, czas kontaktu ze sk-r N bfAidzie zna

W pracy zbadano r-wnieU wpgy rekHaBalRysunekiMu | acj i
i HSF Rysunek 8). Ponownie zastosowano test MTT, dtedatkowowykorzystano kultury

kom-rek o niskiej konfl uencj.
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Zywotnosé komorek [% niestymulowanej kontroli]

Stezenie formulacji [%] Stezenie formulacji [%]

Zywotnosé komérek [% niestymulowanej kontroli]

Rysunekl7. Wpgyw na prol i fer acA)pregamaie-bazeslymBja Ca T (
preparacie MRPAawiWymijWicymbliczono j &dtngch pr oc e
inkubowanych w obecnoSci DMEM + FB$=005przeds
0,011;*d p O 0,001 ;0 *0*,*®Pp1l ;0 *0*,*0*001. Zielony pase

niestymul owanN.

Wy ni ki pokazuj N zmniejszonN pwarnyiciher atjifBe rki
formul acj i -0,p6860WRysleefd7) 0, @& dnak przy ni Uszych si
zaobserwowano niewiel kN indukcji proliferac,]

PodobnN zal eUnoSi obs e (Rysunells)oTutajIdla forkaamjic r e k |
bazowe]j nieznaczna Iindukcja proliferacj.i by
formulacji zawierajNcej mikroPfetyfer pcjodi bt
ludzkich fibroblast-w zostad®anzabamowama ewa:
bazowai p o wy 0,86% i formulacja probiotycznd powy Uej, zmn3 2%szygdy

obserwowanN UywotnoSi kom-rek.
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Stezenie formulacji [%] Stezenie formulacji [%)]

Zywotnos¢ komérek [% niestymulowanej kontroli]
Zywotnosé komarek [% niestymulowanej kontroli]

Rysunek18. Wpgyw na prolif er achA) prepdhacienbazcoerymBHSF ( M
preparacie MRPAaWyearn &ji Ncyhnl i czono j ako procent
inkubowanych w obecnoSci DMEM + FB$=005przeds
0,011;*d p O 0,001 ;0 *0*,*®Pp1 ;0 *0*,*0*001. Zielony pase

niestymul owanN.

NasthiphUemimaulfacji, kt-re uznano za niecyt
badawio, w tym profilu uwalniania cytokin mie
ran.

Pomiar uwalniania cytokin prozapalnych {&Li IL-8 ) pokazuj e, Ue w obt

formulacie $ ymul uj N uwal nianie tych zwi Nzk-w w ho
Rysunekl9Ai19B) . W poUywkach kondycjonowanych HacCa
poziomy IL.6iIL-8 bygdy o ~50% wyUsze ni U w kom-rkact
kom-r ek fw bgtoyorhwmlsawanych formul acjami -6zaobse
0O mni ej ni U 40 %, podobny zar - -wno dla pustyc
cytokin prozapalnych zwinihkszone po stymul ac]
na i ch rsijgadrNa it Nic N. Nal eUy jednak -pidldskr eS| i

sN niskie, nawet po stymulacji i sN dalekie
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wytwarzal pod wpgywemMohad kKoww pomozrap&lawegch w
fior obl ast - w8pozwaimgUl wWzrosgy, ale stymul acj a
miaga mniej wyrafnpaerdweltmuwape N wwymi ki z mo U
bada® Khmal gdjze gdzwspzgstosowanie zar-wno U
L. reuteriDSM 17938 wykazywago dziagani e przeci\
dzi ag-8éinli-8) . LJednak nal eUy wzi NI pod uwagn, Ue
probiotyczny, a nie formulacjin zawieraj NcN p
j uslBimo zmodyfikowanie produkcjitB w por - wnani u formul acj i b

dzi agani e frcaseici wzapal ne

A) *kkk * k%%

1500 —
* ok
80 *k Kk
+ -
60| - 1000 —| — —

40—

500
20|
0 0—

I I I I
ctl  0,5% E1 0,5% E2 ctrl  0,5%E1 0,5% E2

L-6 [pg/ml]
IL-8 [pg/ml]

B) * * ok ok
ko
150 * Kk K
80— I
I
ES 1T
+ T
60 T
— 100
= £
E o
3 a0 = L
— w 1
wr ]
2 = 504
20
0-! I | 0- | |
ctrl 0,5% E1 0,5% E2 ctrl 0,5% E1 0,5% E2

Rysunek 19. Ekspresja c yt Ak HaCaT w B) kH5/ -stynkukpwaha

rozcieE& zonymi pr e p arMPtpraenP4 gbdairy.yPoziom wyalzieladar aj Nc
cytokin IL6 i IL-8 w poUywkach hodowl i kom-rkowe|j p o
formul acj i. Wykresy przedstawiaj N dane z tr
powt -rzeniami w kaUdym.owasntootznao Sp o nsatcaN yGrt gyt
stosuj Nc wbudowany test ANOVA (* < 0,05, *=*
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Dodat kowo, kom-rki HaCashaniarangwty&k®y zydy ug Nw ytme S
Ibidi w celu sprawdzenia regeneracyjnego efektu foanwlj i . Wy ni ki wykazag)
formulacjabazowa jak i z mikrosferamiwy k a azv@ja ci wo Sc i , pozgtgveim er acy
wpgywaj Ngmg emi @ac ss i r @&Rysunku20apowigrzohkia aveareprany a
wynosi ga oko@dakuiadidla ppcst ¥ mul owane| kontrol.
osi Ngniigo okogo 90% w komhmk acbhe cinmiSieh o wa nsye
formulacji 7 E 1. JednoczeSni e, zaobserwowano prakt
w dogkach inkubowanych mikrosfefyiE2f or mul acj N zaw
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Stezenie formulacji [%]

Rysunek20. A) Wp § y WELfi E2nnau | parcg des g o jteenSica es izfa mas nkpomiva kmamy HaCaT. Tes

wykorzystuj Ncy wkgadki I bidi do generowaniiasregdyiw Konslunenhtine gDy
i 2% stnUeni ami formul acj i E1 i E2. ZUsEM@SHL pod pbéektywam4yx poatbstyreutas)i.o wa n o
B) kontrola w czashe DY0OOE1 Gy skioinlternolua Opo5%,5 E) E1 w stfinUeniu 2, 009
Obrazy analizowano za pomocN opraguamawgnina Kaddygmclhhdpdamlemdinid m o |

jako procent niestymulowanej kontroli od punktu czasowego inkubacji 0 h.
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Przedstawione dane dotyczNce gojeniaMPifn ran
moUe miel potencjagdg jako preparat wywigkiScba
pozostajN w zgodzie z badani ami Per al i i n.
Lactobacillus plantarunp r zy spi eszygo gojenie sami rlkacnCEauz yWdn

dolnych.

825.0cena wpgywu formul acji probiotycznej n

Kol ejnym etapem bada®& byga ocena wpgywu
szczepL. caseina mi kroorgani zmy tworzNce mikrobiom
preparatu z nkir osf er a mi z a wile caadi (82) ynan isiedesnz veylaranych
mi kroorghmnazmwwo patogennychi,stjamlwi Ndckyarte neh
natural nej mi k r o fllackroy ksokn-trryo |psepajataveie¢ vksan.wanaj N
szczepu probiotyczige (E1) (Takla7).
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Tabela7. Ocena wpgywu formul acj i kosmetycznej na mi kroorganizmy refe

Mikroorganizm Preparat &t ywot n tywotno tywotn t ywot nc Redukcja tywotn tywotn Redukcja
testowy [CFU/g] [log CFU/g] po2h [log CFU/g] [log CFU/qg] po24h [log CFU/g] [log CFU/g]
[CFU/g] [CFU/ (]
E1 1,400 7,15 2,40A.0 7,38 +0,23 375407 7,57 +0,42
S epidermidis - 1,15407 7,06 1,67A07 7,22 +0,16 2,23407 7,34 +0,28
El 3,49A07 7,54 1,30A07 7,11 -043 7,58A0° 6,87 -0,67
S. aureus
E2 2,40A.0 7,38 1,00AC° 6,00 -1,38 5,964.0° 5,78 -1,60
E1 4,6840° 6,67 1,050 7,02 +0.35 25480 7,40 +073
M. luteus _
U - _
E2 3,9040 7,59 1,24A0° 8,09 +0,50 1,50A0° 8,17 +059
E1 1,30A0° 6,11 3.99A(F 5,60 -0,50 7.27A0° 4,86 -1,25
C. neoformans ——— _ _ -
E2 2,19A0° 6,34 3,90A0° 5,59 -0,75 3,30A0° 3,52 -2,82
E1 2,32A0° 6,36 2.00A0° 6,30 - 0,06 1,58A0° 6,20 - 0,16
C. albicans —_— _ _ -
E2 1,77A0° 6,25 1,13A0° 6,05 - 0,20 0,90A0° 5,95 - 0,30
E1 2,0940° 532 1,20A0° 5,08 -0,24 9,36A0* 497 - 0,35
E. coli —_— _ _ _
E2 2,50A0° 5,40 1,10AC° 5,04 -0,36 2,68A0 4,43 -0,97
N E1 2,38A0° 838 4.20A0° 8,63 +0,25 4,50A0° 8,65 +0,27
S. capitis subsp. i ]
urealyticus E2 2,53A08 8,40 414A0F 8,62 +0,22 441A0° 8,64 +0,24
o7 N (Y
E1 1,38A0 713 155807 7,19 +0,06 2,96A0 7.47 +0,34
S. hominis o & o
E2 1,54A0 719 250807 7,39 +0,20 2,68A0 7.43 +0,24

56



Obie badane formulacjfe E 2 | E1) zaszczepiono | edamogtm z wy
ocenionopo2i2hi nkubacji. Zaobser wowano$S. epdlemidisz r o st
M. luteus S. hominis S. capitis subsp. urealyticus by g umi ar kowani e Z\
2h (0,161 0,50 log) i 24h inkubacji (0,24 0,59 log) w kontakcie f or mul acj N E2.
jednak podobny do zaobserwowanego w kontrolnej formulacji E1 (0085 log pa hi 0,42

1 0,73 log po 24, odpowi edni o), co s ulgeasewjoenulacfyE2 ob e cn
nie wpgywa na wzroshytlhchNazomepasiv Wbopmesatskasz
(E. coli, S. aureus C. albicansi C. neoformans w f or mul acj i E2 zost
w pewnym stopniu po 2 k@,207 -1,38 log) i24 h{0,301 -2, 82 | og) , nawet w
do kontrolnej formulacji E1-0,067 -0,5 log i-0,167 -1,25 log odpowiednio di2 i 24-
godzinnego kontaktu). Stwierdzono r-wnie0,

C

C. neoformangredukcja po 24 o -2,82 log) iS. aureus(redukcja po 24 o -1,60 log)
wykazywagy najoByUsaNkena@ki z f or ntudbrang N E 2,
zostag zakg-cony tyl ko w niewi-®©B0Kagm stopniu
8.2.6. Badania in vivo pot wi erdzaj Nce slkuk ecsmeto Sk - wd :
Z probiotykiem
W ostatnim etapie bada® oceniono wpgyw

z Lactobacilluscasena mi kr obi om sk-ry probant - -w, w cel

przez szczep probiotyczny zawarty w formulacjiBZ y s kane wyni ki  wskazuj
kol oni zacjn powierzchni sk-ry przez (Tabeta sz c z €
8.§redni poziom kolonizacji wyni-sg 3,0 N 0, 4
Tabkela8. Wy ni ki analizy il oSciowej i JjakoSci owe
9 : Czash 0 ¢ CZas2hod  Czas 2h od ; :
Lp. Pge Wiek oo aplikacji aplikacji Zidentyfikowany
[CFU/g] [log CFU/g] mikroorganizm

1 wW 27 <1,0A0! 6,7A (7 2,82 Lactobacillus casei

2 M 27 <1,040! 8,3A (% 2,91 Lactobacillus casei

3 M 71 <1,0A0 1,280° 3,08 Lactobacillus casei

4 wW 65 <1,0A0 1,640° 3,20 Lactobacillus casei

5 w 71 <1,040" 1,2A0° 3,08 Lactobacillus casei

6 M 63 <1,040" 1,2A0° 3,08 Lactobacillus casei

7 w 41 <1,040" 3,047 2,59 Lactobacillus casei

8 M 43 <1,040" 6,5A0° 3,81 Lactobacillus casei

9 w 42 <1,040" 1,040° 3,00 Lactobacillus casei

10 w 29 <1,040" 6,2A 07 2,79 Lactobacillus casei

11 w 28 <1,0A0 2,047 2,30 Lactobacillus casei

12 M 32 <1,0A0 2,6A0° 3,40 Lactobacillus casei

13 M 30 <1,040! 5,94 (% 2,77 Lactobacillus casei

14 w 28 <1,040! 1,840° 3,26 Lactobacillus casei

15 w 39 <1,040! 9,84 (% 2,99 Lactobacillus casei
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CrasA 0 ¢ Czas 2h od Czas 2h od

= i ileacii ileacii Zidentyfikowan
Lp. Pge Wiek aplikaciji aplikaciji lenty /any
P [CFU/g] [CFU/g] llog CFU/g] mikroorganizm
16 w 39 <1,040" 2,1AC0° 3,32 Lactobacillus casei
17 M 39 <1,0A0' 7,240 2,86 Lactobacillus casei
18 M 38 <1,0A0' 8,340 2,91 Lactobacillus casei
19 w 66 <1,040' 1,040° 3,00 Lactobacillus casei
20 M 72 <1,040 1,2A0° 3,08 Lactobacillus casei
Srednia kol ¢ <1000 1,480° 3,00 Lactobacillus casei
*K - kobieta, Mmn Uc zyzna
Wyni ki wskazujN na skutecznN kolonizacj n ¢

Mi krobiom sk-ry zmienia sin wraz z wiekiem,
waUne jest zapewnienie |ej r - wno wzegpadkiemn K r o b i
r-UnorodnoSci mi kroorganizm-w mikrobi omu sk-
na chor ¢16,305]s k - r vy

Kol oni zacj a sk-ry probant - w bakter i ami
funkcjonowania wpgywa na przywr-ceni e r- wn
pomi ndzy bakteri ami Kkomensal nymi (korzystnyl

samym wskazuje na ppz y wny wpgyw prepar atdapewnianie mi kr o

r-wnowagi mi krofl ory bakteryjnej sk-ry przedg
bariery sk-rnej [ zmni ej szeni e stanu zapal
integralnoSci ni bragkmnrealani emorsosibot w-rczych.
probiotgkcwieptethketst er api i wdepzenmAHa ] Ngeizi e wyst
nasil ona kol ®naureusicjuat rbaatkat err-i (Nnor o d n JdIDE.i bakt
Leczeni e AZS w duUe|j mi er ze opi er a sin n a

kortykosteroidy, czy emolientypg u g ot r wa J estosowamek s c b wkost er oi d- w

.

sin z licznymepdBdNdgannjanmizapal eniem mieszk:-
kont akt owym z §106108} n i Belma t sekjgscowgt zastbsowanie formulacii

zawieraj Ncej Oywe szczepy bakteri.i probiotyc
tej dermatozy, mUe przyni eSi pozytywne rezultaty, g
bariery sk-rnej, redukc]j Stap®ledoddusaureus z mni ej sz e

Otrzymane wyni ki bada® potwierdzi gy, Ue orp
w kt-rym zmiskmomeofwamy al ginianowe zawierajNc

wywi era pozytywny wpgyw na mikrobiom sk-ry <c¢
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9 9Podsumowani e przeprowadzonych badaE

W ramach pracy doktorskiep pr acowano dramowanal nokgosfer

al gi ni anowy c h,bakteria grabiotyczmyshiLiadtobawillus caseiATCC 393

0 potencjalnym zastosowaniu jakok g a d n i kp r aokdtuldognmetyecznychprzyjaznych

dla mikrobiomu sk-ry.
NajwaUniejsze osi Ngnifncia wynikajNce z pr z
\% opracowanie technologitrzymywania mikrosfempolimerowychopartych na

biokompatybilnych i biodegradowalnych surowcgetkimi s Blginiany,

\Y; oo rzymani e st a tla baktsricgrobiatyoz8ynhiolp oW Nd any c h
wgaSci woSciach fizykochemiczmagich i wysoki ej
Vv dob r w g a Quckigwaedguo k o n sl®r wzug sNtcoesgoowa ni a @ w

formulacji zapewni aj Ncego zar - wno wysokN przeUOy\

i stabilnoSi mikrobiologicznN produktu

\Y, opracowanie stabilnychk o s met y k- w pr o lorimie toy eorlyed h
z noSni kami probiotyk:- w, stanowi Ncych al t
konserwaciji

Vv pot wi er dzzearsiteo,s o Wani e kombi nacj i probi

(produkt - w s yapbjiyoway cw nypolz)yt ywny spos- b na
zamkni fitnkach w noS$S

~

Vv pot wi erdzeni e, iU zastosowani e dodat
bi opoli merami wpgywa na zwi,nkszenie hermetyc
Vv wykazani e na pnoittsitinavivg, e Uead @@Emul acj a ko

zawi er aj Nygaprobidtykamivp fegpwoaz yt ywni e na iminkorUbeb i boyn
zastosowana jako preparat wspomagaj Ncy |l ecze

Podsumowuj Nc, uzyskane wyni ki pot wierdzaj
odpowi ednie noSni ki dl a parcg ki ktoyskmew ,y caz n@p r asc
do stosowania na sk-rn. Ponadt o, formul acj a
probiotycznewykazugd zi agani e przeci wbakteryj.ne i nor m

Zatem gg-wny cel moj epi Pgat Ptpy ak oo glaime jf o

zawieraj NcN Uywe szczepy bakteri.i probi oty
spegniaj NcN wymagani a s imdzgodraerz dyreptyhe223i2090 m Kk 0 s
Ponadto przeprowadzone badaniaitroiinvivop ot wi er dzi gy, Ue opraco\
znal e¥Fi zastosowani e nie tylko jako kos met
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12. STRESZCZENIE

T Ze wzgllhidwz nnea k or z yo&ktEii prabidtyconychb isige
ogromne zapotrzebowani e nsaW ypkroordzuyksttyy waen ez awvi pe
spoUywczym i farmaceutycznym do regul acji mi
antybiotyki. W przypadku p r z eunkosnigtyczego wy zwani em pozostaje
wymagdEd ot ycz Ncych skmgradw jkedmedz&ksmwym zachowan
bakterii w potencjalnychformulacjach probiotycznychl ednym z obi ecuj Ncyc

zwi fikszajNcych przeUywmakmo&iappudgtkiowtank ew | es

T Celempracyby go oprfacromwalna ej i kosmetycznej,
skuteczne wprowadzenie Uywych bakteri.i pr o
stawianych produktom kosmetycznym. W zwi Nzl

technologi mi krokap&tugkawammadn k avgp fwlba/cj fi mi kr oo
probiotycznyctz  wy s o k N wy d aj n o0& cai zN pkrazpestuygwkaol wnaonS cai N w
1 Pierwszymet apem bada® bygo poszukiwanie ef
Oywych szczep-w agr obptoy malzinyadj aorskgadu k o
W wyni ku przeprowadzone|j analizy wuzyskano pr
optymalne parametry procesNa podstawiepr zepr owadzonych bada@E u
mi krosfery alginianowe o rOksméemawacijhi oklsi0Dadgbo
mikrosferd ok onano za pomocN mi kroskopu optycznegoc¢
noSniolkbswer wowano z aTEM.d\mpodstawieSEydkariej optymalizacji do
dal szych bada& oraz do cznSci ni dtabiloep i ol og
mikrodyspersjioraz mikrsferd | a parsameéte niwe c (Slrordikia w3 ercii anj
r - wh3mol/dni, szybkoSiCaOvhkarpaziorhid ®i & r o p | ii amplaucami nut A
procesu ultrasonifikacji 69%sprawdzondEEpr zy st osowaniu r-Unych p
(brak wirowania, 500 rpm oraz WO rpm).

T Nastnpwiesiznin szczepu probiotycznego o
poddano dziagani u r-Unych czynni k- w fizyk
promieniowani e UV, odczyn pH oraz dziadganiu
kom-rek probiotycznych wolnych i zakapsugko
baktery nych wyrosgych na pgytkach z agarowym po
pour plate. Uzyskane wyni ki wykazagy, iU noS
pozytywnie na UywotnoSi Sz cCzep wsomarmiembtyclot y c z n

sanych warunk:-w wobec wolnego szczepu.
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T Kolejnym etapem byg dob - r ukgadu kot
formulacji bazowejw postaci emulsyjnejlla mikrosfer probiotycznychMP). Na podstawie
przeprowadzonychUbadash ¢ ovwalngieromioko wgd Rrj ak.
pozwala na przeUycie bakterii oprchikbicgdz ny c
konser wipjr Reddgaowal noSI kom-rek bakteryjnych na
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stanowi N alternatywn dla preparatu w formie
T W wyni ku dal szych prac dokonano modyf i
stopni a pr akddliypodazbsnpor&ltoivywanimaz maksymalnego uszczelnienia
struktury mikrosfer alginianowychd ak o ¥r - dgo prebiotyczne wyb
wzglndu na | ej k or zy s tLactpbacllpsasepodezas fewantacp st s z
w bulionie MRS Optymalne mikrosfery alginianowiot a pi okowe zostagy doda
procesowi powl ekani a, aby uszczelnil i ch :
heremetycznolMSctiymmocSenlitk,a. j ako Srodki powl ek a
bi opolimer-w, takich jak UeUaygkane chibadat
wykaz@ejyj,uU sam dodapewgmNki prebiapi p&kznej ) mi

na modyfi kacjn powi erzchni mi kr osf eer). (wyggd
Dodat kowe powl ekani e bi opol i mer ami pozwol
her metycznoSci . Ponadto pogdgNczenie powdok:
w szczeg-lnoSci przy uUyciu kwas u hial uror
przeUywal n8Wwot noSi szczepu probiotycznego
przechowywaniaNaj wy Uszy wska¥nik przeUywalnoSci sz

w przypadku mikrosferalginianowo 1 tapiokowych pokrytych kwasem hialuronowym

i wyni - s g/CRJrg.P&3, 04 8dnioagch przechowywani a, prze

ukgadzie noSni kowym utrzymywaga sif na pozio
T W kolejnym etapie NMPawpeWadzanmda ypizedkioo wa n e

opracowanej formul acj i kosmet ycimvitojiinvihast npr

potwi erdzaj Nce efektywno S| adahiain éth@mieda mo wa dgny Kk
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kosmetycznejMPmawimirkarj Ncregani zmy t wolM eeNc e mi |
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13. ABSTRACT

A Due to thevumerousealth benefits of probiotic bacterthere 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 resistandie case of the cosmetics industry,
thechallenge 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.

1 The aim of he 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.

1  The first stage of the research was to search for an effective form, a carrier for
live probiotic strains and to optimize the carrier compositiAs 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 shapksire 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, sampfedable microdispersion and microspheres
were prepared for furtheresearch and for the microbiological part: calcium chloride
concentration (crostinking 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 catrifugation speeds (no centrifugation, 500 rpm and 30,000 rpm).

1 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 andhe 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
showedthat 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.

1 The next stage was the selection of a preservative system and the development
of a base formulation (in emulsion form) fprobiotic micrepheres(MP). Based on the

conducted studies, it was found that the use of alginate microspheres as a carriethallows t
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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 topteparation (no strain protection in the
form of microspheres) resulted in the complete elimination of live probiotic cells.

1 Simultaneously stable oleogel formulations were developed, which also
included alginate carriers containing probiotic bacteriae Buthe absence of water in these
preparations, these systems do not require preservatives, making them an alternative to
emulsified formulations.

1 As a result of further work, the carrier was modified in order to increase the
survival rate of bacteria dimg storage and to maximally seal the structure of alginate
microspheresTapioca flour was selected as the prebiotic source due to its beneficial effect on
the growth ofLactobacillus caseduring fermentation in MRS brotf.he optimal alginate
tapioca mirospheres 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 agenessUlteabtained 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 biopolgrs 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 probiatistrain during longerm storage. The highest probiotic
strain survival rate was recorded for algindtegapioca flour microspheres coated with
hyaluronic acid and was 5.48 log/CFUAdgter 30 days of storage, the viability of the strain in
this carrier gstem remained at 89%.

1 Inthe 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 microbiomeitia studies included: assessment of
cytotoxicity and the effect on cell proliferation, analysis of the level of interleukik&dhd
IL-8 using the ELISA method, a wound healing test "scratch assay" and an assessment of the
effect of the cosmetic formuian 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 skinising 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 fibroblasfs to 5%. The data obtained in the
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wound healing test showed the potential of the formulation containing Mpregaration with
pro-regenerative properties. In addition, microbiological studies have shown that the
formulation containing MP limited the survival of pathogenic stralas doli, S. aureus

C. albicans C. neoformanscompared to the base formulatiaievoid 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.

1 Tosummarize, the research presented in this paper confirms titEvbleped
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 probiadtbsfiom degradation and excessive
(uncontrolled) reproduction. Furthermore, the obtainadtro andin vivostudy results confirm
the safety of the formulations, as well as demonstrate their antibacterial and microbiome
normalizing effects.
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Abstract: Alginates are the most widely used natural polymers in the pharmaceutical, food and
cosmetic industries. Usually, they are applied as a thickening, gel-forming and stabilizing agent.
Moreover, the alginate-based formulations such as matrices, membranes, nanospheres or micro-
capsules are often used as delivery systems. Alginate microparticles (AMP) are biocompatible,
biodegradable and nontoxic carriers, applied to encapsulate hydrophilic active substances, including
probiotics. Here, we report the methods most frequently used for AMP production and encapsulation
of different actives. The technological parameters important in the process of AMP preparation, such
as alginate concentration, the type and concentration of other reagents (cross-linking agents, oils,
emulsifiers and pH regulators), agitation speed or cross-linking time, are reviewed. Furthermore, the
advantages and disadvantages of alginate microparticles as delivery systems are discussed, and an
overview of the active ingredients enclosed in the alginate carriers are presented.

Keywords: alginate; microparticles; active substances; probiotics; encapsulation techniques

1. Introduction

“Microparticle” is the term used for spherical particles with diameters in the microme-
ter range, typically from 1 to 1000 um. Polymeric microparticles are usually formed by a
polymer matrix in which a smaller amount of an active compound could be immobilized [1].
Generally, taking into account the method of microparticle preparation, their morphology,
and the distribution of the encapsulated actives, microparticles can be divided into two
categories: “microspheres” and “microcapsules” [1-4].

Microspheres usually are characterized as matrix systems in which the active sub-
stance is homogeneously dispersed. In contrast, microcapsules are heterogenous particles
where a membrane shell surrounds the core (solid or liquid) and forms a reservoir with
an encapsulated active compound [1,5,6]. In some cases, to overcome problems with
the mechanical stability of such, the carriers and low-actives-loading, polymer-coated
microspheres are obtained [7,8].

Compared with other effective carriers of the active compounds, such as nanoparticles,
the advantage of the microcarriers is that they do not penetrate into the interstitium, and
thus act locally [5,9]. The choice of microcapsules over nanocapsules in the case of cosmetic
products can be an ideal solution for epidermal action, where the encapsulated ingredient
is designed to act on the top of the epidermis. Moreover, nanocapsules are not suitable,
due to their small size, to encapsulate active ingredients with larger than nano sizes,
including bacteria.

The microparticles can be prepared from a large variety of starting materials, both
natural and synthetic origin, and with different preparation techniques. Most drug deliv-
ery systems are prepared using natural polymers, such as polysaccharides (e.g., starch,
dextran, alginate, hyaluronic acid and chitosan) or proteins (e.g., collagen, gelatin and
albumin) [10,11]. Among synthetic polymers applied to obtain the carriers, there are

Polymers 2022, 14, 3834. https:/ /doi.org/10.3390 /polym14183834
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poly(lactide-co-glycolide) (PLGA), (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV),
poly(sebacic anhydride) and poly(e-caprolactone) [2]. Moreover, thermosensitive polymers,
e.g., poly(N-isopropyacrylamide) (PNIPAAm) [12], and pH-sensitive polymers (Eudragit
L100 and Eudragit S100) are used [13,14].

Among the natural raw materials used to obtain microparticles, alginates are the most
popular and deserve special attention. In the food industry, alginate-based formulations
are used as texture modifiers [15-17] or to improve the stability and long-term efficacy
of active compounds [18-20]. In the case of the cosmetic and pharmaceutic industries,
alginate systems are used to improve stability and to protect the encapsulated compounds
against external conditions, e.g., UV light, temperature [21-23], or gastric environments
in the case of oral application [24-27]. The alginate microparticles (AMP) are biocompati-
ble, biodegradable and nontoxic delivery systems allowed to encapsulate different active
substances, including probiotics [28-30].

The objective of this article was to provide a review of the techniques used for AMP
production. The most popular alginate encapsulation methods, such as the spray-drying
technique, extrusion and emulsification are described. The technological parameters im-
portant in the microencapsulation process and their impact on the quality of the alginate
carriers are discussed. Particular attention was paid to the microencapsulation of alginates
based on the emulsification technique, as the process allows to obtain small microparticles,
containing both hydrophilic and hydrophobic ingredients with high efficiency. Moreover,
the examples of the actives enclosed in the AMP, and their application in the food, pharma-
ceutical and cosmetic industries, are presented. Most scientific articles focus on applications
of AMP in the food and pharmaceutical industries [28,31-33]. Recently, the environmental
application of alginate carriers has also appeared more often [34]. However, the cosmetics
industry has not been the subject of wide scientific interest so far.

2. Alginate Characteristics

Alginates are natural polysaccharides, polyanionic polymers, obtained from marine
algae [35,36], usually from three species of marine brown algae, Phaeophyceae: Macro-
cystis pyrifera, Laminaria digitata and Laminaria saccharina. The structure of alginates de-
pends on the source of the sea algae, i.e., its species, geographic origin, or seasonal va-
rieties [37]. Alginates are unbranched copolymers of D-Mannuronic acid (M block) and
L-Guluronic acid (G block) linked by 3 (1-4) glycosidic bonds [37-43]. These blocks are
arranged in an irregular block pattern with different GG, MM and MG block proportions
(Figure 1) [30,35,37,38,42]. Blocks M and G are placed in the different locations along the
chain (e.g.,, MMMM, GGGG, MMGG, GMGM) and in various amounts [38].

~__Naooc O’Ho *Na'00C OH
NN _o/ T
o
= ‘O T OH
Naooc” ¢y 3

o

OH" +\aood
M M G G

Figure 1. Structure of sodium alginate.

Cross-Linking of Alginates

Monovalent metal ions with alginates form soluble salts, while divalent and multi-
valent cations (except Mg2+) form gels or precipitate. The affinity of alginates to various
cations and selective ion binding are the basis of the alginates’ ability to form hydrogels.
Alginates containing a large number of guluronic acid blocks form gels with much greater
strength compared with mannuronate-rich alginates because G blocks have a stronger
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affinity with divalent ions than M blocks [35]. The interaction of alginates with divalent
cations, which are in particular calcium cations, leads to the formation of biodegradable
gels [38]. Polymerization is based on the cross-linking of copolymers through ionic bonds
between Ca’* cations and alginate anions [38,44]. Each Na* cation ionically binds to only
one carboxyl group of the alginate chain, while the Ca* cation interacts with two carboxyl
groups that come from different polymer chains. The exchange of Na* ions into Ca?* ions
is relatively easy and takes place when an aqueous solution of sodium alginate is mixed
with a solution containing calcium ions [41]. The mechanical properties of the formed gels
are determined by both the concentration of divalent ions and the alginic acid salts in the re-
action mixture [38,44]. The distinctive molecular structure resulting from these interactions
is referred to as the “egg-box” model (Figure 2) [38,44-46]. It should be underlined that
only the G blocks take part in the cross-linking process. The homopolymers of G blocks
form ordered, three-dimensional regions wherein Ca?* ions are embedded like eggs in
a cardboard box [47].

AN - GG block

Figure 2. Scheme of an alginate gel formation by calcium cations (“egg—box” model).

The immediate cross-linking of alginates, due to the action of calcium ions, causes the
formation of particles of different diameters and different porosity [48]. The gel strength
increases with the increase in G blocks content. Moreover, the parameters of the cross-
linking process are important. Temperatures ranging from 60 to 80 °C are needed to
dissolve alginates in the water. Moreover, it is known that alginate gels are insoluble in
acidic environments [49]. Additionally, the technique used to obtain alginate particles
influences the capsule size, which can range in size from nanoparticles to macroparticles.
Macroparticles are particles larger than 1000 microns in size and are easily visible [50,51].
They are applied especially in the field of dietary supplements [52] or drugs [53-56]. The
size of microparticles ranges from 100 nanometres to 1000 um [57-59], and particles with a
diameter below 100 nanometres are classified as nanoparticles [60].

3. Alginate Encapsulation Techniques
Generally, microencapsulation techniques are classified into three groups [61-63]:

(a) Physical methods such as spray drying, extrusion, lyophilization, supercritical fluid
precipitation and solvent evaporation;

(b) Physico-chemical methods including coacervation, liposomes and ionic gelation;

(c) Chemical methods such as interfacial polymerization and molecular inclu-
sion complexation.

In the case of alginate capsules preparation, the most frequently used methods are the
spray-drying technique and either extrusion or emulsification/gelation [61].
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3.1. Spray-Drying Technique

The spray-drying technique is the oldest technique used in alginate capsules. The
concept of this method was first described in Samuel Percy’s patent in 1872 [64]. The
process was introduced commercially in the 1920s, but spray drying was fully applied on
a large scale in the early 1980s [65,66]. In this method, initially, a solution containing the
active ingredient should be prepared with the dissolved polymer matrix. The solution
is then pressurized and sprayed to form a “mist” in the drying chamber. Hot gas (air or
nitrogen) is also blown into the drying chamber. The hot gas makes it possible to evaporate
the solvent. The capsules are then transported to a cyclone separator for recovery [3]. In this
technique, the control of the product’s feed, gas flow and temperature is important [67,68].
Figure 3 shows a schematic representation of the spray-drying procedure [3,63].

Solution with dissolved

polymer and active
ingredient

l Hot gas

Nozzle
Mist
Cyclone
separator
Drying
chamber
Spray dried
microcapsule

Figure 3. Scheme of the spray-drying encapsulation technique.

The spray-drying technique is applicable to encapsulate different kind of actives.
Among substances encapsulated in alginate capsules, there were lipids [69] and hydro-
carbons such as cellulase [70], carvacrol [71], or insulin [72]. Unfortunately, the main
disadvantage of this method is the impossibility to encapsulate substances sensitive to
elevated temperature and pressure.

3.2. Extrusion Technique

Another technique that has been used for a long time for producing microparticles
is the extrusion technique [73]. It consists of the preparation of a hydrocolloid solution
(an aqueous dispersion of a natural or synthetic polymer), e.g., sodium alginate. Then,
the material for encapsulation is added to the solution, and the suspension is pressed into
droplets into the gelling or hardener solution, e.g., calcium chloride [3,30,39,49,67,74-77].
Depending on the scale (laboratory or pilot scale), a syringe needle or an extruder is used
for the process, respectively [39]. The size and shape of the obtained beads depend on
factors such as the diameter of the needle and the distance of the needle from the hardener
solution. This technique is the most popular in laboratory scale because of simplicity and
low cost of production [78]. However, the main limitation in the case of its application in
the large scale is the fact that microparticles are formed slowly [30].

3.3. Emulsification Technique

An alternative method commonly used to obtain alginate capsules is emulsification.

The emulsification technique is more expensive than the extrusion method because a large
amount of oil is needed to prepare the emulsion [79]. In this technique, the discontinuous
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phase (mixture of hydrocolloid and encapsulated material) is added to a large volume of
continuous oil phase oil [3,30,39,46,49,67]. In the case of food applications, vegetable oils
are used as a continuous phase, most often canola, sunflower or corn oils [78,80]. Addi-
tionally, to stabilize the droplets of the internal phase, an emulsifier should be added to
the mixture formed. The obtained water-in-oil emulsion is continuously homogenized by
stirring [3,30,39,49,67]. The speed of the emulsion mixing is a critical step because it affects
both the shape and size of the capsules formed [81]. Very large capsules (around 1000 um
in diameter or larger) can result in poorly coated structures and a coarse texture [82], which
in turn affects the dispersion quality of the capsules in the final product [79]. The final
emulsion containing alginate droplets is broken by adding calcium chloride solution and
centrifuged, thereby separating the oil and water phases to obtain microspheres [83,84].
Figure 4 shows a diagram of the encapsulation process using extrusion and emulsifica-
tion techniques [46,67].

3 D
2B

Sodium Alginate Material for
solution encapsulation
Extrusion Technique Emulsification Technique

Polymeric solution % CaCl,
with material for E

encapsulation

Drop in Calcium
Chloride solution

Polymeric solution
with material for
encapsulation

Calcium Alginate
beads

Figure 4. Scheme of the encapsulation process by extrusion (on the (left)) and by emulsification
technique (on the (right)).

The main difference between the two techniques is the sequence of combining the
alginate and calcium chloride solutions. The polymer solution containing the active ingre-
dient is introduced into the calcium chloride solution in the case of the extrusion technique
as opposed to the emulsification technique, where the CaCl, solution is dripped into the
polymer solution. Depending on the method used to obtain them, the calcium alginate
beads are called balls (gelled droplets obtained by extrusion technique) or capsules, in the
case of the products of the emulsification technique [85]. The main differences between
these alginate beads are listed below [49,78,85,86]:

e  The balls have a porous network, while the capsules have a liquid core (water or oil);
e  The dimensions of the balls are much larger than in the case of the capsules;
e The balls are uniform in size and shape in contrast to differing in size in capsules.

The differences in the morphology (structure) of both the microparticle types are
perfectly illustrated in images obtained by electron microscopy TEM and SEM [87].

To sum up, some advantages and disadvantages of the above-presented methods of
AMP preparation are summarized in Table 1.
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Table 1. Advantages and disadvantages of alginate microencapsulation methods [3,79,84,88-90].

Method Advantages Disadvantages
simple and cheap method
Aohissorharabilsslrants - slow formation of-mi?roparticles — a problem in
Extrusion no use of large amounts of oil and emulsifier a large-scale application )

in the case of probiotics, no damage to the - limited choice of encapsulated actives
probiotic cell and high viability
the possibility of encapsulating both
h}’ drophilic and‘ hydrophobic ingredients - higher costs than in the case of extrusion due to
high PIOCESS efﬁmency . the use of a large amount of oil and emulsifier
the possibility of obtaining smaller - toxicity of organic solvents and droplet

Emulsification microparticles than in extrusion and spray agglomeration due to solvent removal in the case
drying methods of microcapsules formed from a complex at the
easy to scale up and fewer restrictions on interface of emulsion droplets

Spray-drying

preparation devices
high survival rate of probiotics

- nonuniform capsules

lO_W cosf . ) ) - material losses due to the adherence of substance
hlgh efﬁm?ncy and quality of the obtained particles to the drying chamber

microparticles o . . - limitations in the choice of coating material
adaptable to most typical industrial devices - in the case of probiotics, the loss of viability due

to the high-temperature drying requirement

The data presented in Table 1 indicate that the currently used alginate encapsulation
techniques are not universal. All methods have some pros and cons, but among the others,
the emulsification is more universal. The method allows to obtain small microparticles,
containing both hydrophilic and hydrophobic ingredients with high process efficiency.
Moreover, the microencapsulation of alginates based on the emulsification technique could
be modified by differing the polymer gelling process.

4. Microencapsulation of Alginates Based on Emulsification Technique

The emulsification process is based on the mechanism of external or internal gelling.
Both water-in-oil (W/O) and oil-in-water (O/W) emulsions could be used to prepare
microparticles. Depending on the gelling system used, the obtained microparticles can
have different properties and thus different applications. The properties differentiating
the external and internal gelling are: pore size, stiffness, permeability and strength of the
matrix. Alginate microspheres prepared with external gelling have smaller pores and a
denser surface structure than inside the capsule. In turn, microspheres obtained by internal
gelling have a more homogeneous structure, which is associated with a more uniform
distribution of cations in the particle [91-94].

4.1. Alginate Microspheres Formed in a W/O Emulsion—External Gelation

In the external gelation emulsification method, an alginate solution containing the
encapsulated active substance is emulsified in the oil phase to form a W/O emulsion.
Next, a cross-linking compound, e.g., calcium chloride solution, is gradually added to the
emulsion [42,95-97]. The addition of CaCl, solution causes the droplets of the alginate
emulsion to gel and form microspheres [4,98]. The calcium chloride particles in the solution
migrate according to the principle of diffusion to the phase interface of the droplets of
the alginate emulsion (the dispersed phase), where they dissolve in the aqueous phase
and cause gelation to form the microspheres [98]. This step is followed with filtration and
rinsing to remove residual oil. In this method, the obtained microspheres consist of a soft
core and a rigid outer matrix [29,99].
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4.2. Alginate Microspheres Formed in a W/O Emulsion—Internal Gelation

In an internal gelation process, insoluble calcium crystals (e.g., calcium carbonate) are
dispersed in an aqueous polysaccharide solution and serve as an internal calcium source.
This mixture is emulsified in an oil phase containing a surfactant. Upon pH reduction, from
7.5 to 6.5, calcium (Ca?*) is released from the calcium complex causing gelation to form
calcium alginate. To lower the pH, usually an oil-soluble organic acid such as acetic acid is
gently added to the oil, causing immediate diffusion into the water phase. In this way, the
immediate lowering of the pH of the dispersed droplet, solubilizing the crystalline calcium,
causes rapid gelling [4,29,98,100].

Considering the gelation process, two successive reactions follow after diffusion of
the oil-soluble acid through the oil-water interface. Protons that diffuse into the aqueous
gel phase encounter evenly spaced calcium microcrystals, usually CaCO3, which causes
the immediate release of calcium ions (1) and in situ gelling of the alginate, creating a
homogenous gel network (2). Below is the course of the reactions taking place [29,100]:

2H* + CaCO;3 — Ca%* + HyO + CO, ()

Ca% + Na*G — Ca®*G + Na* @)

Internal gelation produces symmetrical microspheres with large pores and a low
matrix density compared with external gelation [29,101].

A schematic representation of microsphere formation with internal and external gela-
tion is shown in Figure 5 [4,29,98].

A) 0il External Washed
phase Emulsification gelation microspheres

[l
fal [
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el |

(B) oil Internal Washed
phase Emulsification gelation microspheres

L
el |
(Al
el

Figure 5. Schematic representation of microsphere formation with emulsification coupled with
external (A) and internal gelation (B). (A) 1. Continuous oil phase. 2. Emulsifying an alginate
solution in the oil phase (creating a W/O emulsion). 3. Addition of CaCl, solution to the oil phase
(external gelation of the alginate microspheres). 4. Washed alginate microspheres. (B) 1. Continuous
oil phase. 2. Emulsifying an alginate solution (containing an insoluble calcium source) in the oil phase
(creating a W/O emulsion 3. Solubilization of the calcium source by adding acid and lowering the pH
inside the beads (internal gelation of the alginate microspheres). 4. Washed alginate microspheres.
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4.3. Gelation at the Interfacial Area of Emulsion (Complexation)

One method of forming an emulsion is to deposit the polymer at the interface of
the emulsion droplets and then remove the solvent used [102]. The polymer coating that
deposits the polymer at the interface is stabilized with covalent or physical intermolecular
forces due to the addition of a cross-linking agent. The scheme of creating microcapsules in

this way is shown in Figure 6 [4,29].

Alginate
solution

S

Adding oil phase
containing drug

Adding
crosslinker

<
N—

Washed
microcapsules

-
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Figure 6. Schematic representation of microcapsule formation. 1. Alginate solution. 2. The oil phase,
containing the encapsulating ingredients, is emulsified in the alginate solution. 3. The addition of
CaCl, solution and formation of alginate microcapsules at the interface of the oil droplets. 4. The
solvent is removed, and the microcapsules are isolated and washed.

In this method, microcapsules are synthesized in an aqueous solution and at the
interface of oil drops. The preparation of alginate microcapsules is accomplished by
mixing the encapsulated component (usually hydrophobic drugs) with an organic solvent
such as ethanol or acetone to form the inner phase (oil phase) of the microcapsules [103].
The previously prepared mixture is added to the alginate solution containing, among
others, Tween 80 as a surfactant. It is then subjected to homogenization or sonication
to produce an O/W emulsion. The calcium chloride solution is slowly added to the
formed emulsion, which causes the alginate to cross-link and form microcapsules. The
core of the so-prepared microcapsules consists of an oily liquid surrounded by a single
polymer layer. The microcapsule suspension is equilibrated for several hours. Finally, the
solvent is removed under reduced pressure and the microcapsules formed are washed and
isolated [42,104,105]. Capsules of different row sizes can be obtained with this method. It
has been used for encapsulating, among others, testosterone [106] or essential oils [107].

In the case of the emulsification technique, core/shell microparticles with a liquid core
are formed. However, the latest few reports also characterized the AMP with a solid core.
For example, in a recent paper by Dubashynskaya et al., microparticles consisting of a core
made of partially deacetylated chitin nanowhiskers and an alginate shell were used for the
topical drug delivery of metronidazole [108].

5. Factors Influencing the Alginate Microparticle Formation Process

During the manufacture of AMP, regardless of the technique used, various factors are
key parameters. The alginate concentration, type and concentration of cross-linking vector,
type of oil, emulsifiers, pH regulator, agitation speed and cross-linking time influence the
quality of alginate microparticles (size, shape, stability and encapsulation efficiency).

5.1. Concentration of Sodium Alginate

Chan et al. [109] highlighted the effect of alginate concentration on the size of beads
prepared by use of the extrusion method. They observed that the concentration of alginate
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