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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Aufgrund der herausragenden Bedeutung der sensorischen Eigenschaften fiir die
Durchsetzung eines dermalen Produktes auf dem Markt besteht eine berechtigte Forderung
nach einer korrespondierenden Methode, um verbraucherrelevante Hauteigenschaften auf
physikalische, objektive Weise zu erfassen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, ein
Hautsubstitut zur Verfligung zu stellen, welches reproduzierbar menschliche Haut simuliert
und an dem verschiedenste Methoden zur Testung von Emollienten an der Haut
durchgefiihrt werden kénnen.

Zur Etablierung eines solchen Systems wurden verschiedene Kollagenmaterialien auf die
Eignung fiir Kosmetiktests untersucht. Aus den Ergebnissen dieser Tests wurde deutlich,
dass die Kollagenmembranen befeuchtet werden miissen, um ein hautéhnliches Verhalten
zu zeigen. Diese Befeuchtung wurde in einer Untersuchungsreihe zunéchst iiber eine
gezielte Lagerung der Membranen bei definierten Klimabedingungen erreicht. In einem
nichsten Schritt wurden die Membranen mit einem Untergrundgel versehen, iiber das die
Konditionierung erfolgte. Bei diesen Substituten bestand die Moglichkeit, sowohl den
Wassergehalt der Oberfliche als auch die Wasserverdunstung der Substituten iiber die
Zusammensetzung des Untergrundgels gezielt einzustellen und damit verschiedene
Hautzustdande zu simulieren. Eine breit angelegte Untersuchungsreihe sollte zeigen, welche
Kombination aus Untergrundgel und Kollagenmembran am besten zur Durchfiihrung
etablierter Kosmetiktests geeignet ist. Die aus dieser Untersuchungsreihe resultierende
optimale Membran-Untergundgel-Kombination wurde abschlieBend noch einmal
eingehend in Bezug auf ihre Eignung als Substitut zur Differenzierung und Evaluierung
von Emollienten, u.a. unter Anwendung einer Oberflichenmodifikation mit Sebumlipiden,

bewertet.

v



Abstract

Abstract

Due to the outstanding importance of sensory attributes for the implementation of a dermal
product in the market, there is a justified demand for a corresponding method to measure
consumer-relevant skin characteristics in a physical, objective way. Aim of the work on
hand therefore was, to provide a skin substitute, which reproducibly dissembles human
skin and which gives the possibility to carry out different methods for testing of emollients

on the skin.

For establishment of such a system, different collagen materials were analysed for
applicability for cosmetic tests. The results made obvious that the collagen materials have
to be moisturised in order to show skin-like behaviour. The moisturisation was achieved in
one study via storation of the membranes under defined climatic conditions. In the next
step, the membranes were equipped with an underground gel, which achieved the
conditioning. With these substitutes, the possibility was given to regulate both, the water
content of the surface and the water evaporation of the substitutes via the composition of
the underground gel and hence to simulate different skin conditions. A large-scale study
was supposed to show which combination of underground gel and collagen membrane is
suited best for the execution of well established cosmetic tests. The resulting optimal
membrane-undergroundgel-combination was afterwards assessed thoroughly again for
qualification as a substitute for differentiation and evaluation of emollients by application

of a surface modification with sebum lipids.
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1. Einleitung und Zielsetzung

Die Akzeptanz des Verbrauchers ist oberstes Ziel bei der Entwicklung von Kosmetika.
Ganz besonders wichtig ist hierbei das durch das Produkt beim Konsumenten erzeugte
Hautgefiihl. Dieses wird normalerweise iiber Sensoriktests an einer definierten Anzahl von
Probanden abgepriift. Nachteile dieser Tests sind jedoch, dass eine ausreichende Anzahl
von Probanden an der Kosmetikstudie teilnehmen muss, um trotz der hohen
Abweichungen bei in-vivo Tests eine statistische Aussagekraft zu gewéhrleisten. Zudem
diirfen bei Priifungen an Probanden keine neuen Substanzen getestet werden, die noch kein

toxikologisch akzeptiertes Profil besitzen.

Aufgrund der herausragenden Bedeutung der sensorischen Eigenschaften fiir die
Durchsetzung eines Produktes auf dem Markt besteht daher eine berechtigte Forderung
nach einer korrespondierenden Methode, um verbraucherrelevante Hauteigenschaften auf

physikalische, objektive Weise zu erfassen.

Da kosmetische Ole (Emollienten) neben Wasser als Hauptbestandteil einer Emulsion oder
Creme einen entscheidenden Einfluss auf das sensorische Profil dieser nehmen, stehen 16

Ole aus verschieden chemischen Klassen im Fokus dieser Arbeit.

Die sensorischen FEigenschaften einer Emulsion werden maligeblich durch die
Spreiteigenschaft(en) der kosmetischen Olkomponente(n) bestimmt [Zeidler 1985]. Bei der
von Zeidler etablierten Methode der Messung der Spreiteigenschaften wird eine definierte
Menge Ol auf den Unterarm eines Probanden aufgebracht und die Fliche erfasst, auf der
sich das Ol nach 10min ausgebreitet hat. Die Fihigkeit eines Lipides, sich spontan auf der
Hornschicht auszubreiten, korreliert mit dem empfundenen Hautgefiihl. Lipide mit hohem
Spreitvermogen werden vom Anwender als schnell einziehend und deshalb weniger fettend
beurteilt, wihrend solche mit geringem Spreitvermdgen als stark fettend und abdeckend
empfunden werden. Da diese sehr zeitintensive Methode erheblichen Schwankungen
unterworfen ist, besteht eine Zielsetzung der Arbeit darin, fiir die Methode des Spreitens
eine geeignete Ersatzmethode zu finden, die eine gute Korrelation zu den in-vivo
Spreitwerten aufweist und/oder im Idealfall ein geeignetes Hautsubstitut zu etablieren, auf

dem die Ole anhand ihrer Spreitwerte reproduzierbar differenziert werden konnen.
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Taktil wahrnehmbare Hauteigenschaften wie Glétte, Rauheit, Weichheit, Elastizitit,
Flexibilitit, Wachsigkeit, Klebrigkeit, Einzieh- und Riickstandsverhalten aufgebrachter
Produkte werden im Allgemeinen durch das Streichen des menschlichen Fingers iiber die
betreffende Hautstelle beurteilt. Die Streichbewegung ist an diesen Stellen stark abhingig
von der vorhandenen Reibung. Daher wird ein ,,Frictiometer* hinsichtlich der Fahigkeit
zur Erfassung des Reibwertes an der Hautoberfliche bewertet. Es handelt sich dabei um
ein Gerit, das aus einer Sonde mit einer oszillierend-drehenden Platte aus Teflon besteht.
Dabei wird das Drehmoment gemessen, das aufgewendet werden muss, damit die
Teflonplatte auf der entsprechenden Fliche rotiert. Die Untersuchung der instrumentellen
Differenzierung der Emollienten anhand dieses Gerédtes sowie die mogliche Korrelation zu

den in-vivo Spreitdaten ist eine weitere Zielsetzung der Arbeit.

Eine mogliche Herangehensweise an die Entwicklung eines Hautsubstitutes zur
Kosmetiktestung ist es, die Topographie der menschlichen Hautoberfliche zu imitieren.
Um dies zu erreichen ist zundchst eine intensive Literaturrecherche hinsichtlich der
nachzustellenden humanen Gegebenheiten notwendig. Etablierte ,,Skin-Bioengineering-
Methoden* wurden verwendet, um die an den Substituten erhaltenen Daten ausreichend

bewerten zu konnen:

- Wasserverdunstung an der Oberfliche (TEWL-Messung)
- Hydratation der Oberfliche (Corneometer-Messung)

- Bestimmung der Oberfldchenrauigkeit

- Bestimmung der Oberflichenspannung

- Bestimmung der Sebumlipide (Sebumeter-Messung)

Zusammenfassend soll das zu etablierende Substitut zur Kosmetiktestung eine Vielzahl an
Anforderungen erfiillen:

Es soll aus einem mit der Humanhaut vergleichbaren Material bestehen (Kollagen) und
auch in der Oberflachentopographie der Humanhaut moglichst dhnlich sein.

Des Weiteren soll das Substitut verschiedene Moglichkeiten zur in-vitro Testung von
Kosmetika bieten und durch Modifikation an verschiedene Hautzustinde adaptiert werden

konnen. Nicht zuletzt sollte das Substitut sich sensorisch mdglichst hautdhnlich verhalten.
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Zur Etablierung dieses Systems zur Testung von Emollienten wurden verschiedene
Kollagenmaterialien auf die Eignung fiir die oben genannten Tests untersucht und unter
Einsatz der oben genannten Methoden wurde evaluiert, welches Material das

hautidhnlichste Verhalten zeigte.
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2.  Theoretische Grundlagen

2.1. Topographische Betrachtung der Humanhaut
2.1.1. Aufbau und Funktion der obersten Schichten der Haut

Die Haut gliedert sich morphologisch im Wesentlichen in drei Teile (vgl. Abb. 1): Die
Subcutis (Unterhaut), die Dermis (Lederhaut) und die Epidermis (Oberhaut) auf der

KorperauBlenseite.

Die Subcutis stellt eine lockere Bindegewebsschicht dar, die stellenweise umfangreiche
Fetteinlagerungen (das Unterhautfettgewebe) besitzt und Trager der Gefd- und

Nervenversorgung ist.

Die Dermis schlie3t sich als Stiitz- und Bindegewebe an die Subcutis an. Der obere
Bereich der Dermis (Stratum papillare) enthélt feine Blutgefde (Kapillaren), die die
gefdBlose Epidermis durch Diffusion iiber die Basalmembran mit Néhrstoffen versorgt.
Die hier vorliegenden Fibroblasten sind in eine Matrix aus Strukturproteinen wie Kollagen,
Elastin und einer amorphen Grundsubstanz aus wasserbindenden Mucopolysacchariden
eingebettet. Die unterste Schicht der Dermis (Stratum reticulare) besteht aus kollagenen
und elastischen Faserbiindeln, die fiir die mechanischen FEigenschaften der Haut
verantwortlich sind [Holbrook, 1967]. Eine wesentliche Bedeutung kommt dabei den
Kollagenfasern zu, die 98% des Trockengewichtes der Dermis fiir sich beanspruchen
[Leonhardt, 1990]. Durch die fingerférmige Verzahnung von Subcutis und Dermis entsteht
die auf der Epidermis sichtbare feine Felderung und Spaltrichtung auf der Haut.
Kosmetisch interessant ist vor allem die Epidermis, da Kosmetika primir dort ihre
Wirkung entfalten. Sie ist die eigentliche Schutzhiille, die uns vor Umwelteinfliissen
bewahrt.

Das Plattenepithel der Epidermis lésst sich von innen nach auflen in die Schichten Stratum
basale (Basalzellschicht), Stratum spinosum (Stachelzellschicht), Stratum granulosum
(Kornerschicht) und Stratum corneum (Hornhaut) gliedern. Zusétzlich findet man an stark
beanspruchten Stellen zwischen Stratum granulosum und Stratum corneum als
Ubergangszellschicht das Stratum lucidum (Glanzschicht). Die Keratinozyten stellen die
Hauptzelltypen der Epidermis dar (90% der Trockenmasse). Diese wandern in einem
typischerweise 28 Tage dauernden Zyklus durch die einzelnen epidermalen Schichten zur

Hautoberflaiche. Wihrend dieses epidermalen Differenzierungsprozesses erfahren die
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Keratinozyten eine drastische morphologische und histochemische Verdnderung, indem
sich die mitotisch aktiven Zellen der Basalzellschicht zu toten kernlosen, verhornten
Korneozyten umwandeln, die an der Oberfliche abgeschuppt werden (Desquamation)

[Kalinin et al. 2001].

Oberhaut
(Epidermis)

Lederhaut
(Dermis)

Unterhaut
(Subcutis)

Corneocyten mit
wcornified envelope®

Stratum corneum
Stratum granulosum

Odland bodies

Stratum spinosum
Desmosomen

Stratum basale

Abb. 1: Aufbau der Humanhaut [modifiziert nach Speckmann et al. 1998]
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Das Stratum basale ist der Ausgangspunkt der epidermalen Regeneration. Hier besitzen
die Keratinozyten eine charakteristische rechteckige bis hochzylindrische Form, deren
Lingsachse senkrecht zur Hautoberfliche steht. Uber zahlreiche Desmosomen sind die
basalen Keratinozyten mit den Nachbarzellen verkniipft [De Luca et al. 1992]. Andere
Zellen wie Melanozyten, Langerhans’sche- oder Merkel-Zellen, sind in der Epidermis
zwar angesiedelt, nehmen aber nicht direkt an der Organisation des Gewebes teil
[Ziegenmeyer 1986]. Diese Zellen sind verantwortlich fiir UV-Absorption, Immunabwehr

und Sensibilitét gegeniiber mechanischen Reizen an der Hautoberfldche.

Das Stratum spinosum besteht aus leicht abgeflachten Zellen, die durch viele
Cytoplasmaausldufer mit Desmosomen und daran befestigten Tonofibrillen
gekennzeichnet sind, die den Zellen ein stachelartiges Aussehen geben. In den oberen
Schichten des Stratum spinosum sind auBerdem bereits membranumschlossene Vesikel mit
einem Durchmesser von 100-300nm zu finden. Diese sogenannten Odland bodies [Elias
1981] (auch Lamellar bodies, Keratinosomen oder membran coated granules genannt)
werden im Golgi-Apparat gebildet und enthalten hydrolytische Enzyme, Glycoproteine
und bestimmte Lipide [Landmann 1991]. Die Lipide sind innerhalb dieser Granula in einer
membrandhnlichen kontinuierlichen Doppelschicht in Form von abgeflachten Vesikeln
iibereinandergestapelt und spielen eine Rolle bei der spiteren Bildung der

Permeabilitdtsbarriere des Stratum corneum [Fritsch 1990].

Das Stratum granulosum (Kornerzellschicht) wird von den Keratinozyten wahrend ihrer
transepithelialen Wanderung nach durchschnittlich 10-14 Tagen erreicht. Die Zellen sind
abgeflacht und enthalten viele stark verdichtete, starre Tonofibrillen und membranlose
Keratohyalingranula, die die Zellen ganz ausfiillen kénnen und aus einer Mischung
verschiedener Proteine bestehen [Mackenzie, 1973]. AuBBerdem werden die Odland bodies
hier mit lamellaren Membranstrukturen gefiillt und exocytiert, wodurch sich
hochgeordnete zusammenhédngende Lipidlamellen zwischen den Zellschichten ausbilden.
Die Proteine jedoch bleiben im Inneren der Keratinozyten und werden unter
Enzymeinwirkung miteinander vernetzt [Fritsch 1990].

Sind die Keratinozyten im Stratum corneum angekommen, so werden sie als Endprodukt

der epidermalen Zelldifferenzierung Corneocyten genannt.
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2.1.2. Stratum corneum

Die Corneocyten des Stratum corneum weisen eine deutlich abgeflachte, hexagonale
Struktur und einen deutlich niedrigeren Wassergehalt auf [Plewig et al. 1970, Warner et al.
1988, Jarnik et al. 1998]. Diese Form und aullergewdhnliche Festigkeit ist die Folge einer
Kreuzvernetzung und Kondensation der Proteine und wird zusédtzlich verstérkt durch die
festen Zell-Zellkontakte der Desmosomen.

Anstelle der {iblichen Plasmamembran hat sich in den Corneocyten der 7 bis 15nm dicke
sogenannte “cornified envelope” vollstindig ausgebildet, der das Keratingeriist vor
chemischen Einfliissen schiitzt und als semipermeable Membran wirkt [Elias 1983]. Diese
verhornte Hiille aus quervernetzten Proteinen (hauptsichlich Ivolucrin, Loricrin, Elafin
und Cystatin A [Kalinin et al. 2002, Swartzendruber et al. 1987] und kovalent gebundenen
Lipiden [Meguro et al. 2000] stellt den chemisch widerstandsfdahigsten Teil der
Corneocyten dar. Verschiedenen Studien zufolge tragen sowohl die Horn- als auch die
daran kovalent gebundene Lipidhiille neben den interzelluldren extrahierbaren Lipiden zu
der Barrierefunktion des Stratum corneum bei [Kalinin et al. 2001, Meguro et al. 2000,

Behne et al. 2000, Steinert 2000, Elias et al. 1991, Schurer et al. 1991, Elias et al. 1988].

Der Wassergehalt des Stratum corneums liegt zwischen 10 und 35% [Jarnik et al. 1998,
Elias et al. 1988], wobei ein Gradient von innen (Grenze zum Stratum granulosum) nach
aullen (Grenze zur Umgebungsluft) herrscht. Die innerste Zellschicht des Stratum corneum
steht mit der hohen Feuchte der Zellen des Stratum granulosum, die bis zu 70% betragen
kann, im Gleichgewicht, die &duBerste Schicht dagegen mit der meist trockeneren
Umgebungsluft. Die dadurch erzeugte Wasserabgabe an die Umgebung fiihrt zu einem
Konzentrationsgradienten, der zwischen O,3ml/m2 -h und O,Sml/m2 -h [Black et al. 2000,
Landmann 1991] betrdgt und auch als transepidermaler Wasserverlust (TEWL) bezeichnet

wird.

Fiir den pH-Wert im Stratum corneum wird ebenfalls ein Gradient beschrieben, wobei
dieser an der Oberflache des Stratum corneum zum antimikrobiellen Schutz zwischen 4,5
und 5,5 liegt, im Inneren kontinuierlich ansteigt und in den untersten Schichten einen Wert
von etwa pH 7 erreicht, entsprechend dem pH-Wert in der lebenden Epidermis [Ohmann et
al. 1994, Turner et al. 1998].

Die Struktur des Stratum corneum lédsst sich anschaulich mit dem "Backstein-und-Mortel"-

Modell (Abb. 2) beschreiben. Dabei stellen die Corneocyten die "Backsteine" dar, die fiir
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die chemische und mechanische Stabilitit der Haut zusténdig sind und der "Mdortel" steht
fiir die interzelluldren Lipide, denen die eigentliche Barrierefunktion hinsichtlich
Wasserhomdostase und dem Eindringen fremder Substanzen zugeschrieben wird [Elias

1983].

Corneocyten (,,Backsteine®)

Interzelluldre Lipide (,,Mortel®)

Abb. 2: Modellhafte Vorstellung des Stratum corneum

Die Corneocyten enthalten einen natiirlichen Feuchthaltefaktor, den Natural Moisturizing
Factor (NMF). Dieser besteht aus einer Mischung von Aminosduren, deren Derivaten und
verschiedenen Salzen und tragt bis 10% zu der Trockenmasse des Stratum corneums bei.
Zellen mit einem hohen Wassergehalt quellen und werden dadurch ohne Zwischenrdaume
eng aneinander gepresst. Ein gesundes Stratum corneum hat einen Wassergehalt von 15-

20% und ist elastisch und biegsam.

2.1.3.  Oberflacheneigenschaften der Haut und deren experimentelle Bestimmung
2.1.3.1. Transepidermaler Wasserverlust: Tewameter

Der TEWL gilt als Indikator fiir die Integritit der Barrierefunktion der Haut und wird
durch die von der Hautoberfliche freigesetzten Menge Wasser in Gramm pro
Quadratmeter pro Stunde definiert [Lodén et al. 1992, Cua et al. 1990, Freeman und
Maibach 1988, Elsner et al. 1981]. Der unmerkliche, weitestgehend
temperaturunabhiangige Wasserverlust der Haut durch Diffusion und Verdunstung
(Perspiratio insensibilis) betrigt ca. 7¢/m*h. Ohne die Lipide des Stratum corneum wiirde
dieser um das 2500fache, ohne Stratum corneum selber um das 4.000.000fache zunehmen

[Landmann 1988].
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Ein Gerdt zur Bestimmung des TEWL ist das von der Fa. Courage & Khazaka, Koln,
Deutschland entwickelte Tewameter. Dieses Gerdt misst Feuchtigkeit und Temperatur
durch zwei Fiihlerpaare, welche, in einem Messkopf integriert, hautnah aufgebracht

werden koénnen (Abb. 3).

@ Verdunstungswasser
S

//

— Messsonde
AERTRN o |

s
-=~> Sensoren zur Messung
“‘~.> ] der relativen

Luftfeuchtigkeit

Thermosensoren

P N

Haut

Abb. 3: Funktionsprinzip Tewameter [modifiziert nach Tupker et al. 1993]

Wenn man die Hautoberfliche als eine wasserdurchldssige Oberflache betrachtet, kann
man den Wasseraustausch an der Grenzfliche Haut/Umgebung tber das Fick’'sche

Diffusionsgesetz beschreiben [Tupker 2006]:

m= Wassertransport (g)

dm dp .

—=-D-A-— t = Zeit (h)

dt dx o

D= Diffusion konstant
A= Oberfliche (m?)
p= Wasserdampfdruck der Atmosphéire (mmHg)
X= Entfernung der Hautoberfldche zur Messstelle (m)

Basierend auf dieser Gleichung ermittelt ein in das Gerit integrierter Mikroprozessor den
Partialdruck des Wasserdampfes fiir die zwei verschiedenen iibereinander liegenden
Ebenen jedes Fiihlpaares und iiber den Gradienten des Partialdruckes die
Verdunstungsrate. Die Messwerte driicken die Verdunstungsrate in [g/m? - h] aus.

Nach den GesetzmiBigkeiten des Fick'schen Gesetzes miisste bei zunehmender

Luftfeuchtigkeit der TEWL abnehmen, wobei die Beziehung jedoch nicht linear ist [Grice
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et al. 1972, Spruit und Malten, 1969, Bettley und Grice 1967]. Im Gegensatz dazu steht
jedoch die Beobachtung, dass der TEWL sich bei steigender Umgebungsfeuchte zunéchst
ebenfalls erhoht. Dies liegt an der hohen Wasserbindungskapazitit des Stratum corneum,
das bei steigender Luftfeuchtigkeit vermehrt Wasser aufnimmt [Bieber 1997] und mit
zunehmendem Wassergehalt auch zunehmend permeabel wird [Grice 1980]. Die
Beeinflussung des TEWL  durch  Umgebungsbedingungen  (Luftkonvektion,
Lufttemperatur, Luftfeuchtigkeit, klimabedingte Einfliisse) sowie physiologische
Gegebenheiten (Alter, Geschlecht, Hauttemperatur, Neigung zum Schwitzen und
anatomischer Lokalisation) muss bei der Durchfithrung der Messungen beriicksichtigt
werden [Pinnagoda et al. 1990]. Dariiber hinaus beeinflussen auch instrumentenabhéngige
Faktoren das Messergebnis, z.B. Anpressdruck der Sonde, Wassergehalt des aufgetragenen
Externums [Morrison 1992] und intrainstrumentelle Verdnderungen [Pinnagoda et al.

1990].

2.1.3.2. Hydratation des Stratum corneum: Corneometrie

Eine trockene, raue und sprode Hautoberfliche wird von einem Mangel an Wasser im
oberflachlichen Teil des Stratum corneum verursacht, wihrend eine geschmeidige und
glatte Hautoberflache vorliegt, solange ein Wassergehalt von mindestens 10% in der
Hornschicht enthalten ist. Damit spielt die Hydratation des Stratum corneum auch fiir die
Barrierefunktion eine wichtige Rolle, da sie dessen physikalische Barriere gewéhrleistet,
und auch das Enzymsystem der Hornschicht sensibel vom Hydrierungszustand desselben
abhingt. Finley et al. [1980] konnten zeigen, dass die Corneocyten von trockener
atopischer Haut die Tendenz zum Verklumpen haben und infolgedessen dazu neigen, sich
als grofle Schuppe abzuheben. Dabei kann eine klinisch als trocken erscheinende Haut
durchaus einen normalen Wassergehalt vorweisen [Thune 1988]. In-vivo-Studien haben
jedoch gezeigt, dass bei trockener Haut die Wasserbindungsfahigkeit im Vergleich zu
normaler Haut reduziert, die Wasseraufnahmefdhigkeit hingegen gleich ist. Die
Barrierefunktion der Hornschicht ist, wie bereits erwidhnt, zum Grofiteil auf die
Interzellularlipide zuriickzufiihren. So fiihrt beispielsweise ein Mangel an essentiellen
Fettsduren (wie z.B. der Linolsdure) zu einer starken Zunahme der Permeabilitit des

Stratum corneum mit einer 5- bis 8-fachen Erhdhung des TEWL und einer fehlerhaften
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Differenzierung der Corneocyten [Elias 1983, Prottey et al. 1975]. Prottey et al. [1975]
und Hansen und Jensen [1985] postulierten eine Verbesserung der Hautsymptome nach
topischer und systemischer Supplementierung der fehlenden Fettsdure. Fluhr et al. [2002]
halten die gemeinsame Gabe der drei wichtigsten Lipidklassen (Cholesterol, Ceramide,

freie Fettsduren) notwendig zur Regeneration der Barriereschicht (vgl. Kapitel 2.1.3.1).

Die Bestimmung der Hydratation der Hornschicht mit Hilfe der Messung der
Hautkapazitdt ist eine valide Methode, die sich zur Beschreibung der Trockenheit von
Ekzemen und zur Ermittlung der Effekte rehydrierender Externa bewéhrt hat [Fischer et al.
1998, Seidenari und Giusti 1995, Agner und Serup 1989, Blichmann und Serup 1988,
Triebskorn et al. 1983]. Blichmann und Serup [1988] postulierten, dass mit Hilfe eines
Corneometers die Hydratation der Haut bis zu einer Tiefe von 60-100pm erfasst werden

kann, wobei die Dicke der Epidermis 50-150pum betrégt.

Das Prinzip des Corneometers ldsst sich folgendermallen beschreiben: metallische
Kondensatorplatten sind durch eine Polymerfolie von der Haut getrennt (Abb. 4). Ein
entsprechend geformter MeBkondensator reagiert auf die in sein MeBvolumen
eingebrachten Proben mit unterschiedlichen Kapazititsdnderungen, die vom Gerit
vollautomatisch erfaB3t und ausgewertet werden. Das gemessene Dielektrikum ist wegen
der hohen Dielektrizititskonstanten von Wasser (c=80,1) stark abhiingig von Wassergehalt
des Statum corneum. Die Stirke des Dielektrikums wird in “relativen Corneometer

Einheiten* angegeben.

-~ S == NN _.--—= — Elektrisches Feld (Haut)
! \\

— Schutzfolie (Polymer/ Glas)
— Kondensatorplatte (Metall)
Basismaterial

Abb. 4: Funktionsprinzip Corneometer

Bei der Corneometrie ist es wenig sinnvoll, einen Mittelwert fiir “normale® Haut
anzugeben, da groBe Unterschiede zwischen Alter, Geschlecht und der gemessenen

Hautregion bestehen. Die Methode eignet sich jedoch sehr gut, um bei einem Individuum
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die relativen Veranderungen der Hautfeuchtigkeit zu verfolgen. Als grobe Tendenz werden
fiir gesunde Humanhaut (Unterarm) Werte zwischen 35-60 Corneometer-Einheiten
gemessen. Ublicherweise wird eine Hautregion iiber eine bestimmte Zeit mit Externa
behandelt und die Verdnderung beziiglich der Hydratation des Stratum corneum gemessen.
Es muss bei den Messungen darauf geachtet werden, dass dasselbe Areal nicht zu schnell

hintereinander gemessen wird, da sonst Okklusionseftekte auftreten konnen.

2.1.3.3. Hydrolipidfilm und Sebumlipide: Sebumetrie

Die Hautoberfliche wird von einer diinnen Emulsionsschicht aus Sebum- und
Schweilbestandteilen, transepidermal abgegebenem Wasser, epidermalen Lipiden und
losen Hornhautschuppen bedeckt (Hydrolipidfilm). Es kann je nach Mengenverhéltnis eine
O/W- oder W/O-Emulsion vorliegen. AuBBerdem enthilt diese Emulsion Keratin- und
EiweiBspaltprodukte aus dem VerhornungsprozeB3 [Raab et al. 1999]. Die interzelluldren
extrahierbaren Lipide bestehen hauptsidchlich aus Ceramiden, Cholesterol und freien
Fettsduren. Von den Talgdriisen wird das Sebum (Talg, Oberflichenlipide), das
hauptsdchlich aus Wachsestern, Triacylglycerolen und Squalen zusammengesetzt ist
[Stewart 1992], sezerniert und {iber Haarfollikeleinmiindungen auf die Hautoberfldche
transportiert [Fluhr et al. 2003]. An der Hautoberflache liegen zwei Hydrolipidfilme vor.
Der oberfldchliche Hydrolipidmantel, dessen Komponenten aus dem Schweifl und aus dem
Sekret der Talgdriisen (Leitkomponente: Squalen) stammen und ein Hydrolipidgemisch,
das sich in der tiefsten Schicht des Stratum corneum, nahe der Barrierezone findet, und
liposomale Strukturen aufweist. Dieses setzt sich aus transepidermalem Wasser und
Komponenten aus dem Verhornungsprozel mit Cholesterol als Leitsubstanz der
Lipidkomponenten zusammen. Menge und Zusammensetzung der Hydrolipidemulsion
bestimmen den aktuellen Hautzustand und variieren in Abhédngigkeit von Genetik,
Korperregion, sowie von dulleren (Tages-, Jahreszeit, Luftfeuchte) und inneren Faktoren
(Krankheit, Stress) [Raab et al. 1999].

Im Gegensatz zu alten Vorstellungen erfiillt das Sebum mehrere wichtige Funktionen, von
denen hier der Transport von Antioxidantien zur Hautoberfliche und die antimikrobielle
Aktivitdit exemplarisch genannt seien. Ein unmittelbarer Beitrag der Sebumlipide zur
epidermalen Barrierefunktion besteht neuesten Erkenntnissen zufolge allerdings nicht

[Wille und Kydonieus 2003].
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Ein Gerdt zur Quantifizierung des Lipidgehalts der Hautoberfldche ist das Sebumeter der
Fa. Courage & Khazaka, Koln. Das Messprinzip des Sebumeters beruht auf einer
Verianderung der Lichtdurchlissigkeit eines speziellen Kunststoffbandes bei Benetzung mit
Fett. Die Verdnderung der Lichtdurchldssigkeit ist dabei abhdngig von der aufgetragenen
Fettmenge und wird photometrisch gemessen. Der gemessene Oberflichenfettgehalt wird

in pg/cm? digital zur Anzeige gebracht.

2.1.3.4. Oberflachenspannung

Unter Oberfldchenspannung (Oberflichenenergie) ist das Verhédltnis aus der zur

VergroBerung der Oberflache erforderlichen Arbeit zu verstehen:

AW (1

oO=——
AA

Der Wert der Oberflichenspannung wird in Energie/ Fliche, z.B. in J/m* = N/m oder in
Bruchteilen hiervon, z.B. mN/m= dyn/cm gemessen.

Physikalische Systeme neigen dazu, ihren Energiegehalt zu minimieren. Auch ein
Fliissigkeitstropfen nimmt auf einer Oberfliche die Form an, die den geringsten
Energiecaufwand bei der Ausbildung aller Grenzflichen bendtigt. Ist die
Grenzflachenenergie der Kontaktfldche kleiner als die Oberflachenenergie der Unterlage,
so wird die Gesamtenergie dadurch verringert, dass der Tropfendurchmesser in der
Kontaktflaiche moglichst grof3 wird. Der Tropfen benetzt dann die Unterlage.

Das Benetzungsvermogen wird durch den Winkel 0, den die Oberfliche kleiner Tropfen
im Kontaktpunkt mit einer festen Oberflache bildet, vollstindig beschrieben. Es liegt eine
Dreiphasengrenzlinie vor, an deren drei unterschiedlichen Phasen drei verschiedene
Grenzflichenspannungen wirken: Die Grenzfldchenspannung zwischen der fliissigen und
der festen Phase oy, die Grenzflichenspannung zwischen der fliissigen und der
gasformigen Phase oy, und die Grenzflichenspannung zwischen dem Feststoff und der
gasformigen Phase og,. Diese drei Grenzflichenspannungen, deren Betrag ausschlieBlich
von der chemischen Zusammensetzung der Phasen, dem Druck, sowie der Temperatur

abhingt, stehen gemal der Young’schen Gleichung im Gleichgewicht zueinander:
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=05 +C0sO-0y, 2)

Abb. 5: Definition des Kontaktwinkels &

Die Oberflichenenergie fester Korper ist der direkten Messung, d.h. einer Energiemessung,
prinzipiell nicht zuginglich. Zu ihrer Bestimmung muss immer der Umweg iiber eine
Auswirkung der Oberflichenenergie wie z.B. der Benetzbarkeit gegangen werden, so dass
die Bestimmung der Kontaktwinkel von mindestens zwei Fliissigkeiten mit bekannter
Oberflichenspannung notwendig ist.

Die Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen der einzelnen Phasen eines Systems an
der Phasengrenze sind entscheidend, um Benetzungs- und Adhésionsprobleme zu 16sen.
Fiir den Fall, dass zwei Fliissigkeiten oder eine Fliissigkeit und ein Feststoff miteinander in
Kontakt stehen, treten an der Phasengrenze ausschlieBlich Wechselwirkungen zwischen
den beiden polaren und den beiden dispersen Anteilen der Grenzflichenspannung der
beteiligten Phasen auf. Aus dem Grunde ist die Kenntnis der polaren und dispersen Anteile
ausgesprochen wichtig und liegt der Bestimmung der Oberflichenenergie aus
Kontaktwinkelmessungen anhand der Theorie von Owens-Wendt-Rabel & Kaelble [Owens
und Wendt 1969] zugrunde. Dieser Theorie nach versteht man unter polaren
Wechselwirkungen die Coloumb-Wechselwirkungen zwischen permanenten Dipolen und
die zwischen permanenten und induzierten Dipolen. Die Wechselwirkung aufgrund von
zeitlichen Verdanderungen in der Ladungsverteilung innerhalb der Molekiile wird als
disperse  Wechselwirkung bezeichnet. Der polare und disperse Beitrag zur
Oberfliachenenergie bzw. Oberflichenspannung setzt sich additiv zusammen.

Demnach gilt:

6 =of +of o, =c+coP (3)

Hier bezeichnen ,° und o die dispersen und polaren Anteile der Fliissigkeit,
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wihrend o' und os® die jeweiligen Anteile des Festkorpers bezeichnen. Die
Grenzflachenenergie ldsst sich nach Owens, Wendt, Rabel & Kaelble aus den Anteilen der
Fliissigkeit und des Festkorpers durch die Bildung des geometrischen Mittels berechnen.

Fiir 6, ergibt sich:

o5 = 6] + 05— 2( Vo d x Vo' + Vo x \/Glp) 4)

Setzt man den Ausdruck fiir 65 in die Gleichung (2) ein und stellt die entstehende

Gleichung nach unbekannten GréBen um, so erhdlt man eine Geradengleichung der Form

y=axx+b (5)

mit
y=(1+cos ©®)/2 x (01/ Vo) x = Yo" / Vo (6)
a=Vo,l b=1o (7)

Demnach kann durch die Aufstellung einer Ausgleichsgeraden o” aus der Steigung und o,
aus dem Achsenabschnitt berechnet werden. Dazu wird der Kontaktwinkel von mindestens
zwei Fliissigkeitstropfen mit unterschiedlichen Eigenschaften auf der unbekannten
Unterlage vermessen.

Kenny et al. [1992] untersuchten den Einfluss von Schweil3 auf das Klebevermdgen von
Pflastern und fanden heraus, dass die Oberflichenenergie der Haut mit steigender
Temperatur und relativer Feuchte von 38mJ/m” (23°C, 34% rel. Feuchte) auf 57 mJ/m’
(33°C, 60% rel. Feuchte) anstieg. Verwunderlich daran war, dass nur die polare
Komponente von 5 auf 22mJ/m” stieg, wihrend die disperse Komponente mit 32-35 mJ/m”
konstant blieb.

Die Oberflachenspannung der Haut wird in der Literatur mit 25 mN/m bis 40 mN/m
angegeben, wobei der polare Anteil ca. 40% betrdgt [Mavon et al. 1997, Lucast 2000].
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2.1.3.5. Oberflachenrauigkeit: Profilometrie/ FOITS

Die nahe Betrachtung der Oberfldche der menschlichen Haut zeigt, dass diese an jeder
Stelle des menschlichen Korpers ein geometrisches Muster aufweist, das in einer bisher
noch ungeklirten Art und Weise aus der dreidimensionalen Organisation der obersten
Hautschichten resultiert [Grove und Grove 2006]. Nach Wolf et al. [1970] und Hashimoto
[1974] kann das Hautrelief in fiinf Anordnungen klassifiziert werden, die sich gegenseitig
iiberlagern. Diese Anordnungen setzen sich entsprechend ihrer Tiefe zusammen aus den
Oberfldacheneigenschaften der Corneocyten sowie der Konfiguration der Hiigel und Rillen,
die der Haut ihr mikroskopisches ,,Berg-und-Tal*“ Aussehen, sowie ihr dermatoglyphisches
Muster verleihen [Lambers und Pronk 2002, Hashimoto 1974, Wolf 1971, Wolf und
Hanusova 1970, Wolf 1970]:

1. Ebene: deutlich sichtbare Falten, Rillen und Furchen (100um bis einige mm)

2. Ebene: primére Linien, die in der Haut kreuz und quer Quadrate, Parallelogramme
und Rechtecke formen (20-100pum)

3. Ebene: sekundére Linien, die von den priméren Linien abzweigen (5-40um)

4. Ebene: tertidre Linien, die die Rander der Corneocyten formen (ca. 0,5um)

5. Ebene: quartire Linien, die dem Corneocyten Relief entsprechen (ca. 0.05um)

Die Studien von Wolf et al. [1970] sowie von Hanusova und Dolejsi [1958] konnten
zeigen, dass das grundlegende Hautrelief vererbt wird und zwischen den Kdorperregionen
stark schwankt. Auch der FEinfluss des Alters sowie die Einfliisse an stark
sonnenausgesetzten Regionen wurden untersucht [Lavker et al. 1980]. Dabei wurde
festgestellt, dass die geschiitzten Hautregionen junger Erwachsener eine geordnete
Geometrie und RegelméBigkeit aufweisen, wihrend diese Geometrie mit zunehmendem
Alter abnimmt und in stark sonnenexponierten Regionen &lterer Erwachsener praktisch
vollkommen verschwunden ist.

Die zugrunde liegenden morphogenetischen Faktoren, die die Anzahl der feinen Falten und
Furchen der topographischen Eigenschaften der Haut bestimmen, sind noch immer
ungekldrt. Dennoch sind die Funktionen der besonderen Oberflicheneigenschaften der
Haut sehr einleuchtend. Die geometrischen Linien der Haut ermdglichen dem Stratum
corneum eine Deformation ohne dass die Struktur der starren Corneocyten aufbricht und so

die Integritdt und physikalische Barriere der Haut bewahrt wird [Schellander und
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Headington 1974]. AuBerdem ist die Hauptrichtung der Hautlinien senkrecht zur
Bewegungsrichtung und erreicht dariiber ein Maximum an Dehnbarkeit [Ferguson und
Barbenel 1981].

Besonders intensiv ist die Topographie der Haut in Bezug auf die kosmetische Bedeutung
untersucht worden. Die verschiedenen Techniken zur Erfassung der Oberflidchen-
topographie zielen in erster Linie darauf ab, den Einfluss von kosmetischen Praparaten auf
Falten, Hautschuppen oder krankhaften Lésionen der Haut zu bewerten und die Ergebnisse
zur Begriindung eines Werbeanspruchs zu verwenden [Grove und Grove 2006].

Fiir die Untersuchung der Hautrauheit ist die Profilometrie mit Hilfe der Replikatechnik
ein Standardverfahren [Grove et al. 1998]. Dabei werden Negativabdriicke der Haut aus
Silikon herstellt, die weniger als 1um von dem Originalprofil der Haut abweichen. Die
Struktur der Hautoberfldche bleibt hierbei von dem Material vollig unbeeinflusst. Auch der
vollig ausgehértete Silikongummi bleibt von den Vermessungsinstrumenten unverindert.
Die Auswertung der Mikrotopografie-Replika kann unterschiedlich erfolgen. Zwei im
weiteren Verlauf der Arbeit verwendete Techniken sollen hier vorgestellt werden.

Ein Gerit zur Erfassung der Oberflachenrauigkeit ist der Hommeltester (Hommelwerke
GmbH, Villingen-Schwenningen), der auf dem Tastschnittverfahren beruht. Dabei wird die
Oberfliche der Replika mit einer Diamantnadel abgetastet. Der senkrecht ausgetibte Druck
der Nadel auf die Replika ist dabei so gering, dass keine Verformung der Oberfldche
eintritt. Die Vertikalbewegung der Nadel wird in elektrische Signale umgewandelt, aus
denen die Rauigkeitsparameter nach Mittelung der Messstrecken zu einem Wert errechnet
werden.

Fiir das ,,Fast Optical In-vivo Topometry of Human Skin“ (FOITS)-Verfahren sind im
Allgemeinen keine Silikonreplika notwenig, da mit dieser beriihrungslos arbeitenden
Technik in kiirzester Zeit dreidimensionale Informationen der Hautoberfliche gewonnen
werden konnen. Bei diesem Verfahren zur 3D-Informationsgebung wird eine Kombination
aus Gray-Code- und Phasenshift einsetzt. Das direkte Messsystem besteht aus einer
Projektionseinheit und einer CCD-Kamera. Bei der Gray-Code-Methode werden
nacheinander Gitter mit einer rechteckformigen Helligkeitsverteilung und unter-
schiedlicher Linienanzahl projiziert. Bei der Phasenshift-Technik wird nur ein Gitter mit
sinusformiger Intensititsverteilung mehrmals mit unterschiedlicher Phasenlage projiziert.

Die Oberflachenstruktur des Untersuchungsareals bewirkt eine Abweichung der
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Intensitéts- und Phaseninformation der projizierten Gitterstrukturen von der theoretischen
Idealstruktur einer ebenen Oberflaiche [Rohr und Schrader 1998].

Die gemessenen Rauigkeitsparameter der beiden Methoden koénnen durch standardisierte
Rauheitskennwerte nach DIN charakterisiert werden. Besonders bedeutsam sind hier die
gemittelte Rautiefe (Rz) und der arithmetische Mittenrauwert (Ra). Rz ist das arithmetische
Mittel aus den Einzelrautiefen fiinf aneinander gereihter, gleichlanger Einzelmessstrecken.
Ra ist der arithmetische Mittelwert der absoluten Betrdge aller senkrechten Abweichungen

von der Mittellinie innerhalb der Gesamtmessstrecke.

2.2. Beeinflussung von Hautparametern durch Emollienten

Die Bewertung kosmetischer Pridparate im Hinblick auf die Verdnderung des
Hautzustandes steht im Fokus der Kosmetikforschung. Kosmetische Formulierungen
enthalten im allgemeinen 5-30% Lipide. Als mengenméBig zweitgrofSter Komponente
neben Wasser kommt den Emollienten daher eine herausragende Bedeutung zu
[Lanzendorfer 2002]. Prinzipiell unterscheidet man zwischen dem Einfluss von
Emollienten auf die kosmetische Verbesserung des Hautzustandes und zur Behandlung von
Krankheiten, sowie den Funktionen innerhalb einer Rezeptur und dem damit
einhergehenden sensorischen Einfluss der Emollienten, der in Kapitel 2.3.2 genauer

betrachtet wird.

Prinzipiell verfiigen Kosmetika iiber zwei Strategien, um Feuchtigkeit in der Haut zu
bewahren. Einerseits wirken sie okklusiv und verhindern so die Wasserverdunstung aus der
Hornschicht (vgl. Kapitel 2.2.3) und zum anderen konnen sie als Feuchthaltemittel
fungieren und Wasser in der Hornschicht festhalten. Durch die Verwendung von
Substanzen, wie sie z. B. im Natural Moisturizing Factor (NMF) vorkommen, wird beim
Auftrag des Produktes Feuchtigkeit gebunden und in der Hornschicht festgehalten. Solche
Feuchthaltemittel wie Glycerin und Urea werden in der wéssrigen Phase eingesetzt.
Studien haben jedoch gezeigt, dass solche hygroskopischen Komponenten, speziell, wenn
sie in ein kosmetisches Préparat inkorporiert sind, den TEWL nur geringfiigig und
kurzzeitig beeinflussen konnen [Martini und Cotte 1982].

SchlieBlich wirkt noch ein weiterer Faktor hydratisierend: Emulsionen, die iiblicherweise

kosmetisch genutzt werden, enthalten je nach Emulgator- und Emulsionstyp nicht nur
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durch die Emulgatorstrukturen gebundenes Wasser (interlamellar im Gelgeriist der
Emulgatoren fixiertes Wasser), sondern mehr oder weniger freies, sogenanntes
»Bulkwasser*. Dieses wird in die hydrophilen Bereiche der Lipidschicht eingelagert und
kann die Hornschicht sofort wirkungsvoll hydratisieren. Das gebundene Wasser der
Emulsion wird dagegen wie ein Wasserdepot nach und nach freigesetzt. Diese Rezepturen
verfiigen iiber Barriereschicht-stabilisierende Fettsduren und bieten Feuchtigkeit an, die in
der Haut gebunden wird und eine zu hohe Abdunstung verhindern.

Uber die verschiedenen Ole kénnen die Konsistenz und das Aussehen von Rezepturen
angepasst werden. Emollienten konnen innerhalb einer Emulsion auch als
Losungsvermittler und Losungsmittel fiir Wirkstoffe (z.B. UV-Filter), sowie als
Dispersionshilfe fiir unldsliche Produkte agieren [Salka 1997]. Die Wahl der Lipide und
des Emulgatorsystems bestimmen die Charakteristiken des Produktes [Lanzendorfer 2002].
O/W-Emulsionen sind dabei die vom Konsumenten am héufigsten gewéhlte
Applikationsform. Sie sind charakterisiert durch eine hydrophile duflere Phase und besitzen
exzellente Absorptionseigenschaften. Aufgrund ihres relativ hohen Wassergehalts besitzen
sie einen kiihlenden Effekt, da nach Applikation auf die Haut Wasser aus der Formulierung
freigesetzt wird. Im Gegensatz dazu besitzen W/O-Emulsionen eine lipophile &ulere
Phase. Die lipidreicheren Formulierungen werden vorwiegend bei Hautzustinden
eingesetzt, die durch einen Mangel an Feuchtigkeit, FElastizitit oder verstirkter
Hautschuppung gekennzeichnet sind. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die
Hydratation der Haut bei Verwendung verschiedener O/W- und W/O-Formulierungen sehr
unterschiedlich sein kann [Arct und Pytkowska 2003, Fluhr et al. 2002, Denda 2002, Prall
1973]. Bei kurzzeitiger Anwendung ist der Hydratationseffekt bei Formulierungen, die
einen hohen Wassergehalt besitzen, hoher als bei lipidreichen Formulierungen. Bei O/W-
Emulsionen héngt die Befeuchtung demnach vom ihrem Wassergehalt ab. Fluhr et al.
[1997] fanden heraus, dass bei Langzeitanwendung von O/W- und W/O-Formulierungen
mit unterschiedlichen Wassergehalten W/O-Formulierungen eine bessere Stratum

corneum-Hydratation erreichen konnen.
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Abb. 6: Effekte von kosmetischen Lipiden [angelehnt an Arct und Pytkowska 2003]

2.2.1. Reduktion der Hautrauigkeit

Nach externer Applikation von dermatologischen bzw. kosmetischen Priparaten beginnt
zundchst ein Diffusionsprozess von Inhaltsstoffen vorzugsweise in das Stratum corneum.
Falls einerseits hygroskopische Substanzen und/oder Wasser hydrophile Zonen
durchdringen bzw. lipophile Substanzen hydrophobe Zonen der Zellmembran erreichen, ist
eine Quellung der Zellverbiande die Folge, die sich nach auBlen durch eine Gléttung der
Hautoberfldchenstruktur bemerkbar macht. Neben diesen intrazelluldren Prozessen treten
interzelluldre Vorgédnge (Auffiillung leerer Zellzwischenrdume) auf, die die Hautgldttung
unterstiitzen. Es ist sehr schwierig, diese Einfliisse zu messen, weil sich die verschiedenen
Hautschichten in einem dynamischen Flielgleichgewicht befinden, dessen Hauptrichtung
von innen nach auflen verlduft und viele regulatorische Vorginge (Reaktion auf innere
Reize bzw. Umwelteinfliisse) bewirken, die die Einfliisse {iberlagern. Neben der

Hauttemperatur werden nach Applikation von Kosmetika vor allem Sebum- und
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SchweiBproduktion  reguliert, die ihrerseits wiederum  Einfluss auf die
Hautoberfldchenstruktur nehmen. Man kann die Effekte dieser Regulationsprozesse daher
nur sehr schwer innerhalb der natlirlichen Hautstrukturvariation von den Signalen

separieren, die von Externa hervorgerufen werden [Klaschka 1981].

2.2.2. OKkKlusive Eigenschaften

Die interzelluldre Lipidschicht bildet die Basis fiir die effizienten Barriereeigenschaften der
Haut beziiglich des Eindringens von Fremdstoffen als auch gegeniiber dem Verlust von
Feuchtigkeit [Le Bouwstra und Honeywell-Nguyen 2002]. Die Wasserabgabe aus dem
Stratum corneum wird bei der Applikation von Olen auf die Haut reduziert [Tstutsumi
1979, Weil und Princen 1977, Handijani-Vila et al. 1975] und es konnte gezeigt werden,
dass bei einer Reduktion des TEWL ein gleichzeitiger Anstieg der Hydratation des Stratum
corneum stattfindet [Clar et al. 1974].

Die wichtigsten hauteigenen Lipide bei der Ausbildung der interzelluldren Lipidschicht
sind Ceramide, Cholesterol und freie Fettsduren. Eine Vielzahl von Hautkrankheiten
basieren auf einem Fehlen der Enzyme zur Synthese dieser essentiellen Fettsduren in der
Haut. Extern applizierte Produkte, die ungesittigte Fettsduren enthalten, konnen einigen
dieser pathologischen Hautverdnderungen entgegenwirken und die natiirlichen Hautlipide
ersetzen [Arct und Pytkowska 2003]. Dabei hat die topische Applikation von
physiologischen Lipiden entscheidende Vorteile gegeniiber der Applikation
nichtphysiologischer Lipide wie z.B. Vaseline. Studien haben gezeigt, dass auch die Gabe
nur einer hauteigenen Lipidklasse nicht ausreicht um eine gestorte Barriere
wiederherzustellen. Erst die gemeinsame Gabe der drei wichtigsten Lipidklassen
(Cholesterol, Ceramide, freie Fettsduren) fiihrt zur Regeneration der Barriereschicht [Fluhr
etal. 2002].

Paraffindl sowie Fette und Wachse mit hohem Anteil linearer Alkanpartialstrukturen
unterbinden infolge ihrer geringen Wasserdampfdurchldssigkeit die Perspiratio insensibilis,
d.h. die natiirliche Wasserdampfabdunstung von der Hautoberfldche. Damit kommt es zu
einem Feuchtigkeitsstau im Stratum corneum und zu einer verstirkten Quellung. Die
okklusiven Eigenschaften einer Vielzahl verschiedenster Lipide sind so effektiv, dass sie

durch das erhohte Wasserangebot in der Hornschicht die Penetration von Wirkstoffen
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beschleunigen [Arct und Pytkowska 2003]. Mit der Wirkstoffabgabe wird die
Séttigungskonzentration des Wirkstoffs in der Kohlenwasserstoffgrundlage unterschritten,
so dass weiterer Wirkstoff aus suspendierten Kristallen in Losung gehen kann.
Wirkstofffreie Kohlenwasserstoffgrundlagen konnen demnach fiir eine Erhohung des
Feuchtigkeitsgehalts der Hornschicht verwendet werden. Vaseline wird als der Positiv-
Standard zur Veranschaulichung des transepidermalen Wasserverlustes und als der
wirksamste okklusive Emollient dargestellt [Fluhr et al. 2002]. Eine vollstindige
Okklusion des Stratum corneum ist jedoch nicht erwiinscht. Studien haben gezeigt, dass
der transepidermale Wasserverlust nach einer vollstindigen Okklusion wieder auf den
Wert vor der Applikation zuriickfillt und die Okklusion demnach keine Regeneration des
Stratum corneum nach sich gezogen hat [Grubauer et al. 1987].

Es zeigt sich, dass insbesondere verzweigtkettige Ester hoherer Fettsduren die
Wasserabgabe durch die Haut nur sehr wenig beeinflussen. Dies ist ein in der Kosmetik
sehr gewiinschter Effekt. Die heute so beliebten leichten, ,,softigen” Cremes und Lotionen
erfordern Emulsionen mit Olkomponenten, die sich sehr gut auf der Haut verteilen und in
sie einziehen. Derartige Hautpflegepriparate verhalten sich &hnlich den natiirlichen
Hautlipiden. Olkomponenten mit diesen Eigenschaften lassen Wirkstoffe besser zur
Geltung kommen, indem sie diesen als ,,Gleitschiene* dienen. Emulsionen und andere
Zubereitungen mit derartigen Olkomponenten eignen sich daher besonders gut als

Tragermaterial kosmetischer oder pharmazeutischer Wirkstoffe [Brunke und Koster 1989].

2.3. Emollienten

Emollienten sind der CTFA nach Substanzen, "...which help to maintain the soft, smooth and
pliable appearance of the skin...” [CTFA 2004]. Sie verleihen der Haut Glitte und
Geschmeidigkeit, wobei der Begriff nicht die Zugehorigkeit zu einer bestimmten
Substanzklasse bezeichnet, sondern auf die Summe der sensorisch erlebbaren Effekte
abhebt. Konsumenten der heutigen Zeit bevorzugen natiirliche kosmetische Produkte, die
unbedenkliche Inhaltsstoffe enthalten, ein leichtes, nicht fettendes Hautgefiihl erzeugen
und iiber zusitzliche Attribute wie ein schnelles Einziehen in die Haut, einen Long-
Lasting-Effekt und eine spiirbare Wirkung verfiigen.

Ein wichtiges Kriterium fiir die Auswahl eines Ols ist die Zusammensetzung der

enthaltenen Triglyceride bzw. der an Glycerin gebundenen Fettsduren. Ungesittigte Sduren
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machen die Ole fliissig und leicht verteilbar. Daher werden gern lsiurehaltige Pflanzenéle
wie das Olivendl fiir die Hautpflege eingesetzt.

Verschiedene klinische Studien haben gezeigt, dass die Verwendung des passenden
Emollienten zur Therapie verschiedener Hautkrankheiten z. B. der atopischen Dermatitis,
einen entscheidenden Einfluss auf den Behandlungserfolg zeigt [Gehring et al. 1999].
Emollienten sind daher nicht einfach nur Transportvehikel sondern vielmehr eine

essentielle Komponente fiir eine erfolgreiche topische Behandlung [Fluhr et al. 2002].

2.3.1. Chemische Klassen und Aufbau

Kosmetisch relevante Lipide

|
——

|
wasserstofe | Silikone " Ester I Triglyceride | Ether " Alkohle | Andere Lipide

Vaseline Dimethican Capylic/ Capric Dicaprylylether Ceramide
dickfl. Paraffin Silicons Copolymer Trigiycerides Fettzduren
diinnfl. Paraffin

ang

Guerbetalkohole

Octyldodecans! Cholesferol Tocopheral
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Phaspholipide
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Abb. 7: Einteilung kosmetisch relevanter Lipide [angelehnt an Lanzenddrfer 2002]

Kohlenwasserstoffe

Liangerkettige, fliissige und feste Kohlenwasserstoffe spielen in der Kosmetik eine grof3e
Rolle, da sie aufgrund ihrer Reaktionstrigheit vielfiltig eingesetzt werden konnen.
Bevorzugt werden Paraffine (lat. affinis, "wenig reaktionsfahig"), Vaseline (auch
Petrolatum) oder Wachse verwendet, deren okklusive Eigenschaften sich bei dem Einsatz
in Hautpflegeprodukten zunutze gemacht werden und die auflerdem eine Steigerung des

Glattegefiihls bewirken. Diinnfliissiges Paraffinum perliquidum wird aufgrund seiner
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niedrigen Viskositdt (< 70mPa*s) gegeniiber dickfliissigem Paraffinum (sub)liquidum
(Viskositidt >100mPa*s) bevorzugt in Sprithformulierungen eingesetzt. Nur ungesittigte
Kohlenwasserstoffe, wie z.B. Squalen sind anfillig fiir oxidative Prozesse, deshalb werden
sic  durch vollstindige Hydrierung in Squalan umgewandelt, das gute
Glattungseigenschaften besitzt. Die Kettenverzweigungen dieser Isoprenoide sind fiir das

gute Spreitvermogen verantwortlich.

Hs / / / \ \\ \ CH5

CHy HsC CHy CHg

Abb. 8: Squalan/ Squalen

Silikonole

Silikonéle sind hochmolekulare Organopolysiloxane, die aufgrund ihrer einzigartigen
Eigenschaften, sowohl beim Konsumenten als auch beim Entwickler, als vielfach
verarbeitete Rohstoffe in kosmetischen Produkten zdhlen. Sie werden héaufig als
Mineraldlersatz postuliert, wobei sie die Vorteile einer niedrigen Oberflachenspannung
und die damit verbundenen guten Hautbenetzungseigenschaften besitzen [Kutz 2001]. Als
Nachteile sind ihr schlechtes Losungsvermdgen in Olen und ihre Unléslichkeit in Wasser
zu nennen, die iiber die Anlagerung organofunktioneller Bestandteile (lipophile Gruppen
bzw. hydrophile Reste) verbessert werden kann [Raab et al. 1999, Schueller und
Romanowski 1999]. Man unterscheidet zyklische Silikondle und lineare Polysiloxane.
Letztere sind Korperpflegeadditive, die in der Lage sind, das Hautgefiihl zu modifizieren
und die Hautbarriere zu schiitzen. Sie besitzen entschdumende und entseifende
FEigenschaften und verschaffen ein seidiges Hautgefiihl. Als Beispiel sei hier das
eingesetzte Dimethicone Copolyol (Abb. 9) genannt. Zyklische Silikondle dagegen sind
fliichtige Komponenten mit niedriger Viskositét, die ein angenehm leichtes, nicht fettiges

Hautgefiihl vermitteln [Schueller und Romanowski 1999].
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WL ks
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Abb. 9: Dimethicone Copolyol

Triglyceride und Partialglyceride

Pflanzliche und tierische Fette und Ole sind Triacylglycerole hoherer gesittigter und
ungesittigter Fettsduren. Am haufigsten vertreten sind Cie- und C,g-Fettsduren mit der
ungesittigten Fettsdure Stearinsdure, der einfach ungesittigten Olsdure sowie den
mehrfach ungesittigten, essentiellen Fettsduren Linolsdure, o-Linolensdure und y-
Linolensiure. Ole mit einem hohen Anteil an Olsdure sind relativ oxidationsstabil,
wihrend solche mit einem hohen Anteil an mehrfach ungesittigten Fettsduren der
schnellen Verderbnis unterliegen. Wachsestern und Triglyceriden ist gemeinsam, dass sie
sich aufgrund der verwandten chemischen Struktur miihelos in das natiirliche
Gleichgewicht der Haut integrieren konnen. Triglyceride werden aber unter
physiologischen Bedingungen leichter in ihre Einzelkomponenten gespalten, wobei sie, je
nach Zusammensetzung, auch essenzielle Wirkstoffe wie Linolsdure freisetzen konnen.
Nachteilig konnte aber auch sein, dass bei Freisetzung kurzkettiger Fettsduren,
unangenehme Gerliche entstehen. Dagegen bleiben Wachsester intakt und erginzen die

natiirlichen Triglyceride durch ihre hautschiitzende Funktion.

In unseren Untersuchungen wurden Caprylic/ Capric Triglycerides eingesetzt, ein aus
gereinigten Fettsiuren des Kokosdls gewonnenes Ol, das bis zu 75% Caprylsiure (Cs), bis
zu 45% Caprinsdure (Cjo), sowie geringe Anteile an Capron- und Laurinsdure enthalten
kann. Diese spezielle Mischung zeichnet sich durch ein gutes Losungsvermdgen fiir
hydrophobe Substanzen, sowie eine Mischbarkeit mit Ethanol als auch fetten Olen aus
[Kutz 2001]. AuBBerdem sind Caprylic/ Capric Triglyceride kosmetisch interessant, da sie
ein vielseitig einsetzbare, sehr gut haltbare und ausgezeichnet vertragliche Emollienten mit

guten Spreiteigenschaften sind (Abb. 10).
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Abb. 10: Caprylic/ Capric Triglyceride (Beispiel)

Durch Umesterung von Triglyceriden in Gegenwart von Glycerin, oder durch direkte
Veresterung von Fettsduren mit Glycerin, entstehen Mono- und Diglyceride von
Fettsduren. Im Vergleich zu den Triglyceriden sind diese Partialglyceride stérker
hydrophil, so dass sie nach Einarbeitung in reine Lipidformulierungen diese, sensorisch
betrachtet, weniger fettend oder okklusiv erscheinen lassen und als W/O- und Co-

Emulgatoren eingesetzt werden.

Ester
Die kosmetisch wichtigste Gruppe der Ester stellen die Wachsester dar. Diese entstehen

durch Veresterung langkettiger Fettsduren mit einwertigen, langkettigen Alkoholen.

Bei den fliissigen Wachsestern stellt eine der Veresterungskomponenten hiufig die Olsdure
dar, eine beliebte Alkoholkomponente ist der Decylalkohol, der auch als Spreit- und
Penetrationsverbesserer eingesetzt werden kann. Generell liegen jedoch bei den natiirlichen
Wachsen tiberwiegend Gemische von Estern meist einwertiger Alkohole mit hoheren
Fettsduren vor, die daneben noch freie Fettsduren, Kohlenwasserstoffe und Alkohole

enthalten, als Beispiel sei Dicapryyl Carbonate (Abb. 11) genannt.

H3C\/\M/O\|(OW\A/CH3

o

Abb. 11: Dicaprylyl Carbonate
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Als nativer Wachsester ist das Jojoba—Ol zu nennen, das zu 50% Cg4-Ester enthilt und
daneben noch dhnlich langkettige Wachsester sowie geringe Mengen an freien Fettsduren
und einwertigen primiren Fettalkoholen. Oleyl Erucate gilt als synthetisches Jojoba-Ol,
das dem nativen Ol in den guten Einzugs- und Spreitcharakteristiken und der trotz
Doppelbindung guten Oxidationsstabilitit, nicht nachsteht. Problematisch ist jedoch die
Bildung einer kornigen Masse im Erstarrungspunkt (ca. 10-12°C) und die schwierige

Einarbeitung in Emulsionen [Kutz 2001].

Fettalkohol (Bsp.)

8]
HSCN\M:/VWAK

Fettsdure (Bsp) 0

Abb. 12: Jojoba-Ol

Eine Sondergruppe stellen synthetische Ester dar, die aus einem Alkohol und einer oder
mehreren Fettsiuren bestehen. Zu ihnen gehdren z.B. die gut spreitenden Ole wie
Isopropyl Myristate (IPM), die aus Griinden der besseren Verteilbarkeit von kosmetischen
Produkten ebenfalls breite Verwendung finden.

CHs

H4C

Abb. 13: Isopropyl Myristate

Fettalkohole/ Fettalkoholether

Unter Fettalkoholen versteht man einwertige primdre Alkohole mit einer Kettenlénge iiber
4 C-Atomen. Abhdngig von ihrer Kettenlédnge liegen olige Fliissigkeiten, wachsweiche
Massen oder feste Produkte vor. Ein beliebter Konsistenzgeber in kosmetischen
Zubereitungen ist Cetearylalkohol, ein Gemisch aus Cetyl- und Stearylalkohol. Bei dem
fiir meine Untersuchungen ausgewdhlten Fettalkohol handelt es sich um Octyldodecanol,

der zur Gruppe der Guerbet-Alkohole gehort. Diese Bezeichnung fasst Substanzen
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zusammen, welche nach dem Guerbet-Verfahren synthetisiert werden. Dabei werden
primdre Alkohole mit Natrium oder Kupfer bei erhéhtem Druck erhitzt, so dass eine
Alkohol-Selbstkondensation  einsetzt.  Octyldodecanol  besitzt  giinstige  taktile
Eigenschaften wie eine geringe Klebrigkeit [Zeidler 1992] und ein durchschnittliches
Spreitvermogen [Zeidler 1985].

OH

HC
Abb. 14: Octyldodecanol

Fettalkoholether sind eine Randgruppe lipophiler Hilfsstoffe fiir Kosmetika, die als
Fettalkoholethoxylate hdufig emulgierende Eigenschaften besitzen. Der von mir
eingesetzte Dicaprylylether ist ein hochspreitendes Ol, das ein trockenes Hautgefiihl
vermittelt. Dicaprylylether ist hydrolytisch stabil und findet eine breite Anwendung in
kosmetischen Priparaten, da es auch fiir Formulierungen mit extremen pH-Werten

geeignet ist.

HSC V\/\//\_ MCH3
0

Abb. 15: Dicaprylylether

2.3.2. Physikochemische Eigenschaften und sensorische Effekte

Es ist literaturbekannt, dass die physikochemischen Eigenschaften von Emollienten einen
starken Einfluss auf das sensorische Profil eines kosmetischen Priparates besitzen
[Lanzendorfer 2002]. Infolge der grofen anwendungstechnischen Bedeutung der
kosmetischen Ole erscheint es wiinschenswert, Zusammenhinge zwischen den
physikalisch-chemischen Eigenschaften einer Olkomponente und ihrem Verhalten auf der
Haut aufzeigen zu konnen.

Die Auswahl eines Emollienten oder einer Mischung von Emollienten héngt im

Allgemeinen von folgenden Charakteristiken ab:
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- chemischer Struktur

- Molekulargewicht

- Polaritét

- Spreitverhalten

- sensorische Eigenschaften (emolliency)

- hydrolytische Stabilitit

- rheologische Eigenschaften

- Losungsvermittelnde Eigenschaften gegeniiber 6ll6slichen Feststoffen

- Wirkung als Permeabilititsbeschleuniger

Fiir die kosmetische Verwendung der Ole und Fette ist ihre Spreitung, Viskositit und
Oberflichenspannung  von  grofftem  Interesse.  Die  Unterschiede in  der
Oberflachenspannung sind wenig ausgeprégt, grofler sind sie in der Viskositét, die enger
mit der Spreitung korreliert. Verschiedene Autoren postulierten die Korrelation zwischen
dem Spreitverhalten kosmetischer Ole und dem empfundenen Hautgefiihl [Elias 1981,
Zeidler 1992]. Zeidler [1985] stellte folgende generelle Regeln fiir den Zusammenhang

zwischen den physikochemischen Eigenschaften eines Ols und dem Spreitverhalten auf:

e Der Spreitwert nimmt mit ansteigender Viskositit des Ols ab.

e Vergleicht man Ole gleicher Viskositit miteinander steigt das Spreitverhalten mit
abnehmender Oberfldchenspannung.

e Die Spreitbarkeit eines Ols korreliert mit der subjektiv empfundenen
Absorptionsfahigkeit in die Hornschicht der Epidermis und dem Zeitverlauf des
fettigen Gefiihls.

e Wenn die Oberflichenspannung konstant bleibt, sinken die Spreitwerte mit
ansteigender Viskositét.

e Einige verzweigtkettige Ole spreiten besser als unverzweigtkettige.

e Klebrigkeit von Formulierungen tritt auf, wenn Ole mit hoher Oberflichenenergie
und hoher Viskositit inkorporiert werden.
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AuBerdem gilt nach Zeidler [1985] fiir die einzelnen Lipidgruppen:

Synthetische mittelkettige Triglyceride zeigen ein ausgeglichenes Verhdltnis aus Spreiten,
Absorption und After-Feel, wéhrend die meisten natirlichen Triglyceride ein
ausgesprochen fettiges After-Feel besitzen, das zusitzlich korreliert werden kann mit

niedrigem Spreitwert und geringer Absorption.

Synthetische Ester zeigen normalerweise gute Spreitwerte und Absorptions-
charakteristiken und zeichnen sich aus durch ein trockenes After-Feel. Bei Estern und
Guerbet-Alkoholen, die starke hydrophile Wechselwirkungen zeigen, ist der Spreitwert

umso hoher je niedriger das Molekulargewicht.

Wenn die Viskositit unverdandert bleibt, spreiten Alkohole schneller als Hydrocarbone, die

wiederum schneller spreiten als Ester.

Silikonole sind beliebte Inhaltsstoffe zur Modifizierung der sensorischen Effekte, da sie im

Allgemeinen das Spreiten aufgrund ihrer niedrigen Oberflachenspannung steigern.

2.3.3. Methoden zur Bewertung der sensorischen Effekte

2.3.3.1. Spreiten der Emollienten auf der Haut

Unter ,,Spreitung* ist das flachenhafte Ausbreiten einer Substanz zu verstehen. Der in der
Kosmetik tiblicherweise verwandte Spreitwert nach Zeidler [1985] gibt an, welche Fliache
(in mm?) der menschlichen Haut am Unterarm zu einer definierten Zeit (10min) nach
Applikation einer definierten Menge der fliissigen Olkomponente bedeckt ist.
Standardisierte Bedingungen beziiglich Temperatur und Umgebungsfeuchte sind
einzuhalten. Desweiteren ist es zur Sicherstellung der Vergleichbarkeit der Ergebnisse
notwendig, eine Referenzsubstanz in die Versuchsreihen einzubeziehen, da die Absolut-
werte des Spreitens sehr stark von dem jeweiligen Hauttyp abhingen. Um dies zu
umgehen, postulierten Roehl und Brand [1991] die Bestimmung der Spreitwerte auf mit
Gelatine iiberzogenen Glasplatten. Gelatine entspricht in der Aminosdure-
zusammensetzung weitgehend der des Kollagen und ist somit gut als Modell der

Humanhaut geeignet.
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Um eine gleichmiBige Verteilung des eingesetzten Wirkstoffs auf der Haut zu
gewihrleisten, ist ein ausgewogenes Spreiten der Ole in einer Emulsion ein wichtiges
Kriterium [Ansmann und Kawa 1991].

Dieses kann nach Kawa et al. [1999] durch die Kombination unterschiedlich spreitender
Substanzen erreicht werden. Wéhrend hoch spreitende Substanzen ein unmittelbar nach
Hautauftrag einsetzendes, deutliches Gléttegefiihl ergeben, das schon nach kurzer Zeit
abfillt, erzeugen niedrig spreitende Ole ein geringeres Glittegefiihl, das jedoch iiber die
Zeit konstant bleibt. Durch Kombination hochspreitender Emollienten mit mittel- und
langsam spreitenden Olkomponenten kann ein schnell einsetzendes, aber kontinuierlich
abfallendes Glattegefiihl realisiert werden. Letzteres trdgt anerkanntermaflen zur

kosmetischen Akzeptanz eines Hautpflegeproduktes bei [Kawa et al. 1999].

Glattegefiihl

Hochspreiter

Mittelspreiter

Niedrigspreiter

I

5 10

Zeit

Abb. 16: Schematische Darstellung einer Spreitkaskade [nach Kawa et al. 1999]

Unter Beriicksichtigung der bekannten Tatsache, dass auch eine niedrige Viskositit einer
Olkomponente deren Ausbreitung auf der Haut fordert, ergaben anwendungstechnische
Untersuchungen, dass insbesondere Verbindungen mit niedriger Oberflaichenspannung und
niedriger Viskositit die Haut schnell und gleichméBig benetzen, verbunden mit einem als
sehr angenehm beschriebenen Hautgefiihl. Gleiches gilt fiir kosmetische Zubereitungen,
deren Fettphasen Komponenten mit ausgeprigten hautbenetzenden Eigenschaften
enthalten. Fliissigkeiten mit einer Oberflachenspannung, die genau so grof3 oder kleiner ist
als die Oberflichenspannung des Feststoffs, werden auf der Oberfldche spreiten, wihrend
Fliissigkeiten mit einer groBeren Oberflichenspannung einen eindeutigen Kontaktwinkel

ausbilden [Charkoudian 1988]. Die Oberfldchenspannung der Haut wird in der Literatur
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mit 25-29mN/m angegeben [Lucast 2000]; die Bestimmung der von uns verwendeten

Olkomponenten ergab Werte im Bereich von ca. 20-34mN/m.

Anhand des Kontaktwinkels kann eine Aussage iiber die Benetzungsfiahigkeit des
Feststoffes im gegebenen Stoffsystem getroffen werden. Je geringer der Kontaktwinkel ist,
desto besser kann der Feststoff benetzt werden bzw. desto vollstdndiger ist die Bedeckung
der Feststoffoberfliche mit Fliissigkeit. In Abhdngigkeit von dem sich einstellenden
Kontaktwinkel wird zwischen nicht benetzenden (®> 90°), teilweise benetzenden (0°<®<
90°) und vollstindig benetzenden (®=0°) Systemen unterschieden. Voraussetzung fiir die
Giltigkeit der Young’schen Gleichung ist das Vorliegen einer nicht deformierbaren und

nicht 16slichen Feststoffoberflache.

Die endgiiltige Tropfenkontur und damit die von einem einzelnen Tropfen bedeckte
Feststoffoberfldche, hingt dabei sowohl vom mikroskopischen Benetzungswinkel, als auch
von der Oberflichenrauigkeit und der Oberflachenporositit des Feststoffs ab [Dorfler
1994].

Wenzel [1936, 1949] untersuchte schon in den 40er-Jahren den Einfluss der Rauigkeit auf
den Kontaktwinkel. Aus energetischen Uberlegungen heraus, unterstellte er folgenden

Zusammenhang:

Fliache der rauen Oberfliche

cos(@r ) cos(@g ) )

i Flache der glatten Oberfldche

Dabei folgerte er, dass raue Oberflichen gegeniiber glatten Oberflachen einen verdnderten
Kontaktwinkel ®rau aufweisen miissten, da sie einen anderen Energiegehalt pro
Flacheneinheit zeigen. Wenzel rechnete hierbei mit dem mittleren Verhéltnis der
Projektionsfliche zur tatsdchlichen Oberfliche des aufgerauten Feststoffes. Fiir
mikroskopisch raue Oberflichen und einem Kontaktwinkel O, von tiber 90° ergibt sich
damit rein rechnerisch mit zunehmender Rauigkeit eine Zunahme des Benetzungswinkels.
Umgekehrt liefert die Berechnung nach Wenzel bei Benetzungswinkeln unter 90° mit
zunehmender Rauigkeit geringer werdende Kontaktwinkel. Grundsitzlich stimmt dieser

Befund mit den Versuchsergebnissen vieler Autoren liberein [Busscher et al. 1984, Fukai

et al. 1998].
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2.3.3.2. Frictiometrie: Frictiometer

Es sind Hautreibungsvorgénge, in denen unsere taktilen Empfindungen vermittelt werden.
Mit dem Streichen eines Fingers iiber die Haut erhalten wir Informationen dariiber, ob die
Haut geschmeidig oder rau, sowie trocken oder 6lig ist. Daher ist es von grof3er Bedeutung

fiir die Entwicklung von Kosmetika die Reibungseigenschaften der Haut zu verstehen

[Leveque 1989].

Nach den GesetzmiBigkeiten von Amonton gilt fiir den Friktionskoeffizienten p:

F = Reibungskraft
H=W W = Auflagekraft ®)

Demnach kann also der Reibungskoeffizient u mit jeder Technik bestimmt werden, die in
der Lage ist, gleichzeitig die Auflagekraft zwischen den beriihrenden Flidchen und die
Kraft zu bestimmen, die notwendig ist, um die Fldchen relativ zueinander in Bewegung zu
setzen (statischer Friktionskoeffizient), bzw. um die Fldchen relativ zueinander zu
bewegen (dynamischer Friktionskoeffizient). Aullerdem geht Amonton davon aus, dass der
dynamische Friktionskoeffizient unabhingig ist von der Geschwindigkeit der Sonde sowie
von der Auflagekraft. Koudine et al. [2000], EI-Shimi [1977] und Comaish und Bottoms
[1971] haben jedoch festgestellt, dass dies nur flir Feststoffe mit begrenzten elastischen
Eigenschaften und nicht fiir ein viskoelastisches System wie die Haut gilt, da sie
herausfanden, dass p mit steigender Auflagekraft ansteigt [El-Shimi 1977, Comaish und
Bottoms 1971, Koudine et al. 2000].

Eine Vielzahl unterschiedlicher Techniken sind in der Literatur zur Messung der
Friktiometrie beschrieben worden. Man kann diese einteilen in Messinstrumente, bei denen
eine Sonde linear tiber die Haut gleitet [Bhushan et al. 2005, Gee et al. 2005, Sivamani et
al. 2003, Sivamani et al. 2003a, Tanaka et al. 2003, Egawa et al. 2002, Asserin et al. 2000,
Koudine et al. 2000, Eisfeld und Busch 1999, Nakajima und Narasaka 1993, Wolfram
1983, Comaish und Bottoms 1971] und solche, bei denen eine Sonde auf der Haut rotiert
[Tronnier et al. 2001, Lindahl et al. 1998, Elsnau 1995, Lodén et al. 1992, Henricsson und
Svensson 1990, Nacht et al. 1981, EI-Shimi, 1977, Highley et al. 1977].
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Das von der Firma Courage & Khazaka und dem Institut fiir experimentelle Dermatologie,
Universitat Witten/ Herdecke, im Jahre 2001 neu entwickelte Frictiometer FR 700 beruht
auf dem Rotationsprinzip und ist dem Hersteller nach nicht nur in der Lage die taktilen
Parameter der Haut zu bestimmen, sondern auch geeignet, durch Anderung der
Sensoroberfliche (z.B. durch Uberzichen mit einem textilen Material) die

Hautoberfldchenparameter (z.B. durch Anrauen) zu &dndern.

[ &

B

Motor

e
c Sensorkopf
—

Haut \’

Abb. 17: Funktionsprinzip des Frictiometer®

Die Adhédsion (Reibungskraft) zwischen Sensor und Haut ergibt sich aus dem
Auflagedruck und der Gestaltung der Oberfliche des Sensorkopfes (Grofle und vor allem
Oberflichenbeschaffenheit) sowie dem Zustand der Hautoberfliche. Die Kraft, die
notwendig ist, um den Sensor z.B. nach Applikation von Kosmetika auf der Haut zu
bewegen (Reibung/ Friktion) korreliert den Herstellern nach mit der Glitte der Haut sowie
im Wesentlichen mit den subjektiven, taktilen Empfindungen [Tronnier et al. 2001]. Die
Reibung auf der Oberfliche wird bestimmt durch die physikalischen Parameter
Normalkraft N und Reibungskraft F. Bei dieser Messmethode wird die Normalkraft durch
die Auflagekraft des Sensorkopfes und die Reibungskraft durch das mit einer
Rotationsbewegung erzeugte Drehmoment auf der Oberfliche bestimmt. Die
Reibungskraft wird als Frictiometerwert (0-1000) in einen Computer eingelesen und

anhand einer geeigneten Software analysiert.
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Die austauschbaren Sensorkopfe des Frictiometers bestehen aus Teflon und weisen
unterschiedliche Oberfldchenbeschaffenheiten auf. Teflon hat geringe Abriebwerte und ist
gegeniiber schwankenden Temperaturen unempfindlich. AufBlerdem ist es gut

hautvertrdglich und hat eine sehr geringe Wasseraufnahme (0,005%).

Insbesondere ist in der Literatur auch untersucht worden, inwiefern der Einfluss von
Kosmetika auf der Haut mit einem Frictiometer bewertet werden kann. Der Eingangseffekt
nach der Applikation von Olen ist ein Absenken des Friktionskoeffizienten. Nacht et al.
[1981] und Highley et al. [1977] zeigten aulerdem, dass nach der anfanglichen Abnahme
der Friktion, die Ole im Endeffekt den Friktionskoeffizienten erhdhen. AuBerdem konnten
Nacht et al. [1981] zeigen, dass die prozentuale Anderung des Friktionskoeffizienten bei
Applikation verschiedener Cremes auf die Haut mit der sensorisch empfundenen Fettigkeit
korreliert. Prall [1973] und Nacht et al. [1981] fanden heraus, dass der Friktionskoeffizient
nach der Anwendung von Emollienten und Cremes etwa genauso stark steigt wie bei
Applikation von Wasser. Die Effekte der Cremes jedoch hielten fiir Stunden, wéhrend die
Effekte des Wassers nur 5-20 Minuten andauerten.

Hydratationsstudien zeigten, dass trockene Haut niedrigere Friktionswerte aufweist als
hydratisierte Haut, wobei jedoch der Grad der Befeuchtung eine grof3e Rolle spielt. Sehr
feuchte Haut zeigt wiederum Friktionswerte, die mit trockener Haut vergleichbar sind.
Eine gemifigte Zugabe von Wasser bewirkt eine Glattung der Haut, dadurch entsteht eine
groBBere Kontaktflache zwischen der Frictiometersonde und der Haut, die eine Erh6hung
des Frictiometerwertes bewirkt. AuBBerdem steigt durch die Applikation von Wasser die
Adhision zwischen Sonde und Haut und erzeugt so einen hoheren Widerstand, der zum
Rotieren der Sonde iiberwunden werden muss. Trockene Haut dagegen ist weniger
geschmeidig, so dass die Adhdsion zwischen Sensorkopf und Haut geringer ist. Die
Frictiometersonde kann dadurch leichter iiber die Haut gleiten und erzeugt niedrigere

Frictiometerwerte.

Verschiedene Autoren versuchten bereits, die zur sensorischen Bewertung von Topika
subjektiven, qualitativen Beschreibungen quantitativ durch Korrelation mit dem
Friktionskoeffizienten zu erfassen. Prall [1973] fand eine Korrelation zwischen Friktion
und Hautglitte, nachdem er die Topographie und Hérte der Haut in die Analyse mit
einbezog. Nacht et al. [1981] fanden einen Zusammenhang zwischen der empfundenen

Fettigkeit und dem Friktionskoeffizienten.
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Man kann zwischen drei generellen Kurvenverldufen unterscheiden, die den zeitlichen

Verlauf des Friktionskoeffizienten nach Applikation von Olen bzw. Cremes auf der Haut

charakterisieren:

1

2)

3)

Ein sofortiger starker Anstieg des Friktionskoeffizienten, der dann langsam
abfallt.

Diese Kurve zeigen Substanzen, die, wie Wasser, eine schnelle Hydratation der
Haut erzielen.

Zungchst ein Abfall des Friktionskoeffizienten, der dann in einen zeitlichen
Anstieg des Friktionskoeffizienten Gibergeht.

Diese Kurve zeigen Substanzen, die recht fettig sind und dadurch den anfénglichen
Abfall des Friktionskoeffizienten bewirken. Der dann folgende Anstieg der Friktion
ist wahrscheinlich den okklusiven Effekten zu zuschreiben. Diese Produkte und
Zusitze bewirken eine Hydratation der Haut, indem sie die Wasserabdunstung
verhindern.

Ein sofortiger schwacher Anstieg des Friktionskoeffizienten, der dann
langsam abfallt.

Substanzen, die diesen Kurvenverlauf zeigen, zeigen eine Kombination der beiden

oben genannten Effekte, d.h. Hydratation der Haut sowohl durch Wasserzufuhr als
auch durch Okklusion.

In der Literatur wurde auBerdem untersucht, welchen Einfluss die Topographie des

Sensorkopfes auf die Frictiometerwerte hat. EI-Shimi [1977] und Comaish und Bottoms

[1971] verglichen unterschiedliche Sonden miteinander und fanden heraus, dass glatte

Sensorkdpfe unterschiedlicher Materialien hohere Friktionskoeffizienten erzeugten als raue

Sensorkdpfe. Eine Erkldrung dafiir konnte darin liegen, dass die glatten Sensorkdpfe eine

groBBere Adhédsion zur Haut besitzt und dem Gerdt so einen hoheren Widerstand

entgegensetzt.
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3.1. Verwendete Emollienten

Die folgenden Ubersichten beinhalten eine Auflistung der verwendeten Emollienten und

deren Bezugsquellen (Tab. 1) sowie die physikalisch- chemischen Daten aller verwendeten

Ole (Tab.2).

Tab. 1: Verwendete Emollienten und deren Bezugsquellen

Lipidklasse Emollienten Handelsname Bezugsquelle
Kohlen- Paraffinum perliquidum n.a Hansen ﬁalr{nfjghal KG,
wasserstoffe, Hansen & Rosenthal KG
. {qui n.a. ’
Paraffine Paraffinum liquidum Hamburg
Squalane Fitoderm Cognis Deutschl. GmbH &
Co. KG
. Dimethicone Copolyol DM 100 Wacker Chemie GmbH,
Silikone POty Burghausen
Cyclopentasiloxan DC 245 Dow Corning S.A., Belgien
Caprylic/ Capric .
) ) . . ; Cognis Deutschl. GmbH &
Triglyceride Triglycerides Myritol 312 Co. KG
i Cognis Deutschl. GmbH &
Decyl Oleate Cetiol V &
Ester Y Co.KG
Cetiol 868 Cognis Deutschl. GmbH &
Ethylhexyl Stearate Co. KG
C12-15 Alkyl Benzoate Finsolv TN Finetex Inc.,
New Jersey
. Cognis Deutschl. GmbH &
n.a.
Isopropyl Myristate Co. KG
Cetiol SN Cognis Deutschl. GmbH &
Cetearyl Isononanoate Co. KG
. . Cetiol B Cognis Deutschl. GmbH &
Dibutyl Adipate Co. KG
. Cetiol CC Cognis Deutschl. GmbH &
Dicaprylyl Carbonate Co. KG
Oleyl Erucate (synth. Cetiol J 600 Cognis Deutschl. GmbH &
Jojobadl) Co.KG
Alkohole Octyldodecanol Eutanol G Cognis Deutschl. GmbH &
Co. KG
Ether Dicaprylyl Ether Cetiol OF Cognis Deutschl. GmbH &

Co. KG




Tab. 2: Physikalisch-chemische Daten der Ole

INCI Spreitwert Spreit- Molekular- Viskositit Oberfldchen- Polaritét
vermogen gewicht 20°C spannung

[mm?] [Klasse] [g/mol] [mPas] [mN/m] [Klasse]
Dicaprylyl Carbonate 1600 hoch 286 6,3 31,0 schwach N
Dicaprylyl Ether 1600 hoch 240 3,0 292 schwach £
Cyclopentasiloxan 1600 hoch 3,6 20,5 schwach %L
Isopropyl Myristate 1200 hoch 270 4,5 30,1 stark T
Dibutyl Adipate 1000 hoch 260 4,6 31,0 stark
Ethylhexyl Stearate 800 mittel 390 12,4 31,9 mittel
Cetearyl [sononanoate 700 mittel 390 15,2 31,1 mittel
Decyl Oleate 700 mittel 415 13,3 32,9 stark E_J
Paraffinum perliquidum 663 mittel 24,7 31,7 keine 5‘
Octyldodecanol 600 mittel 300 474 31,0 schwach é
Squalane 600 mittel 422 31,6 30,2 schwach
Caprylic/ Capric Triglycerides 550 mittel 500 22,9 31,4 stark
Dimethicone Copolyol 429 schwach 203 82,9 22,6 schwach .
Oleyl Erucate 350 schwach 590 31,3 schwach “S’_
C12-15 Alkyl Benzoate 250 schwach 11,6 33,6 stark '_é”
Paraffinum liquidum 203 schwach 182,6 33,0 keine %

Quelle: experimentelle Daten, Daten Fa.

Cognis, Daten entnommen aus Dietz 1999



3. Material und Methoden 39

3.2.  Verwendete Kollagenmembranen

Basisiiberlegung fiir die Auswahl der Untersuchungsmaterialien war, ein Material zu
finden, das hautdhnliche Oberflicheneigenschaften aufweist. Da trockene, fettfreie
Humanhaut zu 71,9% aus Kollagen besteht [Rothmann 1954] bieten sich dabei kiinstlich
hergestellte Kollagenmembranen an. Fiir die Untersuchungen wurden daher vor allem
Kunstdirme verwendet, die normalerweise als Wursthiillen im Lebensmittelbereich

Einsatz finden.

3.2.1. Kollagenmembranen (Wurstpellen)

Wenn Kollagenfasern in Wasser gleichmiBig erhitzt werden, schrumpfen sie zunéchst und
werden dann in Gelatine verwandelt [Lang und Effenberger 2005]. Die hier verwendeten
Waurstpellen werden auch als ,,Kunstddrme aus regenerierten Naturprodukten® bezeichnet.
In der Praxis sind sie unter dem Namen Hautfaser- oder Kollagendarm aus gehértetem
Eiweil bekannt. Ausgangsmaterial fiir die Herstellung des Kollagendarms sind
Rinderhédute. Die Rinder sollten vorzugsweise in einem Alter von 18 bis 24 Monaten
geschlachtet werden, da empirische Studien gezeigt haben, dass in diesem Alter die
Fibrillendimension und der Grad der natiirlichen Quervernetzung des Hautcollagens so
konstituiert ist, dass sie sich am besten verarbeiten lassen. Bei der weiteren Verarbeitung
der Rinderhdute wird zunichst ein alkalischer Hautaufschluss mit Natronlauge oder
Kalkmilch durchgefiihrt, der die Entfernung nichtkollagener Begleitstoffe aus der
Hautmatrix, eine partielle Desamidisierung des Kollagens und eine makroskopische
Erhohung der Flexibilitdt des Fasergeflechtes zur Folge hat. Der alkalische Hautaufschluss
wird durch Zugabe von Sdure abgebrochen. Die stark gequollenen Kollagenschwarten
werden zunéchst grob gewolft und dann iiber Lochwalzen in eine gelartige Kollagenpaste
tiberfithrt, die nach Zugabe rezepturabhidngiger Zusatzstoffe wie z.B. Feuchthaltemittel
(Glycerin) oder farbende Komponenten durch Kolloidmiihlen passiert wird. Der so
entstandene Faserbrei wird mit Sdure versetzt, damit sich eine gequollene, gelartige Masse
ausbilden kann. Bei der Uberfiilhrung der Kollagenmasse via Extrusion in die
Schlauchform unterscheidet man zwischen dem Trockenspinnverfahren, dem
Nassspinnverfahren und dem Hybridverfahren. Innerhalb dieser Verfahren werden die

geformten Gebilde stabilisiert, getrocknet und die neu gebildeten Strukturen gehértet (z.B.
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durch Beaufschlagung mit aldehydischen Vernetzern). Die Sauerstoffdurchldssigkeit der
Wursthiillen aus regenerierten Naturprodukten betrigt in etwa 100g/m*-24h bei 23°C und
85% relative Feuchte, wihrend die Wasserdampfpermeabilitit 800cm’/24h-m*/bar bei
23°C und 53% relative Feuchte betrdgt [Lang und Effenberger 2005].

3.2.1.1.  Naturin Klassik (Mitteldarm)/ EWD-Darm

Naturin Klassik und EWD-Darm (Produktbezeichnungen), der Firma Naturin GmbH &
Co. KG, Weinheim, sind Wurstpellen, die bei Brithwurstsorten zu Einsatz kommen. Dabei
besitzt der EWD-Darm im Unterschied zum Naturin Klassik- Darm kein eigenes

Raucharoma.

Tab. 3: Zusammensetzung Mitteldarm/ EWD-Darm

Rohstoff Naturin Klassic EWD-Darm
Mitteldarm [%0] [%6]

Kollagen >85% >85%

Feuchthaltemittel >2% >5%

Féarbende Komponenten <2% -

Sonstiges Lecithin Coating an der ---

Innenseite
pH-Wert 3,8-4,3 4,1

3.2.1.2. R2-Darm/ R2LD-Darm

R2- und R2LD-Darm (Produktbezeichnungen) von der Firma Naturin GmbH & Co. KG,
Weinheim, sind Wurstpellen, die als Rohwurstdarm zu Einsatz kommen. Der R2-Darm ist
hervorragend geeignet fiir Rohwurstsorten mit ldngerer Reifezeit und der R2LD-Darm fiir

hochste Verarbeitungsgeschwindigkeiten.
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Tab. 4: Zusammensetzung R2-Darm/ R2LD-Darm

Rohstoff R2-Darm R2LD-Darm
[%0] [%]
Kollagen >80% 85%
Feuchthaltemittel >2% 11%
Féarbende Komponenten -—- -
NaCl/ Na-Acetat <1% Asche

Sonstiges Mischung

pH-Wert 4,6-5,0

<3% Pflanzenol

3.2.1.3. COFFI-Kollagenfolie

Die COFFI- Kollagenfolie (Produktbezeichnung) der Firma Naturin GmbH & Co. KG,

Weinheim, ist eine essbare Eiweilfolie aus Kollagen, die als Braten und Schinkenfolie bei

der Herstellung von Kochpokelwaren eingesetzt werden kann. Sie bietet Vorteile

gegeniiber anderen Wurstpellen, da sie deutlich geschmeidiger ist, gute Barriere-

Eigenschaften aufweist und dadurch Saftverluste reduziert.

Tab. 5: Zusammensetzung COFFI-Kollagenfolie

Rohstoff [90]
Kollagen 65%
Wasser 15%
Feuchthaltemittel 15%
Acetoglyceride 4%
Asche (600°C) 1%

Farbende Komponenten ---
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3.2.2. Sonstige Kollagenmembranen
3.2.2.1.  Matricol®-Skin Relax

Zusitzlich zu den ausgewdhlten Wurstddrmen wurde die Matricol Skin Relax Maske der
Firma Dr. Suwelack Skin & Health Care AG, Billerbeck, als Kollagenmembran
ausgewdhlt. Die Skin-Relax-Folie ist eine mikroporose Biomatrix aus hochreinem
Kollagen. Den Herstellern nach ist die Maske fiir jeden Hauttyp und -zustand geeignet,
speziell jedoch fiir trockene, sensible sowie atrophische Haut. Matricol aktiviert die
Flissigkeitszufuhr und setzt produkteigene Wirkstoffe frei, die die guten

Hydratationseigenschaften begiinstigen.

Tab. 6: Zusammensetzung Matricol Skin-Relax-Biomatrix

Rohstoff

Kollagen
Hydrogenated Polyisobutene

Hydrolyzed Hibiscus Esculentus Extract (and) Dextrin
PPG-15 Stearyl Ether
PEG-40 Sorbitan Peroleate

3.3. Verwendete Gelbildner

3.3.1. Gelatine

Gelatine ist das Produkt der partiellen Hydrolyse von Kollagen. Je nach verwendetem
Herstellungsverfahren und Ausgangsmaterial unterscheidet man zwei verschiedene
Gelatine-Typen. Bei dem ,,sauren Verfahren® mit Schweineschwarten entsteht Gelatine
Typ A (,,acid®), bei dem die Sdureamidgruppen von Glutamin und Asparagin erhalten
bleiben. Bei diesem Verfahren liegt der isoelektrische Punkt der Gelatine bei pH 8,5 bis
9,0. Im Gegensatz dazu liefert das kalkalkalische Aufschlussverfahren von Kalbs- oder
Rinderhduten bzw. Knochen den Gelatine Typ B (,,basic). Ein Teil der Sdureamidgruppen
wird hierdurch verseift, so dass der isoelektrische Punkt hier zwischen pH 4,8 und 5,0
liegt. Handelstibliche Speisegelatinen setzen sich aus 84-90% Eiweil3, 8-12% Wasser und

2-4% Mineralsalzen zusammen.
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In der Aminosidurezusammensetzung entspricht Gelatine weitgehend der des Kollagens.
Sie besteht zu einem Drittel aus Glycin und zu weiteren 22% aus den Iminoverbindungen
Prolin und Hydroxyprolin; die restlichen 45% entfallen auf 17 weitere Aminoséuren wie

z.B. Alanin, Arginin, Glutaminsdure und Serin [Rose1987].

In Wasser 16st sich Gelatine unter Quellungserscheinungen zu einer mehr oder weniger
viskosen Fliissigkeit, die beim Erkalten zu einer Gallerte erstarrt. Das Gelbildungs-
vermdgen ist ein wesentliches Qualititsmerkmal der Gelatine. Mit dem "Bloomgelometer*
wird mit einem Stempel definiert die Oberfldche der Gelatine Gele verformt. Die Masse in
Gramm, die zu dieser Oberflichenverformung noétig ist, wird in sogenannten
"Bloomgramm" als "Bloomwert" oder einfach als "Bloom" angegeben. Die mit Gelatine
hergestellten Gele schmelzen bereits bei Korpertemperatur. In dieser Arbeit wurde
Gelatine Speisepulvergelatine 240 Bloom, Typ ,,A“ der Firma GELITA Deutschland
GmbH, Eberbach, verwendet.

3.3.2. Agar-Agar

Agar-Agar ist ein hydrophiles Kolloid mit Polysaccharid Struktur, das aus verschiedensten
Meeresalgen der Rhodophyceen-Klasse durch HeiBwasserextraktion, nachfolgendes
Ausfrieren und anschlieBende Reinigung gewonnen wird. Agar-Agar ist eines der
wirksamsten Gelbildner, schon 0,04%ige Losungen erweisen sich als Gele. Agar-Agar ist
unloslich in kaltem Wasser und Alkohol, jedoch 16slich, d.h. kolloid dispergierbar in
heiBem Wasser. Eine 1,5%ige Losung ist klar und bildet, sobald sie auf 32-39°C
abgekiihlt ist, ein festes, elastisches Gel, das erst bei 85°C wieder schmilzt.

Die Viskositét der Losungen ist weitgehend vom Ausgangsmaterial abhingig, bei 45°C ist
sie bei pH-Werten von 4,5-9,0 relativ konstant und wird im Bereich pH 6,0-8,0 weder
durch Altern noch durch Elektrolyte, sofern diese nicht in hohen Konzentrationen
vorliegen, beeinflusst. In dieser Arbeit wurde Agar-Agar der Merck KGaA, Darmstadt

eingesetzt.
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3.3.3. Hydroxyethylcellulose (HEC)

Hydroxyethylcellulose ist ein Cellulose-Derivat, das wissrige Losungen bildet, die nur
eine geringe Oberflachenaktivitit besitzen, neutral reagiert und thermoreversible
Koagulation zeigt.

Die Viskositit der einprozentigen Losung des eingesetzten Natrosol 250 HHR der Fa.
Hercules GmbH, Le Picq Cedix, Frankreich, betrigt nach Herstellerangaben 1500-
2500mPas.

3.3.4. Polyacrylsaure: Carbopol

Polyacrylsdure bildet ein in Wasser nur z.T. 16sliches anionenaktives Polymerisat aus
Acrylsédure. Der Verdickungsprozess dieser Polymere tritt erst nach Neutralisation auf, erst
dann erfolgt eine AbstoBung der Ketten und eine signifikante Verdickung tritt ein. Zuvor
sind die Carbopolketten verknéult und bilden kein Gelgertist aus [Gallardo et al. 2000].

In dieser Arbeit wurde Carbopol Ultrez 10® der Firma Noveon, Inc. verwendet.
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3.4. Herstellung der Kollagensubstituten mit Untergrundgel

Am Beispiel von Substituten mit Gelatine-Untergrundgel

Tab. 7: Zusammensetzung der Substituten mit Gelatine Untergrundgel

Rohstoff [a]
Wasser ad 100,00
Glycerin (87%) 16,20
Gelbildner (z.B. Gelita 240 Bloom Gelatine) 2,00
Phenoxyethanol 0,81

Kollagenmembran

Die exakt eingewogenen Mengen Wasser und Glycerin werden erhitzt. Gelatine wird fiir 5-
10min mit 50g der Glycerin-Wasser-Mischung gequollen. Sobald die Mischung 50-60°C
erreicht hat, wird die gequollene Gelatine hinzugefiigt und mit Hilfe eines Magnetriihrers
verriihrt, bis die Gelatine komplett geldst ist. Phenoxyethanol wird hinzugefiigt und die
Gelatinemasse wird abgekiihlt. Sobald die Masse etwa 40-50°C erreicht, wird sie bis zum
Rand in Petrischalen gefiillt. Die Gelierung der Gelatinemasse dauert ca. 30min bis 2h,
abhingig von der Temperatur und relativen Feuchte in der Umgebung. Zwischenzeitlich
wird die Kollagenmembran fiir ca. 15min in Wasser befeuchtet. Sobald die Gelatinemasse
eine ausreichende Gelfestigkeit aufweist, wird die befeuchtete Kollagenmembran von
iiberschiissigem Wasser befreit und dann straff iiber die Gelatine Oberfliche gespannt (s.
Abb. 18). Unter der Oberfliche auftretende Luftblasen sind zu entfernen. Die
Konditionierung wird in einer Klimakammer bei 20°C und 80-90% relativer Feuchte liber

15-20h erreicht.

Der iiberwiegende Teil aller Untersuchungen wurde an verschiedenen Membran/

Untergrundgel-Variationen durchgefiihrt, die vergleichbar hergestellt wurden.
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Abb. 18: Gelatinesubstitut mit Untergrundgel

3.5.  Methoden zur Untersuchung der Kollagensubstituten
3.5.1.  Untersuchungsmethoden zur Standardisierung des Systems

3.5.1.1. Bestimmung des TEWL

Es wurden Substituten entsprechend dem oben genannten Beispiel hergestellt, wobei
jedoch unterschiedliche Glycerin/Wasser-Mischungen eingesetzt wurden, die jeweils eine
entsprechende Befeuchtung der Membran (35%, 50%, 80%) erzielen sollten. Aus Tab. 8
wird deutlich, welche Menge an Glycerin in einer Glycerin-Wasser-Mischung zugegeben
werden muss, um eine bestimmt relative Feuchte iiber der Mischung zu erzeugen. Die
Substituten wurden auflerdem entsprechend der im Substitut herrschenden relativen

Feuchte (35%, 50%, 80%) und bei 20°C konditioniert.
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Tab. 8: Relative Feuchten erzeugt durch unterschiedliche Glycerin-Wasser-Mischungen
[nach Grover und Nicol 1949]

Relative Feuchte Glycerin Wasser

25% 92% 8%

30% 90% 10%
35% 87% 13%
50% 80% 20%
60% 74% 26%
70% 65% 35%
80% 52% 48%
90% 30% 70%

Messungen zur Bestimmung der Wasserdampfdiffusion an der Oberflache der Substituten
wurden durchgefiihrt mit einem Tewameter TM210 der Firma Courage & Khazaka, Kdln.
Um ecine statistisch ausreichende Datendichte zu bekommen, wurden an drei Substituten
einer Charge Dreifachmessungen von je 20 Sekunden an drei verschiedenen Arealen aus 4
Chargen gemessen, wobei das Gerit einen Wert pro Sekunde erfasste. Alle Messungen
wurden unter klimatisierten Bedingungen bei 20°C (+/-1°C) und 55% relativer Feuchte

(+/- 5%) durchgefiihrt.

3.5.1.2. Bestimmung der Hydratation (Corneometrie)

Es wurden Substituten entsprechend dem oben genannten Beispiel hergestellt, wobei
jedoch unterschiedliche Glycerin/Wasser-Mischungen eingesetzt wurden, die jeweils eine
entsprechende Befeuchtung der Membran (35%, 50%, 80%) erzielen sollten. Die
Substituten wurden auBerdem entsprechend der im Substitut herrschenden relativen

Feuchte (35%, 50%, 80%) und bei 20°C konditioniert.

Die Bestimmung der Hydratation der Oberfldche der Substituten wurde durchgefiihrt mit
einem Corneometer CM 820 der Firma Courage & Khazaka, Kéln. Um eine statistisch
ausreichende Datendichte zu bekommen, wurden an drei Substituten Corneometerwerte an
10 verschiedenen Arealen aufgenommen. Es wurden jeweils 3 Chargen untersucht. Alle
Messungen wurden unter klimatisierten Bedingungen bei 20°C (+/-1°C) und 55% relativer

Feuchte (+/- 5%) durchgefiihrt.
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3.5.1.3. Bestimmung der Oberflachenenergie

Die Bestimmung der Oberflichenenergie der Wurstpellen bzw. der Oberfliche der
Substituten o, erfolgte mit dem Kontaktwinkel-Messsystem OCAH200 (DataPhysics
Instruments GmbH, Filderstadt). Dazu wurde der Kontaktwinkel, den zwei
Testfliissigkeiten mit bekannten polaren und dispersen Anteilen mit der Feststoffoberfléche
bilden, anhand der ,Sessile-drop-Methode™ bestimmt. Das Aufbringen eines
Fliissigkeitstropfens konstanten Volumens (5 pl) auf die Kollagenmembran bzw.
Substituten-Oberfliche wurde mit dem Video-Messsystem aufgenommen. Alle Messungen
wurden bei Umgebungstemperaturen von 20°C (+/-2°C) durchgefiihrt. Der Kontaktwinkel
wurde mit der OCAH200 Software anhand des ,,Ellipsen Fittings® bestimmt. Aus dem
rechten und linken Kontaktwinkel erfolgte die Berechnung des mittleren Kontaktwinkels.
6-10 Tropfen je Fliissigkeit wurden an verschiedenen Stellen abgesetzt und die Winkel
berechnet. Mittelwert und Standardabweichung wurden aus den mittleren Kontaktwinkeln
gebildet. Anhand der OCAH200 Software zur Berechnung der Oberflichenenergie wurden
die polaren und dispersen Anteile der unterschiedlichen Oberfldchen nach dem Verfahren
von Owens, Wendt, Rabel und Kaelble [Owens und Wendt 1969] unter Zuhilfenahme der
Literaturwerte (Tab. 8) der Testfliissigkeiten berechnet. Dabei werden die Messergebnisse
linearisiert; die Kurvensteigung représentiert den polaren Anteil und das Absolutglied den

dispersen Anteil der Oberfldchenspannung.

Tab. 9: Literaturwerte der Testflissigkeiten

o ®® polarer disperser
Testfliissigkeit [mN/m] Anteil Anteil Literatur
o’ [mN/m] o [mN/m]

Tricresylphosphat 40,90 1,70 39,20 Fowkes [1964]
Diiodomethan 50,80 1,30 49,50 Owens et al. [1969]
Wasser 72,30 53,60 18,70 Rabel [1971]
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3.5.1.4. Bestimmung der Oberflachenrauigkeit

Fir die Bestimmung der Oberflichenrauigkeit der Substituten wurden zunéchst
Silikonreplika mit Hilfe von Bisico S4, additionsvernetzendes Vinylsilikon der Firma
Bisico, Bielefelder Dentalsilicone GmbH & Co. KG, Bielefeld, hergestellt. Dazu wurden
die Komponenten A und B in gleichen Mengenanteilen gemischt und auf eine ca. 4x4cm
grofle Flache in einer etwa 3mm dicken Schicht auf das topographisch zu bestimmende
Areal aufgebracht. Nach einer etwa 5-miniitigen Aushirtung konnten die Silikonreplika

abgezogen werden. Es wurde je ein Replika von drei Substituten jeder Charge gefertigt.

Die Bestimmung der Oberflichenrauigkeit der Replika erfolgte per FOITS. Aus
Kostengriinden konnte nur eine kleine Auswahl der gefertigten Silikonreplika per FOITS
bestimmt werden. In Anlehnung an die bestehenden DIN-Vorschriften 4762 bis 4768
konnen verschiedene Oberflichenparameter ausgewertet werden. Als besonders
aussagekriftig hat sich unter anderem der arithmetische Mittenrauwert Ra erwiesen, der in
dieser Arbeit ausgewédhlt wurde. Der arithmetische Mittenrauwert ist die mittlere
Abweichung des Istprofils vom mittleren Profil; der Abstand h wird vom mittleren Profil

aus gemessen (Abb. 19).
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Abb. 19: Arithmetischer Mittenrauwert Ra

3.5.1.5. Hartebestimmung der Gele

Die mechanischen Eigenschaften der Gele wurden anhand der Texture Profile Analysis
(TPA) mit einem Texture Analyser (Modell TA.XT2) der Firma Winopal,
Forschungsbedarf GmbH, Ahnsbeck, durchgefiihrt.

Dabei wurde jeweils derselbe Messzyklus abgefahren, bei dem der zylinderartige

Polycarbonat-Stempel (12,66mm Durchmesser) 4mm tief in das zu testende Gel gedriickt,
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wieder herausgezogen und nach einer Riickbildungszeit von Ssek zwischen den
Kompressionszyklen erneut in das Gel eingefahren wird. Dieser Zyklus wurde an drei
Substituten einer Charge je zweimal durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit der
TA.XT2 Software anhand eines Makros fiir die Bestimmung der Parameter Harte,
Komprimierbarkeit, Haftvermdgen und Kohédsionskraft aus den aufgenommenen

Kompressionskurven. Fiir diese Arbeit ausgewertet wurde allerdings nur die Bestimmung

der Harte der Gele.

Abb. 20: Bestimmung der Harte der Kollagensubstituten mit dem Texture Analyzer
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3.5.1.6. Klebkraftmessung

Die Bestimmung des Haftvermogens zwischen den Kollagenmembranen und dem darunter
befindlichen Gel wurde mit einem Spezialaufbau ,,Peel Test“ am Texture Analyser
TA.XT2 bestimmt. Bei diesem Aufbau handelt es sich um einen Seilzug, der iiber eine mit
einer dinnen Schnur versehenen Klemme die Kollagenmembran mit dem Texture
Analyzer verbindet (Abb. 21). Fiir die Bestimmung des Haftvermdgens wird die Klemme
an einem Ende der Kollagenmembran befestigt und die Verbindungsschnur leicht
gespannt. Nun wird der ,,Peel-Test“-Zyklus gestartet. Dieser besteht darin, dass das Gerit
die tiber Klemme und Schnur verbundene Membran iiber eine Strecke von 155-170mm (je
nach Elastizitdt der Membran) nach oben zieht und die Kraft aufnimmt, die dafiir, d.h. also
fiir das Abziehen der Membran, aufgewendet werden muss. Fiir die Auswertung wird die
»Area under the curve” (AUC) der aufgenommenen Kraft-Weg-Kurve bestimmt, wobei

der Schnittpunkt der Kurve mit der x-Achse (d.h. Kraft=0) als Endpunkt der Messung

betrachtet wird.
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Abb. 21: Bestimmung der Membran-Untergrundgel-Haftung
der Kollagensubstituten mit dem Texture Analyzer
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3.5.2.  Untersuchungsmethoden zur Charakterisierung von Emollienten

3.5.2.1. Spreitverhalten nach Zeidler

Spreitwerte wurden bestimmt auf Humanhaut, auf trockenem EWD-Darm und auf Naturin
EWD-Darm (Riickseite) mit einem Untergrundgel aus einem Gemisch aus Agar-Agar und
Gelatine. Fiir die Bestimmung der Spreitwerte (basierend auf der Methode von Zeidler)
wurden 10ul Ol (Reihe Humanhaut: 5ul) auf die Membranoberfliche bzw. die Humanhaut
aufgebracht und die Fliche bestimmt, auf der sich das Ol nach 10min ausgebreitet hat. Es
war notwendig, die Auswertung der Spreitflaichen aufgrund der verschiedenen Oberfldchen
auf unterschiedliche Art und Weise durchzufiihren:

» Abnehmen des Flecks mit Pergamentpapier und optische oder gravimetrische

Auswertung
= Erfassen der Olflecks mit Graphit und anschlieBende optische Auswertung

= Anfirben der Umrisse des Olflecks mit einem Farbstift und anschlieBende optische
Auswertung

Ein Minimum an 3 Wiederholungen (3 Probanden bzw. je 3 Substituten aus je 2 Chargen)

wurde durchgefiihrt.

3.5.2.2. Bestimmung der Frictiometrie

Die Messungen mit dem Frictiometer® FR 700 wurden sowohl an Probanden als auch auf
der Oberfliche der EWD-Gelatine-Substituten durchgefiihrt. Dabei wurden 5pl Ol
aufgebracht und auf einer definierten Flache (4cm”) mit einem Metallstift gleichmiBig
verteilt. Das Frictiometer wurde mit einer angerauten Teflonscheibe ausgestattet und nach
einer Leerlaufzeit von ca. 10sec auf die behandelte Flache aufgesetzt. Die Messung wurde
je einmal auf drei verschiedenen Substituten aus 2 Chargen und auch auf Humanhaut als
Dreifachmessung an zwei Probanden durchgefiihrt. Die Messzeit betrug 60sec mit einer
Datenaufnahme von 1 Frictiometerwert pro Sekunde. Alle Messungen wurden unter
klimatisierten Bedingungen bei 22°C (+/-1°C) und 50% relativer Feuchte (+/-5%)
durchgefiihrt.
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3.6. Statistische Versuchsplanung und -auswertung

Die statistische faktorielle Versuchsplanung stellt eine effektive Methode zur Optimierung
der Planung und Durchfiihrung von Versuchen und zur Reduktion der Versuchsanzahl dar.
Im Gegensatz zu der klassischen Versuchsplanung, bei der ein Faktor iiber mehrere
Versuche variiert wird und alle anderen Faktoren konstant bleiben, werden in der
faktoriellen Versuchsplanung mehrere Faktoren gleichzeitig variiert und erlauben so die
Bestimmung der Signifikanz der Wirkung eines einzelnen Faktors auf die Zielgrofe und
eine quantitative Beschreibung der Zusammenhédnge (Wechselwirkungen) aller Variablen

innerhalb eines Versuchsraumes [Scheffler 1997].

In dem vorliegenden Fall ist das Ziel der Versuchsplanung die EingangsgroBen fiir die
Herstellung von Gelatinesubstituten zur Kosmetiktestung dahingehend zu variieren, dass
im Hinblick auf die zu optimierenden ZielgroBen das beste Ergebnis erzielt wird. Unter
Ziel- bzw. Ausgangsgroffen versteht man die FErgebnisse der durchgefiihrten
Versuchsreihen, in diesem Fall also die Ergebnisse der verschiedenen Kosmetiktests auf
dem Hautsubstitut. Einfluss- bzw. EingangsgroBen (Faktoren) sind Parameter, durch die
die erwarteten Ziel- bzw. Ausgangsgroflen moglicherweise beeinflusst werden. Als
Einflussgrofen wurden in diesem Fall die Konzentration an Gelbildner und die
Konzentration an Feuchthaltemittel ausgewahlt.

Unter einem Effekt versteht man die Stirke des Einflusses eines Faktors auf die Zielgrofe,
der aus den Versuchsergebnissen errechnet werden kann. Die Signifikanz muss statistisch
tiberpriift werden und bestimmt die weitere Optimierungsrichtung.

Bei der Auswahl der Eingangs- und Ergebnisgroflen ist es zunédchst wichtig, alle am
Prozess beteiligten, stetig verdnderbaren Parameter, sowie deren gegenseitige

Abhingigkeit zu identifizieren (Tab. 10).
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Tab. 10: Einfluss- und Antwortgréien des gewahlten statistischen Versuchsdesigns am Beispiel Agar-Agar

Bezeichnung Dimension — +
Einflussgrofle x; Konzentration des Gelbildners [%] 1,0 1,5
X, Konzentration Feuchthaltemittel [%] 20 30

Antwortgroéfie N TEWL-Wert

Vs Corneometer Wert

Y3 Friktiometrie

2 Spreitverhalten

Aufgrund der Tatsache, dass die Anderung der Konzentration an Gelbildner und die
Anderung der Konzentration an Feuchthaltemittel sich gegenseitig beeinflussen kdnnen
und infolge dessen moglicherweise Wechselwirkungen zwischen den Versuchsparametern
auftreten, wurde die Durchfiihrung eines 2°-Versuchsplanes gewihlt. Die Basis beschreibt
dabei die Anzahl der Niveaus der ausgewéhlten Eingangsgroffen und der Exponent die
Anzahl der Eingangsgrofen (Tab. 11).

Ein 2°- Faktorenexperiment untersucht den Einfluss von zwei unabhingigen Faktoren auf
jeweils zwei unterschiedlichen Niveaus. Das niedrige Niveau wird mit (-), das hohe Niveau
mit (+) bezeichnet. Differenzen wurden generell als signifikant angesehen bei einem p-
Wert < 0,05, die mit dem Student t-Test (Vergleich zweier Mittelwerte) berechnet wurden

und mit den Signifikanzschranken der t-Verteilung verglichen.

Tab. 11: Teilfaktorieller Versuchsplan im 2%-Design

Versuchs-Nr. Normierte Stufen Wechselwirkung
A B AB
1 - - +
2 + - -
3 - + -
4 + + +

A= Einfluss Konzentration Gelbildner B= Einfluss Konzentration Feuchthaltemittel (Glycerin)
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3.6.1. Untersuchungsreihen zur Evaluierung aller Einflusse

In der ersten Untersuchungsrethe wurden dabei verschiedene Gelbildner mit dem
Standardmaterial EWD-Darm untersucht. Im Anschluss sollen die zwei am besten
geeigneten Gelbildner mit ausgewihlten Membranen untersucht werden. Bei allen
Versuchen soll jeweils auch die Chargenvariabilitit von zwei Chargen berlicksichtigt

werden. Folgende Gelrezepturen wurden fiir die einzelnen Versuche verwendet:

Tab. 12: Gelrezepturen der Versuchsvarianten

V1 V2 V3 V4
Agar-Agar
Wasser 81,82 81,4 75,57 75,19
Agar-Agar 1,0 1,5 1,0 1,5
Glycerin (87%) 16,36 16,28 22,67 22,56
Phenoxyethanol 0,82 0,81 0,76 0,75
Gelatine
Wasser 81,0 79,3 74,8 73,3
Gelatine 2,0 4,0 2,0 4,0
Glycerin (87%) 16,2 15,9 22,4 22,0
Phenoxyethanol 0,8 0,8 0,8 0,7
Hydroxyethylcellulose
Wasser 81,0 80,2 74,8 74,1
HEC 2,0 3,0 2,0 3,0
Glycerin (87%) 16,2 16,0 22,4 22,2
Phenoxyethanol 0,8 0,8 0,7 0,7
Carbopol

Wasser 81,83 81,28 75,58 75,08
Carbopol 0,30 0,50 0,30 0,50
Glycerin (87%) 16,37 16,26 22,67 22,52
Phenoxyethanol 0,82 0,81 0,76 0,75

Natronlauge 0,69 1,15 0,69 1,15
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Tab. 13: Ubersicht (iber die Untersuchungsmethoden an den Untergrundgel-Membran-Kombinationen

Charakterisierung des Hydrogels

Gelierung des Gels

Dokumentation der Zeit

Gelfestigkeit (Héarte)

Messung mit dem Texture Analyzer

Charakterisierung der Kombinatio

n aus Hydrogel und Membran

Herstellung / Handhabbarkeit/

subjektive Bewertung

Konditionierung
Wasserabgabe TEWL Messung
Hydratation der Oberfldche Corneometermessung

Adhésion zwischen dem Gel und
der Membran

Klebkraftmessung mit einem speziellen Aufsatz am
Texture Analyzer

Oberflachenrauigkeit

Silikonreplika nach ca. 24h, Bestimmung der
Oberfliachenrauigkeit (per FOITS)

Sonstige Messungen

Friktiometerwerte von Dicaprylyl Carbonate und

Friktiometrie Oleyl Erucate
Spreitwert nach Zeidler mit einem Ol (Dicaprylyl
Spreitwerte Carbonate), Auswertung via Pergamentpapier falls

Graphit nicht moglich
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4, Versuchsergebnisse und Diskussion

Zur Etablierung des Systems zur Testung von Emollienten wurden verschiedene
Kollagenmaterialien auf die Eignung als Substitut fiir Kosmetiktests untersucht. Dabei
wurde deutlich, dass die Kollagenmembranen befeuchtet werden miissen, um eine mit der
Haut vergleichbare Elastizitit aufzuweisen. Diese Befeuchtung wurde in einer
Untersuchungsreihe zunichst liber eine gezielte Lagerung der Membranen bei definierten
relativen Luftfeuchten erreicht. In einem néchsten Schritt wurden die Membranen mit
einem Untergrundgel versehen, iiber das die Befeuchtung erfolgen sollte. Bei diesen
Substituten bestand die Moglichkeit, sowohl Wassergehalt der Oberfliche als auch
Wasserverdunstung der Substituten iiber die Zusammensetzung des Untergrundgels gezielt
einzustellen. Eine breit angelegte statistische Untersuchungsreihe sollte zeigen, welche
Kombination aus Untergrundgel und Kollagenmembran am besten zur Testung von

Kosmetika geeignet ist.

Die aus diesen Untersuchungsreihen resultierende optimale Membran-Untergundgel-
Kombination wurde im Anschluss daran noch einmal eingehend in Bezug auf die Eignung
als Substitut zur Differenzierung und Evaluierung von Emollienten, u.a. unter Anwendung

einer Oberflachenmodifikation mit Sebumlipiden, bewertet.

4.1. Voruntersuchungen unbehandelter Kollagenmembranen

Bei den Voruntersuchungen wurden vier verschiedene Kollagenmembranen der Firma
Naturin, Weinheim, verwendet. Dabei dhneln sich herstellungsbedingt der R2-Darm und
der R2LD-Darm sowie der Naturin-Klassik (,,Mitteldarm*) und der EWD-Darm sehr stark
(vgl. Kapitel 3.2).

4.1.1. Spreitverhalten der Emollienten

Zunichst wurde das Spreitverhalten der Ole auf den trockenen Membranen R2-Darm und
Mitteldarm sowie auf Humanhaut mit dem ,,Graphit-Verfahren im Klimaraum bestimmt.
Anhand dieses Verfahrens konnte die Bestimmung der Spreitfliche direkt auf der Haut
bzw. auf dem Hautsubstitut erfolgen, ohne den bei dem Zeidler Verfahren [Zeidler 1985]
iiblichen Umweg iiber eine Aufnahme des Olflecks mit Pergamentpapier zu gehen.

Lediglich das Abblasen des aufgestdubten Graphits stellte sich als wenig praktikabel dar
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und miisste noch optimiert werden. Aus Abb. 22 wird deutlich, dass die mit dem Graphit-
Verfahren auf den trockenen Kollagenmembranen erfassten Daten und die anhand des
iiblichen Zeidler-Verfahrens bestimmten Literaturdaten der Ole auf Humanhaut
vergleichbar sind. Die Ole konnen allerdings durch die hohen Standardabweichungen,
genau wie bei dem urspriinglichen Zeidler Verfahren, nur sehr grob iiber Spreitbereiche

wie Niedrigspreiter, Mittelspreiter und Hochspreiter voneinander differenziert werden.

2000
OR2-Darm, trocken
E Mitteldarm, trocken
=

1600 L DHumanhaut b

Spreitwert [mm’]

Abb. 22: Spreitverhalten auf R2-Darm, Mitteldarm und Humanhaut, sortiert nach steigendem Spreitwert auf
Humanhaut (14 Ole)

Die Daten auf den Substituten R2-Darm und Mitteldarm sind deutlich niedriger als die auf
Humanhaut, aber auch hier kann man die drei groben Spreitbereiche der Ole voneinander
differenzieren. Vergleicht man den Korrelationskoeffizienten (Abb. 23) der beiden
Kollagenmembranen zu den Literaturdaten auf Humanhaut, so wird deutlich, dass der R2-

Darm cher geeignet ist als der Mitteldarm, da dieser eine hohere Korrelation (R?=0,84)

aufweist.
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Abb. 23: Korrelation der Spreitwerte auf R2-Darm und Mitteldarm zu den Literaturwerten auf Humanhaut

Um einen tieferen Einblick in die Zusammenhinge zwischen den physikalisch-chemischen
Eigenschaften der Ole und dem Spreitverhalten auf den Kollagenmembranen genauer zu
untersuchen, wurden die Kontaktwinkel der Ole auf der Kollagenmembran R2-Darm

bestimmt.

4.1.2. Kontaktwinkel der Emollienten

Der zeitliche Verlauf des Benetzens der Kollagenmembranen durch die Emollienten wurde
bis zum , steady-state der einzelnen Ole, d.h. also, bis zu dem Punkt, an dem sich der
Benetzungswinkel nicht mehr verdndert, durchgefithrt. Die Bestimmung des
Kontaktwinkels bietet eine gute Moglichkeit, den Vorgang des Spreitens auf der Haut (in
diesem Fall auf einem Hautsubstitut) zu simulieren und die Ole iiber ihren
unterschiedlichen Verlauf beim Spreiten voneinander zu differenzieren. Abb. 24 zeigt, dass
diese theoretischen Uberlegungen auch fiir die Praxis zutreffen. In Bezug auf die
Differenzierbarkeit der einzelnen Ole jedoch besteht bei der Aufnahme des zeitlichen
Verlaufs der Kontaktwinkel die Schwierigkeit, einen sinnvollen Zeitpunkt fiir die
Differenzierung der Emollienten zu finden, da sich die Reihenfolge der Grdéfe der

Kontaktwinkel der Ole im Verlauf der Kinetik immer wieder 4ndert (Abb. 24). Ein
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Auswertepunkt konnte z.B. der ,,steady state” der Emollienten sein, der in diesem Fall fiir

alle Emollienten bei ca. 4,5sec lidge, oder aber ein Punkt, kurz nach Aufbringen des Ols, an

dem die Penetration in die Oberflichenrauigkeiten der Kollagenmembran abgeschlossen

ist.

Kontaktwinkel [°]

Zeit [s]

Abb. 24: Kinetik der Kontaktwinkel der Emollienten auf R2-Darm

Ethylhexyl Stearate
—— Dibutyl Adipate
—— Dicaprylyl Carbonate
Cetearyl Isononanoate
—— Decyl Oleate
Cyclopentasiloxan
Paraff. liquidum
—— Paraff. perliq.
—— Octyldodecanol
Oleyl Erucate
Dimethicone Copolyol
C12-15 Alkyl Benzoate
——IPM
Caprylic/Capric TG
Dicaprylyl Ether
—— Squalane

Definiert man den Kontaktwinkel des ersten Tropfenbildes der Aufnahme des zeitlichen

Verlaufs der Ole, bei dem keine Dynamik mehr im Bild ist, als Anfangskontaktwinkel und

tragt diesen gegeniiber dem Spreitwert auf (Abb. 25), so kann man erkennen, dass dieser

Anfangskontaktwinkel der Ole und der Spreitwert sich umgekehrt proportional verhalten.

Da

das Spreiten von Fliissigkeitstropfen wu.a. von der

Viskositit

und der

Oberflichenspannung der Fliissigkeit abhingt, besitzen Ole mit hohen Spreitwerten im

Allgemeinen einen niedrigen Anfangskontaktwinkel und umgekehrt.
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Abb. 25: Anfangskontaktwinkel der Kinetik der Kontaktwinkel der Emollienten auf R2-Darm

Betrachtet man nun vergleichsweise die Anfangskontaktwinkel der Ole auf Humanhaut

(Finger) (Abb. 26), so wird deutlich, dass die Anfangskontaktwinkel auf Humanhaut zwar

tendenziell etwas niedriger liegen als auf der Kollagenmembran, der generelle Verlauf

bzgl. Hoch- und Niedrigspreitern jedoch gleich ist und die meisten Ole in einem

vergleichbaren Bereich (+/- 5°) liegen. Man kann also iiber den Kontaktwinkel auf der

Kollagenmembran R2-Darm die Ole nicht nur in Spreitbereiche (Niedrig-, Mittel-,

Hochspreiter) einordnen, sondern auch eine Abschétzung bzgl. des Verhaltens auf der Haut

vornehmen.
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Abb. 26: Anfangskontaktwinkel der Kinetik der Kontaktwinkel der Emollienten auf Humanhaut (Finger)

Weitere Kenntnis {iber die Abldufe an der Oberfliche der Kollagenmembranen soll die
Erfassung der Oberflichenenergie sowie der Oberflichenrauigkeit der Membranen

bringen, die ebenfalls eng mit dem Benetzungsverhalten der Ole verkniipft sind.

4.1.3.  Oberflachenenergie und Oberflachenrauigkeit

Zur Bestimmung der polaren und dispersen Anteile der Membranen wurden die
Kontaktwinkel von Wasser und Tricresylphosphat auf den vier oben genannten
Membranen bestimmt und daraus entsprechend die Oberflachenenergie anhand der Theorie

von Owens,Wendt, Rabel & Kaelble berechnet (Abb. 27 und 28).
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Abb. 27: Kontaktwinkel von Wasser auf den Kollagenmembranen
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Abb. 28: Oberflachenenergie der Kollagenmembranen

Der Kontaktwinkel von Wasser auf den vier Kollagenmembranen liegt zwischen 84° und
105° wihrend der Kontaktwinkel von Wasser auf Humanhaut (Unterarm) bei ca. 90° liegt
[Mavon et al. 1997]. Demnach sind die Kontaktwinkel des R2-Darms (84,06° +/- 4,2), des
Mitteldarms (98,71° +/- 5,4) und des EWD-Darms (100,25° +/- 10,0) prinzipiell mit der

Haut vergleichbar.

In der Literatur wird eine Oberflichenenergie der Haut zwischen 25 und 29mN/m
postuliert, wobei der polare Anteil ca. 40% der Gesamtenergie betrdgt [Lucast 2000,

Mavon et al. 1997]. Alle vier dieser trockenen Kollagenmembranen sind in diesem Punkt
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nicht hautdhnlich, da sie (bis auf Mitteldarm) praktisch keinen polaren Anteil und somit
keine polaren Wechselwirkungen zeigen. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass die
Kollagenmembranen zu trocken sind und mdglicherweise im befeuchteten Zustand

hautdahnlichere Werte zeigen.

Bei der Erfassung der Oberfldchenrauigkeit der trockenen Kollagenmembranen (Abb. 29)
zeigt sich, dass die Werte fiir den Rauigkeitparameter Ra untereinander starke
Ahnlichkeiten aufweisen, von dem ebenfalls erfassten Silikonreplika des Unterarms einer
26jdhrigen Frau jedoch stark abweichen. Die trockenen Kollagenmembranen sind
erstaunlicherweise deutlich glatter als die menschliche Unterarmhaut, wobei der in der
Literatur fiir die Hautrauigkeit angegebene Wert von 18,0um (+/-2,8) den fiir Ra=13,15um
(+/- 2,5) experimentell bestimmten Wert fiir Humanhaut weitgehend unterstiitzt [Lodén

1995].

20 1
O R2 Darm
W Naturin Mitteldarm
BEWD Darm
B R2LD Darm
16 4-. OHautrepika ]
B 12 J —————————
=
[+]
o«
= T O Y VR
4 e, e
y 7
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Abb. 29: Oberflachenrauigkeiten der Kollagenmembranen und einem Silikon-Hautreplika gemessen mit dem
Hommel Rauigkeitstester

Es wird insgesamt deutlich, dass der R2-Darm bei der Betrachtung der Kontaktwinkel von
Wasser auf den Membranen und der Bestimmung der Oberfldchenrauigkeit jeweils eine
Sonderposition darstellt, da der Kontaktwinkel von Wasser deutlich niedriger liegt als bei
den anderen Membranen und die Oberflichenrauigkeit deutlich hoher als bei den
Vergleichsmembranen. Moglicherweise ist die Vorbehandlung des R2-Darms mit Salzen
auf der Innenseite hier eine Ursache. Es wird au3erdem deutlich, dass die Membranen, die
eine niedrige Oberfldchenrauigkeit aufweisen, einen hohen Kontaktwinkel mit Wasser
zeigen und umgekehrt. Dieser Befund stimmt iiberein mit dem in der Literatur gefundenen

Zusammenhang, dass raue Oberflichen gegeniiber glatten Oberflachen einen verdnderten
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Kontaktwinkel aufweisen, da sie einen verdnderten Energiegehalt pro Flicheneinheit
besitzen. Der Kontaktwinkel von Wasser auf glatten Kollagenmembranen ist demnach
<90°, da mit zunehmender Rauigkeit eine Zunahme des Benetzungswinkels erfolgt [Baxter
und Cassie 1945]. Die Tatsache, dass der Kontaktwinkel auf einer rauen Oberfldche iiber
wesentlich lingere Zeit abnimmt als auf einer glatten Feststoffoberflidche, deutet auf das
Eindringen der Flissigkeit in die Oberflaichenrauigkeiten hin. Ursache ist vermutlich die
Penetration der Fliissigkeit in die Oberflichenrauigkeiten. Es wurden REM- Bilder von
Silikonreplika der Haut (24jdhrige Frau und 44jdhriger Mann) sowie der Vorder- und
Riickseite des Naturin Mitteldarm und des R2-Darmes aufgenommen. Anhand dieser
Bilder (Abb. 30-35) kann die Oberflichenstruktur der Haut gut mit der der
Kollagenmembranen verglichen werden. Auf diesen Bildern wird deutlich, dass die
Kollagenmembranen teilweise eine starke Maserung und dementsprechend auch eine

bestimmte Vorzugsrichtung aufweisen.
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Abb. 30: REM-Aufnahme eines Silikonreplika der Abb. 31: REM-Aufnahme eines Silikonreplika der
Unterarmhaut einer 24jahrigen Frau Unterarmhaut eines 44jahrigen Mannes
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Abb. 32: REM-Aufnahme der Vorderseite des Abb. 33: REM-Aufnahme der Riickseite des
unbehandelten Naturin Mitteldarm unbehandelten Naturin Mitteldarm
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Abb. 34: REM-Aufnahme der Vorderseite des Abb. 35: REM-Aufnahme der Riickseite des
unbehandelten R2-Darms unbehandelten R2-Darms

Allerdings wurden bei den vorangegangenen Untersuchungen die Vorzugsrichtungen der
Rauigkeiten nicht beriicksichtigt. Rye et al. [1996] zeigten jedoch, dass ldngs der
Rauigkeiten ein linearer Abfall der Tropfenoberfldche zu beobachten ist. Dementsprechend

ist denkbar, dass langs der Rauigkeiten ein noch geringerer Kontaktwinkel als senkrecht
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zur Richtung der Riefen gemessen wird. Dies wird in weiteren Kontaktwinkel und

Oberflachenenergiestudien untersucht.

Die Tatsache, dass die Rauigkeit der Hautoberfliche entscheidenden Einfluss auf das
Spreitverhalten der Ole hat, ist vielfach bestiitigt worden [Wenzel 1949, Busscher et al.
1984]. Wenn jedoch dieser Theorie zufolge, die hohen Spreitwerte auf der Humanhaut
mafgeblich auf die hohe Hautrauigkeit zuriickzufiihren ist, miissten die Spreitwerte auf
dem R2-Darms hoher liegen als auf dem Mitteldarm. Dies trifft jedoch nicht zu und ist
damit wiederum ein Hinweis dafiir, dass das Spreiten ein mehrdimensionaler Vorgang ist,
der von den verschiedensten physikalisch-chemischen Groflen der Membran/Haut sowie

der Flussigkeit beeinflusst wird.

4.1.4.  Zusammenfassende Beurteilung der unbehandelten Kollagenmembranen

Aus den Vorversuchen auf den unbehandelten Kollagenmembranen wird deutlich, dass
einige Kollagenmembranen offensichtlich sehr gut geeignet sind, um ein Hautsubstitut zur
Kosmetiktestung darzustellen, im Allgemeinen jedoch zu trocken sind, um hautdhnlich zu
sein. Deshalb wurde bei den anschlieBenden Untersuchungen eine Konditionierung der

Oberflidche der Membranen durch Befeuchtung vorgenommen.

Die besten Ergebnisse in Bezug auf den Einsatz als Hautsubstitut wurden mit dem R2-
Darm und dem Mitteldarm erzielt. Allerdings gab es auch bei diesen beiden Membranen
erhebliche Probleme, die Daten zu reproduzieren, da der R2-Darm an der &uBleren
Membranoberfliche mit Salzen vorbehandelt wurde, die zu Inkompatibilititen fiihrten.
Ebenso ist die Reproduzierbarkeit bei dem Mitteldarm nicht gegeben, da dieser an der
Innenseite mit Lecithin vorbehandelt wurde. Daher wurden diese beiden Membranen an
dieser Stelle von den weiteren Messungen ausgeschlossen. Stattdessen wurde nur noch der
von der Zusammensetzung her mit dem R2-Darm eng verwandte R2LD-Darm und der mit

dem Mitteldarm vergleichbare EWD-Darm eingesetzt.
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4.2. Konditionierungsstudien

4.2.1.  Kollagenmembranen ohne Untergrundgel
4.2.1.1. Oberflachenenergie und Oberflachenrauigkeit

Zundchst wurde die Konditionierung der Membranen iiber die Lagerung in Exsikkatoren,
die, je nach gewiinschter Befeuchtung bzw. Trocknung Salzlésungen mit definiert
eingestellter relativer Feuchte, Wasser oder Trockenmittel enthielten, erreicht. So wurden
die Kollagenmembranen entsprechend auf 0%, 35%, 55%, 75% und 100% relativer
Feuchte eingestellt.

Die Bestimmung der Oberflichenenergie wurde nach den Ergebnissen aus der
vorangegangenen Studie als das geeigneteste Verfahren zur ersten Beurteilung der

konditionierten Membranen im Hinblick auf das Spreiten von Olen erachtet.

Es wird deutlich, dass die Oberflichenenergie des EWD-Darms sich erwartungsgemal
verhélt (Abb. 36). Wihrend der disperse Anteil liber die Zunahme an Feuchtigkeit
weitestgehend gleich bleibt, steigt der polare Anteil, wie zu erwarten, an. Der vollstindig
befeuchtete EWD-Darm zeigt eine hautdhnliche Oberflichenenergie von 28,0mN/m wobei
der polare Anteil 11,34mN/m (entspricht 40,5%) betrdgt. In der Literatur wird die
Oberflachenspannung der Haut mit 25-29mN/m und einem 40%igen polaren Anteil
postuliert [Mavon et al. 1997, Lucast 2000].

Die Oberflichenenergie des R2LD-Darms (Abb. 37) iiber die verschiedenen
Konditionierungsstufen dagegen ist sehr unregelmifBig. Auler bei den auf 35% relative
Feuchte konditionierten Membranen ist der polare Anteil des R2LD-Darms im
Allgemeinen grofler als der des EWD-Darms. Der vollstindig befeuchtete R2LD-Darm

zeigt eine extrem hohe Oberflachenenergie und einen polaren Anteil von 86,0%.
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Abb. 36: Oberflachenenergie Abb. 37: Oberflachenenergie
des konditionierten EWD-Darms des konditionierten R2LD-Darms

Im Allgemeinen scheint dieser Kollagendarm also eine hohere Wasserbindungskapazitit
zu besitzen, die sich auch durch den hoheren Gehalt an Feuchthaltemittel (11%) im
Vergleich zu 5% beim EWD-Darm erkldren ldsst. Die UnregelmédBigkeiten lassen sich
jedoch dariiber nicht deuten. Um diesen auf den Grund zu gehen, wurden erneut
Kollagenmembranen konditioniert und deren Oberfldchenenergie bestimmt. Dabei fiel auf,
dass insbesondere der R2LD-Darm eine Vorzugsrichtung besitzt, die den Kontaktwinkel
massiv beeinflusst und bei der Bestimmung der Oberflichenenergie beriicksichtigt werden
muss. Demnach wurde die Oberflichenenergie der konditionierten Membranen erneut
einmal entsprechend der Maserung und einmal quer zur Maserung bestimmt (Abb. 38 und

39).
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Abb. 38: Oberflachenenergie des konditionierten Abb. 39: Oberflachenenergie des konditionierten
EWD-Darms unter Beriicksichtigung der R2LD-Darms unter Berlicksichtigung der
Laufrichtung Laufrichtung

Bei der Beriicksichtigung der Laufrichtung der beiden Membranen wird die in den
Voruntersuchungen aufgestellte Vermutung bestétigt, dass der R2ZLD-Darm eine starke
Abhéngigkeit von der Vorzugsrichtung aufweist; die Oberfldchenenergien in Laufrichtung
sind deutlich niedriger als die in Gegenlaufrichtung. Dies Phdnomen ist bei dem EWD-
Darm nur bei den stirker befeuchteten Membranen zu beobachten, die weniger
befeuchteten Membranen scheinen von der Laufrichtung unabhingig zu sein. Wolf et al.
[1971] fanden heraus, dass auch die Hautlinien eine Hauptrichtung aufweisen, die
senkrecht zur Bewegungsrichtung verlduft und die Haut iiber diese ein Maximum an

Dehnbarkeit erreicht.

Betrachtet man die Polaritdt der Oberflachenenergien, so fallt auf, dass bei dem R2LD-
Darm der polare Anteil in Gegenlaufrichtung konstant hoher liegt als der disperse Anteil.
In Laufrichtung dreht sich dieses Verhidltnis um. Die starken Diskrepanzen unter
Beriicksichtigung des Linienverlaufs (Abb. 39) erkliren das in Abb. 37 gezeigte
inhomogene Verhalten des R2LD-Darms, wenn die Laufrichtung nicht beriicksichtigt wird.
Rye et al. [1996] zeigten, dass beim Aufbringen eines Tropfens mit dem Linienverlauf ein
linearer Abfall der Fliissigkeitsoberfldche zu beobachten ist. Unsere Ergebnisse bestitigen,
dass ldngs der Rauigkeiten ein geringerer Kontaktwinkel als senkrecht zur Richtung der
Riefen gemessen wird. Auch hier ist die Ursache vermutlich die Tatsache, dass die

Fliissigkeit langs des Linienverlaufs leicht in die Rauigkeitstéler penetrieren kann, wihrend
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quer zum Linienverlauf groBere Kontaktwinkel durch die Oberflichenrauigkeiten

ausgebildet werden.

Aus den Ergebnissen wird deutlich, dass der R2ZLD-Darm eine wesentlich ausgeprégtere
Maserung mit Vorzugsrichtung aufweist als der EWD-Darm. Dadurch ist er flir einige

Testverfahren (z.B. Spreiten) weniger geeignet.

Im Allgemeinen ldsst sich feststellen, dass beide Membranen sich gut konditionieren lassen
und sich nach der Befeuchtung deutlich hautédhnlicher anfiihlen. Deshalb wurde dieses
Konditionierungsprinzip gezielt weiterverfolgt, indem die Befeuchtung iiber ein unter den

Kollagenmembranen befindliches Untergrundgel eingestellt wurde.

4.2.2. Kollagenmembranen mit Untergrundgel
4.2.2.1. Konditionierung des Systems tber das Untergrundgel

Das Untergrundgel wurde zundchst aus Wasser, dem Gelbildner und einem
Konservierungsmittel hergestellt. Um einerseits die schnelle Austrocknung des Gels zu
verhindern und um dariiber hinaus eine definierte relative Feuchte im Substitut
einzustellen, wurde Glycerin zugegeben. Als dreiwertiger Alkohol vermag Glycerin
mehrere Wasserstoffbriickenbindungen gleichzeitig auszubilden und die Wasser-
bindungsfahigkeit zu erhohen. Aufgrund seiner hygroskopischen Eigenschaften wird das
Abdampfen von Feuchtigkeit aus den Substituten verhindert und die Retention beglinstigt

[Jungermann 1991].

Die so erstellte Oberflidche bietet eine Plattform zur Durchfiithrung kosmetischer Tests, die
iber die folgenden Eigenschaften verfiigt:

- eine definiert einzustellende Wasserabgabe aus dem Hydrogel

- eine hautdhnliche Kollagenmembran, die je nach gewéhltem Typ iiber

unterschiedliche Oberflicheneigenschaften verfiigt

Durch den speziellen Aufbau mit dem Untergrundgel in einer Petrischale und der
Kollagenmembran fest dariiber gespannt ergibt sich ein Substitut, auf dessen ebener
Oberflache sich die verschiedensten Untersuchungen durchfiihren lassen. Eine sehr gute
Moglichkeit bietet sich zur Bestimmung der Wasserabgabe aus dem Substitut (TEWL-

Messung) und zur Bestimmung der Hydratation der Oberfliche (Corneometrie).
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4.2.2.2. Untersuchungen zur Standardisierung des Systems
4.2.2.2.1. TEWL- und Corneometermessungen

Zunichst einmal war es wichtig, herauszufinden, wie standardisierbar das beschriebene
System ist. Eine gute Moglichkeit dazu stellen TEWL- und Corneometermessungen dar, da
sie detaillierte Auskunft {iber den Status an der Oberfldche der Membranen geben. Deshalb
wurden einige grundlegende Untersuchungen diesbeziiglich an dem Standard-Substituten
EWD-Agar durchgefiihrt.

Es wurden an jeweils fiinf unterschiedlichen Proben einer Charge der Standard-Substituten
EWD-Agar mit 0,3 und 2,0%iger Agar-Konzentration bei anfangs 32°C (Hauttemperatur),
40min lang alle 10min die TEWL- und Corneometerwerte aufgenommen. Wie man in
Abb. 40 und 41 sieht, hat eine Verdnderung der Konzentration an Gelbildner dabei sehr
unterschiedliche Auswirkungen auf die TEWL- und Corneometerwerte der Substituten.
Wihrend die TEWL-Werte nicht signifikant abhéngig von der Konzentration an Gelbildner
sind, zeigen die Corneometerwerte eine starke Abhidngigkeit (Abb. 40 und 41). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass durch die hohere Konzentration an Gelbildner entweder
mehr Wasser an der Oberfldche der Substituten vorhanden ist oder Fehlmessungen durch
Elektrolyte an der Oberflache der Substituten zustande kommen.

Beziiglich der Abhingigkeit von der Temperatur stellt es sich genau umgekehrt: wihrend
die TEWL-Werte eine starke Abhéngigkeit von der Temperatur zeigen, hat diese auf die
Corneometer Werte offensichtlich keinen Einfluss. Fiir die TEWL- Werte ldsst sich dies
leicht erkldren: Bei hoherer Temperatur wird verstirkt Wasser aus den Substituten

verdunstet, das durch die TEWL-Messung erfasst wird.
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Abb. 40: TEWL-Werte auf den Standard-Substituten bei unterschiedlichen Agar-Agar
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Abb. 41: Corneometer-Werte auf den Standard-Substituten bei unterschiedlichen Agar-Agar
Konzentrationen
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Um diese Thesen weiter zu untermauern, wurden weitere Untersuchungen an den EWD-

Agar Substituten durchgefiihrt. Eine Studie mit unterschiedlich befeuchteten Substituten

(35%, 50%, 80%) unterschiedlicher Chargen sollte zeigen, wie die Daten auch bei

Einstellung auf unterschiedliche Feuchten reproduziert werden kénnen. Aus Abb. 42 und

43 wird deutlich, dass sowohl TEWL- als auch Corneometerwerte reproduzierbar mit

ansteigender Feuchte zunehmen. Die Absolutwerte fiir Wasserabgabe aus dem Substitut

bzw. Wassergehalt an der Oberflache sind zwar nicht exakt mit den Werten fiir Humanhaut

vergleichbar, es sind jedoch fiir die unterschiedlichen Befeuchtungen Abstufungen

erkennbar, so dass unterschiedliche Hautzustidnde simuliert werden konnen.
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t\f 15 D .
=
5 H
2
-
3 - i ————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————
gt
F 9
I - b
35% 50% 80%

-15

Abb. 42: TEWL-Werte der konditionierten Kollagenmembranen mit Untergrundgel bei 20°C
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12
+ EWD-Darm
4 RZLD-Darm
Vergleichswert Humanhaut: 36,94 (+/- 4,75)
L T B

Corneometer Werte
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Abb. 43: Corneometer-Werte der konditionierten Kollagenmembranen mit Untergrundgel bei 20°C

Bei der Betrachtung der TEWL- und Corneometerwerte wird deutlich, dass sich die
Substituten sehr reproduzierbar an bestimmte humane Hautzustinde anpassen lassen.
Sowohl TEWL- als auch Corneometer-Werte steigen mit zunehmender relativer Feuchte
im Substitut, wobei der deutlich groflere Anstieg zwischen den 50- und 80%igen
Substituten zu verzeichnen ist. Einzelne Chargen sind reproduzierbar, R2LD-Darm und
EWD-Darm unterscheiden sich kaum. Es liegen zwar keine realistisch
humanhautédhnlichen Werte vor, die Absolutwerte lassen sich jedoch reproduzierbar durch

Veranderung des Glycerinanteils einstellen.

4.2.2.2.2. Oberflachenrauigkeit

Des Weiteren soll untersucht werden, wie sich die Oberfliche der Substituten verdndert,
wenn unterschiedliche Glycerin-Wasser-Mischungen zur Herstellung verwendet werden.
Die Oberflichenenergie der mit Wasser befeuchteten Membranen ist oben schon
eingehend untersucht worden, deshalb liegt der Fokus dieser Untersuchungen auf der
Betrachtung der Oberflidchenrauigkeit sowohl von Substituten bei denen das Untergrundgel
aus Wasser, als auch von Substituten, bei denen das Untergrundgel aus unterschiedlichen

Glyerin-Wasser-Mischungen hergestellt wurde (Abb. 44).
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Abb. 44: Oberflachenrauigkeiten der konditionierten Kollagenmembranen EWD und R2LD mit Gelatine
Untergrundgel bestehend aus a) Glycerin+Wasser und b) Wasser (Konditionierung tiber Lagerung)

Es wird deutlich, dass die Oberflichenrauigkeit sich durch die Verwendung von Glycerin,
sowohl beim R2LD als auch beim EWD-Darm stark erhoht. Diese Beobachtung steht im
Gegensatz zu dem in der Literatur beschriebenen Phdnomen, dass Glycerin die
Hautrauigkeit mafigeblich reduziert [Jungerman 1991]. Eine mogliche Erkldrung konnte
sein, dass Glycerin selbst nicht in der Lage ist, Kollagen zu glitten, sondern lediglich als
Feuchthaltemittel fungiert. Solange Wasser (in der Haut) vorhanden ist, kann Glycerin
dieses speichern. Uber das Wasser wird eine Glittung der Kollagenmembran bewirkt. Das
Glycerin jedoch ist nur indirekt als Speichermedium an dieser Gléattung beteiligt. Wenn
nun, wie bei den auf 35 und 50% konditionierten Substituten kaum Wasser vorhanden ist,
kann auch keine Gléttung erfolgen.

Dieser Theorie entspricht auch, dass die mit 80% konditionierten Substituten, bei denen
eine Glycerin-Wasser-Mischung eingesetzt wurde, bzgl. der Rauigkeit signifikant niedriger
(p £0,05) liegen als die Substituten mit niedrigerer relativer Feuchte.

Fiir die nur mit Wasser hergestellten Substituten hat die Verdnderung der relativen Feuchte
keinen signifikanten Einfluss auf die Oberflichenrauigkeit. Vom absoluten Rauigkeitwert

her gesehen, sind die mit Glycerin hergestellten Substituten jedoch humanhautdhnlicher als
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die ohne Glycerin hergestellten, da die Hautrauigkeit in einer vorhergehenden Studie

bereits mit 13,15um (+/- 2,5) bestimmt wurde.

4.2.2.3. Untersuchungen zur Charakterisierung der Emollienten

Im Folgenden sollen die Substituten eingehend auf die Eignung zur Charakterisierung der

Modellsubstanzen mit Hilfe verschiedener Untersuchungsmethoden untersucht werden.

4.2.2.3.1. Frictiometrie

Die Frictiometerwerte wurden an allen 16 zu untersuchenden Olen auf den Gelatine-EWD-
Substituten mit dem Frictiometer FR 700 wie in Kapitel 3.5.2.2 beschrieben bestimmt.
Dabei konnte eine hohe Korrelation zwischen den Spreitwerten auf der Haut

(Literaturwerte) und den Frictiometerwerten gefunden werden (Abb. 45).
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Abb. 45: Korrelation der Frictiometerwerte der Ole auf EWD-Darm mit Gelatine Untergrundgel und den
Literaturwerten auf Humanhaut (Zeidler Methode)

Dieses Ergebnis stimmt mit den Befunden in der Literatur {iberein. Auch Nacht et al.
[1981] fanden einen Zusammenhang zwischen der empfundenen Fettigkeit und dem

Frictionskoeffizienten. Die ,leichten” Ole mit hohem Spreitwert und tendenziell eher
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niedriger Viskositdt spreiten nach Aufbringen auf die Substituten schnell weg und
erzeugen unmittelbar nach Hautauftrag ein deutliches Glattegefiihl, das schon nach kurzer
Zeit abfillt. Diese Ole ermdglichen es der Frictiometersonde leicht iiber die Haut zu gleiten
und dementsprechend niedrige Standardabweichungen zu erzeugen. Die hochviskosen Ole
mit niedrigen Spreitwerten erzeugen im Allgemeinen beim Konsumenten ein
ausgesprochen fettiges Hautgefiihl. Diese Ole spreiten nach Aufbringen auf die Substituten
nur langsam und haben so die Moglichkeit eine groBere Haftung iiber die Kontaktflache
zwischen Sonde und Haut herzustellen und dem Frictiometer so einen gréferen
Widerstand entgegen zu setzen. Zeidler [1985] fand auBerdem heraus, dass Ole wie
Paraffinum liquidum mit hoher Oberflichenenergie (33,0 mN/m) und hoher Viskositit
(182,6mPa-s) zur Klebrigkeit neigen. Die Schwankungen, die beim Rotieren der Sonde bei
Paraffinum Liquidum und auch Paraffinum perliquidum auftreten, weisen eindeutig auf
dieses Phdnomen hin.

Auch der Vergleich zu den Daten auf Humanhaut (Abb. 46) zeigt eine hohe Ahnlichkeit zu
den Frictiometerwerten auf den Kollagensubstituten. Der Korrelationskoeffizient zu den
Literaturdaten ist hier mit 0,76 zwar schlechter als auf den Kollagensubstituten, aber

dennoch ist durch die breitere Aufspreizung der Werte hier eine bessere Differenzierung

der Ole gegeben.
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Abb. 46: Korrelation der Frictiometerwerte der Ole auf Humanhaut und den Literaturwerten auf Humanhaut
(Zeidler-Methode)
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Die hohen Korrelationskoeffizienten zu den Literaturdaten deuten darauf hin, dass die
Frictiometrie das Potential hat, nach entsprechender Optimierung eine Alternativmethode
zu der sehr aufwendigen Spreitmethode auf Humanhaut darzustellen. Es bleibt allerdings
zu erwihnen, dass die Frictiometrie als Methode noch nicht ausreichend ausgereift ist. Es
besteht eine hohe Variabilitit zwischen den einzelnen Messsonden, auflerdem ist zu
beachten, dass die Hérte der Haut bzw. des Substituts sowie die Topographie der Sonde

einen grof3en Einfluss auf die Ergebnisse haben kénnen.

4.2.2.3.2. Spreitverhalten

Die Bestimmung des Spreitens der Ole mit Hilfe der etablierten Zeidler-Spreitmethode
bleibt aus den oben genannten Griinden eine wichtige Untersuchungsmethode zum
Verstindnis der Vorginge an der Oberfliche der Substituten. Das Spreiten auf diesen
»Standard-Substituten® jedoch erwies sich besonders bei den Hochspreitern als héufig
wenig reproduzierbar, die einzelnen Ole konnten nur schwach voneinander differenziert
werden. Es ergibt sich ein Korrelationskoeffizient von R?=0,49 zu den Literaturwerten auf
Humanhaut (Abb. 47). Griinde dafiir sind an den Gegebenheiten der Substituten an der
Oberflache zu suchen. Obwohl TEWL- und Corneometer-Messungen beweisen, dass die
Substituten eine recht gute Standardisierung aufweisen, kdnnte es trotzdem sein, dass sich
bei einzelnen Substituten Glycerin und/oder Wasser an der Oberfliche ansammelt und die

Spreitung der Ole beeinflusst.
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Abb. 47: Korrelation der Spreitwerte der Ole auf EWD-Darm mit Gelatine-Untergrundgel und den
Literaturwerten auf Humanhaut

4.2.3. Zusammenfassende Beurteilung der Konditionierungsstudien

Die vorangegangenen Messungen haben einen Uberblick iiber die Mdoglichkeiten und
Limitierungen der konditionierten Substituten gegeben. Es konnte gezeigt werden, dass die
Kollagenmembranen sich gut konditionieren lassen. Die eingesetzten Kollagenmembranen
weisen, je nach Typ, unterschiedlich stark ausgeprigte Laufrichtungen auf, die bei den
Kosmetiktests zu beriicksichtigen sind. Durch die gezielte Befeuchtung mit einem
Untergrundgel kann die Wasserabgabe aus der Membran entsprechend unterschiedlicher
Hautzustdande simuliert werden. Die Methode der Frictiometrie auf den Substituten hat das
Potential, nach entsprechender Optimierung und Weiterentwicklung das sehr aufwendige

Spreiten auf Humanhaut zu ersetzen.
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Des Weiteren sind folgende Detailfragen zu beantworten:
Welche Membran ist am besten zur Herstellung der Substituten und zur
Durchfiihrung der Tests geeignet?

Welches Untergrundgel ist am besten zur Herstellung der Substituten und zur
Durchfiihrung der Tests geeignet?

Wie robust sind die Ergebnisse der einzelnen Tests und wodurch werden diese
beeinflusst?

Diese Fragestellungen sollen mit Hilfe eines statistischen Versuchsdesigns gekléart werden.

Dazu wurde ein teilfaktorieller Versuchsplan mit 2°- Designs aufgestellt.
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Untersuchungsreihe Gelbildner

4.2.4. Untersuchungen zur Standardisierung des Systems

In dieser Untersuchungsreihe wurden folgende Gelbildner untersucht: Agar-Agar,

Gelatine, Hydroxyethylcellulose (HEC) und Polyacrylséure, Carbopol.

4.2.4.1. TEWL- und Corneometermessungen

Bei der Bestimmung der TEWL-Werte wird bestétigt, was sich in den Voruntersuchungen
schon herauskristallisiert hat. Es besteht keine signifikante Abhéngigkeit der
Wasserverdunstungsrate aus den Substituten zu dem Gehalt an Gelbildner oder zu dem
Gehalt an Glycerin (Abb. 48). Es sind auch zwischen den einzelnen Untergrundgel-EWD-
Kombinationen keine signifikanten Unterschiede erkennbar (p< 0,05), die sich einheitlich

in den Ergebnissen der Versuche 1 bis 4 wiederspiegeln.

45
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Abb. 48: TEWL-Werte der verschiedenen Untergrundgel-EWD-Membran-Kombinationen (Mittelwerte aus
jeweils zwei Chargen)

Auch bei der Betrachtung der Corneometerwerte (Abb. 49) bestdtigen sich groftenteils die
Ergebnisse aus den Voruntersuchungen. Bei den Kombinationen Gelatine-EWD,
Carbopol-EWD und HEC-EWD st eine eindeutige Abhéngigkeit der Daten von der

Konzentration an Gelbildner erkennbar. Bei niedrigen Gelbildnerkonzentrationen (V1+V3)
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sind auch die Corneometerwerte niedrig, bei hohen Gelbildnerkonzentrationen (V2+ V4)
liegen die Werte signifikant hoher (p < 0,05). Nur bei der Kombination Agar-EWD sieht
man keinen Einfluss der Konzentration an Gelbildner oder an Glycerin. Aulerdem fallt
auf, dass die Corneometer-Werte flir Substitute, die mit Agar-Agar hergestellt wurden,
deutlich hoher liegen als die der Substitute, bei denen das Untergrundgel mit anderen

Gelbildnern gebildet wurde.
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Abb. 49: Corneometer Werte der verschiedenen Untergrundgel- Membran-Kombinationen (Mittelwerte aus
jeweils zwei Chargen)

Eine mogliche Erkldrung fiir dieses Phédnomen ist moglicherweise in dem
Wasserbindevermogen der einzelnen Gelbildner zu suchen. Wasser besitzt eine
Dielektrizitatszahl von 80, wihrend die von Eis bei 100 liegt. Offensichtlich binden harte
Gele (vgl. auch Abb. 51) Wasser deutlich stirker als weiche Gele, so dass auch die

Dielektrizitatskonstante entsprechend hoher liegt.
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4.2.4.2. Einfluss der Oberflachenrauigkeit

Die Untersuchungen der Silikonreplika per FOITS ergaben die in Abb. 50 dargestellten
Ergebnisse. Es wurden fiir alle vier Gelbildner jeweils zwei Chargen der Replika der
Rezeptur V2 (hoher Gelbildneranteil, niedriger Glycerinanteil) untersucht. Zwischen den
Gelbildnern Agar-Agar, Gelatine und HEC sind keine signifikanten Unterschiede sichtbar,
Carbopol-EWD-Substituten jedoch besitzen eine deutlich rauere Oberfliche, die auch

visuell erkennbar ist und evtl. auf einen pH-Effekt zuriickzufiihren ist.
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Abb. 50: Rauigkeitsparameter Ra als Ergebnis der FOITS-Untersuchungen der Silikonreplika der einzelnen
Untergrundgel-EWD-Substituten

In den Vorversuchen wurde die Rauigkeit der trockenen EWD-Membran mit 1,54um (+/-
0,31) bestimmt. Die Oberfliche der trockenen Membranen ist demnach glatter als die der
Untergrundgel-EWD-Substituten. Offensichtlich bewirkt eine Befeuchtung der Membran,
dass die Rauigkeiten stirker ausgepragt werden. Die Humanhaut ist im Vergleich zu den
Untergrundgel-Substituten deutlich rauer, wie das Silikonreplika (Ra= 13,15 +/- 2,48)

einer 26jéhrigen Frau zeigt.
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4.2.4.3. Einfluss der Gelfestigkeit

Die Ergebnisse der Messung der Gelfestigkeit mit dem Texture Analyzer entsprechen den
Erwartungen (Abb. 51 und 52). Es sind einheitlich fiir alle Gelbildner deutliche
Unterschiede bei V2 und V4 erkennbar, die in der Rezeptur eine hohere Konzentration an
Gelbildner enthalten. Die Gelfestigkeit von Agar-Agar liegt etwa 100mal hoher als die der
tibrigen Gelbildner. Auch mit 4%igen Gelatine Substituten kann man bereits recht feste
Gele herstellen. Carbopol und HEC-Gele jedoch sind innerhalb der eingesetzten, bereits

recht hohen Konzentrationen (siche Tab. 12), sehr weich.

Kraft [N]

T,

V1 V2 V3 V V1 V2 V3 v4 Vi V2 V3 v4 Vi V2 V3 V4
Agar-Agar Gelatine Carbopol HEC

Abb. 51: Harte der einzelnen Untergrundgel- EWD-Kombinationen (Mittelwerte aus jeweils zwei Chargen)
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Abb. 52: Harte der einzelnen Untergrundgel-EWD-Kombinationen (ohne Agar-EWD)
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4.2.4.4. Einfluss der Membran-Gel-Adhésion

Beziiglich der Adhésion werden bei den einzelnen Untergrundgel-EWD-Kombinationen
unterschiedliche Phénomene deutlich (Abb. 53). Eine feste Verbindung zwischen
Membran und Gel ist sehr wichtig fiir die Eignung der Substituten als Vorrichtung zur
Kosmetiktestung. Agar-Agar-Substituten weisen die hochste Klebkraft auf, Gelatine-
Substituten die niedrigste. Wihrend die Verdanderung der Rezeptur bei den Gelatine-EWD-
und Carbopol-EWD-Substituten so gut wie keinen Einfluss zeigte, sind bei Agar-Agar und
HEC deutliche, gegensitzliche Einfliisse erkennbar. Wahrend Agar-Agar die niedrigsten
Werte bei den V1 Substituten aufweist, zeigt HEC hier die hochsten Werte. Bei V4 zeigt
HEC die niedrigsten Werte, Agar-Agar dagegen die hochsten. Dies konnte darauf
zuriickzufiihren sein, dass die beiden Gelbildner unterschiedlich z.B. auf die Zugabe von
Glycerin reagieren. Wahrend eine hohere Zugabe von Glycerin (V3+V4) die Adhésion
zwischen Agar-Agar und EWD-Darm erhoht, fiihrt diese bei HEC dazu, dass die Adhédsion
zwischen Membran und Untergrundgel abnimmt. Tendenziell wird auch aus den
Ergebnissen der anderen Gelbildner deutlich, dass die Kombination aus Zugabe von

Gelbildner und Glycerin i.A. zu einer hoheren Membran-Gel-Adhésion fiihrt.
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Abb. 53: Adhésion der einzelnen Untergrundgel-EWD-Kombinationen im Vergleich untereinander
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Abb. 54: Adhésion der einzelnen Untergrundgel-EWD-Kombinationen

4.2.5. Untersuchungen zur Charakterisierung der Emollienten
4.25.1. Frictiometrie

Betrachtet man die Friktiometermessungen (Abb. 55), so wird deutlich, dass alle
Substituten die Méglichkeit bieten, das hoch spreitende Ol Dicaprylyl Carbonate
(1600mm?*/10min) von dem Niedrigspreiter Oleyl Erucate (350mm?/10min) zu
differenzieren. In der Spannweite liegen jedoch erhebliche Unterschiede. Um eine
Methode zu etablieren, die die Mdglichkeit bietet alle Ole zumindest in Spreitklassen
einzuorden, miissen eine  grole  Spannweite sowie  moglichst niedrige
Standardabweichungen zwischen diesen beiden extremen Spreitern gegeben sein. Diese
Moglichkeit bieten offensichtlich die Kombinationen Gelatine-EWD und HEC-EWD
deutlich besser als Agar-EWD und Carbopol-EWD. Leider zeigen alle Daten hohe
Standardabweichungen, die insbesondere auf die Chargenvariabilitidt zuriick zu fithren

sind.
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Abb. 55: Frictiometer Werte der verschiedenen Untergrundgel- EWD-Kombinationen (Mittelwerte aus
jeweils zwei Chargen)
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4.2.5.2. Spreitverhalten

Ein weiteres wichtiges Kriterium bei der Beurteilung der Substituten ist die Mdglichkeit
des Spreitens der Ole (in diesem Fall Dicaprylyl Carbonate) auf dem Substitut. Abb. 56
zeigt, dass die Spreitwerte auf dem EWD-Darm mit Untergrundgel keine Ahnlichkeit zu
den Werten auf Humanhaut aufweisen. Die Spreitwerte unterscheiden sich nicht
signifikant zwischen den Rezepturen und kaum zwischen den einzelnen Gelbildnern. Im
Allgemeinen sind die Spreitwerte fiir den Hochspreiter Dicaprylyl Carbonate viel zu klein.
Das Spreitverhalten wird durch verschiedenste physikalisch-chemische Eigenschaften der
Ole sowie Gegebenheiten an der Oberfliche der Substituten beeinflusst. Einer dieser
Einfliisse ist z.B. die Hydrophilie: je hydrophiler die Oberfliche der Substituten, umso
schlechter das Spreitvermogen der Ole. Dies spiegelt sich moglicherweise auch in den
niedrigeren Spreitwerten fiir Agar-Agar wieder, die bei den Corneometermessungen

deutlich hohere Werte als die anderen Untergrundgele zeigten (Abb. 49).
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Abb. 56: Spreitwerte der verschiedenen Untergrundgel- EWD-Kombinationen (Mittelwerte aus jeweils zwei
Chargen) fir das Ol Dicaprylyl Carbonate bei 24°C
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4.2.6. Zusammenfassende Beurteilung der Substituten der Gelbildnerstudie

Aus der Ubersichtstabelle (Tab. 15) wird deutlich, dass alle Gelbildner Vor- und Nachteile
im Hinblick auf die Eignung als Untergrundgel fiir die Substituten zur Kosmetiktestung
besitzen. Zur Evaluierung der beiden Gelbildner, die sich am besten zur Herstellung dieser
Substituten eignen, miissen jedoch Prioritdten gesetzt werden.

Besonders wichtig sind folgende Punkte zu erachten:

e standardisierbare Herstellung der Substituten

e reproduzierbare Bestimmung der TEWL- und Corneometerwerte

e FEinstellung der Hydratation an der Oberfldche durch Anpassung der Gelrezeptur
¢ Einfache Herstellung und angenehmes Handling

e Gute Adhidsion zwischen Membran und Untergrundgel

Zur Sicherstellung dieser Anforderungen sind die Gelbildner Agar-Agar und Gelatine am
besten geeignet. Allerdings sind diese vom chemischen Aufbau her beide Polymere
natiirlichen Ursprungs und weisen dhnliche Gelbildungseigenschaften auf. Um in der
Folgestudie auch einen Gelbildner mit ganz anderen Eigenschaften einzusetzen, wurden
Agar-Agar und HEC ausgewdhlt. Agar-Agar hat gegeniiber allen anderen Gelbildnern den
groBen Vorteil, dass die hergestellten Substituten auch bei in-vivo Bedingungen von 32°C
verwendet werden konnen. Um zu priifen, ob die Agar-Agar-Nachteile bei der
Frictiometrie, der Gel-Membran-Adhésion und beim Spreiten kaschiert und mit den
Vorteilen der Gelatine-Substituten kombiniert werden konnen, wurden zusatzlich Versuche

mit einem Untergrundgel aus einer Agar-Agar-Gelatine-Mischung durchgefiihrt.



Tab. 14: Ubersichtstabelle zu den Ergebnissen der Untersuchungsreihe Gelbildner

Beurteilung Agar- Agar Gelatine Carbopol-Ultrez 21 HEC- Natrosol
Sehr einfach, Relativ einfach, jedoch stark Langwierige und Einfache Herstellung,
unkompliziert abhingig von der relativen unpraktische optimaler Zeitpunkt

Herstellung + | Feuchte, im Sommer Herstellung, des Abfiillens in die

problematisch Neutralisation mit Petrischalen muss
Na(OH) abgepasst werden
Konditionierung bei Konditionierung nur bis ca. Konditionierung nur bis Konditionierung nur
Hauttemperatur (32°C) 25°C moglich ca. 25°C moglich bis ca. 25°C moglich
Konditionierung | moglich ++
TEWL iiber Temperatur Reproduzierbare Daten, Reproduzierbare Daten, Reproduzierbare
TEWL/ einstellbar, Corneometer- Corneometerwerte abhdngig Werte vergleichbar mit Daten, Werte
Werte abhingig von der + | vonder Gelatine vergleichbar mit

Corneometrie

Gelbildnerkonzentration

Gelbildnerkonzentration

Gelatine und Carbopol

Friktiometrie

Friktiometerwerte sind
schlecht reproduzierbar,
Ole schwer zu
differenzieren

Friktiometerwerte sind recht
wenig reproduzierbar, jedoch
Ole besser zu differenzieren
als auf Agar-Agar

Friktiometerwerte sind
reproduzierbar, Ole gut
zu differenzieren, jedoch
geringe Spanne

Friktiometerwerte sind
reproduzierbar, Ole gut
zu differenzieren

Peel Test

Adhaésion stark abhingig
vom Zeitpunkt des
Aufbringens der Membran

Gute Adhédsion, Membran
und Gel trocknen im
Verbund aus

Hohe Membran-Gel
Adhision, jedoch Gel
sehr weich

Hohe Membran-Gel
Adhésion bei niedr.
HEC-Gehalt, Aus-
trocknung bei V2+V4,
V1+ V3 sehr weich

Spreitwerte

Spreitwerte wenig
reproduzierbar, nicht
korrelierbar zu Humanhaut

Spreitwerte méfig
reproduzierbar, jedoch nicht
vergleichbar zu Humanhaut

Spreitwerte wenig
reproduzierbar

Spreitwerte wenig
reproduzierbar
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4.3. Untersuchungsreihe Membranen

Als Konsequenz aus den vorangehenden Untersuchungsreihen wurden in dieser Studie

folgende Untergrundgel- Membran-Kombinationen untersucht:

- Agar-Gelatine-EWD

- Agar-COFFI

- Agar-Matricol

- Hydroxyethylcellulose (HEC)-COFFI
- HEC-Matricol

Tab. 15: Rezeptur des Untergrundgels der Agar-Agar-Gelatine Substituten

V1 V2 V3 V4
Wasser 81,40 80,4 75,20 74,20
Agar-Agar 0,50 0,75 0,50 0,75
Gelatine 1,00 2,00 1,00 2,00
Glycerin (87%) 16,30 16,10 22,60 22,3
Phenoxyethanol 0,80 0,80 0,80 0,70

Die Rezepturen der anderen Untergrundgele konnen der Tab.12 (S. 55) entnommen

werden.

4.3.1.  Untersuchungen zur Standardisierung des Systems
4.3.1.1. TEWL- und Corneometermessungen

Auch in dieser TEWL-Studie werden die Ergebnisse der vorangegangenen
Untersuchungen weitgehend bestétigt. Es ist kein offensichtlicher Zusammenhang
zwischen der Erhohung der Konzentration an Gelbildner und/oder der Erhéhung der
Konzentration an Glycerin in der Rezeptur erkennbar (vgl. Abb 57). Der Grofiteil der
Untergrundgel-Membran-Kombinationen zeigt nur zufédllige Unterschiede zwischen den
Rezepturvariationen. Auffallig im Vergleich zu der Gelbildnerstudie ist jedoch, dass die
Spanne der auftretenden TEWL-Werte hier deutlich breiter ist. Wéhrend in der
Gelbildnerstudie Werte zwischen 27 und 33g/m**h auftraten, sehen wir hier Werte
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zwischen 25 und 36 g/m®h. Diese hohen Werte werden groBtenteils von den
Kombinationen HEC-COFFI, Agar-Matricol und Agar-Gelatine-EWD gebildet. AuBBerdem
fallt auf, dass die TEWL-Werte fiir die Substituten, die eine Kombination aus Agar-Agar
und Gelatine als Untergrundgel enthalten, eine breitere Spanne aufweisen als dies Agar-

Agar oder Gelatine in der Gelbildnerstudie alleine getan haben.

O Agar-Gelatine-EWD

- d. i
; o - -
20 - § § §
- . |

o - \;g;g; § §
\ \ \

0 § §ézéf §

Vi1 3 V4

Abb. 57: TEWL-Werte der verschiedenen Untergrundgel- Membran-Kombinationen (Mittelwerte aus jeweils
zwei Chargen)

Bei der Betrachtung der Corneometerwerte (Abb. 58) fillt auf, dass die Werte im
Gegensatz zu den Corneometermessungen der Gelbildnerstudie deutlich hoher liegen.

Bei der Vorstudie lagen die Werte bei 5-26 Corneometereinheiten, wéhrend hier fiir die
Kombination Agar-Matricol sogar Werte iiber 90 Corneometereinheiten auftreten. Es
wurde auch visuell festgestellt, dass besonders die mit Matricol hergestellten Substituten
viel Wasser in der Membran speichern, was darauf hindeutet, dass die hohen
Corneometerwerte tatsdachlich auf Wasser zuriick zu fiithren sind und keine Artefakte durch
sonstige Ionen gemessen wurden. Die Ergebnisse der Substituten, die die Mischung aus
Agar-Agar und Gelatine als Untergrundgel enthalten, liegen erwartungsgemall zwischen

den Werten der Substituten mit nur Agar-Agar bzw. mit nur Gelatine. Dennoch wird
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deutlich, dass Agar-Agar als dullerst effektiver Gelbildner den eindeutig groeren Einfluss

besitzt.
120 =
O Agar-Gelatine-EWD
= Agar-COFFI
= Agar-Matricol
B HEC-COFFI

100 7 mHEC-Matricol

S . I .
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Abb. 58: Corneometer-Werte der verschiedenen Untergrundgel-Membran-Kombinationen (Mittelwerte aus
jeweils zwei Chargen)

4.3.1.2. Einfluss der Membran-Gel-Adhésion

Die Bestimmung der Flidche unter der Klebkraftkurve sollte Auskunft dariiber geben, wie
stark die Adhédsion zwischen den einzelnen Membranen und Untergrundgelen ist. Auffillig
ist, dass die Klebkraft der Untergrundgel-Membran-Kombinationen dieser Studie deutlich
hoher ist als die der Gelbildnerstudie. In der vorigen Untersuchung lagen die
Klebkraftwerte aller Substituten zwischen 3,5 und 10,0Nm, wihrend in dieser Studie die
Werte mehr als doppelt so hoch, zwischen 9,0 und 21,0Nm liegen. Das wiirde darauf
hindeuten, dass der EWD-Darm keine besonders gute Verbindung mit den bisher
getesteten Gelbildnern eingeht. Allerdings zeigt die Mischung der beiden Gelbildner Agar-
Agar und Gelatine in Kombination mit dem EWD-Darm ebenfalls deutlich hohere
Adhisionswerte als die einzelnen Gelbildner mit dem EWD-Darm. Daraus ldsst sich
schlussfolgern, dass die Kombination aus Agar-Agar und Gelatine in einem Gel die
Eigenschaften des Gels stark beeinflusst und sogar neue Eigenschaften, wie ein deutlich

verbessertes Haftungsvermdgen, entstehen kdnnen.
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AuBerdem kann man feststellen, dass die mit Matricol hergestellten Substituten im
Allgemeinen eine geringere Adhdsion zwischen Untergrundgel und Membran besitzen als
die mit COFFI hergestellten Substituten. Diese Tatsache kann man auch in Bezug zu den
Corneometerwerten setzen, da ein hoher Wassergehalt an der Oberflache einer guten

Adhésion entgegensteht.

30 O Agar-Gelatine-EWD B Agar-COFFI
—_ @ Agar-Matricol B HEC-COFFI
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Abb. 59: Adhasion zwischen Untergrundgel und Membran der verschiedenen Untergrundgel-Membran-
Kombinationen (Mittelwerte aus jeweils zwei Chargen)

4.3.1.3. Einfluss der Oberflachenrauigkeit

Die Bestimmung der Oberflichenrauigkeit der untersuchten Membran-Untergrundgel-
Kombinationen zeigt, dass die Kombinationen Agar-COFFI, HEC-COFFI und HEC-
Matricol bei etwa 10um liegen und sich nicht signifikant voneinander unterscheiden (Abb.
60). Die Agar-Gelatine-EWD-Substituten liegen signifikant niedriger, in dem Bereich, in
dem auch die Agar-Agar-EWD bzw. die Gelatine-EWD-Substituten der Gelbildnerstudie
lagen. Eine auflergewOhnliche Ausnahme stellen die Agar-Matricol-Substituten dar. Sie
liegen signifikant hoher als alle anderen Substituten, obwohl alle Agar-Agar-Substituten
wesentlich niedrigere Rauigkeiten aufweisen und auch HEC-Matricol-Substituten nicht
darauf hindeuten, dass die erhohte Rauigkeit auf die Matricol-Membran zuriick zu fiihren

ist.
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Abb. 60: Rauigkeitsparameter Ra als Ergebnis der FOITS-Untersuchungen der Silikonreplika der einzelnen
Untergrundgel-Membran-Kombinationen der Rezeptur V2

4.3.2. Untersuchungen zur Charakterisierung der Emollienten

4.3.2.1. Frictiometrie

Ziel der Frictiometer Untersuchungen war es, die Eignung der einzelnen Untergrundgel-
Membran-Kombinationen in Bezug auf dieses Verfahren zur Korrelation mit den
Spreitwerten der Ole zu priifen (Abb. 61). Dabei wurde deutlich, dass die Matricol-
Substituten fiir die Frictiometrie ungeeignet sind, da der hohe Wassergehalt an der
Oberfliche beim Spreiten erhebliche Schwierigkeiten bereitet. Weitere Frictiometer-
Versuche mit Matricol-Substituten wurden daher abgebrochen. Auch die HEC-COFFI-
Substituten miissen als ungeeignet eingestuft werden, da die Messung zwar durchfiihrbar
ist, die Daten jedoch nicht reproduzierbar und die Ole nicht differenzierbar sind. Die Agar-
Gelatine-EWD Substituten zeigen eine deutliche Verbesserung gegeniiber den Agar-EWD-
Substituten in Bezug auf die Repoduzierbarkeit der Daten und aulerdem eine groBere
Differenzierungsspanne der Ole als bei Gelatine-EWD. Allerdings muss beachtet werden,
dass nur eine Charge untersucht wurde und die Variabilitdt innerhalb der Chargen somit

nicht mit eingegangen ist.
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Abb. 61: Frictiometerwerte der verschiedenen Untergrundgel- Membran-Kombinationen (Mittelwerte aus
jeweils zwei Chargen)

Das eindeutig groBte Potential zur Differenzierung von Olen verschiedenster Spreitwerte
bieten die Agar-COFFI-Substituten. Dadurch, dass die Friktiometerwerte fiir Oleyl Erucate
etwa dreimal so hoch liegen wie die auf den Substituten in der Gelbildnerstudie, die
Frictiometerwerte fiir Dicaprylyl Carbonate jedoch nur gut doppelt so hoch, ist eine
breitere Spanne zur Differenzierung von Olen mit dazwischen liegenden Spreitwerten
gegeben. Ein fiir alle Untersuchungen gleichermaflen geltender Einfluss der Rezeptur
konnte nicht gefunden werden. Bei den Agar-COFFI-Substituten wird ein Zusammenhang
zwischen dem Gehalt an Gelbildner und den Frictiometerwerten deutlich. Die Substituten
der Rezepturen mit geringem Gelbildnergehalt (V1 und V3) zeigen hohere
Frictiometerwerte als die Substituten der Rezepturen mit hohem Gelbildnergehalt (V2 und
V4). Es ist leicht vorstellbar, dass die Kontaktfliche zwischen Sondenkopf des
Frictiometers und einer harten Oberfliche weniger grof3 ist als die zu einer weichen, evtl.
noch beweglichen Oberfliche. Durch eine groBere Kontaktfliche enstehen so groBere
Frictiometerwerte, da das Gerit einen hoheren Widerstand iiberwinden muss, um auf der
Flache zu rotieren. AuBlerdem kann man bei den Agar-Gelatine-EWD sowie bei den Agar-
COFFI-Membranen eine Korrelation zu den Corneometerwerten feststellen. Hohe
Corneometerwerte bewirken in diesen Fillen hohe Frictiometerwerte, da eine feuchte
Oberfliche Stick-Slip-Effekte begiinstigt. Dieses Phédnomen ist auch in der Literatur
beobachtet worden [Lodén 1995].
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4.3.2.2. Spreitverhalten

Bei der Betrachtung der Spreitwerte der Untergrundgel-Membran-Kombinationen féllt auf,
dass deutlich hohere, bei der Kombination Agar-Matricol sogar humanhautéhnliche
Spreitwerte erzeugt werden (Abb. 62 und 63). Da fiir alle Matricol-Substituten nur eine
Charge hergestellt wurde, liegen besonders fiir die Dicaprylyl Carbonate-Daten jedoch
extrem hohe Standardabweichungen vor. Bei genauer Betrachtung der Zusammensetzung
der Matricol Substituten wird deutlich, dass die hohen Spreitwerte darauf zuriickzufiihren
sind, dass die Matricol Skin Relax-Folien Emulgatoren enthalten. Interessanterweise
kommen diese jedoch bei der Kombination HEC-Matricol deutlich weniger zur Geltung.
Leider stellen Matricol-Folien keine wirkliche Option zur in-vitro Bestimmung der
Spreitwerte dar, da zundchst einmal die Bestimmung der Spreitfliche aufgrund der
feuchten Oberflache nicht reproduzierbar durchgefiihrt werden kann. Daraus resultieren
unter anderem auch die hohen Standardabweichungen (vgl. z.B. V1). AuBBerdem stellt die

Beeinflussung der Ole durch Emulgatoren keine humanhautihnlichen Bedingungen dar.
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Abb. 62: Spreitwerte von Dicaprylyl Carbonate auf den einzelnen Untergrundgel- Membran- Kombinationen
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Abb. 63: Spreitwerte von Dicaprylyl Ether auf den einzelnen Untergrundgel- Membran-Kombinationen

Die in den Spreitversuchen erhaltenen Ergebnisse lassen sich mit den Ergebnissen der
iibrigen Untersuchungen sehr gut in einen Gesamtzusammenhang bringen.

Abb. 60 zeigte, dass die Oberfliche der Agar-Matricol-Substituten im Vergleich zu den
iibrigen Kombinationen signifikant rauer (p= 0,05) und die der Agar-Gelatine-EWD-
Substituten signifikant glatter (p= 0,05) ist. Die iibrigen drei Kombinationen weisen
untereinander nur zufillige Unterschiede auf. Um von den Oberfldcheneigenschaften auf
das Verhalten der Ole beim Aufbringen auf die Membran zu schlieBen, miissen an dieser
Stelle die Matricol-Membranen ausgeschlossen werden, da bei diesen durch den hohen
Wassergehalt und die Emulgatoren an der Oberfliche beim Spreiten andere Phédnomene
eine Rolle spielen. Die raue Oberfldche der Agar-COFFI-Substituten z.B. im Vergleich zu
den Agar-Gelatine- Substituten, spiegelt sich auch in den Frictiometer-Werten wieder. Auf
einer raueren Oberfliche muss die Scheibe des Frictiometers einen hoheren Widerstand

{iberwinden, um auf der Oberfliche trotz des aufgebrachten Ols zu rotieren.
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4.3.2.3. Zusammenfassende Beurteilung der Substituten der Membranstudie

Aus der Ubersichtstabelle (Tab.16) wird deutlich, dass die Untergrundgel-Membran-
Kombinationen mit Matricol aufgrund ihrer wissrigen Oberfliche als Substituten zur
Kosmetiktestung nicht geeignet sind.

Die meisten der fiir das Substitut zur Kosmetiktestung genannten Anforderungen erfiillen
die Kombinationen Agar-Gelatine-EWD und Agar-COFFI. Es wird jedoch deutlich, dass
aus den bisher durchgefiihrten Versuchen noch kein Substitut bestimmt werden kann, das
fiir alle Tests gleichermallen gut geeignet ist. Wéhrend die Agar-Gelatine-EWD-
Substituten ausgesprochene Vorteile bei der Bestimmung der TEWL- und
Corneometerwerte besitzen, ist die Kombination aus Agar-COFFI deutlich besser zur
Frictiometrie geeignet. Es ist also zwingend notwendig, je nach gewéhlter Anwendung
unterschiedliche Untergrundgel-Membran-Kombinationen als Substitut fiir den jeweiligen

Test auszuwihlen.

An diesem Punkt sind die Basisuntersuchungen zur Etablierung eines Substitutes zur
Kosmetiktestung abgeschlossen. Es wurden zwei Untergrundgel-Membran-Kombinationen
etabliert, die als Substituten zur Durchfiihrung von TEWL- und Corneometermessungen
sowie zur Frictiometrie verwendet werden kdnnen.

Ziel der nachfolgenden Untersuchungen ist es, eine der beiden mdglichen Kombinationen
auch im Hinblick auf das Spreitverhalten zu verbessern und eine konkrete Anwendung fiir
die TEWL- und Corneometermessungen zu etablieren. Dafiir wurden fiir die weiteren

Untersuchungen Agar-Gelatine-EWD-Substituten ausgewéhlt.



Tab. 16: Ubersichtstabelle zu den Ergebnissen der Untersuchungsreihe Membranen

TEWL/
Beurteilung Herstellung . Friktiometrie Peel Test Spreitwerte
Corneometrie
Unkompliziert, jedoch Reproduzierbare Daten, Frictiometrie moglich, Gute Adhésion, Spreitwerte wenig
. muss der optimale Corneometerwerte jedoch geringe Spanne jedoch abhingig vom reproduzierbar, Ole
Agar-Gelatine- | zeitpunkt zum abhingig von der zur Differenzierung der Aufbringen der nicht
EWD Aufbringen der Gelbildnerkonzen- Ole Membran differenzierbar
Membran gefunden tration
werden
Unkompliziert, jedoch Daten ok, jedoch Frictiometrie mdglich, Gute Adhésion, Spreitwerte wenig
muss der optimale weniger reproduzierbar jedoch geringe Spanne jedoch abhéngig vom reproduzierbar,
Agar-COFFI Zeitpunkt zum als auf EWD Darm zur Differenzierung der Aufbringen der nicht
Aufbringen der Ole Membran korrelierbar zu
Membran gefunden Humanhaut
werden
Gel sickert bei zu frither Daten ok, jedoch Frictiometrie auf Matricol Folie reif3t Hautdhnliche
Aufbringung durch. weniger reproduzierbar Matricol nicht moglich leicht, Peel Test nicht Spreitwerte, jedoch
Agar-Matricol Evtl. Aufbringen nach als auf EWD Darm exakt durchfiihrbar wenig
der Gelierung, dann reproduzierbar
Befeucht. der Matricol
Folien notwendig
Unkompliziert, Daten ok, jedoch Fiir Frictiometrie nicht Gute Adhésion Spreitwerte wenig
schnellere Herstellung weniger reproduzierbar geeignet reproduzierbar,
HEC-COFFI als mit Agar als auf EWD Darm nicht
Jedoch V1+V3 zu korrelierbar zu
weich Humanhaut
Unkompliziert, Starke Schwankungen! Frictiometrie auf Matricol Folie reif3it Hautéhnliche
schnellere Herstellung Sehr inhomogene, Matricol nicht moglich leicht, Peel Test nicht Spreitwerte, jedoch
HEC-Matricol als mit Agar feuchte Oberflache exakt durchfiihrbar wenig
Jedoch V1+V3 zu reproduzierbar

weich
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4.4.  AbschlieRende Untersuchungen an dem etablierten
Kollagensubstitut

Aus den vorangehenden Untersuchungen haben sich die Substituten der Kombination
Agar-Gelatine-EWD als geeignet zur Kosmetiktestung herausgestellt. In einigen
abschlieBenden Untersuchungen sollen Moglichkeiten und Grenzen dieser Kombination als
Hautsubstitut noch einmal ndher beleuchtet werden. Dazu wurde die Kollagenmembran
selbst noch einmal genauer betrachtet und der Einfluss von Sebumlipiden auf die

Hydrophobierung der Membran untersucht.

4.4.1. Einfluss von Sebumlipiden

Ziel des Aufbringens von Sebumlipiden auf die Oberfliche der Membran war es, die
Kollagenmembran humanhautéhnlicher und lipophiler zu gestalten und dadurch das
Spreiten der Ole auf der Membran zu begiinstigen.

Die bei dieser Studie verwendeten Literaturdaten fiir die aufgebrachten Sebummengen sind
unter Vorbehalt zu betrachten, da unterschiedliche Autoren bei der Bestimmung des
Sebumgehaltes der Haut stark unterschiedliche Daten fanden, diese zum Teil sehr veraltet
sind [Gloor et al. 1972, Nicolaides 1965, Kligman und Shelley 1958] und sich zudem die
Daten an verschiedenen Hautarealen stark unterscheiden [Greene et al. 1970]. Aus diesem
Grund wurden auflerdem exemplarisch Daten der Stirn verwendet, da keine validen Daten
fiir die Unterarmhaut in der Literatur gefunden wurden. Die Daten an der humanen
Stirnhaut diirften jedoch i.A. deutlich hoher liegen als auf dem humanen Unterarm. Die auf
die Oberfliche der Substituten aufgebrachten Sebummengen wurden an die von den
Autoren Gloor et al. [1972] und Kligman und Shelley [1958] experimentell gefundenen
Daten angelehnt. Tab.18 zeigt jedoch, dass zwischen den real aufgebrachten und den mit
dem Sebumeter erfassten Werten bereits eine hohe Diskrepanz liegt, die fiir die explorative
Studie jedoch nicht weiter berticksichtigt wurde. Bei Greene et al. [1970] wurden mit
30pug/cm” Werte fir den Gehalt an Sebum auf dem Arm (3 Stunden nach Reinigung)
gefunden, die mit den experimentell bestimmten Sebummengen auf den mit 6,3mg Sebum

behandelten Substituten sehr gut iiberein stimmt.
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Nach der Behandlung der Substituten mit Sebum wurden die Spreitwerte der Hochspreiter

Dicaprylyl Carbonate (1400mm?/10min) und Dicaprylylether (1600mm?/10min) auf den
Substituten bestimmt (Abb. 64).

Tab. 17: Literaturdaten und experimentell bestimmte Mengen an Sebum

Literaturwert Auf die Substituten Sebumgehalt der Substituten
auf Humanhaut (69,4 cm?) nach Aufbringen der
(Stirn) (ug/cm?) aufgebrachte Menge errechneten Sebummengen-
an Sebum (absolut) Sebumeter (ug/cm?)
Gloor et al. 91,44 (+/- 0,80) 6,3mg 28,33 (+/- 8,62)
Kligman & Shelley 200,0 13,9mg 69,67 (+/- 16,07)

200

O Dicaprylyl Carbonate
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150 -
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5.3mg Sebum 13.9mg Sebum ohne Sebum

Abb. 64: Spreitwerte von Dicaprylylether und Dicaprylyl Carbonate auf Agar-Gelatine-EWD-Substituten,
die mit unterschiedlichen Sebummengen (6,3mg und 13,9mg - vgl. Tab. 18) vorbehandelt wurden

Abb. 64 zeigt, dass die Spreitwerte auf den mit Sebumlipiden behandelten Substituten zwar
nur wenig hoher und dementsprechend nicht hautéhnlicher sind als die Spreitwerte auf den
Substituten, die nicht mit Sebumlipiden behandelt wurden, jedoch eine bessere
Reproduzierbarkeit zeigen. Obwohl die beiden Emollienten vom Spreitwert auf
Humanhaut nur kaum unterschiedlich sind, sind sie auf den mit Sebum behandelten

Substituten vom Spreitwert her signifikant unterschiedlich. Allerdings bieten die dennoch
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niedrigen Absolutwerte keine groBe Spanne, um auch alle iibrigen Ole differenzieren zu
konnen. Auffillig ist auBerdem, dass Dicaprylyl Carbonate auf den mit der hoheren
Sebummenge behandelten, hydrophoberen Substituten niedrigere Spreitwerte zeigt als auf
den Substituten mit der geringeren Menge an Sebumlipiden.

Genauere Informationen zum Vergleich der Daten mit und ohne Sebumlipide sollte die
Bestimmung der Oberflichenenergie liefern. Dazu wurden zum einen die mit 13,9mg
Sebum vorbehandelten Agar-Gelatine-EWD-Substituten, sowie Substituten, bei denen der
EWD-Darm mit der Innenseite nach auBen (=“Riickseite”) aufgespannt wurde und
Substituten ohne Vorbehandlung untersucht. Zudem wurden jeweils die unterschiedlichen
Laufrichtungen der Maserung des Kollagendarms beriicksichtigt (Abb. 65).

VS = Vorderseite LR = Laufrichtung
RS = Rlckseite GLR= Quer zur Laufrichtung

35
B Disperser Anteil

3p L POl Antel .

Oberflachenenergie [mN/m]

Abb. 65: Oberflachenenergie der Agar-Gelatine-EWD Substituten

Den von El Khyat et al. [2004] bestimmten Humanhautwerten am &hnlichsten sind die mit
13,9mg Sebum behandelten Agar-Gelatine-EWD-Substituten (Vorderseite), sowohl in
Lauf- als auch quer zur Laufrichtung. Allerdings scheint das keinesfalls die einzige
Bedingung zu sein, die erfiillt sein muss, damit die Ole humanhautihnlich auf der
Oberflache spreiten, wie Abb. 64 gezeigt hat. Auch fiir die Substituten ohne Sebumlipide,
auf denen die Oberflichenenergie auf der Vorderseite in Gegenlaufrichtung bestimmt

wurde, stimmen die experimentellen Daten sehr gut mit dem Literaturwert auf Humanhaut
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iiberein. Aber auch hier wurde aus Abb. 64 (ohne Sebum) ersichtlich, dass keine
Differenzierung der Ole iiber die Bestimmung der Spreitwerte mdglich ist. Abb. 65 zeigt
aulerdem, dass durch das Aufbringen der Sebumlipide die Laufrichtung des
Kollagendarms verloren geht. Die Hautlipide verdndern die Substitutenoberfldche
demnach so, dass die unterschiedliche Maserung des Darms nicht mehr bestimmt werden
kann.

Abweichend von den iibrigen Ergebnissen auf der Vorderseite der Kollagenmembran zeigt
die Riickseite des EWD-Darms fiir beide Laufrichtungen eine deutlich zum polaren Anteil
(80:20) verschobene Oberflichenenergie. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass der
EWD-Darm auf der Riickseite nicht nur in Bezug auf die Polaritit vollig andere
Eigenschaften aufweist als auf der Innenseite. Um dem genauer nachzugehen, wurden
explorative Spreitversuche auf der Riickseite (Innenseite) der Agar-Gelatine-EWD-
Substituten durchgefithrt und festgestellt, dass humanhautéhnliche Spreitwerte erzielt

werden konnen.

4.4.2. Spreitverhalten aller Ole

Basierend auf den guten Ergebnissen der explorativen Versuche auf der Riickseite der
Agar-Gelatine-EWD-Substituten sind Spreitversuche unter Einbezug aller Emollienten
vorgenommen worden. Abb. 66 zeigt, dass die Ole humanhautéhnliche Spreitwerte zeigen.
Die Korrelation zu den Literaturwerten (Abb. 67) ist fiir alle 16 Ole mit einem
Korrelationskoeffizienten von R*=0,83 gut. Es bestehen gute Differenzierungs-
méoglichkeiten fiir die einzelnen Ole, da auch die Standardabweichungen im Vergleich zu

den in-vivo Daten relativ klein sind.
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Abb. 67: Korrelation der Spreitwerte auf dem trockenen Mitteldarm und den Daten auf der Riickseite der
Agar-Gelatine-EWD-Substituten zu den Literaturwerten
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Die auf der Riickseite der Agar-Gelatine-EWD Substituten experimentell gefundenen
Spreitwerte sollen durch die Bestimmung der Oberflichenrauigkeit in einen
Gesamtzusammenhang gebracht werden. Abb. 68 macht deutlich, dass die Riickseite der
Agar-Gelatine-EWD- Substituten wesentlich rauer ist als die Vorderseite und damit auch
der Humanhaut nach Loden et al. [1995] deutlich dhnlicher. Damit konnte der starke
Einfluss der Oberflachenrauigkeit und Oberflichenenergie auf die Benetzung erneut belegt

werden.
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Abb. 68: Oberflachenrauigkeit der Vorder- und Riickseite der Agar-Gelatine-EWD-Substituten

4.4.3. Okklusivitat der Ole

Generell kann die Okklusivitdt als Unterdriickung des transepidermalen Wasserverlustes
dargestellt werden. Wenn der Olfilm eine starke Barriere zum Wasserverlust darstellt, wird
der transepidermale Wasserverlust unterbunden und die Okklusivitét ist (nahezu) 100%.

Eine weitere Perspektive zur Nutzung der Agar-Gelatine-EWD-Substituten konnte daher
die Bestimmung der Okklusivitit der Ole sein. In einer explorativen Studie wurden zwei
von ihren okklusiven Eigenschaften her grundsitzlich unterschiedliche Ole Paraffinum
Perliquidum und Dicaprylyl Carbonate in einer definierten Menge (2mg/cm’®) auf die
Oberfliche der Substituten aufgebracht. Bei dem Aufbringen auf die unbehandelte
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Oberflidche der Substituten perlten die Ole ab. Erst nach der Hydrophobisierung der
Oberfliche mit Sebumlipiden konnte ein homogener Olfilm aufgebracht werden.

Bei der Bestimmung der TEWL-Werte wurde deutlich, dass Paraffinum Liquidum als
duBerst okklusives Ol den TEWL tatsichlich hochsignifikant (p=0,001) senkt und
gegeniiber dem unbehandelten Substitut die Wasserabdunstung verhindert (Abb. 69).
Dicaprylyl Carbonate dagegen hat keinerlei okklusiven Effekt, da keine signifikante
Verdnderung des TEWL gegeniiber den Nullwerten erkennbar ist. Allerdings ist zu
beriicksichtigen, dass Dicapryyl Carbonate als Hochspreiter nach Aufbringen auf die
Substitutenoberfliche weiter spreitete und der Oberflichenfilm demnach iiber die Zeit
immer inhomogener wurde, dieses Phidnomen war bei Paraffinum Perliquidum als

Niedrigspreiter nicht so stark ausgepragt.

60

TEWL[g/m®h]

Abb. 69: Bestimmung der Okklusivitat von Olen durch TEWL-Messung auf den Substituten
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S, Zusammenfassung und Ausblick

Die Zielsetzung dieser Arbeit bestand darin, physikalische Methoden zu entwickeln, um
verbraucherrelevante, sensorische Hauteigenschaften von Emollienten auf objektive Weise
zu erfassen. Dabei sollte ein Hautsubstitut etabliert werden, das die Gegebenheiten an der
Humanhaut auf standardisierte Weise simuliert und als Substitut zur Kosmetiktestung
fungiert. Im Rahmen dieser Zielsetzung wurden sowohl bestehende Methoden zur
Bestimmung von Oberflacheneigenschaften der Haut angewendet und weiterentwickelt,
sowie eine neue Methode zur Bestimmung von Hautparametern erschlossen. Ein
Hautsubstitut, bestehend aus einer Kollagenmembran, die iiber ein Untergrundgel gezielt
befeuchtet wird, wurde etabliert, das reproduzierbar menschliche Haut simuliert und an
dem verschiedenste Methoden zur Testung von Rohstoffen an der Haut simuliert werden
konnen. Kiinstlich hergestellte Kollagenmembranen (vorwiegend Wurstpellen) standen
dabei im Fokus der Untersuchungen der Arbeit. In verschiedenen experimentellen Studien

wurde die Eignung dieser Membranen zur Testung von Kosmetika evaluiert.

Die erste Untersuchungsreihe an unbehandelten Kollagenmembranen diente einer
Vorauswahl der Membranen. Dabei wurden grundsétzliche Eigenschaften und
Unterschiede an zwei verschiedenen zunédchst trockenen Kollagenmembranen
herausgestellt und bewertet. Auf den Wurstpellen R2-Darm und Mitteldarm konnten die
Spreitwerte der Ole mit einer hohen Korrelation zu den Humanhautwerten bestimmt
werden, die Differenzierung der Ole war jedoch durch die deutlich niedrigeren, wenig
reproduzierbaren Werte nicht gegeben. Bei der Bestimmung der Kontaktwinkel auf den
Kollagenmembranen wurde festgestellt, dass die Moglichkeit besteht, {iber die
Bestimmung des Kontaktwinkels auf dem R2-Darm die Ole in Spreitbereiche einzuordnen
und eine Abschédtzung bzgl. des Verhaltens auf Humanhaut vorzunehmen. Bei der
Bestimmung der Oberfldchenenergie der Kollagenmembranen wurde deutlich, dass die
Membranen in Bezug auf diese hautdhnliche Werte zeigen, jedoch keinen polaren Anteil

aufweisen und damit zu trocken sind.

Darauthin wurde in der anschlieBenden Untersuchungsreihe eine gezielte Befeuchtung

weiterer ausgesuchter Kollagenmembranen z.B. iiber Salzlosungen vorgenommen. Bei
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dieser Konditionierung der Membranen konnte gezeigt werden, dass eine definierte
relative Feuchte einen positiven Einfluss auf die Beschaffenheit der Membranen hat und
diese hautdhnlicher gestaltet. Dies konnte wu.a. {ber die Bestimmung der
Oberflichenenergie gezeigt werden. Der vollstindig befeuchtete EWD-Darm z.B. zeigt
eine hautdhnliche Oberfldchenspannung von 28,0mN/m mit einem polaren Anteil von
40,5%. AuBerdem wurde beobachtet, dass insbesondere der R2LD-Darm eine
Vorzugsrichtung besitzt, die die Bestimmung der Oberflichenenergie massiv beeinflusst

und demnach auch beim Spreiten zu beriicksichtigen ist.

Als Weiterentwicklung der vorteilhaften Konditionierung wurden die Membranen mit
einem Untergrundgel, bestehend aus Wasser, Gelbildner und Glycerin versehen, iiber die
eine definierte, konstante Befeuchtung der Membran gewihrt werden sollte. Bei der
Bestimmung der TEWL- und Corneometerwerte liel sich zeigen, dass die Moglichkeit
besteht, mit den Substituten bestimmte Hautzustinde zu simulieren. Sowohl TEWL- als
auch Corneometerwerte steigen mit zuehmender relativer Feuchte im Substitut. Es liegen
zwar keine humanhautihnlichen Werte vor, die Absolutwerte lassen sich jedoch
reproduzierbar durch Verdnderung des Glycerinanteils einstellen.

Weiterhin wurde festgestellt, dass sich die Oberflichenrauigkeit der Substituten mit
Untergrundgel durch die Verwendung von Glycerin im Vergleich zu den Substituten deren
Untergrundgel aus reinem Wasser bestand, signifikant erhdhte. Offensichtlich bewirkt das
Wasser die Gliattung der Membran. Glycerin kann zwar als Feuchthaltemittel dienen,
jedoch offensichtlich keine Glattung bewirken.

Bei den Methoden zur Charakterisierung der Emollienten auf den Substituten mit
Untergrundgel zeigte sich, dass das Frictiometer in der Lage ist, die Ole dariiber zu
differenzieren, ob die Frictiometersonde leicht oder mit Widerstand iiber die mit Ole
behandelte Substitutenflache gleitet. Es konnte ein Korrelationskoeffizient von 0,80 zu den
Spreitwerten auf Humanhaut (Zeidler-Methode) gefunden werden. Bei den
Frictiometerwerten auf Humanhaut besteht ein Korrelationskoeffizient von 0,76 zu den
Literaturdaten, wobei jedoch liber das Frictiometer eine bessere Differenzierung der
Emollienten durch eine hohere Aufspreizung der Werte gegeben ist.

Die Bestimmung der Spreitwerte entsprechend der Zeidler-Methode ergab auf den EWD-

Gelatine-Substituten keine reproduzierbaren Werte.
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Detailfragen dazu, welche Kollagenmembran-Untergrund-Kombination fiir welchen
Kosmetiktest am besten geeignet ist, sollten in einer Gelbildner- und einer Membranstudie
jeweils anhand eines teilfaktoriellen Versuchsplans mit 2°-Design geklirt werden. In der
Untersuchungsreihe Gelbildner wurde die Eignung von Agar-Agar, Gelatine,
Hydroxyethylcellulose (HEC) und Polyacrylsdure zur Herstellung des Untergrundgels fiir
die Substituten zur Kosmetiktestung bewertet. Es stellte sich heraus, dass Agar-Agar und
Gelatine einige Vorteile gegeniiber HEC und Polyacrylsdure aufweisen.

Agar-Agar ist fiir einige Tests besonders gut geeignet, da die mit Agar-Agar hergestellten
Substituten auch bei Hauttemperatur (32°C) konditioniert werden konnen. AuBerdem
zeigte Agar-Agar sehr reproduzierbare TEWL- und Corneometerwerte und ist sehr leicht
zu handhaben. Die Substituten mit Gelatine zeigten ebenfalls reproduzierbare TEWL-und
Corneometerwerte und bieten zudem die Mdglichkeit der Bestimmung der Frictiometer-
und Spreitwerte. Die Herstellung des Untergrundgels fiir die Gelatine-EWD-Substituten ist
zwar nicht ganz so praktikabel wie bei den Agar-Agar-Substituten, doch dafiir besitzen
diese eine bessere Membran-Untergrundgel-Adhésion. Es wurde demnach aufgrund seiner
besonderen Eigenschaft, dass die Substituten auch bei Hauttemperatur verwendet werden
konnen, Agar-Agar als Gelbildner fiir die Membranstudie ausgewéhlt. Aulerdem wurde
versucht, die guten Ergebnisse der beiden Gelbildner Agar-Agar und Gelatine in einem
Untergrundgel zu kombinieren. AuBlerdem wurde HEC aufgrund seiner guten Ergebnisse
in den TEWL-Corneometer- und Frictiometerstudien ausgewahlt.

In der Untersuchungsreihe ,,Membranen® wurden entsprechend folgende Membran-
Untergrundgel- Kombinationen untersucht: Agar-Agar-Gelatine-EWD, Agar-Agar-COFFI,
Agar-Agar-Matricol, HEC-COFFI und HEC-Matricol.
Agar-Agar-Gelatine-EWD-Substituten  besitzen ausgesprochene Vorteile bei der
Bestimmung der TEWL- und Corneometerwerte, wahrend die Kombination aus Agar-
Agar-COFFI deutlich besser zur Frictiometrie geeignet ist. Die Matricol Skin Relax-Folie
ist fiir die meisten der untersuchten Anwendungen nicht geeignet und auch das
Untergrundgel mit HEC erwies sich in Kombination mit den Membranen COFFI und
Matricol Skin Relax Folie als nicht vorteilhaft.

Es ist demanch zwingend erforderlich, je nach gewiinschter Anwendung, die passende

Untergrungel-Membran-Kombination als Substitut zur Kosmetiktestung auszuwéhlen.
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Genau hier bestehen weitere Optimierungsmoglichkeiten fiir die Kollagenmembran-
Untergrundgel-Substituten. Nach den in dieser Arbeit festgesetzten Erkenntnissen konnen
ganz gezielt die fiir eine bestimmte Anwendung am besten geeigneten Kombinationen
weiter optimiert werden. Dies bietet sich unter anderem z.B. fiir die Bestimmung der
Okklusivitit von Olen an. Sollte sich in nachfolgenden Untersuchungen bestitigen, dass
anhand der Substituten die Okklusivitdt der Ole plausibel bestimmt werden kann, so
konnte diese Erkenntnis ein fiir die Kosmetikindustrie dulerst interessanter Ansatz zur
Auslobung von Olen sein, da sowohl die okklusiven Eigenschaften als auch die

Leichtigkeit eines Ols experimentell gezeigt werden konnen.
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6. Summary and perspective

Aim of this work was to establish physical methods to measure consumer-relevant,
sensoric skin characteristics of emollients in an objective way. In the course of this, a skin
substitute was supposed to be established which dissembles the conditions on human skin
in a standardised way and acts as a substitute for cosmetic testing.

Within the scope of this objective target, not only existing methods for determination of
surface characteristics of skin were applied and sophisticated but also a new method for
definition of skin parameters was developed. A skin substitute consistent of a collagen
membrane was established, which is constantly moisturised via an underground-hydro-gel
and can simulate human skin in a reproducible way and hence functions as a substitute for
cosmetic raw material testing. Different artificially manufactured collagen membranes
(predominantly sausage casings) were in the focus of experimental work. During numerous

studies the applicability of these membranes for testing of cosmetics was evaluated.

The first study with untreated collagen membranes served as preselection of the
membranes. Basic characteristics and differences were emphasized and evaluated with two
different, dry collagen membranes. On the sausage casings R2 casing and Middle casing,
the spreading values of cosmetic oils could be determined with a high correlation to the
human skin data. However, the differentiation of oils was, due to the lower and hardly
reproducible values, not given. During contact angle measurements on the collagen
membranes it was stated, that there is a possibility to categorise the oils into spreading
ranges via contact angle determination on the R2 casing und to make an estimation towards
the behaviour on human skin. During surface energy determination it became obvious, that
the collagen membranes show skin-like values, however, do not have a polar part and are

therewith too dry.

Hence, in a subsequent study a defined moisturisation of further chosen collagen
membranes was undertaken. During storation of the membranes f.i. over salt solutions,
which caused a defined relative humidity, it could be shown, that this amendment has a
significant positive influence on the quality structure of the membranes and configures

them more skin-like. Evidence for this could be supplied via surface energy measurements.
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The completely moisturised EWD-casing f.i. has a skin-like surface energy of 28,9mN/m
with a polar part of 40.5%. Furthermore it was observed that, in particular the R2LD-
casing has a preferential-direction of its texture which massively influences the
determination of surface energy and is hence also to be considered during spreading

experiments.

As another advancement of the advantageous conditioning, the membranes were equipped
with an underground-hydro-gel, consisting of water, gel-former and glycerine, which
should achieve a defined, constant moisturisation of the membrane. During determination
of the TEWL- and Corneometer values it could be shown, that the possibility is given, to
dissemble certain skin conditions with the substitute. Both Corneometer and TEWL-values
rise with increasing relative humidity in/on the substitute. The absolute values are not skin-
like, however, they can be adjusted reproducively via the amount of glycerine.
Additionally, it was noted, that the surface roughness of the substitutes with glycerine in
the underground-gel increased significantly as opposed to the underground-gels where pure
water was applied. Obviously, only water can achieve the smoothness of the collagen
membranes. Glycerine can serve as a moisturising agent but cannot effect smoothness.
With regard to the methods for characterisation of emollients on the substitutes with
underground-gel, it became obvious, that the frictiometer is able to differentiate oils
depending on the fact that the frictiometer probe slides easily or with a resistance over the
oil-treated substitute surface. A correlation coefficient of 0.80 could be found for the
spreading values on human skin (Zeidler method). With the frictiometer values on human
skin there is a correlation value of 0.76 for the literature data, however, the differentiation
of emollients is simplified as the values are better spread apart. The determination of the
spreading values according to the Zeidler method on the EWD-gelatine substitutes was not

successful.

The essential question, which collagen membrane-underground gel-combination is suited
best for which cosmetic test, was supposed to be clarified in a gel-former and a membrane
study with a partly-factorial experimental plan with a 2°-design. In the gel-former study the
applicability of agar-agar, gelatine, hydroxyethylcellulose and polyacryl acid were

evaluated for preparation of the substitutes. It became obvious, that agar-agar and gelatine
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show some advantages compared to hydroxyethylcellulose and polyacryl acid. Agar-agar
is for some test especially applicable as the substitutes can be conditioned at skin
temperature (32°C). Additionally, substitutes with agar-agar showed very reproducible
TEWL-and Corneometer values and are easy to handle. Substitutes with gelatine also
showed very reproducible TEWL- and Corneometer values and furthermore the substitutes
offer the possibility to determine frictiometer and spreading values. The preparation of the
underground-gel for the gelatine-EWD-substitutes is not as feasible as for the agar-agar
underground-gel, however, the adhesion between membrane and underground-gel is with
gelatine much better than with agar-agar. Hence due to the exceptional feature of agar-
agar, that it can be conditioned at skin temperature, which is very important for cosmetic
testing, agar- agar was chosen as gel-former for the membrane study. In addition, agar-agar
and gelatine were mixed in one underground-gel as to combine the positive results of both
gel-formers. As a second gel-former, hydroxyethylcellulose was chosen due to its good

results in TEWL-, Corneometer- and frictiometer studies.

In the membrane study the following membrane-underground-gel combinations were
evaluated: agar-agar-gelatine-EWD, agar-agar-COFFI, agar-agar-Matricol, HEC-COFFI,
and HEC-Matricol. Agar-agar-gelatine-EWD substitutes show pronounced advantages
with regard to the determination of TEWL- and Corneometer values, while the
combination of agar-agar-COFFI is much more suitable for friction tests. The tested
Matricol Skin Relax foil is not applicable for most oft the evaluated cosmetic tests and also
the underground-gel with HEC did not prove advantageous in combination with the
membranes COFFI and Matricol Skin Relax. Hence, it is unevitable to choose the most

adequate underground-membrane-combination for each cosmetic test.

With this point there are more possibilities for optimisation of the substitutes given. With
the realising made in this work, the combination which is suited best for a certain
application, can be specifically optimised. This is especially promising for the
determination of occlusivity of oils. If further studies can prove that the substitutes are
feasible to determine the occlusivity of oils, this realising could be a very interesting
approach for the appraisal of oils for the cosmetic industry as not only the occlusive

behaviour but also the light sensory feeling of emollients can be proven.
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