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Wykaz ważniejszych skrótów i oznaczeń 

SM – stratum microbium 

AZS – atopowe zapalenie skóry 

FOS – fruktooligosacharydy  

GOS – galaktooligosacharydy  

ISAPP – Międzynarodowe Stowarzyszenie Naukowe Probiotyków i Prebiotyków (ang. The 

International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics) 

MP – mikrosfery polimerowe  

EE – efektywność enkapsulacji 

SEM – skaningowa mikroskopia elektronowa 

TEM – transmisyjna mikroskopia elektronowa 

FTIR – spektroskopia w podczerwieni z transformacją Fouriera 

DoE – planowanie doświadczeń (ang. Design of Experiments) 

ATCC – American Type Culture Collection 

MRS – De Man-Rogosa-Sharpe 

DSM – Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturenn  

PCM – Polska Kolekcja Mikroorganizmów  

TSB – Tryptic soy broth 

S – Sabouraud broth 

BPA – Baird Parker agar 

TSA – Tryptic soy agar 

CFU – jednostka tworząca kolonię (ang. Colony Formit Unit) 

DMEM – Dulbecco's Modified Eagle Medium 

HaCaT – ludzkie keratynocyty 

HSF – ludzkie fibroblasty skóry 

PBS – sól fizjologiczna buforowana fosforanem  

FBS – płodowa surowica bydlęca 

BSA – albumina surowicy bydlęcej 
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1. Wprowadzenie 

Ludzka skóra jest złożonym ekosystemem, w którym obecne są różnorodne bakterie, 

grzyby czy wirusy, nazywane ogólnie mikrobiomem skóry, Stratum microbium (SM). Przydatki 

skóry: mieszki włosowe, gruczoły łojowe, gruczoły potowe, a także warstwa rogowa naskórka, 

są skolonizowane przez unikalną mikroflorę. Po raz pierwszy różnorodność mikrobiomu skóry 

opisały w 2011 roku Elizabeth Grice i Julia Segre [1]. Obecnie naukowcy zwracają uwagę na 

istotną rolę, jaką mikrobiom skóry odgrywa w prawidłowym jej funkcjonowaniu: ochronie 

przed drobnoustrojami chorobotwórczymi, wzmacnianiu układu odpornościowego, czy 

zdolności do rozkładu i produkcji różnych związków [2–6]. Mikrobiota skóry jest pierwszą 

linią obrony przed negatywnymi czynnikami środowiskowymi. Przyczynia się do obrony 

immunologicznej gospodarza, a jednym z mechanizmów jej działania jest hamowanie wzrostu 

patogenów poprzez produkcję substancji bakteriobójczych. Mikrobiota bierze również udział 

w rozwoju odporności adaptacyjnej poprzez dostosowanie lokalnej produkcji cytokin  

i wzmocnienie odporności wrodzonej poprzez zwiększenie produkcji białek 

przeciwbakteryjnych [7]. 

Niestety niewłaściwa higiena, mycie i codzienna pielęgnacja skóry mogą zaburzać 

prawidłowe funkcjonowanie SM, stając się przyczyną nadmiernego wysuszenia skóry, czy 

zmian chorobowych np. atopowego zapalenia skóry. Dlatego wpływ preparatów 

kosmetycznych na mikrobiom skóry i konieczność stosowania surowców przyjaznych dla SM, 

czy uzupełnianie formulacji o surowce z grupy pro- i prebiotyków stało się nie tylko 

przedmiotem badań naukowych [8,9], ale jednym z wiodących trendów na rynku produktów 

kosmetycznych.  

Temat stał się szczególnie istotny w dobie pandemii Corona virusa, gdzie wymóg mycia 

i dezynfekcji rąk był jednym z elementów reżimu sanitarnego.  Stosowanie preparatów 

higienicznych i dezynfekcja skóry skutecznie ją oczyszczają, usuwając z powierzchni oprócz 

zanieczyszczeń i mikroorganizmów chorobotwórczych również składniki mikrobiomu skóry 

[10]. 

Substancje pro- i prebiotyczne od lat stosowane są z powodzeniem jako składniki 

suplementów diety. Obowiązujące definicje tych pojęć zostały zasadniczo opracowane dla 

potrzeb zastosowania jako suplementów diety. Według FAO/WHO probiotyki są “żywymi 

mikroorganizmami, które podawane w odpowiednich ilościach przynoszą korzyści zdrowotne 

gospodarzowi” [11]. W kosmetyce terminy te są używane szerzej. Żywe mikroorganizmy mogą 

być stosowane w produktach kosmetycznych tylko w bardzo ograniczonym zakresie, ponieważ 
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ich żywotność i działanie są trudne do kontrolowania [10,12]. Ograniczenia wynikają również  

z wymogów dotyczących czystości mikrobiologicznej produktów kosmetycznych [13]. 

 Aby stosować żywe bakterie w preparatach kosmetycznych, należy pominąć środki 

konserwujące, co z punktu widzenia bezpieczeństwa kosmetyków, wymogów stawianych 

jakości produktów kosmetycznych (Rozporządzenie nr 1223/2009 dotyczące produktów 

kosmetycznych), jest niemożliwe, zwłaszcza w przypadku produktów zawierających  

w składzie wodę.  

2. Mikrobiom skóry 

Skóra jest największym organem ludzkiego ciała. Jest to ekosystem o powierzchni około 

2 m2, a biorąc pod uwagę jej złożoność, (5 milionów przydatków skóry), powierzchnia 

całkowita znacznie wzrasta do około 25 m2, co czyni ją największym organem w ciele [14–16]. 

Podstawową rolą skóry jest funkcja bariery fizycznej, która chroni organizm przed 

potencjalnym atakiem obcych osobników lub też toksycznych substancji [1]. Skóra to także 

interfejs ze środowiskiem zewnętrznym, skolonizowana przez różnorodne grupy 

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

jako: gatunki osiadłe, czasowe oraz przejściowe [17,18]. Mikroorganizmy oraz roztocza 

znajdują się na powierzchni skóry, ale również głęboko we włosach, czy też gruczołach, 

tworząc mikrobiom skóry – Stratum microbium (SM) (Rysunek 1) [1].  

 

Rysunek 1. Schemat budowy skóry.  
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Składniki mikrobiomu skóry są w głównej mierze nieszkodliwe, a w niektórych przypadkach 

ich obecność zapewnia funkcje życiowe gospodarza, czyli jest wręcz przydatna dla żywiciela. 

Mikroorganizmy żyjące „w zgodzie” z gospodarzem, czyli mikroorganizmy symbiotyczne  

i komensalne, zajmują wiele nisz na skórze oraz chronią przed kolonizacją organizmów 

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

drobnoustrojów zamieszkujących skórę opierało się na technikach hodowli komórkowej. 

Jednak mniej niż 1% gatunków bakterii ma możliwość wzrostu w warunkach laboratoryjnych, 

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

nadprezentowane były bakterie i grzyby, do których zalicza się gatunki 

Staphylococcus lub Malassezia [21]. Ostatnie postępy dotyczące technologii amplifikacji  

i sekwencjonowania DNA pozwalają pominąć etapy hodowli komórkowej  

i zrewolucjonizowały spojrzenie na społeczności mikroorganizmów bytujących na skórze. 

Wykorzystując metodologię sekwencjonowania DNA można analizować mikrobiom z większą 

precyzją oraz dokładnością. Analiza ta oparta jest na sekwencjonowaniu genu 16S 

rybosomalnego RNA (rRNA)  i wykazała, iż większość bakterii skórnych zalicza się do jednej 

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

także drobnoustroje niebakteryjne, do których zalicza się gatunki grzybów - Malassezia oraz 

Demodex (roztocze) [1,17]. Podejście molekularne wykazało również, iż kolonizacja bakterii 

zależy od fizjologii miejsca na ciele człowieka. Na skórze wyróżnia się trzy główne siedliska: 

wilgotne, łojowe oraz suche, co ma wpływ na charakterystyczną w tych okolicach mikrobiotę 

(Rysunek 2A) [1,22]. 
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Rysunek 2. A) Rozkład mikrośrodowisk na ludzkiej skórze, B) Czynniki wewnętrzne i zewnętrzne wpływające na mikrobiom skóry.  

A)  B) 
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Skład gatunkowy, liczebność i rozmieszczenie na powierzchni skóry mogą różnić się też  

w zależności od czynników wewnętrznych i zewnętrznych. Oprócz różnic wynikających  

z uwarunkowań anatomicznych zmienność i obfitość flory bakteryjnej skóry jest zależna od 

wieku, płci, pory roku, pochodzenia etnicznego, jak również od stresorów takich jak: urazy 

fizjologiczne i niepokój psychiczny. Czynnikami przyczyniającymi się do różnorodności 

mikrobiomu skóry są także czynniki środowiskowe: klimat, wpływ temperatury, 

promieniowanie UV, ale również styl życia (Rysunek 2B) [19,23].   

Skóra jest organem ulegającym ciągłej regeneracji [24,25]. Różnice w składzie warstwy 

rogowej naskórka mogą powodować dysbiozę, która wpływa na różnorodność gatunków 

komensalnych oraz ich liczebność [26]. Brak równowagi w mikrobiocie skóry może 

powodować szereg schorzeń skóry  (Rysunek 3) [23].   

 

Rysunek 3. Skutki dysbiozy na skórze człowieka.  

 

Wówczas, gdy funkcja bariery skórnej zostaje zaburzona, może nastąpić zaostrzenie objawów 

przewlekłych chorób skóry, do których zalicza się atopowe zapalenie skóry 

[14,15,19,22,23,27–29], łuszczycę [14,15,19,23,28] oraz trądzik [14,15,19,23,28,29]. Kiedy na 

skórze występuje dysbioza, a różnorodność mikrobiomu zostaje zakłócona, jako modulatory 

przywracające równowagę mikrobiologiczną mogą zostać wykorzystane substancje z grupy 

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

Prebiotyki i probiotyki są szeroko stosowane w przemyśle spożywczym, suplementów 

diety czy farmaceutycznym, ze względu na przypisywane im korzyści zdrowotne. W przypadku 

produktów spożywczych i farmaceutycznych probiotyki stosowane są do regulacji mikrobiomu 

jelit oraz w walce z antybiotykoopornością. Wzrost oporności na antybiotyki i skutki uboczne 

stały się przyczyną poszukiwania terapii alternatywnych. Oporność na antybiotyki stanowi 

poważne zagrożenie dla współczesnej medycyny i zdrowia publicznego na świecie. Szacuje 

się, że globalną śmiertelność związaną z opornością na antybiotyki można przypisać około  

1,3 miliona zgonów [31,32], a według przewidywań wzrośnie do 10 milionów zgonów na 

całym świecie do 2050r. [33]. Ostatnie badania wykazały, że suplementacja probiotykami ma 

obiecujące perspektywy aplikacyjne. Może przywrócić równowagę mikroflory przewodu 

pokarmowego i zapobiegać dysbakteriozie wywołanej antybiotykami, pośrednio wpływa 

hamująco na  rozwój pałeczek Helicobacter pylori (H. pylori) [34], bakterii odpowiedzialnych 

za zapalenie żołądka oraz chorobę wrzodową żołądka i dwunastnicy. Rozpoczęte przez Grice, 

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

dowodzą, że probiotyki stanowić mogą nie tylko alternatywę w walce z antybiotykoopornością 

czy chorobą wrzodową żołądka, ale również mogą być pomocne w przypadku leczenia chorób 

skóry. Stosowanie probiotyków w preparatach miejscowych może stanowić uzupełnienie 

mikroflory skóry, która została dotknięta stanem zapalnym m.in AZS, skóry suchej lub 

wrażliwej [30]. Przywrócenie równowagi w SM skóry przełoży się na prawidłowe 

funkcjonowanie bariery skórnej i redukcję stanów zapalnych związanych m.in z przerwaniem 

jej integralności i namnażaniem bakterii patogennych. 

Wzrost zainteresowania drobnoustrojami kolonizującymi ludzkie ciało, a nie tylko tymi, 

które je zakażają, doprowadził do wielu badań próbujących regulować skład mikrobiomu  

i badać wpływ zmiany składu na zdrowie człowieka. Światowy rynek pre- i probiotyków stale 

rośnie, co częściowo przypisuje się świadomości konsumentów dotyczących korzyści 

zdrowotnych wynikających z ich spożycia [17,29]. Obejmuje to zastosowania kosmetyczne, 

gdzie przewiduje się, że rynek probiotyków wzrośnie o 12% w ciągu najbliższych dziesięciu 

lat, a motorem napędowym będzie Ameryka Północna [35]. Obowiązujące definicje tych pojęć 

zostały zasadniczo opracowane na podstawie ich stosowania, jako suplementów diety [36].  
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3.1. Substancje prebiotyczne 

Prebiotyki są powszechnie definiowane, jako „niestrawne składniki żywności, które po 

spożyciu w wystarczających ilościach selektywnie stymulują wzrost i/lub aktywność jednego 

lub ograniczonej liczby drobnoustrojów w okrężnicy, co daje udokumentowane korzyści 

zdrowotne” [37,38]. Można je pozyskać z naturalnych źródeł, takich jak bulwy dalii, korzeń 

cykorii, czosnek, cebula, por, karczoch, szparagi, siemię lniane, soja, a także z mleka krowiego 

[17]. Prebiotyki znajdujące się w suplementach diety to węglowodany składające się z różnych 

typów monomerów o krótkim lub długim łańcuchu. Monomery te są połączone za pomocą 

wiązań, które nie są rozkładane przez ludzkie enzymy trawienne, ale są wykorzystywane przez 

specyficzne szczepy bakteryjne. Wśród substancji uznawanych za prebiotyki występujących  

w suplementach diety wymieniane są głównie [39]:  

✓ fruktany, fruktooligosacharydy (FOS) lub inulina, 

✓ galaktooligosacharydy (GOS), złożone z monomerów galaktozy, 

✓ laktuloza, disacharyd złożony z galaktozy i fruktozy.  

FOS i GOS obecnie dominują w kategorii prebiotyków, o czym świadczą liczne badania nad 

ich działaniem prebiotycznym [38]. Nową klasę związków, które mogą również spełniać 

kryteria prebiotyków stanowią polifenole roślinne. Szacuje się, że 90–95% polifenoli w diecie 

nie jest wchłaniane w jelicie cienkim, a zatem dociera do okrężnicy, gdzie ulegają rozległej 

biotransformacji przez mikrobiotę okrężnicy [40]. Coraz więcej dowodów wskazuje, iż 

korzyści zdrowotne wynikające ze spożycia polifenoli zależą od wykorzystania ich przez 

mikroorganizmy i wytwarzanych metabolitów, a nie od związków macierzystych [41]. Dowody 

te rozszerzają koncepcję prebiotyczną poza niestrawne oligosacharydy, takie jak FOS i GOS. 

Jednak potrzeba więcej badań wskazujących na korzyści zdrowotne, aby wykazać ich status 

prebiotyczny. 

W kosmetykach termin „prebiotyk” jest stosowany w szerszym kontekście, tzn. jako 

substancje, które mogą zostać wykorzystane przez „dobre” bakterie lub też, jako substancje 

wytwarzane przez mikroorganizmy (są one również często określane, jako składniki 

probiotyczne w odniesieniu do kosmetyków). Producenci kosmetyków definiują substancje 

prebiotyczne następująco: „Prebiotyki są źródłem pożywienia dla pożytecznych 

drobnoustrojów, aby zapewnić im przewagę konkurencyjną. Dając im pożywienie, rozmnażają 

się i rozwijają, wykluczając w ten sposób chorobotwórcze (szkodliwe) bakterie” [38].  
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3.2. Substancje probiotyczne 

Zgodnie z ogólnie przyjętą definicją ustanowioną przez FAO/WHO „probiotyki są 

żywymi mikroorganizmami, które podawane w odpowiednich ilości przynoszą korzyści 

zdrowotne gospodarzowi” [11,37]. Najpowszechniejszymi probiotykami są przedstawiciele 

rodzajów Lactobacillus i Bifidobacterium. Natomiast składniki pochodzące z Lactococcus, 

Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus i Saccharomyces są stosowane zdecydowanie 

rzadziej. Należy zauważyć, że probiotyczne są tylko określone szczepy, a nie gatunek [37,39].  

Dodatkowo różne szczepy mogą mieć odmienne właściwości probiotyczne, a parametrów 

jednego szczepu, nie można odnosić w stosunku do innego szczepu, nawet jeśli należą do tego 

samego gatunku [37]. Na ten fakt należy zwrócić uwagę przy doborze odpowiedniego szczepu 

do konkretnych zastosowań. W branży kosmetycznej termin „probiotyk” jest używany szerzej. 

Żywe mikroorganizmy mogą być stosowane w produktach kosmetycznych tylko  

w bardzo ograniczonym zakresie, ponieważ ich żywotność, czystość i działanie są trudne do 

kontrolowania [29]. Aby stosować żywe bakterie w preparatach kosmetycznych, należy 

pominąć środki konserwujące, co z punktu widzenia bezpieczeństwa kosmetyków, wymogów 

stawianych produktom kosmetycznym (Rozporządzenie nr 1223/2009 dotyczące produktów 

kosmetycznych) jest bardzo trudne. Grupę surowców, łączących korzyści zdrowotne dla skóry 

mogą stanowić substancje, które nie są bezpośrednio żywymi bakteriami, ale zostały uzyskane 

za pomocą bakterii probiotycznych. Wśród takich probiotycznych składników kosmetycznych 

można wyróżnić cztery kategorie [12,39]:  

1. Produkty fermentacji – w takim produkcie bakterie probiotyczne rosną w specjalnej 

pożywce, później są jednak odfiltrowywane, ale roztwór zawiera ich metabolity, takie jak: 

aminokwasy, witaminy lub substancje przeciwutleniające. 

2. Lizaty komórkowe – bakterie nie są odfiltrowywane z pożywki, jednak są 

unieczynniane, a w takim roztworze można znaleźć składniki ich struktur komórkowych. 

3. Surowce po tyndalizacji – bakterie giną na skutek ogrzewania, zanim zostaną one 

wprowadzone do preparatu. Martwe drobnoustroje nie mają możliwości namnażania się na 

skórze, a składniki ich komórek oraz metabolity wywierają działanie immunomodulujące 

hamując rozwój patogenów.  

4. Żywe bakterie probiotyczne – do produktu kosmetycznego dodawane są żywe kultury 

bakterii, jednak w tym wypadku pojawiają się wspomniane wyżej ograniczenia dla stosowania 

konserwantów, które wpływają negatywnie również na „dobre” bakterie w formulacji. Z tego 
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względu, większość produktów zawiera w swoim składzie probiotyki w formie martwych 

komórek mikroorganizmów.  

Spośród wyżej wymienionych kategorii największą popularnością cieszy się pierwsza grupa 

składników probiotycznych [29]. Metabolity bakterii probiotycznych (witaminy, aminokwasy, 

przeciwutleniacze) otrzymywane w procesie fermentacji stanowią popularny składnik wielu 

produktów kosmetycznych.  

Biorąc pod uwagę najczęściej stosowane w produktach kosmetycznych bakterie, czyli bakterie  

kwasu mlekowego ( Lactobacillus) w kosmetykach można znaleźć trzy grupy składników [39]:  

✓ produkty fermentacji Lactobacillus (INCI: Lactobacillus Ferment) 

✓ filtraty produktów fermentacji Lactobacillus (INCI: Lactobacillus Ferment Filtrate) 

✓ lizaty bakteryjny Lactobacillus (INCI: Lactobacillus Lysate).  

W 2021r.  Międzynarodowe Stowarzyszenie Naukowe Probiotyków i Prebiotyków (ISAPP),  

w odniesieniu do żywności, zaproponowało również dodatkową definicję – postbiotyków, która 

oznacza „preparat nieożywionych mikroorganizmów i/lub ich składników, który zapewnia 

korzyść zdrowotną gospodarzowi” [42]. Porównując te dwa pojęcia, wydaje się, że rozróżnienie 

między nimi staje się jasne, ponieważ probiotyki są ewidentnie definiowane jako „żywe 

mikroorganizmy”, a postbiotyki jako „nieożywione mikroorganizmy”. Podążając tym tokiem 

myślenia, wprowadzenie terminu „postbiotyk” było próbą opisania produktu składającego się 

z martwych mikroorganizmów, frakcji i lizatów lub metabolitów wydzielanych przez żywe 

mikroorganizmy lub uwalnianych po lizie komórkowej. Należą do nich enzymy, peptydy, 

kwasy tejchojowe, białka powierzchniowe komórek, polisacharydy i kwasy organiczne, które 

promują korzyści zdrowotne dla gospodarza [43–46]. Jednak mimo tego podziału 

wprowadzonego w przemyśle spożywczym, w  kontekście surowców kosmetycznych termin 

ten pojawia się bardzo rzadko, a metabolity takie jak lizaty komórkowe, produkty fermentacji 

czy surowce po tyndylizacji określane są nadal terminem „probiotyk” lub „surowce 

probiotyczne” [29]. W opublikowanych badaniach można znaleźć szereg różnych terminów 

odnoszących się do tego typu surowców: surowce probiotyczne, nieżywotne probiotyki, 

probiotyki zabite ciepłem, czy probiotyki tyndalizowane [36]. Według opisanych w literaturze 

wyników badań, również takie formy surowców zawierające martwe organizmy, wykazują 

korzystne efekty biologiczne [47]. Zastosowane jako składniki kosmetyków, pozytywnie 

wpływają na stan skóry: wykazują działanie  nawilżające, łagodzą stany zapalne skóry oraz 

fotouszkodzenia skóry wywołane promieniowaniem UV oraz poprawiają kondycję, objętej 

atopowym zapaleniem, skóry [17,25,26,47–53].  W ten sposób substancje probiotyczne 
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składające się zarówno z żywych, jak i martwych komórek lub metabolitów mikroorganizmów 

mogą pomóc w zapobieganiu chorobom zapalnym i alergicznym [54]. Badania kliniczne 

wykazały, iż stosowanie lizatu Bifidobacterium longum jest skuteczne w leczeniu wrażliwej  

i suchej skóry [48,49]. W przypadku badań ex vivo ekstraktu z Bifidobacterium longum 

przeprowadzonych przez Guéniche i współautorów [48] stwierdzono statystycznie istotną 

poprawę w porównaniu z placebo, parametrów związanych ze stanem zapalnym, takich jak 

zmniejszenie rozszerzenia naczyń, obrzęk i uwalnianie TNF-α. Ponadto, u ochotników, którzy 

stosowali krem z ekstraktem bakteryjnym zaobserwowano znaczny spadek wrażliwości  

i suchości skóry po 29 dniach stosowania preparatu.  

Kim i współautorzy [47] wykazali, że dwutygodniowe stosowanie Lactobacillus sakei probio 

65 (zarówno żywych, jak i martwych) istotnie hamowało rozwój zmian skórnych podobnych 

do atopowego zapalenia skóry (poziomy immunoglobuliny E w surowicy były znacząco 

obniżone) w porównaniu z grupą kontrolną. Wyniki badań przeprowadzonych przez Jung’a  

i in. [50] na modelu zrekonstruowanego naskórka Keraskin™ potwierdziły, że lizaty 

Lactobacillus rhamnosus wpływają pozytywnie na funkcję barierową skóry. Zastosowanie 

lizatu bakteryjnego na Keraskin™ zwiększyło ekspresję białek połączeń ścisłych: klaudyny  

i okludyny oraz białek barierowych skóry, m.in. filagryny. Ponadto cytotoksyczność substancji 

drażniącej skórę, laurylosiarczanu sodu (SLS), została złagodzona przez wstępne leczenie 

lizatem, a jego zastosowanie osłabiło również niszczenie desmosomów na skutek działania 

SLS.  

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

probiotycznego L. reuteri DSM 17938 w miejscowych zastosowaniach na skórę, wykorzystując 

dwa modele: pierwszy – ex vivo skupiający się na działaniu przeciwzapalnym i barierowym na 

skórę oraz drugi – in vitro skupiający się na działaniu przeciwdrobnoustrojowym. Badania 

wykazały, że zastosowanie zarówno żywych bakterii, jak i lizatu L. reuteri DSM 17938 

zmniejszyło prozapalne działanie IL-6 i IL-8. Ponadto żywa forma L. reuteri DSM 17938 

wykazała działanie przeciwbakteryjne przeciwko patogennym mikroorganizmom skóry  

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

takiej aktywności. Wobec powyższych wyników żywa postać L. reuteri DSM 17938 może być 

stosowana w leczeniu problemów skórnych związanych z fotostarzeniem, przerostem bakterii 

oraz nawilżeniem skóry. Z kolei lizaty bakteryjne mogą być stosowane w pielęgnacji skóry, 

gdzie potrzeba działania przeciwzapalnego. W związku z tymi wynikami stosowanie żywych 
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mikroorganizmów może wydawać się niezwykle obiecujące w kontekście preparatów 

stosowanych miejscowo na skórę [37]. 

Rola pro- i prebiotyków jest badana pod kątem ich zdolności do wspierania korzystnej flory 

bakteryjnej, wzmacniania funkcji bariery skórnej i potencjalnego odwrócenia skutków 

starzenia. Probiotyki równoważą SM poprzez namnażanie korzystnych bakterii na skórze, 

poprawiając w ten sposób jej naturalne mechanizmy obronne i integralność bariery, podczas 

gdy prebiotyki odżywiają te korzystne bakterie, promując zrównoważony mikrobiom, który 

wspiera ogólne zdrowie skóry [55]. Razem te elementy biotyczne (synbiotyki) mogą stanowić 

synergistyczne podejście do pielęgnacji skóry, co znajduje potwierdzenie w publikacjach 

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

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

skutkowało niższą częstością występowania infekcji dróg oddechowych u niemowląt  

w porównaniu z dziećmi otrzymującymi placebo. Z kolei w badaniu Wu i in. [57] synbiotyczna 

kombinacja L. salivarius i FOS wykazała większą skuteczność działania niż sam prebiotyk  

w leczeniu umiarkowanego do ciężkiego atopowego zapalenia skóry u dzieci.  

Pomimo faktu, iż na rynku kosmetycznym coraz więcej kosmetyków zawiera „probiotyki” 

będące głównie produktami fermentacji probiotycznej istnieje duże zainteresowanie 

wykorzystaniem żywych bakterii w pielęgnacji skóry suchej i wrażliwej lub leczeniu chorób 

zapalnych skóry [51,58]. Badanie przeprowadzone przez Peral i in. [59] wykazało, że 

miejscowe zastosowanie żywego Lactobacillus plantarum hamowało stan zapalny  

i przyspieszyło gojenie ran u pacjentów z przewlekłymi owrzodzeniami żylnych kończyn 

dolnych. Miejscowe zastosowanie L. plantarum na zmiany (25–60 cm2) u 14 pacjentów chorych 

na cukrzycę i 20 pacjentów bez cukrzycy spowodowało oczyszczenie, utworzenie tkanki 

ziarninowej i całkowite wygojenie rany po 30 dniach u 43% pacjentów z cukrzycą i u 50% 

pacjentów bez cukrzycy. Komórki z łożysk owrzodzeń zebrane po leczeniu L. plantarum przez 

10 dni wykazały zmniejszenie odsetka komórek polimorfonuklearnych, apoptotycznych  

i martwiczych oraz zmodyfikowanie produkcji IL-8 (wartości IL-8 wzrosły po 5 dniach 

leczenia, a następnie spadły po 10 dniach), a w efekcie przyspieszyło gojenie się ran.  

Z dostępnych danych literaturowych wynika, że zastosowanie żywych bakterii  

w preparatach kosmetycznych wiąże się z dużymi trudnościami. Z jednej strony kontrola 

namnażania się drobnoustrojów, zachowanie zgodnie z wymogami na odpowiednim poziomie, 

czystości mikrobiologicznej produktu, z drugiej ochrona probiotycznych mikroorganizmów 
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przed działaniem zawartych w produkcie środków konserwujących. Na polskim rynku znajduje 

się jeden produkt w formie preparatu dwufazowego firmy Moliv, w którym w części bezwodnej 

znajdują się unieczynnione mikroorganizmy (wysuszone rozpyłowo), w drugiej znajduje się 

właściwa emulsja. A więc bakterie probiotyczne nie mają kontaktu ze środkami 

konserwującymi, tak jak miałoby to miejsce w przypadku preparatu emulsyjnego 

zawierającego w swoim składzie wodę. 

Metodą pozwalającą na przezwyciężenie wyżej wymienionych ograniczeń oraz wprowadzenie 

żywych bakterii do kosmetyku może być mikroenkapsulacja i inkorporacja do formulacji 

nośnika, wewnątrz którego zamknięte są żywe bakterie probiotyczne. Wybór odpowiedniego 

materiału powłoki jest kluczowy dla stabilności uzyskanych cząstek i zapewnienia 

odpowiedniej ochrony mikroorganizmów.  

4. Mikrocząstki polimerowe jako nośniki składników aktywnych 

 „Mikrocząstki” to termin używany dla kulistych cząstek o średnicach rzędu 

mikrometrów (zwykle od 1 µm do 1000 µm). Polimerowe mikrocząstki są zwykle formowane 

przez matrycę polimerową, w której można unieruchomić mniejszą ilość związku aktywnego 

[60]. Biorąc pod uwagę metodę przygotowania, morfologię mikrocząstek i dystrybucję związku 

aktywnego, można wyróżnić dwie kategorie mikrocząstek: „mikrosfery” i „mikrokapsułki” 

(Rysunek 4) [60–62].  

 

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

mikrosfery. 

Mikrosfery są zazwyczaj charakteryzowane jako układy matrycowe, w których substancja 

czynna jest jednorodnie rozproszona. Natomiast mikrokapsułki są cząstkami heterogenicznymi, 

w których rdzeń (stały lub ciekły) otoczony jest powłoką i tworzy układ z zamkniętym w niej 

związkiem aktywnym [60,63,64]. W niektórych przypadkach, aby przezwyciężyć problemy 
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związane ze stabilnością mechaniczną takich układów, opracowywane są nośniki powlekane 

dodatkowo substancjami uszczelniającymi ich strukturę  [65,66].  

4.1. Alginiany - charakterystyka 

Jednym z najczęściej stosowanych biopolimerowych elementów budulcowych do 

budowy mikrożeli jest alginian – polisacharyd wyizolowany z alg morskich [67,68], zwykle  

z trzech gatunków brunatnic morskich, Phaeophyceae: Macrocystis pyrifera, Laminaria 

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

aktywnych ze względu na jego biodegradowalność, biokompatybilność, opłacalność, prostotę  

i nietoksyczność [69]. Struktura alginianu zależy od źródła glonów morskich, czyli dokładnie 

od gatunku glonów, pochodzenia geograficznego lub odmian sezonowych [70]. Alginiany to 

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

G) połączone wiązaniami β (1-4) glikozydowymi (Rysunek 5) [70–76]. 

 

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

Bloki te są ułożone w nieregularny wzór z różnymi proporcjami bloków GG, MM i MG 

(Rysunek 6) [67,69–71,75]. Elementy M i G są umieszczone w różnych lokalizacjach wzdłuż 

łańcucha (np. MMMM, GGGG, MMGG, GMGM) i w różnych ilościach [71].  

 

Rysunek 6. Struktura alginianu sodu. 
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Jednowartościowe jony metali z alginianem tworzą rozpuszczalne sole, natomiast 

dwuwartościowe i wielowartościowe kationy (z wyjątkiem Mg2+) tworzą żele lub osady. 

Alginiany zawierające dużą liczbę bloków kwasu guluronowego tworzą żele o znacznie 

większej stabilności mechanicznej w porównaniu z alginianami bogatymi w mannuroniany, 

ponieważ bloki G mają silniejsze powinowactwo do jonów dwuwartościowych niż bloki M 

[67]. Oddziaływanie alginianów z kationami dwuwartościowymi, którymi są w szczególności 

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

sieciowaniu alginianów poprzez wiązania jonowe pomiędzy kationami Ca2+ a anionami 

alginianowymi [71,77]. Wymiana jonów Na+ na jony Ca2+ jest stosunkowo łatwa  

i zachodzi, gdy wodny roztwór alginianu sodu miesza się z roztworem zawierającym jony 

wapnia [74]. O właściwościach mechanicznych powstałych żeli decyduje zarówno ilość jonów 

dwuwartościowych, jak i stężenie soli kwasu alginowego w mieszaninie reakcyjnej, ale tylko 

wspomniane wyżej bloki G biorą udział w procesie sieciowania [71,77]. Charakterystyczna 

struktura molekularna wynikająca z tych oddziaływań jest określana jako model „jajko-

pudełko” [71,77–79] (Rysunek 7), gdzie bloki homopolimeru G tworzą uporządkowane, 

trójwymiarowe obszary, w których jony Ca2+ są osadzone jak jajka w tekturowym pudełku [80]. 

 

Rysunek 7. Sieciowanie alginianów pod wpływem kationów wapnia (model „jajko-pudełko”). 

4.2. Metody enkapsulacji związków aktywnych w alginianach 

Najczęściej wykorzystywanymi metodami do kapsułkowania związków aktywnych  

w alginianach są techniki: ekstruzja, emulsyfikacja oraz suszenie rozpyłowe [62]. Na Rysunku 

8 przedstawiono typowe rozmiary cząstek uzyskane za pomocą tych metod. 
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Rysunek 8. Zakres rozmiarów uzyskiwany przez poszczególne techniki enkapsulacji.  

Cząstki alginianu otrzymane różnymi metodami mogą mieć rozmiary od makrocząstek do 

nanocząstek, a największy rozrzut rozmiarów możemy uzyskać w technice emulsyfikacji.  

Z kolei średnio dużo większe cząstki otrzymujemy w technice ekstruzji. Na Rysunku 9 

przedstawiono schemat tworzenia kapsułek za pomocą tych dwóch technik. 

 

Rysunek 9. Schemat procesu enkapsulacji technikami ekstruzji i emulsyfikacji. 
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Technika ekstruzji jest najstarszą techniką wytwarzania mikrokapsułek [81]. Polega na 

przygotowaniu roztworu hydrokoloidu (wodna dyspersja nośnika, takiego jak polimer 

naturalny lub syntetyczny), którym może być alginian sodu. Następnie do roztworu dodaje się 

materiał do enkapsulacji, a zawiesina jest wkraplana do roztworu sieciującego, którym może 

być chlorek wapnia [62,69,72,82–87]. W zależności od tego, czy jest to skala laboratoryjna, 

czy pilotażowa, do wytłaczania stosuje się odpowiednio igłę strzykawki lub ekstruder [72]. 

Wielkość i kształt otrzymanych kulek zależą od takich czynników, jak średnica igły i odległość 

igły od roztworu utwardzacza. Ta technika jest najbardziej popularna ze względu na łatwość, 

prostotę i niski koszt [88].  

Z kolei technika emulsyfikacji jest droższa niż metoda ekstruzji ze względu na konieczność 

stosowania dużej ilości oleju do wytworzenia emulsji. W tej technice faza nieciągła (mieszanina 

hydrokoloidu i materiału kapsułkowanego) jest dodawana do dużej objętości fazy ciągłej 

(oleju) [62,69,72,79,82,83]. W zastosowaniach spożywczych jako fazę ciągłą wykorzystuje się 

oleje roślinne, najczęściej rzepakowy, słonecznikowy, czy kukurydziany [88,89]. Następnie do 

utworzonej mieszaniny dodaje się emulgator. Powstającą pre-emulsję typu woda w oleju 

homogenizuje się w sposób ciągły przez mieszanie [62,69,72,82,83]. Szybkość mieszania 

emulsji jest krytycznym etapem, ponieważ wpływa ona zarówno na kształt, jak i rozmiar 

utworzonych kapsułek [90]. Bardzo duże kapsułki (o średnicy około 1000 μm lub większej) 

mogą powodować słabo powleczone struktury oraz grubą teksturę [91], co z kolei wpływa na 

jakość dyspersji kapsułek w końcowym produkcie [92]. Wytworzoną emulsję destabilizuje się 

przez dodanie roztworu chlorku wapnia, odwirowuje, oddzielając fazę olejową i wodną w celu 

otrzymania mikrosfer [93,94].  

Szczegółowa charakterystyka nośników alginianowych oraz metod enkapsulacji i ich wad  

i zalet, czynników wpływających na proces formowania mikrocząstek alginianu oraz ich 

zastosowań znajduje się w publikacji “Preparation and Characteristics of Alginate 

Microparticles for Food, Pharmaceutical and Cosmetic Applications”, Polymers, 2022; 

stanowiącej załącznik do niniejszej pracy doktorskiej.  
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5. Cel i zakres pracy  

Głównym celem pracy doktorskiej było opracowanie formulacji, zawierającej żywe 

kultury bakterii probiotycznych, sprzyjających zachowaniu naturalnej flory bakteryjnej skóry. 

W tym celu koniecznie było znalezienie efektywnej formy, nośnika dla probiotyków poprzez 

dobór naturalnych i biokompatybilnych surowców, optymalnej metody otrzymywania 

pozwalającej na uzyskanie zarówno wysokiej efektywności enkapsulacji, jak również 

przeżywalności w czasie szczepu bakteryjnego zamkniętego w nośniku.  

 

Zakres pracy obejmował:  

✓ Opracowanie nośnika dla żywego szczepu probiotycznego wraz z optymalizacją 

składu jakościowego i ilościowego formulacji nośnikowej oraz analizą fizykochemiczną 

nośnika.  

✓ Badania efektywności enkapsulacji (EE) oraz ocenę żywotności wolnych  

i kapsułkowanych komórek probiotycznych w zależności od wpływu pH, środka 

konserwującego, temperatury, UV.  

✓ Opracowanie formulacji bazowej, w postaci emulsyjnej, w której jako składnik 

probiotyczny zastosowano mikrosfery alginianowe zawierające bakterie kwasu mlekowego 

wraz z doborem układu konserwującego. 

✓ Opracowanie alternatywnej formulacji bazowej dla mikrosfer alginianowych, 

pozwalającej na pominięcie środków konserwujących.  

✓  Modyfikację mikrosfer alginianowych o dodatek składnika prebiotycznego  

w celu uzyskania większej żywotności komórek bakterii wraz z optymalizacją składu 

jakościowego i ilościowego nośnika.  

✓ Powlekanie zmodyfikowanych mikrosfer za pomocą biopolimerów w celu 

uzyskania maksymalnego stopnia hermetyczności nośnika oraz ocenę przeżywalności szczepu 

probiotycznego w powlekanych mikrosferach.  

✓ Ocenę efektywności działania formulacji z mikrosferami probiotycznymi  

(MP) – ocenę cytotoksyczności (test MTT) i badania wpływu na proliferację komórek (test 

MTT). 

✓ Badania in vitro i  in vivo wpływu formulacji kosmetycznej zawierającej MP na 

mikrobiom skóry, potwierdzające kolonizację skóry probantów szczepem probiotycznym 

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

z probiotykami zastosowano szereg metod badawczych, między innymi skaningową 

mikroskopię elektronową, transmisyjną mikroskopię elektronową, mikroskopię optyczną, 

badania reologiczne, spektroskopię w podczerwieni z transformacją Fouriera, spektroskopię 

Ramana. Ponadto zastosowano  metody oceniające właściwości mikrobiologiczne nośników  

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

Prezentowana praca doktorska wpisuje się w aktualną tematykę badań nad mikrobiomem 

skóry, ma duże znaczenie dla rozwoju technologii otrzymywania nie tylko innowacyjnych 

preparatów kosmetycznych, ale także farmaceutycznych, czy też agrochemicznych. 

 

6. Forma pracy doktorskiej oraz wkład doktoranta 

Przedstawiona rozprawa doktorska pt. „Mikrobiom skóry – probiotyki w preparatach 

kosmetycznych” jest wynikiem kilkuletnich badań. Opis przeprowadzonych badań został 

zebrany w formie dwóch oddzielnych części.  W rozdziale 7 omówiono metodykę i wyniki 

badań opublikowane w cyklu 5 publikacji [1C – 5C], patencie [6C] i zgłoszeniu patentowym 

[7C]. Opisane w publikacjach wyniki badań dotyczą optymalizacji parametrów otrzymywania 

nośników alginianowych oraz badania właściwości fizykochemicznych i efektywności 

enkapsulacji probiotyków [2C], oceny żywotności bakterii i MP pod wpływem różnych 

czynników zewnętrznych oraz opracowania emulsji O/W zawierającej probiotyki [3C], 

opracowaniu formulacji oleożelowej zawierającej kapsułki probiotyczne [4C], a także 

modyfikacji mikrosfer alginianowych poprzez dodatek prebiotyku oraz powlekanie struktur, 

w celu uzyskania maksymalnego stopnia hermetyczności [5C]. 

Przedstawiony cykl obejmuje artykuły naukowe,  opublikowane w recenzowanych 

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

wpływu IF = 20,4 (punktacja MNiSW = 640 pkt.). W rozdziale 8 omówiono metodykę 

prowadzenia i wyniki badań dotyczących oceny wpływu opracowanych formulacji, 

zawierających MP, na mikrobiom skóry. Opisane badania są przedmiotem kolejnego artykułu 

naukowego, który został wysłany do publikacji w czasopiśmie Scientific Reports. 
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Cykl publikacji: 

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

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

2022, 14, 3834 

Udział: Anna Łętocha – 60%, Małgorzata Miastkowska – 20%, Elżbieta Sikora – 20% 

Liczba cytowań wg bazy Scopus: 93 

IF: 4,7 

MNiSW: 100 pkt. 

SJR: Q1 

Mój udział polegał na dokonaniu krytycznego przeglądu literaturowego dotyczącego 

technik enkapsulacji algianianów, zalet i wad różnych metod enkapsulacji, czynników 

wpływających na proces formowania mikrocząstek alginianu, zastosowań 

mikrocząstek alginianu oraz przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu, 

korespondencji z edytorem czasopisma a także współudziale w redagowaniu 

odpowiedzi dla recenzentów. 

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

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

Frontiers, 2023, 44(3), e20 

Udział: Anna Łętocha – 60%, Alicja Michalczyk – 20%, Małgorzata Miastkowska – 

10%, Elżbieta Sikora – 10% 

Liczba cytowań wg bazy Scopus: 3 

IF: 0,5 

MNiSW: 100 pkt. 

SJR: Q4 

Mój udział polegał na zaplanowaniu badań statystyczną metodą planowania 

eksperymentu (DoE), opracowaniu formulacji nośnikowej, przeprowadzeniu 

optymalizacji procesu otrzymywania mikrosfer alginianowych, określeniu 

optymalnego składu i parametrów otrzymywania oraz właściwości fizykochemicznych 

nośnika, enkapsulacji bakterii probiotycznych w nośniku, określeniu właściwości 

fizykochemicznych, przygotowaniu układów do badania efektywności enkapsulacji  

i żywotności zakapsułkowanych probiotyków w czasie, opracowaniu wyników oraz 
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przygotowaniu pierwotnej wersji tekstu manuskryptu, korespondencji z edytorem 

czasopisma a także współudziale w redagowaniu odpowiedzi dla recenzentów.. 

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

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

Udział: Anna Łętocha – 65%, Alicja Michalczyk – 20%, Paulina Ostrowska – 1%, 

Małgorzata Miastkowska – 9%, Elżbieta Sikora –5% 

Liczba cytowań wg bazy Scopus: 5 

IF: 2,5 

MNiSW: 100 pkt. 

SJR: Q2 

Mój udział polegał na zaplanowaniu badań, enkapsulacji probiotyków  

w mikrosferach alginianowych, przygotowaniu formulacji dla mikrosfer 

alginianowych zawierających probiotyki wraz z doborem układu konserwującego, 

określeniu właściwości fizykochemicznych otrzymanych formulacji, przygotowaniu 

mikrosfer probiotycznych i formulacji do badań żywotności komórek bakteryjnych  

w czasie, opracowaniu wyników, przygotowaniu tekstu manuskryptu i odpowiedzi na 

recenzje oraz korespondencji z edytorem czasopisma. 

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

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

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

Udział: Anna Łętocha – 55%, Małgorzta Miastkowska - 10%, Elżbieta Sikora - 10%, 

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

Liczba cytowań wg bazy Scopus: 1 

IF: 4,2 

MNiSW: 140 pkt. 

SJR: Q1 

Mój udział polegał na zaplanowaniu badań, otrzymaniu nośników alginianowych 

techniką emulsyfikacji i ekstruzji, ocenie właściwości fizykochemicznych nośników, 

przygotowaniu formulacji oleożelowej wraz z kapsułkami probiotycznymi, 

przygotowaniu układów do badań właściwości lepkosprężystych oraz badań 

żywotności komórek bakteryjnych w czasie, opracowaniu wyników, przygotowaniu 

tekstu manuskryptu i odpowiedzi na recenzje oraz korespondencji z edytorem 

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

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

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

2024, 16(39), 52878-52893 

Udział: Anna Łętocha – 70%, Alicja Michalczyk – 15%, Małgorzata Miastkowska – 

8%, Elżbieta Sikora – 7% 

Liczba cytowań wg bazy Scopus: 4 

IF: 8,5 

MNiSW: 200 pkt. 

SJR: Q1 

Mój udział polegał na zaplanowaniu badań, dobraniu źródła prebiotyku i ocenie 

wpływu mąki z tapioki na wzrost szczepu probiotycznego, enkapsulacji probiotyków 

w nośnikach, przeprowadzeniu optymalizacji procesu otrzymywania mikrosfer 

alginianowo – tapiokowych, ocenie właściwości fizykochemicznych otrzymanych 

mikrosfer, opracowaniu powlekanych mikrosfer i ocenie efektywności powlekania za 

pomocą spektroskopii Ramana, określeniu stopnia przeżywalności probiotyków  

w opracowanych układach w czasie, opracowaniu wyników, przygotowaniu tekstu 

manuskryptu i odpowiedzi na recenzje oraz korespondencji z edytorem czasopisma. 

 [6C] Patent PL 246674, Łętocha A., Miastkowska M., Sikora E.,  Sposób otrzymywania 

mikrokapsułek zawierających bakterie probiotyczne, 2025 

Udział: Anna Łętocha – 33,4%, Małgorzata Miastkowska – 33,3%, Elżbieta Sikora – 

33,3% 

[7C] Zgłoszenie patentowe P. 445990, Łętocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., 

Formulacja kosmetyczna lub dermokosmetyczna zawierająca bakterie probiotyczne, 2023. 

Udział: Anna Łętocha – 25%, Małgorzata Miastkowska – 25%, Elżbieta Sikora – 

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

Pierwszy etap badań dotyczył opracowania efektywnej formy, nośnika dla żywych 

szczepów probiotycznych. Przed przystąpieniem do pracy badawczej przeprowadzono analizę 

literatury dotyczącej  potencjalnego materiału i formy nośnika do enkapsulacji bakterii 

probiotycznych. Na tej podstawie,  jako surowiec do otrzymania nośników został wytypowany 

polimer naturalnego pochodzenia – alginian sodu, materiał stosowany w przemyśle 

spożywczym i farmaceutycznym. Natomiast dotychczas kapsułki alginianowe –  

w szczególności mikrosfery pełniące rolę nośników mikroorganizmów – nie były stosowane  

w przemyśle kosmetycznym. Powodem są ograniczenia dotyczące składu kosmetyków, 

zwłaszcza konieczność stosowania konserwantów, które eliminując bakterie patogenne, 

jednocześnie niszczyłyby również pożądane, żywe kultury bakterii, w tym szczepy 

probiotyczne. W oparciu o przeprowadzoną analizę literatury przygotowano pracę przeglądową 

[1C]. W publikacji omówiono techniki enkapsulacji alginianów oraz zalety i wady każdej  

z metod. Ponadto, przedstawiono czynniki mające istotny wpływ na proces formowania 

mikrocząstek alginianu oraz ich dotychczasowe zastosowania.  

Alginiany należą do naturalnych, hydrokoloidów pozyskiwanych z alg morskich.  

W wyniku ich oddziaływania z kationami dwuwartościowymi, którymi są w szczególności jony 

Ca2+, następuje proces sieciowania jonowego i powstanie mikrosfer, mikrokapsułek lub 

mikrożeli. Charakterystyczną strukturę molekularną wynikającą z tych oddziaływań określa się 

jako model „jajko-pudełko”. Z analizy literaturowej i patentowej wynika, że najczęściej 

stosowanymi technikami do enkapsulacji składników aktywnych w alginianach są: suszenie 

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

ze względu na różny rozmiar cząstek otrzymanych tymi metodami w badaniach zastosowano 

metodę emulsyfikacji, pozwalającą na otrzymanie kapsułek o najmniejszych i jednorodnych 

rozmiarach. Zbyt duży rozmiar kapsułek może negatywnie wpływać na teksturę  

i właściwości sensoryczne preparatów kosmetycznych. Z kolei zbyt mały rozmiar (skala nano) 

byłby nieodpowiedni dla enkapsulacji probiotyków, gdyż wielkość komórek bakteryjnych 

zwykle mieści się w przedziale od 1 do 4 μm [1C].  

7.1. Optymalizacja składu nośników 

Kolejnym etapem badań było opracowanie technologii wytwarzania nośników 

alginianowych [2C]. Proces otrzymywania mikrosfer alginianowych zoptymalizowano  

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

kolejności określono parametry wejściowe, czyli zmienne mające wpływ na parametry 
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wyjściowe – końcowy rozmiar otrzymywanych nośników. Sporządzono dwa plany frakcyjne  

(z zastosowaniem procesu homogenizacji ultradźwiękowej i z użyciem homogenizatora 

mechanicznego typu „rotor-stator”) z jednym punktem w centrum planu. Sprawdzono, czy 

parametry wejściowe w istotny sposób wpływają na parametry wyjściowe. Do grupy 

parametrów wejściowych zaliczono w obu przypadkach stężenie i szybkość wkraplania środka 

sieciującego oraz amplitudę ultradźwięków (w przypadku metody ultrasonifikacji) lub 

szybkość obrotów rotora (w przypadku homogenizacji mechanicznej). Analizę statystyczną 

przeprowadzono w oparciu o jednokierunkową analizę wariancji (ANOVA). Za pomocą testu 

F dokonano oceny istotności różnic. We wszystkich przypadkach za istotną statystycznie 

uznano wartość p < 0,05. Zostały opracowane profile funkcji użyteczności uwzględniające 

parametry niezależne. W wyniku przeprowadzonej analizy uzyskano profile aproksymacji, 

które pozwoliły określić optymalne parametry procesu. Na podstawie przeprowadzonych badań 

uzyskano stabilne mikrosfery alginianowe o rozmiarach od 10 do 30 mikrometrów. Otrzymane 

w wyniku optymalizacji nośniki alginianowe poddano badaniom właściwości 

fizykochemicznych. Kształt i rozmiaru kapsułek analizowano za pomocą mikroskopu 

optycznego. Natomiast morfologię otrzymanych mikrosfer badano stosując skaningową  

i transmisyjną mikroskopię elektronową (SEM i TEM) (Rysunek 10).  

 

Rysunek 10. a) Zdjęcie TEM powłoki alginianowej, b) Zdjęcie SEM struktury mikrosfer. 

Otrzymane wyniki wykazały, że zastosowane w celu zmniejszenia rozmiarów oraz 

uzyskania stabilnych i jednorodnych mikrosfer metody homogenizacji (ultrasonifikacja 

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

ultrasonifikację (ze względu na krótszy czas procesu i nieco mniejsze średnie rozmiary 

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

uzyskania mikrosfer alginianowych (zarówno pustych jak i zawierających probiotyki (szczep 

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

 

Tabela 1. Optymalne parametry otrzymywania mikrosfer alginianowych. 

 

 

 

 

 

Sposób otrzymywania mikrosfer probiotycznych (MP) został objęty patentem o numerze 

PL 246674 [6C]. Przeprowadzono również badania mające na celu sprawdzenie efektywności 

enkapsulacji (EE). Wyniki otrzymanych badań wykazały, że zastosowana metodyka pozwoliła 

uzyskać  wysoką EE bakterii (72-94%) w zależności od formy (sposobu wydzielenia mikrosfer 

z dyspersji i prędkości wirowania) [2C]. 

7.2. Ocena skuteczności ochrony szczepu probiotycznego przez otoczkę alginianową  

W celu oceny żywotności bakterii pod wpływem różnych czynników zewnętrznych, 

zawiesinę szczepu probiotycznego oraz zawierające ją mikrosfery poddano działaniu różnych 

czynników fizykochemicznych takich jak: temperatura, promieniowanie UV, odczyn pH oraz 

działanie środka konserwującego. Oceny żywotności komórek probiotycznych wolnych  

i zakapsułkowanych dokonano poprzez zliczanie kolonii bakteryjnych wyrosłych na płytkach 

z agarowym podłożem De Man–Rogosa–Sharpe (MRS) po użyciu techniki inokulacji „pour 

plate” [3C]. Następnie mikrosfery wykazujące najwyższą odporność na ww. czynniki zostały 

wykorzystane jako składnik aktywny formulacji kosmetycznych, dla których starannie dobrano 

system konserwujący. Spośród testowanych konserwantów, w najmniejszym stopniu na 

żywotność szczepu L. casei ATCC 393 zamkniętego w mikrosferach miał układ na bazie 

benzoesanu sodu w połączeniu z solami sodowymi kwasu lewulinowego i anyżowego.  

W porównaniu z początkową gęstością szczepu w mikrosferach (9,60 log CFU/g), żywotność 

L. casei zmniejszyła się o 0,26 log bezpośrednio po otrzymaniu formulacji kosmetycznej,  

o 3,42 log po 7 dniach i o 3,54 log po miesiącu przechowywania. Dlatego też układ ten 

zastosowano jako system konserwujący dla emulsji O/W w celu zapewnienia żywotności 

mikroorganizmów i stabilności mikrobiologicznej produktów. Formulacja ta – E2 (Tabela 2) 

objęta jest zgłoszeniem patentowym o numerze P. 445990 [7C].  

Parametry procesu Optymalne wartości parametrów 

Stężenie chlorku wapnia (środka sieciującego) 0,3 mol/dm3 

Szybkość wkraplania CaCl2 10 kropli na minutę 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uzyskane wyniki wykazały znaczącą poprawę przeżywalności mikrokapsułkowanego szczepu 

probiotycznego w formulacjach kosmetycznych mimo obecności w składzie emulsji  środków 

konserwujących  (6,13 log CFU/g po 120 dniach przechowywania) w porównaniu z formulacją 

zawierającą niekapsułkowany szczep probiotyczny, w przypadku którego zaobserwowano 

całkowitą redukcję komórek bakteryjnych [3C]. 

Poszukując różnych form fizykochemicznych kosmetyków z bakteriami probiotycznymi, 

równolegle, opracowano stabilne formulacje oleożelowe, do których wprowadzono 

mikrokapsułki  alginianowe zawierające bakterie probiotyczne [4C]. Oleożele (organożele) to 

układy powstające w wyniku  żelowania rozpuszczalników organicznych (oleju lub niepolarnej 

cieczy) za pomocą organożelatora [4C]. Ze względu na brak zawartości wody w takich 

preparatach, układy te nie muszą zawierać konserwantów, a więc stanowią alternatywę dla 

zaproponowanej wcześniej emulsji O/W. W wyniku badań opracowano dwa oleożele,  

w pierwszym żelatorem była krzemionka Aerosil 200 (INCI: Silica), a w drugim Sucragel 

(INCI: Glycerin, Aqua, Sucrose Laurate), do których włączono liofilizowane nośniki alginianu 

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

dwie techniki — ekstruzję i emulsyfikację. Kulki alginianu uzyskane w procesie ekstruzji miały 

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

17 µm) uzyskano przy użyciu techniki emulsyfikacji. Jako środek krioochronny, w celu 

poprawy wskaźnika przeżywalności probiotyków w liofilizowanych nośnikach alginianowych 

została dodana trehaloza. Wydajność enkapsulacji i przeżywalność bakterii w czasie określono 

za pomocą wcześniej wymienionej techniki inokulacji „pour plate”. Dla obu zastosowanych 

Skład emulsji 
Nazwa INCI 

składnika 

Skład procentowy [% mas.]  

      E1      E2 
 

 

Faza wodna 

Water 

78 

 

77 

 

 

Xanthan gum  

Sodium levulinate; 

 sodium anisate 

Sodium benzoate 

Faza olejowa Avocado oil 15 15  

Emulgatory 

Sorbitan stearate; 

sucrose cocoate 

7 7 

 

Glyceryl stearate; 

polyglyceryl-6 

palmitate/ 

succinate; cetearyl 

alcohol 

 

Substancje 

aktywne 

Microspheres 

with probiotics 
- 1 
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metod – emulsyfikacji i ekstruzji, efektywność enkapsulacji była wysoka i wynosiła 

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

zawierających probiotyki wpływa na żywotność bakterii. Lepszą przeżywalność 

mikroorganizmów w opracowanych układach uzyskano w przypadku mikrosfer wytworzonych 

metodą emulsyfikacji (mniejsza redukcja żywotności komórek bakteryjnych – Tabela 3).  

 

Tabela 3. Przeżywalność bakterii probiotycznych w opracowanych układach. 

 

Technika 

enkapsulacji 

Po 7 dniach Po 30 dniach 

Rodzaj 

oleożelu 

 Żywotność 

komórek  

[log CFU/g] 

Redukcja  

[log CFU/g] 

 Żywotność 

komórek 

[log CFU/ g] 

Redukcja  

[log CFU/g] 

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

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

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

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

Chociaż wyniki badań dotyczące wprowadzenia mikrokapsułek probiotycznych do 

oleożeli są obiecujące, należy przeprowadzić więcej badań nad dostarczaniem probiotyków 

przy użyciu takich systemów, aby zweryfikować zalety proponowanego rozwiązania. 

7.3.  Modyfikacja mikrosfer alginianowych 

Następnym etapem pracy była modyfikacja struktury nośników, przeprowadzona w celu 

maksymalnego uszczelnienia struktury mikrosfer alginianowych oraz zwiększenia stopnia 

przeżywalności bakterii probiotycznych zamkniętych wewnątrz nośników [5C]. W tym celu 

zastosowano dodatek prebiotyku, gdyż połączenie pro- i prebiotyków skutkuje aktywnością 

synbiotyczną, która poprawia przeżywalność drobnoustrojów [57]. W tym celu jako prebiotyk 

zastosowano mąkę z tapioki, ponieważ już sam jej dodatek miał pozytywny wpływ na wzrost 

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

stosując ponownie metodę DoE [5C]. Partie mikrosfer przygotowano na podstawie wyników  

planu frakcyjnego 3(K-p). Zanalizowano wpływ parametrów wejściowych (zmienne niezależne): 

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

prebiotyku na parametry wyjściowe (zmienne zależne), czyli właściwości fizykochemiczne 

takie jak rozmiar mikrosfer i lepkość, a także na EE i przeżywalność probiotyków  

w otrzymanych układach. Optymalne mikrosfery alginianowo – tapiokowe zostały dodatkowo 

poddane procesowi powlekania, aby uszczelnić ich strukturę i uzyskać maksymalny poziom 

heremetyczności nośnika. W tym celu jako dodatki powlekające zostały dobrane: roztwory 
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biopolimerów takich jak żelatyna, chitozan i kwas hialuronowy. Strukturę chemiczną mikrosfer 

scharakteryzowano wykorzystując spektroskopię FT-IR. Natomiast do potwierdzenia 

skuteczności powlekania mikrosfer wybranymi biopolimerami zastosowano spektroskopię 

Ramana (Rysunek 11). 
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Rysunek 11. 1) Porównanie widm standardów – kwasu hialuronowego, chitozanu i żelatyny ze średnim widmem niepowlekanych mikrosfer, 

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

z zaznaczeniem obszarów pomiarowych (A) wraz z analizą KMC (B) i średnimi widmami dla klas (kolory widm odpowiadają kolorom klas na 

obrazach KMC) zestawionymi z widmem standardu (C).
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Otrzymane na tym etapie badań wyniki wykazały,  że już sam dodatek mąki z tapioki 

(powłoki prebiotycznej) miał pozytywny wpływ na modyfikację powierzchni mikrosfer 

(wygładzenie porowatej struktury). Dodatkowe powlekanie biopolimerami pozwoliło uzyskać 

maksymalny stopień hermetyczności. Ponadto połączenie powłok: prebiotycznej  

i biopolimerowej mikrosfer, w szczególności przy użyciu kwasu hialuronowego i chitozanu, 

znacząco poprawiło przeżywalność i żywotność szczepu probiotycznego podczas 

długoterminowego przechowywania. Najwyższy wskaźnik przeżywalności szczepu 

probiotycznego odnotowano dla mikrosfer alginianu i mąki z tapioki pokrytych kwasem 

hialuronowym, na poziomie 5,48 log CFU/g. Stopień przeżywalności L. casei w tym układzie 

nośnikowym wyniósł 89% po 30 dniach przechowywania (dla mikrosfer alginianowych bez 

dodatku prebiotyku i powlekania parametry te osiągnęły kolejno wartości 3,99 log CFU/g  

i 55,6%) [5C]. 

Podsumowując, badania przeprowadzone w ramach realizacji pracy doktorskiej, 

przedstawione w cyklu publikacji [1C – 7C], pozwoliły na opracowanie stabilnych produktów 

kosmetycznych w formie emulsji O/W i oleożelu, zawierających, jako składnik aktywny, żywe 

szczepy bakterii probiotycznych. Wyniki badań, potwierdziły, że zastosowanie enkapsulacji 

bakterii w nośniku alginianowym, pozwoliło na ochronę probiotycznych mikroorganizmów 

przed działaniem środków konserwujących, będących niezbędnymi składnikami formulacji 

emulsyjnych. Podsumowanie badań przeprowadzonych w trakcie realizacji mojej pracy 

doktorskiej w formie graficznego abstraktu przedstawia  Rysunek 12. 

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

dokonano oceny efektywności działania kosmetyku zawierającego zakapsułkowane bakterie 

kwasu mlekowego. Badania dotyczące wpływu formulacji probiotycznej na mikrobiom skóry 

zostały opisane w rozdziale 8 pracy. 
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 Rysunek 12.  Schemat prac badawczych składających się na rozprawę doktorską.
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8. Ocena wpływu kosmetyku z probiotykiem na mikrobiom skóry 

W celu weryfikacji efektywności działania, wpływu formulacji zawierającej bakterie 

probiotyczne na mikrobom skóry, przeprowadzono badania in vitro i in vivo – z udziałem 

probantów.  

8.1. Materiały i metody  

8.1.1. Materiały 

W badaniach wykorzystano następujące szczepy mikroorganizmów: Lactobacillus  casei 

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

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

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

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

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

(DSM) i z Polskiej Kolekcji Mikroorganizmów (PCM). Podczas badania do namnażania  

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

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

w temperaturze -70°C. Badane szczepy grzybów drożdżopodobnych hodowano  

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

4°C, a następnie przenoszono na świeże podłoże co 4 – 8 tygodni. Wszystkie podłoża oraz ich 

składniki zakupiono od Biomaxima (Polska).  

Sól sodowa kwasu alginowego z alg brunatnych i cytrynian sodu zakupiono od Sigma 

Aldrich (Polska). Mąkę z tapioki dostarczyła firma Green Essence (Polska). Chlorek wapnia 

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

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

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

łąkowej piany zakupiono od Piping Rock Health Products (USA). Dermosoft® 1388 (INCI: 

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

a benzoesan sodu i gumę ksantanową zakupiono w Warchem Polska. NatraGem™ (INCI: 

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

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

(Polska). Jako rozpuszczalnik zastosowano wodę dejonizowaną. 
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8.1.2. Określenie wpływu szczepu L. casei na szczepy S. aureus oraz S. epidermidis 

Aktywność szczepu bakterii probiotycznych L. casei ATCC 393 w stosunku do szczepów 

S. aureus ATCC 6538 oraz S. epidermidis ATCC  49134 określano metodą dyfuzji agarowej 

(agar-well diffusion method) zgodnie z wcześniej opisaną metodyką [95]. Ocenie poddano 

supernatanty 24-godzinnej hodowli szczepu L. casei, wyhodowanego na płynnym podłożu 

MRS w temp. 37°C, które zostały przygotowane zgodnie z procedurą opisaną przez Chi-Chung 

Chen i współ. [96]. W skrócie, 100µl bezkomórkowego supernatantu szczepu  

L. casei wypełniono studzienkę o średnicy 6 mm, wcześniej wyciętą w podłożu TSA, 

zawierającym  S. aureus lub S. epidermidis. Średnicę strefy zahamowania wzrostu oceniano po 

24 h inkubacji w temperaturze 37°C. Eksperyment przeprowadzono w dwóch powtórzeniach. 

Wynik uznano za pozytywny, jeśli strefa zahamowania była większa niż 1 mm [97]. 

8.1.3. Enkapsulacja probiotyków 

Mikrosfery polimerowe przygotowano zgodnie ze zmodyfikowaną metodologią opisaną 

w publikacji [2C] oraz w patencie PL 246674 [6C]. Jako materiał współkapsułkujący 

zastosowano mąkę z tapioki. Po zakapsułkowaniu mikrosfery pokryto kwasem hialuronowym 

zgodnie z metodologią opisaną w manuskrypcie [5C]. Schemat procesu otrzymywania  

nośników zawierających żywe bakterie Lactobacillus przedstawiono na Rysunku 13. 

Otrzymane mikrosfery probiotyczne w kolejnym etapie zastosowano jako składnik aktywny  

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

 

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

Emulsje przygotowano zgodnie z metodologią opisaną w publikacji [3C] oraz zgłoszeniu 

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

składnik aktywny zastosowano powlekane mikrosfery probiotyczne – prebiotyczne. Obie fazy 

(olejową i wodną) podgrzano do temperatury 70°C, a następnie połączono i mieszano za 

pomocą mieszadła mechanicznego (IKA C-MAG HS 7), stosując obroty 600 obr./min, przez 

15 min. W przypadku formulacji E2 mikrosfery probiotyczne dodano po schłodzeniu układu 

do temperatury poniżej 40°C, mieszanie kontynuowano, stopniowo chłodząc układ do 

temperatury 25°C. 

8.1.5. Właściwości fizykochemiczne i żywotność probiotyków w formulacjach 

Właściwości fizykochemiczne formulacji oceniano zgodnie z metodyką opisaną  

w publikacji [3C]. Stabilność emulsji badano dwoma metodami, wstępnie stosując test 

wirówkowy, a następnie test szoków termicznych. Wartości pH mierzono za pomocą pH-metru 

Mettler Toledo Seven Easy wyposażonego w szklaną elektrodę Inlab 410. Średnią wielkość 

kropli w produktach mierzono za pomocą mikroskopu optycznego (Motic) wyposażonego  
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w kamerę cyfrową i podłączonego do oprogramowania do przetwarzania obrazu cyfrowego 

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

rotacyjnego (Brookfield model R/S plus), wyposażonego w układ pomiarowy stożek/płytka  

(C-25-2), w zakresie szybkości ścinania 1–100 s−1, w temperaturze 25°C. Przeżywalność 

bakterii probiotycznych w formulacji kosmetycznej sprawdzono stosując procedurę opisaną  

w publikacjach [3C] i [4C]. W skrócie, 1 g formulacji zawierających mikrosfery o początkowej 

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

(pH = 6,0), a następnie wytrząsano przy 2000 obr./min przez 5 min. Następnie 0,1 ml seryjnych 

rozcieńczeń umieszczano na agarze MRS i inkubowano w temperaturze 37°C przez 72 h. 

Przeżywalne komórki zliczano jako liczbę kolonii uzyskanych po 72 h inkubacji  

w temperaturze 37°C w warunkach tlenowych. Wszystkie testy wykonywano w trzech 

powtórzeniach, zachowując zasady sterylności. Wyniki przedstawiono jako logarytm jednostek 

tworzących kolonie na gram (log CFU/g). 

8.1.6. Ocena czystości mikrobiologicznej 

Oceny czystości mikrobiologicznej kosmetyków (bazy i formulacji z MP) dokonano  

w oparciu o obowiązujące dla kosmetyków normy: PN-EN ISO 22718: 2016-01 [98], PN-EN 

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

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

PN-EN ISO 17516: 2014 [13], badanie jakościowe kosmetyku powinno wykluczać obecność 

następujących drobnoustrojów chorobotwórczych: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

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

czystości mikrobiologicznej kosmetyków dla badań ilościowych są następujące: kosmetyki dla 

dzieci oraz przeznaczone do stosowania w okolice oczu lub na błony śluzowe (kategoria I):  

maksymalny limit akceptacji ogólnej liczby drobnoustrojów tlenowych mezofilnych wynosi 

2∙102 CFU/g lub ml, natomiast pozostałe kosmetyki (kategoria II) maksymalny limit akceptacji 

ogólnej liczby drobnoustrojów tlenowych mezofilnych wynosi 2∙103 CFU/g lub ml [13]. 

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

Badania wykonano w ramach realizowanych staży naukowych. Badania żywotności  

i wpływu na proliferację komórek w oparciu o test MTT,  analizę poziomu interleukin IL-6  

i IL-8 metodą ELISA, test gojenia się ran “scratch assay” zrealizowano w Zespole Proteolizy  

i Modyfikacji Potranslacyjnej Białek, Małopolskiego Centrum Biotechnologii w Krakowie. 

Natomiast określanie wpływu formulacji kosmetycznej zawierającej szczep L. casei ATCC 393 
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na mikroorganizmy tworzące mikrobiom skóry wykonano w Pracowni Procesów 

Biotechnologicznych, Sieci Badawczej Łukasiewicz w Warszawie. 

8.1.7.1.  Hodowla komórkowa 

Przed przystąpieniem do badań przeprowadzono hodowlę komórek HaCaT (ludzkie 

keratynocyty) i HSF CRL-2522 (ludzkie fibroblasty skóry). Komórki hodowano w Dulbecco's 

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

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

Scientific) w temperaturze 37°C/5% CO2. Komórki dzielono dwa razy w tygodniu za pomocą 

trypsyny. Przed każdym eksperymentem komórki wysiewano na płytki do hodowli 

komórkowej zawierające DMEM bez żadnych antybiotyków (szczegóły dotyczące gęstości 

wysiewu podano dla każdego eksperymentu). 

8.1.7.2.  Badanie żywotności komórek 

Komórki HaCaT i HSF posiano na 96-dołkowe płytki (odpowiednio 50 000 

komórek/dołek i 30 000 komórek/dołek) dzień przed eksperymentem. Następnego dnia na 

komórki nałożono rozcieńczenia formulacji w DMEM. Po 24 h inkubacji usunięto podłoże,  

a komórki przemyto solą fizjologiczną buforowaną fosforanem (PBS) i inkubowano  

z 200 µl/dołek 0,5 mg/ml bromku tetrazolowego błękitu tiazolilowego (Sigma-Aldrich)  

w DMEM przez 20–40 min w temperaturze 37°C/5% CO2. Podłoże usunięto, a kryształy 

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

solnym (POCH, Polska). Próbki (90 µl) z każdego dołka przeniesiono na nową, przezroczystą 

96-dołkową płytkę. Absorbancję próbki mierzono przy użyciu spektrofotometru 

mikropłytkowego Hidex Sense (Hidex) przy długości fali =570 nm. Wyniki obliczono  

w porównaniu do kontroli (tylko DMEM). 

8.1.7.3.  Badanie wpływu na proliferację komórek 

Komórki HaCaT i HSF posiano na 96-dołkowe płytki (odpowiednio 5000 komórek/dołek 

i 10 000 komórek/dołek) dzień przed eksperymentem. Następnego dnia rozcieńczenia 

formulacji w DMEM nałożono na komórki hodowane w DMEM zawierającym 2% surowicy 

bydlęcej (FBS). Po 48 h usunięto medium, a komórki przemyto PBS i inkubowano  

z 200 µl/dołek 0,5 mg/ml bromku tetrazolowego błękitu tiazolilowego (Sigma-Aldrich)  

w DMEM przez 20 min (HaCaT) lub 1 h (HSF) w 37°C/5% CO2. Medium usunięto, a kryształy 

formazanu rozpuszczono w 120 µl izopropanolu (POCH, Polska) zakwaszonego 5 mM kwasem 
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solnym (POCH, Polska). Próbki (90 µl) z każdego dołka przeniesiono do nowej, przezroczystej 

płytki 96-dołkowej. Absorbancję próbki mierzono przy użyciu czytnika mikropłytek Hidex 

Sense (Hidex) przy długości fali =570 nm. Wyniki obliczono w porównaniu do kontroli 

niestymulowanej (tylko DMEM). 

8.1.7.4.  Wpływ formulacji na uwalnianie cytokin 

Komórki wysiewano w gęstości 100 000 komórek na dołek (komórki HaCaT) i 50 000 

komórek na dołek (komórki HSF) na 48-dołkowe płytki na dzień przed eksperymentem. 

Kultury konfluentne stymulowano różnymi stężeniami formulacji (rozcieńczonymi w 350 ul 

DMEM). Po 24 h zebrano media komórkowe i przechowywano je w temperaturze  

-20°C do dalszej analizy. 

8.1.7.5.  ELISA 

Poziomy cytokin prozapalnych, IL-6 i IL-8, w podłożu do hodowli komórkowej mierzono 

przy użyciu komercyjnych zestawów ELISA (R&D) zgodnie z instrukcją producenta. Płytki 

96-dołkowe o połowie powierzchni i wysokim wiązaniu (Greiner) pokryto odpowiednimi 

przeciwciałami powlekającymi rozcieńczonymi w PBS. Następnego dnia dołki przemyto 

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

pokojowej (20 ± 2°C) 150 µl 1% albuminy surowicy bydlęcej (BSA) rozcieńczonej w PBS. 

Dołki przemyto i dodano do nich 50 µl próbek, a następnie inkubowano przez 2 h  

w temperaturze pokojowej (20 ± 2°C). Po dokładnym przemyciu komórki w dołkach 

inkubowano z przeciwciałami pierwotnymi sprzężonymi z biotyną przez 2 h i ponownie 

przemyto. Następnie dołki inkubowano ze streptawidyną-HRP przez 30 min. Przed 

wywołaniem studzienki przemyto pięć razy, a do każdej studzienki dodano 50 µl roztworu 

substratu TMB (zestaw odczynników substratu TMB, BD). Po wywołaniu sygnału reakcję 

zatrzymano za pomocą 25 µl 2N H2SO4 (POCH). Absorbancję mierzono przy długości fali 

=450 nm i =570 nm. 

8.1.7.6.  Test gojenia się ran “scratch assay” 

Wkładki (ibidi) przeniesiono na płytkę 12-dołkową. Komórki HaCaT (600 000 

komórek/dołek) posiano wokół i w komorach wkładki w DMEM zawierającym 10% FBS. Po 

całonocnej inkubacji wkładki usunięto, a komórki obrazowano za pomocą systemu 

obrazowania komórek (powiększenie 4X) (EVOS FL, Thermo Scientific). Medium usunięto,  

a komórki stymulowano formulacjami o stężeniach 0,5% i 2% (rozcieńczonymi w DMEM 
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zawierającym 2% FBS przez 15 h). Po inkubacji komórki obrazowano. Obrazy analizowano za 

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

8.1.7.7.  Określanie wpływu formulacji kosmetycznej zawierającej szczep L. casei 

na mikroorganizmy tworzące mikrobiom skóry 

Badania wykonano według metodyki zaproponowanej przez Jałosińską [103] po 

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

zawierającej szczep L. casei zamknięty w mikrosferach,   zaszczepiono zawiesinami szczepów 

referencyjnych  wymienionych w rozdziale 8.1.1. i dokładnie mieszano. Wyjściowa gęstość 

zawiesin inokulacyjnych szczepów mieściła się w zakresie 1∙106 – 1∙109 CFU/ml i była 

sprawdzana przez posiew wgłębny na podłożu Tryptic Soy Agar (TSA) lub Sabouraux Dextrose 

Agar (S) odpowiednio dla bakterii i grzybów drożdżopodobnych. Następnie w aseptycznych 

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

sterylnego cytrynianu sodu o stężeniu 2 mol/l (pH = 6)  w celu uwolnienia mikroorganizmów 

z MP. Po serii rozcieńczeń, żywotność  mikroorganizmów testowych wprowadzonych do 

formulacji kosmetycznej określano metodą płytkową wgłębną stosując następujące podłoża 

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

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

(E .coli), FTO Agar (M. luteus). Inkubację prowadzono w następujących warunkach: bakterie: 

37ºC, 48 h, grzyby drożdżopodobne: 28ºC, 48 h. Oznaczenia żywotności mikroorganizmów 

testowych w formulacji kosmetycznej z probiotykami wykonano bezpośrednio po 

wprowadzeniu zawiesin mikroorganizmów do preparatu, a także po jej inkubacji  

w temperaturze 37°C przez 2 h i 24 h. Analogiczną procedurę zastosowano wobec preparatu 

niezawierającego MP (E1). Doświadczenie powtórzono dwukrotnie. Wyniki oznaczeń 

podawano jako log liczby jednostek tworzących kolonie CFU w 1 g  danej formulacji i zostały 

wykorzystane do obliczenia średniego przyrostu lub redukcji komórek mikroorganizmów 

referencyjnych wprowadzonych do formulacji kosmetycznych po określonym czasie. 

8.1.7.8. Badania in vivo potwierdzające skuteczność działania kosmetyków  

z probiotykiem  

Badanie zostało przeprowadzone na grupie 20 probantów (kobiet i mężczyzn w wieku  

27 – 72 lat). Materiał do badań pobrano zarówno w czasie 0 (przed użyciem badanego 

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

o powierzchni 25 cm2 pobrano wymazy ze skóry policzka. Do pobrania wymazu użyto 

sterylnych wymazówek z podłożem transportowym (system e-Swab). Następnie materiał do 
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badań wysiano na podłoża hodowlane ilościowo oraz jakościowo. Ilościową analizę wykonano 

z użyciem metody seryjnych rozcieńczeń Kocha. Wymazówkę zanurzono w 10ml 

zbuforowanej wodzie peptonowej. Wykonywano 10-krotne rozcieńczenia badanych próbek 

(posiew bezpośredni do 10-4). Wysiewano po 100 µl na płytki z podłożem odżywczym. Płytki 

inkubowano w temperaturze 36 ± 1°C (95% powietrza, 5% CO2). Po upływie czasu inkubacji 

(72 ± 3 h) zliczono wyrosłe kolonie bakteryjne. Identyfikację przeprowadzono metodą 

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

desorpcji/jonizacji laserowej wspomaganej matrycą z analizatorem czasu przelotu. 

8.2. Wyniki i dyskusja wyników 

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

W celu potwierdzenia wpływu formulacji z bakteriami probiotycznymi na mikrobiom 

skóry w pierwszej kolejności określono aktywność samego probiotycznego szczepu na 

najpowszechniejsze mikroorganizmy tworzące mikrobiom skóry, a więc Staphylococcus 

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

izolatami pochodzącymi z ludzkiej skóry. Badania wykonano metodą studzienkowo-dyfuzyjną. 

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

6538, o czym świadczy obecność przejrzystych stref wokół dołków, których średnica 

przekracza 10 mm (Rysunek 14A).  

 

A) 

 

B) 

 

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

i B) S. epidermidis ATCC  49134. 

 

Wyniki są zgodne z badaniami Khmaladze i współautorów [51], u których probiotyczny 

szczep L. reuteri DSM 17938 również wykazywał działanie przeciwbakteryjne przeciwko 
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patogennym mikroorganizmom skóry. Z kolei, w przypadku S. epidermidis nie stwierdzono 

stref zahamowania wzrostu (Rysunek 14B), co może wskazywać na brak wpływu L. casei na 

ten szczep. Jest to zatem pozytywna informacja, gdyż S. epidermidis należy do gatunków 

komensalnych, które odgrywają  istotną rolę w utrzymaniu równowagi w składzie ilościowym 

i jakościowym mikrobiomu skóry człowieka. 

8.2.2. Właściwości fizykochemiczne i żywotność probiotyków w preparatach 

miejscowych 

Następnie, do formulacji bazowej opisanej we wcześniejszej publikacji [3C] oraz objętej 

zgłoszeniem patentowym P. 445990 [7C], jako składnik aktywny dodano zmodyfikowane 

mikrosfery alginianowo – tapiokowe pokryte kwasem hialuronowym zawierające bakterie 

probiotyczne (szczep Lactobacillus casei ATCC 393). Właściwości fizykochemiczne 

formulacji bazowej — E1 i formulacji zawierającej mikrosfery probiotyczne — E2 

przedstawiono  w Tabeli 4.  

Tabela 4. Właściwości fizykochemiczne i żywotność probiotyków w emulsjach. 

Parametr  E1  E2 

Stabilność – metoda wirówkowa + + 

Stabilność – metoda  szoków termicznych + + 

pH 5,8 (± 0,1) 5,8 (± 0,1) 

Średnia średnica kropli fazy wewnętrznej [µm] 10,6 (± 0,4) 8,60 (± 0,89) 

Lepkość przy prędkości ścinania v=50 s-1 [Pa·s] 17,0 (± 0,5) 16,0 (± 0,8) 

Żywotność komórek [log CFU/g] 0,0 (± 0,0) 7,8 (± 1,2) 

 

Wyniki te potwierdzają, że uzyskano stabilne emulsje O/W o jednolitej, gładkiej 

konsystencji i wartości pH odpowiadającej fizjologicznemu pH skóry, zawierające żywe 

bakterie probiotyczne. Żywotność bakterii L. casei w mikrosferach po włączeniu do formulacji 

była na poziomie 7,80 log CFU/g, co oznacza redukcję o 2,70 log w porównaniu  

z początkowym ładunkiem bakteryjnym w mikrosferach. Jest to zadawalający wynik 

potwierdzający znaczną przeżywalność mikroorganizmów w preparacie pomimo obecności 

środków konserwujących. 

8.2.3. Ocena czystości mikrobiologicznej 

Wyniki badania czystości mikrobiologicznej opracowanych formulacji przedstawiono  

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

Tabela 6. Ocena czystości mikrobiologicznej formulacji zawierającej MP (E2). 

  

Otrzymane wyniki potwierdziły, że obie formulacje, zarówno bazowa (E1) (Tabela 5) jak 

również emulsja z MP (E2) (Tabela 6)  spełniają wymagania mikrobiologiczne stawiane 

kosmetykom kategorii II. W 1 g próbki nie stwierdzono obecności patogenów z gatunku: 

Nazwa oznaczenia Jednostka 
Wyniki 

oznaczenia 

  

Wymagania 

zgodne z PN-

EN 17516:2014 

Metoda 

oznaczania 

  

Ogólna liczba 

drobnoustrojów 

tlenowych 

mezofilnych 

(bakterie+ drożdże  

i pleśnie) 

CFU/g ≤10 ≤1∙103 CFU/g 

lub ml 

PN-EN ISO 

21149: 2017-07; 

PN-EN ISO 

16212; 2017-08 

Pseudomonas 

aeruginosa 

CFU/g Brak obecności 

w 1 g próbki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

22717; 2016-01 

Staphylococcus aureus CFU/g Brak obecności 

w 1 g próbki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

22718; 2016-01 

Escherichia coli CFU/g Brak obecności 

w 1 g próbki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

21150; 2016-01 

Candida albicans CFU/g Brak obecności 

w 1 g próbki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

18416; 2016-01 

Nazwa oznaczenia Jednostka 
Wyniki 

oznaczenia 

  

Wymagania 

zgodne z PN-

EN 17516:2014 

Metoda 

oznaczania 

  

Ogólna liczba 

drobnoustrojów 

tlenowych mezofilnych 

(bakterie+ drożdże  

i pleśnie) 

CFU/g ≤9,4∙102 ≤1∙103 CFU/g 

lub ml 

PN-EN ISO 

21149: 2017-07; 

PN-EN ISO 

16212; 2017-08 

Pseudomonas 

aeruginosa 

CFU/g Brak obecności 

w 1 g próbki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

22717; 2016-01 

Staphylococcus aureus CFU/g Brak obecności 

w 1 g próbki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

22718; 2016-01 

Escherichia coli CFU/g Brak obecności 

w 1 g próbki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

21150; 2016-01 

Candida albicans CFU/g Brak obecności 

w 1 g próbki 

Nieobecna w 1 g 

lub 1ml 

PN-EN ISO 

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

zawartości tlenowych mezofilnych mikroorganizmów (bakterii, pleśni i drożdży) w 1 g próbki 

znajdowała się na dopuszczalnym poziomie ≤10 dla E1 i ≤9,4∙102 dla E2. Otrzymane wyniki 

potwierdzają, że zastosowanie mikrosfer alginianowych jako nośników bakterii probiotycznych 

chroni produkt przed niekontrolowanym rozwojem bakterii, zapewniając odpowiednią czystość 

mikrobiologiczną. Równocześnie chroni też probiotyk przed działaniem środka 

konserwującego, co potwierdziły badania żywotności zakapsułkowanych bakterii 

probiotycznych w formulacji kosmetycznej, z których wynikało, że przeżywalność L. casei 

utrzymywała się na poziomie 1,35∙106 CFU/g (6,13 log CFU/g), nawet po 120 dniach 

przechowywania preparatu [3C].  

8.2.4. Badania in vitro formulacji  

W celu potwierdzenia braku toksyczności próbek przeprowadzono badania na modelu 

komórkowym imitującym ludzką skórę. Do badań wybrano ludzkie komórki typu 

keratynocytów (HaCaT) (Rysunek 15) i fibroblastów (HSF) (Rysunek 16). Linie te stanowią 

popularny model oceny cytotoksyczności oraz w kontekście testowania materiałów do 

stosowania jako preparaty miejscowe. Wysoce konfluentne komórki (~90%) inkubowano przez 

24 h z seryjnymi rozcieńczeniami każdego preparatu przygotowanego w DMEM, a następnie 

wykonano test żywotności MTT.  
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Rysunek 15. Test żywotności komórek HaCaT (MTT) w A) preparacie bazowym i B) 

zawierającym MP. Wyniki obliczono jako procent komórek kontrolnych inkubowanych  

w obecności samego DMEM i przedstawiono jako średnią ± SEM. *—p = 0,05–0,011;  

** — p ≤ 0,01; ***—p ≤ 0,001; ****—p ≤ 0,0001. Zielony pasek oznacza kontrolę 

niestymulowaną. 

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

wykazywały negatywnego wpływu na żywotność komórek keratynocytów do stężenia 2,5%. 

Stężenie kosmetyku na poziomie 5% spowodowało ~25% spadek żywotności komórek 

(IC25%), a IC50% osiągnięto przy stężeniach około 10% dla obu formulacji. Należy zauważyć, 

że wyniki zarówno dla formulacji bazowej, jak i emulsji zawierającej MP są podobne, co 

pozwala wnioskować, że stosowanie mikrosfer nie wpływa negatywnie na żywotność 

keratynocytów. 

W przypadku działania formulacji na komórki HSF (Rysunek 16) nie obserwuje się 

negatywnego wpływu formulacji na fibroblasy do stężenia 5%, a IC50% osiągano przy 

stężeniach obu formulacji około 10%. Ponadto, dla stężeń preparatów w zakresie 1,25 – 5% 

obserwuje się wzrost liczby komórek. W przypadku wpływu na cytotoksyczność, gdzie mamy 

komórki konfluentne wzrost sygnału w teście MTT może być spowodowana zwiększoną 

aktywnością metaboliczną komórek.  
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Rysunek 16. Test żywotności komórek HSF (MTT) w A) preparacie bazowym i B) 

zawierającym MP. Wyniki obliczono jako procent komórek kontrolnych inkubowanych  

w obecności samego DMEM i przedstawiono jako średnią ± SEM. *—p = 0,05–0,011;  

** — p ≤ 0,01; ***—p ≤ 0,001; ****—p ≤ 0,0001. Zielony pasek oznacza kontrolę 

niestymulowaną. 

Badania biologiczne przeprowadzone na komórkach: keratynocytach i fibroblastach 

skóry in vitro wskazują na podobną, stosunkowo niską cytotoksyczność obu formulacji, 

niezależnie od obecności L.casei. W analizie cytotoksyczności, IC50% określone dla obu linii 

komórkowych, wynosiło około 10%, co wskazuje na dobrą tolerancję badanych preparatów 

przez komórki skóry, gdyż inne formulacje miejscowe, np. w postaci kremu lub serum, osiągają 

50% cytotoksyczności przy znacznie niższych stężeniach [104]. Należy jednak zauważyć, że 

badania obejmują czas inkubacji wynoszący 24 h. Jeśli formulacja jest stosowana jako preparat 

miejscowy, czas kontaktu ze skórą będzie znacznie krótszy (maksymalnie kilka godzin). 

W pracy zbadano również wpływ obu formulacji na proliferację komórek HaCaT (Rysunek 17) 

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

komórek o niskiej konfluencji.  
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Rysunek 17. Wpływ na proliferację komórek HaCaT (MTT) w A) preparacie bazowym  i B) 

preparacie zawierającym MP. Wyniki obliczono jako procent komórek kontrolnych 

inkubowanych w obecności DMEM + FBS i przedstawiono jako średnią ± SEM. *—p = 0,05–

0,011; ** — p ≤ 0,01; ***—p ≤ 0,001; ****—p ≤ 0,0001. Zielony pasek wskazuje kontrolę 

niestymulowaną. 

Wyniki pokazują zmniejszoną proliferację komórek HaCaT stymulowanych stężeniami 

formulacji powyżej 0,08-0,16% (Rysunek 17). Jednak przy niższych stężeniach stymulantów 

zaobserwowano niewielką indukcję proliferacji dla obu stosowanych formulacji. 

Podobną zależność obserwowano dla komórek HSF (Rysunek 18). Tutaj dla formulacji 

bazowej nieznaczna indukcja proliferacji była widoczna do stężenia 0,08%, natomiast dla 

formulacji zawierającej mikrosfery z probiotykami do stężenia 0,16%. Proliferacja komórek 

ludzkich fibroblastów została zahamowana przy wyższych stężeniach, ponieważ formulacja 

bazowa – powyżej 0,16% i formulacja probiotyczna – powyżej 0,31%, zmniejszyły 

obserwowaną żywotność komórek.  
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Rysunek 18. Wpływ na proliferację komórek HSF (MTT) w A) preparacie bazowym i B) 

preparacie zawierającym MP. Wyniki obliczono jako procent komórek kontrolnych 

inkubowanych w obecności DMEM + FBS i przedstawiono jako średnią ± SEM. *—p = 0,05–

0,011; ** — p ≤ 0,01; ***—p ≤ 0,001; ****—p ≤ 0,0001. Zielony pasek wskazuje kontrolę 

niestymulowaną. 

Następnie, stężenia formulacji, które uznano za niecytotoksyczne, wybrano do dalszych 

badań in vitro, w tym profilu uwalniania cytokin mierzonego metodą ELISA i efektu gojenia 

ran. 

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

formulacje stymulują uwalnianie tych związków w hodowlach HaCaT i HSF (odpowiednio 

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

poziomy IL-6 i IL-8 były o ~50% wyższe niż w komórkach niestymulowanych. W hodowli 

komórek fibroblastów stymulowanych formulacjami zaobserwowano wzrost uwalniania IL-6 

o mniej niż 40%, podobny zarówno dla pustych, jak i zawierających mikrosfery. Poziomy 

cytokin prozapalnych zwiększone po stymulacji testowanymi formulacjami mogą wskazywać 

na ich słabą naturę drażniącą. Należy jednak podkreślić, że obserwowane poziomy IL-6 i IL-8 

są niskie, nawet po stymulacji i są dalekie od typowej odpowiedzi, którą ten typ komórek może 
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wytwarzać pod wpływem bodźców prozapalnych. Dodatkowo co ciekawe, w hodowli komórek 

fibroblastów poziomy IL-8 również wzrosły, ale stymulacja formulacją zawierającą mikrosfery 

miała mniej wyraźny efekt w porównaniu z bazową formulacją. Wyniki można porównać do 

badań Khmaladze i współ. [51], gdzie zastosowanie zarówno żywych bakterii, jak i lizatu  

L. reuteri DSM 17938 wykazywało działanie przeciwzapalne (zmniejszyło prozapalne 

działanie IL-6 i IL-8). Jednak należy wziąć pod uwagę, że w badaniu tym testowano sam szczep 

probiotyczny, a nie formulację zawierającą probiotyczne mikroorganizmy. Wobec powyższego 

już samo zmodyfikowanie produkcji IL-8 w porównaniu formulacji bazowej i z MP sugeruje 

działanie przeciwzapalne L. casei.  

 

Rysunek 19. Ekspresja cytokin w komórkach A) HaCaT i B) HSF stymulowana 

rozcieńczonymi preparatami bazy i zawierającymi MP przez 24 godziny. Poziom wydzielania 

cytokin IL-6 i IL-8 w pożywkach hodowli komórkowej po stymulacji 0,5% tych dwóch 

formulacji. Wykresy przedstawiają dane z trzech niezależnych eksperymentów, z trzema 

powtórzeniami w każdym. Istotność statystyczną oszacowano za pomocą GraphPad Prism, 

stosując wbudowany test ANOVA (* < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001 i **** < 0,0001). 
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Dodatkowo, komórki HaCaT zostały użyte w teście zarastania rany wykorzystującym wkładki 

Ibidi w celu sprawdzenia regeneracyjnego efektu formulacji. Wyniki wykazały, że zarówno 

formulacja bazowa, jak i z mikrosferami, wykazują właściwości regeneracyjne, pozytywnie 

wpływają na proces gojenia się ran. Jak pokazano na Rysunku 20, powierzchnia otwartej rany 

wynosiła około 30% po 15 h inkubacji dla niestymulowanej kontroli. Zamknięcie rany 

osiągnęło około 90% w komórkach inkubowanych przez 15 h w obecności 0,5% pustej 

formulacji – E1. Jednocześnie, zaobserwowano praktycznie całkowite zamknięcie rany  

w dołkach inkubowanych z 0,5% formulacją zawierającą mikrosfery – E2.  
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Rysunek 20. A) Wpływ formulacji E1 i E2 na proces gojenia się rany w teście zarastania rany na komórkach HaCaT. Test zarysowania 

wykorzystujący wkładki Ibidi do generowania rany. Konfluentne komórki HaCaT wyhodowane wokół insertów po ich usunięciu stymulowano 0,5 

i 2% stężeniami formulacji E1 i E2. Zamknięcie rany obserwowano za pomocą mikroskopu EVOS FL pod obiektywem 4x po 15 h stymulacji.  

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

Obrazy analizowano za pomocą oprogramowania TScratch. Zamknięcie obszaru rany na każdym odpowiednim obrazie mierzono i przedstawiano 

jako procent niestymulowanej kontroli od punktu czasowego inkubacji 0 h.
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Przedstawione dane dotyczące gojenia się ran wskazują zatem, że formulacja zawierająca MP 

może mieć potencjał jako preparat o właściwościach proregeneracyjnych, a wyniki badań 

pozostają w zgodzie z badaniami Peral i in. [58], w których miejscowe zastosowanie żywego 

Lactobacillus plantarum przyspieszyło gojenie się ran u diabetyków z owrzodzeniami kończyn 

dolnych. 

8.2.5. Ocena wpływu formulacji probiotycznej na mikrobiom skóry 

Kolejnym etapem badań była ocena wpływu formulacji kosmetycznej zawierającej 

szczep L. casei na mikroorganizmy tworzące mikrobiom skóry. Analizie poddano działanie 

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

mikroorganizmów – zarówno patogennych, jak i komensalnych – stanowiących element 

naturalnej mikroflory skóry człowieka. Jako kontrolę zastosowano preparat niezawierający 

szczepu probiotycznego  (E1) (Tabela 7). 
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Tabela 7. Ocena wpływu formulacji kosmetycznej na mikroorganizmy referencyjne występujące naturalnej mikroflorze skóry człowieka. 

 

Mikroorganizm 

testowy 

Preparat Żywotność 

[CFU/g] 

Żywotność  

[log CFU/g] 

Żywotność 

po 2 h  

[CFU/g] 

Żywotność  

[log CFU/g] 

Redukcja 

[log CFU/g] 

Żywotność 

po 24 h 

[CFU/ g] 

Żywotność 

[log CFU/g] 

Redukcja 

[log CFU/g] 

S. epidermidis 

E1 
1,40∙107 7,15 2,40∙107 7,38 +0,23 3.75∙107 7,57 +0,42 

E2 
1,15∙107 7,06 1,67∙107 7,22 +0,16 2,23∙107 7,34 +0,28 

S. aureus 

E1 3,49∙107 7,54 1,30∙107 7,11 - 0,43 7,58∙106 6,87 -0,67 

E2 2,40∙107 7,38 1,00∙106 6,00 - 1,38 5,96∙105 5,78 -1,60 

M. luteus 

E1 
4,68∙106 

6,67 1,05∙107 7,02 +0,35 
2,54∙107 7,40 + 0,73 

E2 
3,90∙107 

7,59 1,24∙108 8,09 +0,50 
1,50∙108 8,17 + 0,59 

C. neoformans 

E1 
1,30∙106 

6,11 3,99∙105 5,60 -0,50 
7,27∙104 4,86 -1,25 

E2 
2,19∙106 6,34 3,90∙105 5,59 -0,75 3,30∙103 3,52 - 2,82 

C. albicans 

E1 
2,32∙106 

6,36 2,00∙106 
6,30 - 0,06 1,58∙106 

6,20 
- 0,16 

E2 
1,77∙106 6,25 1,13∙106 6,05 - 0,20 0,90∙106 5,95 - 0,30 

E. coli 

E1 
2,09∙105 

5,32 1,20∙105 
5,08 - 0,24 9,36∙104 

4,97 
-  0,35 

E2 
2,50∙105 5,40 1,10∙105 5,04 - 0,36 2,68∙104 4,43 - 0,97 

S. capitis subsp. 

urealyticus 

E1 
2,38∙108 

8,38 4,29∙108 8,63 +0,25 4,50∙108 

8,65 
+0,27 

E2 
2,53∙108 

8,40 4,14∙108 8,62 +0,22 4,41∙108 

8,64 
+0,24 

S. hominis 

E1 
1,38∙107 

7,13 1,55∙107 7,19 +0,06 2,96∙107 

7,47 
+0,34 

E2 
1,54∙107 

7,19 2,50∙107 7,39 +0,20 2,68∙107 

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

oceniono po 2 i 24 h inkubacji. Zaobserwowano, że wzrost komensali skórnych (S. epidermidis, 

M. luteus, S. hominis, S. capitis subsp. urealyticus) był umiarkowanie zwiększony po  

2 h (0,16 – 0,50 log) i 24 h inkubacji (0,24 – 0,59 log) w kontakcie z formulacją E2. Efekt był 

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

– 0,73 log po 24 h, odpowiednio), co sugeruje, że obecność mikrosfer L. casei w formulacji E2 

nie wpływa na wzrost tych szczepów komensalnych. Natomiast wzrost szczepów patogennych 

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

w pewnym stopniu po 2 h (-0,20 – -1,38 log) i 24 h (-0,30 – -2,82 log), nawet w porównaniu 

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

godzinnego kontaktu). Stwierdzono również, że spośród testowanych szczepów patogennych, 

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

wykazywały najwyższą wrażliwość na kontakt z formulacją E2, podczas gdy wzrost C. albicans 

został zakłócony tylko w niewielkim stopniu (redukcja po 24 godzinach o -0,30 log). 

8.2.6. Badania in vivo potwierdzające skuteczność działania kosmetyków  

z probiotykiem 

W ostatnim etapie badań oceniono wpływ formulacji zawierającej mikrosfery  

z Lactobacillus casei na mikrobiom skóry probantów, w celu potwierdzenia kolonizacji skóry 

przez szczep probiotyczny zawarty w formulacji E2. Uzyskane wyniki wskazują na skuteczną 

kolonizację powierzchni skóry przez ten szczep już po 2 h od pierwszej aplikacji kremu (Tabela 

8). Średni poziom kolonizacji wyniósł 3,0 ± 0,4 log CFU/g. 

Tabela 8. Wyniki analizy ilościowej i jakościowej dla poszczególnych probantów. 

Lp. Płeć Wiek 
Czas „0” 

[CFU/g] 

Czas 2h od 

aplikacji 

[CFU/g] 

Czas 2h od 

aplikacji 

 [log CFU/g] 

Zidentyfikowany 

mikroorganizm 

1 W 27 <1,0∙101 6,7∙102 2,82 Lactobacillus casei 

2 M 27 <1,0∙101 8,3∙102 2,91 Lactobacillus casei 

3 M 71 <1,0∙101 1,2∙103 3,08 Lactobacillus casei 

4 W 65 <1,0∙101 1,6∙103 3,20 Lactobacillus casei 

5 W 71 <1,0∙101 1,2∙103 3,08 Lactobacillus casei 

6 M 63 <1,0∙101 1,2∙103 3,08 Lactobacillus casei 

7 W 41 <1,0∙101 3,9∙102 2,59 Lactobacillus casei 

8 M 43 <1,0∙101 6,5∙103 3,81 Lactobacillus casei 

9 W 42 <1,0∙101 1,0∙103 3,00 Lactobacillus casei 

10 W 29 <1,0∙101 6,2∙102 2,79 Lactobacillus casei 

11 W 28 <1,0∙101 2,0∙102 2,30 Lactobacillus casei 

12 M 32 <1,0∙101 2,5∙103 3,40 Lactobacillus casei 

13 M 30 <1,0∙101 5,9∙102 2,77 Lactobacillus casei 

14 W 28 <1,0∙101 1,8∙103 3,26 Lactobacillus casei 

15 W 39 <1,0∙101 9,8∙102 2,99 Lactobacillus casei 
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Lp. Płeć Wiek 
Czas „0” 

[CFU/g] 

Czas 2h od 

aplikacji 

[CFU/g] 

Czas 2h od 

aplikacji 

 [log CFU/g] 

Zidentyfikowany 

mikroorganizm 

16 W 39 <1,0∙101 2,1∙103 3,32 Lactobacillus casei 

17 M 39 <1,0∙101 7,2∙102 2,86 Lactobacillus casei 

18 M 38 <1,0∙101 8,3∙102 2,91 Lactobacillus casei 

19 W 66 <1,0∙101 1,0∙103 3,00 Lactobacillus casei 

20 M 72 <1,0∙101 1,2∙103 3,08 Lactobacillus casei 

Średnia kolonizacja <1,0∙101 1,4∙103 3,00 Lactobacillus casei 

*K- kobieta, M- mężczyzna 

Wyniki wskazują na skuteczną kolonizację skóry probantów niezależnie od płci i wieku. 

Mikrobiom skóry zmienia się wraz z wiekiem, dlatego w przypadku skóry dojrzałej niezwykle 

ważne jest zapewnienie jej równowagi mikrobiologicznej. Starzenie się wiąże się ze spadkiem 

różnorodności mikroorganizmów mikrobiomu skóry, co prowadzi do zwiększonej podatności 

na choroby skóry [15,105].  

Kolonizacja skóry probantów bakteriami niezbędnymi do jej prawidłowego 

funkcjonowania wpływa na przywrócenie równowagi w mikroflorze bakteryjnej skóry 

pomiędzy bakteriami komensalnymi (korzystnymi) a bakteriami chorobotwórczymi, a tym 

samym wskazuje na pozytywny wpływ preparatu na mikrobiom skóry. Zapewnienie 

równowagi mikroflory bakteryjnej skóry przełoży się z kolei na prawidłowe funkcjonowanie 

bariery skórnej i zmniejszenie stanu zapalnego związanego m.in. z zaburzeniem jej 

integralności i namnażaniem się bakterii chorobotwórczych. Miejscowe zastosowanie 

probiotyków jest szczególnie istotne w terapii wspomagającej leczenie AZS, gdzie występuje 

nasilona kolonizacja bakterią S. aureus i utrata różnorodności bakteryjnej na skórze [106]. 

Leczenie AZS w dużej mierze opiera się na preparatach miejscowych, takich jak 

kortykosteroidy, czy emolienty. Długotrwałe miejscowe stosowanie kortykosteroidów wiąże 

się z licznymi działaniami niepożądanymi, w tym zapaleniem mieszków włosowych oraz 

kontaktowym zapaleniem skóry [106–108]. Dlatego też miejscowe zastosowanie formulacji 

zawierającej żywe szczepy bakterii probiotycznych, jako preparatu wspomagającego leczenie 

tej dermatozy, może przynieść pozytywne rezultaty, głównie w zakresie poprawy funkcji 

bariery skórnej, redukcji świądu i zmniejszenia kolonizacji Staphylococcus aureus. 

Otrzymane wyniki badań potwierdziły, że opracowany kosmetyk w formie emulsji O/W, 

w którym zastosowano mikrosfery alginianowe zawierające żywe bakterie probiotyczne 

wywiera pozytywny wpływ na mikrobiom skóry człowieka. 
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9. Podsumowanie przeprowadzonych badań 

W ramach pracy doktorskiej opracowano technologię otrzymywania mikrosfer 

alginianowych, jako nośników bakterii probiotycznych (Lactobacillus casei ATCC 393)  

o potencjalnym zastosowaniu jako składnik aktywny produktów kosmetycznych, przyjaznych 

dla mikrobiomu skóry. 

Najważniejsze osiągnięcia wynikające z przeprowadzonych badań to:  

✓ opracowanie technologii otrzymywania mikrosfer polimerowych opartych na 

biokompatybilnych i biodegradowalnych surowcach, jakimi są alginiany, 

✓ otrzymanie stabilnych nośników dla bakterii probiotycznych, o pożądanych 

właściwościach fizykochemicznych i wysokiej efektywności enkapsulacji, 

✓ dobór właściwego układu konserwującego do zastosowania w końcowej 

formulacji, zapewniającego zarówno wysoką przeżywalność mikroorganizmów, jak  

i stabilność mikrobiologiczną produktu, 

✓ opracowanie stabilnych kosmetyków probiotycznych w formie oleożelu  

z nośnikami probiotyków, stanowiących alternatywę dla produktów wymagających 

konserwacji, 

✓ potwierdzenie, że zastosowanie kombinacji probiotyków i prebiotyków 

(produktów symbiotycznych) wpływa w pozytywny sposób na przeżywalność bakterii 

zamkniętych w nośnikach 

✓ potwierdzenie, iż zastosowanie dodatkowego powlekania mikrosfer 

biopolimerami wpływa na zwiększenie hermetyczności nośników, 

✓ wykazanie na podstawie badań in vitro i in vivo, że formulacja kosmetyczna 

zawierająca mikrosfery z probiotykami wpływa pozytywnie na mikrobiom skóry i może być 

zastosowana jako preparat wspomagający leczenie dermatoz skóry, takich jak AZS. 

Podsumowując, uzyskane wyniki potwierdzają, że mikrosfery alginianowe stanowią 

odpowiednie nośniki dla probiotyków, a opracowane formulacje kosmetyczne  są bezpieczne 

do stosowania na skórę. Ponadto, formulacja zawierająca jako składnik aktywny mikrosfery 

probiotyczne, wykazuje działanie przeciwbakteryjne i normalizujące mikroflorę skóry. 

Zatem główny cel mojej pracy doktorskiej został osiągnięty.  Opracowałam formulację 

zawierającą żywe szczepy bakterii probiotycznych, przyjazną dla mikrobiomu skóry, 

spełniającą wymagania stawiane produktom kosmetycznym (zgodnie z dyrektywą 1223/2009).  

Ponadto przeprowadzone badania in vitro i in vivo potwierdziły, że opracowany produkt może 

znaleźć zastosowanie nie tylko jako kosmetyk, ale również preparat o właściwościach 
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proregeneracyjnych, wspomagający leczenie dermatoz skóry, takich jak np. atopowe zapalenie 

skóry. 
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11. Łętocha A.*, Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Effect of Encapsulation of 

Lactobacillus casei in Alginate-Tapioca Flour Microspheres Coated with Different 

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

2024, 16(39), 52878-52893. IF: 8,5; MNiSW: 200 

12. Łętocha A.*, Miastkowska M., Sikora E., Michalczyk A., Liszka-Skoczylas M., Witczak 

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

Application in Cosmetics, Molecules, 2024, 29, 5984. IF: 4,2; MNiSW: 140 

 

Patenty i zgłoszenia patentowe: 

1. Patent o numerze PL 246674, „Sposób otrzymywania mikrokapsułek zawierających 

bakterie probiotyczne”, 2025. 

2. Zgłoszenie patentowe o numerze P. 445990,  „Formulacja kosmetyczna lub 

dermokosmetyczna zawierająca bakterie probiotyczne”, 2023. 

3. Zgłoszenie patentowe o numerze P.451982, „Formulacja probiotyczna w postaci 

dyspersji mikrokapsułek probiotycznych” 

4. Zgłoszenie patentowe o numerze P.451983, „Mikrokapsułki probiotyczne” 

5. Zgłoszenie patentowe o numerze P.451984, „Sposób otrzymywania formulacji 

probiotycznej w postaci dyspersji mikrokapsułek probiotycznych” 

6. Zgłoszenie patentowe o numerze P.451985, „Sposób otrzymywania mikrokapsułek 

probiotycznych” 

 

Konferencje naukowe: 

1. Łętocha A., Sikora E., Formulacje kosmetyczne a mikrobiom skóry, Ogólnopolska 

Konferencja Młodych Naukowców nt. Nowe Trendy w Badaniach Naukowych, Kraków, 

26-28.02.2021, komunikat ustny, konferencja online 

2. Łętocha A., Sikora E., Pre- and probiotics as raw materials for cosmetic products, 9th 

European Young Engineers Conference,, Politechnika Warszawska, Warszawa, 19-

21.04.2021, prezentacja posterowa, konferencja online 

3. Łętocha A., Sikora E., Study of antioxidant properties of selected cosmetic pre-and 

probiotics, II Międzynarodowa Konferencja „Chemistry for beauty and  health”, Poznań 

University of Medical Sciences, Poznań, 12-14.05.2021, prezentacja posterowa, 

konferencja online 

4. Łętocha A., Sikora E., Opracowanie i badanie właściwości formulacji kosmetycznych 

zawierających probiotyki, Ogólnopolska Konferencja Młodych Naukowców nt. Nowe 
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Wyzwania dla Polskiej Nauki, Gdańsk, 2-5.09.2021, prezentacja ustna, konferencja 

hybrydowa, udział zdalnie oraz stacjonarnie,  wystąpienie otrzymało wyróżnienie 

5. Łętocha A., Sikora E., Pre- i probiotyki, jako składniki aktywne kosmetyków do mycia, 

Ogólnopolska Konferencja Młodych Naukowców nt. Analiza Zagadnienia, Analiza 

Wyników - Wystąpienia Młodego Naukowca - Edycja IV, Kraków,  

5-6.03.2022, prezentacja ustna, konferencja online 

6. Łętocha A., Sikora E., Mikrosfery alginianowe, jako nośnik substancji aktywnych, XIV 

Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa Tygiel 2022  

pt. „Interdyscyplinarność kluczem do rozwoju”, Lublin, 24-27.03.2022, prezentacja 

ustna, konferencja online 

7. Łętocha A., Sikora E., Probiotics as active ingredients of care and cleasing cosmetic 

formulations, 10 th European Young Engineers Conference, Politechnika Warszawska, 

Warszawa, 4-6.04. 2022, prezentacja posterowa, konferencja online 

8. Łętocha A., Miastkowska M., Sikora E., Wpływ składników probiotycznych na 

właściwości kosmetyków, X Kongres Technologii Chemicznej, Wrocław,  

11-14.05.2022, Wrocław, prezentacja ustna, konferencja stacjonarna 

9. Łętocha A., Miastkowska M., Sikora E., Mikrosfery alginianowe- charakterystyka, 

przygotowanie i zastosowanie, Ogólnopolska Konferencja Młodych Naukowców pt. 

Biologia, Chemia i Środowisko, Edycja III, 20-22.05.2022, prezentacja ustna, 

konferencja online 

10. Łętocha A., Miastkowska M., Sikora E., Cosmetic formulations based on probiotic raw 

materials, Ogólnopolska Konferencja Młodych Naukowców pt. Biologia, Chemia  

i Środowisko, Edycja III, 20-22.05.2022, prezentacja posterowa, konferencja online 

11. Łętocha A., Miastkowska M., Sikora E., Opracowanie i badanie właściwości preparatów 

kosmetycznych zawierających produkty fermentacji bakteryjnej,  

VI Ogólnopolska Mikrobiologiczna Konferencja Naukowa MICROBS, 24.06.2022, 

prezentacja ustna, konferencja online 

12. Osińska J., Łętocha A., Miastkowska M., Opracowanie receptur nanonośników 

sylimaryny na bazie olejów roślinnych bogatych w GLA, Sesja Studenckich Kół 

Naukowych, 25.05.2022, prezentacja ustna 

13. Łętocha A., Miastkowska M., Sikora E., Optymalizacja procesu otrzymywania 

mikrokapsułek alginianowych, Ogólnopolska Konferencja Młodych Naukowców  

nt. Nowe Wyzwania dla Polskiej Nauki, Katowice, 2-8.09.2022, prezentacja ustna, 

konferencja hybrydowa, udział zdalnie oraz stacjonarnie, wyróżnienie 
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14. Łętocha A., Miastkowska M., Sikora E., Metody statystyczne w ocenie mikrokapsułek 

alginianowych, VI Ogólnopolska Konferencja Naukowa „Biopolimery – źródła nowych 

materiałów, 27.10.2022, prezentacja ustna, konferencja online 

15. Łętocha A., Miastkowska M. Sikora E., Mikrokapsułki alginianowe, jako nośniki 

substancji aktywnych o potencjalnym zastosowaniu w przemyśle kosmetycznym, 

Biomateriały w medycynie i kosmetologii, Toruń, 22.02.2023, prezentacja posterowa, 

konferencja stacjonarna 

16. Łętocha A., Miastkowska M., Sikora E., Optimization of obtaining alginate 

microparticles, 11th European Young Engineers Conference (EYEC), Warszawa, 17-

19.04.2023, prezentacja posterowa, konferencja stacjonarna 

17. Łętocha A., Miastkowska M., Sikora E., Projektowanie formulacji mikrosfer 

alginianowych za pomocą matematycznych metod planowania eksperymentu, 

Ogólnopolska Konferencja Młodych Naukowców nt. Inżynieria – Spojrzenie Młodych 

Naukowców – Edycja II, 20-21.05.2023, prezentacja ustna, konferencja online, 

wystąpienie wyróżnione 

18. Łętocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Formulation and statistical 

optimization of alginate microspheres for probiotic encapsulation, 24th Polish 

Conference of Chemical and Process Engineering, Szczecin, 13-16.06.2023, prezentacja 

posterowa, konferencja stacjonarna 

19. Łętocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Mikrosfery alginianowe  

z probiotykiem L. casei – zastosowanie w agrochemii, XLVII Międzynarodowe 

Seminarium Naukowo-Techniczne „Chemistry for Agriculture”, Karpacz,  

26-29.11.2023, prezentacja posterowa, konferencja stacjonarna 

20. Łętocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Alginate microspheres with 

probiotics – application in the cosmetics, Life Science Open Space, Kraków,  

30.11.-01.12.2023, prezentacja ustna, konferencja stacjonarna 

21. Łętocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Probiotic microspheres as  

a component of the skin care products, V Sympozjum Biomateriały w medycynie  

i kosmetologii, Toruń, 28.02.2024, prezentacja posterowa, konferencja stacjonarna 

22. Łętocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Biodegradowalne mikrosfery 

alginianowo – tapiokowe, jako nośniki probiotyków, Zrównoważony rozwój w obszarze 

kosmetyków i detergentów, Kędzierzyn-Koźle, 11-12.04.2024, prezentacja posterowa, 

konferencja stacjonarna, wystąpienie wyróżnione (2 miejsce) 
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23. Łętocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Symbiotic microspheres for 

cosmetic application, 3rd International Conference on Chemistry for beauty and health, 

Kraków, 13-15.06.2024, prezentacja posterowa, konferencja stacjonarna, wystąpienie 

wyróżnione (1 miejsce) 

24. Łętocha A., Michalczyk A., Miastkowska M., Sikora E., Powlekane biopolimerami 

mikrosfery alginianowo-tapiokowe, jako nośnik substancji aktywnych, 66. Zjazd 

Polskiego Towarzystwa Chemicznego PTChem 2024 i XI Kongres Technologii 

Chemicznej, Poznań, 15-20 września 2024, konferencja stacjonarna, wystąpienie ustne 

 

Staże naukowe: 

1. Staż w Pracowni Procesów Biotechnologicznych, Sieć Badawcza Łukasiewicz, 

Warszawa (02.2024-03.2024) 

2. Staż w Zespole Proteolizy i Modyfikacji Potranslacyjnej Białek, Małopolskie Centrum 

Biotechnologii, Kraków (05.2023-02.2024) 

3. Staż w Pracowni Procesów Biotechnologicznych, Sieć Badawcza Łukasiewicz, 

Warszawa (01.2023-02.2023) 

 

Projekty naukowe: 

1. „Optymalizacja procesu tworzenia mikrokapsułek alginianowych”, DS – M Politechnika 

Krakowska w ramach subwencji MEiN na rozwój potencjału badawczego uczelni, rola w 

projekcie: kierownik tematu, umowa z PK – C-07/31/1015/2022/DS-M 

2. „Opracowanie mikrokapsułek alginianowych zawierających bakterie probiotyczne”, DS 

– M Politechnika Krakowska w ramach subwencji MEiN na rozwój potencjału 

badawczego uczelni, rola w projekcie: kierownik tematu, umowa z PK -  C-

09/31/734/2023 

3. „Opracowanie technologii pozyskiwania ekstraktu z kory brzozy z wykorzystaniem 

ultradźwięków oraz opracowanie receptur  ekokosmetyków na bazie produktów 

pszczelich i betuliny”, realizowany na zlecenie firmy  „INSYGNIA”,  Sławomir 

Bochenek, rola w projekcie: wykonawca, umowa z PK – C2/382/2021/P 

4. „Opracowanie dla MARMED HEALTH CARE Sp. z o.o. serii preparatów na bazie 

fosfolipidów biomimetycznych, przeznaczonych dla pacjentów stomijnych”, we 

współpracy z firmą Marmed Health Care Sp. Z o.o.; RPMP.01. 02.03-12- 0280/21/2020- 

2021, rola w projekcie: wykonawca, umowa z PK - C-2/253/2022/P 
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5. umowa PK C-2/133/2023/P we współpracy z Zakładem Farmaceutycznym Amara sp. 

zoo. (objęta poufnością) 

 

Wyjazdy szkoleniowe: 

1. BIP "MedChem Program: From Organic Chemistry to Pharmaceutical Drugs, Porto,  

15-24 July, 2024 

 

Studia podyplomowe: 

1. Mikrobiologia, Higiena, Środowisko – Uniwersytet Warszawski, 01/2023 – 12/2023 

2. Jakość i bezpieczeństwo produktów kosmetycznych – Uniwersytet Łódzki, 03/2021 –

02/2022         

 

Pozostałe: 

1. 14 edycja Małopolskiej Nocy Naukowców – zaangażowanie i wkład w organizację 

wydarzenia, 27 listopada 2020r.  

2. „Małopolska Chmura Edukacyjna- nowy model nauczania” – czynny udział  

w projekcie, warsztaty weekendowe 

3. Koło Naukowe „CosMed – technologia kosmetyków, wyrobów medycznych i podłoży 

farmaceutycznych” – czynny udział w działalności koła naukowego 

4. 16 edycja Małopolskiej Nocy Naukowców – pomysłodawca i organizator wybranych 

wydarzeń, 30 września 2022r. 

5. Life Science Open Space – Collaboration and Innovation Summit for Health and Quality 

of Life – 30 listopada – 1 grudnia 2023r. 

6. Dzień Chemika – pomysłodawca i organizator wybranych pokazów, 14 maja 2024r.  

7. Dzień Wynalazków PK 2024 – 16 maja 2024r. 

8. Women in Tech – prezentacja działalności Koła Naukowego  

9. Członek Komitetu Organizacyjnego 3rd International Conference on Chemistry for 

beauty and health, Kraków, 13-15.06.2024 

10. 18 edycja Małopolskiej Nocy Naukowców – pomysłodawca i organizator wybranych 

wydarzeń, 28 września 2024r. 

11. Dzień Wynalazków PK 2025 – 8 maja 2025r.  

12. Członek Komitetu Organizacyjnego konferencji “Fitoforum 2025” Koryciny, 23-

25.05.2025 
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12. STRESZCZENIE  

• Ze względu na liczne korzyści zdrowotne bakterii probiotycznych istnieje 

ogromne zapotrzebowanie na produkty je zawierające, które są wykorzystywane w przemyśle 

spożywczym i farmaceutycznym do regulacji mikrobiomu jelitowego i walki z opornością na 

antybiotyki. W przypadku przemysłu kosmetycznego wyzwaniem pozostaje spełnienie 

wymagań dotyczących składu kosmetyków, przy jednoczesnym zachowaniu żywych komórek 

bakterii w potencjalnych formulacjach probiotycznych. Jednym z obiecujących rozwiązań 

zwiększających przeżywalność probiotyków jest ich mikrokapsułkowanie. 

• Celem pracy było opracowanie formulacji kosmetycznej, pozwalającej na 

skuteczne wprowadzenie żywych bakterii probiotycznych przy zachowaniu wymogów 

stawianych produktom kosmetycznym. W związku z tym konieczne było opracowanie 

technologii mikrokapsułkowania, która umożliwiłaby enkapsulację mikroorganizmów 

probiotycznych z wysoką wydajnością kapsułkowania oraz przeżywalnością w czasie.  

• Pierwszym etapem badań było poszukiwanie efektywnej formy, nośnika dla 

żywych szczepów probiotycznych oraz optymalizacja składu kompozycji nośnikowej.  

W wyniku przeprowadzonej analizy uzyskano profile aproksymacji, które pozwoliły określić 

optymalne parametry procesu. Na podstawie przeprowadzonych badań uzyskano stabilne 

mikrosfery alginianowe o rozmiarach od 10 do 30 mikrometrów. Obserwacji kształtu i rozmiaru 

mikrosfer dokonano za pomocą mikroskopu optycznego. Natomiast morfologię otrzymanych 

nośników obserwowano za pomocą SEM i TEM. Na podstawie uzyskanej optymalizacji do 

dalszych badań oraz do części mikrobiologicznej przygotowano próbki – stabilnej 

mikrodyspersji oraz mikrosfer dla parametrów: stężenie chlorku wapnia (środka sieciującego) 

równe 0,3 mol/dm3, szybkość wkraplania CaCl2 na poziomie 10 kropli na minutę i amplituda 

procesu ultrasonifikacji 69%. Sprawdzono EE przy stosowaniu różnych prędkości wirowania 

(brak wirowania, 500 rpm oraz 30 000 rpm).  

• Następnie zawiesinę szczepu probiotycznego oraz uzyskane z niej mikrosfery 

poddano działaniu różnych czynników fizykochemicznych takich jak: temperatura, 

promieniowanie UV, odczyn pH oraz działaniu środka konserwującego. Oceny żywotności 

komórek probiotycznych wolnych i zakapsułkowanych dokonano poprzez zliczanie kolonii 

bakteryjnych wyrosłych na płytkach z agarowym podłożem MRS po użyciu techniki inokulacji 

pour plate. Uzyskane wyniki wykazały, iż nośnik w postaci mikrosfer alginianowych wpływał 

pozytywnie na żywotność szczepu probiotycznego w porównaniu z zastosowaniem tych 

samych warunków wobec wolnego szczepu. 
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• Kolejnym etapem był dobór układu konserwującego oraz opracowanie 

formulacji bazowej (w postaci emulsyjnej) dla mikrosfer probiotycznych (MP). Na podstawie 

przeprowadzonych badań stwierdzono, że zastosowanie mikrosfer alginianowych jako nośnika 

pozwala na przeżycie bakterii probiotycznych w formulacji, pomimo obecności układu 

konserwującego (przeżywalność komórek bakteryjnych na poziomie 6,13 log CFU/g po 120 

dniach przechowywania). Natomiast, wprowadzenie do preparatu wolnego szczepu 

bakteryjnego (braku ochrony szczepu w postaci mikrosfer) skutkowało całkowitą eliminacją 

żywych komórek probiotycznych. 

• Równolegle, opracowano stabilne formulacje oleożelowe, do których również 

włączono nośniki alginianowe zawierające bakterie probiotyczne. Ze względu na brak 

zawartości wody w takich preparatach, układy te nie muszą zawierać konserwantów, a więc 

stanowią alternatywę dla preparatu w formie emulsji.  

• W wyniku dalszych prac dokonano modyfikacji nośnika, w celu zwiększenia 

stopnia przeżywalności bakterii podczas przechowywania oraz maksymalnego uszczelnienia  

struktury mikrosfer alginianowych.  Jako źródło prebiotyczne wybrano mąkę z tapioki ze 

względu na jej korzystny wpływ na wzrost szczepu Lactobacillus casei podczas fermentacji  

w bulionie MRS. Optymalne mikrosfery alginianowo – tapiokowe zostały dodatkowo poddane 

procesowi powlekania, aby uszczelnić ich strukturę i uzyskać maksymalny poziom 

heremetyczności nośnika. W tym celu, jako środki powlekające zastosowano roztwory 

biopolimerów, takich jak żelatyna, chitozan i kwas hialuronowy. Uzyskane z badań wyniki 

wykazały,  że już sam dodatek mąki z tapioki (powłoki prebiotycznej) miał pozytywny wpływ 

na modyfikację powierzchni mikrosfer (wygładzenie porowatej struktury mikrosfer). 

Dodatkowe powlekanie biopolimerami pozwoliło uzyskać maksymalny stopień 

hermetyczności. Ponadto połączenie powłok: prebiotycznej i biopolimerowej mikrosfer,  

w szczególności przy użyciu kwasu hialuronowego i chitozanu, znacząco poprawiło 

przeżywalność i żywotność szczepu probiotycznego podczas długoterminowego 

przechowywania. Najwyższy wskaźnik przeżywalności szczepu probiotycznego odnotowano 

w przypadku mikrosfer alginianowo – tapiokowych pokrytych kwasem hialuronowym  

i wyniósł on 5,48 log/CFU g. Po 30 dniach przechowywania, przeżywalność szczepu w tym 

układzie nośnikowym utrzymywała się na poziomie 89%. 

• W kolejnym etapie badań zmodyfikowane MP wprowadzono do uprzednio 

opracowanej formulacji kosmetycznej. Następnie przeprowadzono badania in vitro i in vivo 

potwierdzające efektywność działania na mikrobiom skóry. Badania in vitro obejmowały: 
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ocenę cytotoksyczności i wpływu na proliferację komórek,  analizę poziomu interleukin IL-6  

i IL-8 metodą ELISA, test gojenia się ran “scratch assay” oraz ocenę wpływu formulacji 

kosmetycznej zawierającej MP na mikroorganizmy tworzące mikrobiom skóry. W celu 

określenia potencjalnej toksyczności próbek przeprowadzono badania na modelu komórkowym 

imitującym skórę, wykorzystując linie komórkowe keratynocytów (HaCaT) oraz fibroblastów 

(HSF). Test MTT wykazał brak cytotoksycznego działania formulacji wobec keratynocytów do 

stężenia 2,5%, natomiast w przypadku fibroblastów – do 5%.  Dane uzyskane w teście gojenia 

ran wykazały potencjał formulacji zawierającej MP jako preparatu o właściwościach 

proregeneracyjnych. Dodatkowo, badania mikrobiologiczne wykazały, że formulacja 

zawierająca MP ograniczała przeżywalność patogennych szczepów (E. coli, S. aureus, C. 

albicans, C. neoformans) w porównaniu do formulacji bazowej, pozbawionej bakterii 

mlekowych. Natomiast, badania in vivo potwierdziły skuteczną kolonizację skóry probantów 

przez bakterie probiotyczne po zastosowaniu preparatu zawierającego MP.  

• Podsumowując, badania przedstawione w niniejszej pracy potwierdzają, że 

opracowana technologia mikroenkapsulacji, umożliwia kapsułkowanie bakterii probiotycznych 

z wysoką wydajnością enkapsulacji, a opracowane formulacje kosmetyczne i dobór układu 

konserwującego zapewniają ochronę probiotyków zarówno przed degradacją, jak  

i nadmiernym (niekontrolowanym) rozmnażaniem. Ponadto, uzyskane wyniki badań in vitro  

i in vivo potwierdzają bezpieczeństwo formulacji, a także wykazują jej antybakteryjne  

i normalizujące mikroflorę działanie.  
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13. ABSTRACT  

• Due to the numerous health benefits of probiotic bacteria, there is a huge demand 

for products containing them, which are used in the food and pharmaceutical industries to 

regulate the gut microbiome and fight antibiotic resistance. In the case of the cosmetics industry, 

the challenge remains to meet the compositional requirements of cosmetics while maintaining 

viable bacterial cells in potential probiotic formulations. One promising solution to increase the 

survivability of probiotics is their microencapsulation. 

• The aim of the work was to develop a cosmetic formulation that would allow for 

the effective introduction of live probiotic bacteria while meeting the requirements for cosmetic 

products. Therefore, it was necessary to develop a microencapsulation technology that would 

enable the encapsulation of probiotic microorganisms with high encapsulation efficiency and 

survival over time. 

• The first stage of the research was to search for an effective form, a carrier for 

live probiotic strains and to optimize the carrier composition. As a result of the analysis, 

approximation profiles were obtained, which allowed to determine the optimal process 

parameters. Based on the conducted research, stable alginate microspheres with sizes from 10 

to 30 micrometers were obtained. The shape and size of the microspheres were observed using 

an optical microscope. The morphology of the obtained carriers was observed using SEM and 

TEM. Based on the obtained optimization, samples of stable microdispersion and microspheres 

were prepared for further research and for the microbiological part: calcium chloride 

concentration (cross-linking agent) equal to 0.3 mol/dm3, CaCl2 instillation rate at the level of 

10 drops per minute and ultrasonication process amplitude of 69%. EE was checked using 

different centrifugation speeds (no centrifugation, 500 rpm and 30,000 rpm). 

• Next, the suspension of the probiotic strain and the microspheres obtained from 

it were subjected to the action of various physicochemical factors such as: temperature, UV 

radiation, pH and the action of a preservative. The assessment of the viability of free and 

encapsulated probiotic cells was made by counting bacterial colonies grown on plates with 

MRS agar medium after using the pour plate inoculation technique. The obtained results 

showed that the alginate microsphere carrier had a positive effect on the viability of the 

probiotic strain compared to the application of the same conditions to the free strain. 

• The next stage was the selection of a preservative system and the development 

of a base formulation (in emulsion form) for probiotic microspheres (MP). Based on the 

conducted studies, it was found that the use of alginate microspheres as a carrier allows the 
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survival of probiotic bacteria in the formulation, despite the presence of the preservative system 

(bacterial cell survival at the level of 6.13 log CFU/g after 120 days of storage). On the other 

hand, the introduction of a free bacterial strain to the preparation (no strain protection in the 

form of microspheres) resulted in the complete elimination of live probiotic cells. 

• Simultaneously, stable oleogel formulations were developed, which also 

included alginate carriers containing probiotic bacteria. Due to the absence of water in these 

preparations, these systems do not require preservatives, making them an alternative to 

emulsified formulations. 

• As a result of further work, the carrier was modified in order to increase the 

survival rate of bacteria during storage and to maximally seal the structure of alginate 

microspheres. Tapioca flour was selected as the prebiotic source due to its beneficial effect on 

the growth of Lactobacillus casei during fermentation in MRS broth. The optimal alginate-

tapioca microspheres were additionally subjected to a coating process to seal their structure and 

obtain the maximum level of carrier hermeticity. For this purpose, biopolymer solutions such 

as gelatin, chitosan and hyaluronic acid were used as coating agents. The results obtained from 

the studies showed that the addition of tapioca flour (prebiotic coating) alone had a positive 

effect on the modification of the microsphere surface (smoothing the porous structure of the 

microspheres). Additional coating with biopolymers allowed for obtaining the maximum 

degree of hermeticity. Moreover, the combination of prebiotic and biopolymer coatings of 

microspheres, in particular using hyaluronic acid and chitosan, significantly improved the 

survival and viability of the probiotic strain during long-term storage. The highest probiotic 

strain survival rate was recorded for alginate – tapioca flour microspheres coated with 

hyaluronic acid and was 5.48 log/CFU g. After 30 days of storage, the viability of the strain in 

this carrier system remained at 89%. 

• In the next stage of the study, modified MP were introduced into the previously 

developed cosmetic formulation. Then, in vitro and in vivo studies were conducted to confirm 

the effectiveness of the action on the skin microbiome. In vitro studies included: assessment of 

cytotoxicity and the effect on cell proliferation, analysis of the level of interleukins IL-6 and 

IL-8 using the ELISA method, a wound healing test "scratch assay" and an assessment of the 

effect of the cosmetic formulation containing MP on microorganisms that make up the skin 

microbiome. In order to determine the potential toxicity of the samples, tests were carried out 

on a cell model imitating the skin, using cell lines of keratinocytes (HaCaT) and fibroblasts 

(HSF). The MTT test showed no cytotoxic effect of the formulation on keratinocytes up to  

a concentration of 2.5%, while in the case of fibroblasts - up to 5%. The data obtained in the 
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wound healing test showed the potential of the formulation containing MP as a preparation with 

pro-regenerative properties. In addition, microbiological studies have shown that the 

formulation containing MP limited the survival of pathogenic strains (E. coli, S. aureus,  

C. albicans, C. neoformans) compared to the base formulation, devoid of lactic acid bacteria. 

In vivo studies, on the other hand, confirmed the effective colonization of the skin of probiotic 

bacteria after the use of the formulation containing MP. 

• To summarize, the research presented in this paper confirms that the developed 

microencapsulation technology allows for the encapsulation of probiotic bacteria with high 

encapsulation efficiency, and the developed cosmetic formulations, along with the selection of 

a preservative system, ensure the protection of probiotics both from degradation and excessive 

(uncontrolled) reproduction. Furthermore, the obtained in vitro and in vivo study results confirm 

the safety of the formulations, as well as demonstrate their antibacterial and microbiome-

normalizing effects. 
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