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Besondere Hinweise

Die Fehlerbalken in den Diagrammen geben die Stichprobenstandardabweichung in po-

sitiver und negativer Richtung um den Stichprobenmittelwert an.

Gesetzlich geschiltzte Warenzeichen werden ohne besondere Kennzeichnung verwen-

det.



1 Einleitung und Zielsetzung

Kleinere Verletzungen der Haut gehdren zu unser aller taglichem Leben. Zur Aushei-
lung dieser Wunden ist unser Kérper in den meisten Féllen auch sehr gut alleine be-
fahigt (MARTIN, 1997), aber zahlreiche Faktoren beeinflussen diesen Vorgang (GUO &
DIPIETRO, 2010). Oft ist es daher sinnvoll Zubereitungen zur Wundreinigung und be-
schleunigten Heilung auf die verletzte Haut aufzutragen und dementsprechend grof3 sind
Nachfrage und Marktangebot flr derartige Praparate, sowohl im Arzneimittel- als auch im

Medizinproduktebereich.

Diese Arbeit beschéftigt sich mit Zubereitungen, die einen Birkenkork-Triterpenextrakt
(TE) mit dem Hauptbestandteil Betulin als Wirksubstanz beinhalten (LASzCzYK, 2007).
Oleogele aus derartigen Extrakten wurden schon erfolgreich zur verbesserten Heilung
von Problemwunden eingesetzt, was in klinischen Studien im Rahmen ihrer Zulassung
gezeigt werden konnte (MULLER-DEBUS, 2011). Dartber hinaus profitieren weitere Haut-
krankheiten von einer Behandlung mit diesen Oleogelen (oder auch mit daraus hergestell-
ten W/O-Emulsionen), wie z.B. aktinische Keratose (HUYKE ET AL., 2009), Herpes Zoster
(WECKESSER ET AL., 2010) oder strahlen- und chemotherapieinduzierte Hautschadigun-

gen (DISTELRATH ET AL., 2010).

Eine einzigartige Eigenschaft des TE besteht darin, in Oleogelen und W/O-Emulsionen
eine Doppelfunktion als Wirkstoff, sowie als Stabilisationshilfsstoff auszuiben. Dadurch
kann teilweise auf eine Zugabe von weiteren galenischen Hilfsstoffen verzichtet werden,
bzw. sind hiervon sehr viel weniger nétig, was fur Allergiker und empfindliche Haut ein

wichtiger Vorteil ist.

Wahrend die Wirksamkeit der TE-Oleogele fur die topische Wundversorgung sehr positiv
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ist, ist diese galenische Formulierung flr diesen Einsatzzweck nicht optimal. Ein Problem
ist der mechanische Stress, der zwangslaufig z.B. beim Auftragen einer viskosen Zu-
bereitung auftritt und leicht eine frisch gebildete Zellschicht beschadigen kann, was die

Wundheilung dann massiv behindert.

Ziel dieser Arbeit war es nun eine Formulierung zu entwickeln, die nach Mdglichkeit die
positiven Wundheilungseigenschaften der Oleogele aufweist und sich gleichzeitig leicht
und irritationsarm auftragen lasst. Hierflr wurden Schaumformulierungen ausgewabhlt, da
sie besonders angenehm in der Anwendung sind und vom Patienten gut angenommen
werden (HOUSMAN ET AL., 2002). Es ist mdglich einen Schaum direkt auf die Wunde

aufzusprihen oder ihn aus der Hand mit sehr geringen Scherkréaften aufzutragen.

Um dieses Ziel zu erreichen wurden unterschiedlichste Formulierungskonzepte entwor-
fen, untersucht, bewertet und optimiert. Durch Kooperation mit anderen Forschungsgrup-
pen, die die Wundheilungswirkung in ex-vivo-Modellen untersuchten, waren statistische
Optimierung und praxisrelevante Veranderungen des Formulierungskonzepts mdglich,
die Uber die galenische Sichtweise hinaus gingen. Untersuchungen zum Stabilisierungs-
mechanismus und Freisetzungsverhalten der Zubereitungen wurden auf3erdem durchge-

fahrt.



2 Allgemeiner Tell

2.1 Physiologie der Haut und Wundheilung

2.1.1 Aufbau der Haut

Die menschliche Haut hat primér eine Barrierefunktion, um unseren Organismus von der
AuBenwelt zu trennen und zu schitzen. Weiterhin hat sie wichtige physiologische Funk-
tionen bei Temperaturregulation und Wasserhaushalt und ist als grétes menschliches
Sinne- und Kommunikationsorgan zusatzlich an der Immunantwort beteiligt (FALLER &
SCHUNKE, 2008).

Anatomisch kann man die Haut (Cutis) grob in Oberhaut (Epidermis), Lederhaut (Dermis)
und Unterhaut (Subcutis) einteilen (siehe Abb. 2.1), wobei die Epidermis flir die Barriere-

funktion mafBgeblich ist.

Die auBerste Schicht der Epidermis wird von dem Stratum corneum (Hornzellschicht) ge-
bildet, welches einen Schutz vor Xenobiotika aller Art, wie Erregern und Chemikalien,
weiterhin vor mechanischer Belastung, aber auch vor transepidermalem Wasserverlust
(engl. “transepidermal water loss” oder TEWL) bietet (MADISON, 2003). Es besteht aus
flachen, abgestorbenen, proteinreichen Zellen, den Corneozyten, die miteinander dicht
Uber Corneodesmosomen verbunden sind und in eine lipophile interzellulare Matrix ein-

gebettet sind (PROKSCH ET AL., 2008).

Die proximal nachste Schicht stellt das Stratum lucidum (Glanzzellschicht) dar, welches
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Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum | 3

Stratum basale

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau der Haut. Gemeinfreie Abbildung modifiziert nach Gray
(GRAY, 1918).

nur in der Leistenhaut der Handflachen und FuBBsohlen ausgepragt ist. Darauf folgen Stra-
tum granulosum (Kérnerzellenschicht), Stratum spinosum (Stachelzellschicht) und Stra-

tum basale (Basalschicht).

Die Zellteilung findet in der Epidermis ausschlie3lich im Stratum basale (Basalzellschicht)
statt, von wo aus die Zellen langsam nach auf3en geschoben werden und sich dabei zu
Keratinozyten und spéater Corneozyten (im Stratum corneum) differenzieren und schlief3-
lich als Hautschuppen abgesto3en werden. So erneuert sich die Epidermis in einem stan-
digen fortlaufenden Prozess, so dass fir eine vollstandige Erneuerung etwa 27 Tage nétig

sind (EPSTEIN & MAIBACH, 1965).

2.1.2 Wundheilung

Die Behandlung von Wunden hat sich im Laufe der Zeit und wachsendem Versténdnis der
Zusammenhange dramatisch verandert (FORREST, 1982). Im Altertum beherrschten, ne-
ben aus heutiger Sicht lebensgefahrlich anmutenden Wundauflagen, wie rohem Fleisch

oder Tierfaeces, auch pflanzliche Zubereitungen, z.B. aus Johanniskraut (Hypericum per-
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foratum) oder Frauenmantel (Alchemilla vulgaris) die Therapie (MAJNO, 1991).

Heutzutage sind die komplexen Zusammenhange der Wundheilung viel besser bekannt
und man kann gezielte Effekte auf die einzelnen Wundheilungsphasen ex vivo testen
und danach zur Anwendung bringen (GILLITZER & GOEBELER, 2001; BOATENG ET AL.,
2008).

Die Wundheilung wird klassischerweise in drei Phasen eingeteilt:

e Reinigungsphase (Exsudation, Inflammation und Resorption)
e Granulationsphase (Proliferation)

¢ Differenzierungsphase (Reepithelisierung, Narbenbildung)

Nach der Verletzung kommt es initial zu einer lokalen Vasokonstriktion (in den ersten
finf bis zehn Minuten) und anschlieBender Anlagerung von Blutplattchen und Aktivierung
der Blutgerinnungskaskade, mit dem Ziel die Blutung zu stoppen und eine vorlaufige
Barriere auszubilden. Weiterhin werden Botenstoffe freigesetzt, darunter Prostaglandi-
ne, “platelet-derived growth factor” (PDGF), “epidermal growth factor” (EGF), “insulin-like
growth factor” (IGF-1), “transforming growth factor-5” (TGF-5) und “fibroblast growth fac-
tor” (FGF), die weitere Zellen aktivieren und die Inflammationsphase einlauten. Nach der
initialen Vasokonstriktion findet nun eine Vasodilatation statt, die auch durch die Histamin-
freisetzung der Mastzellen hervorgerufen wird, und angelockten Immunzellen durch bes-
sere Durchblutung die Beseitigung eingedrungener Erreger erleichtert (SINGER & CLARK,

1999; STADELMANN ET AL., 1998; WILLENBORG & EMING, 2014).

Schon nach wenigen Stunden beginnt die Granulationsphase. Die abgestorbene Zell-
matrix wird abgebaut, wahrend sich gleichzeitig benachbarte Epidermiszellen zu teilen
beginnen. Hierbei 16sen sich die Hemidesmosomen der Zellen, so dass sie lateral be-
weglich sind. Diese Zellen migrieren aktiv an die Grenze des abgestorbenen Schorfs und

trennen diesen von den gesunden Zellen.

Nach ein bis zwei Tagen findet die Reepithelisierung vom Wundrand beginnend statt,
wobei die Epithelzellen auf den vorher aktiv migrierten Zellen wandern. Etwa vier Tage

nach Verwundung beginnt Granulationsgewebe die Wundhéhle auszufillen. Gleichzeitig
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wandern Makrophagen, Fibroblasten und BlutgefaB3e ein. SchlieB3lich entsteht ein Fibrin-

reiches Narbengewebe und die Wunde zieht sich zusammen.

2.1.3 Betulin in der Wundheilung

Laut neueren Studien wirkt sich ein Oleogel aus pflanzlichem Ol und einem betulinreichen
Triterpentrockenextrakt aus Birkenkork positiv auf die Regeneration schlecht heilender
Wunden und Verbrennungswunden (HUYKE & SCHEMPP, 2005) aus. Weiterhin wurden
diese Oleogele und daraus hergestellte W/O-Emulsionen, erfolgreich bei z.B. Neuroder-
mitis, Aktinischer Keratose (HUYKE ET AL., 2009), in der Nachbehandlung von chirur-
gischen Eingriffen (MULLER-DEBUS, 2011), sowie zur kosmetischen Verbesserung des

Wundbildes eingesetzt (METELMANN ET AL., 2012; LASZCZYK ET AL., 2009).

Mechanistische Untersuchungen mit in vitro “scratch assays” an primaren humanen Kera-
tinozyten und im porcinen ex vivo Wundmodell (BRANDNER ET AL., 2006) lassen auf einen
positiven Wundheilungseinfluss des TE schlieBen. Es zeigt sich eine voribergehend ge-
steigerte Freisetzung von Entziindungsmediatoren, die die Wundheilung in Gang setzen
kénnen, auBerdem eine Steigerung der Migration von Keratinozyten, die zum SchlieBen

der Wunde beitragen (EBELING ET AL., 2014).

2.2 Birkenkorktrockenextrakt als Hilfsstoff

2.2.1 Pentazyklische Triterpene aus der Birkenrinde

Der wei3e Kork der Birke (Betula spec.) enthalt bis zu 40 % Triterpene. Diese Sekun-
darmetabolite bieten dem Baum Schutz vor UV-Licht durch Reflexion, Frostschutz durch
den mehrschichtigen Aufbau, sowie Wasserresistenz durch den hydrophoben Charakter.
Von den Triterpenen bildet Betulin mit ca. 34 % den gréiten Anteil (KRASUTSKY, 2006;

O’CONNELL ET AL., 1988; HABIYAREMYE ET AL., 2002).
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Diese Triterpene des Birkenkorks lassen sich in zwei Stoffgruppen einteilen: Verbindun-
gen des Oleanangrundgerusts und Verbindungen des Lupangrundgertists. Abbildung 2.2

zeigt eine Ubersicht Uiber die Zusammensetzung. Zu den bekannten, enthaltenen Triter-

Z
Lupeol: R =CH; Ha ©H,y
Betulin: R = CH,0H
Betulinsaure: R = COOH
S ol Ri=
Betulinsauremethylester: R = COOCH, o GH5aY

Oleanansdure: R = COOH

Abbildung 2.2: Strukturformeln der Triterpenbestandteile des TE.

penen des Lupan-Typs z&hlen Betulin, Lupeol, Betulinsaure und Betulinsauremethylester,
wahrend vom Oleanan-Typ Erythrodiol und Oleanansaure vorhanden sind (LASzZCZzYK,
2007). Bei den nicht weiter definierten Anteilen des TE handelt es sich wahrscheinlich
um weitere Triterpenoide, worauf es auch Hinweise in der Literatur gibt (RIMPLER ET AL.,
1966; EKMAN, 1983).

2.2.2 Oleogelbildung und Emulsionsstruktur

Ab einer gewissen Konzentration bildet TE mit lipophilen Phasen (z.B. pflanzliche Lipi-
de wie Jojobadl oder Sonnenblumendl) ein Oleogel aus. Dabei bildet sich eine Netz-
werkstruktur der Partikel aus, welche die Ole immobilisiert (LASZCZYK ET AL., 2008).
Durch GRYSKO & DANIELS (2013) wurde der Gelbildungsmechanismus genauer betrach-
tet und die Ausbildung eines dreidimensionalen Netzwerks gefunden, welches durch

Wasserstoffbriickenbindungen der oberflachlichen Carboxyl- und Hydroxylgruppen sta-
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bilisiert wird. Die Struktur ist vergleichbar mit aggregierten Spharokolloiden, wie sie etwa

bei Gelen aus hochdispersem Siliciumdioxid entstehen (KuTz ET AL., 2010).

Die Gele weisen ein plastisches FlieBverhalten auf und die Gelstarke nimmt mit héhe-
ren TE-Konzentrationen zu. Die Polaritéat des Dispersionsmittels spielt aufgrund des Gel-
bildungsmechanismus tber Wasserstoffbriickenbindungen ebenfalls eine zentrale Rolle.
Bei sehr polaren Dispersionsmitteln wie beispielsweise Rizinusél Uberwiegen die Wech-
selwirkungen der Partikel zu den polaren Anteilen der Olphase und es bildet sich erst bei
sehr hohen Konzentrationen eine GerUststruktur aus. Ist das Dispersionsmittel dagegen
sehr unpolar (beispielsweise Paraffin), kdnnen die interpartikularer Bindungen nur tber

kurze Strecken wirken und es bilden sich schwachere Gelstrukturen.

Weiterhin wurde mit steigender spezifischer Oberflache des Extrakies eine anwachsen-
de Gelstarke gefunden, was ebenfalls durch die gréBere Zahl der oberflachlichen OH-

Bindungen erklart werden kann (GRYSKO, 2011).

Ein interessanter Aspekt der vorgestellten TE-Oleogele ist, dass man ohne weitere Hilfss-
toffzugabe eine Wasserphase einarbeiten kann, was zu lagerstabilen W/O-Emulsionen
fihrt. Die Stabilisierung findet hierbei hauptsachlich Uber die Feststoffpartikel statt (sie-
he feststoffstabilisierte Emulsionen, 2.3.1). Die komplexe Mischung aus Triterpenen zeigt
zwar auch eine gewisse Grenzflachenaktivitat, jedoch ist dieser Effekt nicht primar fir die

Stabilisierung verantwortlich (GRYSKO, 2011).

2.3 Physiko-chemische Grundlagen

2.3.1 Emulsionen

Die International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) hat eine breite Definition
des Emulsionsbegriffes etabliert. Sie definiert Emulsionen als Systeme, in denen Tropfen
einer Flussigkeit und/oder FlUssigkristalle fein verteilt in einer zweiten Flissigkeit vorlie-

gen (EVERETT, 1972).
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Als thermodynamisch instabile disperse Systeme haben die Tropfen einer Emulsion stets
das Bestreben zu koaleszieren und sich somit wieder zu trennen. Eine fir die praktische
Anwendung ausreichende kinetische Stabilitat, 1asst sich aber dennoch durch Zugabe

verschiedener Stabilisatoren erreichen (ISRAELACHVILI, 1994).

Bei klassischen Emulsionssystemen kommen hierflr verschiedene Tenside als Emulgato-
ren zum Einsatz, die durch ihre Grenzflachenaktivitat die Grenzflachenspannung weit ge-
nug Absenken kdnnen, um eine Koleszenz fir praktische Zwecke ausreichend zu vermin-
dern (BINKS, 2002). Eine weitere Méglichkeit zur Stabilisierung einer Emulsion stellt die
Zugabe eines Gelbildners dar, der durch Viskositatserh6hung und Immobilisierung eine

Koaleszenz verhindern kann - hier spricht man von Pseudo- bzw. Quasi-Emulgatoren.

Feststoffstabilisierte Emulsionen

Neben den klassischen Emulsionen, beschrieb S. U. Pickering (PICKERING, 1907) eine
Form der Emulsionsstabilisierung durch Feststoffpartikel und pragte damit auch die Be-

zeichnung “Pickering-Emulsion” fir derartige Systeme.

Die Stabilisierung findet hier nicht Gber eine Verringerung der Grenzflachenenergie statt,
sondern durch Einlagerung der Partikel in die Grenzflache. Es bildet sich so eine me-
chanische Barriere, die sehr effektiv eine Koaleszenz der Emulsionstrépfchen verhindern

kann.

Damit Feststoffe zur Stabilisierung in Emulsionen eingesetzt werden kénnen, missen sie
gewisse Voraussetzungen erflillen: So sollten beispielsweise beide Flissigkeitsphasen
die Partikel ahnlich gut benetzen, damit sie nicht vollstandig in eine Phase abwandern
kénnen (BINKS & LUMSDON, 2000b). Liegt ein Gleichgewichtsbenetzungswinkel vor, der
von 90 ° verschieden ist, dann wird eine der beiden mdglichen Phasenlagen beglns-
tigt. Anschaulich lasst sich das erklaren, wenn man sich die Partikel als Kugeln vorstellt,
die dicht gepackt in der Grenzflache sitzen und unterschiedlich weit in die beiden nicht
mischbaren FlUssigkeiten eintauchen. Es ergeben sich dabei entsprechende Kurvaturen
der Grenzflache (siehe Abb. 2.3).
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Flussigkeit 1

Flissigkeit 2

Flussigkeit 1

Flissigkeit 2

Fliissigkeit 2

Abbildung 2.3: Darstellung der benetzungswinkelabhangigen Stabilisierung von Pickering-

Emulsionen.

Durch chemische Modifikation lassen sich Partikel gestalten, die eine definierte hydro-
phobe Halfte, sowie eine hydrophile Halfte besitzen und je nach Geometrie und GréBe
der Partikel, gewisse TropfchengréBen und Phasenlagen bevorzugt stabilisieren kdnnen
(WALTHER & MULLER, 2008). Diese Partikel sind treffend nach dem Gott Janus aus der
rémischen Mythologie benannt, der mit zwei entgegengesetzten Gesichtern dargestellt

wird.

Abgesehen von den sehr homogenen Janus-Partikeln haben Pulver, die man zur Berei-
tung von Pickering-Emulsionen verwendet, Ublicherweise keine diskrete Form und Gr6-
Benverteilung. Dadurch wird der Stabilisierungsmechanismus deutlich komplizierter. Klei-
ne Partikel kdnnen die Abstadnde zwischen den grof3en Partikeln in der Grenzflache auf-
flllen und es ergibt sich ein Gleichgewichtsbenetzungswinkel, der zur Abschétzung des

Stabilisierungsverhaltens dienen kann.
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2.3.2 Schaume aus feststoffstabilisierten O/W-Emulsionen

Bringt man in feststoffstabilisierte O/W-Emulsionen ein 6llésliches Treibgas ein, kann man
aus diesen einen Schaum generieren. Abbildung 2.4 zeigt die schematischen Stadien
des Aufschaumvorgangs einer feststoffstabilisierten Emulsion, die mit Treibgas versetzt

wurde.

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung des Aufschdumvorgangs in O/W-Emulsionen

Anfangs liegt eine normale Pickering-Emulsion vor — die Feststoffpartikel befinden sich
groBtenteils an der Grenzflache zwischen Ol und Wasser, wéahrend das Treibgas in der
Olphase homogen gelést vorliegt. Beim Austritt aus der Diise und dem damit verbunde-
nem Druckabfall, iiberschreitet das Treibgas die Léslichkeit in der Olphase und es begin-
nen sich Gasblasen zu bilden. Diese vereinigen sich rasch und dehnen den Tropfen stark

aus.

Sowohl die Olphase, als auch die Feststoffpartikel und die wassrige AuBenphase bil-
den die Lamellen des Schaums und kénnen dort fiir eine Stabilisierung oder auch flr
ein schnelles Zerfallen des Schaumes sorgen. Welcher Vorgang statt findet, liegt in den
physikalischen Eigenschaften des Feststoffs (unter anderem PartikelgréBe und -form, Po-
laritét, Benetzbarkeit) und weiterer vorhandener Hilfsstoffe begriindet, und wie schnell die

Stabilisierung eintreten kann (GONZENBACH ET AL., 2006).
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2.3.3 Benetzungswinkel

Der Benetzungswinkel 6 ist der Kontaktwinkel, den ein Tropfen einer Flissigkeit auf ei-
ner Feststoffoberflache ausbildet. Er ergibt sich aus dem Zusammenspiel der einzelnen
Grenzflachenspannungen vy, (fest-flissig), v, (flissig-gasférmig) und ~,, (fest-gasférmig),

welches durch die Young-Gleichung (Gleichung 2.1) beschrieben wird (YOUNG, 1805).

Vsg — Vsl (21)
Vg

cosf =

0: Kontaktwinkel [°]
vsqg:  Grenzflachenspannung fest-gasférmig [mN/m]
vsi:  Grenzflachenspannung fest-flissig [mMN/m]

g-  Grenzflachenspannung flissig-gasférmig [mN/m]

Die Gleichung gilt, wenn es sich um eine perfekt plane Oberflache des Feststoffes handelt
und zwischen fortschreitendem Benetzungswinkel 6, und riickschreitendem Benetzungs-

winkel 0 keine Hysterese auftritt — sie somit unter Idealbedingungen identisch sind.

Flr Pickering-Emulsionen und auch feststoffstabilisierte Schaume ist dieser Winkel von
besonderer Bedeutung, da nur bei mittleren Benetzungswinkeln ein Teilchen an der Grenz-
flache zwischen hydrophiler und lipophiler Phase immobilisiert werden kann (siehe auch

2.3.1) und zur Stabilisierung beitragen kann.

2.3.4 Tropfenprofilanalyse

Die Tropfenprofilanalyse stellt ein Verfahren zur indirekten Bestimmung von Grenzfla-
chenspannungen und grenzflachenrheologischen Phdnomenen zwischen zwei FlUssig-
keiten dar. Der Methode liegt die Young-Laplace-Gleichung (Gleichung 2.2) zu Grunde,
die die Krimmung und damit Form eines Tropfens in Bezug zur Grenzflachenspannung

setzt.

1 1
+ —) = AP, + Apgh (2.2)

’Y(R—l ™
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. Grenzflachenspannung [mN/m]

Ry, Ry:  Hauptkrimmungsradien [m]

APy: Druckdifferenz zur Referenzebene [N/m?]

g Erdbeschleunigung [m/s?]

Ap: Dichtedifferenz zwischen Tropfen und AuBenphase [kg/m?]
h: vertikale Tropfenhdhe [m]

Hierbei wird ein Tropfen der Untersuchungsflissigkeit in einer zweiten nicht mischbaren

FlUssigkeit erzeugt und sein Seitenprofil von einer Kamera erfasst.

Je nachdem, ob der Tropfen eine niedrigere oder hdhere Dichte als die duBBere Phase
besitzt, wird mit treibendem Tropfen (“buoyant drop”) oder hangendem Tropfen (“pendant

drop”) und entsprechend angeordneter Kapillare gearbeitet (siehe Abb. 2.5). Nach Auf-

Abbildung 2.5: Skizze der Kapillare und des Tropfens fiir eine Messung nach “buoyant drop”-
Methode.

nahme der Profile, kann Uber ein Fitting nach der Gleichung 2.2 eine Kurve an die Kontur

angelegt werden und die Grenzflachenspannung daraus berechnet werden (MAKIEVSKI
ET AL., 1997).

2.3.5 Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis)

Die Hauptkomponentenanalyse (engl. “principal component analysis”) ist ein Verfahren

der multivariaten Statistik und dient der Auswertung und leichteren Darstellung von kom-
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plexen Zusammenhangen und Einflissen. Dies wird erreicht, indem man aus allen Da-
tenpunkten durch Regression abstrakte “Hauptkomponenten” berechnet, die zueinander
unabhangig sind und mit deren Hilfe man mit wenigen Komponenten einen méglichst

groBen Teil der Gesamtvarianz der Daten beschreiben kann.

Das Verfahren wurde von Pearson (PEARSON, 1901) entwickelt und ist seit Aufkommen

der Rechenleistung moderner Computer von groBer Bedeutung.

Ein kleines Beispiel soll das prinzipielle Vorgehen verdeutlichen. Man hat n Datenpunk-
te, mit je p Parametern und tragt diese in einem p-dimensionalen Hyperraum auf. Durch
diese Punktwolke wird eine Regressionsgerade gelegt, die die erste Hauptkomponente
darstellt. Als Regression wird hier ein “best fit’-Verfahren nach Pearson verwendet, wel-
ches die Fehlerquadrate des orthogonalen Abstands (euklidischer Abstand) minimiert, im
Vergleich zur klassischen linearen Regression, bei der die Fehlerquadrate in einer Ach-

senrichtung minimiert werden (siehe Abb. 2.6).

AY F—T——
= ¥ +by(x%)

Var(x) s

Cov(xy) 4 o

Y=

Abbildung 2.6: Vergleich zwischen “best fit"-Regression nach Pearson (PEARSON, 1901) und

klassischer linearer Regression (QNIEMIEC, 2010).

Um die nachste Hauptkomponente zu erhalten, wird wieder eine Regression durch alle
Punkte durchgefihrt, wobei die neue Gerade orthogonal (und damit unabhangig) zur

ersten Hauptkomponente sein muss. Das Verfahren kann fortgeflihrt werden, bis man
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maximal p Hauptkomponenten erhalten hat.

Zur Durchfihrung der nachsten Transformation der Daten muss die Eigenwertmatrix aus
den Daten berechnet werden. Ein Eigenvektor ist ein Vektor, dessen Richtung durch eine
Multiplikation mit einer Matrix nicht verandert wird, sondern der dabei nur skaliert wird.
Die GroBe der Skalierung ist der dazugehérige Eigenwert. Eine berechnete Eigenwert-
matrix ist in Abb. 5.18 im Ergebnisteil dargestellt. Jetzt kdnnen die Daten in einen neuen
Unterraum transformiert werden, dessen Achsen die vorher bestimmten Hauptkompo-
nenten darstellen (Hauptachsentransformation). Hierbei geht wenig Information verloren

und korrelierende Daten werden zusammengefasst.

Je nachdem wieviele Hauptkomponenten fir diese Transformation verwendet werden,
kann man die Gesamtvarianz des Systems vollstandig (bei p Hauptkomponenten) oder
zu groB3en Teilen (bei weniger Hauptkomponenten) abdecken. In dieser Arbeit wird zur Be-
trachtung der Daten eine Transformation nur Uber die ersten beiden Hauptkomponenten
durchgefiihrt. Dadurch kann man einen sehr groBen Teil der Gesamtvarianz abdecken,
hat aber die vielen Einflussparameter auf zwei (zugegebenermaf3en abstrakie) Dimen-
sionen reduziert. Die Vektoren vom Mittelpunkt der beiden neuen Achsen (Hauptkompo-
nente 1 und Hauptkomponente 2) zu den Eigenwert-Datenpunkten geben wiederum Auf-
schluss Uber Korrelation dieser Parameter. Haben zwei Vektoren die gleiche Richtung,
dann zeigen sie eine Korrelation, sind sie dagegen orthogonal, so sind sie unabhangig

voneinander (siehe als Beispiel hierzu wieder Abb. 5.18).

Die einzelnen Hauptkomponenten an sich kénnen nicht in jedem Fall anschaulich inter-
pretiert werden. Parameter mit groBBer Streuung zeigen hier den gréBten Einfluss auf die
Analyse und sind somit in den ersten Hauptkomponenten besonders stark vertreten, was

aber bei der Suche nach starken Einflissen nicht von Nachteil ist (ANTON, 2014).
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3.1 Chemikalien und Substanzen

3.1.1 Triterpentrockenextrakt

Die fUr diese Arbeit verwendeten Exirakte wurden aus der Rinde wei3stdmmiger Bir-
kenarten (Betula pendula, Betula pubescens) gewonnen. Sie wurden von der Birken AG
(DE-Niefern-Oschelbronn) zur Verfiigung gestellt, wo sie unter Verwendung eines stan-
dardisierten Extraktionsprozesses (beschleunigte Lésemittelextraktion) mit n-Heptan als

Lésemittel hergestellt wurden.

Mehrere Extrakichargen (TE1, TE2 und TE3) kommen zum Einsatz, die sich hauptsach-
lich im Lupeolgehalt unterscheiden, welcher durch veranderte Extraktionsbedingungen
angereichert wurde (Siehe hierzu auch 2.2.1). Tabelle 3.1 und Abb. 3.1 zeigen die Triterpen-
Zusammensetzungen der unterschiedlichen Chargen. Wenn nicht ausdrlcklich erwahnt,

dann wurden die Versuche mit TE1 als Standard-Extrakt durchgefihrt.
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TE2

TE1l

O Lupeol
B Erythrodiol
[] Betulin
TE3 [] Oleanolsaure
Il Betulinséure
] Bet.saure-Meth.ester
[l Rest

Abbildung 3.1: Graphische Darstellung der Triterpenverteilung, wie in Tabelle 3.1 aufgeflhrt.

Tabelle 3.1: Zusammensetzung der unterschiedlichen Triterpenextrakte laut Gaschromatographi-

scher Analyse der Birken AG.

TE1 TE?2 TE3
Lupeol 3,94% 7,18% 25, 43%
Erythrodiol 0,77% 0,77% 1,47%
Betulin 86, 85% 78, 32% 60, 50%
Oleanolsaure 0,62% 0,63% 0,48%
Betulinsédure 3,52% 3, 46% 1,64%
Betulinsduremethylester 0,83% 0,07% 1,14%
Rest 3,47% 9,57% 9, 34%
Summe Triterpene 96, 53% 90, 43% 90, 66%

Geliervermbgen Mittel Sehr gut Sehr gut
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3.1.2 Verwendete Chemikalien und Substanzen

Die Tabellen 3.2 und 3.3 bieten eine Ubersicht (iber alle verwendeten Chemikalien und

Substanzen mit Hersteller- bzw. Lieferantenangaben und deren Firmensitz.

Tabelle 3.2: Verwendete Chemikalien

Substanz Hersteller, Firmensitz

Aceton Sigma Aldrich, DE-Steinheim
Acetonitril HPLC grade VWR International, DE-Darmstadt
Aktivkohle Sigma Aldrich, DE-Steinheim
n-Butan-Treibgas 1,2 bar ColepCCL, DE-Laupheim
Dinatriummonohydrogenphosphat Caesar & Loretz, DE-Hilden
1,2-Ethandiol Caesar & Loretz, DE-Hilden
Ethanol Sigma Aldrich, DE-Steinheim
Haarmousse, Balea “Flex & Glossy” dm-Drogerie, DE-Karlsruhe
HCI-MaBlésung (Titrisol) Merck, DE-Darmstadt

2-Hydroxypropyl-3-Cyclodextrin, Kleptose Roquette, FR-Lestrem
HPB oral grade

Jojobadl Birken AG, DE-Niefern-Oschelbronn
Mittelkettige Triglyceride Sasol, ZA-Johannesburg
NaOH-MaBlésung (Titrisol) Merck, DE-Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat Caesar & Loretz, DE-Hilden
Paraffin, dickfllssig Hansen & Rosenthal, DE-Hamburg
Paraffin, dinnflissig Hansen & Rosenthal, DE-Hamburg

Phosal 53 MCT Lipoid, DE-Ludwigshafen
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Tabelle 3.3: Weitere verwendete Chemikalien und Substanzen

Phospholipon 80

Phospholipon 80 H

Phospholipon 90 G

Phospholipon 90 H

Phospholipon LPC 20 H
Polyethylenglykol 300

Polyethylenglykol 600

Polysorbat 80
Propan/Butan-Treibgasmischung 2,7 bar
Propan/Butan-Treibgasmischung 3,5 bar
Propan/Butan-Treibgasmischung 3,5 bar
1,2-Propandiol

2-Propanol

Rasierschaum, Balea “men Sensitive”
Rizinusél

Sonnenblumendl

Triterpentrockenextrakt

Lipoid, DE-Ludwigshafen

Lipoid, DE-Ludwigshafen

Lipoid, DE-Ludwigshafen

Lipoid, DE-Ludwigshafen

Lipoid, DE-Ludwigshafen

Merck, DE-Darmstadt

Merck, DE-Darmstadt

Croda, DE-Nettetal Kaldekirchen
ColepCCL, DE-Laupheim
ColepCCL, DE-Laupheim

Vema, DE-Neuséss

BASF, DE-Ludwigshafen

Sigma Aldrich, DE-Steinheim
dm-Drogerie, DE-Karlsruhe
Caesar & Loretz, DE-Hilden
Caesar & Loretz, DE-Hilden
Birken AG, DE-Niefern-Oschelbronn

3.2 Verbrauchsmaterial

In Tabelle 3.4 sind die verwendeten Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller aufge-

fahrt.
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Tabelle 3.4: Verbrauchsmaterial

Artikel

Hersteller, Firmensitz

Alufolie

Aluminium-Aerosoldosen, 150 mL
Celluloseacetat Filter 0,2 m
Celluloseacetat Filter 0,8 ;m
Einmalspritzen 1 mL, 5 mL, 10 mL, 20 mL
und 30 mL

Eppendorf ep TIPS 2 - 200 xL und
50 - 1000 uL

Glasobjekttrager

HPLC-Vials, 1,5 mL

Immersol 518

Kimtech Precision Wipes

High Vacuum Grease

Loctite 401

Mikroskop-Deckglaser, 20 x 20 mm
Mikroskop-Obijekttrager, 76 x 26 mm
PTFE-Filter 25 mm, PorengréBe 5 um
Papierticher

Parafilm ,M”

Reaction Tubes, 2 mL, PP
Rundfilter, hydrophob,

90 mm Durchmesser

Sterican Kandlen 40 mm x 0,9 mm

und 120 mm x 0,8 mm

Neotén, DE-Salzgitter

Sartorius, DE-Géttingen
Sartorius, DE-Géttingen
B. Braun, DE-Melsungen

Eppendorf, DE-Hamburg

VWR International, DE-Darmstadt
Macherey-Nagel, DE-Diiren

Carl Zeiss, DE-Oberkochen
Kimberly-Clark Professional, DE-Koblenz-
Rheinhafen

Dow Corning, US-Midland

Henkel, DE-Dusseldorf

VWR International, DE-Darmstadt

VWR International, DE-Darmstadt
Sartorius, DE-Géttingen

Wepa, DE-Hillscheid

Pechiney Plastic Packaging, US-Chicago
Greiner Bio One, DE-Frickenhausen
Schleicher & Schuell, DE-Dassel

B. Braun, DE-Melsungen
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3.3 Gerate

Die Tabellen 3.5, 3.6 und 3.7 listen alle verwendeten Gerate und Instrumente auf. Je-

weils angegeben sind die Geratehersteller, sowie die genauen Typenbezeichnungen und

Zubehorteile.

Tabelle 3.5: Verwendete Geréate und Instrumente

Gerat

Hersteller, Firmensitz

Typenbezeichnung/Zubehor

Zellstofftlicher
Zentrifugenréhrchen PP
15 mL und 50 mL
Zetasizer-Kuvetten
Disposable capillary

cell DTS1070 & DTS0012

Analysenwaage

Analysenwaage

Dichtemessgerat

Franz-Diffusionszellen

Hochdruckhomogenisator

Hochleistungsdispergierer

HPLC-Séule

Wepa, DE-Hillscheid
VWR International,
DE-Darmstadt
Malvern Instruments,

DE-Herrenberg

Mettler-Toledo, DE-Gief3en

Sartorius, DE-Gottingen
Anton Paar, DE-Ostfildern-
Scharnhausen

Gauer Glas, DE-Pttlingen

Avestin Europe,
DE-Mannheim
IKA-Werke,
DE-Staufen
Macherey-Nagel,
DE-Duren

Excellence Plus mit Dru-
cker RS-P42

CP2245

DMA 4500

12 mL Akzeptorvolumen
1,77 cm? Offnungsflache,
flacher Boden
EmulsiFlex-C3

Ultra-Turrax T25

EC 125/4 Nucleosil 100-5
C18, mit Vorsaule: EC 4/3
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Tabelle 3.6: Weitere verwendete Gerate und Instrumente

HPLC-System

Hydraulische Presse
Konduktometer
Konfokales Raman-
Mikroskop
Kugelmihle
Lichtmikroskop
Magnetrihrer und
Heizplatte

Magnetrihrstabchen

Mastersizer

Muldestor

Shimadzu, DE-Duisburg

Perkin-Elmer,
DE-Uberlingen
Knick, DE-Egelsbach

WiTec, DE-UIm

W.E. Vetter, DE-Heidelberg

Carl Zeiss,
DE-Oberkochen
IKA-Werke, DE-Staufen

VWR International,
DE-Darmstadt
Malvern Instrument,

DE-Herrenberg

Wagner + Munz,
DE-Minchen

LC-20A Prominence
Module: Entgaser DGK-
20A5, Pumpe LC-20AT,
SIL-20A,
Kommunikationsmodul
CBM-20A, UV/Vis-Detektor
SPC-20A,
CTO-10ASVP
062566

Autosampler

Saulen-Ofen

pH-Meter 761 Calimatic, 4-
Polmesszelle ZU6985
Alpha 300 R

WMS5 mit passender Kera-
mikschale und -kugeln

Axio Imager Z1

IKA Combimag RCT

Stirring Bars Micro

10 x 0,3 mm

Mastersizer 2000 mit
Nassdispergiereinheit Hy-
dro 2000S
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Tabelle 3.7: Weitere verwendete Gerate und Instrumente

Multi-Magnetrihrer

pH-Meter

Prazisionswaage
Profilanalyse-Tensiometer
Rezepturwasserbad
Thermostat

Thermostat

Trockenschrank

Ultraschallprozessor

Wasseraufbereiter

Zahnkolloidmihle

Zentrifuge

Zetasizer

Variomag,
US-Daytona Beach
Mettler-Toledo, DE-GieRen

Sartorius, DE-Géttingen
Sinterface, DE-Berlin
Memmert, DE-Schwabach
Julabo, DE-Seelbach
Lauda,
DE-Lauda-Kdénigshofen
Heraeus, DE-Hanau

Dr. Hielscher, DE-Teltow

Elga Berkefeld, DE-Celle
FrymaKoruma,
DE-Neuenburg
Eppendorf, DE-Hamburg
Malvern Instruments,

DE-Herrenberg

Variomag Poly

SevenEasy, Glaselektirode
InLab 413

AX4202

PAT-1

900 W, 7L

F25

Alpha A

T5042
UP200S
cessor), Spitze S14
PureLab Option-Q
MZ 50/R

(Ultrasonic pro-

MiniSpin
Zetasizer Nano-ZS mit
Autotitrator MPT-2
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4 Methoden

4.1 Physikochemische Methoden

4.1.1 Dichtebestimmung von Fllssigkeiten

Die Dichte der verwendeten Flissigkeiten wurde mit einem DMA 4500 von Anton Paar bei
25 °C bestimmt. Das Gerat wird zu Beginn der Messungen mit Luft und Reinstwasser kali-
briert. Dann wird die zu vermessende Flissigkeit blasenfrei mit einer 10-mL-Einmalspritze
in die saubere und trockene Messkapillare eingefillt. Nach Start des Messprogramms
wird die Flissigkeit temperiert und dann vermessen. Es werden drei Wiederholungsmes-

sungen durchgeflhrt.

4.1.2 Wirkstofffreisetzung
Franz-Diffusionszellen

Die Diffusionszellen nach Franz (Gauer Glas) werden dinn mit Silikon-Schilifffett (Dow
Corning) bestrichen und die PTFE-Filter (Sartorius) aufgebracht. Als Membran kommen
PTFE-Filter mit einer PorengréBe von 5 yum zum Einsatz. AnschlieBend werden die Zellen
verschlossen, mit einer Klammer gesichert und je Zelle 12 mL temperierter Puffer, sowie
ein Magnetrthrstédbchen zugegeben. Als Puffer wird natriumchloridhaltiger Phosphatpuf-

fer pH 7,4 nach Ph. Eur. 7 mit 10 prozentigem 2-Hydroxypropyl-3-Cyclodextrin-Zusatz
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verwendet. Anschlie3end wird 1 g Zubereitung auf die Membran gegeben und die Franz-
Zellen in ein auf 32 °C temperiertes Wasserbad mit Magnetrihrfunktion gesetzt. Es ist
darauf zu achten, dass der FlUssigkeitspegel im Temperierbad bis zur H6he der Mem-
bran reicht. Der Probenzug erfolgt nach 1 h, 2 h, 4 h, 8 h und 16 h durch Entnahme von
0,5 mL Akzeptormedium mit einer Glasspritze und anschlieBender Volumenerganzung

mit frischem Medium.

Sattigungsloéslichkeit von Betulin in Akzeptormedien

Von jedem zu untersuchenden Medium werden 150 mL hergestellt und gleichmaBig auf
drei 100-mL-Messkolben verteilt. In jeden Kolben wird 1 g TE zugegeben und Uber ei-
ne Woche mehrfach taglich fir 15 min in ein Ultraschallbad gestellt und geschuttelt.
Nach einem weiteren Tag bei 22 °C werden Proben von 1 mL gezogen, abzentrifugiert
(14500 UpM, 15 min) und der Uberstand mit HPLC analysiert.

4.1.3 HPLC-Analytik

Die Bestimmung des Betulingehalts im Akzeptormedium der Freisetzungsuntersuchun-
gen erfolgt tber HPLC. Das System stammt von Shimadzu und besteht aus den Modulen
Entgaser (DGK-20A5), Pumpe (LC-20AT), Autosampler (SIL-20A), Kommunikationsmo-
dul (CBM-20A), UV/Vis-Detektor (SPC-20A), Séaulen-Ofen (CTO-10ASVP) und der Soft-
ware ,LC-Solution 1.21 SP1”. Als Sdule kommt eine Macherey-Nagel ,EC 125/4 Nucleo-
sil 100-5 C18” mit Vorsaule ,EC 4/3” zum Einsatz. Als FlieBmittel wird ein 80:20 (V/V)
Gemisch aus Acetonitril:Wasser verwendet, die Sdule auf 40 °C temperiert und ein Vo-
lumenstrom von 1,5 mL pro Minute eingestellt. Das Probenvolumen betragt 20 pL. Unter

diesen Bedingungen erfolgt eine Elution des Betulinpeaks bei ca. 5,3 min.
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Kalibrierung der HPLC-Analytik

Zur Kalibrierung der Methode wurden TE-Konzentrationen von 0,2 pg/mL, 0,5 pg/mL,
1 pg/mL, 2 pg/mL, 5 ug/mL und 50 pg/mL hergestellt. Die 50 pug/mL wurde direkt in 2-
Propanol geldst als Stammlésung hergestellt, die anderen Konzentrationen daraus durch
Verdinnung mit 10 %igem Hydroxypropyl-3-Cyclodextrin-Akzeptormedium hergestellt.
Abb. 4.1 zeigt die erhaltene Kalibriergerade mit Regressionsgleichung und Bestimmt-

heitsmaf3. Zur Bestimmung wurde die Peakflache herangezogen.

300000

250000

y = 5247,55x + 560,103
R?z = 0,998692

200000

150000 +

Peakflache

100000 +

50000

T T T
0 10 20 30 40 50 60

Konzentration TE [g/ml]

Abbildung 4.1: HPLC-Kalibriergerade mit in 2-Propanol geléstem TE. Ausgewertet wurde der

Betulinpeak. n = 3.

4.1.4 Konfokale Raman-Mikroskopie

Ein Tropfen der zu untersuchenden Proben wird auf einen Objekttrager aufgebracht, au-
Ben um den Tropfen etwas Sekundenkleber aufgebracht und mit einem Deckglas fixiert.

Die Fixierung durch den Klebstoff verhindert ein Verdampfen des Wassers wahrend der
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Laserbestrahlung und fihrt zu weniger Bewegung im Objekt. Die Aufnahme der Spektren
und Bilder erfolgt mit einem ,Alpha 300 R” mit dem Spektrometer UHTS 300 und der
CCD-Kamera DV401-BV von WiTec. Zuerst werden Fokus und Probenposition lichtmikro-
skopisch eingestellt, danach mit Laserlicht die eigentliche Raman-Mikroskopie durchge-
fuhrt. Die Anregungswellenlange betragt 523 nm, die Bildgro3e 25 x 25 um, die Auflésung
100 x 100 Pixel bei einer Integrationszeit von 100 ms. Zur Auswertung werden den Ein-
zelspektren (TE, Wasser, Ol, Phospholipon 80H) jeweils eine Farbe zugeordnet und diese

Uberlagert.

4.1.5 Kontaktwinkelmessungen

Die Kontaktwinkelmessung wird angelehnt an die ,sessile-drop”-Methode durchgeflhrt.
Um eine moglichst plane TE-Oberflache zu erhalten, wird mit einer hydraulischen IR-
Presse eine TE-Tablette hergestellt. Hierzu wird ein Stempel mit 1 cm Durchmesser und
ein Druck von 1,25 GPa (entspricht der an der Presse angezeigten Gewichtskraft von
10,0 t) fir 10 Sekunden aufgewendet. Auf den mit einer Wasserwaage ausgerichteten
TE-Pressling werden 25 pl Pufferlésung gegeben und das Seitenprofil photographiert. An-
hand dieses Photos werden rechter und linker Randwinkel geometrisch am Computer mit
dem Software-Goniometer ,MB Ruler” (Markus Bader, http://www.markus-bader.de/MB-

Ruler/index.d.php) bestimmt.

4.1.6 Lichtmikroskopie

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen werden mit einem Zeiss Axio Imager Z1 in Durch-
licht und Auflicht aufgenommen. Das Mikroskop besteht aus folgenden Komponenten:
Halogenlampe HAL 100, Quecksilberdampflampe HBO 100, Kameras Axiocam MRm und
ICc1, Objektiv ,Plan-Apochromat 63x/1,40 Oil M27”. Die verwendete Software ist ,Axio-

Vision” von Zeiss.
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4.1.7 Profilanalysetensiometrie (PAT)

Die Messung wird mit dem PAT-1 von Sinterface im Aufbau des treibenden Tropfens (,bou-
yant drop”) durchgefihrt (siehe hierzu auch 2.3.4. Da geringste Tensidspuren die Mes-
sung stark stéren, werden alle verwendeten Teile mit Aceton und anschlieBend mit Was-
ser gespult. Fir diesen Versuch wird als Wasser nur frisch bereitetes Aqua bidestillata

aus dem Muldestor verwendet.

Wasser wird in der Kivette vorgelegt, die Kapillare grindlich mit der zu vermessenden
Olphase vorgespililt, in die Kiivette eingehangt und alles auf 25 °C temperiert. Der Kapil-
larmund wird in den Fokus der CCD-Kamera gebracht und die Kamera mit einer Metall-
kugel definierten Durchmessers von 3 mm in Position des spateren Tropfens kalibriert,
wobei auf Vertikalitat zu achten ist. Zur Steuerung des Gerats und zur Auswertung wird
die Software ,SINTERFACE Profile Analysis Tensiometer PAT 1 v. 5.03.1” verwendet.

Methode fiir Grenzflachenspannungsmessungen

Far Untersuchungen zur Grenzflachenspannung zwischen zwei Flissigkeiten (wéssrige
und élige Phase) wird ein statisches Messprofil verwendet. Hierzu wird ein Tropfen mit
20 mm? erzeugt und sein Volumen nicht mehr verandert, wahrend die Seitenprofile des
Tropfens Uber einen Zeitraum von 16 h alle 5 s gemessen werden. Zur Auswertung wird
die Grenzflachenspannung zu jedem Zeitpunkt Uber ein Kurvenfitting (siehe unten) be-

stimmt. Es stellt sich ein Gleichgewichtsendwert ein, der bestimmt wird.

Methode fir grenzflachenrheologische Messungen

Um Aussagen uber grenzflachenrheologische Phanomene treffen zu kbnnen, werden dy-
namische PAT-Messungen durchgefiihrt. Hierbei wird das Volumen des erzeugten Trop-
fens sinoidal verandert, wahrend die Seitenprofile des Tropfens in Intervallen von 0,16 s
aufgenommen werden. Es wird ein Tropfen von 7 mm? Seitenflache erzeugt und mit ei-

ner Amplitude von 0,5 mm? und einer Schwingungsdauer von 27 = 6,28 s gearbeitet.
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Gemessen wird fir 10 min bei 25 °C.

Aufreinigung der Olphasen

Um den grenzflachenaktiven Einfluss eventueller Verunreinigungen in den Olphasen zu
beseitigen, werden die Ole fiir die grenzflachenrheologischen Messungen unter Zugabe
von 10 % (m/m) Aktivkohle fir 30 min bei Raumtemperatur auf dem Magnetrihrer ge-
rahrt, mit Aqua bidestillata ausgeschittelt und anschlieBend zwei mal durch hydrophobe

Rundfilter filtriert. Der Vorlauf der ersten Filtration wird verworfen.

Fitting

Die Auswertung der Daten erfolgt in mehreren Schritten mit der Software ,SINTERFACE
Profile Analysis Tensiometer PAT 1 v. 5.03.1”: Nach Aufnahme der Tropfenprofile, wird
basierend auf der Young-Laplace-Gleichung (siehe 2.2, Seite 12), ein Kurvenfitting durch-
gefthrt, um die Grenzflachenspannung jeder Messpunktes zu berechnen. Abb. 4.2 zeigt

ein Beispiel hierfar.

Die gefitteten Daten werden von extremen Ausreif3ern bereinigt und einer Fourier Trans-
formation unterzogen. Fir die Fourier Transformation, tber die die Grenzflachendilatation
und -elastizitat berechnet werden, werden die verwendete Amplitude und Frequenz ein-
gegeben und das Zeitintervall der Messung markiert, fir welches die Berechnung durch-
gefuhrt werden soll (jeweils ca. 200 Sekunden). Die theoretische und experimentelle Kur-
ve sollten mdglichst gut Ubereinander liegen, wie in Abb. 4.3 dargestellt, was bei jeder

Messung kontrolliert wird.
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Abbildung 4.2: Screenshot der Sinterface-PAT-Software des Fitting-Prozesses.
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Abbildung 4.3: Screenshot der Sinterface-PAT-Software der Fourier Transformation.



4.2 Charakterisierung der Zubereitungen 31

4.2 Charakterisierung der Zubereitungen

4.2.1 PartikelgroBen- und TropfchengréBenverteilung
Laserdiffraktionsmessungen

Partikel- und TropfchengréB3enverteilungen werden als Volumenverteilungen tber Laser-
diffraktion mit dem Mastersizer 2000 (Malvern) mit Modul ,Hydro 2000S” gemessen.
Hierzu wird in die Nassdispersionseinheit Wasser gegeben und der Streuhintergrund far
10 Sekunden vermessen. Dann wird solange Probe zugegeben bis eine Triibung (obscu-
ration) von ca. 13 % erreicht ist und die Messung gestartet. Es wird mit einer Rihrge-
schwindigkeit von 2450 UpM fir jeweils 10 Sekunden bei 632,8 nm und 470 nm ver-
messen. Die Auswertung erfolgt nach dem Streumodell “Standard-Nass” der Mastersizer-
Software, welches fir die Teilchen einen mittleren Absorptionskoeffizienten und eine Di-

spersion in Wasser annimmt.

Dynamische Laserlichtstreuung

Mit dem Zetasizer Nano-ZS (Malvern) kénnen Partikelgré3en in einem Bereich von ca.
0,02 - 2000 m nach dem Prinzip der dynamischen Laserlichtstreuung bestimmt werden.
Etwa 2 mL Probe (eventuell verdiinnt) werden in die Klvette (DTS0012) gefullt und diese
in den Strahlengang des Zetasizer Nano-ZS (Malvern) eingesetzt. Die Messung erfolgt

bei einer Temperatur von 25 °C und einer Wellenlange von 633 nm.

4.2.2 Zetapotentialmessung

Es werden pH-abhangige Zetapotentiale mit dem Zetasizer Nano-ZS (Malvern) bestimmt.
Dazu werden 20 mL der Probe in die Kivette des Autotitrators MPT-2 (Malvern) ein-

gebracht und dber eine Schlauchpumpe im Kreislauf durch eine Kivette (DTS1070) im
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Strahlengang des Zetasizers befordert. Als Probe wird eine 0,02-M-NaCl-Lésung herge-
stellt , in der mit der Ultraschallsonotrode 0,1 % TE suspendiert wird (siehe 4.3.1). Der
NaCl-Zusatz soll eine konstante lonenstarke tber den Verlauf der Titration gewahrleis-
ten. Die pH-Einstellung erfolgt mit 0,02-M-NaOH und 0,02-M-HCI im Autotitrator von pH 9
bis pH 5 und wird mit einer Glaselekirode kontrolliert. Abb. 4.4 zeigt eine schematische
Zeichnung des Messaufbaus. Es werden je Messreihe finf Wiederholungsmessungen
(n=5) durchgefuhrt. Zur Auswertung werden die gemessenen Zetapotentiale gegen die

gemessenen pH-Werte aufgetragen.

Autotitrationseinheit
MPT-2

Schlauch-
pumpe

-

Zetasizer
Nano ZS

Dosier-
= puUMpe

f

H-Glaselektrode  HCl ~ NaOH
’/p 0,01-N 0,01-N

Messzelle

— Probengefal}

——Suspension
g — Magnetruhrfisch

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung des Messaufbaus zur pH-abhangigen Zetapotential-

messung.
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4.2.3 Schaumcharakterisierung

Aufschaumbarkeit

Die Aufschaumbarkeit wird nach der Methode des Européischen Arzneibuchs (COUNCEL
OF EUROPE, 2013), beschrieben unter ,Musci Medicati”, durchgeflihrt. Hierzu werden ca.
10 mL Schaum in einem Sprihstof3 in eine skalierte Blrette gegeben und das Volumen
alle 10 s dokumentiert, um die zeitliche Volumenanderung bestimmen zu kénnen (Appa-
ratur siehe Abb. 4.5).
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Abbildung 4.5: Messbiirette nach Ph. Eur. 7.8 (COUNCEL OF EUROPE, 2013) zur Bestimmung

der Aufschaumbarkeit.
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Schaumdichte

Die Schaumdichte wird aus dem maximalen Schaumvolumen der Aufschaumbarkeits-
messung und der Masse des zugegebenen Schaums berechnet. Die Masse des Schaums
wird durch Differenzwagung der Schaumdose vor und nach der Aufschdumbarkeitsmes-
sung bestimmt. Diese Methode hat eine geringere Streuung als die Ph. Eur.-Methode
(siehe 5.3) und und kann gleichzeitig mit der Aufschdumbarkeitsmessung durchgefihrt

werden.

BlasengroBe

Die BlasengréBe wird Uber eine Stereolupe optisch bestimmt. Hierzu wird eine Schaum-
probe von ca. 8 cm?® auf einem Objekttrager erzeugt und Uiber zwei Abstandhalter von
oben mit einem weiteren Objekttrager abgedeckt (Abb. 4.6). Nun kann auf die Oberflache
fokussiert werden und die Blasengré3e als Feret-Durchmesser bestimmt werden. Es wird

eine Flache von ca. 1 cm? ausgezahlt.
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O g i

Abbildung 4.6: Schematische Darstellung des Messaufbaus der BlasengréBenbestimmung. Mo-
difiziert nach ZEiss (2013)

Optischer Beurteilungs-Score

Die Schaumcharakterisierung gestaltet sich zuweilen als schwierig, da objektive Parame-
ter (wie zuvor beschrieben) noch nichts tGber wiinschenswerte optische und kosmetische
Eigenschaften eines Schaums aussagen. Um eine Optimierung der Schaumrezeptur (sie-
he 4.4) zu vereinfachen und die Schaumeigenschaften besser aufzuschlisseln, wurde
ein arbitrarer “optischer Beurteilungs-Score” entwickelt, der auf einer Skala von 1 (nicht

wilnschenswert) bis 10 (optimal) eine Gesamt-Beurteilung bietet.

Der Score setzt sich aus folgenden subjektiven, gleichmafiig gewichteten Parametern

zusammen (jeweils wieder auf einer arbitrdren Skala von 1 bis 10 bewertet):

e “Feinporigkeit”, als visuell geschatzte BlasengrdBe. Hoher Score steht fir kleine
Blasen und starke Feinporigkeit.
e “Stabilitat” gegen Zerfall. Hoher Score fir hohe Zerfallsdauer.

e “Aussehen” als GleichmaBigkeit der Farbe, andere Auffalligkeiten. Hoher Score steht
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far gleichmaBiges Erscheinungsbild.
e “Expansionszeit”. Die Zeit nach Aufschaumen, bis das Maximalvolumen erreicht ist.

Hoher Score bei schnellem Erreichen des gréBten Volumens.

Als Referenz wurden zwei handelsibliche Schaumzubereitungen hinzugezogen: ein Haar-
mousse (,Balea Flex & Glossy”, dm-Drogerie, DE-Karlsruhe), welches sehr grobporig
aufschaumt, langsam expandiert und schnell zerfallt, sowie ein Rasierschaum (,Balea
men Sensitive”, dm-Drogerie, DE-Karlsruhe), der einen sehr feinporigen, stabilen und
schnell expandierenden Schaum bildet. Mit diesen Schaumen, die Extremwerte im Auf-
schaumverhalten darstellen, konnten die Eigenschaften der TE-Schaume gut verglichen

und eingeordnet werden.

Zur Messung des Scores wurden die Schaume nach zweitagiger Lagerung bei Raumtem-
peratur kurz geschuttelt, mit einem Schaumaufsatz versehen, der erste Sprihstof3 (ca.
10 ml) verworfen, dann eine walnussgrof3e Schaummenge enthommen und nach den be-
nannten Teilparametern in randomisierter Reihenfolge bewertet. Der Score der optischen

Beurteilung ergibt sich dann aus dem Mittelwert der Teilparameter.

4.3 Herstellung der Zubereitungen

4.3.1 TE-Suspensionen

Mit Zahnkranz-Homogenisator

Es werden 95 mL Wasser (evtl. mit 0,1-%igem Polysorbat 80-Zusatz) in einem 150-mL-
Becherglas vorgelegt, 5 g TE zugegeben und mit dem Labor-Dispergierer Ultra-Turrax
T25 (IKA) bei 10000 UpM fir 5 min suspendiert.
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Mit Fliehkraft-Kugelmiuhle

Die Keramikschale flr die Kugelmthle WM5 (Vetter) wird mit Keramikkugeln (Durchmes-
ser 1,5 cm bis 4 cm, ca. 30 % Volumenanteil) bestlckt und 142,5 mL Wasser (evtl. mit
0,1-%igem Polysorbat 80-Zusatz), sowie 7,5 g TE beladen und verschlossen. Die Scha-
le wird eingespannt und fir 30 min geschleudert. AnschlieBend kann die Probe durch

Siebung von den Kugeln getrennt werden.

Mit Zahnkolloidmiihle

In einer Zahnkolloidmihle (FrymaKoruma, MZ 50/R), Spaltéffnung 0,3 mm, werden 760 mL
Wasser (evtl. mit 0,1-%igem Polysorbat 80-Zusatz) vorgelegt und im Kreislauf gefihrt. In
den Flissigkeitsstrom werden 40 g TE in kleinen Portionen zugegeben, um ein Benet-
zen des Extraktes zu gewahrleisten. Hierzu ist auch die Fullmenge mit ca. 800 mL so
gewahlt, dass ein stdndiges Umwalzen der Flussigkeitsoberflache stattfindet (siehe auch
Abb. 4.7). Es wird fir 60 min gemabhlen.
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Fullhohe

Abbildung 4.7: Links: Schematische Querschnittszeichnung der Zahnkolloidmuihle, mit einge-
zeichneter Fullhéhe (modifiziert nach BERNER). Rechts: Fotoaufnahme der Zahn-

kolloidmuhle im verwendeten Aufbau.

Mit Ultraschallsonotrode

In einem hohen 150-mL-Becherglas werden 80 mL Wasser (evtl. mit 0,1-%igem Polysor-
bat 80-Zusatz) vorgelegt und mit 5 % TE versetzt. Mit dem Ultraschallprozessor UP200S
(Hielscher) und der Spitze S14 wird die Probe flir 5 min bei 50 % Amplitude und einem
Zyklus von 0,5 gepulst beschallt.

4.3.2 Emulsionen

Ausgehend von TE-Suspensionen, hergestellt mit der ZahnkolloidmUihle wird ein Gelbild-
ner (Natriumcarboxymethylcellulose, Hydroxypropylmethylcellulose, Polyacrylsaure (neu-
tralisiert mit NaOH-L&sung), Na-Alginat, Xanthangummi, je nach Versuch 0,5 % bis 2 %)
zugesetzt, kurz dispergiert (Ultra-Turrax T25, 10000 UpM, 1 min) und 20 min zum Quellen
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stehen gelassen. Danach wird die Olphase zugegeben und homogenisiert (10000 UpM,

5 min). Die Ansatzgré3e betragt jeweils 100 g.

4.3.3 Schaume

Zur Bereitung eines Schaums werden 100 g einer oben beschriebene Emulsion in eine
150-mL-Aluminium-Aerosoldose gefillt und mit Ventilteller mit passendem Steigrohr ver-
schlossen und vercrimpt. Anschlief3end werden 5 g Treibgas (typischerweise Propan/Butan-
Mischung von 3,5 bar Sattigungsdampfdruck) zugesetzt, geschittelt und 2 Tage bei Raum-
temperatur ruhen gelassen. Vor Entnahme einer Schaumprobe wird die Dose stets ge-

schittelt und der erste Stof3 des Schaums mit ca. 10 mL Volumen verworfen.

4.3.4 Oleogele

Oleogele werden durch Zugabe von 10 g TE zu 90 g Olphase hergestellt, bei anschlieBen-
der Einarbeitung mit dem Rotor-Zahnkranz-Homogenisator Ultra-Turrax T25 bei 10000 UpM
fr 5 min. Danach wird das Oleogel zur Ausbildung des Gelgerusts zwei Tage bei Raum-

temperatur stehen gelassen.

4.3.5 Submikronemulsionen

Zur Bereitung von Submikronemulsionen wird zuerst eine Lipidmatrix aus Olphase (z.B.
7 g Sonnenblumendl), Phospholipid (z.B. 2,5 g Phospholipon 80 H) und TE (z.B. 0,5 g
TE1) hergestellt. Hierflr werden alle Komponenten in eine Schale eingewogen und unter
RUhren von Hand auf dem Wasserbad bei 80 °C zu einem Oleogel verarbeitet. 5 g dieser
Lipidmatrix werden anschlieBend zu 45 g auf 80 °C erhitztem Wasser gegeben und mit
dem Ultra-Turrax far 2 min bei 10000 UpM voremulgiert. Die Voremulsion wird danach im
auf 80 °C vorgeheizten Hochdruckhomogenisator EmulsiFlex-C3 (Avestin) bei 100 MPa

fir 5 min in Rezirkulation homogenisiert.
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4.3.6 Schaume aus Submikronemulsionen

Zur Untersuchung der Aufschaumbarkeit wurden die erhaltenen Emulsionen mit 2 %
HPMC versetzt und kurz dispergiert (Ultra-Turrax T25, 10000 UpM, 1 min). AnschlieBend
wurden 50 g der Zubereitung in eine Aerosoldose gefillt, vercrimpt und mit 2,5 g Treib-
gas (Propan/Butan 3,5 bar) beaufschlagt, geschuttelt und zwei Tage bei Raumtemperatur
ruhen gelassen. Vor Entnahme der Schaumprobe wurde die Dose geschittelt und die

ersten ca. 10 mL verworfen.

4.4 Versuchsdesigns zur Bestimmung der Einflisse auf

die Schaumqualitat

Um die Einflisse auf die Schaumqualitat von HPMC-stabilisierten, TE-haltigen Schaumen
zu bestimmen, wurden verschiedene Versuchsdesigns mit dem Ziel der statistischen Aus-
wertung Uber eine Hauptkomponentenanalyse (siehe 2.3.5). Der Vorteil dieser Methode
liegt in der relativ geringen Anzahl der Versuchsansatze, bei der trotzdem Aussagen Gber

den Einfluss vieler Parameter getroffen werden konnen.

Die Art der Olphase wurde bei den Designs nicht variiert. Stattdessen wurden zwei De-
signs entworfen, einmal fiir Paraffin, einmal fiir Sonnenblumendl als Olphase. Paraffin
wurde ausgewahlt, weil es nach Vorversuchen flr eine optimale Schaumqualitat am viel-
versprechendsten war, wahrend Sonnenblumendl in Zwischenergebnissen der Projekt-

partner zur Wundheilung am positivsten bewertet wurde.

Die untersuchten und variierten Parameter waren HPMC-Anteil, TE-Anteil, Olphasenan-
teil und Treibgasanteil. Als Antwortparameter fur die Auswertung wurde fir das Paraffin-
Design ein ,optischer Beurteilungs-Score” (siehe 4.2.3) und die Schaumdichte (siehe
4.2.3) gewahlt. FUr das Sonnenblumendl-Design wurde der “optische Beurteilungs-Score”
durch ein objektiveres Verfahren durch Auszahlen der BlasengréBen mit der Stereolupe
(siehe 4.2.3) ersetzt.
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Zur Erstellung des Versuchsdesigns, sowie zur Auswertung wurde das Programm ,,JMP 9,
Statistical Discovery” (SAS) verwendet. Es wurden jeweils zwei Niveaus fiir die Anteile der
Inhaltsstoffe gewahlt, sowie deren Mittelpunkt. Im Einzelnen bedeutet das fir das Design
mit Paraffin als AuBenphase: TE-Anteil 2-4 %, Paraffinanteil 10-20 %, Treibgasanteil 5-
10 % und HPMC-Anteil 1-2 %. Beim Design mit Sonnenblumendl als AuBenphase wurde
der Sonnenblumendlanteil bei 15 % belassen und die anderen Bestandteile entprechend

des Paraffin-Designs variiert.

Die Auswertung erfolgt Gber eine Hauptkomponentenanalyse (siehe 2.3.5), ebenfalls durch-
gefuhrt mit JMP. Zusatzlich zu den variablen Rezepturbestandteilen werden als Antwort-
parameter die optische Beurteilung, Schaumdichte, Expansionszeit, Aussehen, Stabilitat
und Feinporigkeit beim Paraffindesign, sowie initiale Aufschaumgeschwindigkeit, Coarse-
ning, Schaumdichte und GleichmaBigkeit der Gasblasen fir das Sonnenblumendl-Design

verwendet.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Uberblick der Vorgehensweise

Ziel der Arbeit war es, eine mdglichst hautvertragliche TE-haltige Formulierung zu ent-
wickeln. Diese Vertraglichkeit soll einerseits durch Verwendung mdglichst weniger und
ausgewahlter Hilfsstoffe gewahrleistet werden, andererseits durch die Formulierung ei-

nes Schaums, der sich beriihrungsarm auftragen lasst.

Die denkbar einfachste Mdglichkeit einer Zubereitung mit diesen Eigenschaften wére ei-
ne Suspension des TE in Wasser oder Puffer. In der Praxis erweist sich dies jedoch
als schwierig - durch die hydrophobe Natur der Triterpene ist der TE schlecht benetz-
bar mit Wasser. Erzwingt man eine oberflachliche Benetzung durch mechanische Ver-
fahren (Zahnkolloidmuhle, Kugelmihle, Ultraschallsonotrode, Hochleistungsdispergierer
etc.) und verringert so idealerweise gleichzeitig die PartikelgréBe des TE, kann man Sus-
pensionen erhalten. Diese zeigen zwar Flotation, lassen sich aber durch RUhren oder

Schatteln wieder in einen homogenen Zustand bringen.

Je nach vorherrschendem Partikelgré3enbereich verandert sich das Hautempfinden der
Suspensionen von kratzend (groBe Partikel, die man teils noch flhlen kann) zu stumpf
(sehr kleine Partikel). Dieses stumpfe Hautgefliihl kommt auch bei Ausféllen des TE aus
Lésung (z.B. aus 2-Propanol) zustande und lasst somit eine Anwendung der TE-Sus-

pensionen problematisch erscheinen.

Der néchste logische Schritt ist die Zugabe einer Olphase zur Suspension. Idealerweise

stabilisiert der TE im Sinne eines Pickering-Emulgators (siehe auch 2.3.1) die Oltrépf-
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chen. Das Ol beseitigt das stumpfe Hautgefiihl und 16st den TE deutlich besser als Was-
ser (LAszCzYK, 2007; GRYSKO, 2011) und kann somit ein Reservoir fir die Wirkstofffrei-
setzung auf der Haut darstellen. Leider ist die Lager- und mechanische Stabilitat dieser
Emulsionen unbefriedigend und es zeigen sich schnell Flotation, Agglomeration und Auf-
rahmen. Die Zugabe von Treibgas und Ausbildung eines Schaums ist mdglich, jedoch

sind die Zubereitungen bei Raumtemperatur nur wenige Wochen stabil (ROTT, 2009).

Eine Emulsion kann nur durch Zugabe der Olphase zu einer vorher bereiteten Suspen-
sion gewonnen werden. Wird der TE erst zur Olphase gegeben, bildet sich ein Oleogel,
welches sich nicht in die Wasserphase einarbeiten lasst. Ein ahnliches Phdnomen ftritt
bei zu starker mechanischer Scherung der O/W-Emulsion auf, wo es zu einer irreversi-

blen Phaseninversion kommt und letztlich ein Oleogelagglomerat in Wasser vorliegt.

Wasserphase . Lipidphase . Treibgas
TE P » Suspension ——° Emulsion ——=% Schaum
Dispersion, Mahlen Emulgieren

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung des Herstellprozesses von TE-Zubereitungen

Die Lésung flir diese Stabilitatsprobleme ist die Zugabe eines Hilfsstoffs zur Suspensi-
on. Tenside waren theoretisch denkbar, wurden aber aufgrund ihres irritativen Potentials
(EFFENDY & MAIBACH, 1996; WILHELM ET AL., 1994) nicht eingesetzt. Stattdessen wur-
den ausgewahlte Gelbildner verwendet, die auch in Hydrokolloidverbanden eingesetzt

werden und welche die Funktion von ,Pseudoemulgatoren” austben.

Diese Emulsionen sind ausreichend lagerstabil und kénnen auch nach Zugabe eines

Treibgasgemisches einen Schaum stabilisieren.

Eine géanzlich andere Herangehensweise ergibt sich, wenn man den TE nur als Wirkstoff,
ohne Stabilisierungsfunktion einsetzen méchte. Hierbei sollte der TE in mdglichst klei-
nen Partikeln vorliegen, um die Loslichkeit zu erhdhen. Es wurden hierzu Versuche mit
Phospholipiden als Hilfstoff zur Bereitung von Nano-, bzw. Submikronemulsionen durch-
gefuhrt. Die Idee dahinter ist, dass die Triterpene des TE sich in die Phospholipidmem-
branen und in die Olphase einlagern und von dort molekulardispers freigesetzt werden

kénnen.
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5.2 PartikelgroBenverteilungen in TE-Suspensionen

Die Verringerung der PartikelgréBe und gleichzeitige Suspension des TE in wéassrigem
Medium ist eine Hauptanforderung zur Herstellung von hautvertraglichen Zubereitungen.
Zur Nassvermahlung kamen Zahnkolloidmuhle, Ultra-Turrax, Ultraschallsonotrode, Hoch-
druckhomogenisator und Kugelmuahle zum Einsatz (Methoden siehe 4.3.1). Jede Metho-
de zeigt hier seine eigenen Vor- und Nachteile. AuBerdem wurden Vergleichsversuche
mit Tensidzugabe durchgefihrt, obwohl in den angestrebten Formulierungen kein Ten-
sid enthalten sein sollte, um den prinzipiellen Einfluss einer besseren Benetzung auf die

TE-Zerkleinerung aufzuzeigen.

Abbildung 5.2 zeigt die PartikelgréBenverteilung einer TE-Suspension aus der Zahnkol-
loidmthle. Man erkennt den Modalwert in der Volumenverteilung bei etwas tber 10 ym,
wobei d10 = 4,65 ym, d50 = 11,77 um und d90 = 30,28 um betragen. Lichtmikroskopische
Aufnahmen (Abb. 5.3) bestatigen optisch die Messergebnisse und zeigen unregelmafig

geformte TE-Partikel.
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Abbildung 5.2: PartikelgréBenverteilung einer TE-Suspension aus der Zahnkolloidmiihle

Durch Zusatz von 0,1 % Polysorbat 80 wird ein Einfluss der besseren Benetzbarkeit auf
die Zerkleinerung der TE-Partikel untersucht. Man erkennt, dass der Tensidzusatz von

0,1 % Polysorbat 80 nur einen minimalen Einfluss auf die Zerkleinerung in der Zahnkol-



5.2 PartikelgréBenverteilungen in TE-Suspensionen 45

loidmihle hat (d10 = 5,15 um, d50 = 13,71 um, d90 = 30,12 um).

Abb. 5.4 zeigt mikroskopische Aufnahmen der Tensidhaltigen Suspension. Es ist auch

optisch kein Unterschied zwischen Polysorbat-Zusatz und rein wéssriger Zubereitung zu

erkennen.

Abbildung 5.4: Lichtmikroskopische Aufnahmen einer TE-Suspension aus der Zahnkolloidmuhle

mit 0,1 % Polysorbat 80-Zusatz

Die PartikelgréBenverteilung wahrend des Mahlprozesses in der Zahnkolloidmuhle wur-
de zur Bestimmung der optimalen Mahldauer bestimmt. Hierzu wurden zu Beginn des
Mahlvorgangs und danach alle 15 Minuten Proben gezogen und vermessen. Abbildung

5.5 stellt die Ergebnisse in einem Schaubild dar.
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Abbildung 5.5: Veranderung der PartikelgréBenverteilungen von TE-Suspension mit zunehmen-
der Mahldauer in der Zahnkolloidmhle. Vergleich von Suspensionen ohne (links)

und mit (rechts) 0,1-%igem Tween 80-Zusatz

Die aufgetragenen Werte zeigen die Durchgangssummen d10, d50 und d90 aus der
durch Laserdiffraktion bestimmten Volumenverteilung. Somit kann man sowohl eine Aus-
sage Uber mittlere Partikelgré3e, als auch Uber die Breite der Verteilung treffen. Man er-
kennt erwartungsgeman innerhalb der ersten Viertelstunde eine starke Partikelgré3enre-
duktion, danach nur noch eine geringere Zerkleinerung. Nach der anfanglichen Zerteilung
von Agglomeraten muassen die Primarpartikel des TE zerkleinert werden, was deutlich
mehr Energie erfordert und dementsprechend langsamer von statten geht. Dieses Ver-
halten liegt durch die unregelmaBige Oberflachenstruktur des TE nahe und wird durch

die Messungen bestatigt.

Bei 0,1 %iger Polysorbat 80-Zugabe, erkennt man keine schnellere Zerkleinerung, le-
diglich die d10-Werte werden zu etwas kleineren Werten verschoben. Die bessere Be-
netzung durch den Tensidzusatz wirkt sich also vernachlassigbar auf die Zerteilung der
Agglomerate und Zerkleinerung der Primarpartikel aus. Da eine langere Mahldauer nur

noch zu wenig weiterer Zerkleinerung fuhrt, wurde flr die Suspensionsherstellung zur
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Bereitung von Emulsionen und Schaumen eine Mahldauer von 60 Minuten verwendet.

Aufgrund des fur die ZahnkolloidmUhle nétigen Ansatzvolumens von ca. 800 mL und des
damit verbundenen gro3en Materialverbrauchs, ist die Bereitung im kleinen MafR3stab mit
Hilfe eines Ultra-Turrax T25 oder mit der Ultraschallsonotrode wiinschenswert. Abbildung
5.6 zeigt einen Vergleich der PartikelgroBenverteilung zwischen einer Suspension, die
mit dem Ultra-Turrax bereitet wurde (siehe 4.3.1) und einer Suspension, die mit der Zahn-
kolloidmuhle hergestellt wurde. Die ZahnkolloidmuUhlensuspension zeigt deutlich kleine-
re Partikel und eine geringere Verteilungsbreite. Die physikalischen Zerkleinerungsme-
chanismen beider Methoden sind vergleichbar (Scherung, Schlag, Prall), jedoch lassen
sich in der Zahnkolloidmihle flotierende, unbenetzte TE-Partikel besser einarbeiten, was
eine bessere Benetzung des Extrakies und gleichmafigere Zerkleinerung des Extrak-
tes erzeugt. Auch die Reproduzierbarkeit der PartikelgréBenverteilungen lasst sich somit
mit der ZahnkolloidmUhle erhéhen. Dies zeigt sich auch daran, dass selbst bei manu-
eller Bewegung des MischgefaBes Uber die Mahldauer keine vollstandige Einarbeitung
der flotierenden TE-Anteile mdglich ist. Eischrankend ist allerdings zu erwahnen, dass
die Mahldauer der Ultra-Turrax-Suspension wesentlich kirzer gewahlt ist, da eine 60-

mindtige Mahldauer mit dem kleinen Tischgerat nicht praktikabel ist.
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Abbildung 5.6: Vergleich der PartikelgroBenverteilungen von TE-Suspensionen, mit Zahnkolloid-

muhle und mit Ultra-Turrax hergestellt.

Eine weitere untersuchte Methode zur Suspensionsherstellung ist die Verwendung ei-
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nes Hochdruckhomogenisators (engl. ,high pressure homogenizer”, folgend abgekurzt als
,HPH”). Es lassen sich hierbei allerdings nur vorsuspendierte (Ultra-Turrax) Zubereitun-
gen verwenden, da ansonsten das Geréat aufgrund grof3er Agglomerate sofort verstopft.
Es wurde nach drei Umlaufen bei 100 MPa vermessen. Abb. 5.8 zeigt einen Vergleich
zwischen Zahnkolloidmihlensuspensionen und tUber Hochdruckhomogenisation herge-
stellten Suspensionen (HPH-Suspensionen), jeweils mit und ohne 0,1 %igem Polysorbat-
80-Zusatz. Auch hier erkennt man wieder keinen signifikanten Einfluss des Polysorbat-
Zusatzes. Die PartikelgréBen der HPH-Suspensionen liegen deutlich unter denen der

Zahnkolloidmuhlensuspensionen und zeigen gleichzeitig eine engere Verteilung.
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Abbildung 5.7: Vergleich der PartikelgroBenverteilungen von TE-Suspension, die mit der Zahn-

kolloidmUhle und mit dem Hochdruckhomogenisator hergestellt wurden

Der Einfluss des Betriebsdrucks des Hochdruckhomogenisators auf die PartikelgréBen-
verteilung wurde auch untersucht und ist in Abb. 5.8 dargestellt. Hierzu wurde die gleiche
Suspension jeweils drei Durchlaufe bei 100 MPa, 150 MPa und 200 MPa homogenisiert
und dann Proben gezogen. Es zeigt sich keine wesentlich bessere Zerkleinerung des TE

bei steigendem Druck.

Abb. 5.9 gibt eine Ubersicht iiber die PartikelgréBenverteilungen der wéssrigen TE-Sus-
pensionen, je nach Herstellungsmethode. Es sind die Durchgangssummen d10, d50 und
d90 logarithmisch nach Volumenverteilung aufgetragen. Man erkennt, dass die HPH-
Suspension die kleinsten PartikelgréBen und die engste Verteilung aufweist. Zahnkolloid-

muhle und Ultraschallsonotrode liegen etwas daruber. Mit der Kugelmihle kdnnen zwar
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Abbildung 5.8: Veranderung der PartikelgréBenverteilungen von TE-Suspension aus dem Hoch-
druckhomogenisator bei unterschiedlichen Betriebsdriicken von 100, 150 und 200

MPa (von oben nach unten)

vergleichbare d10-Werte erreicht werden, jedoch sind in den Suspensionen bis mehrere
hundert Mikrometer gro3e Partikel vorhanden und eine sehr breite Partikelgré3envertei-
lung resultiert. Mit Ultra-Turrax suspendierte Zubereitungen erreichen beim d10 Wert die

10 um-Marke nicht und die Verteilung ist ebenfalls verhaltnismafig breit.

Die Messergebnisse sprechen deutlich flr eine Zerkleinerung mit Hilfe des Hochdruck-
homogenisators, allerdings schrankt die praktische Durchfiihrung diese Methode ein.
Zur Herstellung ausreichender Mengen TE-Suspension zur Herstellung von Schaumver-

suchsreihen war das vorhandene Laborgerat nicht geeignet, da es sehr leicht verstopft.

Wesentlich praktikabler gestaltet sich die Produktion mit der ZahnkolloidmUhle, die auch
akzeptable PartikelgréBenverteilungen liefert und leicht in gréBBeren MaBstaben zu be-
werkstelligen ist. Die Ultraschallsonotrode liefert gute Ergebnisse fur Kleinstmengen (1 mL
bis 50 mL), jedoch ist es problematisch flotierende TE-Anteile einzuarbeiten. Ultra-Turrax

und Kugelmuhle scheiden wegen des schlechten Ergebnisses aus.



50 5 Ergebnisse und Diskussion

1000 3

: [ d50 - d90

] d10 - d50
E 1004
2 ]
He] T
| - -
o
T i
—
+ 10 <
© 3
o .

1 T \
one 2 e o8 @
'\d e(\ e\ ) G
WO 09 ) NS v
(\\LO 0‘({\ \L C\(\a
120 6(\)C\L‘“ e
Wwo©

Abbildung 5.9: Vergleich der PartikelgroBenverteilungen von wassrigen TE-Suspensionen, nach

unterschiedlicher Herstellungsmethode.

5.3 Vergleich der Methoden zur

Schaumdichtebestimmung

Da zur Charakterisierung der Schaume das Aufschdumvolumen bestimmt wurde, lag
es nahe diese Messwerte direkt zur Schaumdichteberechnung zu verwenden. Dazu ist
nur noch die Masse des Schaums nétig, die Uber eine einfache Differenzwéagung der

Aluminium-Druckdose erhalten wurde.

Das Européaische Arzneibuch schlagt eine andere Methode vor. Abb. 5.10 zeigt einen Ver-
gleich der Ph. Eur. Methode und der eigenen Methode als Bestimmung mit den Schaum-

volumina in der Blrette.

Die absolut erhaltenen Schaumdichten der Birettenmethode und der Ph. Eur.-Methode
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sind statistisch (F-Test) aquivalent. Als Vorteil der Burettenmethode stellt sich die deutlich
geringere Standardabweichung dar (n = 5). Der gleichzeitige geringere Versuchsaufwand
spricht fir die Blrettenmethode, die fir die Untersuchungen dann auch verwendet wur-
de.
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Abbildung 5.10: Vergleich der Schaumdichtebestimmung nach Ph. Eur. und nach der modifizier-
ten Ph.Eur. Methode (Burettenmethode). n = 5.

5.4 Vergleich unterschiedlicher Gelbildner zur

Emulsionsstabilisierung

Wie in Abschnitt 5.1 erwahnt, ist zum Erreichen der erwiinschten Schaumqualitat ein wei-

terer Stabilisator erforderlich, der selber keine weitere Hautirritation hervorrufen darf und
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die Wundheilung nicht behindern soll. Diese Anforderungen erfilllen makromolekulare

Stabilisatoren am besten.

Es wurden einige Gelbildner ausgewahlt, die auch in Hydrokolloidverbanden Einsatz fin-
den und auf ihre Eignung im Zusammenspiel mit TE untersucht. Im Einzelnen waren das
HPMC, Polyacrylsaure, Na-Alginat, Xanthangummi und Natriumcarboxymethylcellulose.
Die Emulsionen wurden hergestellt, indem der Gelbildner zur TE-Suspension gegeben,
zum Quellen gebracht und anschlieBend die Olphase (Sonnenblumendl) eingearbeitet

wurde.

Das unterschiedliche Verhalten, sowie Kompatibilitdt mit der TE-Suspension wurde so-
wohl makroskopisch, als auch lichtmikroskopisch erfasst. Abb. 5.11 zeigt einen Ausschnitt
aus einer Polyacrylsaure-stabilisierten Emulsion. Man erkennt gut, wie die Oltrépfchen
im Gelgeriist immobilisiert sind und keinen Kontakt zu den dunkel erscheinenden TE-
Partikeln aufweisen. Man kann davon ausgehen, dass der TE hier, durch den fehlenden

Kontakt mit der Grenzflache, keinen Anteil am Stabilisierungsmechanismus hat.

Abbildung 5.11: Lichmikroskopische Aufnahmen einer mit 1 % neutralisierter Polyacrylsaure sta-

bilisierten Emulsion.

Ein ganzlich anderes Bild zeigt sich bei Emulsionen, die mit Na-Alginat stabilisert wurden
(Abb. 5.12). Die TE-Partikel werden nicht immobilisiert, sondern wandern in die Oltrdpf-
chen ab, welche dann deformiert und in gréBeren “Oleogel”-Aggregaten vorliegen. Die

Emulsionen sind instabil und zeigen nach kurzer Zeit eine Phasentrennung.
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Abbildung 5.12: Lichmikroskopische Aufnahmen einer mit 1 % Na-Alginat stabilisierten Emulsi-

on.

Emulsionen mit Xanthangummi und Natriumcarboxymethylcellulose (Abb. 5.13 & 5.14)
zeigen ein Verhalten, das zwischen dem der mit Polyacrylsaure und mit Alginat stabili-
sierten Emulsionen liegt. Ein Teil der TE-Partikel wandert in die Oltrépfchen ab, wéahrend
immer noch einige frei in der Gelphase zu erkennen sind. Die Tropfen lagern sich auch

hier zu grof3en Aggregaten zusammen, die zu instabilen Emulsionen fUhren.

Abbildung 5.13: Lichmikroskopische Aufnahmen einer mit 1 % Xanthangummi stabilisierten

Emulsion.



54 5 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 5.14: Lichmikroskopische Aufnahmen einer mit 1 % Natriumcarboxymethylcellulose

stabilisierten Emulsion.

Das makroskopisch beste Ergebnis zeigt sich bei HPMC-stabilisierten Emulsionen. Es
bilden sich homogene Systeme, die sich auch schon mit geringerer Viskositat, als bei den
anderen Gelbildnern verwirklichen lassen, was an der Grenzflachenaktivitdt der HPMC
liegt. Im mikroskopischen Bild (Abb. 5.15) zeigen sich hier runde Oltrépfchen und frei
vorliegende TE-Partikel, wobei auch hier kein positiver Einfluss der TE-Partikel vermutet

werden kann, da sie sich zumindest optisch nicht an der Grenzflache befinden.

Abbildung 5.15: Lichmikroskopische Aufnahmen einer mit 1 % HPMC stabilisierten Emulsion.

Von den untersuchten Gelbildnern erweist sich HPMC als die vielversprechendste Varian-
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te, da es die stabilsten Emulsionen erzeugen kann. Die unterschiedlichen Verhalten der
Gelbildner lassen sich vermutlich auf drei Prinzipien zuriickfihren. Erstens auf ihre visko-
sitdtserhéhenden Eigenschaften, zweitens ihre Grenzflachenaktivitat (GARTI, 1999) und
drittens spezifische Wechselwirkungen mit der Oberflache des TE. Die Zubereitungen
unterscheiden sich in ihrer Viskositat, wobei alle noch alleine unter Schwerkrafteinfluss
flieBfahig sind.

5.5 Einfluss des Treibgasdrucks und der Olphase auf die

Schaumgute

Zur Untersuchung der Einfliisse von Treibgasen unterschiedlicher Driicke (durch unter-
schiedliche Propan/Butan-Verhéltnisse) wurde eine kleine Versuchsreihe durchgeflhrt,
bei der neben MCT als Olphase auch Sonnenblumendl und dickfliissiges Paraffin einge-

setzt wurden.

Abb. 5.16 stellt die Ergebnisse dar. Es zeigt sich, dass bei allen Olphasen die Schaum-
dichte mit steigendem Treibgasdruck geringer wird und die optische Beurteilung (siehe
4.2.3) einen héheren Score erzielt. Nur bei Paraffin ist die Schaumdichte bei 3,5 bar et-

was grofer als bei 2,7 bar, liegt aber auch schon vergleichsweise niedrig.

Bei den Olphasen zeigt sich eine unterschiedliche Eignung zu qualitativ (nach optischer
Beurteilung) hochwertigen Schaumen. Mit MCT (Miglyol) werden die schlechtesten Schau-
me erreicht, mit Paraffin die besten. Sonnenblumendl ordnet sich in der Mitte ein. Ein &hn-
liches Bild zeigt sich auch gleichzeitig in der Schaumdichte, die bei MCT am héchsten ist
und bei gleicher sonstiger Zusammensetzung tber Sonnenblumendl zu Paraffin geringer

wird.
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.| Ophase Tebomer Optisene | Schaumdicls
1 Miglyol 12 2,75 0,163
3 Miglyol 2.7 3 0,114
5 Miglyol 3,5 3,25 0,101
2 Sonnenbl.dl 1,2 3,25 0,106
4 | Sonnenbl.ol 2T 4,25 0,078
6 Sonnenbl.dl 3.5 4,5 0,071
7 Paraffin 1,2 5.5 0,086
8 Paraffin 2.7 6 0,055
9 Paraffin 3,5 7 0,064

Abbildung 5.16: Zusammenfassung der Ergebnisse des Treibgasdrucks auf die optische Beur-

teilung und die Schaumdichte.

5.6 Versuchsdesigns zur Bestimmung der Einflisse auf

die Schaumqualitat

Zur Bestimmung der optimalen Zusammensetzung einer Schaumzubereitung aus TE,
HPMC, Wasser, Paraffin und Treibgas wurde ein statistisches Versuchsdesign durchge-
fOhrt, mit dem Ziel der Auswertung Uber eine Hauptkomponentenanalyse (siehe 4.4).
Schaume mit Paraffin als Olphase wiesen in Vorversuchen die besten Schaumeigen-
schaften auf, wahrend Sonnenblumendl als Olphase in den Wundmodellen der Projekt-
partner die beste Wirkung zeigte (STEINBRENNER ET AL., 2016). Es wurden zwei un-
terschiedliche Designs mit der jeweiligen Olphase zur Optimierung der Formulierungen

durchgefihrt.
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5.6.1 Paraffin als Olphase

Die Zusammensetzung der untersuchten Zubereitungen wird aus Tabelle 5.1 ersicht-
lich. Die laufende Nummer der ersten Spalte gibt die durch Randomisierung erhaltene
Herstellungs- und Vermessungsreihenfolge an. Der Variationsbereich der einzelnen Be-
standteile ergibt sich aus Vorversuchen und wird jeweils durch einen Hoch-, Tief- und
Zentralpunkt gebildet. Gleichzeitig sind in der Tabelle auch die Ergebnisse der Schaum-

dichtemessung und optischen Beurteilung zusammengefasst.

Der TE-Anteil wird von 2 und 4 % (m/m) variiert, der Paraffinanteil von 10 und 20 % (m/m),
der Treibgasanteil von 5 bis 10 % (m/m), der HPMC-Anteil von 1 bis 2 % (m/m) - der Rest

zu 100 % (m/m) wird von der Wasserphase eingenommen.

Tabelle 5.1: Zusammensetzung der Zubereitungen des Versuchsdesigns. Die Nummer gibt die

randomisierte Herstellreihenfolge an.

Nr. TE- Paraffin- Treibgas- HPMC- optische  Schaum-
anteil  anteil anteil Anteil Beurteilung  dichte
[9/ml]
1,4, 11 0,02 0,1 0,05 0,01 5,75 0,114
5,7,10 0,02 0,1 0,1 0,02 6,42 0,048
8,17,20 0,02 0,2 0,05 0,01 5,17 0,126
9,13,24 0,02 0,2 0,1 0,02 6,58 0,055
14,19, 25 0,03 0,15 0,075 0,015 6,75 0,063
12,21, 26 0,04 0,1 0,05 0,02 5,58 0,112
2,15,18 0,04 0,1 0,1 0,01 4,33 0,048
3,6,16 0,04 0,2 0,05 0,02 5,83 0,140
22, 23, 27 0,04 0,2 0,1 0,01 4,17 0,043

Die Aufschlisselung der einzelnen Scores, aus denen sich die optische Beurteilung er-
gibt ist in Tabelle 5.2 aufgetragen (siehe hierzu auch 4.2.3). Hier finden sich auch die

Messergebnisse der Schaumdichte.
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Tabelle 5.2: Ergebnisse der optischen Beurteilung im Einzelnen. Der Score ergibt sich als Mittel-
wert von “Feinporigkeit”, “Stabilitat”, “Aussehen” und “Expansionszeit”, die jeweils auf
einer arbitraren Skala von 1 bis 10 (10 als ideales Ergebnis), mit Referenzschaumen

als Vergleich beurteilt wurden.

Alle Scores auf einer Skala von 1 bis 10 (mit 10 als Bestnote)

Nr. Feinporigkeit Stabilitat | Aussehen | Expansionszeit Score Mlstt:(I)\:::rt SChai;;;?][ chip Sch"a}gtr:?(;i?:hte
22 3 3 4 7 4.25 0.047
23 3 3 4 7 4.25 4.167 0.042 0.043
27 3 3 4 6 4 0.041
12 7 9 4 3 5.75 0.128
21 7 9 4 2 5.5 5.583 0.101 0.112
26 7 9 4 2 5.5 0.106
14 6 9 6 8 7.25 0.065
19 6 9 5 6 6.5 6.75 0.065 0.063
25 7 9 5 5 6.5 0.058
5 6 9 6 6 6.75 0.047
7 7 9 5 i 7 6.417 0.046 0.048
10 6 7 4 5 55 0.050
1 7 8 6 4 6.25 0.085
4 6 6 6 2 5 5.75 0.152 0.114
11 6 7 5 6 6 0.104
3 6 9 6 3 6 0.120
6 7 9 6 3 6.25 5.75 0.161 0.140
16 7 9 3 1 5 0.139
8 8 8 4 1 5.25 0.155
17 6 7 4 2 4.75 5.167 0.120 0.126
20 7 7 4 4 55 0.103
9 7 9 6 6 7 0.059
13 6 9 5 6 6.5 6.583 0.059 0.055
24 7 9 5 4 6.25 0.047
2 4 3 5 74 475 0.059
15 3 3 4 if. 4.25 4.333 0.043 0.048
18 3 3 4 6 4 0.044
Haarmousse 6 7 5 2 5 5 0.058 0.058
Rasierschaum 10 9 6 10 8.75 8.75 0.050 0.050
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Zur Auswertung der Daten wurden zwei Modelle herangezogen. Einmal eine Modellie-
rung, die sich direkt aus dem erstellten ,Custom Design” (DoE) der Software JMP ergibt,
sowie eine Hauptkomponentenanalyse, um die multivariaten Einflisse besser greifbar zu

machen.

Flr das Design wurden die einzelnen Bestandteile als Einflisse gesetzt und als Antwort-
parameter, nach denen ausgewertet wird, die optische Beurteilung, sowie die Schaum-
dichte gewahlt. Abb. 5.17 stellt die Ergebnisse des Modells dar. Im linken Teil ist die Glte
der Vorhersage graphisch dargestellt, in dem erwartete und tatséchliche Daten dargestellt

sind.

Fir die optische Beurteilung wirkt sich der HPMC-Anteil signifikant in positiver Richtung
aus, wahrend der TE-Anteil einen signifikanten Einfluss in die negativer Richtung zeigt.
Die restlichen Einflisse und Kombinationen zeigen keine Signifikanz. Das bedeutet also,
dass die Schaumqualitat nach den untersuchten Kriterien besser wird, wenn der HPMC-

Anteil erhéht und der TE-Anteil verringert wird.

Die Schaumdichte wird nur vom Treibgasanteil signifikant in negativer Richtung beein-
flusst. Dies ist insofern zu erwarten, da das druckverfliissigte Propan/Butan-Gemisch die

treibende Kraft beim Aufschdumvorgang darstellt.

Ein detaillierteres Bild zeigt sich bei Anwendung einer Hauptkomponentenanalyse, dar-
gestellt in Abb. 5.18.

Im unteren Teil der Graphik ist die Komponentenmatrix aufgetragen, links oben sind die
Eigenwerte gegen ihren Anteil an der Gesamtvarianz dargestellt und in der Mitte oben
sind Hauptkomponente 1 gegen Hauptkomponente 2 aufgetragen. Zusammen machen
sie 67,3 % der Gesamtvarianz des Systems aus. Im runden Diagramm rechts oben sind
die Einfliisse und Antwortparameter in Richtung und Starke sehr tibersichtlich dargestellt.
Lange Pfeile bedeuten einen starken Einfluss, kurze einen geringen. Pfeile gleicher Rich-
tung bedeuten eine positive Korrelation, wahrend orthogonale Pfeile eine nicht vorhande-

ne Korrelation anzeigen.

Man erkennt auch hier wieder eine starke negative Korrelation zwischen Treibgasanteil
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Abbildung 5.17: Darstellung der berechneten Haupteinflisse auf die Parameter “Optische Beur-

teilung” und “Schaumdichte”. Graphik erstellt mit JMP.

und Schaumdichte. Weiterhin wird die Expansionszeit direkt vom Treibgasanteil beein-
flusst. Der Paraffinanteil zeigt einen geringen erhéhenden Einfluss auf die Schaumdich-

te.

Beinahe orthogonal und damit unabhangig zu diesen Parametern zeigen sich die Ein-
flisse auf den Score der optischen Beurteilung. Hier ist der Betulinanteil zu erwahnen,
der sich negativ auf den Score auswirkt, sowie der HPMC-Anteil, der einen positiven Ein-
fluss hat. Die Feinporigkeit und Stabilitat korrelieren relativ stark und werden sowohl vom
Treibgas- und Betulinanteil in negativer, sowie vom HPMC-Anteil in positiver Richtung

beeinflusst.

Abb. 5.19 & 5.20 fassen die Messdaten noch einmal graphisch zusammen. Abb. 5.19
zeigt einen "Surface Plot” der Schaumdichte (unten) und der optischen Beurteilung (oben)
gegen den TE- und HPMC-Anteil. Diese Darstellung wurde gewéhlt, um den Zusammen-

hang gleich mehrerer Komponenten mit den Antwortparametern darzustellen.

Abb. 5.20 zeigt ein dhnliches Schaubild, aber hier gegen Treibgasanteil und Olphasen-

anteil aufgetragen. Man erkennt bei Betrachtung der optischen Beurteilung ein Maximum
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Abbildung 5.18: Ergebnis der Hauptkomponentenanalyse in graphischer Darstellung. Abbildung

generiert mit JMP.

im Zentralpunkt, was hierflr die optimale Schaumzusammensetzung darstellt. Fir die

Schaumdichte I&sst sich kein sinnvolles Optimum bestimmen.

Die Zusammensetzung mit der besten optischen Beurteilung, die aus diesen Versuchen

erhalten wurde, besteht also aus 3 % TE, 15 % Paraffin, 7,5 % Propan/Butan-Treibgas-

gemisch von 3,5 bar Sattigungsdampfdruck, 1,5 % HPMC und 73 % Wasser zusam-

men.
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Abbildung 5.19: Surface Plot, der die Schaumdichte (unten, rot) und den Score der optischen Be-
urteilung (oben, blau) aufgetragen gegen Betulinanteil und HPMC-Anteil zeigt

Schaumdichte

Abbildung 5.20: Surface Plot, der die Schaumdichte (unten, rot) und den Score der optischen
Beurteilung (oben, blau) aufgetragen gegen Olphasenanteil und Treibgasanteil

zeigt.
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5.6.2 Sonnenblumendl als Olphase

Wahrend die Schaume mit Paraffin als Olphase auf eine optimale Schaumqualitat aus-
gerichtet waren, so zeigt dieses keinen positiven Einfluss auf die Wundheilung. Es wurde
daher eine zweite Versuchsreihe mit Sonnenblumendl als Olphase durchgefiihrt, welches
als Oleogel mit TE gute Wundheilungseigenschaften aufzeigt (EBELING ET AL., 2014). Mit
dem Ziel die Hautvertréglichkeit zu optimieren wurde fir diese Versuchsreihe auch die

Wasserphase durch isotonen NaCl-haltigen Phosphatpuffer, pH 7,4 ersetzt.

Die Bewertung der Antwortparameter wurde fur diese Versuchsreihe verbessert und ob-
jektiviert, indem die BlasengréBenverteilung der Schaume mit Hilfe einer Stereolupe aus-
gezahlt wurde (siehe 4.2.3) und dieser Vorgang nach 30 s wiederholt wurde, um eine

Aussage Uber die Stabilitat der Schdume treffen zu kénnen.

Die initiale Aufschdumgeschwindigkeit , welche die Volumenzunahme des Schaums als
Anstieg in der Messburette in den ersten 10 s (siehe Aufschaumbarkeit 4.2.3) in cm/s dar-
stellt, wurde als weiterer Parameter mit aufgenommen. Weiterhin wurde der Olphasenan-
teil mit 15 % konstant gehalten, da sich gezeigt hat, dass der Einfluss auf die Qualitat des

Schaums sehr gering ist.
Tab. 5.3 zeigt die Zusammensetzungen der untersuchten Zubereitungen.

Abb. 5.21 zeigt beispielhaft, wie sich die Schdume unter der Stereolupe darstellen. Ab-
gebildet ist oben ein relativ stabiler TE-haltiger Schaum. Man erkennt wie sich die Blasen
Uber 30 s vergréBern, der Schaum aber Uber diese Zeit noch nicht komplett zusammen-
fallt. Darunter ist der sehr stabile Rasierschaum abgebildet. Hier Iasst sich tber 30 s kein

Unterschied in der Blasengréf3e feststellen.

Das deutlich instabilere Haarmousse zeigt nach 30 s schon eine gewisse Vergréberung,
im Vergleich . Als letztes ist ein Beispiel eines instabilen TE-Schaums aufgezeigt, der
stark zusammen fallt und teilweise nur noch einen FlUssigkeitsfilm auf dem Objekttrager
zurlcklasst. Die grof3e Blase ist eingezeichnet und man erkennt, dass dort nur kleine

Blaschen am Objekttrager haften. Weil dieser Zerfall teilweise schwer auf dem vergé-
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Tabelle 5.3: Zusammensetzung der Zubereitungen des Versuchsdesigns mit Sonnenblumendl als

Olphase.
Nr. TE- Sonnen- Treibgas- HPMC- PBS-
Anteil- blumendl- anteil Anteil anteil
anteil

5,16 0,02 0,15 0,05 0,01 0,77
15,18 0,02 0,15 0,1 0,01 0,72
3,7 0,02 0,15 0,05 0,02 0,76
2,10 0,02 0,15 0,1 0,02 0,71
6,13 0,04 0,15 0,05 0,01 0,75
1,4 0,04 0,15 0,1 0,01 0,7
8,14 0,04 0,15 0,05 0,02 0,74
12,17 0,04 0,15 0,1 0,02 0,69
9, 11 0,03 0,15 0,075 0,015 0,73

Berten Bild zu erkennen ist, ist eine optische Kontrolle des Schaums nach der Messung

unabdingbar.

Abb. 5.22 zeigt das Ergebnis der BlasengréBen als Spannweiten nach 0 und 30 s nach
Aufschaumen. Man erkennt bei praktisch allen Proben eine VergréBerung der gréBten
Blasen nach 30 s. Das Verhaltnis dieser VergréBerung wurde als Stabilitatsfaktor “Coar-
sening” (Vergréberung) verwendet. Die “GleichmaBigkeit” der Schdume wurde auch als
Parameter mit aufgenommen. Hierfir wurde das Verhéaltnis der groBten zur kleinsten Bla-
se zum Zeitpunkt 0 s (direkt nach dem Aufschaumen) der Stereolupenmessung verwen-
det.

Abb. 5.23 fasst das Ergebnis der Hauptkomponentenanalyse zusammen. Eine gemein-
same Pfeilrichtung bedeutet wieder direkte Korrelation, Pfeile entgegengesetzter Richung
bedeuten eine umgekehrte Korrelation, orthogonale Pfeile bedeuten keine Korrelation,

wahrend die Lange der Pfeile jeweils die Starke des Einflusses darstellt.
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Abbildung 5.21: Schaumaufnahmen mit der Stereolupe zur BlasengréBenverteilung und Stabi-
litdt. Links immer zum Zeitpunkt 0 s, rechts nach 30 s. Von oben nach unten:

stabiler TE-Schaum, Rasierschaum, Haarmousse, instabiler TE-Schaum.
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Abbildung 5.22: Die Spannweiten der BlasengrdBen der untersuchten Schaume. Jeweils nach

0 s und 30 s nach dem Aufschaumen.

Die initiale Aufschdumgeschwindigkeit zeigt eine gute Korrelation mit dem HPMC-Anteil
und eine leichte negative Korrelation mit dem TE-Anteil. Interessanterweise ist kein grof3er
Zusammenhang mit dem Treibgasanteil zu erkennen, der schon wortlich die treiben-
de Kraft hinter dem Vorgang ist. Zu diesen Werten ist anzumerken, dass eventuell die
Messung nach zehn Sekunden keine groBe Unterscheidung zwischen den Zubereitun-
gen mehr zuldsst und man in kirzeren Abstanden, im besten Fall automatisiert, messen
musste, um deutliche Unterschiede zu erkennen. Was in dieser Messung nicht erfasst
wird, ist die Schaumqualitat innerhalb der Blrette. Hierfir wurde der Parameter “Coarse-

ning” aufgenommen.

Das “Coarsening”, d.h. die Vergréberung der Blasen, wird nur leicht vom Pufferanteil in
positiver Richtung und vom Treibgasanteil und TE-Anteil in negativer Richtung beeinflusst.

Insgesamt ist der Einfluss aber als sehr gering zu bewerten.

Ahnlich verhalt es sich mit der Schaumdichte, die etwas in negativer Richtung vom HPMC-

und Treibgasanteil beeinflusst wird.
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Abbildung 5.23: Darstellung der Korrelationen aus der Hauptkompentenanalyse (61,6 % der Ge-

samtvarianz durch die Komponenten 1 und 2 abgedeckt).

Die GleichmaBigkeit der Blasenverteilung zeigt nur eine positive Korrelation mit dem

HPMC-Anteil, die anderen Einflisse sind sehr gering. Ein héherer HPMC-Anteil sorgt far

eine homogenere Blasenverteilung und ein gleichmaBigeres Aussehen der Schaume.

Abb. 5.24 stellt diese Zusammenhange noch einmal zusammenfassend in tabellarischer

Form dar.
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Abbildung 5.24: Ubersicht der Einfliisse der Bestandteile der Schaume auf die untersuchten Pa-
rameter. 0 bedeutet kein Einfluss, - Einfluss in negativer Richtung, + Einfluss in

positiver Richtung.
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5.7 Zetapotentiale

Aufgrund des Anteils von Carbonsauren im TE (Betulinsdure und Oleanansaure, vgl. 2.2.1
und 3.1.1) ist ein pH-abhangiges Benetzungs- und Dispersionsverhalten denkbar. Um
dies zu untersuchen, wurden wassrige Suspensionen nach 4.2.2 hergestellt und mit dem
Zetasizer Nano ZS vermessen. Der pH-Verlauf wurde von pH 9 bis pH 5 in pH-Schritten

von 1 titriert. Abb. 5.25 zeigt die Ergebnisse der Messungen.

0

—10

—-20

Zetapotential [mV]

_30,

—40 T T T T T

Abbildung 5.25: Zetapotentialkurven der Extraktchargen TE1, TE2 und TE3 Uber den pH-Wert.

Alle drei Extraktchargen (TE1, TE2 und TE3) zeigen einen sehr ahnlichen Verlauf. Im
basischen Bereich bei pH 9 liegen die Zetapotentiale bei -30 mV bis -40 mV und steigen
im Laufe der Titration auf Werte um die -5 mV bei pH 5 an. Eine sprunghafte Anderung
der S-férmigen Zetapotentialkurve lasst sich zwischen pH 7 und pH 8 erkennen, was auf

den pKs-Wert des untersuchten Systems hinweist.

In wassrigen TE-Suspensionen ist also eine deutliche pH-Abhangigkeit des Zetapoten-

tials festzustellen. Als Faustregel zur Flockungsstabilitdt von Suspensionen, kann man
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von stabilen Suspensionen ab einem Betrag des Zetapotentials von 30 mV sprechen.
Unter 20 mV sind sie beschrankt stabil und unter 5 mV tritt ausgepragte Flockung auf
(MULLER, 1996). Die TE-Suspensionen zeigen beim physiologischen Plasma-pH-Wert
von 7,4 Zetapotentialwerte von ca. -15 mV, was auf eine beschrankte Stabilitat schlieen
lasst. Unter der Annahme, dass eine ungepufferte Zubereitung den Haut-pH-Wert von
5,5 annimmt, wére bei Zetapotentialen von -5 bis -7 mV mit Flockung zu rechnen. Dies
ist allerdings hauptsachlich ein Problem der Lagerstabilitdt und eine Flockung nach Appli-
kation spielt praktisch keine Rolle mehr, weshalb fir die Formulierung pH 7,4 verwendet

werden kann.

5.8 pH-Abhangigkeit der Benetzungswinkel

Es wurden TE-Presslinge der Extraktchargen TE1, TE2 und TE3 hergestellt (Methode
siehe 4.1.5) und Pufferlésungen der pH-Werte pH 5, pH 7 und pH 9 als Tropfen auf

die Oberflache aufgebracht (Ein Beispiel hierzu siehe Abb. 5.26). Aufgrund der abwei-

Abbildung 5.26: Beispielhafte Abbildung eines Puffertropfens auf einem TE-Pressling.

chenden Kompressionseigenschaften des TE3 konnten mit diesem Extrakt keine planen
Presslinge hergestellt werden und die Messung wurde nicht durchgefihrt. Bei den ande-

ren Kombinationen wurden Vierfachmessungen durchgefthrt.
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Abb. 5.27 zeigt die erhaltenen relativen Benetzungswinkel. Zur klareren Darstellung der

Fehlerbalken wurde die y-Achse bei 75° abgeschnitten. Man erkennt, dass sich die Ex-
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Abbildung 5.27: Erhaltene relative Benetzungswinkel bei unterschiedlichen pH-Werten auf

Presslingen aus TE1 und TE2.

traktchargen nicht signifikant voneinander Unterscheiden. Ein Benetzungswinkel von un-

ter 90°, wie er bei allen Proben auftritt, spricht fir eine spontane Benetzung.

Ein klarer pH-Trend lasst sich aufgrund der gro3en Standardabweichungen ebenfalls
nicht erkennen, wobei man zumindest bei TE2 einen signifkant hdheren Benetzungs-

winkel bei pH 5 zu pH 7 feststellt.

Ein derartiger Einfluss lasst sich Gber die Zusammensetzung des TE erklaren (siehe auch
3.1.1): Die enthaltenen Carbonsauren Betulinsdure und Oleanolsaure liegen im sauren
Bereich undissoziiert und damit unpolar vor, wahrend sie bei pH 7 und pH 9 teilweise

dissoziiert und geladen vorliegen.

Diese theoretischen Betrachtungen lassen sich aber in den praktischen Ergebnissen nicht
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klar bestatigen und der Einfluss auf den Benetzungswinkel ist nicht gro3 genug, um von

Bedeutung zu sein.

5.9 TE-haltige Submikronemulsionen

5.9.1 Lipidmatrix fUr Submikronemulsionen

Die Partikelgré3e des TE stellt bei den unter 5.2, 5.4 und 5.6 beschriebenen Zubereitun-
gen eines der Hauptprobleme dar, da sie sich nur schwer reduzieren lasst und zu Kratzen
und stumpfem Hautgefihl fihren kann. Deshalb wurde eine géanzlich andere Herange-
hensweise untersucht, die in einer Nano-, bzw. Submikronemulsion enden sollte. Hierzu
wurde ein Verfahren gewéhlt, das sich an die Herstellung von “solid lipid nanoparticles”
anlehnt (HUSSEIN & MULLER-GOYMANN, 2008; MULLER ET AL., 2000), bei dem aber
eine bei Raumtemperatur flissige Olphase, statt des Hartfetts verwendet wurde (siehe
4.3.5). Diese Lipidmatrix kann anschlielBend mittels Hochdruckhomogenisierung zu einer

Submikronemulsion verarbeitet werden.

Um herauszufinden, welchen Einfluss der TE auf den Stabilisierungsmechanismus hat,
wurden die Lipidmatrices mittels Licht-, Fluoreszenz- und Raman-Mikroskopie untersucht.
Weiterhin wurden Tropfenprofilanalysen mit verdinnten Lipidmatrices durchgefiihrt (siehe
5.9.4).

Abb. 5.28 zeigt eine typische lichtmikroskopische Aufnahme einer Lipidmatrix aus 70 %
MCT, 25 % Phospholipon 80H und 5 % TE. Man erkennt eine inhomogene Masse, die teil-
weise sehr grof3e Partikel von ca. 50 um enthalt. Eine fluoreszenzmikroskopische Aufnah-
me (5.29) des gleichen Ausschnitts I&sst erkennen, dass es sich bei den grof3en Partikeln

um TE-Partikel handelt, welche fluoreszieren.

Etwas deutlicher wird die raumliche Verteilung bei Untersuchung der Matrices mit kon-
fokaler Raman-Mikroskopie. Von MCT, TE und Phospholipid werden die Einzelspektren

aufgenommen, jeweils einer Farbe zugeordnet und den Spekiren der einzelnen Punkte
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Abbildung 5.28: Lichtmikroskopische Aufnahme einer Lipidmatrix aus MCT, 25 % Phospholipid
und 5 % TE.

Abbildung 5.29: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Lipidmatrix aus MCT, 25 % Phos-
pholipid und 5 % TE.
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der Matrixaufnahme zugeordnet. Es ergeben sich Darstellungen wie unter Abb. 5.30 ge-
zeigt. Gezeigt sind verschiedene Lipidmatrices mit unterschiedlichen TE- und Phospho-
lipon 80H-Anteilen. Die rechte Zahl der Bezeichnung steht jeweils flr den prozentualen
TE-Anteil, die linke Zahl fir den prozentualen Phospholipidanteil. Der Rest wird von MCT
gebildet.

Es lasst sich auf den Aufnahmen keine besondere Anordnungspraferenz des TE zum
Phospholipid erkennen. Bereiche mit TE sind raumlich von Bereichen mit Phospholipid
getrennt und bilden keine Schichten oder Durchmischungen. Weiterhin sind von beiden
Anteilen noch grébere Partikel bis ca. 5 um GréBe zu finden, was dafir spricht, dass
entweder bei der Lipidmatrix-Herstellung keine Lésung stattfand (was bei TE-Partikeln

sicherlich der Fall ist), oder die Phospholipid-Partikel beim Abkihlen wieder ausfallen.

5 pum O Gelb: TE
B Rot: Miglyol 812
@ Griin: Phospholipon 80 H

Abbildung 5.30: Raman-mikroskopische Falschfarbenaufnahmen verschiedener Lipidmatrices
aus MCT, Phospholid und TE. Jeweils zwei Ausschnitte (oben und unten) der

gleichen Zubereitung.
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5.9.2 Untersuchung von TE-haltigen Submikronemulsionen

Verwendet man die gleiche Methode und Darstellungsweise flir Submikronemulsionen,
wie unter 5.9.1 beschrieben, erhdlt man die in Abb. 5.31 dargestellten Aufnahmen. Man
erkennt, dass die Auflésung der Aufnahmen hier zu gering ist, um Aussagen Uber die
Lage der einzelnen Partikel zu treffen, da die Partikel- und TrépfchengréBen nur noch im
Bereich von mehreren hundert Nanometern bis wenigen Mikrometern liegen. Die Hoch-
druckhomogenisierung verkleinert also in diesem Fall, in Kombination mit dem Phospho-

lipid und der Olphase, die TE-Partikel sehr zuverlassig.

5 um

Gelb: TE

Rot: Miglyol 812

Griin: Phospholipon 80 H

B OO

Blau: Wasser

Abbildung 5.31: Raman-mikroskopische Falschfarbenaufnahmen von Submikronemulsionen.

Aus den Lipidmatrices kénnen nach Methode 4.3.5 Emulsionen hergestellt werden. Die
Trépfchen- bzw. PartikelgréBenverteilungen solcher Emulsionen bewegen sich im Bereich

von 100 nm bis 1 um, wie Messungen mit dem Zetasizer ergaben (siehe Abb. 5.32).
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5.9.3 Aufschaumbarkeit von TE-haltigen Submikronemulsionen

Die erhaltenen Submikronemulsionen wurden zur Untersuchung der Aufschaumbarkeit
mit HPMC und Treibgas versetzt (siehe 4.3.3). Allerdings lief3 sich mit keiner der Zuberei-
tungen ein stabilisierter Schaum erhalten. Das Treibgas entweicht aus der dinnfllissigen
Emulsion und die Schaumblasen kdnnen durch den Gelbildner nicht ausreichend stabili-

siert werden, was in unmittelbarem Zerfallen des Schaums resultiert.

PartikelgroRBenverteilung nach Intensitét, D(i)
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Abbildung 5.32: Partikelgré3enverteilungen der Submikronemulsionen bei unterschiedlichen Ho-

mogenisierungsdriicken und -zeiten.

Die ersten drei Datensatze zeigen ansteigende Homogenisierungsdauern von 1 min,
2 min und 5 min bei 50 MPa, als viertes ist ein Homogenisierungsdruck von 100 MPa
und 5 min Dauer aufgetragen. Wie zu erwarten Verringert ein hdherer Energieeintrag

die Partikel- und Tropfchengré3en, wodurch sich aber hauptséachlich die gréBeren Anteile
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zerkleinern und damit der d90-Wert sinkt.

Insgesamt kdnnen durch diese Methode erstaunlich kleine PartikelgréBen erreicht wer-
den, wenn man das Ergebnis mit der Hochdruckhomogenisation von TE-Suspensionen
vergleicht (vgl. hierzu Abb. 5.8 auf Seite 49), wo durchschnittliche Partikelgré3en von ca.
5 pum erhalten werden. Als Erklarung fir dieses Phanomen ist eine bessere Benetzung
der TE-Partikel durch die Ol-Lipidmatrix wahrscheinlich, die eine bessere Energielibertra-
gung durch die Kavitationskrafte der Homogenisierung ermdglicht. Bei der Zerkleinerung
der Suspensionen sind die inneren Anteile der TE-Partikel wahrscheinlich unvollstéandig
benetzt und beherrbergen kleine Lufteinschlisse, die diese Energielbertragung verhin-
dern, da die eingeschlossene Luft den Druckunterschieden leicht nachkommen kann,

ohne dass die Partikel zerteilt werden.

Abbildung 5.33: Lichtmikroskopische Aufnahme einer Submikronemulsion.



78 5 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 5.34: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Submikronemulsion.

5.9.4 Grenzflachenrheologische Eigenschaften des TE in

Kombination mit Phospholipiden

Die Grenzflachenaktivitat von TE in Emulsionen ist experimentell nur Gber Umwege zu-
ganglich, da Emulsionstrépfchen typischerweise sehr klein und schwer zu erfassen sind
und auBerdem Einflisse von Tensiden jeder Art Uberdeckt werden kénnen. Als Methode
zur Untersuchung wurde die Tropfenprofilanalyse gewéhlt, welche unter 4.1.7 beschrie-

ben wird.

Ziel der Untersuchungen ist eine Aussage darlber, ob TE einen Einfluss auf die Stabili-
sierung der Emulsionen im Zusammenspiel mit Phospholipid (wie es bei den Submikro-
nemulsionen verwendet wird) hat und ob es die Grenzflache durch Viskositatsdnderung

beeinflusst.

Zum Einsatz kamen Phospholipon 90G (PL90G) in 0,1 %iger Konzentration und Pho-
sal 53 MCT (MCT-Suspension) in 0,19 %iger Konzentration, damit in der Endzubereitung
jeweils 0,1 % Phospholipid vorhanden war. PL90G ist ein Sojalecithin, welches zu mindes-

tens 90 % aus Phosphatidylcholin besteht und als Granulat vorliegt. Phosal 53 MCT be-
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steht zu 53 % aus Phosphatidylcholin, welches in MCT dispergiert vorliegt. Beide eignen
sich gut zur Herstellung von Liposomen (KUMBHAR & POKHARKAR, 2013; SCHUBERT,
2003). In beiden Fallen liegt bei Raumtemperatur eine Dispersion von Phospholipid in

der Olphase vor.

Weiterhin wurde TE in zwei Konzentrationen von 0,01 % und 0,1 % zugesetzt. Als Olpha-
se wurden aufgereinigte MCT verwendet, die Wasserphase war frisch destilliertes Aqua
bidestillata. Die Grenzflachenspannung zwischen aufgereinigten MCT und Aqua bidestil-

lata wurde mit 13,97 mN/m und einer Standardabweichung von 0,305 mN/m bestimmt.

Abb. 5.35 zeigt die Ergebnisse der Grenzflachenelastizitat und -viskositat der Zubereitun-
gen bei jeweils gleicher Phospholipidkonzentration. Es fallt auf, dass die Grenzflachenvis-
kositat sich Uber die Versuchsreihe nicht signifikant unterscheidet, egal ob und wieviel TE
vorhanden ist. Weiterhin zeigen sich keine Unterschiede zwischen selbst suspendiertem
Phospholipid (PL90G) und fertig suspendiert gekauftem Phospholipid (Phosal 53 MCT),

auBer in den Standardabweichungen, die bei Phosal etwas geringer ausfallen.

Bei Betrachtung der Grenzflachenelastizitat unterscheidet sich TE in 0,01 %iger Kon-
zentration nicht signifikant von 0 % TE, jedoch steigt die Grenzflachenelastizitat bei der
héheren TE-Konzentration von 0,1 % signifikant an. Das bedeutet, dass TE durchaus
auch in Kombination mit Phospholipiden einen stabilisierenden Einfluss auf Emulsions-
trépfchen haben kann, indem es die Grenzflache elastischer macht. Sie kann so starker
deformiert werden, bis der Grenzflachenfilm rei3t und ist so stabiler gegeniber Koales-
zenz (LANGEVIN, 2000; WILDE, 2000).

Abb. 5.36 zeigt die Ergebnisse noch einmal im Vergleich zu Zubereitungen ohne Phos-
pholipidzusatz, die nur die héhere TE-Konzentration von 0,1 % enthalten. Sowohl die
Grenzflachenelastizitat als auch die -viskositat liegen erheblich héher. Verwendet man
statt der gereinigten MCT ungereinigte MCT als Olphase, zeigen sich noch héhere Wer-
te. Das bedeutet, dass zur VergréBerung der Grenzflache mehr Energie benétigt wird, die
Troépfchen also nicht so leicht zerkleinert werden und durch die hohe Dilatationselastizitat
auch ein héheres Bestreben da ist, die Grenzflache wieder zu minimieren (KOHLER &

SCHUCHMANN, 2012).
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Abbildung 5.35: Ergebnisse der grenzflachenrheologischen Messungen. n = 5.

Die Aussagen beziehen sich natrlich nur auf die untersuchte Messfrequenz von 0,159 Hz,
die von der tatsachlichen Grenzflachendilatation bei der Emulsionsherstellung weit ent-
ferntist. Fir héherfrequente Messungen kénnte als Ansatzpunkt flr weitere Untersuchun-
gen ein Kapillardrucktensiometer eingesetzt werden, was die schnellen Vorgange bei der

Emulsionsherstellung im Hochdruckhomogenisator besser simulieren kann.
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Abbildung 5.36: Grenzflachenrheologische Ergebnisse mit Vergleich zu phospholipidfreien Zu-

bereitungen. n = 5.
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5.10 Freisetzungsuntersuchungen mit

Franz-Diffusionszellen

5.10.1 Bestimmung der Sattigungsloslichkeiten und Auswahl der

Akzeptormedien

Die Freisetzung von Zubereitungen in Diffusionszellen nach Franz erfordert mehrere Vor-
aussetzungen. Es missen beispielsweise geeignete Membranen verwendet werden, die
das Donorkompartiment vom Akzeptormedium trennen, aber die Diffusion nicht behin-
dern. Hierzu kamen bei den Untersuchungen PTFE-Filtermembranen mit 5 um Poren-
gréBBe zum Einsatz. Weiterhin muss das Akzeptormedium eine moglichst hohe Ldéslich-
keit fir den freizusetzenden Stoff aufweisen, damit es diesen auch aufnehmen kann und
maoglichst Gber den gesamten Freisetzungszeitraum unter sink-Bedingungen gearbeitet

werden kann.

Abb. 5.37 zeigt die Ergebnisse der Bestimmung der Sattigungsldslichkeit des TE (berech-
net als Betulin) in verschiedenen Medien bei 25° C, die zur Auswahl des Akzeptormedi-

ums dienten.

Obwohl reines 2-Propanol sich gut fir die L6sung des TE eignet, bringen Mischungen von
bis zu 20 % in Wasser keine ausreichende Lo&slichkeitsverbesserung mit sich. Ethanol-
Wasser-Gemische zeigen teilweise bessere Ldslichkeiten, aber auch sehr gro3e Schwan-
kungen, was in der problematischen Abtrennung des TE aus dem Uberstand begriindet
liegt. Zentrifugation wurde zur Abtrennung bevorzugt, da eine Filtration dieser geringen
TE-Konzentrationen oft die Triterpene am Filtermaterial adsorbieren lasst, oder gar keine
Abtrennung ermdglicht. Dies war an massiven Schwankungen der Messwerte zu erken-

nen und machte die Filtration als Methode vollkommen ungeeignet.

Bei reinem Wasser zeigt sich auch eine erhebliche Streuung, bei Wasser-PEG-Mischungen
werden Sattigungskonzentrationen erreicht, die bedingt geeignet sind, aber wenig Reser-

ven flr langere Freisetzungen lasst. Bei Verwendung von Hydroxypropyl-5-Cyclodextrin
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Abbildung 5.37: Ergebnisse der Sattigungsléslichkeiten der Akzeptormedien, bestimmt Uber
HPLC-Analytik. n = 3
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in 10 %iger Konzentration lasst sich eine hohe L&slichkeit erreichen, die auf3erdem eine

geringe Streuung aufweist.

Auch im Hinblick auf die Praktikabilitat der Durchfihrung der spateren Freisetzungsana-
lytik konnte von den untersuchten Akzeptormedien nicht jedes verwendet werden. Auf-
grund der relativ hohen Léslichkeit, sowie der verhaltnismaniig guten Reproduzierbarkeit
der Messwerte wurde 10 % HPB-Cyclodextrin in NaCl-haltigem Puffer pH 7,4 als Akzep-

tormedium flr die Freisetzungsuntersuchungen verwendet.

Tab. 5.4 stellt zur Orientierung Literaturwerte der Triterpenléslichkeiten in den verwende-

ten Olphasen und Wasser dar.

Tabelle 5.4: Sattigungsléslichkeiten der Triterpenbestandteile in verschiedenen Olphasen und

Wasser. Quellen: LAszczyk (2007); GRYSKO (2011)

Sonnenblumendl MCT Paraffin Wasser
[ng/mL] [ng/mL]  [pg/mL]  [pg/mL]

Lupeol 1.926,44 163.772,54 <LOQ 0,04
Betulin 2.836 5.147,92 189,56 0,079
Betulinsaure <LOQ 98,69 <LOQ 0,044
Betulins&ure-
methylester 225,74 <LOQ <LOQ <LOD
Erythrodiol 2.836 <LOQ <LOQ 0,039
Oleanolsaure LOQ 37.556,83 <LOQ 0,051
Summe 7.824,18 206.575,98 189,56 0,253

5.10.2 Freisetzungen

Um Aussagen uUber die Freisetzungsunterschiede der verschiedenen Zubereitungen zu
treffen, wurden Franz-Diffusionszellen im “infinite dose”-Modell verwendet. Die Durchfih-

rung findet sich unter 4.1.2. Untersucht wurden TE-Oleogele, HPMC-Schaume, wie unter
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5.6 beschrieben, sowie Lipidmatrices nach 5.9.1 und daraus hergestellte Submikrone-

mulsionen.

Abb. 5.38 zeigt die Freisetzung aus TE-Oleogelen, mit Sonnenblumendél, Paraffin und
MCT als Olphase. In allen Oleogelen ist die Sattigungskonzentration durch den hohen
TE-Anteil erreicht, der als Depot ungeldst vorliegt. Zur Verifikation wurde ein Versuch
mit Sonnenblumendl in 10 % und 4 %iger Konzentration durchgefthrt. Erwartungsgeman
lasst sich an den Ergebnissen erkennen, dass die beiden Konzentrationen sich in der Frei-
setzung nicht signifikant voneinander unterscheiden. Auch die Betulin-Freisetzung des
Paraffin-Oleogels liegt auf dem gleichen Niveau. Einzig die Freisetzung aus dem MCT-
Oleogel verhélt sich etwas anders, indem zuerst bei héheren Werten gestartet wird, die
Freisetzung sich danach aber langsamer steigert, als bei den anderen Gelen und nach
16 h dann die geringste Menge freigesetzt hat. Eine mégliche Erklarung hierzu ist die hé-
here Betulin-Léslichkeit in MCT, wodurch anfangs mehr Betulin an das Freisetzungsmedi-
um abgegeben werden kann. Die niedrigere freigesetzte Betulinmenge nach 16 Stunden
kénnte in der hdheren Viskositat begriindet sein, welche eine weitere Diffusion aus dem

TE-Depot verlangsamt.

Freisetzung TE aus Oleogelen
250

---4-- Sonnenblumendl 10 % TE
—-B—- Sonnenblumendl 4 % TE
200 -] | RKeeseees Paraffin 10 % TE

—>— MCT 10 % TE
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Abbildung 5.38: Freisetzung aus TE-Oleogelzubereitungen. n = 3.
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Abb. 5.39 zeigt die Freisetzung aus Lipidmatrices, einmal mit Sonnenblumendl, einmal
mit MCT als Olphase. Der Phospholipidgehalt betragt 20 %, der TE-Gehalt 5 %. Zum
Vergleich und zur Einordnung sind die 10 %igen Oleogele wieder mit aufgefthrt. Die
Lipidmatrices unterscheiden sich hierbei in der Freisetzung je nach Olphase, liegen aber
im selben Bereich der Oleogele. Die Sonnenblumendl-Lipidmatrix setzt anfangs langsam

frei, steigert sich aber bis 16 h bis auf das Niveau der Sonnenblumendéloleogele.

Die MCT-Lipidmatrix setzt insgesamt am meisten TE frei und endet bei 16 h auf dem

hochsten kumulativen Wert von 126 ug/cm?.

Bei Untersuchung der Submikronemulsionen, hergestellt aus den Lipidmatrices, konnte
keine Freisetzung nachgewiesen werden. Die lipophilen PTFE-Filtermembranen bilden
hier eine Barriere, da die Poren von den dinnflissigen Emulsionen nicht ausreichend
benetzt werden kénnen, was im Gegenzug bei den lipophilen Zubereitungen kein Problem

darstellt.

Freisetzung TE aus Lipidmatrices mit PL8OH

---¢-- Sonnenblumendl 10 % TE
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Abbildung 5.39: Freisetzung aus TE-Lipidmatrices. n = 3.

In Abb. 5.40 sind die Freisetzungen aus HPMC-haltigen TE-Schaumen (siehe 5.6) ge-
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zeigt. Zur Vergleichbarkeit sind wieder die Freisetzungen der 10 %igen Oleogele mit
aufgetragen. Man erkennt, dass die freigesetzte Menge unterhalb derer der Oleogele
liegt. Bei Vergleich der beiden Olphasen der Schdume setzt tendenziell der Schaum mit

Sonnenblumendl-Anteil etwas mehr frei, jedoch ohne Signifikanz.

Freisetzung TE aus wassrigen Schaumen
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Abbildung 5.40: Freisetzung aus TE-Schaumen. n = 3.
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6 Abschlussdiskussion

6.1 Eigenschaften wassriger TE-Dispersionen

6.1.1 Vorbereitung des TE

Die aufwandige Vorbereitung des TE zur weiteren Verarbeitung, stellt ein Hauptproblem in
der Entwicklung geeigneter Formulierungen dar und resultiert bei ungentgender Zerklei-
nerung und Benetzung in Instabilitdten wie Flotation, Agglomeration und Koaleszenz der
Zubereitungen. Dies lasst sich durch die richtige Herstellungsmethode und vollstandige

Benetzung des Extraktes (LAZGHAB ET AL., 2005) erheblich verbessern.

6.1.2 Trockene Vermahlung

Der pulverférmige TE besitzt eine starke Neigung zur plastischen Verformung, wenn man
ihn mechanischen Belastungen aussetzt. So lassen sich bereits durch so geringe Druck-
austibung, wie sie beim manuellen Verreiben mit einem Pistill in der Reibschale auftreten,
Kompaktate und Agglomerate bilden, die sich schwer zerteilen lassen. Das gleiche Phé-
nomen tritt bei Vermahlung in der Fliehkraft-Kugelmuihle auf und zeigt sich auch darin,
dass man bei hohem Pressdruck sogar einen glasartig-durchscheinenden Pressling er-
halten kann (siehe 4.1.5).

Zur Erreichung kleinerer Partikelgro3en kommt also die Trockenvermahlung nur zweitran-

gig in Betracht. Eine Mdglichkeit doch zu einem guten Mahlergebnis zu kommen, bietet
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eventuell eine Kryogenvermahlung, wobei unter starker Kiihlung des Mahlguts (Ublicher-
weise mit flissigem Stickstoff bei -196 °C) das Material bei mechanischer Belastung spro-

de bricht und nur weniger plastisch verformt wird.

6.1.3 Benetzungseigenschaften des TE

Zerkleinert man den TE in wéassriger Suspension, so wird man vor weitere Herausfor-
derungen gestellt. Zuerst muss eine ausreichende Benetzung gewahrleistet werden, da
ansonsten TE auf der Oberflache aufschwimmt, oder sich an den GefaBwéanden anla-
gert. AuBerdem ist zur Energielbertragung beim Mahlverfahren durch Scherkrafte eine
Benetzung nétig (BONACCURSO ET AL., 2003), weil sonst Lufteinschlisse die Zerteilung

verhindern (RICHEFEU ET AL., 2006).

Untersuchungen zum Kontaktwinkel (siehe 5.8) ergeben flur verschiedene TE einen Be-
netzungswinkel unter 90 °C. Dies deutet auf eine spontane Benetzung hin, was auch
durch friihere Ergebnisse bestatigt wird (ROTT, 2009). Die spontane Benetzung aufgrund
der Kapillarkrafte des Wassers lauft jedoch sehr langsam ab (WASHBURN, 1921; ADAM-
SON ET AL., 1967), weshalb z.B. auf die Wasseroberflache aufgestreuter TE auch nach
Wochen noch aufschwimmt und unbenetzt bleibt. Dieses Verhalten zeigt sich unabhan-
gig vom pH-Wert der verwendeten Pufferlésungen (siehe 5.8), obwohl TE seine Oberfla-
chenladung ausgepragt Uber den pH-Wert verandert, was Uber Zetapotentialmessungen
belegt wurde (siehe 5.7). Die Carbonséureanteile (Betulinsdure und Oleananséaure) de-
protonieren im basischen pH-Bereich und erzeugen eine Oberflachenladung. Dies sollte
theoretisch zu einer besseren Benetzung fihren ((HURWITZ ET AL., 2010)), konnte aber
experimentell nicht bestétigt werden. Vermutlich ist der Anteil der Carbonséuren an der
Gesamtzusammensetzung des TE zu gering um einen deutlichen Effekt auf die Benet-

zung messbar zu machen.

Aus technologischer Sicht liegt es nahe, die Benetzung durch Verwendung eines Tensids
zu verbessern. Dies bewirkt zwar einerseits eine bessere Einarbeitung flotierender TE-
Anteile, andererseits werden keine kleineren Partikelgré3en erreicht, wie experimentell

gezeigt werden konnte (siehe 5.2).
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6.1.4 Eignung verschiedener Mahlverfahren zur

TE-Suspensionsherstellung

Eine Zerkleinerung der TE-Partikel durch Vermahlung in Suspension lasst sich durch
Scher-, Prall- und Schlagkrafte erreichen. Anfangs Uberwiegt immer eine Agglomeration,

danach ist mehr Energie notwendig, um eine weitere Zerkleinerung zu erreichen.

Bei Betrachtung der erhaltenen Partikelgré3enverteilungen verschiedener Mahlverfahren
(siehe 5.2) werden die Unterschiede ersichtlich. Ein Vergleich von Zahnkolloidmuhle,
Hochdruckhomogenisator, Ultra-Turrax, Ultraschallsonotrode und Kugelmihle zeigt die
kleinsten Partikelgro3en und engsten Verteilungen bei Zubereitung, die mithilfe der Hoch-
druckhomogenisation erhalten wurden, gefolgt von Ultraschallsonotrode und Zahnkolloid-
muhle. Noch kleinere Partikel waren besonders im Hinblick auf eine beschleunigte Frei-
setzung winschenswert (HINTZ & JOHNSON, 1989), lassen sich aber mit den verwende-

ten Methoden nicht erreichen.

Die unerwartet gro3en Partikel, trotz Hockdruckhomogenisation legen einen Zusammen-
hang mit den mechanischen Eigenschaften des TE nahe. OLES (1992) beschreibt ein
ahnliches Phanomen in Latex-Suspensionen, wo sich je nach Scherrate ein Gleichge-
wicht zwischen Zerkleinerung und anwachsender Korngro3e einstellt. Dieses Verhalten
kdénnte auch hier vorliegen, zumal ein Abbau der porésen TE-Struktur zu kompakteren
Partikeln denkbar ist, welche sich anschlieBend deutlich schlechter zerkleinern lassen.
Weiterhin ist es moglich, dass durch die langsame Benetzung des TE noch kein Disper-
sionsmittel in die inneren Kapillaren der Partikel eindringen konnten und so die zur Zer-

kleinerung notwendige Energietbertragung nicht ausreicht.

Um zu gewabhrleisten, dass das gesamte Pulver beim Zerkleinerungsprozess erfasst und
suspendiert werden kann, ist besonders die Durchmischung der FlUssigkeitsoberflache
von entscheidender Bedeutung, da Teile des TE hier oft flotieren und deutlich schwerer
einzuarbeiten und zu vermahlen sind als bereits untergetauchte (KRALCHEVSKY & NA-
GAYAMA, 1994; KARICKHOFF & MORRIS, 1985). Ein Zusatz von Tensid kann zwar die
Flotation bei der Vermahlung verringern, wirkt sich jedoch wie unter 5.2 gezeigt, nicht po-

sitiv auf die Zerkleinerung in den gewahlten Systemen aus und wurde deshalb im Hinblick
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auf die Hautvertraglichkeit der Zubereitungen nicht weiter verfolgt.

Bei Verwendung der Ultraschallsonotrode Iasst sich die Einarbeitung der flotierenden An-
teile durch Variation der Eintauchtiefe beeinflussen, da die Spitze der Sonotrode die grofi3-
te Auslenkung erfahrt und damit die FlUssigkeitsoberflache aufwirbeln und durchmischen
kann. Auch bei Zerkleinerung mithilfe des Ultra-Turrax lasst sich die Umwalzung der Flis-
sigkeitsoberflache durch die Eintauchtiefe und den Eintauchwinkel einstellen, jedoch mit

nicht reproduzierbarem Erfolg.

Bei der ZahnkolloidmUhle Iasst sich die Flotation der Partikel am leichtesten umgehen,
wenn ein geeigneter Fillpegel und Zirkulation gewahlt wird, was zu einer stdndigen Um-
walzung der Oberflache fihrt. Auch die Hochdruckhomogenisation wurde im Zyklus durch-
gefuhrt, jedoch mit viel geringeren Flissigkeitsstromen als bei der Zahnkolloidmuhle, die
nicht fir eine Umwalzung der Oberflache ausreichen. Weiterhin erfolgt der Fliissigkeitss-
trom aufgrund der Kolbenhlbe in Pulsen, was eine gleichméaBige Umwalzung weiter er-
schwert. Aus diesen Grinden musste fir die Hochdruckhomogenisation immer mit einer

Vorsuspension aus der Zahnkolloidmihle gearbeitet werden.

Die verwendete Fliehkraft-Kugelmuhle erreicht keine Suspendierung der TE-Partikel, son-
dern zeigt stets einen groBen TE-Anteil, der an der GefaBwand und den Kugeln anhaf-
tet. Dies kommt wieder durch die plastische Verformbarkeit des TE zustande - auf den
Mahlkugeln bildet sich eine anwachsende TE-Schicht mit hydrophoben Eigenschaften,
anstatt der gewiinschten Zerkleinerung. Vermutlich bildet die rauhe Keramik-Oberflache
der Mahlkammer und -kugeln eine gute Angriffsflache fir den hydrophoben TE, wéahrend
die Schlag- und Scherkrafte der Mahlkdrper die Partikel weiter anpressen und keine Ein-

arbeitung ermdglichen.

Interessanterweise tritt dieses Problem bei der (6ligen) Vermahlung von TE-Oleogelen
(GRYSKO, 2011) in der Kugelmihle nicht auf. Die TE-Partikel werden hier ausreichend
benetzt und ordnen sich in einem lockeren Netzwerk an, im Vergleich zu den wassrigen
Suspensionen, in denen sie das Bestreben zeigen mdglichst wenig Kontaktflache zum

Wasser einzunehmen.
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6.2 Untersuchung TE-haltiger Emulsionen und Schaume

6.2.1 Stabilisatoren fur TE-haltige Emulsionen und Schaume

Die Zugabe eines weiteren Hilfsstoffs zur Gewahrleistung einer ausreichenden Schaum-
qualitat ist unerlasslich. Zwar kann man mit TE-Emulsionen, die nur aus Wasser, TE und
Paraffindl bestehen, unter Zusatz von Treibgas einen Schaum erhalten, welcher allerdings
schlecht aufschdumt, sehr instabil ist und zudem im Aerosolgefal nach wenigen Tagen
bricht. Das Prinzip der Pickering-Emulsionen (mechanische Grenzflachenstabilisierung)

lasst sich mit TE-Partikeln also nur ungentigend zur Schaumstabilisierung nutzen.

Als Stabilisatoren eignen sich besonders Gelbildner, da Tenside aus Grinden der Haut-
vertraglichkeit vermieden werden sollten. Eine Erhéhung der Viskositat der AuBenphase
stabilisiert sowohl die suspendierten Feststoffpartikel und Oltrépfchen, als auch die Treib-
gasblasen des spateren Schaums (DICKINSON, 2003; SCHULZ & DANIELS, 2000; ZHAO
ET AL., 2009).

Der Stabilisierungsmechanismus lasst sich hier je nach eingesetztem Polymer differen-
zieren, unter anderem dahin gehend, ob eine gleichzeitige Grenzflachenaktivitat des Gel-

bildners vorliegt oder nicht.

Ist der Gelbildner gleichzeitig grenzflachenaktiv, wie es beispielsweise bei HPMC der Fall
ist (GOODWIN, 2009), kénnen allgemein niedrigere Viskositaten gewahlt werden, da die
Stabilisierung nicht allein auf eine Immobilisierung zurtickzufihren ist. Zubereitungen mit
HPMC lieferten die geringsten TrépfchengréBen im Vergleich zu den weiteren untersuch-
ten Polymeren, auBerdem fein verteilte TE-Partikel und die besten resultierenden Schau-

me.

Bei Verwendung mancher makromolekularer Stabilisatoren wandern die TE-Partikel bei-
nahe quantitativ in die Olphase ab und bilden groBe Oleogel-Tropfen, die deformiert in der
viskosen AuBenphase vorliegen. Dies ist beispielsweise bei Alginat-, Xanthangummi- und
Carmellosegelen der Fall. Das Phanomen ftritt bei zu starker Scherung auch bei HPMC-

stabilisierten Zubereitungen auf und kann eine irreversible Phaseninversion der Emul-
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sionen hervorrufen (BINKS & LUMSDON, 2000a; BINKS & MURAKAMI, 2006). Dies zeigt
sich im plétzlichen Brechen der Emulsion in ein Oleogel, welches dann in der wéassrigen,
geklarten Phase schwimmt. BINKS & LUMSDON (2000a) und AVEYARD ET AL. (2003)
beschreiben fiir das Phanomen eine direkte Abhéngigkeit der Phaseninversion vom Ol-
phasenanteil und der Polaritit der eingesetzten Olphase. Zeigt der zur Stabilisierung ein-
gesetzte Feststoff eine starke Lipophilie, wie es bei TE der Fall ist, dann kann auch eine
metastabile O/W-Emulsion durch starke Scherung zur Inversion gebracht werden. Ver-

mutlich spielen beide Vorgange bei TE-Emulsionen eine Rolle.

6.2.2 Geeignete Olphasen fiir TE-haltige Schaume

Die Olphase hat auf die resultierenden Schaumeigenschaften (Aufschaumverhalten, Bla-
sengréfie, Zerfallsgeschwindigkeit) einen bedeutenden Einfluss. Besonders die Polaritat
der Olphase ist hierbei entscheidend. Wie bislang gezeigt, lassen sich aus TE-Suspensionen
aus der Zahnkolloidmuhle, sowie unter Verwendung von HPMC als Stabilisator stabile
Schaumzubereitungen herstellen. Wahrend Paraffin (siehe 5.5) als unpolarste verwende-

te Lipidphase die stabilsten Schaume bildet, nimmt die Qualitat in der Reihe der Polaritat
ab — Uber Sonnenblumendl zu Miglyol. Dies zeigt eine Korrelation zur ausgebildeten TE-
Oleogelstarke bei Verwendung des entsprechenden Ols (STEINBRENNER, 2011; GRYS-
KO, 2011; GRYSKO & DANIELS, 2013).

6.2.3 Einflisse auf Schaumqualitat

Die Einflisse auf die paraffinhaltiger Schaumqualitat wurde anhand eines Versuchsde-
signs evaluiert (siehe 5.6). Hierbei lieBen sich besonders zwei wichtige Einflisse fest-
stellen: der HPMC-Anteil, der sich positiv auf Stabilitadt und allgemeine Qualitat auswirkt,
sowie der TE-Anteil, der einen negativen Einfluss auf diese Eigenschaften aufweist. Uber-
raschenderweise spielt der Paraffinanteil im untersuchten Bereich von 10 % (m/m) bis
20 % (m/m) keine Rolle. Das spricht gegen eine Abwanderung des TE in die Olphase,

zumindest bei Anwesenheit von HPMC. Die Schaumstabilitdt und -gtite werden haupt-
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sachlich durch den Anteil der HPMC gesteuert. Der TE-Anteil wirkt sich eher stérend aus

und zeigt keinen Vorteil im Sinne einer Feststoffstabilisierung in diesem System.

Die Einflussparameter bei Schaumen mit Sonnenblumenél als Olphase, stellen sich durch
die hdhere Polaritat der Lipidkomponente etwas anders dar (siehe 5.6.2). Es zeigt sich je-
doch auch hier eine Korrelation der Schaumgute mit dem HPMC-Anteil und ein negativer
Einfluss des TE-Anteils, wenn dieser auch schwacher ausgepréagt ist. Das kénnte in der
Tatsache begriindet sein, dass der TE hier eine héhere Affinitat zur Olphase aufweist, teil-
weise in diese einwandert und so nicht mehr frei vorliegt. Dies zeigt sich auch hier in der
héheren Gelstérke von Sonnenblumendl-Oleogelen im Vergleich zu Paraffin-Oleogelen
(GRYSKO, 2011).

Noch starker wird dieses Phanomen bei Schaumen mit mittelkettigen Triglyceriden als
Olphase sichtbar. Hier ist die Viskositat vergleichbarer Oleogele noch héher und die er-

haltenen Schaume sind am instabilsten (siehe 5.5).

Weiterhin zeigt der Treibgasdruck einen deutlichen Einfluss auf sowohl die Schaumdichte,
als auch auf die Schaumqualitat im Allgemeinen (5.5). Wie zu erwarten, ist die Schaum-
dichte bei hohem Druck geringer, da bei gleichem Treibgasanteil ein gré3eres Volumen
beim Aufschdumen entsteht. Diese starkere und schnellere Aufschaumung sorgt gleich-

zeitig fir eine bessere Schaumqualitat.

6.2.4 TE-haltige Submikronemulsionen mit Phospholipidanteil

Zur Umgehung des Problems der TE-Partikelgré3e wurden als weitere Formulierungs-
option Submikronemulsionen mit Phospholipiden als Emulgatoren im Hochdruckhomo-
genisator hergestellt. Es zeigt sich, dass sich so Trépfchen und Partikel unterhalb eines
Mikrometers Gro3e erhalten lassen — deutlich kleiner als die Partikel, die Gber Nassver-

mahlungsprozesse erhalten werden konnten.

Ob TE einen Einfluss auf die Stabilisierung der phospholididhaltigen Submikronemul-

sionen hat, wurde Uber Tropfenprofilanalyse-Messungen untersucht (siehe 5.9.4). Eine
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Variation der TE-Konzentration bewirkt dabei keine Anderung der Grenzflachenviskositat,
jedoch steigt die Grenzflachenelastizitat bei héheren TE-Konzentrationen signifikant an.
Dies spricht fir eine Stabilisierung, indem der Grenzflachenfilm erst bei gréBerer Defor-
mation reif3t und somit resistenter gegen eine Koaleszenz ist. Leider sind mit dem Modell
nur Konzentrationsbereiche, Deformationsgeschwindigkeiten und Temperaturen méglich,
die relativ weit von den tatsachlichen Bedingungen wahrend der Hochdruckhomogenisa-
tion entfernt liegen, was lediglich eine vorsichtige qualitative Bewertung der Daten sinnvoll

erscheinen lasst.

Die Versuche zeigen aber, dass TE nicht nur im Sinne einer Pickering-Emulsion Oltrépf-
chen stabilisieren kann, sondern die |I6slichen Anteile auch die Grenzflache direkt beein-
flussen kénnen. Der Effekt ist allerdings nicht sehr ausgepragt und nur in Verbindung mit

sehr geringen Phospholipid-Konzentrationen experimentell sichtbar.

Trotz der widersprlchlichen Freisetzungsergebnisse (siehe 6.3) sind die TE-haltigen Sub-
mikronemulsionen interessante Zubereitungen, fir die weiterfUhrende Untersuchungen

sinnvoll erscheinen.

Durch Zusatz von HPMC und Treibgas, entsprechend der beschriebenen TE-Schaume,
lie3 sich mit den Submikronemulsionen kein stabiler Schaum erzeugen. Allerdings be-
steht fur diese dinnfllissigen Emulsionen die Méglichkeit sie fein mit einem Sprihkopf zu

zerstauben und sie damit als sprihbare Emulsionen anzuwenden.

6.3 Betulin-Freisetzung aus den Zubereitungen

In Freisetzungsversuchen mit Franz-Diffusionszellen wurden TE-Zubereitungen Uber die
Bestimmung des freigesetzten Betulins untersucht (5.10). Als Zubereitungen wurden TE-
Oleogele mit den Schaumzubereitungen verglichen. Es wird von allen Schaumen deutlich
weniger Betulin freigesetzt, als bei den korrespondierenden Oleogelen. Bei beiden Sys-
temen kann man von einem TE-Depot ausgehen, welches als Feststoff vorliegt, wahrend

ein Teil des Betulins in der Olphase und in der Wasserphase der Zubereitung gelést vor-
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liegt und von dort durch Diffusion freigesetzt werden kann. Der TE-Feststoffanteil liegt bei
allen untersuchten Zubereitungen deutlich Gber der Sattigungsldslichkeit, sodass man
von keiner Konzentrationsabhangigkeit ausgehen kann. Zur Verifizierung wurde Sonnen-
blumendloleogel in 10 % und 4 %iger Konzentration untersucht, wobei sich kein Unter-

schied ergab.

Berechnet man die theoretisch vorliegenden geldsten Betulinmengen, indem man die Li-
teraturwerte der Sattigungsléslichkeiten aus Tab. 5.4 zugrunde legt und vergleicht sie mit

den freigesetzten Mengen nach 16 h, ergibt sich ein Bild wie in Tabelle 6.1 dargestellt.

Tabelle 6.1: Geldster Betulinanteil (BE) in ug in 1 g der unterschiedlichen Zubereitungen.

Sonnen- Paraffin Sonnen- Paraffin

blumendl  Schaum blumendl  Oleogel

Schaum Oleogel
anfanglich geléstes BE
in Olphase 317 19 2376 146
anfanglich gelostes BE
in Wasserphase 0,0067 0,0067 - -
nach 16 h geléstes BE
in Akzeptormedium 42 82 31 243
Gesamtes BE
in Dosis 26055 26055 86850 86850

Bei den Zubereitungen mit Sonnenblumendl ist am Ende der Freisetzung weniger Betu-
lin im Akzeptormedium enthalten als schon in geldster Form in der Olphase vorliegt. Die
Freisetzung kann also theoretisch allein durch Diffusion der geldsten Betulinanteile aus
den Oltropfen erfolgen, ohne dass sich neues Betulin aus dem Feststoffanteil nachlésen
muss. Die Diffusion des freien, gelésten Betulins ist ein schnellerer Vorgang als die Nach-
|6sung aus den suspendierten TE-Partikeln. Fir eine schnelle Freisetzung ist es daher

sinnvoll, mdglichst viel geléstes Betulin in der Olphase verfligbar zu haben, wihrend eine
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langanhaltende Freisetzung durch den Nachléseprozess gewahrleistet wird. Die prakti-
sche Anwendung setzt der theoretischen Langzeitfreisetzung allerdings Grenzen, da die
Zubereitung nicht unendlich lange auf der Haut verbleibt, sondern durch normale Bewe-

gung, Wasserkontakt, etc. abgetragen wird.

Bei Paraffinzubereitungen ergibt sich ein anderes Bild. Hier liegt die tatsachlich freigesetz-
te Betulinmenge nach 16 h héher als die anfangs gelést vorliegende Menge. Es muss sich
also im Laufe der Freisetzung weiteres Betulin nachgel6st haben. Die anfanglich geldste
Betulinmenge ist bei dem Paraffinschaum nach ca. 7 h, beim Paraffinoleogel nach ca. 12
h freigesetzt. Knicke sind in den Kurven keine erkennbar, was nicht fir eine plétzliche ein-
tretende langsamere Nachlésung spricht. In der Realitat wird dieser Vorgang, getrieben

vom Konzentrationsgefalle, von Anfang an statt finden.

AuBerdem ist es denkbar, dass der Diffusionskoeffizient durch die geringere Oleogelge-
riststarke des Paraffins héher ist und so eine beschleunigte Freisetzung durch Nachlé-
sung im Vergleich zu Sonnenblumendl auftritt. Diese Hypothese wirde erklaren, warum
die Freisetzungsgeschwindigkeiten aus Paraffinzubereitungen ein édhnlich hohes Niveau,

wie die Sonnenblumendlzubereitungen aufweisen (siehe Abb. 5.38)

Die kleinen Trépfchen der Submikronemulsionen in Verbindung mit Phospholipid als Emul-
gator lieBen auf eine schnelle Betulin-Freisetzung durch die gro3e Trépfchenoberflache
hoffen. Leider konnte im verwendeten Modell keine Betulin-Freisetzung aus den Submi-
kronemulsionen beobachtet werden. Als Ansatzpunkt fir zukinftige Experimente muisste
das Freisetzungsmodell noch einmal Uberarbeitet werden, um einen Einfluss der Mem-

bran hierauf auszuschlief3en.

Setzt man statt der Emulsion die Lipidmatrices ein, so ergeben sich Freisetzungen, die
auf dem gleichen Niveau der Oleogele liegen. Dies lasst wiederum darauf schlieBen, dass
die verwendete PTFE-Membran im Fall der Submikronemulsionen eine Barriere darstellt
und keine freie Diffusion ermdglicht. Eine weitere denkbare Erklarung ist der Einschluss
des TE in Liposomen und die dadurch nicht messbare Freisetzung von Betulin (FREISE
ET AL., 1979).
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7 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Herstellung und Charakterisierung betulinhalti-
ger Zubereitungen zur berihrungsarmen Applikation bei empfindlicher oder geschadigter
Haut.

In Studien zur Wundheilung wurden positive Ergebnisse mit betulinhaltigen Oleogel-Zu-
bereitungen erzielt, die Anwendung dieser Oleogele gestaltet sich jedoch unkomfortabel.
Die Anwendungseigenschaften lassen sich verbessern, wenn man Systeme mit wassri-
ger AuBBenphase, wie O/W-Emulsionen und Schaumcremes einsetzt, die sich praktisch
berthrungsfrei auftragen lassen und dadurch Hautreizungen durch mechanische Belas-
tungen auf ein Minimum reduzieren. Die Herstellung und Untersuchung solcher Zuberei-

tungen ist Thema dieser Arbeit.

AuBerdem erfordert dieses Anwendungsgebiet den Einsatz méglichst weniger und gut
vertraglicher Hilfsstoffe, zumal bei TE-Oleogelen nur Ol und TE zum Einsatz kommen
und durch Wassereinarbeitung ohne weitere Hilfsstoffe eine stabile W/O-Emulsion erhal-
ten werden kénnen. Die Formulierung von betulinhaltigen Systemen mit wassriger Au-

Benphase bendtigt jedoch zwangslaufig weitere Hilfsstoffe zur Stabilisierung.

Als Wirkstoff wurde mit einem Triterpen-Trockenextrakt (TE) aus dem weif3en Kork der

Birkenrinde gearbeitet, der zu ca. 85 % aus dem Triterpen Betulin besteht.

Es wurden Herstellmethoden und -prozesse entwickelt, mit dem Ziel méglichst kleine TE-
PartikelgréBenverteilungen in Suspension erzeugen zu kénnen, was sich durch die phy-
sikalischen Eigenschaften (plastische Verformbarkeit, geringe Léslichkeit in Wasser und

Ol, schlechte Benetzung) des Triperpenextraktes herausfordernd gestaltet.
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Suspensionen mit mdglichst kleinen PartikelgréBen stellten die Basis fir die Herstellung
von Emulsionen dar. Als Hilfsstoff kamen hierbei hydrokolloide Gelbildner zum Einsatz,
da sich der Einsatz von klassischen Emulgatoren aufgrund des irritativen Potentials ver-
bietet.

Die Auswahl von Hydroxypropylmethylcellulose als Gelbildner erfolgte nach experimen-
tellem Vergleich mit weiteren Gelbildnern (Na-Alginat, Na-Carboxymethylcellulose, Po-
lyacrylsaure und Xanthangummi), die alle durch ihre gute Hautvertraglichkeit auch in
Hydrokolloidverbédnden Einsatz finden. Hiermit wurden Emulsionen und Schaume mit
Propan/Butan-Treibgas hergestellt und die Einflisse auf die Schaumqualitdt systema-
tisch untersucht. Hierbei zeigte sich ein Einfluss der Zusammensetzung (HPMC-Anteil,
Olphasenanteil, TE-Anteil, Treibgasdruck und -anteil) auf Schaumdichte, BlasengréBe,

Zerfallsgeschwindigkeit, Aufschdumgeschwindigkeit und Stabilitat.

Als Haupteinflussfaktoren auf die Schaumqualitat konnten der HPMC-Anteil in positiver
und der TE-Anteil in negativer Richtung festgehalten werden. Flir das Aufschaumver-
halten zeigten sich Treibgasanteil, sowie -druck als entscheidende Faktoren. AuBBerdem
konnten aus dem Versuchsdesign, neben den Einflissen, optimierte Formulierungen er-

mittelt werden.

SchlieBlich wurden in-vitro Freisetzungsuntersuchungen mit Franz-Diffusionszellen durch-
gefuhrt, um die Freisetzung von Betulin aus Schaumzubereitungen mit der aus Oleogelen
zu vergleichen. Hierbei wurde aus den Schaumen eine geringere Freisetzung als aus ver-

gleichbaren Oleogelen festgestellt.

Ein weiterer Formulierungsansatz wurde mit Submikronemulsionen verfolgt. Hierbei konn-
ten Emulsionen erhalten werden, deren Tropfchen und Partikel deutlich unterhalb von ei-
nem Mikrometer GréBe lagen - ein Aufschaumen der Emulsionen war allerdings nicht
maoglich. Zur Aufklarung eines Einflusses der TE-Partikel auf die Stabilisierung in diesen
Systemen wurden Tropfenprofilanalysemessungen durchgeflihrt, wobei ein stabilisieren-
der Einfluss des TE durch eine ausgepréagtere Elastizitat der Grenzflache festgestellt wer-

den konnte.
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