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1 Einleitung

Nanoemulsionen, die urspriinglich auf Basis von Lezithin, fiir die parenterale Erndhrung
entwickelt wurden, sind kolloidale Tragersysteme, die in den letzen Jahrzehnten auch eine
steigende Anwendung sowohl in der pharmazeutischen Industrie als auch in der Kosme-
tikbranche fanden. Der am haufigsten angewendete Typ von Nanoemulsionen sind die
Ol-in-Wasser-Emulsionen, die fiir den Transport von lipophilen Stoffen in wissrigen Sys-
temen entwickelt wurden [4]. In der modernen Lebensmittelindustrie finden sich heute
viele Emulsionen mit natiirlich vorkommenden Olen auf Basis von natiirlichen Emul-
gatoren, die in letzter Zeit wegen ihrer oft sehr gut vertriglichen und hautfreundlichen
Eigenschaften auch Beachtung in der Kosmetik finden.

Durch die immer grofere Nachfrage der Konsumenten ist zudem in der pharmazeu-
tischen und kosmetischen Industrie ein Trend zu Produkten mit natiirlich vorkommen-
den Inhaltsstoffen auszumachen. Diese Produkte sollen moglichst ohne mineral6lhéltige
Inhaltsstoffe hergestellt sein und eine besondere Hautvertréglichkeit ohne allergenes Po-
tential aufweisen.

Kosmetische Produkte mit mineral6lhéltiger Zusammensetzung weisen zwar kein all-
ergenes Potential auf, kénnen vom Organismus jedoch auch nicht abgebaut werden und
gerieten daher in letzter Zeit immer mehr in Verruf. Daher bevorzugen viele Konsu-
menten mittlerweile erdolfreie Alternativen, die aber die selben positiven physikalischen
Eigenschaften wie gute Stabilitdt und Haltbarkeit aufweisen sollen. Andererseits muss
aber auch ein guter Wirkstofftransport in die Haut gewdhrleistet sein.

Doch auch bei topischen Systemen, die vorwiegend aus natiirlich vorkommenden Be-
standteilen zusammengesetzt sind, ist die Auswahl der verwendeten Emulgatoren von
grofer Bedeutung, da diese Produkte eine ebenso gute physikalischen Stabilitét aufwei-
sen sollen wie schon etablierte.

Nanoemulsionen entstehen durch den Eintrag von hoher Energie in die vorbereitete,
zumeist noch instabile Emulsion. In dieser Arbeit wurde dazu ein Hochdruckhomogenisa-

tor angewandt. Die dadurch entstehenden Tropfchen im Mikrometerbereich wurden mit
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1 Einleitung

Hilfe von Tensiden umschlossen und die so entstandene Emulsion stabilisiert. Durch die
richtige Auswahl an Emulgatoren, die in Nanoemulsionen fiir die Stabilisation und damit
fiir die Bildung und den Erhalt der Emulsion zustédndig sind, wurde verhindert, dass es
zu Koaleszenz und Phasentrennung der 6ligen- und der wéssrigen Komponente kam [37].

Die vorliegende Arbeit geht beiden Entwicklungen nach: zum einen sollten Nanoe-
mulsionen mit natiirlich vorkommenden Olen wie z.B. Sojaél oder Squalen und Emul-
gatoren z.B. Lezithin oder Zuckerester, hergestellt werden, die hautfreundlich sind und
ein moglichst geringes allergenes Potential aufweisen. Da die Qualitdt und Stabilitit ei-
ner topischen Formulierung wie schon erwéhnt grundlegende Parameter darstellen, sollte
untersucht werden, welches Ol mit welcher Tensidmischung die auf die Tropfchengrofe
bezogen einheitlichste Emulsion ergibt, und welche Stabilitit die einzelnen Emulsionen
aufweisen.

Zum anderen sollte die Penetration von Fludrocortisonactetat aus den verschiedenen
Systemen mittels Tape Stripping an porcinen Ohren gemessen werden. Dazu sollte so-
wohl in die in Bezug auf Homogenitit und Stabilitdt vielversprechendste Nanoemulsion
als auch in die in der magistralen Arzneimittelherstellung langjahrig etablierte Salben-
grundlagen wie z.B. Ultrabas®, Ultrasicc® und Ultraphil® der Wirkstoff Fludrocortiso-
nacetat eingearbeitet werden und deren Einfluss auf die Wirkstoffpenetration untersucht
werden.

Ein weiterer Aspekt, der in dieser Arbeit untersucht werden sollte, ist der Einfluss der
hydrophilen und lipophilen Eigenschaften der Salbengrundlagen auf das Phinomen des

,Lateral Spreading” in in vitro Studien an porcinen Ohren.
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2 Allgemeiner Tell

2.1 Die Haut

Die Haut des erwachsenen Menschen nimmt eine Oberfliche von ungefihr 1,7m? ein.
Wie in Abbildung 2.1 dargestellt, wird sie unterteilt in Epidermis (unterteilt in Stratum
Corneum, Stratum Granulosum und Stratum Germinativum), die durch ein mehrschich-
tig verhorntes Plattenepithel (Stratum Corneum) an der Oberfliche gekennzeichnet ist.
Die dufserste Schicht der Haut ist etwa 0,1 — 0,2mm dick. Die Dermis (unterteilt in
Stratum Papillare und Stratum Reticulare), die aus einem Geflecht aus Kollagen und
elastischen Phasern besteht, verleiht der Haut ihre Reifsfestigkeit und ist von Blut- und
Lymphgefifen sowie Nervenfasern durchzogen. Die innerste Schicht ist die Subcutis, die
aus fettreichem Bindegewebe besteht, das durch Bindegewebsziige fest umklammert wird.

Dadurch wird die Verschiebbarkeit der Haut ermoglicht.

Oberhaut

Haarfollikel

I N Fetigewebe

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau der Haut [32]

Durch die unterschiedlichen Schichten nimmt die Haut verschiedene Aufgaben und
Funktionen wahr, von denen der Schutz- und Barrierefunktion eine wesentliche Rolle

zukommt. Durch die Hornschicht und die Abgabe von Sekreten durch die in der Haut
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2 Allgemeiner Teil

eingebetteten Driisen ist ein Schutz vor chemischen, thermischen sowie mechanischen
Schiden gewédhrleistet. Eine weitere nicht minder wichtige Aufgabe ist die der Thermo-
regulation, die durch die Verengung oder Erweiterung der Hautgefiifie sowie die Abgabe
von Fliissigkeit durch die Schweifidriisen gekennzeichnet ist [36].

Bei der Wirkstoffpenetration durch die Haut ist der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Durchtritt durch das Stratum Corneum, wobei das Fick’sche Diffusionsge-

setz gilt:

J = Flux (Substanzfluss)
D,,, = Diffusionskoeffizient des Arzneistoffs in der Haut
Cs,, = Loslichkeit des Arzneistoffs in der Haut
C, = Konzentration des Arzneistoffs im Vehikel
L = Weglédnge
C, = Loslichkeit des Arzneistoffs im Vehikel

In diesem Gesetz ist deutlich zu sehen, dass der Wirkstofl und das Vehikel sowie die
Léslichkeit eine wichtige Rolle spielen. Mit der Methode des Tape Strippings ist eine

Methode gewdhlt worden, um den Einfluss der Galenik auf die Haut zu untersuchen.

2.2 Untersuchung der Hautpenetration mittels Tape Stripping

2.2.1 Die Methode des Tape Stripping

Tape Stripping ist eine minimalinvasive Methode, bei der mittels Klebestreifen das Stra-
tum Corneum schichtweise abgetragen wird, um die Wirkstoffpenetration von verschie-
denen topisch applizierten Formulierungen zu testen. Die Methode des Tape Stripping
hat sich als Standardmethode etabliert um Hautpenetrationsprofile von Substanzen aus
unterschiedlichen Formulierungen zu erhalten. Mittels Tape Stripping lassen sich sowohl
in vivo als auch in vitro Studien durchfiihren, die an menschlicher oder tierischer Haut

durchgefiihrt werden koénnen [34]. Dabei kénnen Aussagen sowohl iiber die Eindringtiefe
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2.2 Untersuchung der Hautpenetration mittels Tape Stripping

als auch iiber die Menge des Arzneistoffes in der jeweiligen Schicht getroffen werden [29].
Dabei ist zu beachten, dass die Beschaffenheit des Stratum Corneum in Bezug auf die
Anzahl der Corneozytenschichten unterschiedlich ist je nach Individuum und Lokalisation
am Korper [34].

Zunéchst wird der Arzneistoff in unterschiedlichen Formulierungen auf die Haut in ei-
ner definierte Menge pro Fliche aufgebracht. Nach einer definierten Einwirkzeit wird im
Anschluss mit Hilfe von Klebestreifen das Stratum Corneum Schicht fiir Schicht abge-
zogen, bis es komplett entfernt ist. Die Klebestreifen werden danach einzeln hinsichtlich
der Corneozytenmenge und der Arzneistoffmenge untersucht, um so Riickschliisse auf die
Dicke des Stratum Corneums und die Eindringtiefe des Arzneistoffs zu erhalten.

Fiir diese Untersuchung verwendet man ein IR-Densitometer, um eine nicht invasive
und indirekte Bestimmung des Proteingehaltes der auf Corneofix-Streifen befindlichen
Zellen des Stratum Corneums vorzunehmen. Vorteile dieser Technik sind die einfache
Handhabung, die zeiteffiziente Durchfiihrung und auch die vergleichsweise niedrigen Kos-
ten. Bei der Messung handelt es sich um eine Messung der Pseudoabsorption bei einer
Wellenlénge von 850 nm, also im nahen Infrarotbereich [47]. Das Messergebnis wird in
Prozent Absorption angezeigt und kann mit linearer Abhéngigkeit in den Proteingehalt
umgerechnet werden Diese lineare Abhéngigkeit wurde in vorangegangenen Studien be-
wiesen [29].

Da Studien in vivo am Menschen organisatorisch langwierig und nur schwer umzuset-
zen sind, stellt die in vitro Studie am Schweineohr eine gute Alternative dar. Die Schwei-

neohrhaut hat annidhernd die gleiche Zusammensetzung wie die menschliche Haut [30].

2.2.2 Bedeutung der Formulierung

Die Zusammensetzung und die Mikrostruktur der Formulierung ist fiir die Diffusion durch
das Stratum Corneum von wesentlicher Bedeutung. Grundsétzlich ist die Verteilung der
Substanzen im Stratum Corneum vor allem von der Art der angewendeten Formulierung
sowie von den physikalischen und chemischen Eigenschaften des Arzneistoffes abhéngig.
Unter ,Lateral spreading” versteht man die Ausbreitung von zuvor aufgetragenen to-
pischen Systemen auf der Hautoberfliche. In einer Studie, die die Penetrationstiefe und
das ,Lateral Spreading“ von unterschiedlichen UV-Filtern in die Haut untersuchte, wurde
festgestellt, dass Substanzen mit dhnlich molarer Masse und dhnlichem Volumen keine

unterschiedlichen Ergebnisse beziiglich des ,Lateral Spreadings aufweisen, obwohl sie
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2 Allgemeiner Teil

sich ihrer Polaritdt und Lipophilie unterscheiden. Dies lasst darauf schliefen, dass die
Zusammensetzung der Trigerformulierung ausschlaggebend ist fiir die Effektivitit des
Transports in das Stratum Corneum [25].

Beim Vorgang des Tape Strippings ist zu beachten, dass die Eigenschaften der auf das
porcine Ohr aufgetragenen Formulierung einen Einfluss haben auf die Menge der beim
Abziehen anhaftenden Corneozyten haben. Eine fette Formulierung kann zum Beispiel
bewirken, dass durch den Fettfilm auf der Oberfliche bei den ersten Strips keine Cor-
neozyten haften bleiben. In diesem Fall wurden bei der vorliegenden Arbeit diese Strips
mit einem , X“ markiert und die eigentliche Auswertung erst mit dem ersten anhaftenden

Strip begonnen [34].

2.2.3 Lateral Spreading

Wie schon erwihnt bezeichnet , Lateral Spreading” das Ausbreiten von topisch aufgetrage-
nen Substanzen aus der behandelten in die danebenliegende unbehandelte Hautzone [25].
Dies fiihrt dann aus therapeutischer Sicht zu einer Abnahme des Wirkstoffes auf der zu
behandelnden Fliche und damit moglicherweise zu Wirkungseinbufen [24].

In vivo Studien haben gezeigt, dass ,Lateral Spreading” bei topisch applizierten Sub-
stanzen zur Penetration des Arzneistoffs in die Haut in Konkurrenz tritt. ,Lateral Sprea-
ding* ist abhingig von der Zeit, die zwischen dem Auftragen der Formulierung und dem
Tape Stripping liegt, sowie von der Grofse der behandelten Flache. Das Phénomen tritt
vor allem bei kleinen Flachen auf. In in-vivo Studien wurde festgestellt, dass die Sub-
stanzmenge, die auf der behandelnden Fliche verlorenging, im Stratum Corneum der
angrenzenden Flichen wiedergefunden wurde.

Weiters wurde beobachtet, dass ,Lateral Spreading” symmetrisch passiert, das heifst
rechts und links von der behandelten Stelle gleichermafen auftritt [25]. Eine Erkldrung
dafiir kénnte im Faltenprofil liegen, das hiufig parallel zur Kérperachse beobachtet wird.
Die Falten fungieren dabei wie Wege, anhand derer sich die Formulierung ausbreiten
kann. Auch um die Haarfollikel hat man eine grofere Ansammlung der Formulierung
gefunden. Das erklidrt auch, warum der héchste prozentuelle Anteil der beim ,Lateral
Spreading“ gefundenen Wirkstoffmenge an der Hautoberfliche gefunden wurde [24].

Um ,Lateral Spreading” mdglichst zu vermeiden, kann die Substanz auf eine grofere
Fldche aufgebracht werden; in diesem Fall minimiert sich der Effekt. Da dies jedoch

therapeutisch z.B. bei Steroiden nicht sinnvoll ist, besteht auch die Moglichkeit, das
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2.3 Nanoemulsionen

zu behandelnde Gebiet mit einer silikonhéltigen Formulierung einzugrenzen [24]. Vor
allem bei der Anwendung von Steroiden wie Cortisonpriaparaten sollte dieses Phianomen
Beriicksichtigung finden, um deren Nebenwirkungen weitestgehend zu minimieren.

Die intraindividuellen Unterschiede in der Struktur und Beschaffenheit der Haut spie-
len bei ,Lateral Spreading* eine sehr untergeordnete Rolle und kénnen daher ignoriert
werden [25]. Vorangegangene Studien mit UV-Filtern, die an menschlicher oder porciner
Haut in vitro durchgefiihrt wurden, haben gezeigt, dass ,Lateral Spreading” hier nicht
nachzuweisen ist [24]. Da die vorliegende Arbeit die Hautpenetration aus einer Nanoemul-
sion sowie auch aus halbfesten Systemen untersuchen sollte, werden im néchsten Kapitel

Nanoemulsionen beschrieben.

2.3 Nanoemulsionen

2.3.1 Eigenschaften und Herstellung

Der Begriff Nanoemulsion wurde urspriinglich fiir Emulsionen mit einer Tropfchengrofe
von unter 100nm verwendet. Dieser Begriff wird jedoch fiir alle metastabilen, kolloi-
dalen Systeme im Submikrobereich so verwendet [31]. Solche Systeme koénnen auch als
Submicronemulsionen bezeichnet werden.

Um eine Nanoemulsion zu stabilisieren, ist ein hoher Energieeintrag durch mechanische
Scherkrifte notwendig, sowie das Einbringen von grenzaktiven Substanzen, Polymeren
oder anderen Stabilisatoren [31]. Es handelt sich dabei um ein metastabiles System,
dessen Struktur von der Herstellungstechnik abhéngig ist [46]. Man unterscheidet zwi-
schen zwei Arten von Emulsionen: Ol-in-Wasser-Emulsionen (Oltrépfchen umgeben von
einer Bulkwasserphase) und Wasser-in-Ol-Emulsionen (Wassertrépfchen umgeben von
einer 6ligen Bulkphase) [31]. Die Art der entstehenden Emulsion ist abhéngig von der
Auswahl des zugegebenen Emulgatortyps. So haben vielfiltige Studien ergeben, dass
die Kombination von verschiedenen Emulgatoren die Stabilitdt verbessern kann. Um die
richtige Kombination zu finden ist der hydrophilic/lipophilic Balancewert (HLB-Wert)
zu beachten [13].

Die physikalische Stabilitéit ist neben den Emulgatoren auch von der Trépfchengrofke
abhéngig, die auch iiber die Herstellungsmethode der Nanoemulsion beeinflusst werden
kann [10]. Je nach Tropfchengrofe konnen Nanoemulsionen milchig-weift bis semitrans-

parent sein [53].
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2 Allgemeiner Teil

Nanoemulsionen als Arzneistoffabgabesysteme, die Lezithin enthalten, haben den Vor-
teil, mit nur 1,5% Tensidgehalt auszukommen [26]. Fiir eine Nanoemulsion mit 20%
Olgehalt geniigt ein Tensidgehalt im Bereich von 5-10% [49]. Lezithin-basierte Nanoe-
mulsionen sind je nach Teilchengrofe fliissig und durchscheinend bis transparent [31].
Da Nanoemulsionen mit kleiner Tropfchengrofe jedoch eine geringe Viskositidt haben,
sind sie nicht fiir jede Applikationsform ideal geeignet, werden jedoch fiir dermale und
kosmetische Applikation angewandt [31]. Der hauptlimitierende Faktor fiir die Anwen-
dung von Nanoemulsionen ist jedoch deren physiko-chemische Instabilitit bei der Zugabe
von Arzneistoffen [48]. Sie sind aber gut geeignet, um Wirkstoffe in die Haut zu trans-
portieren, da die Emulsionstropfchen wegen ihrer geringen Groéfe eine zum Volumen
verhdltmisméahig groke Oberflache besitzen [49].

Die kleine Tropfchengrofe fiihrt dabei zu verschiedenen Effekten: zum einen ist eine
grofse Reduktion der Schwerkraft festzustellen, sodass die Brownsche Molekularbewegung
in ihrer Wirkung iiberwiegt, zum anderen werden Effekte wie Verfestigung oder Sedimen-
tation und Koaleszenz verhindert [49]. Auch auf die Benetzung, die Ausbreitung sowie die
Penetration der Nanoemulsion hat die geringe Trépfchengréfse einen positiven Einfluss.
Zu erkldren ist dieser Effekt durch die geringe Oberflachenspannung des Systems und die
geringe Oberflichenspannung an der Grenzfliche der Ol-Wasser-Tropfchen [5].

Auch bei der Auswahl des Ols sollten einige Uberlegungen mit einflieken. So fiihrt
beispielsweise ein niedriges Molekulargewicht des Ols zu einer instabilen Nanoemulsion,
im Gegensatz zu Olen mit hohem Molekulargewicht. In der Kosmetik wird jedoch oft eine
Olmischung verwendet, da leichte Ole schnell einziehen wihrend schwere Ole fettend
sind. Der Einsatz der Nanoemulsion als Kosmetikum zeigt Vorteile in Bezug auf die
Feuchthaltefdhigkeit im Vergleich zu Koérpermilch oder Kérperwasser. Dabei zeigt sich
ein langer anhaltender Effekt [46].

Angewandt werden Nanoemulsionen heute vielfdltig: in der Lebensmittelindustrie, als
Arzneistofftragersysteme sowie in der Kosmetik, etwa in Deodorants oder alkoholfreien
Parfums [49].

Herstellung

Grundsétzlich kann zwischen der Herstellung von Nanoemulsionen mit hohem Energieein-
trag in Form von Druck oder Ultraschall und jener mit niedrigem Energieeintrag (Emul-

sifikation) unterschieden werden. Bei der Emulgierung macht man sich die physikalisch-
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2.3 Nanoemulsionen

chemischen Eigenschaften der Bestandteile zunutze [3].

Zur den Herstellungsmethoden mit hohem Energieeintrag zédhlen die Hochdruckhomo-
genisation, die Microfluidisation und Ultraschall, wihrend die EIP-Methode, die PIT-
Methode und die Solvent-Evaporation-Methode zu den Methoden mit niedrigem Ener-
gieeintrag zahlen [31]. In dieser Arbeit wird die Herstellung der Nanoeemulsionen mittels
Hochdruckhomogenisator durchgefiihrt, daher wird auf diese Methode genauer eingegan-

gen.

Der hohe Energieeintrag, der zur Herstellung der Nanoemulsionen bend&tigt wird, wird
verwendet, um grofere Tropfen in kleinere zu zerreifien. Daher ist ein Emulgator auf jeden
Fall notwendig, um sofort einen neuen Uberzug auf der dabei entstandenen Oberfliche
auszubilden [38|. Die Arzneistoffe kénnen dabei vor oder nach der Energieeinbringung

eingearbeitet werden [56].

Zahlreiche Faktoren haben einen Einfluss auf die entstehende Nanoemulsion. Zu den
Wichtigsten zdhlen die Rezeptur, die Viskositit der Emulsion, die Inprozessbedingungen

und die Temperatur [27].

Zur Verkleinerung der Tropfchengréfie konnen mehrere Faktoren beitragen: zum einen
ein grofserer Energieeintrag, eine linger andauernde Homogenisation oder groferer Druck
[51], zum anderen eine Verdnderung der Rezeptur wie beispielsweise eine Erhhung der
Lezithinkonzentration [48]. Ein geringerer Olanteil hingegen fiihrt zu einem Anstieg von
Effekten wie der Kollision der Troépfchen und damit weiters zur Koaleszenz [49]. Ein zu
geringer Anteil an Tensiden wiederum verhindert die Verkleinerung der Tropfchen, da

fiir die immer grofer werdende Oberfliche zu wenig Emulgator vorhanden ist [18].

Da die Wechselwirkungen von Nanoemulsion und Wirkstoff ebenfalls komplex sind [40]
und die Stabilitdt der Nanoemulsion wesentlich beeinflussen, ist es wichtig fiir jede ein-
zelne Formulierung die optimalen Herstellungsbedingungen zu finden. Ausschlaggebend
dafiir sind Faktoren wie die Lipophilie, die Ionisierung und das Molekulargewicht [48].
Auch eine méogliche Uberbearbeitung wie zu langes Homogenisieren kann zu einer Ver-
schlechterung der Stabilitat fithren [44]. Dies ist dadurch zu begriinden, dass es zu einer
vermehrten Kollision zwischen den Tropfchen kommt und dadurch wieder mehr Trépfchen
koaleszieren. Diese Koaleszenz ist auch oft der limitierende Faktor fiir die Teilchengrofe.
Fiir den Herstellungsprozess heifst das, dass nach einer gewissen Zeit bzw. einem gewissen
Energieeintrag der Punkt erreicht ist, an dem die Tropfchen die kleinstmdégliche Grofe

erreicht haben, und von da an bei Weiterbearbeitung wieder der gegenteilige Effekt ent-
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2 Allgemeiner Teil

ritt [18].

Die Emulgierung mittels Hochdruckhomogenisator basiert auf Scherkréften, Turbu-
lenzen und Kavitation. Klassisch stellt man die Nanoemulsion mit Lezithin in mehre-
ren Schritten her. Sie besteht grundsitzlich aus einer Olphase und einer Wasserphase
die getrennt voneinander unter Riihren mittels Magnetstdbchen bei 50°C vorbereitet
werden. Der Olphase, die oft aus Sojadl, anderen biokompatiblen Olen und Lezithinen
besteht sowie eventuell Antioxidantien enthélt, wird der lipophile Wirkstoff zugegeben
und darin gel6st. In der Wasserphase werden hydrophile Tenside gelést, sofern welche
enthalten sind [53]. Danach werden die zwei Phasen unter Rithren vereinigt und durch
die hohen Scherkrifte des Ultra-Turrax emulgiert, sodass eine Tropfchengrfie von eini-
gen Mikrometern erreicht wird [10]. Anschliefend wird die entstandene Emulsion mittels
Hochdruckhomogenisator weiter verkleinert.

Dabei wird das Fluid unter Druck durch eine kleine Diise des Hochdruckventils ge-
pumpt. Das Fluid wird dabei schnell beschleunigt und es entsteht ein Hochdruckgradient
zwischen der Eintrittsoffnung und der Austrittséffnung der Ventils. Die daraus resultie-
renden einwirkenden Krifte sind neben intensiven Scherkréaften, Turbulenzen und Kolli-
sionen vor allem die Kavitation, die aufgrund der hohen Druckunterschiede bedingt ist.
Es entstehen Lésungsmitteldampfbldschen, die durch den hohen Druck kollabieren. Das
fithrt zum Zerreifen der Bldschen und zur Entstehung kleinerer Tropfchen [53]. Der ver-

wendete Druck fiir die Herstellung von Nanoemulsionen liegt zwischen 500 — 800 bar [1].

2.3.2 Verwendete Tenside

Die ausgewdhlten Tenside sollen einen geschineidigen Film bilden. Bei einer hohen Festig-
keit des Tensidfilms prallen die Trépfchen in der Emulsion voneinander ab, bei geringer
Festigkeit kann es sehr leicht zur Koaleszenz der einzelnen Tropfchen kommen. In der

vorliegenden Arbeit wurden Polysorbat, Zuckerester und Lezithin als Tenside eingesetzt.

Polysorbat (Polyoxyethylensorbitanmonofettsaureester, Tween®)

Bei der Tweenreihe handelt es sich um Estergemische, die mit 20 Mol Ethylenoxid etholxy-
liert sind. Als Fettsduren kommen z.B. Stearinsiure, Olsdure oder Laurinsiure zur An-
wendung. Polysorbate sind durch einen charakteristischen Geruch und einen bitteren
Geschmack gekennzeichnet. Der HLB-Wert liegt bei ca. 15 [22].

Das Aussehen ist gelblich bis braunlich, die Konsistenz kann 6lig bis wachsartig sein.
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2.3 Nanoemulsionen

Tenside der Tweenreihe sind mischbar mit Wasser, Ethanol und Etylacetat, jedoch unlgs-
lich in Mineraldlen und Fetten [11]. Zur Anwendung kommen sie als Netzmittel (0,1-3%),
Losungsvermittler (1-10%), als Ol-in-Wasser-Emulgatoren (1-15%) [22] fiir Wirkstoffe,
die in Olen 16slich sind, oder auch zur Extraktion von pflanzlichen Arzneidrogen [11].
Man unterscheidet verschiedene Polysorbate; die Wichtigsten davon sind Polysorbat 20,
40, 60, 65, 80. Diese unterscheiden sich hinsichtlich der Fettsdure und dem Grad der
Veresterung.

Polysorbate verseifen bei Kontakt mit starken Sduren oder Laugen, gegeniiber verdiinn-
ten Sduren oder Laugen hingegen verhalten sie sich stabil. In 6ligen Produkten sind sie
oxidationsempfindlich. Die Aufbewahrung sollte in jedem Fall in dichten, lichtundurch-
lassigen Gefafsen erfolgen. Unvertraglichkeitsreaktionen zeigen sich mit Phenolen, Tannin
und Teerprodukten sowie teerdhnlichen Produkten. Durch den Polyethylenglykolteil des
Molekiils kann es zu einer Abschwichung der Wirkung von Konservierungsmitteln vor
allem bei para-Hydroxybenzoesiureestern kommen [22]. Da diese, aufgrund ihrer hormo-
ndhnlichen Wirkung nicht vorteilhaft fiir die Haut sind, ist eine hohere Konzentrationen
dieser Konservierungsmittel zu vermeiden [9].

In der vorliegenden Arbeit wurde Tween®80 (Polyethylene Glycol Sorbitan Monoolea-
te, CAS 9005-65-6) des Herstellers Sigma-Aldrich verwendet.

HO(CH,CH.0),, (OCHCH,),OH

0" “CH(OCH,CHj),0H o
CH2O_(CHch20}2.1_CH2CH20-C_CHQ[CHz}sCHQCH:CHCHQfCH2}ﬁcH3
Sumofw+x+y+z =20

Abbildung 2.2: Strukturformel von Polysorbat 80 [50]

Zuckerester

Bei Zuckerestern handelt es sich chemisch betrachtet um Mono-Dipalmitat oder -laureat
der Saccharose. Der besondere Vorteil der Zuckerester besteht darin, dass sie weder
toxisch, sensibilisiered oder die Haut entfettend sind, noch zu Irritationen der Haut,
Schleimhaut oder der Augen fithren. Man zahlt sie daher zu den hautfeundlichen nicht-
ionogenen Emulgatoren, die nebenbei auch biologisch abbaubar sind [54]. Verwendung

finden sie neben der Pharmazie in der Lebensmittelindustrie, der Landwirtschaft oder
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auch als Waschmittel [14].

Zuckerester haben den Vorteil, dass sie 6kologisch gesehen aus nachwachsenden Roh-
stoffen gewonnen werden konnen. Ein chemischer Vorteil ist, dass sich ihr HLB Wert mit
steigender Temperatur nicht verdndert, sodass keine Phasenumkehr stattfindet [20].

Der Grundbaustein Saccharose hat acht Hydroxylgruppen, die zur Veresterung zur
Verfiigung stehen. Der Zuckerster wird also umso lipophiler, je mehr Hydoxygruppen
mit Fettsduren verestert werden. So kommen auch Zuckerester mit verschiedenen HLB
Werten zustande [15].

Der Zuckerester S-1670® besteht aus Mono- und Diestern der Saccharose und Glucose
mit Laurin-, Myristin-, Palmitin-, Stearin-, Ricinol- oder Olsiure [22]. Fiir diese Arbeit
wurde das Zuckertensid S-1670 der Marke Ryoto® verwendet, das von Mitsubishi-Kagaku
Foods Corporation, Japan, hergestellt wird und vor allem auch als Lebensmittelzusatz-
stoff Verwendung findet. Bei diesem Estergemisch handelt es sich um einen Ester der
Stearinsdure. Er besitzt ca. 75% Monoester-Anteil. Optisch handelt es sich um ein wei-
$es Pulver. Es weist einen HLB-Wert, von 16 auf und wird daher als Emulgator fiir die

wissrige Phase verwendet [17].

Lezithin

Der Begriff Lezithin wird gewoéhnlich fiir eine Mischung aus Phospholipiden, Glycolipi-
den und Ol verwendet [51]. Die am meisten vorkommenden Phospholipide in Lezithin-
Mischungen sind Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylinositol, Phos-
phatidylserin, Sphingomyelin und andere [52]. Lezithine haben einen hydrophilen Kopf,
der iiber Esterbindungen mit den lipophilen Seitenketten verkniipft ist [31]. Lezithine sind
eine milde, physiologische Alternative, um die natiirliche Hautbarriere zu iiberwinden und
so einen penetrationsfordernden Effekt auf die Arzneistoffpermeation zu bewirken [19].
Sie besitzen den GRAS-Status (generally recognized as safe) [52]. Lezithine kénnen sowohl
tierischen als auch pflanzlichen Ursprungs sein; so steht z.B. B fiir ,Egg*. Die hiufiger
verwendeten pflanzlichen Lezithine stammen aus 6lhéltigen Samen der Sojabohne, von
Sonnenblumenkernen oder Rapssamen [52].

Die Klassifikation von Lezithinen im HLB-System ist zwar wissenschaftlich problema-
tisch, trotzdem ist es ein hilfreicher Wert bei der Findung der geeigneten Phospholipid-
mischung, um eine zufriedenstellende Emulgierung einer Emulsion zu erhalten [51].

Lipoid E 80 ist ein Gemisch aus Phospholipiden, das aus Fidotter gewonnen wird. Die
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Hauptkomponente ist Phosphatidylcholin, ein Zwitterion, das den Vorteil aufweist, in
einem groken pH-Bereich stabil zu sein. Weitere Bestandteile sind Phospholipide, Phos-
phatidylethanolamin und Phosphatidylserin [55].

Phospholipide besitzen die Fahigkeit, in Losung verschiedene selbstorganisierte Struk-
turen zu bilden wie beispielsweise Mizellen, lyotropische Fliissigkristalle, Emulsionen oder

Liposomen. Sie sind ambiphil [45].
Phospholipide verhalten sich unterschiedlich an der Ol-Wasser-Grenzfliche. Phosphati-

dylcholin bildet beispielsweise lamellare Strukturen mit geordneten ein oder zwei Reihen,

die sich gut fiir Nanoemulsionen eignen [52].

Abbildung 2.3 zeigt den schematischen Aufbau dreier Phospholipide mit hydrophilen
Kopf (D-1) und lipophilen Schwanz (D-2):
- A: Phosphatidylcholin
- B: Phosphatidylethanolamin
- C: Phosphatidylserin
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Abbildung 2.3: Schematischer Aufbau von Phospholipiden [43]
Nicht alle Phospholipide haben den gleichen permeationsverbessernden Effekt. Phos-

phatidylcholin ist besonders geeignet, da es bei mittlerer Hauttemperatur von 32°C im-

mer in fliissigem Zustand vorliegt [42] und daher fahig ist, durch das Stratum Corneum
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durchzudiffundieren und somit die Permeation von Wirkstoffen zu verbessern [31].

Die meisten Nanoemulsionen mit Lezithin haben Partikelgréfen von 150 — 300 nm,
Grofen darunter sind schwer zu erreichen [27]. Um kleinere Partikelgréfen zu erreichen
kann die zusdtzliche Zugabe von milden oberflichenaktiven Substanzen oder auch die
Erhéhung des Olanteils von Vorteil sein [35].

In der Kosmetik werden lezithinhiltige Nanoemulsionen als zukunftstriachtige Tréger-
systeme angesehen, da sie hautfreundlich sind, gute hydratisierende Eigenschaften haben
und rasch in die Haut eindringen [46].

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Lezithin handelt es sich um Ei-Lezithin E 80
der Firma Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Deutschland.

2.3.3 Verwendete Ole
Sojadl

Sojadl wird durch Pressen oder Extraktion der Sojabohne (Stammpflanze: Glycine max)
gewonnen. Seine Inhaltsstoffe sind primér Fettsduren, Triglyceride, Sterole, Tocopherole,
Lezithin (ca. 4%), Isoflavone, Carotinoide, sowie die Vitamine A, B und E.

Sojadl wird im medizinischen Bereich als pharmazeutischer Hilfsstoff und fiir parentera-
le Nihrlgsungen verwendet. Der in groferen Mengen vorkommenden Alpha-Linolenséure
spricht man einen positiven Effekt beziiglich der Ateriosklerose zu, wihrend die Isoflavone
durch ihre phytodstogene Wirkung vermutlich bei oraler Einnahme eine Schutzwirkung
in Bezug auf Brustkrebs, Dickdarm-, Lungen-, Magen- und Prostatakrebs haben.

In der Kosmetik dient es hauptsichlich als Wirkstofftrager fiir fettlosliche Substan-
zen oder Vitamine sowie auch als Grundlage fiir Badedle oder Cremen, da es gut und
riickstandslos in die Haut einzieht und vor Feuchtigkeitsverlust schiitzt [6].

Das in dieser Arbeit verwendete Sojabohnendl wurde von Dr. Temt Laboratories, W.

Pauli, Wien, Osterreich bezogen.

Squalen

Squalen (nach INCI: Squalene) wird auch als Spinacen oder Supraen (2,6,10,15,19,23-
Hexamethyl-2,6,10,14,18 22-Tetracosahexaen) bezeichnet. Es handelt sich um einen azy-
klischen C30-Kohlenwasserstoff (aliphatisches Triterpen) mit 6 trans-sténdigen Doppel-

bindungen. Es kommt als natiirliche organische Verbindung in den Lebertlen verschie-
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dener Fische vor, und in kleinen Konzentrationen als Begleitstoff in pflanzlichen Olen
(Olivendl), in Getreidekeimélen und in medizinischer Hefe. Im menschlichen Hauttalg ist
es zu fiinf Prozent enthalten [54].

Squalen ist bei Raumtemperatur eine farblose, dlige Fliissigkeit, die in Wasser nicht
16slich ist und sich in Lipidldsungsmitteln gut 16st. Es hat einen schwach angenehmen
Geruch und weist bakterizide Eigenschaften auf. In der Kosmetik fungiert es meist in
hydrierter Form (Squalan) als Losungsmittel fiir fettlosliche Farbstoffe oder Wirkstoffe,
aukerdem hat es hautglittende Eigenschaften und ist gut hautvertréaglich. Biochemisch
gesehen ist es ein Zwischenprodukt des Stoffwechsels, das zur Biosynthese von Triterpe-
nen und Sterioden verwendet wird [41].

In dieser Arbeit wurde Hexamethyltetracosa-hexaene (CAS 111-02-4) der Firma Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA, verwendet.

2.3.4 Fludrocortisonacetat

Fludrocortisonacetat (9-Fluor-11beta,17dihydroxy-3,20-dioxopregn-4-en-21-ylacetat, sie-
he Abbildung 2.4) ist ein weiles bis fast weifes, kristallines Pulver mit einem Moleku-
largewicht von 422.5 g/mol. Es ist praktisch unléslich in Wasser und nur wenig 16slich in

wasserfreiem Ethanol.

Fludrocortisonacetat

Abbildung 2.4: Strukturformel von Fludrocortisonacetat [12]

Fludrocortisonacetat ist ein Wirkstoff aus der Gruppe der Mineralocorticoide mit glu-
cocorticoider Wirkungskomponente. Es wird innerlich unter anderem bei Nebennierenrinden-
Insuffizienz und &uferlich bei einer Gehorgangsentziindung eingesetzt [12]. Allgemein
werden Glucocoticoide zur lokalen, topischen Behandlung angewandt bei Psoriasis vul-

garis, Rosacae, Ekzemen und anderen vor allem entziindlichen Hauterkrankungen [2].
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In dieser Arbeit wurde Fludrocortisonacetat (CAS 514-36-3) der Firma Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA, verwendet.
Im folgenden Abschnitt werden jene Salbengrundlagen im Detail beschrieben, die in

der Praxis héufig in Kombination mit Cortison verwendet werden.

2.4 Dermatikagrundlagen

Mit Einfithrung der klassischen Cortisontherapie und deren Anwendung in der Derma-
tologie entstand das Bediirfnis, die Therapie beziiglich der Dosierung individuell an die
Bediirfnisse der PatientInnen anzupassen. Daher begannen Firmen neben der Herstellung
von Fertigarzneimitteln auch mit der Entwicklung von kortisonfreien Salbengrundlagen,
um die von ihnen produzierten Spezialitdten in der Wirkstoffkonzentration individuell
an den Patienten und dessen Bediirfnisse anzupassen.

Die so entwickelten Salbengrundlagen sind ebenso ein fixer Bestandteil fiir halbfeste
Zubereitungen, die in der Apotheke im Rahmen der magistralen Arzneimittelherstellung
verwendet werden. Dies betrifft einerseits die Herstellung fiir von Arzten verschriebenen
individuellen Rezepturen, und andererseits auch in der Apotheke hergestellte Hautpfle-
geprodukte.

Da cortisonhéltige Formulierungen in der Praxis eine wichtige Bedeutung haben, fiel
in dieser Arbeit die Wahl auf ein Cortisonderivat (Fludrocortisonacetat), um den Wirk-
stofftransport in das Stratum Corneum zu untersuchen.

Zu den hiufigsten in der Praxis verwendeten Salbengrundlagen gehéren Ultrabas®,
Ultrasicc® und Ultraphil®. Daher wurden die der vorliegenden Arbeit zugrundeliegen-
den Tests auf Basis dieser Formulierungen durchgefiihrt. Je nachdem, ob eine fetthiltige
oder wasserhiltige Grundlage fiir die Therapie gewiinscht ist, kann zwischen Ultrabas®,
Ultraphil® oder Ultrasicc® gewiihlt werden. Salbengrundlagen mit einem hohen Fettan-
teil, v.a. Kohlenwasserstoffe wie Vaseline, werden h#ufig bei chronischen oder starken
Entziindungen angewandt, da durch den Okklusionseffekt der Wirkstoff besser in die

Haut eindringen kann.
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2.4.1 Ultrabas®

Ultrabas® ist ein lipophiles Wasser-in-Ol-System. Die einzelnen Inhaltsstoffe und ihre
Funktion sind in Tabelle 2.1 angefiihrt.

Inhaltsstoff Funktion

Dehymuls E nichtionogener Emulgator

Paraffin dickfliissig Fettkomponente

Vaseline weifs Fettkomponente
Wasser gereinigt wassrige Komponente
Cera alba Fettkomponente
Parfumal Geruchsverbesserung

Tabelle 2.1: Ultrabas® Zusammensetzung [16]

2.4.2 Ultrasicc®

Ultrasicc® ist eine hydrophile Ol-in-Wasser-Emulsion. Tabelle 2.2 fiihrt die einzelnen

Inhaltsstoffe und ihre jeweilige Funktion an.

Inhaltsstoff Funktion
Macrogolstearat 2000 nichtionogener Emulgator
Natriumedetat Komplexbildner
Natriumhydroxid zur Einstellung des pH-Wertes
Paraffin dickfliissig Fettkomponente
Polyacrylsdure Hydrogelbildner
Stearylalkohol Konsistenzgeber

Vaselin weifs Fettkomponente

Wasser gereinigt Wasserkomponente
Methyl-4-hydoxybenzoat Konservierungsmittel
Propyl-4-hydroxybenzoat Konservierungsmittel
Parfumal Geruchsverbesserung

Tabelle 2.2: Ultrasicc® Zusammensetzung [16]
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2.4.3 Ultraphil®

Bei Ultraphil® handelt es sich um eine ambiphile Salbengrundlage, die sich zur Einar-

beitung sowohl von wasserloslichen als auch von fettloslichen Wirkstoffen gut eignet. Die

Zusammensetzung ist der Tabelle 2.3 zu entnehmen.

28

Inhaltsstoff Funktion

Glyceroldistearat Konsistenzgeber
Glycerolmonostearat Konsistenzgeber
Paraffin liquidum Fettkomponente

Polyethylenglycol-100-stearat
Polyoxyethylen-2-stearylalkohol
Polyoxyethylen-21-stearylalkohol
Vaselin weifs

Wasser gereinigt

Benzylalkohol

Parfumol

nichtionogener Emulgator
nichtionogener Emulgator
nichtionogener Emulgator
Fettkomponente
Wasserkomponente
Konservierungsmittel

Geruchsverbesserung

Tabelle 2.3: Ultraphil® Zusammensetzung [16]

Alle vorgestellten Salbengrundlagen wurden von der Firma Bayer bezogen.




3 Methoden

3.1 Herstellung und Charakterisierung der Nanoemulsionen

3.1.1 Rezepturen

Es wurden ausgehend von einer Grundrezeptur, die in Tabelle 3.1 angefiihrt ist, insgesamt
sechs Rezepturen A bis F mit jeweils drei Chargen hergestellt. Dabei wurden jeweils die
Olphase als auch die Tenside variiert. Die Grundrezeptur wurde in der Arbeitsgruppe im

Vorfeld entwickelt und fiir diese Arbeit {ibernommen.

Bestandteile Prozentgehalt Menge fiir 30 g

Tensid 2,5% 0,75¢
Olphase 20,0% 6,00 g
Kaliumsorbat 0,1% 0,03¢g
Aqua dest. ad 100% 77,4% 23,22 ¢

Tabelle 3.1: Grundrezeptur

Die Grundrezeptur wurde wie nachfolgend ersichtlich abgewandelt. Pro Rezeptur wur-
den jeweils parallel drei Chargen hergestellt. Bei den hergestellten Nanoemulsionen han-
delt es sich rezepturunabhiingig um Ol-in-Wasser-Emulsionen.

Die Tabelle 3.2 zeigt eine Ubersicht iiber die einzelnen Rezepturen, deren Olphase sowie
deren Tensidzusammensetzung. Rezeptur Z enthilt zusdtzlich den Wirkstoff Fludrocor-
tisonacetat. Die genauen Einwaagen dazu finden sich im Anhang in Abschnitt 7.

Im Vorfeld des Tape Strippings wurde in alle Salbengrundlagen mittels TopiTec®
der Wirkstoff Fludrocortisonacetat eingearbeitet, sodass sie einen Wirstoffgehalt von 1%
aufwiesen. Der Wirkstoff liegt in den halbfesten Zubereitungen nur in dispergierter Form

vor, in der Nanoemulsion hingegen liegt er in der Olphase geldst vor.
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Emulgator Gehalt in % Sojadl Squalen
Lezithin (L) 2,5% Rezeptur A | Rezeptur D
Lezithin/Tween (L/T) 2.5%+2,5% Rezeptur B Rezepturen E, Z
Lezithin/Zuckerester (L/Z) | 2,5%+2,5% Rezeptur C | Rezeptur F

Tabelle 3.2: Rezepturiibersicht

3.1.2 Herstellung

Zur Herstellung der Olphase wird das Tensid in einem 50ml Becherglas vorgelegt und
anschlieend das Ol mittels Eppendorfpipette dazugewogen, um zu mdoglichst genauen
Einwaagen zu kommen. Sodann wird ein Magnetriihrstdbchen zugegeben, das Becherglas
mit Folie verschlossen und diese Mischung dann auf einem Magnetriihrer bei 50 °C (Motor
auf 500 U/min) ca. 30 Minuten lang geriihrt, bis das Tensid in der Olphase geldst ist.

Fiir die Wasserphase wird das Kaliumsorbat in ein 25 ml Becherglas eingewogen und
dann das Wasser mit Hilfe einer Spritze durch einen Sterilfilter in das Becherglas hinzu-
gewogen. Es erfolgt weiters die Zugabe eines Magnetriihrstidbchens und die Abdeckung
mit Folie, um dann ebenso wie mit der Olphase zu verfahren. Das Kaliumsorbat 16st sich
zwar sehr rasch, es ist jedoch wichtig, dass beide Phasen bei der Zusammenfiihrung die
gleiche Temperatur haben.

Pro Rezeptur wurden je 3 Chargen auf diese Weise jeweils hintereinander hergestellt
(siehe Abbildung 3.1).

Abbildung 3.1: Rezeptur A nach Herstellung

Anschliefsend erfolgt die Vereinigung und Emulgierung der beiden Phasen mittels
Ultra-Turrax (Omni 500). Dabei wird die Wasserphase mittels Eppendorfpipette ziigig
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der Olphase zugegeben. Der Ultra-Turrax liuft dabei fiir 4 Minuten auf Stufe 3. Auf die-
se Weise wird wieder nacheinander mit den Chargen 1-3 aller Rezepturen verfahren. Die
entstandenen Ol-in-Wasser-Emulsionen werden anschliefend 20 Minuten lang mit Hilfe
des Magnetriihrers bei 50 °C geriihrt.

Im néichsten und letzten Schritt werden die so entstandenen Emulsionen nacheinan-
der jeweils 12 Minuten lang (4 Minuten pro 10ml) im Hochdruckhomogenisator bei ca.
800 bar in eine Nanoemulsion {ibergefiihrt. Nach der Emulgierung mit dem Ultra-Turrax
kommt es vielfach noch zur Phasentrennung, erst durch den Vorgang der Hochruckhomo-
genisierung entstehen dann milchig-weifse stabile Nanoemulsionen. Die so hergestellten
Emulsionen werden in verschraubbare Eprouvetten umgefiillt und noch zusitzlich mit
Parafilm verschlossen.

Die Lagerung iiber Nacht erfolgt bei Raumtemperatur, bis sie am néchsten Tag zur

Charakterisierung zum ersten Mal vermessen werden.

3.1.3 Charakterisierung

Zur Bewertung der Stabilitdt von Nanoemulsionen stehen die Parameter Partikelgro-
fse, Polydispersititsindex, Zetapotential und pH-Wert zur Verfligung. Aufierdem kénnen
Aufnahmen mittels TEM und Cryo-TEM weitere Aufschliisse iiber die Form und Be-
schaffenheit des topischen Systems liefern. Die praktische Vorgehensweise ist dem Ab-
schnitt Stabilitatspriifung der Nanoemulsionen zu entnehmen, da zur Charakterisierung
die gleichen Methoden angewandt werden wie zur Stabilitatspriifung und eine mehrfache
Beschreibung der Vorgehensweise vermieden wird. Folgend werden daher die Prinzipien

die den einzelnen Parametern zugrunde liegen kurz beschrieben:

Dynamische Lichtstreuung zur PartikelgréBenanalyse

Die dynamische Lichtstreuung (Dynamic Light Scattering, DLS) wird fiir Messungen im
Nanometerbereich eingesetzt. Die Methode des DLS basiert darauf, dass Partikel in fliis-
sigen Suspensionen durch die Brownsche Molekularbewegung der Fliissigkeitsmolekiile
umhergestofen werden [23]. Werden die Partikel dabei mithilfe eines Lasers angestrahlt
(Aufbau siehe Abbildung 3.2), fluktuiert die Intensitét des gestreuten Lichts, weil sich
durch die Brownsche Bewegung die relativen Positionen der Partikel zueinander stindig
verdndern. Das fiithrt auch zu einer Verdnderung der Streuintensitét [8].

Aus der Geschwindigkeit der Lichtfluktuationen kann auf die Geschwindigkeiten der
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Probe
Laser

/ Detektor

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung von DLS [8]

Teilchen geschlossen werden |23]. Wenn sich die Partikel schnell bewegen (kleine Partikel),
ist auch die Anderung der Streuintensitit schnellen Variationen unterworfen, wihrend
langsame (grofe) Partikel zu langsameren Variationen fiihren. Diese Variationen wer-
den mittels Detektor gemessen [8]. Kurz gesagt wird die Bewegungsgeschwindigkeit der
Teilchen in ein Verhéltnis zur Partikelgroke gesetzt.

Den Wert, den man mittels DLS erhilt, ist der hydrodynamischen Durchmesser. Da die
zu messenden Teilchen (die Emulsionstropfchen) in einer fliissigen Suspension vorliegen,
erhélt man in diesem Fall den hydrodynamischen Durchmesser des gesamten Partikels, al-
so den Durchmesser des Teilchens zusammen mit der fest gebundenen Hydratschicht [23]
(siehe Abbildung 3.3).

=—=R,

Hydrodynamischer Radius

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des hydrodynamischen Durchmessers [21]

Zuséatzlich zur Grofe der Partikel erhdlt man auch Aussagen iiber die Tropfchengro-
fenverteilung (Polydispersitétsindex, PDI) [31]. Der PDI gibt die Qualitéit der Emulsion
in Bezug auf die Grofsenverteilung der Tropfchen an. Dafiir wird die Gaufsche Verteilung
herangezogen. Fiir die Analyse gilt: Werte kleiner als 0,2 weisen auf eine gute Qualitét
hin, und Werte bei 1 auf eine schlechte [3]. Bei der Durchfithrung der Messung gilt es auch
auf die Dichte und Viskositidt der Probe zu achten, da beide Parameter einen Einfluss
auf die Ergebnisse der Messung haben. Zur Verringerung des Einflusses wird die Probe

verdiinnt [5].
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3.1 Herstellung und Charakterisierung der Nanoemulsionen

Zeta-Potential

Das Zetapotential wird als jenes elektrische Potential beschrieben, das an der Abscher-
schicht eines geladenen Partikels entsteht. In einer Suspension lagern sich zum Ausgleich
dieses Potentials Ionen aus dem Suspensionsmedium an. Damit wirken die Partikel nach
aufsen elektrisch neutral. Es ergibt sich eine schichtahnliche Struktur, von der das Teilchen
umgeben ist. Die innenliegendste Schicht besteht aus den fest gebundenen Ladungen, die
duferste Schicht aus den locker gebundenen Gegenladungen. Wird an die Suspension
nun ein elektrisches Feld angelegt, kommt es zu einer teilweisen Abscherung der dufse-
ren Schicht (durch die Bewegung des Teilchens), womit das Partikel wieder iiber ein
elektrisches Potential verfiigt, das als Zetapotential bezeichnet wird [39].

Fiir die Praxis bedeutet dies, dass die Stabilitdt umso mehr gegeben ist, je héher die
Oberflichenladung und das Zetapotential einer Ladung sind. Das ist dadurch zu begriin-
den, dass sich bei einer hohen Ladungsdichte (einem grofen Zetapotential) gleichgeladene
Teilchen abstoften und damit die Stabilitdt der Emulsion grof ist, und umgekehrt. Da-
her sind hohe Oberflichenladungen mit einem Betrag von iiber 30 mV fiir die Stabilitdt
wiinschenswert. Hohe Werte weisen dabei auf grofe Krifte zwischen den Trépfchen hin.
Diese Tatsache trégt zu einer verbesserten physikalischen Stabilitdt des Systems bei. Ei-
ne Verdnderung der Werte des Zeta-Potentials iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg ist
hingegen ein Zeichen fiir eine Destabilisation des Systems [31]. Es muss jedoch auch dar-
auf hingewiesen werden, dass das Zetapotential keine Garantie fiir eine stabile Emulsion
darstellt, weil andere Faktoren durch diesen Parameter nicht beriicksichtigt werden [1].

Das Zetapotential der in dieser Arbeit verwendeten Emulsionen wurde mit dem Zeta-

sizer Nano ZS der Firma Malvern Instruments Ltd., UK, vermessen.

Transmissionselektronenmikroskopie und Cryo-TEM

Die Messung der Stabilitdt von Emulsionen mit Hilfe von DLS und Zeta-Potential un-
terliegt bestimmten Limitationen und stellt oft nur unvollstindige Informationen zur
Verfiigung. So kénnen beispielsweise reversible destabilisierende Phinomene wie die Flo-
ckenbildung oder das Auftreten von groferen Aggregaten nicht detektiert werden [28].
Ebenso ist das Erkennen einiger weniger grofser Trépfchen in einer optisch homogenen
Emulsion, oder das Auffinden von lamellaren Strukturen neben mizellaren nicht moglich.
Da es jedoch bei der Herstellung von Emulsionen mittels Hochdruckhomogenisator hau-

fig zu solchen FErscheinungen kommt, ist es wichtig, weitere Methoden anzuwenden, um
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auch diese Tatsachen nachweisen zu konnen. Diese Erscheinungen kénnen urséchlich fiir

Instabilitdten in Emulsionen sein.

Die TEM und Cryo-TEM sind vielversprechende zusétzliche Methoden fiir die Erfor-
schung und Stabilitétsiiberpriifung von Nanoemulsionen. Es handelt sich dabei jedoch
um technisch und zeitlich sehr aufwéindige Verfahren, die auch viel Erfahrung von Seiten
der Anwender voraussetzen. Im Folgenden wird kurz das Prinzip der Transmissionselek-

tronenmikroskopie erldutert.

Der Aufbau des Mikroskops ist gleich wie bei einem Lichtmikroskop, nur dass die Probe
nicht mit Licht, sondern mittels Elektronenstrahl angestrahlt wird. Daher ist der Vor-
gang nur unter Hochvakuum moglich, da Gasmolekiile die Elektronen ablenken wiirden.
Oben am Mikroskop befindet sich eine Elektronenkanone und ein System aus elektroma-
gnetischen Linsen, die den Strahl biindeln und auf die Probe lenken. Der Bildkontrast
kommt durch die Interaktion der Elektronen mit der Probe zustande. Die Auflésung des
Bildes ist direkt proportional zur Beschleunigungsspannung der Elektronen. Das heifst,
dass eine hohe Auflésung nur bei einer kurzen Wellenldnge der Elektronen und einer
ansteigenden Spannung zu erreichen ist [33]. Die Auflésung ist in der Praxis jedoch eher

durch die Beschaffenheit der Probe als durch das Gerdt limitiert.
Eine der Gefahren der Untersuchung mittels TEM ist die Entstehung von Artefakten,

daher gibt es nur wenige gute Bilder von Nanoemulsionen. TEM ist daher nur geeignet,
um einen schnellen Eindruck des kolloidalen Systems zu gewinnen [28]. Ein weiterer
wesentlicher Nachteil der konventionellen TEM ist die Notwendigkeit, den Messprozess
unter Hochvakuum durchzufiihren. Trotz der daraus resultierenden Deformation und
Konzentration der Emulsionstropfchen kann man diese aber in der Praxis gut erkennen.
Wesentlich scheint hierfiir die Qualitit der Tenside zu sein, die mit einem stabilen Film

die Tropfchen umgeben [28].
Cryo-TEM ist eine Methode, die es erméglicht, eine nahezu artefaktfreie Darstellung

von sehr kleinen Strukturen im Grofenbereich von wenigen Nanometern zu ermdoglichen.
Dazu werden die wissrigen Proben mithilfe von verschiedenen Techniken in sehr diinnen
Schichten (ca. 100nm) sehr schnell eingefroren. Ziel ist es, keine Eiskristalle bilden zu
lassen, die die Analyse der Struktur behindern wiirden [7], indem sie den urspriinglichen

Zustand eines kolloidalen Systems zerstoren.

Es gibt verschiedene Techniken, um einen sehr diinnen Film der Probe zu erhalten.

Fiir die Untersuchung von Nanoemulsionen wird am haufigsten das Plunge Freezing oder
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das High Pressure Freezing angewandt. Die richtige Kiihlung der Probe wéhrend der
Aufnahme der Bilder ist besonders wichtig, da es sonst zur Bildung von Artefakten
kommen kann [28].

Die TEM- und Cryo-TEM-Bilder in dieser Arbeit wurden von Dr. Nadejda Matsko,

Technische Universitdt Graz, angefertigt.

Der pH-Wert

Der pH-Wert ist neben den oben genannten Parametern ein weiterer, der zur Cha-
rakterisierung der Stabilitdt einer Nanoemulsion herangezogen werden kann. Zu pl-
Wertverdnderungen kann es unter anderem durch Zersetzungsprozesse oder durch die
Kontamination mit Mikroorganismen und deren Abbauprodukten kommen.

Die Kontrolle des pH-Wertes fand mittels pH-Meter (Orion 420A Bartelt, Austria)
am Tag der Herstellung statt, und dann jeweils wochentlich nach der Stabilititsmes-
sung mittels Zetasizer. Die Messung erfolgte immer direkt im Aufbewahrungsgefifs bei

Raumtemperatur.

3.2 Stabilitatsprifung der Nanoemulsionen mittels dynamischer

Lichtstreuung und Zeta-Potential

Die Lagerung der Proben erfolgte im Wéarmeschrank bei 37 °C. Die Messungen erfolgten
in einem wochentlichen Intervall iiber vier Wochen, die Schlussmessung in einem Ab-
stand von nochmals drei Wochen. Die hergestellten Nanoemulsionen wurden jeweils am
Vormittag vermessen. Beginnend mit der Charakterisierung am Tag 0 wurde jede Probe
wochentlich vermessen.

Zur Vermessung des Zetapotentials der Emulsionen mittels Zetasizer Nano ZS (Mal-
vern Industries Ltd., UK) war es notwendig, die Proben zunéchst mit 0,01 mM-NaCl-
Lésung zu verdiinnen, und zwar in einem Verhéaltnis von 1:100 (0,1 m! Emulsion und
9,9ml 0,01 mM-NaCl-Losung), um sicher zu gehen, dass die Leitfahigkeit der Probe
unter 0,05mS/cm liegt. Wiirde man nur destilliertes Wasser verwenden, bestiinde die
Gefahr, dass die Leitfihigkeit schwankt [39].

Fiir die Teilchengrofenbestimmung wurde die verdiinnte Probe in eine Quarzkiivette
gefiillt und vermessen. Dadurch erhilt man Aussagen iiber die Z-average-size, also den

Tropfchendurchmesser, und den Polydispersititsindex (PDI), der in diesem Fall kleiner
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oder gleich 0,2 sein sollte (idealerweise bei 0,1). Je hoher die Werte des PDI liegen,
desto weniger aussagekriftig ist die Messung, da zu viele verschiedene Tropfchengrofen
vorliegen, die Probe also zu polydispers ist.

Das Zeta-Potential wurde mithilfe einer so genannten Zetazelle gemessen, in die die
Probe mit einer Spritze moglichst luftblasenfrei eingebracht wurde (da es sonst zu falschen
Messergebnissen kommen kann) und die dann im Zetasizer plaziert wird. Fiir jede Probe

finden drei Messungen statt.

3.3 Stabilitatspriafung der Nanoemulsionen mittels TEM und
Cryo-TEM

Von einem Teil der Nanoemulsionen wurden TEM- und Cryo-TEM-Aufnahmen angefer-
tigt, um Aussagen iiber deren Stabilitét zu erhalten. Dabei war auch interessant, welchen
Beitrag die Cryo-TEM und TEM im Hinblick auf die Stabilitét leisten konnten.

Jene Probe, die sich nach Herstellung aller Rezepturen und deren Charakterisierung
beziiglich der erwdhnten Parameter als stabilste erwies, sollte in weiterer Folge mit klassi-
schen halbfesten Zubereitungen beziiglich der Permeation in die Haut verglichen werden.

Im folgenden Kapitel wird daher die genaue vorgehensweise des Tape stripping erldutert.

3.4 In vitro Tape Stripping

3.4.1 Vorbereitung der Schweineohren und Auftragen der Formulierung

Die Lagerung der Schweineohren erfolgte bei —18°C, da sich in Studien bestétigt hat,
dass dadurch die Barrierefunktion der Haut nicht beeinflusst wird [30]. Im ersten Arbeits-
gang wurden die tiefgefrorenen porcinen Ohren unter fliekendem kalten Wasser langsam
aufgetaut und mit Kiichenrolle anschliefsend vorsichtig abgetupft. Der knorpelige Gehor-
gang wurde mittels Skalpell abgetrennt und die sich am Ohr befindlichen Haare mit einer
Schere vorsichtig entfernt, damit die Haut nicht verletzt wird.

Im n#chsten Schritt wurden auf intakten, reprisentativen Stellen am Ohr mit einem
Permanentmarker Flichen von mindestens 4 cm? eingezeichnet. Nach Maglichkeit wurden
vier Flichen pro Ohr eingezeichnet, da vier verschiedene Formulierungen getestet werden
sollten. Die Haut dieser Flachen wurde in weiterer Folge mittels Aquaflux (Biox Systems

Ltd., UK) auf ihre Hautbarrierefunktion und somit Intaktheit des Stratum Corneums
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{iberpriift. Bei dieser Untersuchung miissen Werte kleiner als 20 g/m?/h erreicht werden,

um davon ausgehen zu konnen, dass die Haut intakt ist.

Nach dieser Vorbereitung wurde auf den eingezeichneten Flidchen nacheinander je-
weils eine der Formulierungen aufgetragen. Dabei wurden 2mg/cm? Formulierung mit-
tels Handschuh mit geséttigter Fingerspitze eine Minute lang vorsichtig in die Haut ein-
geklopft. Die dafiir benttigte Menge wurde dazu in eine vorher tarierte 5ml Spritze
aufgezogen, danach auf die Fliache aufgetupft und anschlieffend die Spritze wieder gegen-
gewogen, um sicherzugehen, dass wirklich die gewiinschte Menge der Formulierung auf

das Ohr aufgetragen worden war.

Danach folgte eine Einwirkzeit von 1 Stunde. Im Anschluss wurden von einer 4 cm?

groken Stelle pro Fliche jeweils 30 Corneofix® Tapes (Courage + Khazaka GmbH, Koln,

Deutschland) in einem gleichméfigen Zug abgezogen.

Wichtig beim Vorgang des Aufklebens und Abziehens ist, dass mit dem Daumen in
einer Rollbewegung immer der gleiche Druck (5 kg) auf das Tape aufgetragen wird, und
dass das Tape moglichst immer mit der selben Geschwindigkeit abgezogen wird, damit
die Ergebnisse vergleichbar werden. Der Druck bewirkt weiters, dass der Einfluss von

Falten moglichst minimiert wird [29].

3.4.2 Quantifizierung der Corneozytenmenge mittels NIR

Zur Quantifizierung der Corneozytenmenge wurden die abgezogenen Corneofix-Streifen
mittels Pinzette mit der Klebefliche in eine Schablone gelegt. Diese hat 10 Positionen. An
Position 1 wurde immer ein Leerstrip eingelegt, der als Referenzwert diente. Die einge-
legten Klebestreifen wurden nun nacheinander vermessen und die Werte in einer Tabelle
festgehalten. Auf diese Weise wurde fiir alle vier eingezeichneten Fliachen verfahren, wobei

jeweils 30 Strips abgezogen wurden.

Von einer der vier Stellen wurden so viele Strips abgezogen, bis sich die Werte des NIR
bei 0,2-0,3 einpendelten und man daher annehmen konnte, dass das gesamte Stratum
Corneum abgezogen war. Dies war notwendig, um die Gesamtdicke des Stratum Cor-
neums des jeweiligen Ohrs zu berechnen. Die jeweilige Eindringtiefe der Formulierung

konnte anschliefsend in Relation zur Gesamtdicke gesetzt werden.

Zur Messung wurde das Gerét Squame-Scan 850A der Firma Heiland electronic, Deutsch-

land verwendet [47].
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3.4.3 Quantifizierung der Arzneistoffmenge mittels HPLC

Die Quantifizierung der Wirkstoffstoffmenge von Fludrocortisonacetat auf den einzelnen
Tape Strips erfolgte mittels High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Dafiir
wurde eine Anlage der Firma Perkin Elmer, USA, mit einem Autosampler, einer Pumpe
und einem UV-Diodenarraydetektor verwendet. Als Sdule wurde Nucleosil 100-5 C18
(250 mm x 4 mm, Macherey-Nagel, USA) und eine Vorsdule Nucleosil 100-5 C18 (CC8/4,
40 mm x 4mm, Machery-Nagel, USA) verwendet. Die Temperatur des Sdulenofens lag
bei 50°C, das Injektionsvolumen betrug 20 ul. Als mobile Phase fiir die Detektion des
Fludrocortisonacetats wurde eine Mischung aus Wasser und Acetonitril im Verh&ltnis

60:40 (v/v) verwendet. Die Detektion erfolgte bei einer Wellenlédnge von 240 nm.

Zur Ermittlung des Fludrocortisonacetatgehalts war es notwendig, eine Eichgerade zu
erstellen (siehe Abbildung 3.4). Fiir die Verdiinnungsreihe wurden 9,47 mg Fludrocorti-
sonacetat eingewogen und in 10ml Methanol gelost. Das Verhiltnis der weiteren Ver-
diinnungsstufe war jeweils 1:2, wodurch die in Tabelle 3.3 angefiihrten Konzentrationen

erhalten wurden.

Verdiinnung Konzentration pg/ml Peakfliche
Vo 947,00000 | 43041354,19
V1 94,70000 4617604,37
V2 47,35000 2367410,36
V3 23,67500 1198376,93
V4 11,83750 620495,44
V5 5,91875 283909,30
V6 2,95938 148874,78
V7 1,47969 77205,18
V8 0,73984 40479,12
V9 0,36992 19624,94
V10 0,18496 11520,18
Vi1 0,09248 7666,70
V12 0,04624 4453,06

Tabelle 3.3: Verdiinnungsreihe von Fludrocortisonacetat zur Erstellung der Eichgeraden
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Abbildung 3.4: Eichgerade Fludrocortisonacetat

3.4.4 Untersuchung auf Lateral Spreading in vitro

Die grundsétzliche Vorgehensweise bei der Untersuchung auf ,Lateral Spreading® ist die
gleiche wie in Abschnitt 3.4.1 detailliert beschrieben. Der Unterschied besteht darin,
dass pro Ohr nur auf ein Feld Formulierung aufgetragen wurde (Wirkstofffeld). Rund
um dieses Feld wurde jeweils rechts und links (horizontal) und oben und unten (vertikal)
jeweils ein Feld eingezeichnet (LS-Felder). Dabei wurden jeweils ein horizontales und ein
vertikales LS-Feld im Abstand von 3mm zum Wirkstofffeld eingezeichnet, die beiden
anderen LS-Felder hingegen direkt anliegend zum Wirkstofffeld.

Die Begriindung dieser Vorgehensweise liegt darin, dass die Areale neben, unter und
oberhalb des behandelten Hautareals untersucht wurden, um den mdglichen Einfluss der
Tiefe und Ausrichtung der Falten auf das ,Lateral Spreading” zu untersuchen. Vorange-
gangene in vivo Studien haben gezeigt, dass ,Lateral Spreading” in den Arealen neben
der Behandlungszone, also paralell zur Kérperachse, stiarker auftritt als ober- oder un-
terhalb, also vertikal zur Korperachse, und dass die gréofsten Mengen der Substanz an der
Oberfldche zu finden sind [24].

Der Bereich um das Wirkstofffeld wurde beim Auftragen der Formulierungen mittels

Folie abgedeckt, sodass nicht unbeabsichtigt eine Salbengrundlage auf die LS-Felder ge-
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langen konnte. Im Anschluss daran wurden nach einer einstiindigen Einwirkphase von
jedem der fiinf Felder jeweils 20 Strips abgezogen und wie schon beschrieben mittels NIR

und HPLC ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Beobachtungen bei der Herstellung von Nanoemulsionen

Die einzelnen Rezepturen zeigten ein unterschiedliches Verhalten bei der Herstellung.

Daher wird im Folgenden ein kurzer Uberblick gegeben.

Rezepturen mit Sojaél

Prinzipiell 16st sich das Lezithin in Sojadl schlecht bzw. braucht sehr lange (> 1h), bis
es sich 16st.

- Lezithin: nach der Emulgierung mittels Ultra-Turrax (UT) liegen weiterhin zwei
getrennte Phasen vor; erst nach der Homogenisierung mittels Hochdruckhomoge-
nisator liegt eine milchig-weifse, benetzende, sehr fliissige Emulsion vor;

- Lezithin/Polysorbat 80: keine Phasentrennung nach UT, gelbliche, leicht schau-
mende Emulsion;

- Lezithin/Zuckerester: keine Phasentrennung nach UT, fliissige, stark schiumende,

stark benetzende Emulsion.

Rezepturen mit Squalen

In Squalen 16st sich Lezithin besser und schneller als in Sojadl.
- Lezithin: weife, fliissige, kaum benetzende Emulsion, die an der Oberfliche einen
Fettfilm aufweist;
- Lezithin/Polysorbat 80: weifse, fliissige, opaleszierende, homogene Emulsion;
- Lezithin/Zuckerester: weikliche, fliissige Emulsion.
Die Einarbeitung von Fludrocortisonacetat in Rezeptur Z zeigte hinsichtlich der entste-
henden Partikelgréfe, des PDI und des Zetapotentials der Emulsion keine Unterschiede

im Vergleich zur wirkstofffreien Rezeptur E.
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4.2 Physikochemische Chararakterisierung und

Stabilitatsuntersuchung

Die in den Abbildungen dargestellten Werte stellen Durchschnittswerte aus den Messun-

gen der drei Chargen der jeweiligen Rezepturen dar.

4.2.1 TrépfchengroBe und PDI

Der PDI (siehe Tabellen 7.8 bis 7.13 im Anhang) lag bei fast allen Proben iiber den
ganzen Beobachtungszeitraum im Schnitt unter 0,2. Das lidsst auf eine sehr enge Teil-
chengroéfenverteilung schliefen verbunden mit einer guten Langzeitstabilitiat. Ausnahme
war Rezeptur D, bei der von Beginn an bei allen drei Proben Werte von durchscnittlich
0,45 gemessen wurden. Hinsichtlich der zwei verschiedenen Olkomponenten, die verwen-
det wurden, ist ersichtlich, dass die Sojaslemulsionen eine hdhere Polydispersitét zeigen
als die Squalenemulsionen.

Allgemein kann gesagt werden, dass unabhingig vom verwendeten Ol die Emulsionen
mit Lezithin alleine die gréfste Tropfchengrofe besitzen. Das wurde in bereits erschiene-
nen Publikationen bestétigt [31]. Die Tensidmischung Lezithin /Polysorbat 80 fiihrte zur
Bildung der kleinsten Trépfchen, wie in Abbildung 4.1 dargestellt.
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Abbildung 4.1: Durchschnittliche Tropfchengréfie unmittelbar nach Herstellung
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4.2 Physikochemische Chararakterisierung und Stabilitdtsuntersuchung

Die Abbildungen 4.2 und 4.3 zeigen die Verdnderung der Partikelgrofe der einzelnen
Tensidmischungen, jeweils fiir Sojadl und Squalen, iiber den gesamten Lagerungszeit-
raum. Bei beiden Lezithinemulsionen (Rezepturen A und D) deuten die hohen Werte
bei der Standardabweichung auf eine sehr inhomogene Mischung hin. Dies wird durch
die hoheren PDI-Werte der beiden Rezepturen bestétigt (Tabellen 7.8 und 7.11). Die
Emulsionen, die Tensidmischungen enthalten, zeigen kaum sichtbare Verdnderungen in

der Partikelgrofhe wihrend der Lagerung.
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Abbildung 4.2: Vergleich der Partikelgréfen der Sojadl-Rezepturen

Welche der beiden Tensidmischungen Lezithin/Polsorbat 80 oder Lezithin/Zuckerester
die hohere Stabilitdt induzieren, 14sst sich nicht allein durch die Messwerte des PDI und
des Zetapotentials ableiten, denn die Stabilitdt hingt immer von vielen verschiedenen
Faktoren ab, wie beispielsweise von der genauen Olzusammensetzung, den verwendeten
Tensiden, der Menge der eingesetzten Tenside und deren sterischen Eigenschaften an der
Grenzfliche, der Herstellungsart, usw. Daher muss die Stabilitédt fiir jedes System im
Speziellen experimentell untersucht werden.

Die Emulsionen der Letzithin/Polysorbat 80 Mischung mit Squalen zeigten ab einem
Beobachtungszeitraum von drei Wochen eine Trépfchenvergréferung, die ab der 7. Woche

noch verstirkt wird. Diese Tatsache weist auf Zersetzungsprozesse und Koaleszenz hin.
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Vergleich Tensidmischungen mit Squalen
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Abbildung 4.3: Vergleich der Partikelgrofen der Squalen-Rezepturen

4.2.2 Zetapotential

Der Verlauf der Anderung des Zetapotentials iiber den Lagerungszeitraum, jeweils wie-
der fiir Sojadl und Squalen einzeln dargestellt, ist in den Abbildungen 4.4 und 4.5 zu
sehen. FEs gilt: Je hoher das Zetapotential, unabhingig vom Vorzeichen, desto stabiler
sind die Emulsionen. Aus Abbildung 4.4, ist ersichtlich, dass die Lezithin/Polysorbat 80
Mischung ein Zetapotential von ca. —25 mV aufweist, gefolgt von der Emulgatormischung
Lezithin/Zuckerester bei ca. —35mV. Die Lezithin/Polysorbat 80 Mischung zeigt aller-
dings einen Verdnderung der Zetapotentialwerte, von ca. —25mV auf knapp —40mV.
Lezithin/Zuckerester zeigt nur eine geringe Veradnderung bis zur vierten Woche an. Lezi-

thin hat die hochsten ZP-Werte, diese steigen aber auch nur kaum an.

Das Zetapotential der Emulsionen, die Squalen als Olphase beinhalten, zeigt ein dhn-
liches Bild (Abbildung 4.5). Die Verdnderung der Zetapotentialwerte von Lezithin/Poly-
sorbat 80 ist hier sogar noch signifikanter. Griinde fiir die Verdnderungen des Zetapoten-
tials konnten méoglicherweise Prozesse der Zersetzung der Olphase oder auch der Emul-

gatoren zugrundeliegen.
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Abbildung 4.4: Entwicklung des Zetapotentials der Sojadl-Rezepturen
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Abbildung 4.5: Entwicklung des Zetapotentials der Squalen-Rezepturen
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4 Ergebnisse

4.2.3 pH-Wert

Bei der Untersuchung des pH-Werts der einzelnen Rezepturen A-F wurde festgestellt,
dass der pH-Wert abnimmt. Dies ist insbesondere bei Rezeptur E zu erkennen, wie in
Abbildung 4.6 abgebildet. Diese Ergebnisse decken sich mit den Erwartungen, da der

sinkende pH-Wert auf Grund von Zersetzungsprozessen zu erkldren ist.

pH-Wert iiber die Zeit
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Abbildung 4.6: pH-Werte der Emulsionen {iber die Zeit

4.3 Ergebnisse der TEM und Cryo-TEM-Aufnahmen

Die Analyse der Bilder ergab, dass trotz Dehydratation der Proben die Form der Tropf-
chen sehr gut zu erkennen ist. Ebenso ist die unterschiedliche Polydispersitit der Proben
gut zu erkennen. Die Zusammensetzungen der einzelnen Rezepturen die im folgenden
Teil hingewiesen wird, sind der Tabelle 3.2 zu entnehmen.

So zeigt sich auf den Bildern, die mittels TEM angefertigt wurden (sieche Abbildung
4.9), dass jene Emulsionen mit Lezithin als alleiniger Emulgator inhomogenere Emul-
sionen bilden (Rezepturen A und D) als jene Elmulsionen, bei denen Tensidmischungen
Lezithin /Polysorbat 80 (Rezepturen B und D) und Lezithin/Zuckerester (Rezepturen
C und F) eingesetzt wurden. Nur bei Rezeptur D war bereits ein hoher PDI-Wert zu
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erkennen. Daher konnte von einer hohen Instabilitit ausgegangen werden.

Weiters ist zu beachten, dass die in Abbildungen 4.9 und 4.7 bei beiden Proben B und
vor allem bei Probe E (Lezithin/Polysorbat 80-Mischungen) die Tropfchen sehr dicht
gepackt sind. In der Cryo-TEM zeigt sich dies als Agreggation, die sogar schon in der
Probenvorbereitung auffiel, sieche Abbildung 4.11. Das heiflt, dass man mdglicherweise
mittels Cryo-TEM sofort erkennen kann, ob das System stabil bleibt.

Nach der Lagerung der Emulsionen wurden weitere Bilder mittels TEM angefertigt.
Diese zeigen wie in Abbildungen 4.8 und 4.10 zu sehen ist, dass sich die Trépfengrofe bei
allen Proben vergrofsert und dass auch die Polydispersitiat angestiegen ist. Die geringsten
Veréinderungen waren bei den Proben C und F zu erkennen. Auch die Form der Trépfchen
bei Lezithin (Proben A und D) ist unregelméfig und nicht kugelférmig. Die Form der
Tropfchen ist jedoch sowohl bei den Mischungen von Lezithin/Polysorbat 80 als auch bei

den Lezithin/Zuckerester-Mischungen noch gut erkennbar.

Abbildung 4.7: TEM-Aufnahmen der Rezepturen A, B und C unmittelbar nach
Anfertigung

Abbildung 4.8: TEM-Aufnahmen der Rezepturen A, B und C nach einer Lagerung von
5 Wochen
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Abbildung 4.9: TEM-Aufnahmen der Rezepturen D, E und F unmittelbar nach
Anfertigung

Abbildung 4.10: TEM-Aufnahmen der Rezepturen D, E und F nach einer Lagerung von
5 Wochen

Die Langzeitmessungen endeten mit der Phasentrennung der Nanoemulsionen nach
einem Beobachtungszeitraum von 7 Wochen, die bei den Rezepturen A, B, D und E

stattfand und in Abbildung 4.12 am prignantesten zu erkennen ist.

4.4 Ergebnisse der Tape Stripping-Studien

4.4.1 Vergleich der Hautpenetration der Formulierungen

Abbildung 4.13 zeigt die Penetrationstiefe des jeweiligen Arzneistoffes aus den unter-
schiedlichen Formulierungen auf der y-Achse in Prozent des Stratum Corneum und in
Bezug auf die einzelnen Tapestrips 1-25. Es ist darauf hinzuweisen, dass aus den halb-
festen Zubereitungen bereits in den ersten 25 Tape Strips die gesamte Wirkstoffmenge
dedektiert werden konnte (siehe auch Tabellen 7.16, 7.18, 7.20).

48



4.4 Ergebnisse der Tape Stripping-Studien

Abbildung 4.11: Cryo-TEM Aufnahme Rezeptur E unmittelbar nach Anfertigung

Abbildung 4.12: Phasentrennung in Rezeptur E nach 7 Wochen Lagerung
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Abbildung 4.13: Eindringtiefe von Fludrocortisonacetat aus verschiedenen
Formulierungen

Wie ersichtlich penetriert Fludrocortisonacetat aus Ultrabas® nur knapp 50% des
Stratum Corneums. Aus Ultrasicc® und Ultraphil® wird annihernd die gleiche Penetra-
tionstiefe von etwa 70% des Stratum Corneums erreicht. Aus der Nanoemulsion hingegen
penetriert der Wirkstoff das Stratum Corneum bis zu knapp 80% (siehe dazu auch Dis-
kussion in Kapitel 5.1).

Abbildung 4.13 zeigt zwar, wie tief der Wirkstoff in die Haut vordringt, gibt jedoch

keinerlei Auskunft dariiber, wie sich der Wirkstoff in diesem Bereich verteilt.

Einen genaueren Einblick gibt hier die Abbildung 4.14, die die Wirkstoffkumulation in
ug (y-Achse) dem kumulierten Stratum Corneum in Prozent gegeniiberstellt. Die Tape
Strips, die in den Tabellen 7.16 bis 7.21 mit einem ,X“ gekennzeichnet sind, wurden in
diese Auswertung nicht einbezogen. Fs handelt sich dabei um jene Strips, die nicht auf
der Haut klebten und somit nur Formulierung, jedoch keine Corneozyten beinhalteten.
Da es jedoch darum geht, wieviel Wirkstoff in die Haut eindringt, ist der Wirkstoffanteil

auf der Hautoberflache irrelevant.

Ubereinstimmend mit der vorhergehenden Abbildung zeigt die Linge der Punktereihen
die Eindringtiefe in das Stratum Corneum. Zusétzlich ist zu erkennen, wieviel Wirkstoff

(in pg) in die jeweilige Tiefe des Stratum Corneum gelangt.
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Abbildung 4.14: Arzneistoffverteilung im Stratum Corneum

Aus Ultrabas® (Tabellen 7.16, 7.17) kommen von im Schnitt 21,54 g aufgetragenem
Wirkstoff nur insgesammt 7,47 pg im Stratum Corneum an (35%). Davon bleiben 5,41 ug
in den obersten 22% des Stratum Corneum (Tape Strip 1-12).

Bei Ultrasicc® (Tabellen 7.18, 7.19) ist ebenso ein Wiederfindungswert von im Schnitt
20,98 g Arzneistoff zu beobachten. Dies entspricht der vollstdndigen aufgetragenen Wirk-
stoffmenge. Nach Abzug der X-Strips gelangen 9,22 g (44%) Arzneistoff in das Stratum
Corneum, wovon wiederum 5,09 ug in den obersten 22% des Stratum Corneums zu finden
sind (Tape Strip 1-7).

Aus Ultraphil® (Tabellen 7.20, 7.21) konnten durschnittlich 24,05 ug von Fludrocor-
tisonacetat nachgewiesen werden. Diese Menge entspricht etwa 100% des aufgetragenen
Wirkstoffes, wobei die Penetrationstiefe etwa 46% betrug. In den obersten 22% des Stra-
tum Corneums (1-9 Tape Strips) konnten ca. 7,47 ug des Wirkstoffs gefunden werden.

Die Nanoemulsion (Tabellen 7.14, 7.15), aus der der Wirkstoff am tiefsten in die Haut
eindringt, tiberrascht insofern, als dass im Schnitt nur 11,28 ug Fludrocortisonacetat wie-
dergefunden wurden. Es gibt jedoch nur sehr wenige nicht klebende Strips, also auch keine
verbleibende Arzneistoffmenge auf der Hautoberfliche. 7,52 ug des Wirkstoffs sind in den
obersten 22% des Stratum Corneums zu finden (Tape Strips 1-6).
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4.4.2 Untersuchung des Lateral Spreading in vitro

Bei den Studien zur Untersuchung des ,Lateral Spreading” waren bei den Tape Strips,
die im Rahmen der Lateral-Spreading-Studien abgezogen und mittels HHPLC analysiert
wurden, keine detektierbaren Wirkstoffkonzentrationen gefunden worden. In einigen Aus-
nahmefillen fand sich auf den ersten fiinf Strips Wirkstoff, dies ist jedoch vermutlich
durch eine Ungenauigkeit beim Aufragen der Formulierung zu erkliren. Es ist hochst
wahrscheinlich, dass unbeabsichtigt beim Auftragen auch ein wenig Substanz auf das
unbehandelte Feld gekommen ist, moglicherweise durch Verrutschen der Schablone die

eigentlich als Abdeckung der Felder dienen sollte.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Ergebnisse der Qualitats- und Stabilitatsprifung

Die Auswertung der Untersuchungen der Nanoemulsionen, die im Zuge dieser Arbeit her-
gestellt wurden, zeigte, dass die Tensidgemische eine stabilere und optisch ansprechendere
Emulsion ergeben als nur der Emulgator Lezithin alleine. Diese Ergebnisse stimmen mit
bereits publizierten Daten {iberein [31].

Im ersten Schritt ging es darum, die frisch hergestellten Nanoemulsionen auf ihre Qua-
litdt hin zu Uberpriifen. Dabei stellte sich heraus, dass die Rezeptur E beziiglich der
Tropfchengrofe die kleinsten Werte zeigte. Es wurde daher eine weitere Rezeptur (Z) mit
der selben Zusammensetzung wie Rezeptur E hergestellt, die jedoch auch Fludrocortiso-
nacetat beinhaltete, um sie spéater fiir die Tape-Stripping-Versuche zu verwenden.

Unabhingig vom verwendeten Ol zeigte die Emulgatormischung Lezithin /Polysorbat 80
die kleinsten Partikelgrofen, gefolgt von Lezithin/Zuckerester und Lezithin alleine. Die
Olphase hat beim Vergleich der Emulsionen von Sojaél und Squalen einen geringeren
Einfluss auf die Partikelgréfe als die unterschiedlichen Tensidmischungen.

Nach neun Wochen Lagerung der Rezepturen D und E war eine sehr deutliche Phasen-
trennung zu erkennen, und die Rezepturen A und B zeigten bei der optischen Betrachtung
grofe Oltropfen, die auch auf eine Phasentrennung schliefen lieRen. Optisch unauffillig
waren noch die Rezepturen C und F, sie wiesen auch bei der Vermessung in Woche 7 noch
keine wesentliche Verinderung in der Partikelgréfse auf und wurden daher als stabilste
Emulsionen betrachtet.

Diese Rezepturen waren jene mit der Emulgatormischung Lezithin und Zuckerester.
Diese hatten zwar ein Zetapotential von —30mV, das auf hohe Stabilitdt schliefen
ldsst, jedoch nicht die kleinste Tropfchengrofe. Der PDI lag im Vergleich zu der Le-
zithin /Polysorbat 80 Mischung im gleichen Bereich. Daraus kann abgeleitet werden, dass
all diese Werte nur Richtwerte sind, die an sich noch keine Voraussage iiber die Stabili-

tit eines Systems zulassen. Es muss daher jede Zubereitung extra gepriift werden. Dies
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gilt auch fiir das Ergebnis nach 7 Wochen. In den meisten Fillen zeigten sich optisch
gut erkennbare Zeichen der Phasentrennung, wie groke dlige Tropfen beim Schwenken
oder Phasentrennungen an der Oberfliche. Die ermittelten Werte der durchschnittlichen
Tropfchengréfe sind jedoch bis auf Rezeptur E nur geringfiigig angestiegen.

Betrachtet man die Emulsionen aus dem Blickwinkel heraus, eine Emulsion mit mog-
lichst natiirlich vorkommenden Bestandteilen zu verwenden, wiren die Kombinationen
Sojadl oder Squalen mit Lezithin/Zuckerester auf Grund der Vorziige, die die einzelnen
Komponenten in Bezug auf ihre Wirkung und Hautfreundlichkeit haben, sehr vielver-
sprechend. Allerdings liegt die Tropfchengrofe beider Lezithin/Zuckerester-Emulsionen
in der Mitte der drei verschiedenen Systeme bei etwa 150 — 200 nm. Fiir die Stabilitit
hat das jedoch sichtlich keine Auswirkungen. Das System, das Polysorbat 80 beinhal-
tet, zeigt zwar kleinere Tropfchengréfsen, aber am Ende der Lagerzeit eine optisch gut
sichtbare Phasentrennung, und das élunabhéngig. Polysorbat 80 wird zwar synthetisch
hergestellt, gilt jedoch als chemisch inert. Diese Tendenz zur Aggregation war schon bei
der Probenvorbereitung fiir die Cryo-TEM ersichtlich, wo speziell die Rezeptur E diese
Tendenz zeigte.

In Bezug auf die Frage, welchen Stellenwert TEM und Cryo-TEM zur Beurteilung ha-
ben, wurde festgestellt, dass die TEM scheinbar einen guten Eindruck iiber die Form der
Tropfchen und die Homogenitét der Emulsionen geben kann. Dies steht im Widerspruch
zur allgemeinen Ansicht, dass die TEM nicht als Methode der Wahl fiir wissrige Systeme
gilt, weil durch das Hochvakuum das Wasser verdampft und man nur noch die Hiillen
vom Tensidfilm sehen kann. Trotzdem decken sich die Ergebnisse der Gréfenmessungen
mit jenen, die mittels DLS gewonnen wurden. Weiters kann erkannt werden, das jene
Emulsionen mit klar umrandeten Tropfchen auch jene sind, die die héchste Stabilitét
aufweisen und daher scheinbar einen guten Tensidfilm bilden. Mittels Cryo-TEM konnte
bei Rezeptur E Aggregation beobachtet werden, obwohl es bei der Analyse mittls DLS
dafiir noch keine Anhaltspunkte gibt.

5.2 Diskussion der Tape-Stripping-Studien

Die Studien beziiglich der vergleichenden Penetration von Fludrocortisonacetat aus den
halbfesten Zubereitungen Ultrabas®, Ultrasicc®, Ultraphil® und der Nanoemulsion der
Rezeptur Z werden im folgenden Absatz diskutiert.

Fludrocortisonacetat aus Ultrabas® zeigte die geringste Eindringtiefe in das Stratum
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Corneum (rund 50%). Im Vergleich zu den anderen Formulierungen kommt auch die
geringste Menge Wirkstoff im Stratum Corneum an, namlich etwa 37%, der Rest ver-
bleibt auf der Hautoberfliche. Ein Grund dafiir konnte sein, dass Ultrabas® schlecht oder
langsamer in die Haut einzieht, da es zum groften Teil aus fetten MineralSlen besteht.

Aus Ultrasicc® und Ultraphil® konnte eine Eindringtiefe des Wirkstoffs in ca. 70%
des Stratum Corneums gemessen werden. Die Salbengrundlagen transportieren dabei
annéhernd die gleiche Menge Wirkstoff, ndmlich 44% bzw. 46% der aufgetragenen Menge.
Im Vergleich zu Ultrabas® bleibt daher auch weniger Wirkstoff an der Hautoberfliche
zuriick. Weiters scheinen beide Formulierungen iiber eine bessere Fihigkeit als Ultrabas®
zu verfiigen, den Wirkstoff in tiefere Schichten mitzunehmen. In diesem Punkt liegt die
Formulierung mit Ultrasicc® vor jener mit Ultraphil®, denn von Ultrasicc® bleiben
55%des Wirkstoffs in den obersten 22% des Stratum Corneums, und von Ultraphil®
67% des Wirkstoffs. Dies bedeutet, dass von der gleichen Menge Wirkstoff im Stratum
Corneum bei Ultrasicc® mehr Wirkstoff tiefer in das Stratum Corneum vordringen kann.

Die Nanoemulsion ist insofern ein Spezialfall, als dass die Wiederfindung des Wirk-
stoffes bei nur 11,28 g von 20 ug lag. Es konnte jedoch im Gegensatz zu den halbfesten
Formulierungen kein Wirkstoff an der Hautoberfliche nachgewiesen werden. Daraus er-
geben sich nun zwei Hypothesen: entweder der Wirkstoft geht noch weiter in das Stratum
Corneum als bis zum 25. Tapestrip, oder der Wirkstoff ist in der Emulsion so inhomogen
verteilt, dass gar nicht 20 ug aufgetragen wurden. Welche der beiden Hypothesen nun
zum Tragen kommt, muss in weiteren Studien gekldrt werden. Wire ersteres der Fall
wiirde das bedeuten, dass die Nanoemulsion gegeniiber Ultraphil® eine noch groRere
Fahigkeit hat, den Wirkstoff durch das Stratum Corneum zu transportieren.

Allerdings ist auch zu sagen, dass bei der Nanoemulsion ca. 66% des Wirkstoffs, der in
das Stratum Corneum gelangte, in den ersten 22% des Stratum Corneum nachgewiesen
werden konnte. Der Rest penetriert jedoch tiefer.

Zu den Studien beziiglich des ,Lateral Spreadings” kann nur gesagt werden, dass die
bisher publizierte Meinung, dass dieses Phinomen in vitro nicht stattfindet, mit unseren

Ergebnissen iibereinstimmt.
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6 Zusammenfassung

Nanoemulsionen finden eine immer breitere Verwendung in der pharmazeutischen wie
auch kosmetischen Industrie. Dies beruht unter anderem auf der Tatsache, dass sie sehr
gute physikalisch-chemische Eigenschaften besitzen. Durch die sehr kleine Tropfchen-
grofke haben sie im Verhéltnis zum Volumen eine sehr groke Oberfliche, die es ihnen
erlaubt, sehr gut in die Haut zu penetrieren. Die in dieser Arbeit hergestellten Emulsio-
nen (Ol-in-Wasser-Emulsionen) gehen dabei auch zusitzlich auf einen Trend ein, der in
den vergangenen Jahren verstirkt beobachtet werden konnte, nédmlich die Verwendung
von natiirlich vorkommenden Komponenten in topischen Produkten.

Die nach Herstellung aller Nanoemulsionen scheinbar stabilste (Partikelgrofe, PDI,
usw.) Emulsion wurde herangezogen, um sie beziiglich ihres Penetrationsvermogens und
ihres Wirstofftransports in das Stratum Corneum mit halbfesten topischen Systemen zu
vergleichen, die in der Praxis schon langjahrige Anwendung finden und sich gut etabliert
haben. Bei diesen topischen Systemen handelt es sich mit Ultrabas®, Ultrasicc® und
Ultraphil® um Produkte der Firma Bayer. In der Apotheke kénnen damit z.B. cortison-
haltige Spezialitdten der Firma individuell verdiinnt werden. Der Vorteil dieser Verdiin-
nung ist die individuelle Anpassung der Arzneistoffkonzentration an den Patienten und
seine Erkrankung.

In diese halbfesten Zubereitungen und in die Nanoemulsion wurde jeweils 1% von
Fludrocortisonacetat eingearbeitet. Die so hergestellten topischen Systeme wurden nun
mittels Tape-Stripping-Studien an porcinen Ohren auf ihre Eindringtiefe und ihren Wirk-
stofftransport hin vergleichend untersucht.

Die Schlussfolgerungen aus den Stabilitétstests ergaben, dass die fiir die Tape-Stripping-
Versuche ausgewéhlte Nanoemulsion (Lezithin/Polysorbat 80/Squalen, Rezeptur E) zwar
die kleinste Tropfchengréfe und einen niedrigen PDI besal, in Bezug auf die Stabilitét
aber unabhiingig vom Oltyp den Emulsionen mit Lezithin/Zuckerester unterlegen war.

Daher ist zu vermuten, dass die Aussagen, die auf Grund von DLS-Werten getétigt

werden konnen, nicht alleine fiir Stabilitétsvorhersagen herangezogen werden kénnen,
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6 Zusammenfassung

sondern dass zusétzliche Methoden einer Visualisierung wie z.B. TEM- und Cryo-TEM-
Messungen sinnvoll sind. Insbesondere konnte festgestellt werden, dass bereits mittels
TEM eine gute Einschitzung iiber die Form und die Stabilitdt der Emulsion gwonnen
werden kann, obwohl die Emulsion nicht exakt so dargestellt wird wie sie tatsdchlich
vorliegt. Durch das Hochvakuum der TEM entweicht das Wasser in der Formulierung und
es sind daher nur noch die Tensidhiillen zu sehen. Es ist jedoch wichtig festzustellen, dass
es trotz all dieser Daten und Einblicke unerlisslich ist, weiterhin jedes topische System
auf Stabilitdt zu priifen, da die physikalische Stabilitit von vielen Parametern abhingt,
beispielsweise der verwendeten Olphase, der Tensidmischung und deren prozentuellem
Anteil. Durch die Cryo-TEM konnte die Tendenz zur Agglomeration der Rezeptur E
und damit eine wahrscheinlich verminderte Stabilitdt festgestellt werden. Die DLS-Daten
lieferten diesbeziiglich keinen Hinweis.

Von den untersuchten topischen Systemen war die Eindringtiefe von Fludrocortiso-
nacetat aus der Nanoemulsion am gréfiten (80%), im Vergleich zu den halbfesten Zube-
reitungen, deren Eindringtiefe in einem Bereich von 50% bis 70% lag.

Nach Applikation der halbfesten Systeme war auch nach 1h noch mehr als 50% des
Wirkstoffes auf der Hautoberfliche nachzuweisen.

Abschliefsend kann festgestellt werden, dass Nanoemulsionen ein grofses Potential fiir
Hautzubereitungen aufweisen. Es ist jedoch notwendig, fiir jeden Einzelfall die Kombi-
nation von Olphase, Emulgatoren und Wirkstoff sowohl hinsichtlich der Stabilitéit als
auch der Wirkstofffreigabe aus dem jeweiligen System zu priifen. Daher sind zusétzliche

Untersuchungen in weiterfithrenden Arbeiten durchzufiihren.
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7 Anhang

Rezeptur A Charge 1 Charge 2 Charge 3

Lezithin 0,7508 g 0,75053 g 0,75075 g
Sojasl 6,0168 g 6,00170 g 6,00640 g
Kaliumsorbat 0,0307 g 0,03088 g 0,03022 g
Aqua dest. 23,2278 g 23,22000 g 23,22690 g

Tabelle 7.1: Rezeptur A, Charge 1-3

Rezeptur B Charge 1 Charge 2 Charge 3

Lezithin 0,75080 g 0,75049 ¢ 0,75099 g
Tween 80 0,75054 g 0,75020 g 0,75872 ¢
Sojaol 6,00505 g 6,02954 ¢ 6,00947 g
Kaliumsorbat 0,03013 ¢ 0,03057 g 0,03036 g
Aqua dest. 22,47330 ¢ 22,47624 g 22,48186 ¢

Tabelle 7.2: Rezeptur B, Charge 1-3

Rezeptur C Charge 1 Charge 2 Charge 3

Lezithin 0,7508 g 0,75098 g 0,75066 g
Zuckerester 0,75066 g 0,75021 g 0,75073 g
Sojaol 6,00662 g 6,02661 g 6,05400 g
Kaliumsorbat 0,03064 g 0,03029 g 0,03065 g
Aqua dest. 22,47610 ¢ 22,45231 g 22,47550 ¢

Tabelle 7.3: Rezeptur C, Charge 1-3
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Rezeptur D Charge 1 Charge 2 Charge 3

Lezithin 0,75012 g 0,75013 g 0,75098 g
Squalene 6,01420 g 6,00916 g 6,01204 g
Kaliumsorbat 0,03029 g 0,03037 g 0,03013 g
Aqua dest. 23,26635 g 23,22700 g 23,23607 g

Tabelle 7.4: Rezeptur D, Charge 1-3

Rezeptur E Charge 1 Charge 2 Charge 3

Lezithin 0,75043 g 0,75059 g 0,75001 g
Tween 80 0,76170 g 0,76535 g 0,76150 g
Squalene 6,00090 g 6,00644 g 6,00615 g
Kaliumsorbat 0,03114 ¢ 0,03055 g 0,03031 ¢
Aqua dest. 2247381 ¢ 2247205 g 22,46633 g

Tabelle 7.5: Rezeptur E, Charge 1-3

Rezeptur F Charge 1 Charge 2 Charge 3

Lezithin 0,75099 g 0,75046 g 0,75057 g
Zuckerester 0,75094 g 0,75028 g 0,75038 g
Squalene 6,01494 ¢ 6,00130 g 6,01180 g
Kaliumsorbat 0,03023 g 0,03074 g 0,03036 ¢g
Aqua dest. 22,48144 g 22,47293 g 22,48840 g

Tabelle 7.6: Rezeptur F, Charge 1-3

Rezeptur Z Charge 1 Charge 2 Charge 3

Lezithin 0,75023 g 0,75064 g 0,75019¢
Tween 80 0,75087 g 0,74990 g 0,76384 ¢
Squalene 5,99977 g 6,00209 g 6,00530 g
Kaliumsorbat 0,03059 g 0,03060 g 0,03081 g
Fludrocortisonacetat 0,30010 ¢ 0,30114 ¢ 0,30136 g
Aqua dest. 22,19140 ¢ 22,10334 g 22,18786 ¢
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Tabelle 7.7: Rezeptur Z, Charge 1-3




Size nm Al A2 A3| MW SD
0 237,13 228,67 221,70 |229,17 7,73
1 237,07 235,93 222,60 | 231,87 8,05
2 263,20 271,20 226,83 |253,74 23,65
3 291,03 310,90 225,17|275,70 44,88
4 302,77 466,93 234,67 | 334,79 119,40
7 623,33 604,47 294,73 | 507,51 184,51
PDI Al A2 A3| MW SD
0 0,14 0,14 0,14 0,14 0,00
1 0,04 0,06 0,08 0,06 0,02
2 0,10 0,13 0,12 0,12 0,02
3 0,14 0,14 0,14 0,14 0,00
4 0,13 0,28 0,10 0,17 0,10
7 0,26 0,20 0,11 0,19 0,07
ZP mV Al A2 A3| MW SD
0 -40,97 -40,43 -41,73 | -41,04 0,65
1 -44.18 -32,30 -39,22 | -38,57 5,97
2 -46,70 -42,03 -37,50 | -42,08 4,60
3 -46,07 -4583 -44,10 | -45,33 1,07
4 -42.43 -4573 -40,33 | -42,83 2,72
7 -46,93 -47,97 -39,90 | -44,93 4,39
Cond mS/em Al A2 A3 MW SD
0 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
1 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
2 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
3 0,02 0,02 0,03 0,02 0,00
4 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
7 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
pH Al A2 A3| MW SD
0 6,77 6,85 6,82 6,81 0,04
1 6,01 586 6,16 6,01 0,15
2 7,01 6,88 7,22 7,04 0,17
3 586 5,76 5,90 5,84 0,07
4 552 553 5,64 5,56 0,07
7 553 561 579 5,64 0,13

Tabelle 7.8: Messwerte der Rezeptur A, Woche 0-7
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Size nm B1 B2 B3| MW SD
0 137,97 136,07 134,67 (136,23 1,66
1 137,23 133,87 133,97 135,02 1,92
2 139,37 136,50 133,73 136,53 2,82
3 138,27 136,30 133,67 | 136,08 2,31
4 139,97 136,47 134,43 136,96 2,80
7 140,43 153,10 134,10 | 142,54 9,67
PDI B1 B2 B3| MW SD
0 0,13 0,13 0,13 0,13 0,00
1 0,12 0,13 0,12 0,12 0,01
2 0,12 0,12 0,13 0,12 0,01
3 0,12 0,11 0,11 0,11 0,00
4 0,13 0,11 0,13 0,12 0,01
7 0,11 0,07 0,12 0,10 0,03
ZP mV B1 B2 B3| MW SD
0 -22,23 -27,73 -22.83 | -24,27 3,02
1 -30,57 -29,70 -24,00| -28,09 3,57
2 -35,13 -29,97 -23,17| -29,42 6,00
3 -39,33 -34,27 -31,20| -34,93 4,11
4 -43,53 -35,50 -25,27| -34,77 9,16
7 -41,13 -40,83 -34,77| -38.,91 3,59
Cond mS/em B1 B2 B3| MW SD
0 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
1 0,02 0,00 0,02 0,02 0,00
2 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
3 0,02 0,03 0,02 0,02 0,00
4 0,02 0,02 0,03 0,02 0,00
7 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
pH B1 B2 B3| MW SD
0 6,67 6,76 6,77 6,73 0,06
1 6,14 6,11 6,03 6,09 0,06
2 6,07 6,06 5,99 6,04 0,04
3 598 6,04 598 6,00 0,03
4 595 6,00 595 5,97 0,03
7 585 578 584 5,82 0,04

Tabelle 7.9: Messwerte der Rezeptur B, Woche 0-7




Size nm C1 C2 C3| MW SD
0 213,80 194,20 173,00|193,67 20,41
1 203,37 190,90 170,03 |188,10 16,84
2 204,47 191,13 169,17 |188,26 17,83
3 203,93 188,63 169,57 |187,38 17,22
4 205,17 188,40 170,30 | 187,96 17,44
7 205,30 190,83 171,10 | 189,08 17,17
PDI C1 C2 C3| MW SD
0 0,16 0,13 0,11 0,13 0,02
1 0,12 0,12 0,10 0,11 0,01
2 0,13 0,11 0,12 0,12 0,01
3 0,14 0,12 0,11 0,12 0,02
4 0,12 0,13 0,10 0,12 0,01
7 0,09 0,11 0,10 0,10 0,01
ZP mV C1 C2 C3| MW SD
0 -34,87 -3447 -35,30| -34,88 0,42
1 -40,13 -38,00 -36,00 | -38,04 2,07
2 -38,80 -40,63 -36,13 | -38,52 2,26
3 -45.60 -42.33 -35,30 | -41,08 5,26
4 -40,40 -37,37 -3593 | -37,90 2,28
7 -53,37 -48.67 -48,33| -50,12 2,81
Cond mS/em C1 C2 C3| MW SD
0 0,03 0,02 0,02 0,02 0,00
1 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
2 0,03 0,02 0,02 0,02 0,01
3 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
4 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
7 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
pH C1 C2 C3| MW SD
0 6,47 6,50 6,53 6,50 0,03
1 6,02 6,11 6,11 6,08 0,05
2 5,77 598 6,10 5,95 0,17
3 6,09 6,10 6,03 6,07 0,04
4 587 588 591 5,89 0,02
7 585 561 584 5,77 0,14

Tabelle 7.10: Messwerte der Rezeptur C, Woche 0-7
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Size nm D1 D2 D3| MW SD
0 365,43 386,80 339,47 | 363,90 23,70
1 377,67 302,73 1161,33 | 613,91 475,56
2 367,93 71545 1080,67 | 721,35 356,40
3 487,27 254,33 269,63 | 337,08 130,29
4 42517 261,17 294,87|327,07 86,61
7 335,80 258,77 279,67 291,41 39,84
PDI D1 D2 D3| MW SD
0 0,41 0,58 0,48 0,49 0,09
1 0,47 0,38 0,54 0,46 0,08
2 0,46 0,56 0,48 0,50 0,05
3 0,73 0,28 0,31 0,44 0,25
4 0,55 0,25 0,35 0,38 0,15
7 0,39 0,23 0,32 0,31 0,08
ZP mV D1 D2 D3| MW SD
0 -40,57 -3487 -34,50| -36,64 3,40
1 -46,63 -35,88 -36,47 | -39,66 6,05
2 -42.20 -4780 -42,00| -44,00 3,29
3 -39,67 -39,97 -39,67| -39,77 0,17
4 -51,90 -41,77 -36,73 | -43,47 7,72
7 -43,78 -31,90 -20,60 | -32,09 11,59
Cond mS/em D1 D2 D3| MW SD
0 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
1 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
2 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01
3 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
4 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
7 0,03 0,02 0,03 0,03 0,01
pH D1 D2 D3| MW SD
0 6,89 6,94 6,91 6,91 0,03
1 7,20 7,31 7,25 7,25 0,06
2 598 6,09 5,99 6,02 0,06
3 576 5,80 5,73 5,76 0,04
4 588 5,86 5,73 5,82 0,08
7 552 5,56 5,29 5,46 0,15

Tabelle 7.11: Messwerte der Rezeptur D, Woche 0-7




Size nm E1 E2 E3| MW SD
0 113,97 112,17 108,80 (111,64 2,62
1 115,33 113,80 109,77 | 112,97 2,88
2 114,80 110,70 109,83 111,78 2,65
3 115,33 137,67 109,93 | 120,98 14,70
4 112,23 225,30 108,03 | 148,52 66,52
7 323,27 330,67 347,70 | 333,88 12,53
PDI E1l E2 E3| MW SD
0 0,08 0,07 0,07 0,07 0,01
1 0,08 0,07 0,09 0,08 0,01
2 0,06 0,06 0,08 0,07 0,01
3 0,07 0,02 0,07 0,05 0,03
4 0,08 0,12 0,03 0,08 0,05
7 0,25 0,27 0,39 0,30 0,08
ZP mV E1l E2 E3| MW SD
0 -27,23 -18,73 -19,77| -21,91 4,64
1 -27,38 -23,50 -29.61| -26,83 3,09
2 -36,77 -32,03 -2743| -32,08 4,67
3 -35,63 -31,43 -32,73| -33,27 2,15
4 -34,87 -39,70 -35,00| -36,52 2,75
7 -52,17 -50,90 -50,40| -51,16 0,91
Cond mS/em E1 E2 E3| MW SD
0 0,02 0,03 0,02 0,02 0,00
1 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
2 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
3 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
4 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
7 0,02 0,03 0,02 0,02 0,01
pH E1l E2 E3| MW SD
0 6,94 6,86 6,87 6,89 0,04
1 6,18 6,30 6,75 6,41 0,30
2 6,10 6,13 6,40 6,21 0,17
3 57 584 595 5,85 0,10
4 591 6,00 6,10 6,00 0,10
7 458 566 4,68 4,97 0,60

Tabelle 7.12: Messwerte der Rezeptur E, Woche 0-7
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Size nm Fi F2 F3| MW SD
0 155,47 154,97 150,20 | 153,54 2,91
1 154,00 153,27 146,90 | 151,39 3,90
2 152,03 152,53 145,33 149,97 4,02
3 152,27 152,57 146,83 | 150,56 3,23
4 154,87 152,60 145,07 150,84 5,13
7 154,10 153,53 146,70 | 151,44 4,12
PDI F1 F2 F3| MW SD
0 0,09 0,08 0,08 0,08 0,00
1 0,07 0,07 0,07 0,07 0,00
2 0,07 0,07 0,06 0,07 0,01
3 0,07 0,06 0,08 0,07 0,01
4 0,08 0,07 0,06 0,07 0,01
7 0,07 0,08 0,08 0,08 0,01
ZP mV F1 F2 F3| MW SD
0 -32,57 -38,27 -32,83| -34,56 3,22
1 -38,73 -39,73 -36,80| -38,42 1,49
2 -42.23 -39,85 -39,18 | -40,42 1,60
3 -44.00 -42,87 -41,60| -42,82 1,20
4 -43,23 -40,20 -36,43 | -39,96 3,41
7 A5TT 42,27 41,17 | -43,07 2,40
Cond mS/em F1 F2 F3| MW SD
0 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
1 0,02 0,03 002 0,02 0,00
2 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
3 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
4 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
7 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
pH F1 F2 F3| MW SD
0 6,39 6,52 6,51 6,47 0,07
1 599 589 6,12 6,00 0,12
2 594 593 6,21 6,03 0,16
3 570 572 592 5,78 0,12
4 586 572 6,05 5,88 0,17
7 584 574 588 5,82 0,07

Tabelle 7.13: Messwerte der Rezeptur F, Woche 0-7
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Tape Nr. 1 2 3 4 5 6 MW SD MW kum
X1 5,18 5,72

X2 2,35

1 3,55 5,79 483 730 19 0,87| 4,05 2,41 4,05
2 166 230 199 131 1,11 0,58| 1,49 0,63 5,54
3 0,70 1,08 094 051 0,73 040| 0,73 0,25 6,27
4 0,57 0,67 052 031 050 0,50| 0,51 0,12 6,78
5 0,36 0,58 037 0,19 044 0,35| 0,38 0,13 7,16
6 043 048 0,28 0,16 0,38 0,43| 0,36 0,12 7,52
7 0,35 040 0,27 0,14 032 0,39| 0,31 0,10 7,83
8 0,25 034 026 0,15 0,25 040| 0,28 0,09 8,11
9 0,26 035 023 0,11 0,24 031| 0,25 0,08 8,36
10 0,33 0,27 0,20 0,11 0,20 0,34| 0,24 0,09 8,60
11 0,25 0,27 021 0,09 027 0,28| 0,23 0,07 8,83
12 0,18 0,25 0,19 0,09 0,24 0,27| 0,21 0,07 9,03
13 0,18 0,38 0,16 0,10 0,27 0,35| 0,24 0,11 9,27
14 0,23 027 018 0,12 0,21 0,28 0,21 0,06 9,49
15 0,15 0,25 0,17 0,00 0,19 0,22 0,18 0,05 9,67
16 0,10 0,19 0,21 0,11 0,15 0,20 0,16 0,05 9,83
17 0,18 0,24 0,17 0,11 0,20 0,19| 0,18 0,04 10,01
18 0,17 0,22 0,13 009 0,11 09| 0,15 0,05 10,16
19 0,15 0,22 0,13 0,12 0,12 0,22| 0,16 0,05 10,32
20 0,13 0,19 0,13 009 0,15 0,19| 0,15 0,04 10,47
21 0,15 0,21 0,13 0,11 0,10 0,14 0,04 10,61
22 0,24 0,22 0,16 0,09 0,10 0,16 0,07 10,77
23 0,31 0,19 0,15 0,10 0,10 0,17 0,09 10,94
24 0,17 0,22 0,15 0,11 0,12 0,15 0,05 11,09
25 0,34 0,24 0,14 0,09 0,10 0,18 0,11 11,28
Summe |11,39 15,84 12,31 11,82 13,75 15,00| 13,35 1,81

Tabelle 7.14: Nanoemulsion: Konzentration Fludrocortisonacetat in ug/ml (Mittelwerte, n > 5)
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Tape Nr. 1 2 3 4 5 6| MW SD MW kum % MW kum
1 41,08 33,30 70,00 21,15 26,98 16,53 | 34,84 19,30 3,69% 34,84
2 36,95 3597 69,76 17,50 2844 1531 | 33,99 19,72 7,30% 68,83
3 29,17 42,78 52,75 26,01 31,36 15,80 | 32,98 13,02 10,79% 101,80
4 28,68 4910 46,67 3524 3524 1945| 35,73 11,08 14,58% 137,54
5 98,92 5420 40,84 4035 31,11 1823 | 35,61 12,35 18,36% 173,14
6 97,22 5542 4156 41,32 31,36 21,39| 36,38 12,23 22,21% 209,52
7 28,68 55,66 37,19 43,75 33,79 22,36 | 36,91 11,73 26,12% 246,43
8 29.65 5469 40,84 39,13 32,08 26,01| 37,07 10,31 30,05% 283,50
9 2285 5250 3476 4035 31,11 2479 | 34,39 10,95 33,70% 317,89
10 98,68 4886 3840 37,92 2868 2406| 34,43 9,05 37,35% 352,33
11 2528 50,31 31,84 40,84 2844 2455| 33,54 10,13 40,91% 385,87
12 26,74 51,04 31,11 3816 21,39 2649| 32,49 10,68 44,35% 418,36
13 21,88 4229 3257 32,57 2236  29.65| 30,22 7,60 47,55% 448,58
14 92382 51,77 30,38 3257 2285 27,95| 31,56 10,58 50,90% 480,14
15 2236 4886 30,87 2333 20,17 2528 | 28,48 10,62 53,92% 508,62
16 95,77 4448 3184 1021 1556 26,74 | 25,77 12,12 56,65% 534,38
17 23,82 43,75 33,06 13,61 13,61 28,68 26,09 11,69 59,42% 560,47
18 2406 3476 2892 413 1774 2358 | 22,20 10,53 61,77% 582,67
19 24,06 36,22 29,65 4,38 12,15 25,28 | 21,96 11,69 64,10% 604,63
20 20,90 3427 30,14 340 10,69 2820| 21,27 12,06 66,35% 625,90
21 922,12 31,60 39,86 122 7,54 20,47 16,13 68,52% 646,36
22 23,58 38,16 35,73 2,92 10,45 22,17 15,41 70,87% 668,53
23 25,28 27,22 35,49 3,40 9,97 20,27 13,19 73,02% 688,80
24 20,66 25,52 4278 6,56 5,10 20,13 15,43 75,16% 708,93
25 9528 3524 30,14 243 729 20,08 14,43 77,28% 729,01
Summe 657,50 1078,00 967,16 562,46 535,48 470,33 | 711,82 250,58

Tabelle 7.15: Nanoemulsion: Menge der Corneozyten in pg (Mittelwerte, n > 5)
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Tape Nr. 1 2 3 4 5 6 7! MW SD MW kum
X1 706 7755 648 7,12 754 6,95 7,76| 7,24 0,47

X2 4,04 434 427 393 461 407 563| 4,41 0,58

X3 2,37 2,73 2,31 3,45| 2,72 0,52

X4 1,27 1,31 1,59 1,73| 1,48 0,22

X5 0,66 085 09| 0,83 0,15

1 2,63 2,04 253 070 044 064 048] 1,35 1,00 1,35
2 1,38 09 1,38 041 055 048 0,36| 0,79 0,45 2,14
3 1,06 051 083 032 046 065 0,32| 0,59 0,27 2,73
4 0,69 038 066 023 031 040 0,26| 0,42 0,19 3,15
5 0,55 037 040 0,22 0,27 043 029| 0,36 0,11 3,51
6 0,53 053 043 0,19 0,23 039 025| 0,36 0,14 3,87
7 0,41 0,16 031 020 0,32 0,36 0,27 0,29 0,09 4,16
8 0,56 0,21 027 0,17 0,24 0,27 0,15| 0,27 0,14 4,43
9 0,58 0,14 020 0,17 0,28 0,21 0,19| 0,25 0,15 4,68
10 0,54 0,27 023 0,13 032 0,12 0,22| 0,26 0,14 4,94
11 045 025 0,19 0,13 025 0,21 0,18 0,24 0,10 5,18
12 0,43 025 0,18 0,12 0,24 0,19 0,19| 0,23 0,10 5,41
13 0,44 0,21 0,22 0,12 0,23 0,13 0,20, 0,22 0,10 5,63
14 0,36 0,23 019 0,11 0,24 0,08 0,13| 0,19 0,10 5,83
15 0,43 023 0,17 0,11 023 0,04 0,15| 0,19 0,12 6,02
16 0,43 0,22 0,19 0,00 0,13 0,03 0,00 0,17 0,13 6,19
17 0,38 0,20 0,17 0,12 0,15 0,07 0,13| 0,17 0,10 6,36
18 0,46 029 021 0,10 0,11 0,04 0,15| 0,19 0,14 6,56
19 0,12 0,24 0,15 0,10 0,12 0,05 0,08| 0,12 0,06 6,68
20 0,12 0,2 0,18 0,10 0,09 0,06 020]| 0,14 0,07 6,82
21 0,15 0,38 0,21 0,11 0,21 0,12 7,04
22 0,12 0,25 0,17 0,12 0,17 0,06 7,20
23 0,08 0,26 0,17 0,08 0,15 0,08 7,35
24 0,06 0,06 7,41
25 0,06 0,06 7,47
Summe |23,99 20,89 20,37 18,56 22,50 20,62 23,82|21,54 1,99

Tabelle 7.16: Ultrabas®: Konzentration Fludrocortisonacetat in pg/mi (Mittelwerte, n > 5)
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Tape Nr. 1 2 3 4 5 6 7] MW SD MW kum % MW kum
X1 14,10 13,37 16,29

X2 875 851 17,99

1 14,10 13,37 1629 632 6,32 7,78 12,64 10,97 4,08 1,16% 10,97
2 875 851 17,99 632 1264 7,05 13,13| 10,63 4,16 2,29% 21,60
3 802 365 1847 826 997 7,05 18,72| 10,59 5,79 3,41% 32,19
4 10,60 2,92 21,39 826 13,13 11,67 24,31| 13,20 7,41 4,81% 45,38
5 10,60 3,40 22,61 1045 13,61 10,94 24,06 13,68 7,30 6,26% 59,07
6 11,42 7,78 2917 1313 17,50 14,34 24,06 | 16,77 7,48 8,04% 75,84
7 16,04 10,94 2065 13,37 1215 1507 2504| 17,47 7,09 9,89% 93,30
8 1945 13,85 32,81 1823 22,12 1580 19,20| 20,21 6,16 12,03% 113,51
9 18,23 16,04 3087 14,34 13,61 16,53 24,06| 19,10 6,23 14,06% 132,61
10 22,36 21,63 31,36 2625 16,29 20,42 2528 | 23,37 4,81 16,54% 155,98
11 22,61 22,12 2965 2479 17,26 18,96 26,98 | 23,20 4,35 18,99% 179,18
12 17.99 2625 4084 2844 2066 21,15 2479| 25,73 17,56 21,72% 204,91
13 21,39 2625 3403 3549 1629 17,99 23.82| 25,04 7,45 24,38% 229,94
14 17,01 26,25 34,52 2844 19,69 2431  2552| 25,11 5,72 27,04% 255,05
15 19,60 25,77 33,79 2552 14,10 18,72 24,31 | 23,13 6,33 29,49% 278,17
16 19.93 26,01 26,25 17,50 1920 21,39 | 21,71 3,64 31,79% 299,89
17 20,17 31,60 29,65 25,52 14,83 20,90 23,58 | 23,75 5,78 34,31% 323,64
18 17,01 24,31 9358 1556 17,50 31,11| 21,51 5,93 36,59% 345,15
19 16,04 24,06 899 2431 1556 1920 14,34 | 17,50 5,49 38,45% 362,65
20 1945 2649 71,70 1556 20,00 17,50 13,61 | 26,46 20,38 41,25% 389,11
21 15,56 24,06 3,16 14,34 14,28 8,58 42,76% 403,39
22 17,26 48,37 0,00 15,56 20,30 20,26 44,92% 423,69
23 1847 1531 1,22 13,85 12,21 7,58 46,21% 435,90
24 12,88 12,88 47,58% 448,78
25 13,13 13,13 48,97% 461,91
Summe 382,34 448,95 538,15 382,83 379,43 322,06 439,95 | 413,39

Tabelle 7.17: Ultrabas®: Menge der Corneozyten in pug (Mittelwerte, n > 5)

Sueyuy /
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Tape Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 MW SD MW kum
X1 10,03 7,64 783 828 537 98 6,03 10,07| 8,14 1,80

X2 2,17 3,05 303 2,75 312 269 194 523| 3,00 1,00

X3 0,93 1,10 2,13| 1,39 0,65

X4 0,75 1,08 | 0,92 0,23

X5 0,57 0,02 0,29 0,39

1 1,09 170 1,78 2,18 221 058 0,57 1,12| 1,40 0,66 1,40
2 0,83 126 1,20 149 154 043 039 065| 0,97 0,46 2,38
3 0,59 08 092 098 134 040 0,26 048] 0,73 0,36 3,11
4 0,51 08 066 070 08 032 020 041| 0,57 0,25 3,68
5 0,59 1,06 046 049 069 030 021 048] 0,53 0,26 4,21
6 0,43 090 046 052 055 037 023 038| 0,48 0,20 4,69
7 0,43 08 030 044 044 0,29 0,15 033| 0,40 0,21 5,09
8 0,63 081 023 043 0,28 0,33 0,13 024| 0,38 0,23 5,48
9 0,49 044 023 1032 0,26 021 015 025| 0,29 0,12 5,77
10 0,53 032 023 025 026 022 020 0,22| 0,28 0,11 6,05
11 0,57 032 019 029 029 028 008 015| 0,27 0,14 6,32
12 0,46 043 0,16 026 0,23 031 0,18 0,19| 0,28 0,11 6,60
13 0,3 0,73 016 026 0,21 025 0,14 020| 0,29 0,19 6,88
14 0,48 0,71 0,16 026 0,24 019 0,16 020| 0,30 0,19 7,18
15 0,45 026 0,15 020 0,21 0,17 0,14 0,17| 0,22 0,10 7,40
16 0,45 051 0,16 021 020 0,17 0,08 0,16| 0,24 0,15 7,65
17 0,55 0,23 015 020 0,5 0,19 0,09 0,09| 0,21 0,15 7,85
18 0,17 0,15 0,17 0,19 0,17 0,18 0,12 0,12| 0,16 0,03 8,01
19 0,33 023 1016 028 0,15 0,19 0,18 0,28| 0,22 0,07 8,24
20 0,23 028 0,16 0,18 0,16 022 0,12 0,13| 0,18 0,05 8,42
21 0,22 0,26 0,19 0,17 0,11 0,15 0,16 | 0,18 0,05 8,60
22 0,11 0,24 0,13 0,06 0,22 0,16 0,16 | 0,17 0,05 8,77
23 0,12 048 0,11 0,18 0,13 0,14 0,15| 0,19 0,13 8,96
24 0,13 0,13 0,13 0,14 0,13 0,01 9,09
25 0,14 0,13 0,10 0,14 0,13 0,02 9,22
Summe |23,07 24,62 19,39 21,93 19,61 19,81 14,16 25,25 |20,98 3,57

Tabelle 7.18: Ultrasice®: Konzentration Fludrocortisonacetat in pg/mil (Mittelwerte, n > 5)
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Tape Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 MW SD MW kum % MW kum
X1 40,35 50,07 47,16 39,1338

X2 18,47 26,49  37.68 26,2513

1 40,35 50,07 47,16 39,13 2747 948 1847 21,63| 31,72 14,61 3,36% 31,72
2 1847 26,49 37,68 26,25 3257 12,15 1993 2382 | 24,67 8,07 5,98% 56,39
3 15,80 2406 51,04 21,88 37,19 13,37 2382 2625| 26,68 12,18 8,81% 83,07
4 15,56 28,44 51,04 37,19 3986 14,10 22,61 32,08| 30,11 12,62 12,00% 113,18
5 17,99 30,38 46,91 3646 40,11 13,85 22,61 30,87| 29,90 11,28 15,17% 143,08
6 18,72 2649 5420 3865 42,78 15,07 23,82 3597| 31,96 13,25 18,56% 175,04
7 92,12 30,63 48,61 4181 4351 1580 22,36 31,60| 32,056 11,71 21,95% 207,09
8 20,66 23,82 57,85 42,78 38,16 15,07 26,49 30,38 | 31,90 13,82 25,34% 239,00
9 922,61 26,01 40,59 41,56 40,11 14,83 26,74  32,08| 30,57 9,72 28,58% 269,56
10 1945 29,17 3743 40,84 38,16 11,91 2333 31,11 28,92 10,11 31,64% 298,49
11 1969 27,35 37,68 47,64 42,05 1556 20,90 33,54| 30,55 11,53 34,88% 329,04
12 2188 3622 4181 43,02 3743 1313 1872 3403| 30,78 11,29 38,14% 359,82
13 23,58 33,30 37,68 43,51 35,97 18,47 20,17 31,36 | 30,50 8,93 41,38% 390,32
14 1993 31,11 3573 33,06 32,57 13,37 1629 3646| 27,31 9,26 4427% 417,63
15 20,66 31,36 3573 43,51 4035 12,64 1556 28,68| 28,56 11,38 47,30% 446,20
16 18,96 2577 33,30 36,95 30,14 1993 1507 31,36| 26,43 7,78 50,10% 472,63
17 921,63 2917 2965 2892 30,87 1434 875 2674| 23,76 8,18 52,62% 496,39
18 2406 2285 3427 30,14 3403 1531 972 2479| 24,40 8,65 55,21% 520,79
19 9528 2844 29,65 27,47 2552 1556 12,15  24,06| 23,52 6,30 57,70% 544,30
20 21,15 22,85 34,76 20,66 27,95 20,90 7,05 21,63| 22,12 7,80 60,05% 566,42
21 92,12 27,22 3354 5955 26,01 15,56 20,42 | 29,20 14,53 63,14% 595,63
22 2188 2698 2917 851 3306 16,53 21,63| 22,54 8,25 65,53% 618,16
23 19,45 25,04 34,76 5,83 25,28 15,07 16,04 | 20,21 9,23 67,67% 638,37
24 18,72 2,67 2747 16,29 16,29 10,27 69,40% 654,66
25 17,50 3,16 22,36 17,74 15,19 8,33 71,01% 669,85
Summe 528,18 663,21 920,25 801,15 850,98 376,02 374,57 646,56 | 645,12 207,72

Tabelle 7.19: Ultrasicc®: Menge der Corneozyten in ug (Mittelwerte, n > 5)
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Tape Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 MW SD MW kum
X1 451 659 482 561 339 695 599 340| 5,16 1,36

X2 3,67 425 299 400 2,54 427 2,55 343| 3,46 0,71

X3 2,50 347 192 363| 2,88 0,81

X4 2,33 2,78 1,46 263| 2,30 0,59

X5 1,76 2,30 098 2,27 1,83 0,62

X6 2,06 082 2,04| 1,64 0,71

X7 1,56 080 1,55| 1,30 0,44

1 346 1,92 19 2,78 18 1,13 0,73 1,06| 1,86 0,92 1,86
2 2,66 1,27 151 175 120 1,14 0,58 069| 1,35 0,66 3,21
3 2,00 097 1,17 132 146 08 0,51 0,52| 1,09 0,50 4,30
4 1,31 057 09 096 1,01 052 046 043| 0,78 0,32 5,08
5 0,80 0,60 083 0,74 092 048 037 042| 0,64 0,20 5,73
6 0,48 040 o061 0,72 079 041 034 046| 0,53 0,16 6,25
7 0,51 0,58 040 059 053 033 040 0,32| 0,46 0,11 6,71
8 0,57 0,56 042 043 050 0,39 026 024| 0,42 0,12 7,13
9 0,31 026 038 034 048 037 0,18 040| 0,34 0,09 7,47
10 0,38 039 028 02 041 035 0,15 027| 0,31 0,09 7,78
11 043 024 025 031 025 042 0,16 0,19| 0,28 0,10 8,06
12 0,30 0,20 0,23 026 0,27 028 020 037| 0,26 0,06 8,32
13 0,26 0,17 021 029 020 029 0,11 0,28| 0,23 0,06 8,55
14 0,18 0,17 0,18 0,22 025 031 0,17 0,26| 0,22 0,05 8,77
15 0,28 031 020 150 0,25 026 0,16 0,19| 0,39 0,45 9,16
16 0,21 035 021 029 0,19 036 0,10 0,15| 0,23 0,09 9,40
17 0,17 0,11 015 021 0,22 031 0,12 0,16| 0,18 0,07 9,58
18 0,24 032 0,16 023 022 043 0,12 0,13]| 0,23 0,10 9,81
19 0,66 0,12 0,15 0,17 034 0,12 0,12| 0,24 0,20 10,05
20 0,60 0,31 0,16 0,16 0,23 0,10 0,14| 0,24 0,17 10,29
21 0,31 0,18 0,16 0,12 0,32 0,15| 0,21 0,09 10,50
22 0,34 0,14 0,14 0,11 0,27 0,18| 0,20 0,09 10,70
23 0,23 0,18 0,12 0,11 0,22 0,14 0,17 0,05 10,86
24 0,11 0,11 0,22 0,20| 0,16 0,06 11,02
25 0,12 0,10 0,25 0,21| 0,17 0,07 11,19
Summe |24,87 21,41 18,63 22,80 24,36 33,84 19,88 26,63 | 24,05 4,76

Tabelle 7.20: Ultraphil®

: Konzentration Fludrocortisonacetat in ug/ml (Mittelwerte, n > 5)
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Tape Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 MW SD MW kum % MW kum
X1 26,74 17,99 27,71 13,1256

X2 15,80 12,15 20,66 6,80588

1 1361 10,690 1556 6,81 1629 7,29 2431 13,13| 13,46 5,61 1,43% 13,46
2 18,72 12,64 2042 729 1896 754 2698 1896| 16,44 6,78 3,17% 29,90
3 17,50 21,88 2455 10,94 20,66 10,69 2479 1653 | 18,44 5,54 5,12% 48,34
4 2431 23,33 33,30 14,58 2504 11,18 24,06 20,66| 22,06 6,78 7,46% 70,40
5 21,30 25,52 36,70 18,96 26,74 12,64 2577 1847| 23,27 7,19 9,93% 93,67
6 95,77 28,92 36,95 2528 3111 14,10 25,77 21,63| 26,19 6,71 12,71% 119,86
7 27,22 34,03 38,16 24,31 32,08 11,91 22,85 21,63 | 26,52 8,27 15,52% 146,39
8 926,25 2917 4570 2820 37,68 1434 27,71  21,15| 28,77 9,56 18,57% 175,16
9 20.65 36,70 4327 36,70 3880 13,37 2236 21,15| 30,26 10,40 21,78% 205,42
10 34,03 3281 52,50 3427 41,32 17,50 23,82 23,09 32,42 11,16 25,21% 237,84
11 36,22 36,95 4983 3427 4521 13,85 2528 2844 | 33,76 11,35 28,79% 271,60
12 3184 3452 5469 3865 4521 1580 3354 26,01| 35,03 11,75 32,51% 306,63
13 3403 3792 4788 4521 4521 1483 21,39 2868 | 34,39 12,03 36,15% 341,02
14 20,17 3524 49,10 38,65 49,83 14,58 23,09 25,77| 33,18 12,44 39,67% 374,20
15 2820 38,40 5591 535 4229 1385 22,61 24,06| 28,83 16,23 42,73% 403,04
16 9792 3646 47,06 0,73 43,02 14,10 2212 2479| 26,95 15,30 45,58% 429,99
17 3427 3208 46,18 000 3816 14,83 2285 2406| 26,56 14,50 48,40% 456,54
18 3184 3330 43,02 000 3427 12,64 20,17 22,61| 24,73 13,80 51,02% 481,27
19 31,11 32,33 42,54 30,38 13,61 19,60 24,79| 27,78 9,41 53,97% 509,05
20 32,08 3524 50,07 30,63 12,88 21,39 20,17 | 28,92 12,18 57,03% 537,98
21 29,65 37,19 36,70 26,49 15,56 24,79 | 28,40 8,12 60,04% 566,38
22 3281 3063 41,81 2431 12,64 2358 | 27,63 9,89 62,97% 594,00
23 3476 3354 40,84 19,93 13,13 26,01 | 28,03 10,31 65,94% 622,04
24 28,20 15,80 12,88 18,23| 18,78 6,65 67,93% 640,81
25 27,22 17,01 13,61 1434| 18,05 6,29 69,85% 658,86
Summe 651,66 764,93 952,82 370,19 796,53 329,36 480,54 552,73 | 612,35 218,54

Tabelle 7.21: Ultraphil®: Menge der Corneozyten in ug (Mittelwerte, n > 5)
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9 Abstract

Kolloidale Systeme und insbesondere Nanoemulsionen finden eine immer breitere An-
wendung in der Lebensmittel-, Pharma- und Kosmetikindustrie. Am Weitesten verbreitet
dabei sind Ol-in-Wasser-Emulsionen, die den Transport von lipophilen Wirkstoffen in die
Haut ermoglichen. Der Vorteil der Nanoemulsion liegt in ihrer grofen Oberfliche, durch
die eine gute Permeation in die Haut gewéahrleistet ist.

Das Ziel dieser Arbeit war die Herstellung von Nanoemulsionen mit verschiedener
Tensidzusammensetzung (Lezithin, Lezithin/Polysorbat 80, Lezithin/Zuckerester) und
verschiedener Olkomponenten (Sojadl, Squalen) sowie deren anschliefender Priifung auf
Stabilitét mittels DLS und pH-Wert. Als Indikatoren fiir physikalische Stabilitét wurden
Tropfchengrofe und Tropfchengrofenverteilung iiber einen Lagerungszeitraum von sieben
Wochen beobachtet. Dariiber hinaus wurde noch das Zetapotential bestimmt, da dieses
als ein weiterer Indikator fiir physikalische Stabilitdt angesehen werden kann.

Um die Morphologie und Struktur solcher kolloidalen Systeme zu visualisieren sind
auch mikroskopische Verfahren wie TEM und Cryo-TEM notwendig. Daher wurden er-
ganzend zu den physikalischen Untersuchungen auch (Cryo-)TEM-Aufnahmen der Na-
noemulsionen angefertigt.

Die nach der Herstellung vielversprechendste Nanoemulsion wurde vergleichend mit
den halbfesten Zubereitungen Ultrabas®, Ultrasicc® und Ultraphil® fiir Tape-Stripping-
Studien ausgewéhlt, um die Hautpenetration des Modellwirkstoffs Fludrocortisonacetat
aus den jeweiligen topischen Systemen zu untersuchen.

Nach Abschluss der Studien konnte gezeigt werden, dass die TEM-Aufnahmen gu-
te Hinweise zu Form und Stabilitdt einer Nanoemulsion geben kénnen. Cryo-TEM-
Aufnahmen zeigten Phinomene wie Aggregation bereits sehr frith im Zuge der Proben-
vorbereitung. Schlieflich konnte gezeigt werden, dass die ausgewéhlte Nanoemulsion im
Vergleich zu den halbfesten Zubereitungen moglicherweise die beste Fahigkeit besitzt,
den Wirkstoff in tiefere Schichten des Stratum Corneums zu transportieren. Ultrasicc®

ist bei gleicher Eindringtiefe beziiglich der Wirkstoffmitnahme Ultraphil® iiberlegen.
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Abstract

Colloidal systems, and in particular nanoemulsions, are increasingly adopted by food,
pharmaceutical and cosmetics industries. Most widely-used are oil-in-water emulsions,
also because of their ability to transport lipophilic agents into the skin. An advantage of
nanoemulsions is their large surface area, which ensures a good permeation into the skin.

The goal of this thesis was to produce nanoemulsions using a variety of surfactants
(lecithin, lecithin/polysorbate 80, lecithin /sugar ester) and different oil components (soy-
bean oil, squalene), and to assess the stability of these nanoemulsions through DLS and
pH value. Over a period of 7 weeks, droplet size and droplet size distribution were obser-
ved as indicators for physical stability. In addition, the zeta potential of each emulsion
was determined, as it can be used as a further indicator for physical stability.

In order to visualize morphology and structure of such colloidal systems, microscopic
techniques like TEM and cryo-TEM have proven to be useful. Hence, in addition to the
physical analyses, TEM and cryo-TEM pictures of the nanoemulsions were taken and
interpreted.

The one nanoemulsion that deemed most promising after production was selected
for tape stripping studies, along with semi-solid formulations Ultrabas®, Ultrasicc® and
Ultraphil®, in order to determine the depth of skin penetration of the model drug fludro-
cortisone acetate.

After completion of all studies it could be demonstrated that TEM pictures were well
suited to deliver important information about form and stability of a nanoemulsion.
Cryo-TEM pictures would indicate phenomena such as aggregation already very early in
the process of sample preparation. Finally, it could be demonstrated that nanoemulsions
are potentially better suited for delivering active agents into lower layers of the stratum
corneum than semi-solid formulations. Of these, Ultrasicc® was shown to be superior
to Ultraphil® with respect to drug transportation capabilities, even though penetration

depth was comparable.
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