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1 Einleitung

Mit der Ruckbesinnung auf die Heilkrafte der Natur haben in den letzten Jahren
Pflanzenextrakte zunehmend an Bedeutung gewonnen. Die Einsatzmdglichkeiten
der Pflanzenextrakte reichen von therapeutischen bis hin zu kosmetischen Anwen-
dungen [1, 2, 3, 4]. Bei den kosmetischen Mitteln stehen vor allem Produkte zur
Hautpflege im Mittelpunkt. Derzeit werden ca. 800 verschiedene Pflanzen und Pflan-

zenteile fur kosmetische Zwecke verwendet bzw. ihre Verwendung diskutiert [5].

Pflanzenextrakte sind durch Extraktion hergestellte Zubereitungen aus pflanzlichem
Material. Im Gegensatz zu chemisch klar definierten kosmetischen Roh- und Wirk-
stoffen sind Pflanzenextrakte in der Regel komplexe Stoffgemische. Die Zusammen-
setzung von Pflanzenextrakten kann trotz gleicher INCI (international nomenclature
of cosmetic ingredients)-Bezeichnung stark variieren. Die Zusammensetzung eines
Extraktes ist dabei von verschiedenen Faktoren abhangig. Neben den verwendeten
Pflanzenteilen spielt auch die genetische Variabilitat eine wichtige Rolle. Darliber
hinaus kénnen natirliche Gegebenheiten wie Klima und Bodenbeschaffenheit sowie
Erntezeit, Trocknungsbedingungen und Extraktionsmittel den Wirkstoffgehalt von

Pflanzenextrakten beeinflussen [6, 7, 8].

Zur Herstellung wirksamer kosmetischer Mittel unter Verwendung von Pflanzenex-
trakten ist eine Charakterisierung der pflanzlichen Rohstoffe hinsichtlich ihrer Wirk-
stoffgehalte erforderlich [7, 9]. Die Stabilitat pflanzlicher Wirkstoffe ist eine wichtige
Voraussetzung fur ihren Einsatz in kosmetischen Mitteln. Einerseits fuhrt ein Wirk-
stoffabbau zu einer Verringerung der Wirksamkeit der Produkte, andererseits kon-
nen sich Abbauprodukte negativ auf die Vertraglichkeit auswirken. Kosmetische
Mittel, die eine Mindesthaltbarkeit von 30 Monaten oder weniger aufweisen, dirfen
nach 8 5 Kosmetik-Verordnung gewerbsmafig nur in den Verkehr gebracht werden,
wenn das Mindesthaltbarkeitsdatum angegeben ist [12]. Ein weiteres Kriterium flr
die Auswahl geeigneter Pflanzenextrakte ist das Penetrationsverhalten der Wirk-
stoffe in die Haut. Wahrend die Penetration der pflanzlichen Wirkstoffe in die leben-
den Zellschichten der Epidermis zur Erzielung bestimmter Wirkungen erwiinscht ist,
sollte eine perkutane Absorption kosmetischer Inhaltsstoffe aus pharmakologischen

und toxikologischen Grinden ausgeschlossen werden. Eine perkutane Absorption,
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d. h. ein Durchgang dieser Substanzen durch die Haut verbunden mit einer
mdglichen Resorption, kann zu Uberschneidungen mit dem Arzneimittel-Bereich
fuhren. Nach § 2 des Arzneimittelgesetzes sind ,Arzneimittel (...) Stoffe und Zube-
reitungen aus Stoffen, die dazu bestimmt sind, durch Anwendung am oder im
menschlichen (...) Korper (...) die Beschaffenheit, den Zustand oder die Funktionen
des Korpers (...) zu beeinflussen“, d. h. eine signifikante therapeutische bzw.

systemische Wirkung am bzw. im menschlichen Kérper auszutiben [10, 11].

Erkenntnisse der Stabilitéats- und Penetrationsuntersuchungen sind bei der Entwick-
lung von kosmetischen Mitteln von Interesse, da nur bei einer ausreichenden Stabi-
litat und bei einem entsprechenden Penetrationsverhalten eine Wirkung zu erzielen
ist. Die Wichtigkeit dieser Untersuchungen ergibt sich auch aus 8§ 5b der Kosmetik-
Verordnung [12], nach der ein Hersteller den ,(...) Nachweis der Wirkung eines kos-
metischen Mittels, sofern im Verkehr oder in der Werbung darauf hingewiesen wird

(...) oder sofern eine Wirkung besonders hervorgehoben wird“ bereitzuhalten hat.

Zur Charakterisierung von Pflanzenextrakten und zur Bestimmung pflanzlicher Wirk-
stoffe in kosmetischen Formulierungen und biologischen Proben sind selektive und
empfindliche Analysenverfahren erforderlich. Die Untersuchung der Lagerstabilitat
und des Penetrationsverhaltens erfordert ferner den Einsatz schneller und
standardisierter Methoden. Die Analytik der komplex zusammengesetzten Extrakte
wird sowohl durch die geringen Konzentrationen in den kosmetischen Formulierun-

gen als auch durch z. T. fehlende Referenzverbindungen zusétzlich erschwert [13].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Extrakte folgender Pflanzen untersucht: Camellia
sinensis (Gruner Tee), Calendula officinalis (Ringelblume), Glycyrrhiza glabra (SUR-
holz), Terminalia sericea (Gelbholz) und Echinacea purpurea (Sonnenhut). Diesen
funf Extrakten wird in der Fachliteratur eine kosmetische Wirksamkeit zugesprochen.
Daruber hinaus werden Leitsubstanzen benannt, die im wesentlichen fir die

Wirkung der Extrakte verantwortlich sind.



2 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollen Extrakte folgender Pflanzen mit Hilfe der Kopplung Flissig-
chromatographie-Massenspektrometrie (LC/MS) untersucht werden: Camellia
sinensis, Calendula officinalis, Glycyrrhiza glabra, Terminalia sericea und Echinacea
purpurea. Diesen funf Extrakten wird in der Fachliteratur eine kosmetische Wirksam-
keit ~zugesprochen. Im  Vordergrund der Untersuchungen steht die
massenspektrometrische Darstellung und Quantifizierung kosmetisch wirksamer
Leitsubstanzen, um die Extrakte hinsichtlich ihrer Wirkstoffgehalte charakterisieren

zu koénnen.

Dartber hinaus sollen die Lagerstabilititen der Pflanzenextrakte in kosmetischen
Formulierungen ermittelt werden. Die Verteilung der Pflanzenextrakte in der Haut soll

mit Hilfe eines in vitro Penetrationsmodells untersucht werden.

Im einzelnen ergeben sich folgende Ziele:

¢ ldentifizierung isolierter Leitsubstanzen durch massenspektrometrische Frag-
mentierungsexperimente und kernresonanzspektroskopische (nuclear magnetic

resonance, NMR) Untersuchungen

e Charakterisierung der Leitsubstanzen mit einem atmospheric pressure ionization-
electrospray (API-ES)-Massenspektrometer und Entwicklung von chroma-
tographischen Trennungen (LC/MS) zur Bestimmung der Leitsubstanzen in

kosmetischen Formulierungen und biologischen Proben

e Charakterisierung von Pflanzenextrakten verschiedener Lieferanten bzw. unter-

schiedlicher Herstellungsverfahren hinsichtlich ihrer Wirkstoffgehalte

e Ermittlung der Lagerstabilititen der Pflanzenextrakte in unterschiedlichen
kosmetischen Formulierungen unter definierten Bedingungen und gegebenenfalls

Optimierung der Lagerstabilitdten durch Zusatz von Hilfsstoffen

e Untersuchung der Penetrationseigenschaften der Pflanzenextrakte mit einem in
vitro Modell nach einmaliger Applikation der kosmetischen Formulierungen auf

praparierter Schweinehaut



3 Allgemeine Grundlagen

3.1 Camellia sinensis

3.1.1 Botanik und Drogengewinnung

Die Gattung Camellia LINNE umfasst etwa 80 Arten und gehort zur Familie der
Theaceae. Teeblatter werden ausschlief3lich von Camillia sinensis (L.) O. KUNTZE
gewonnen. Bei dieser Art handelt es sich um eine alte Kulturpflanze, die urspriinglich
aus dem sldostasiatischen Bergland stammt, heute jedoch kein natirliches
Vorkommen mehr hat. C. sinensis ist fremdbestdubend und variiert daher sowohl
morphologisch als auch in den Inhaltsstoffen recht stark. Eine eindeutige Abgren-
zung der Varietaten ist schwierig. In der Praxis hat sich die Unterscheidung der
Varietdten C. sinensis var. sinensis und C. sinensis var. assamica bewahrt.
Angebaut werden heute aber fast ausschlief3lich deren Hybriden, die durch Schnitt
eine buschartige Form von ca. 1 m Hohe erhalten. Tee wird zwischen 45 ° nérdlicher
und 30 ° sudlicher Breite angebaut. Hauptanbaul&nder sind u. a. Indien, China, Sri

Lanka, Turkei, Indonesien, ehem. GUS und Japan [14, 15].

Bei Camellia sinensis handelt es sich um einen immergrinen, reich verzweigten
Strauch, der im wilden Zustand baumartig wachst. Die Blatter sind wechselstandig,

ledrig und dunkelgriin [16].

Zur Drogengewinnung werden die sehr jungen, flaumig-behaarten Blétter des Tee-
strauchs (Theae folium) verwendet. Da die jingsten Blatter die besten Qualitats-
merkmale besitzen, wird zwischen folgenden Pfliickqualitaten unterschieden

e Imperial: Pekospitze, d. h. das noch nicht entfaltete oberste Blatt allein

e Fein: Pekospitze und 2 Blatter (die tbliche Pflickform: two and a bud)

e Grob: Pekospitze und 3 Blatter

Die Ernte erfolgt in den tropischen Gebieten das ganze Jahr lber, in den gemaRig-
ten Zonen saisonbedingt. Die Ernte wird entweder manuell oder maschinell durch-

gefuhrt, wobei manuell wesentlich selektiver gepflickt werden kann [16].
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Die gewonnenen Blatter konnen auf verschiedene Weise aufbereitet werden. So er-
halt man entweder den fermentierten Schwarzen Tee (Theae nigrae folium), den
unfermentierten Grinen Tee ( Theae viridis folium) oder den halbfermentierten
Oolong-Tee. Gruner Tee wird erhalten, indem durch Erhitzen der frischen Blatter fur
einige Minuten in rotierenden zylindrischen Behéltern mit Gberhitztem Wasserdampf
oder in flachen eisernen Pfannen die blatteigenen Enzyme inaktiviert werden.
Anschlieliend werden die Blatter maschinell gerollt, der Wassergehalt durch Trock-

nen auf 50 % herabgesetzt, nochmals gerollt und an der Sonne getrocknet [15, 16].

3.1.2 Inhaltsstoffe

Die Hauptinhaltsstoffe der Teeblatter sind Polyphenole, Purinalkaloide (Methyl-
xanthine), Aminosauren, Polysaccharide, Proteine und Lipide. Zu den Minor-
bestandteilen zahlen organische Sauren, fliichtige Stoffe, Vitamine und Mineralstoffe
[17, 18, 19]. Ein Uberblick lber die Inhaltsstoffe von unfermentiertem Griinen Tee

und fermentiertem Schwarzen Tee ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1 Inhaltsstoffe von Grinem und Schwarzen Tee (% Trockengewicht) [14]
Inhaltsstoffe Griner Tee Schwarzer Tee
Polyphenole, gesamt 25-35 ~ 30

- Flavan-3-ole (Catechine) 17-30 ~10

- Flavonole 3-4 ~5

- Phenolsauren, Depside ~5 ~4

- Theaflavine - 0,3-1,8
- Thearubigine — 9-19
Coffein 3-4 3-4
Aminosauren ~4 ~4
Organische Sauren ~0,5 ~0,5
Polysaccharide ~13 ~13
Proteine ~15 ~ 15
Lipide ~3

Flichtige Stoffe ~0,01-0,02 0,01
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Wie in Tabelle 1 zu erkennen ist, gehdren die Polyphenole mit 25 bis 35 % zu den
Hauptinhaltsstoffen von Griinem Tee. Eine wichtige Untergruppe stellen die Flavo-
noide dar, zu denen u. a. auch die Catechine und Flavonole z&hlen. Mit Gehalten
von 17 bis 30 % bilden die Catechine den Hauptanteil innerhalb der Polyphenole. In
Grinem Tee konnten folgende Gehalte an Catechinen ermittelt werden
(% Trockenmasse): (¥)-Catechin (C; 0,1-1,3 %), (-)-Epicatechin (EC; 0,9-3,2 %),
(-)-Epigallocatechin (EGC; 0,9-3,1 %), (-)-Epigallocatechingallat (EGCG; 2,5-10,5 %)
und (-)-Epicatechingallat (ECG; 1,2-3,8 %) [14]. Neben den in Abbildung 1 darge-
stellten Catechinen konnten in Grintee-Extrakten noch (-)-Catechingallat,

(-)-Gallocatechin und (-)-Gallocatechingallat nachgewiesen werden [20].

OH

f CH
HO !
OH Oy o
"OH  Epigallocatechin

OH
OH OH
OH
Epigallocatechingallat @
HO E

o
OH @ "OH  Epicatechin
oH
HO o
OH @\OH Catechin

Epicatechingallat OH

Abbildung 1  Strukturen von Catechinen aus Camellia sinensis

Der Catechingehalt ist entscheidend vom Entwicklungszustand der Blatter abhangig.
In der Spitzenknospe ist der Gehalt mit ca. 26 % am héchsten und nimmt nach unten
in der Blattfolge ab. Im unteren Teil der Sprossachse werden durchschnittlich nur
noch 5 % Catechine gefunden. Dieser Rickgang des Catechingehaltes mit der
Alterung wird durch Abbau von (-)-Epigallocatechingallat und (-)-Epicatechingallat
verursacht [16].
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Neben den Catechinen wurden in Grinem Tee die freien Flavonole Kampferol,
Quercetin und Myricetin gefunden und, in deutlich héherer Konzentration von insge-
samt 1,5 bis 1,7 %, auch deren Glykoside [21, 22]. Dabei tberwiegen vor allem die

Di- und Triglykoside der Flavonole.

Kuhr und Engelhardt konnten anhand von Untersuchungen in Griinem Tee freie
Gallussaure und Theogallin nachweisen [23]. Wahrend weitere Untersuchungen der
Phenolsauren und Depside in Griinem Tee nicht vorliegen, konnten in frischen Tee-
blattern u. a. die Phenolsauren Kaffeesaure, p-Cumarsaure, Ellagsdure und die

Depside p-Cumaroylchinasaure und Chlorogensaure nachgewiesen werden [14].

Das Hauptpurinalkaloid im Tee ist das Coffein, wobei Schwarzer Tee, Griner Tee
und Oolong-Tee etwa die gleichen Gehalte aufweisen [23]. Der Coffein-Gehalt wird
hauptsachlich vom Entwicklungszustand der verwendeten Blatter beeinflusst und
zeigt in den Spitzenknospen den hochsten Gehalt auf (> 4 %). Als weitere Purinal-
kaloide lassen sich noch Theobromin und Theophyllin in geringen Konzentrationen

nachweisen [16].

Griner Tee enthélt etwa 4 % Aminosauren, insbesondere das fur C. sinensis
charakteristische Theanin, gefolgt von Asparaginsaure, Glutaminsaure, Arginin und
Asparagin [18, 24].

Weiterhin enthalt Griiner Tee im Durchschnitt 0,28 % (Trockengewicht) Ascorbinsdu-
re. Im Gegensatz zum Grinen Tee enthadlt Schwarzer Tee und Oolong-Tee
wesentlich weniger Ascorbinsaure, da diese wahrend der Fermentation abgebaut
wird [19].

Im Grunen Tee finden sich auch flichtige Stoffe wie Linalool, 8-Cadinen, Geraniol,
Benzylalkohol, Indol und Nerolidol, wobei Linalool ca. 20 % der flichtigen Stoffe
ausmacht. Diese und weitere nur in Spuren vorkommende Stoffe sind an der

Aromabildung des Tees beteiligt [16].
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3.1.3 Pharmakologische Wirkungen und Anwendungen

Bei der Verwendung in kosmetischen und pharmazeutischen Formulierungen stehen
die antioxidativen Eigenschaften der Griintee-Polyphenole im Vordergrund. Weiter-

hin zeigt der Griine Tee antimikrobielle und antiirritative Wirkungen [4, 25, 26, 27].

Die antioxidativen Eigenschaften der Catechine wurden in einer Vielzahl von Studien
untersucht und beruhen auf unterschiedlichen Reaktionsmechanismen [17, 28, 29].
Catechine vermindern durch Komplexierung den Anteil an freien zweiwertigen
Metallionen, welche fir die Bildung freier Sauerstoffradikale erforderlich sind. Cate-
chine wirken auch als starke Radikalfanger gegenuber Sauerstoff-, Peroxy- und
Hydroxyradikalen, die zu einer DNS-Schéadigung und zur Schadigung anderer zellu-
larer Molekule fuhren und die Lipidperoxidation einleiten kdnnen [25]. Griner Tee
bzw. Catechine aus Griinem Tee zeigen eine konzentrationsabhangige antioxidative
Wirkung, wobei die relativen Aktivitaten der einzelnen Catechine untereinander stark
von den angewendeten Tests abhéngen. Grundsatzlich ist das mengenmalig in
Grinem Tee hervortretende Epigallocatechingallat die aktivste Verbindung unter den
Polyphenolen, vergleichbar mit den Aktivititen der synthetischen Anti-
oxidationsmittel Butylhydroxytoluol (BHT) und Butylhydroxyanisol (BHA) [29, 30, 31].

Anhand von klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass topisch applizierter
Grluner Tee nicht nur vor UV-Strahlen-induzierter Hautschéadigung schiitzt, sondern
auch irreversible genetische Zellverdnderungen bzw. die Bildung von Tumoren ver-
zbgert. Dieser hautschitzende Effekt wird hauptsachlich auf die antioxidativen
Eigenschaften der Catechine zurtickgefuhrt [32, 33, 34, 35, 36].

In einer ex vivo Studie wurde der Einfluss von Antioxidantien in einer kosmetischen
Formulierung auf den Oxidationszustand der Stratum corneum Lipide untersucht. Es
wurden 9 Probanden Uber einen Zeitraum von 12 Wochen mit einer Standardformu-
lierung, die neben anderen Antioxidantien auch 2 % Griintee-Extrakt enthielt,
behandelt. Die Antioxidantien in der Formulierung schitzten die Stratum corneum
Lipide sowohl vor endogener als auch durch UVB-Strahlen-induzierter Lipidperoxida-

tion [37]. Die Bildung von Radikalen wird durch exogene Faktoren wie zu hohe
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UV-Strahlung, Smog, Zigarettenrauch, aber auch durch bestimmte Nahrungsmittel
und Arzneimittel begunstigt [25]. Da freie Radikale zur Hautschadigung fuhren kon-
nen, bietet sich eine Behandlung entsprechend geschadigter Haut mit Formulierun-

gen an, die Polyphenole aus Griinem Tee enthalten.

Die antiirritative Wirkung von Griinem Tee untersuchten Fischer et al. mit Hilfe eines
SDS (sodium dodecyl sulfate)-Patch-Tests. Grintee-Extrakt reduzierte dabei die
SDS-induzierten Erytheme, wenn es nach der SDS-Behandlung oder mit dem SDS
appliziert wurde. Eine praventive Applikation des Grinen Tees vor der SDS-

Behandlung zeigte in dieser in vivo Studie aber keinen antiirritativen Effekt [38].

Weiterhin zeigen Grlintee-Extrakte eine desodorierende Wirkung gegenuber
Methylmercaptan, Trimethylamin und Zigarettenrauch. Sowohl unter Laborbedingun-
gen als auch mittels in vivo Studien konnten die geruchsbindenden Eigenschaften
der Polyphenole nachgewiesen werden. So fuhrte nach dem Essen von Knoblauch
das Kauen von Bonbons mit 0,1 % Grlntee-Extrakt zu einer Verringerung des
Mundgeruchs [39].

In Verbindung mit den antibakteriellen Eigenschaften von Griinem Tee gegeniber
einer Vielzahl von Bakterien und Pilzen [26] steht auch eine Antikarieswirkung. Die
Polyphenole hemmen die Glycosyltransferase von Streptokokken und wirken so der
Entstehung von Plague entgegen. Innerhalb der Catechine zeigten Epigallocatechin-
gallat und Epicatechingallat die hochste Wirksamkeit bei der Hemmung der
Glycosyltransferase [40]. In einer in vivo Studie mit 26 Probanden konnte gezeigt
werden, dass Griuntee-Polyphenole die Plaquebildung inhibieren und zu einer Ab-
nahme der Streptokokken im Mundraum fihren, wenn der Mund nach dem Essen

mit einer Griintee-Losung gespult wurde [41].

Bertcksichtigt man die beschriebenen Eigenschaften von Griinem Tee, so ergeben
sich vielfaltige Anwendungsmoglichkeiten in der Kosmetik. In Sonnenschutz-
praparaten, aber auch in Hautpflegecremes kann Griner Tee aufgrund seiner
antioxidativen Effekte der Bildung von freien Radikalen entgegenwirken. Seine anti-
bakteriellen Eigenschaften begriinden den Einsatz in Deoprodukten und im Bereich

der FulRpflege. Weiterhin kdnnen Grintee-Extrakte aufgrund ihrer antikariogenen
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und desodorierenden Wirkung Zahn- und Mundpflegeprodukten zugesetzt werden
[25, 26].

3.1.4 Toxikologie

Die letale Dosis von Polyphenolen aus Griinem Tee betragt ca. 3 g/kg fur weibliche
bzw. mehr als 5 g/kg fir ménnliche Mause. In einer weiteren Studie wurde Ratten
eine tagliche Dosis von 15 und 75 mg/kg Polyphenolen aus Griinem Tee Uber einen
Zeitraum von 88 Tagen zugefihrt. Die Polyphenole fiihrten jedoch zu keinen
toxischen Symptomen bei den untersuchten Tieren [42]. Bei oraler Aufnahme von
Tee kann es durch das Coffein zu toxischen Nebenwirkungen kommen. Es kdnnen
akut ab ca. 300 mg Coffein (5 Tassen Tee) Unruhe, Tremor und gesteigerte Reflex-
erregbarkeit auftreten [16]. Uber die Toxizitat von topisch applizierten Formulierun-

gen mit Grinem Tee liegen keine Daten vor.

3.1.5 Auswahl von Leitsubstanzen

Catechine stellen mit 17 bis 30 % der Trockenmassen die Hauptinhaltsstoffe von
Grinem Tee dar. Da auch die Wirksamkeit der Catechine durch eine Vielzahl von
Studien belegt wurde, bieten sich Catechine als Leitsubstanzen fiir die Charakterisie-
rung bzw. Standardisierung von Gruntee-Extrakten und Formulierungen daraus an.
Um eine mdoglichst hohe Aussagekraft zu erreichen, sollten mehrere Catechine zur

Charakterisierung der Extrakte analysiert werden.
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3.2 Calendula officinalis

3.2.1 Botanik und Drogengewinnung

Die Gattung Calendula LINNE gehort zur Familie der Asteraceae (=Compositae).
Medizinisch und kosmetisch verwendet werden nur zwei Arten, die annuelle C.
arvensis und die perennierende oder annuelle C. officinalis. Die Ringelblume, wie
Calendula officinalis L. auch volkstimlich genannt wird, ist hauptsachlich im Mittel-
meerraum verbreitet [43, 44]. Als Kulturpflanze wird die Ringelblume aber auch auf
dem Balkan, in Osteuropa, der Niederlande und zum kleinen Teil in Deutschland an-
gebaut [16, 45].

Calendula officinalis wird 30 bis 50 cm hoch und zeigt wechselstandige Blatter, die
10 bis 15 cm lang und 3 bis 4 cm breit sind. Jeder Stangel oder Seitenzweig tragt an
seiner Spitze ein Blutenkopfchen mit einem Durchmesser von 2 bis 5 cm, so dass
die Pflanze bis zu 50 Infloreszenzen entwickeln kann. Die Blutezeit der Ringelblume
reicht von Mai bis zum Herbst, wobei die Farbe der Bliten von hellgelb bis dunkel-
orange reicht. Infloreszenzen mit mehreren Kreisen von Zungenbliten werden als
~2gefullt” bezeichnet. Diese gefillt bluihenden Formen werden vorwiegend zur

Drogengewinnung angebaut [43].

Die Blutenernte beginnt im Mai und dauert bis in den August, wobei alle 6 bis 8 Tage
geerntet wird. Wahrend friher manuell gepfliickt wurde, werden heute uberwiegend
maschinelle Verfahren verwendet. Nach dem Trocknen der Bluten werden die
Kelche abgerebelt, um die reinen Zungenbliten zu gewinnen. Ihr Anteil betragt 50
bis 75 % vom Gesamtgewicht, das entspricht einem Ertrag von 900 bis 1500 kg/ha.
Zur Krautgewinnung wird der Bestand bei Vollblute geschnitten. Die Ertrage an
getrocknetem Kraut schwanken zwischen 2500 und 4000 kg/ha [43].

Unter der Bezeichnung Calendulae flos cum calice gelangen die ganzen oder teil-
weise zerfallenen Blitenkopfe mit zahlreichen Zungenbliten und wenigen Rdhren-
bluten in den Handel. Eine weitere Handelsform stellen die vom Blitenboden abge-

trennten, vollig entfalteten Zungenbliten dar, die auch als Calendulae flos sine
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calice bezeichnet werden. Der Bedarf an Ringelblumenkraut, Herba Calendulae cum

floribus, ist vergleichsweise unbedeutend [44].

3.2.2 Inhaltsstoffe

Die Hauptinhaltsstoffe der oberirdischen Pflanzenteile von Calendula officinalis sind
Triterpenalkohole, Triterpenglykoside, Sterole, Carotinoide, Flavonoide und Polysac-
charide. Als Minorbestandteile sind noch Cumarine, Phenole, etherische Ole und
Allantoin zu nennen [16, 43, 44].

Triterpenalkohole mit W-Taraxenstrukiur Triterpanalkohole mit Taraxenstruktur
R1 Rl
R,=R,=R,=H: y-Taraxan R,=R,=R,=H.: Taraxen
R =0H R =R =H: q;—Targxasteroi R,=CH;R.=R,=H: Taraxasterol
R,=R,=0OH;R,=H:  Faradio R, =R, =OH; R =H: Amidiol
R,=R,=R,=OH: Heliantriol B, R,=R,=R,=OH: Meliantriol B,
Triterpenalkohole mit Oleanenstruktur Triterpenalkohale mit Ursenstrikiur
R1 Rl
R=R,=R,=H Oleanen R=R=R,=H: Ursen
R.=0OH;R,=R,=H: G-Aryrin R,=0CH;R,=R,=H: c=Amm yrin
R,=R.=0H;R,=H: Maniladicl R,=R,=CH R =H: Brein
R.=R,=R,=0QH: Longispinogenin R, =R, =R,=0H: Ursatriol
Triterpenalkohole mit Lupenstruldur
) R, =R, =R,=H: Lupen
R,=0H; R, =R,=H: Lupeol
R,=R,=0H;R,=H: Calenduladidl
CHRs3 R,=R.=R,=0H: Heliantriol B,
Ry
1:3}

Abbildung 2  Struktur der Triterpenalkohole aus Calendula officinalis [43]
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Calendula officinalis-Bluten sind reich an pentacylischen Triterpenalkoholen in Form
von Monohydroxy-, Dihydroxy- und Trihydroxtriterpenen. Die Triterpenalkohole leiten
sich vom y-Taraxen, Taraxen, Lupen, Oleanen und Ursen ab (Abbildung 2). Die Tri-
terpenalkohole kommen in der Pflanze frei oder verestert vor [46]. Die Syntheserate
der Triterpene ist am hochsten in Keimlingen, jungen Blattern und Blutenknospen.
Die Monolester sind Biosynthesevorstufen der Diolmonoester wahrend die freien

Monole zu Diolen und Triolen hydroxyliert werden [47].

Der Monolgehalt der getrockneten Bliten betragt etwa 0,6 %, davon sind durch-
schnittlich 14 % a-Amyrin, 26 % B-Amyrin, 6 % Lupeol, 2,8 % Taraxasterol und 51 %
y-Taraxasterol. Etwa 10 % der Monole liegen in veresterter Form als Acetate vor
[43, 48, 49].

In den oberirdischen Pflanzenteilen von C. officinalis sind 98 % der Diole verestert,
hauptsachlich mit Laurin-, Myristin- und Palmitinsaure. 98 % der Diole liegen als
Monoester vor, nur 2 % als Diester [50]. Der Gehalt an Triterpendiol-3-monoestern
betragt 2 bis 4 %, davon sind etwa 85 % Ester des Faradiols, 6 % Ester des Calen-
duladiols und 5 % Ester des Breins. Weiterhin sind noch geringe Gehalte an Estern
des Maniladiols und des Arnidiols enthalten [43, 48, 46, 49, 51, 52].

Die Bluten enthalten ferner ca. 0,2 % Triterpentriole, hauptsachlich in freier Form,
neben einem geringen Anteil als Monoester. Die Triterpentriole setzen sich u. a. zu-
sammen aus Longispinogenin, Heliantriol By, Ursatriol, Heliantriol B; und Heliantriol
B, [43].

Weiterhin enthalten die getrockneten Bliten von C. officinalis 2 bis 10 %
Oleanolsaureglykoside, die auch Saponoside genannt werden. Das 3-OH der
Oleanolsaure ist glykosidisch mit D-Glucuronsaure verbunden, die ihrerseits an 3-D-

Glucose und/oder an 3-Galactose gebunden ist [44].

Die Farbe der Bluten ist auf einen hohen Gehalt an Carotinoiden zuriickzufuihren. Je
nach der Farbe der Bluten lassen sich zwei Gruppen unterscheiden: die
orangefarbenen Varietdten zeichnen sich durch ihren Gehalt an Carotinen aus,

wahrend in den gelb blihenden Varietaten vorwiegend Xanthophylle enthalten sind.
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Die intensiv orange gefarbten Zungenbliten haben den héchsten Carotinoidgehalt,
der bis zu 1,5 % betragen kann [53].

Der Flavonoidgehalt der Blutendroge liegt zwischen 0,3 und 0,8 % [54]. In den
C. officinalis-Bliten konnten Flavonolglykoside mit Isorhamnetin oder Quercetin als
Aglykon nachgewiesen werden, wobei die Gehalte klimabedingten Schwankungen

unterliegen kénnen [55].

Die in Bluten von C. officinalis enthaltenen Polysaccharide (ca. 30 % der getrockne-
ten Blite) setzen sich u. a. zusammen aus Pektinen, Hemizellulosen und wasserlos-
lichen Polysacchariden. Bei den wasserloslichen Polysacchariden handelt es sich
um verzweigtkettige saure Heteroglykane, deren Struktur Rhamnoarabino- bzw.

Arabinogalactanen entspricht [56, 57, 58].

3.2.3 Pharmakologische Wirkungen und Anwendungen

Aufgrund ihrer entziindungshemmenden, wundheilenden und antiirritativen Wirkung
werden Formulierungen mit Calendula officinalis sowohl in der Kosmetik als auch in
der Dermatologie verwendet [43, 44]. Neuere experimentelle und klinische Studien
zeigen, dass vor allem eine Anzahl von lipophilen Verbindungen fur die topisch-
antiinflammatorische Wirkung verantwortlich sind, wahrend Saponine [59] und Poly-
saccharide [57] von C. officinalis nur eine geringe antiinflammatorische Wirkung
aufweisen [60, 61].

Della Loggia et al. untersuchten den Einfluss des Extraktionsmittels auf die entzln-
dungshemmende Wirkung von lipophilen Calendula-Extrakten mit Hilfe des
Crotonoltests am Mauseohr [62]. Sowohl der alkoholische als auch der CO,-Extrakt
(Extraktion mit Uberkritischem Kohlendioxid) zeigte eine dosisabhangige Wirkung,
wobei der CO,-Extrakt eine wesentlich hohere Odemhemmung bewirkte als der
alkoholische Extrakt. Noch mit einer Dosierung von 75 pug CO,-Extrakt/Ohr wird eine

statistisch signifikante Odemhemmung erzielt [60].
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Inhaltsstoffe der CO,-Extrakte sind u. a. die freien Monole B-Amyrin, Lupeol,
o-Amyrin, y-Taraxasterol und Taraxasterol sowie die Monoester der Diole Faradiol,
Arnidiol und Calenduladiol [61].

Die entziindungshemmende Wirkung des CO,-Extraktes ist hauptsachlich auf die
Anwesenheit der Triterpendiole zurtickzufihren. Wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist,
zeigen Faradiol-3-myristat und Faradiol-3-palmitat fast die gleiche Aktivitat bei der
Inhibition der induzierten Odeme am Mauseohr (Crotonéltest). Bei der Applikation
eines Gemisches beider Ester sind keine synergistischen Effekte nachzuweisen. Be-
zogen auf die applizierte Dosis (umol/cmz) besitzt das freie Monol y-Taraxasterol
eine geringere Aktivitat als die beiden Faradiolester, wahrend freies Faradiol unter
den untersuchten Substanzen die aktivste Verbindung ist, vergleichbar mit der des

Indometacins [63].

Tabelle 2
officinalis [63]

Antiinflammatorische Aktivitdt von isolierten Inhaltsstoffen aus Calendula

Substanz appl. Dosis appl. Dosis Anzahl Odem’ Inhibition
[ug/cm?] [umol/cm?] | der Tiere [mg] [%]
Kontrolle (unbehandelt) - - - 7,4+0,3 -
Faradiol-3-monoester-Gemisch 240 0,36 14 33+04" 55
480 0,72 14 24+03" 68
Faradiol-3-myristat 240 0,37 14 40+04" 46
480 0,74 14 26+03" 65
Faradiol-3-palmitat 240 0,35 14 41+04" 45
480 0,70 14 25+04" 66
y-Taraxasterol 240 0,56 14 38+0.2" 49
480 1,12 14 1,0+0,2" 86
Faradiol 120 0,27 14 20+02" 73
Indomethacin™ 100 0,28 14 32+04" 75

Mittleres Gewicht der Odeme + Standardabweichung (Crotonéltest am Mauseohr)
Signifikanter Unterschied zur Kontrolle (t-test, p < 0,05)
Positive Kontrolle

Die hier gewonnenen Erkenntnisse stehen im Einklang mit Della Loggia et al., wo-
nach die OH-Gruppe am Cj¢ des wy-Taraxasterols die Aktivitat erhoht und die

Veresterung an Position 3 verringert. Die geringere Aktivitdt der Ester kann auf
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kinetische Ursachen zurlckgefuhrt werden, da die Ester aufgrund ihrer lipophileren
Eigenschaften schlechter penetrieren und so nur geringe Mengen tiefere Haut-
schichten erreichen. Ein weiterer Hinweis dafur ist auch der nur relativ geringe An-

stieg der Aktivitat bei Verdopplung der applizierten Dosis [61].

Im Vordergrund der therapeutischen Verwendung von Calendula officinalis steht die
aulRerliche Anwendung bei schlecht heilenden Wunden, Hauterkrankungen, vendsen
Stauungen, Krampfadern und beim Dekubitus (Wundliegen). Ringelblumen-Salbe
beschleunigt die Heilung von Wunden, fordert die Granulation des Gewebes und
hemmt Entziindungsvorgénge. Auch regt C. officinalis die Durchblutung der Haut an,

macht sie geschmeidiger und daher widerstandsfahiger gegen lIrritationen [64].

In der Kosmetik werden Ringelblumenpraparate hauptséchlich zur topischen Appli-
kation in Form von Cremes zur Hautpflege verwendet. Uber den Einsatz in Hautpfle-
gecremes hinaus ist Calendula-Extrakt auch in tonisierenden Gesichtswéssern,
Sonnenschutzpraparaten, After Shave Praparaten, Lippenstiften, Badepraparaten,
Haarshampoos und Seifen zu finden. Weiterhin werden Calendula-Extrakte zu
Zahnpasten zugesetzt, um den therapeutischen und prophylaktischen Effekt der

Ringelblume auf das Zahnfleisch zu nutzen [43, 44].

3.2.4 Toxikologie

Extrakte aus Calendula officinalis kdnnen bis zu einem Zusatz von 10 % ohne ge-
sundheitliches Risiko als Bestandteile fir kosmetische Produkte wie Béader, Haut-
schutzpraparate, Produkte fur aufgesprungene und entzindete Haut sowie als
Babypflegemittel verwendet werden [65]. Calendula-Extrakte besitzen eine geringe
akute Toxizitat, die sich in einer LDsy > 4640 mg/kg (letale Dosis, bei der 50 % der
Versuchstiere eingehen) bei Ratten widerspiegelt [66]. Bedingt durch das Fehlen von

Sesquiterpenlactonen ist auch das Risiko von allergischen Reaktionen gering [44].
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3.2.5 Auswahl von Leitsubstanzen

Faradiol-3-myristat und Faradiol-3-palmitat sind mit einem Gehalt von ca. 19 % die
Hauptbestandteile von lipophilen Extrakten [61] und neben dem Faradiol und dem
y-Taraxasterol fur die antiinflammatorische Wirkung verantwortlich. Freies Faradiol
als aktivste Verbindung wurde in CO,-Extrakten nicht nachgewiesen und ist nur nach
Hydrolyse verfigbar. Die antiinflammatorische Wirkung von Calendula officinalis
CO,-Extrakten ist direkt proportional zu ihren Faradiol-3-monoester Gehalten. Daher
kann eine Standardisierung von CO,-Extrakten und entsprechenden Formulierungen

mittels Faradiol-3-monoestern als Leitsubstanzen erfolgen [61, 63].
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3.3 Glycyrrhiza glabra

3.3.1 Botanik und Drogengewinnung

Die Gattung Glycyrrhiza LINNE gehort zur Familie der Fabacea (=Leguminosae) und
besteht aus etwa 20 bis 30 Arten. Zu den drogenliefernden Arten zéhlen Glycyrrhiza
glabra, G. inflata und G. uralensis. Die Anbaugebiete von Glycyrrhiza glabra, auch
SuRholz genannt, sind warmgemaligte bis subtropische Lander des Mittelmeer-

raumes, ehem. GUS, West- und Mittelasien, Australien und Amerika [67].

Glycyrrhiza glabra ist eine ausdauernde, 1 bis 1,5 m hohe Staude mit einer Lebens-
dauer von ca. 15 Jahren, welche zunéchst eine lange, kraftige Pfahlwurzel und
spater Nebenwurzeln und ein stark verholzendes Rhizom entwickelt. Die unterirdi-
schen Pflanzenteile sind ca. 2 cm dick und bei alteren Pflanzen von Kork umgeben.
Die Stangel und Blatter werden jahrlich neu getrieben. Die Bliten sind 1 bis 1,5 cm

lang, blaulich bis hellviolett geféarbt und kurz gestielt [67, 68].

Zur Drogengewinnung werden Wurzeln und Wurzelauslaufer sowie die Rhizome
verwendet, wobei die Hauptwurzel in der Regel stehen bleibt. Die Ernte erfolgt vom
Spéatherbst bis zum Frihjahr, bevor der neue Austrieb beginnt. Geerntet wird regel-
malfig in dreijahrigem Turnus [69]. Als Ganzdroge gelangen geschalte oder unge-
schélte Wurzel- und Wurzelauslauferstiicke in den Handel, die in der Regel 1 bis
2 cm dick und bis 30 cm lang sind. Als weitere Handelsformen sind noch die Schnitt-

und Pulverdroge von Bedeutung [67].

3.3.2 Inhaltsstoffe

Die Wurzel von Glycyrrhiza glabra enthalt als Hauptinhaltsstoffe neben Terpenver-
bindungen ca. 5 % Saccharose, ca. 2,5 % Glucose und 20 bis 30 % Starke. Als
Minorbestandteile sind noch Flavonoide und Cumarine sowie etherische Ole zu

nennen [70].

Die bisher aus den Wurzeln von G. glabra isolierten Terpene gehéren hauptsachlich
zur Gruppe der pentacylischen Triterpene mit einem Oleangerist. Zu den Hauptver-

tretern dieser Verbindungsgruppe in den Suf3holzwurzeln gehért das Saponin
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Glycyrrhizinsdure (Glycyrrhetinsaure-3-O-diglucuronid), das in der Droge als
Kalium-, Ammonium und Calciumsalz vorkommt. Das Gemisch dieser Salze der
Glycyrrhizinsdure wird auch als Glycyrrhizin bezeichnet. Je nach Herkunft und ver-
wendetem Pflanzenteil enthalt die Droge 2 bis 15 % Glycyrrhizinsdure. Durch saure
oder enzymatische Hydrolyse der Glycyrrhizinsdure erhalt man ihr Aglykon, die 18-
Glycyrrhetinséaure, die in Spuren auch in der Droge nachzuweisen ist. Neben Gly-
cyrrhizinsaure und 18p-Glycyrrhetinsaure (Abbildung 3) konnten noch weitere Triter-
penverbindungen in Wurzelextrakten nachgewiesen werden: u. a. Desoxy-
glabrolid, Glabrolid, 18a-Glycyrrhetinsdure, Glycyrrhetinsauremethylester und Gly-
cyrrhetol [67, 71].

HO COOH
HO 0
o —9Q
HO o
HO COOH
Glycyrrhizinsdure 18p-Glycyrrhetinséure

Abbildung 3 Inhaltsstoffe aus den Wurzeln von Glycyrrhiza glabra L.

Zu den bisher isolierten Cumarinderivaten zahlen Herniarin und Umbelliferon.
Reiners isolierte aus Suf3holzwurzeln eine Cumarinderivate-enthaltene Fraktion, die
er mit Hilfe der Papierchromatographie untersuchte. Neben den oben genannten
Cumarinen konnten in der Fraktion zwei Phenolsauren, die Ferula- und die Synapin-

saure, nachgewiesen werden [72].
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3.3.3 Pharmakologische Wirkungen und Anwendungen

Den Inhaltsstoffen der Sufl3holzwurzel, besonders den Triterpenverbindungen, wer-
den zahlreiche Wirkungen zugeschrieben. Vor allem wegen ihrer entzindungshem-
menden Wirkung finden SufRholzwurzel-Extrakte sowohl therapeutische als auch
kosmetische Verwendung. Bei der topischen Anwendung von Suf3holzwurzel-
Extrakten bzw. deren Formulierungen spielt die Glycyrrhizinsaure sowie auch ihr

Aglykon, die 18B-Glycyrrhetinséaure, eine wichtige Rolle [73, 74].

Die entzindungshemmenden Wirkungen der Glycyrrhizinsdure und 18-
Glycyrrhetinsaure beruhen auf einer Inhibierung verschiedener Mediatorsysteme der
entziindlichen Reaktionen. In vitro Studien zeigen eine konzentrationsabhangige In-
hibierung der Histaminfreisetzung in Mastzellen von Ratten durch Glycyrrhizin. Bei
einem Zusatz von 500 pg/ml Glycyrrhizin betrug die Inhibierung der Histaminfreiset-
zung ca. 70 %. In weiteren Studien an Rattenzellen wurde eine signifikante Inhibie-
rung der Leukotrienproduktion (LTB4) und eine signifikante Reduzierung der
Prostaglandin (PGE-2)-Produktion durch Zugabe von sowohl Glycyrrhizin als auch
18B-Glycyrrhetinsdure beobachtet. Eine wesentliche Rolle fur die entzindungshem-
mende Wirkung der Glycyrrhizin- und 18p-Glycyrrhetinsaure spielt die Beeinflussung
des Steroidstoffwechsels. Beide Verbindungen, vor allem aber die 18p-
Glycyrrhetinsaure, hemmen bereits in relativ geringen Konzentrationen die A-5p3-
Steroidreduktase. Durch die Hemmung dieses Enzyms wird die metabolische Aus-
scheidung von Corticosteroiden verzégert und die biologische Halbwertszeit von
Cortison und Aldosteron verlangert. So ist bekannt, dass Zubereitungen aus der
SuRholzwurzel zur Unterstitzung der Langzeitbehandlung mit Cortison verwendet

werden, um so die Nebenwirkungen des Cortisons zu verringern [73, 74, 75].

In einer klinischen Studie wurde die Wirksamkeit von 18p3-Gylycrrhetinsédure bei ver-
schiedenen Hautkrankheiten untersucht. Durch Applikation von Salbenpraparaten
mit 18p-Glycyrrhetinsaure (2 %) als Wirkstoff wurden deutliche Verbesserungen der

Hautzustande im Vergleich zu einer Placebo-Formulierung beobachtet [76].
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Neben der entzindungshemmenden Wirkung zeigen Suf3holz-Extrakte noch geringe
antioxidative und antimikrobielle Eigenschaften. Die antioxidativen Eigenschaften der
SuRholz-Extrakte sind u. a. auf die Wirkstoffe Glabren und Licochalkon A und B
zurUckzufuhren. Glabren aus Russischem Siuf3holz zeigt z. B. eine dreifach hohere

antioxidative Wirkung als Vitamin E [67].

Zahlreiche Inhaltsstoffe der Stf3holzwurzel, insbesondere phenolische Verbindun-
gen, besitzen schwache antimikrobielle Wirksamkeit. Als Aktivstoffe wurden u. a.
Glabren und Glabridin identifiziert [67].

Im Vordergrund der therapeutischen Verwendung von Glycyrrhiza glabra steht die
auBere Anwendung bei schweren Hautentziindungen, Hautausschlagen und
allergischen Hautreaktionen. Suf3holzwurzel-Extrakt zeigt dabei einen entziindungs-

hemmenden Effekt, férdert die Wundheilung und wirkt gegen Hautjucken [73].

In der Kosmetik werden SiRholzwurzel-Praparate hauptsachlich zur Vermeidung von
Hautentziindungen und zur Vorbeugung von Hautirritationen verwendet. Uber den
Einsatz in Hautpflegemitteln hinaus werden Sif3holzwurzel-Extrakte in After Sun und
After Shave Praparaten eingesetzt. Weiterhin ist ein Zusatz von Glycyrrhizin
oder dem Pflanzenextrakt in Zahnpasten als Antiphlogisticum und gleichzeitiger
SuRstoff denkbar [73].

3.3.4 Toxikologie

Isolierte Glycyrrhizinsdure und deren Salze besitzen eine geringe akute Toxizitat, die
sich in einer LDsp oral von 8,1 g/kg bzw. LDs intraperitoneal von 1,4 g/kg bei Mausen
widerspiegelt. Isolierte 18B-Glycyrrhetinsdure zeigt interperitoneale LDsy Werte von
0,38 g/kg [73, 74].

Die Hautvertraglichkeit von Glycyrrhizinsdure wurde in einer Studie mit Hilfe eines
Patch-Tests an Humanhaut ermittelt. Hierbei wurde eine 5 % ige wassrige Losung
von Glycyrrhizinsaure 21 weiblichen Probanden auf der Innenseite des Ellenbogen-

gelenkes aufgetragen und mit einem Pflaster abgedeckt. Nach 48 Stunden waren
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auf der Haut keine Entzindungsreaktionen sichtbar. Auch nach einer Bestrahlung
der Testareale wurden bei keiner Testperson entzindliche Veranderungen an den

Hautarealen festgestellt [73].

Klinische Studien zeigen, dass Formulierungen mit 183-Glycyrrhetinsaure als Wirk-
stoff zu keinen negativen Hautveranderungen fuhren. Bei einer Langzeitbehandlung
von Dermatosen mit einer 2 % igen 18B-Glycyrrhetinsédure-haltigen Salbe konnten
keine Nebenwirkungen und auch keine Sensibilisierung der Haut festgestellt werden
[77].

3.3.5 Auswahl von Leitsubstanzen

Glycyrrhizinsaure ist mit Gehalten von 2 bis 15 % ein Hauptinhaltsstoff der Droge.
Durch Hydrolyse der Glycyrrhizinsaure bildet sich 18p-Glycyrrhetinsaure, die in
Spuren in dem Pflanzenextrakt nachzuweisen ist. Da diese, fir die Sufl3holzwurzel
charakteristischen, Triterpenverbindungen fir medizinisch-therapeutische sowie
kosmetische Wirkungen verantwortlich sind, eignen sich diese Verbindungen als
Leitsubstanzen zur Charakterisierung von Sifl3holzwurzel-Extrakten sowie Formulie-

rungen unter Zusatz dieser Extrakte.
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3.4 Terminalia sericea

3.4.1 Botanik und Drogengewinnung

Die Gattung Terminalia LINNE gehort zur Familie der Combretaceae und umfasst
etwa 150 Arten [78]. Neben Terminalia sericea BURCH werden auch andere
Terminalia-Arten zur Drogengewinnung verwendet. Die Verbreitungsgebiete von T.
sericea, auch Gelbholz genannt, liegen vor allem in Stdafrika, Namibia, Swaziland,

Angola und Tansania [79].

Terminalia sericea wachst als Strauch oder Baum mit einer Hohe von 6 bis 9 m, die
jedoch auch bis zu 23 m erreichen kann. Der Stamm hat einen Durchmesser von ca.
0,5 m und die Rinde ist stahlfarben mit tiefgehenden Langsrissen. Die Blatter sind
grau-grin bis silbrig, leicht behaart, 5 bis 15 cm lang und 1,3 bis 2,5 cm breit. T.
sericea hat kleine gelbe Bluten, die in Rispen am Ende der Zweige angeordnet sind.
Nach der Blutezeit im spéaten Fruhjahr entwickeln sich ovale oder rundlich abge-
flachte 3 cm grol3e Frichte, die von einem dinnen Fligel umgeben sind [79]. Zur
Drogengewinnung werden neben Rinde und Wurzeln auch die Blatter verwendet
[80].

3.4.2 Inhaltsstoffe

Charakteristische Stoffgruppen fiir Terminalia sericea, wie auch fir Combretaceen

allgemein, sind Polyphenole, Triterpene und Triterpensaponine sowie Schleime [81].

Bombardelli et al. untersuchten in einer Studie Triterpenoide aus den Wurzeln von
Terminalia sericea. Sie konnten als Hauptverbindungen Sericinsaure (2,3,19,24-
Tetrahydroxy-12-oleanen-28-saure; 0,05 %) und Sericosid (D-Glucopyranosylester
der 2,3,19,24-Tetrahydroxy-12-oleanen-28-séaure; 0,14 %) nachweisen [82]. Es
handelt sich hierbei um eine pentacyclische Triterpensédure mit Oleanenstruktur

sowie den entsprechenden Glucopyranosylester (Abbildung 4).
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Abbildung 4  Struktur der Triterpenoide aus Terminalia sericea [82]

3.4.3 Pharmakologische Wirkungen und Anwendungen

Aufgrund ihrer entzindungshemmenden und wundheilenden Wirkung werden Ex-
trakte aus Terminalia sericea schon seit langem in der afrikanischen Volksmedizin
zur Heilung von Hautkrankheiten und Wunden verwendet [83, 84], wahrend sich der
Einsatz in der Kosmetik erst in den Anfangen befindet. Eine Arbeitsgruppe um Bom-
bardelli und Pifferi konnte mit Hilfe von klinischen Studien zeigen, dass pentacycli-
sche Triterpene und deren Derivate als Aktivstoffe von alkoholischen Extrakten aus
Rinde und Wurzeln von T. sericea von Bedeutung sind. Durch Isolierungsversuche
konnten sie nachweisen, dass vor allem Sericosid fur die entzindungshemmende

und wundheilende Wirkung von T. sericea-Extrakten verantwortlich ist [82, 85, 86].

In einem Carrageenin-induziertem Odem-Test an der Rattenpfote zeigt eine 1 % ige
Sericosidlosung nach topischer Applikation eine Odemhemmung von 35 % gegen-
Uber der Kontrollgruppe. Eine 5 % ige Sericosidlosung fuhrt sogar zu einer
40 % igen Odemhemmung [85].

Auch bei der Behandlung von UV-Strahlen-induzierten Hautrétungen und —verbren-
nungen bei Meerschweinchen zeigt eine 3 % ige Sericosidldsung eine positive Wir-
kung. Die mit Sericosidlésung behandelten Tiere weisen eine geringere Hautrétung
als die Kontrollgruppe auf, wobei die Wirkung vergleichbar mit der einer 3 % igen
Phenylbutazonlésung ist [85].
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Bombardelli et al. untersuchten die wundheilende Wirkung von Sericosid an Ratten,
indem sie Wunden mit einer 5 % igen Sericosidldsung behandelten. Nach einer Be-
handlungsdauer von zwei bzw. drei Tagen fuhrt die Sericosidbehandlung zu einer

signifikant verbesserten Wundheilung im Vergleich zu einer Kontrollgruppe [85].

Aufgrund der genannten Wirkungen bietet sich ein Einsatz von Terminalia sericea-
Extrakten bzw. isoliertem Sericosid in kosmetischen Formulierungen an. Mégliche
Einsatzgebiete sind u. a. Produkte zur Hautpflege, After Shave und After Sun

Produkte sowie Produkte zur Babypflege.

3.4.4 Toxikologie

Isoliertes Sericosid besitzt eine geringe akute Toxizitat, die sich in einer
LDso > 2000 mg/kg bei Ratten widerspiegelt. Damit besitzt Sericosid eine geringere
akute Toxizitat als ein alkoholischer Extrakt von Terminalia sericea
(LDso=200 mg/kg). In weiteren Studien an Kaninchen fuhrte Sericosid bei topischer
Applikation zu keinen Hautirritationen. Auch ein Hautvertraglichkeitstest an Meer-

schweinchen nach Hopf fuhrte zu keiner Sensibilisierung [85, 87].

Eine Emulsion mit 0,5 % Sericosid wurde den gleichen toxikologischen Tests unter-
worfen, die jedoch alle negativ verliefen. In einer Studie an 16 Probanden uber 4 bis
18 Tage fuhrte die Emulsion weder zu Hautirritationen noch zu einer Sensibilisierung
[85].

3.4.5 Auswahl von Leitsubstanzen

Sericosid zahlt zu den wenigen bisher identifizierten Verbindungen aus Terminalia
sericea und ist mit Gehalten von ca. 0,14 % in den Wurzeln ein charakteristischer
Inhaltsstoff von T. sericea. Da Sericosid auch fir die therapeutische sowie kosmeti-
sche Wirkung verantwortlich ist, eignet sich diese Verbindung als Leitsubstanz zur
Charakterisierung von Terminalia sericea-Extrakten sowie Formulierungen unter

Zusatz des Extraktes.
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3.5 Echinacea purpurea

3.5.1 Botanik und Drogengewinnung

Die Gattung Echinacea MOENCH gehdort zu der Familie Asteraceae (=Compositae).
Nach McGregor umfasst die Gattung Echinacea neun Arten mit zwei Varietaten [88],
wovon jedoch nur Echinacea angustifolia, E. purpurea und E. pallida medizinische
und kosmetische Verwendung finden [89, 90, 91, 92]. Der Sonnenhut, wie Echina-
cea auch volkstimlich genannt wird, hat seinen Ursprung in Nordamerika. In Europa
wird der Sonnenhut als Kulturpflanze u. a. in der Schweiz, Holland, Italien, Ex-
Jugoslawien, Spanien und Deutschland angebaut, wobei allein Bayern eine Anbau-
flache von ca. 140 ha aufweist [90, 93].

Echinacea purpurea (L.) MOENCH ist eine ausdauernde, 60 bis 180 cm hohe
Pflanze mit einem aufrechten Stangel und eiférmig zugespitzten Grundblattern. Die
purpurfarbenen Blutenkdpfchen werden 1,5 bis 3 cm lang und 5 bis 10 mm breit. Es
werden sowohl die oberirdischen Pflanzenteile als auch die Wurzeln zur Drogenge-

winnung verwendet [90, 93].

Die Kulturdauer fur die Krautnutzung betragt 3 bis 4 Jahre. Die Ernte des blihenden
Krautes erfolgt bereits ab dem ersten Standjahr und beginnt im ersten Jahr im
Oktober und ab dem zweiten Jahr im August. In Abhangigkeit von Standort, Saatgut,
Anbauverfahren und Klima unterliegen die Ertrage starken Schwankungen. Sie be-
wegen sich fur E. purpurea zwischen 100 und 560 dt/ha frischem Kraut (24 bis
132 dt/ha Droge) [90].

3.5.2 Inhaltsstoffe

Zu den bisher nachgewiesenen Verbindungen aus den oberirdischen Pflanzenteilen
von Echinacea purpurea zdhlen u. a. Kaffeesaurederivate, Flavonoide, Poly-

acetylene, Alkylamide, Alkaloide und Polysaccharide sowie Ascorbinsaure [94].
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COOH
HO

Dodeca-2E, 4E, 8Z, 10E-tetraenséure-isobutylamid Cichorienséaure

Abbildung 5 Hauptinhaltsstoffe im Kraut von Echinacea purpurea [90]

Die oberirdischen Teile von E. purpurea enthalten eine Vielzahl von Kaffeesdurede-
rivaten. Hierzu zéhlen u. a. Cichoriensaure (2,3-O-Di-caffeoyl-weinsaure), Cichorien-
sauremethylester, 2-O-Caffeoyl-3-O-feruloyl-weinsdure, 2,3-O-Diferuloyl-weinsaure
[95] sowie Caftarsaure (2-O-Caffeoyl-weinsaure) [89]. Unter den Kaffeesaurederiva-
ten weist die Cichorienséure (Abbildung 5) die gré3ten Gehalte auf, wobei Gehalte
von mehr als 2 % mdglich sind. Wie man in Tabelle 3 erkennt, ist der Gehalt an
Cichoriensaure in Echinacea purpurea am hoéchsten und nimmt in der Reihenfolge
E. purpurea > E. pallida >> E. angustifolia ab. Bauer et al. beobachteten bei den
Pflanzenteilen eine Abnahme der Gehalte in der Reihenfolge Bliten > Blatter >
Stéangel [89].

Tabelle 3 Durchschnittlicher Gehalt von Cichoriensaure [% Trockengewicht] in verschie-

denen Pflanzenteilen von Echinacea purpurea, E. pallida und E. angustifolia [89]

Art Bluten Blatter Stangel
E. purpurea 2,2 1,0 0,4
E. pallida 1,2 0,2 0,2
E. angustifolia 0,2 0,1 0,04

Wahrend Malonga-Makosi im Kraut von E. purpurea u. a. Quercetin, Quercetin-7-
glucosid, ein Kampferol-3-monoglykosid, Kampferol-3-rutinosid und Rutin identifi-
zierte [96], konnten Bauer et al. mittels HPLC nur Rutin als einziges Flavonoid nach-

weisen [89].

E. purpurea enthalt in den Bliten und in den Blattern jeweils bis zu 0,6 % etherische
Ole, die sich u. a. aus Borneol, a-Pinen, p-Farnesen, Myrcen und Limonen zusam-

mensetzen [93].
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Alkylamide sind eine im Pflanzenreich relativ selten auftretende Naturstoffklasse,
deren Vorkommen bisher auf die Asteraceen und wenige andere Familien
beschrankt ist. Als einen Hauptinhaltsstoff lipophiler Krautextrakte von E. purpurea
konnte von Bauer et al. Dodeca-(2E,4E,8Z,10E)-tetraen-saure-(1)-isobutylamid
(Abbildung 5) identifiziert werden. Weiterhin konnten die N-Isobutylamide der
Undeca-(2E,4Z)-dien-8,10-diin-séure, der Dodeca-(2E,4Z)-dien-8,10-diin-sé&ure, der
Dodeca-(2E,4E,10E)-trien-8-in-s&ure und der Dodeca-(2E,4E,82)-trien-saure nach-
gewiesen werden. Wie bei den Kaffeesaurederivaten war die Konzentration an Alkyl-

amiden in den Bliten am héchsten [89].

Das Vorkommen von Pyrrolizidin-Alkaloiden in Echinacea wurde von Roder et al.
untersucht. In E. purpurea konnte Tussilagin und Isotussilagin nachgewiesen
werden. Auf die getrocknete Droge bezogen wurde ein Tussilagin-Gehalt von
0,006 % ermittelt [97].

Wagner et al. konnten aus dem Kraut von E. purpurea zwei Polysaccharide isolieren.
Es handelt sich dabei um ein Xylan mit einem mittleren Molekulargewicht (MG) von

ca. 35000 und ein Arabinorhamnogalaktan mit einem mittleren MG von 45000 [57].

3.5.3 Pharmakologische Wirkungen und Anwendungen

Extrakte aus Echinacea purpurea finden aufgrund ihrer entzindungshemmenden,
wundheilenden und antiirritativen Eigenschaften therapeutische und kosmetische
Anwendung. Da in den letzten Jahren zahlreiche Verbindungen aus den Echinacea-
Drogen isoliert und identifiziert wurden, gelang es, die Wirksamkeit mehreren Ver-

bindungsklassen zuzuordnen: Kaffeesaurederivate, Alkylamide und Polysaccharide.

Die vor allem in Presssaftextrakten von E. purpurea enthaltene Cichoriensaure be-
sitzt bei topischer Applikation eine sehr gute Hemmwirkung auf die Hyaluronidase
[98]. Das Enzym steuert den Polymerisationsgrad von Hyaluronsaure und dadurch
den Flussigkeits- und Stoffaustausch zwischen den Zellen bzw. GefalRwanden. Es ist
indirekt auch fur das Haften und die Ausbreitungsmaéglichkeit von Infektionserregern

im Gewebe verantwortlich. Die Hemmung der Hyaluronidase steht also in
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Verbindung mit einer schnelleren Regeneration von Gewebezellen bei Wunden und
Hautkrankheiten. Maffei Facino et al. konnten anhand von Untersuchungen zeigen,
dass Cichorienséure auch als Radikalfanger wirkt [99]. Somit kann Cichorienséure
bzw. Echinacea-Extrakt bei topischer Applikation als Radikalfanger zum Schutz vor
Hautschadigungen dienen. Weiterhin zeigt Cichoriensaure in einem in vitro
Granulozyten-Test im Konzentrationsbereich von 10* bis 107 mg/ml eine gute

phagozytosestimulierende Wirkung [100].

Eine weitere Wirkung von Extrakten aus E. purpurea beruht auf den Alkylamiden.
Sie stellen z. T. Hemmstoffe der Cyclooxygenase bzw. der 5-Lipoxygenase dar und
wirken somit entziindungshemmend [101]. Eine weitere aktive Inhaltsstoffgruppe
bilden die Polysaccharide. Wagner et al. konnten zwei Polysacchariden aus Echina-

cea purpurea-Extrakten immunstimulierende Wirkungen zuordnen [57].

Echinacea-haltige Zubereitungen zahlen derzeit zu den wichtigsten pflanzlichen
Phytopharmaka. Allein in Deutschland waren 1997 ca. 820 Praparate von 172
pharmazeutischen Unternehmen auf dem Markt [90]. Der angegebene Indikations-
bereich ist weit gespannt und reicht von der externen Anwendung bis hin zur inter-
nen Behandlung von Grippe und Infekten. Echinacea-Zubereitungen zur topischen
Applikation werden u. a. zur Wundbehandlung, bei Verbrennungen, Ekzemen und

anderen Hautkrankheiten verwendet [90, 92].

3.5.4 Toxikologie

Nach einer Studie von Mengs et al. kann der Presssaft aus Echinacea purpurea als
nicht toxisch eingestuft werden. Nach einmaliger oraler Applikation an Mausen bzw.
Ratten konnten LDsp > 30 g/kg bzw. > 15 g/kg ermittelt werden. Der Presssaft erwies
sich auch nach einmaliger intravendser Applikation an Ratten und Mausen als prak-
tisch untoxisch. Nach vierwdchiger oraler Zufuhr gaben pathoanatomische Befunde
keine Hinweise auf spezifische toxische Wirkungen. Sowohl Mutagenitats- als auch

Kanzerogenitatsprufungen verliefen negativ [102].
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Die in Echinacea purpurea vorkommenden Verbindungen Tussilagin und Isotussila-
gin zeigen im Gegensatz zu vielen anderen Pyrrolizidin-Alkaloiden keine toxischen
Wirkungen [97, 103].

3.5.5 Auswahl von Leitsubstanzen

Cichoriensaure zahlt zu den Hauptinhaltsstoffen von E. purpurea-Presssaftextrakten
und ist neben den Alkylamiden und Polysacchariden fir die medizinisch-
therapeutischen und kosmetischen Wirkungen verantwortlich. Da die Cichoriensaure
im Gegensatz zu den Alkylamiden und den Polysacchariden ohne besondere
Probenvorbereitung bestimmt werden kann, eignet sie sich als Leitsubstanz zur
Charakterisierung von Echinacea purpurea-Extrakten sowie Formulierungen unter
Zusatz dieser Extrakte [104].
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3.6 Kosmetische Formulierungen

In  Abhangigkeit vom Anwendungszweck werden unterschiedliche Typen von
kosmetischen Formulierungen zur Hautpflege verwendet. Man unterscheidet Emul-
sionen (Cremes und Lotionen), Salben, Gele, Ole und Balsame, wobei Emulsionen
den wichtigsten Produkttyp der Hautpflegemittel darstellen.

Unter Emulsionen versteht man im allgemeinen ein heterogenes System, das aus
zwei miteinander nicht oder nur begrenzt mischbaren Phasen besteht. Die eine liegt
dabei in Form von Tropfchen vor (disperse oder innere Phase), wahrend die andere
eine kontinuierliche (koharente oder duRere) Phase bildet. Liegen die Oltropfchen
der Zubereitung als innere Phase in einer aul3eren wassrigen Phase vor, so handelt
es sich um eine Ol-in-Wasser-Emulsion (O/W-Emulsion). Bei der Wasser-in-Ol-
Emulsion (W/O-Emulsion) handelt es sich um das umgekehrte Prinzip, wobei hier

der Grundcharakter der Formulierung vom Ol bestimmt wird [105].

O/W-Emulsionen eignen sich u. a. als Reinigungsemulsionen und als Cremes zur
Hautpflege. Sie sind mit Wasser abwaschbar, lassen sich auf der Haut leicht
verteilen, ziehen schnell ein und hinterlassen keinen Fettglanz. Beim Aufbringen auf
der Haut verdunstet die aul3ere Wasserphase und verursacht so einen Kihl-Effekt.

Die innere Olphase tragt zur Hautfettung und zur Hautbefeuchtung bei [106].

W/O-Emulsionen finden bei normalen bis trockenen Hautzustanden und bei
chronischen Dermatosen Verwendung. Sie ziehen nicht so schnell ein, hinterlassen
einen schitzenden Fettfilm. Dieser Film reduziert den transepidermalen Wasserver-
lust und sorgt so fur eine intensive Hautbefeuchtung. W/O-Emulsionen férdern

aulRerdem die Einschleusung von Wirkstoffen in die Haut (okklusive Wirkung) [106].
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4 Material und Methoden
4.1 Untersuchungsmaterial

Die verwendeten Pflanzenextrakte wurden von Rohstofflieferanten bezogen und
ohne weitere Bearbeitung direkt zur Herstellung der kosmetischen Formulierungen
eingesetzt. Die Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Formulierungen
erfolgte in der Abteilung Forschung Wirkstoffe, Beiersdorf AG. Eine Beschreibung

der Pflanzenextrakte und der untersuchten Formulierungen erfolgt in Abschnitt 9.1.

4.2 Untersuchung von Pflanzenextrakten

Die Charakterisierung von Pflanzenextrakten bzw. deren Leitsubstanzen wurde mit
Hilfe von UV-Spektren, Massenspektren, MS/MS-Fragmentspektren (MS/MS -
tandem-massenspektrometrisch) und z. T. NMR-Spektren durchgefuhrt. Zur Quanti-
fizierung der Leitsubstanzen wurden chromatographische Analysenverfahren mit
massenselektiver Detektion verwendet. Mit diesen Methoden wurden zunéchst die
Wirkstoffgehalte verschiedener Pflanzenextrakt-Rohstoffe ermittelt. Anschliel3end
wurden deren Lagerstabilitdten in verschiedenen kosmetischen Formulierungen
untersucht. Die Penetration der Pflanzenextrakte in die Haut wurde mit Hilfe eines in
vitro Schweinehautmodells nach einmaliger topischer Applikation bestimmt (vgl. Ab-

schnitt 5). Die detaillierten Methodenparameter werden in Abschnitt 9.2 beschrieben.

4.2.1 Lagerungsversuche

Zur Untersuchung der Stabilitat der Pflanzenextrakte in den einzelnen kosmetischen
Formulierungen wurden Lagerungsversuche durchgefuhrt. Die Formulierungen
wurden direkt nach der Herstellung in Aluminiumtuben und Klarglas-Glaschen
(Raumtemperatur unter Lichteinfluss) abgefillt und unter folgenden Bedingungen
gelagert: Raumtemperatur unter Lichteinfluss, Raumtemperatur, + 6 °C und + 40 °C.
Die Lagerung unter Lichteinfluss erfolgte an einem Fenster wahrend die anderen
Proben unter Lichtausschluss gelagert wurden. Die Proben wurden kurz nach der
Herstellung bzw. nach 1, 3 und 6 Monaten Lagerung untersucht (Abbildung 6). Die

Bestimmung der Gehalte erfolgte mittels LC/MS anhand von Leitsubstanzen.
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1 Monat 3 Monate 6 Monate

Raumtemperatur unter Lichteinfluss

4 Raumtemperatur

Herstellung .
der Formulierung

Kuhlschrank (+ 6 °C)

» Analytik der Proben Brutschrank (+ 40 °C)

Abbildung 6 Versuchsaufbau zur Bestimmung der Lagerstabilitat

4.2.2 Untersuchung der Penetrationseigenschaften

Ziel der topischen Anwendung kosmetischer Formulierungen ist in der Regel eine
lokale Wirkung, die von dem jeweiligen Hautzustand und den Wirkstoffeigenschaften
sowie der Rezepturbasis limitiert wird. Betrachtet man dabei den eingesetzten Wirk-
stoff, so hangt die kosmetische bzw. therapeutische Effektivitat in erster Linie davon
ab, inwieweit es gelingt, in der entsprechenden Hautschicht eine ausreichende Wirk-

stoffkonzentration zu erreichen [107].

Penetrationsstudien an Humanhaut unter ex vivo Bedingungen sind aus Verfugbar-
keitsgriinden in ihrem Ausmal} eingeschrankt und zudem durch eine gewisse intra-
und interindividuelle Variabilitat gepragt [108]. Da auch in letzter Zeit Tierversuche
stark limitiert wurden [12], bedarf es standardisierter in vitro Modellen zur Evaluie-
rung der Penetration von Wirkstoffen. Ein anerkanntes in vitro Modell stellt die
Diffusionszelle nach Franz dar [108]. Seine Anwendung begriindet sich in einer
guten Korrelation der Barriereeigenschaften praparierter Haut mit in vivo Verhaltnis-
sen. So stellte Franz fur verschiedene organische Substanzen eine ausgezeichnete

Ubereinstimmung mit in vivo Befunden von Feldmann und Maibach fest [109, 110].
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In dieser Arbeit wurden die Studien zum Penetrationsverhalten der pflanzlichen
Wirkstoffe anhand praparierter Schweinehaut in modifizierten Diffusionszellen nach
Franz durchgefihrt (Abbildung 7) [108]. Die Verwendung von Schweinehaut ist sinn-
voll, da sie einen &hnlichen physiologischen Aufbau wie Humanhaut besitzt und in
relativ gleichbleibender Qualitat verfigbar ist [108, 111, 112]. Die verwendete
Diffusionszelle besteht aus zwei einzelnen, doppelwandigen, temperierbaren Glas-
kammern. Die untere Zelle dient zur Aufnahme der Rezeptorflissigkeit, ein Blutimitat
aus Wasser, Natriumchlorid, Gentamycin und Albumin. Die obere Zelle dient zur
Vermeidung von zu starkem Wasserverlust durch Verdunstung und ermoéglicht so
relativ konstante Hydratationsbedingungen. Die praparierte Haut wird so fixiert, dass
sie mit der dermalen Seite in Kontakt zur Rezeptorphase gelangt. Die Applikation der
Wirkstoffe kann in diesem Modell in kosmetisch-relevanten Konzentrationen erfol-

gen. So werden etwa 20 mg Formulierung pro Hautscheibe (ca. 5 sz) appliziert.

topisch applizierte

Formulierung .
obere Penetrationszelle

/

temperierte ——> —>
Flussigkeit
préparierte
Schweinehautscheibe
temperierte —>» —>
Flissigkeit /

[ untere Penetrationszelle

Rezeptorphase

Abbildung 7 Querschnitt der verwendeten Penetrationszelle

Nach einer Penetrationsdauer ca. 20 Stunden werden folgende Schichten analysiert:
Hautoberflache, Hornschicht, Epidermis, Dermis und Rezeptorphase [108, 113]. Die
Penetrationsuntersuchungen, d. h. Praparation der Schweinehaut, Applikation der
kosmetischen Formulierungen und Extraktion der einzelnen Hautschichten, wurden
in der Abteilung in vitro Biovertraglichkeit/Screening, Beiersdorf AG, durchgefihrt.
Die einzelnen Methodenparameter sind in Abschnitt 9.2 aufgefihrt. Die verwendeten

kosmetischen Formulierungen sind in Abschnitt 9.1 beschrieben.
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4.2.3 Kopplung Flussigchromatographie-Massenspektrometrie

Die Kopplung Flussigchromatographie-Massenspektrometrie verbindet die Trenn-
leistung flissigchromatographischer Verfahren mit dem Informationsgehalt mas-
senspektrometrischer Darstellungen. Die Anwendung dieser Technik ist speziell bei
der Untersuchung nichtfliichtiger, polarer oder thermolabiler Substanzen interessant,
die der Gaschromatographie nicht zuganglich sind. Hierzu z&hlen u. a. eine Vielzahl
von Pflanzeninhaltsstoffen sowie pharmazeutischen und kosmetischen Wirkstoffen
[114, 115].

In dieser Arbeit wurde die API-ES (atmospheric pressure ionization-electrospray)-
Technik verwendet, bei der die Analyten unter Atmosphéarendruck ionisiert werden
[116]. In einer API-ES-lonenquelle werden die Analytmolekile selektiv ionisiert und
durch elektrostatische Potentiale unter Abtrennung neutraler Losungsmittelmolektile
in den Hochvakuumbereich des Massenspektrometers geleitet. Durch die Mdglich-
keit des Umpolens der elektrostatischen Potentiale kdnnen sowohl positive als auch

negative lonen erzeugt werden.

Bei dieser Technik wird der Flussigkeitsstrom unter Atmosphérendruck innerhalb
eines starken elektrostatischen Potentialgefédlles von ca. 3 bis 6 kV (Kapillarspan-
nung) verspruht. Bei héheren FluRraten, wie z. B. bei der Kopplung mit der HPLC
(Hochleistungs-Flussigchromatographie), wird der Vorgang pneumatisch mit Stick-
stoff als Sprihgas (nebulizer) unterstitzt. Durch die Kombination des starken
elektrostatischen Feldes und der Scherkrafte des Sprithgases wird der Flissigkeits-
strom in kleine Tropfchen gebrochen. Unter Einwirkung eines geheizten Stickstoff-
Trockengasstromes (drying gas) verdampfen neutrale Lésungsmittelmolekile aus
den Tropfchen. Dieser sogenannte ,gas curtain“ wirkt auch Clusterbildungen von
Lésungsmittel- und Analytionen entgegen, die bei Expansion von Analytionen und
Losungsmittelmolekilen im Vakuum durch die Abkuhlung entstehen wirden. Wenn
die Ladungsdichte bei hinreichender Verkleinerung der Tropfchen die Oberflachen-
spannung Uubersteigt, wird das ,Rayleigh-Limit* erreicht, was in einer ,Coulomb-
Explosion® resultiert. Es wird so eine Vielzahl geladener Mikrotropfchen erzeugt, die

nach entsprechender Verkleinerung erneut explodieren. Wenn das letzte neutrale
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Losungsmittelmolekul verdampft ist, geht die Ladung auf den Analyten tber. Diese
Modellvorstellung wird auch als charge residue model bezeichnet [117]. Eine weitere
Modellvorstellung, das ion evaporation model, beschreibt, dass ab einer Tropfchen-
gréf3e von ca. 10 nm geladene Analytionen aus den Tropfchen herausgeschleudert
werden [118, 119]. Der Aufbau einer API-ES-lonenquelle und ein Modell der
lonisierung ist in Abbildung 8 dargestellt.

Zerstauberkapillare

Beheizter Sickstoff
(Drying Gas)
-5,000 V

Losungsmlttel-
spray

Transferkapillare

Eingang
LM-Verlust Riyle_itgh Coulomb
imi oulom .
durch Verdampfung  oe==> Desolvatisierung Analytion

erreicht Explosion

.%.%::: ‘% 30 ane

Abbildung 8: API-ES (atmospheric pressure ionization-electrospray)-Technik [120]

Bei der API-ES-lonisation handelt es sich um eine schonende lonisierungs-Technik,
die hohe Empfindlichkeit bei der Kopplung von HPLC und MS aufweist. Neben ein-
fach geladenen kénnen auch mehrfach geladene lonen erzeugt werden (z. B. bei
Proteinen) [121]. Die mobile Phase der HPLC hat einen starken Einfluss auf das
lonisierungsverhalten, wobei neben der Flussrate auch die chemische Beschaffen-
heit von Bedeutung ist. Hohe Polaritat und geringe Oberflachenspannung des

Lésungsmittels fordern die lonisierung bei der API-Technik [122].

Quadrupol-Massenspektrometer bieten in der Regel eine gute quantitative Reprodu-
zierbarkeit bei einfacher Handhabung. lonenfallen-Massenspektrometer zeichnen
sich durch ihre hohe Empfindlichkeit und die Mdglichkeit zu wiederholten Fragmen-

tierungsexperimenten der ,getrapten“ lonen (MS") aus. Im Gegensatz zur
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Triple-Quadrupol-Technik finden in der lonenfalle die Schritte der lonenisolierung,
Fragmentierung und Produktionenanalyse nicht raumlich getrennt, sondern in zeitli-
cher Abfolge statt. Die interessierenden lonen werden in der lonenfalle isoliert und
anschlieBend selektiv fragmentiert. Neben der selektiven Fragmentierung unter-
scheidet man die massenunabh&angige Fragmentierung, die auch mit einem Single-
Quadrupole-Massenspektrometer mdglich ist. Die Spannungsdifferenz zwischen
Transferkapillare und Skimmer 1, auch als Fragmentorspannung bezeichnet, be-
stimmt bei den verwendeten Massenspektrometern die sogenannte collision induced
dissociation (CID). Wahrend eine gewisse CID der Cluster- bzw. Adduktbildung von
Analytionen entgegenwirkt und daher fur intensive Massensignale der Quasi-
molekulionen unerlasslich ist, induziert eine zu starke CID massenunabh&ngige

Fragmentierung und bewirkt so eher das Gegenteil [122].

Zur Analytik der pflanzlichen Wirkstoffe wurden in dieser Arbeit ein HPLC-System
(Hewlett-Packard 1100, Fa. Agilent, Waldbronn) gekoppelt mit einem Single-
Quadrupole-Massenspektrometer (Hewlett-Packard 1100 MSD, Fa. Agilent, Wald-
bronn) sowie ein lonenfallen-Massenspektrometer (ESQUIRE~LC, Fa. Bruker Dalto-
nik, Bremen) verwendet. Die beiden Massenspektrometer waren jeweils mit einer
API-ES-lonenquelle (Fa. Agilent, Waldbronn) ausgerustet. Die einzelnen Methoden-

parameter sind in Abschnitt 9.2 aufgefuhrt.
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4.3 Methodenvalidierung und statistische Methoden

Aufgrund des hohen Probenvolumens bei den Untersuchungen zur Lagerstabilitat
der Pflanzenextrakte sollten von den Proben nur Einmalbestimmungen durchgefuhrt
werden. Um dennoch représentative Analysenergebnisse zu generieren, war eine
Validierung der verwendeten MelRmethoden erforderlich. Hierzu wurden die Nach-
weis- und Bestimmungsgrenzen sowie die Wiederfindungsraten und relativen Stan-
dardabweichungen fir die einzelnen Leitsubstanzen untersucht. In dieser Arbeit
wurden die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der einzelnen Leitsubstanzen an-
hand des Peak/Rausch-Verhaltnisses mit Hilfe von Standardldsungen ermittelt. Die
Nachweisgrenzen wurden als dreifaches Peak/Rausch-Verhaltnis, die Bestim-
mungsgrenzen als 10-faches Peak/Rausch-Verhaltnis definiert. Die Wiederfindungs-
raten wurden mit Hilfe von dotierten Placebos (kosmetische Formulierung ohne ent-
sprechenden Wirkstoff) ermittelt, indem isolierte Leitsubstanzen vor der Probenauf-
arbeitung mit den Placebos vermengt wurden. Bei Wiederfindungsraten um 100 %
war eine Quantifizierung mittels Standardkalibrierung mdglich, andernfalls wurde
eine Matrixkalibrierung durchgefiihrt. Zur Charakterisierung der Streuung der Ein-
zelmeR3werte wurde die relative Standardabweichung herangezogen. Die relative
Standardabweichung wurde mit Hilfe von Wiederholbestimmungen ermittelt, indem
die jeweiligen kosmetischen Formulierungen (mit pflanzlichem Wirkstoff) mehrfach
extrahiert und analysiert wurden. Da die entwickelten LC/MS Methoden gute
Reproduzierbarkeiten aufwiesen und die kosmetischen Formulierungen eine homo-
gene Matrix darstellten und auch wahrend der Lagerung keine Phasentrennung auf-
trat, war eine Mehrfachbestimmung der Proben nicht erforderlich. Dartber hinaus
handelte es sich bei den eingesetzten Pflanzenextrakten um homogene Gemische
einer Charge, so dass keine Schwankungen in der Zusammensetzung der Pflanzen-

extrakte zu erwarten waren.

Im Gegensatz zu den kosmetischen Formulierungen unterliegen die Penetrations-
proben gewissen individuellen Variabilitaten beziglich Hautbeschaffenhaut, Haut-
dicke und Anzahl der extrahierten Zellschichten. Weiterhin kbnnen keine definierten
Untersuchungen zur Bestimmung der Wiederfindungsraten durchgefiihrt werden, da

nicht zwischen der Extraktion/Bestimmung und dem Abbau der Leitsubstanzen in der
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Haut differenziert werden kann. Um dennoch aussagekrafige Analysenergebnisse zu

erzielen, waren Wiederholmessungen erforderlich.

Die Angabe der MeRwerte erfolgte jeweils mit den Stammkenndaten Mittelwert,
Standardabweichung, relativer Standardabweichung und Vertrauensbereich des
Mittelwertes. Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurde der Mittelwert und
der Vertrauensbereich des Mittelwertes herangezogen. Die Berechnung des Ver-
trauensbereiches erfolgte mit einer statistischen Sicherheit von P = 95 %. Aufgrund
des geringen Zahlenmaterials wurde weder eine Prifung auf Ausreil3er noch eine
Priufung auf Normalverteilung durchgefihrt. Eine Prufung auf Normalverteilung ist
nach Kaiser und Gottschalk bei geringem Zahlenmaterial nicht erforderlich, da ,die
Testdaten (...) namlich so unscharf (...) bzw. die Entscheidungsbereiche (...) so breit®

ausfallen ,daf3 es auf tatsachlich vorhandene Normalverteilung nicht ankommt* [123].

Zur Berechnung der statistischen Kenndaten wurden folgende Parameter herange-

zogen:

Relative Standardabweichung: Resultat = S, x100

X
. S, xt
Vertrauensbreich: Resultat = + i/_
n

X: Mittelwert

Sx: Standardabweichung (ausgehend von einer Stichprobe)
n: Anzahl der Einzelmessungen
t: STUDENT-Faktor (ausgehend von einer statistischen Sicherheit von P=95 %)
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5 Ergebnisse

5.1 Camellia sinensis

5.1.1 Analytik

Photometrische Untersuchungen

Zur Charakterisierung der Catechine wurden zunachst wassrig-methanolische
Loésungen (MeOH/H,O 50:50, v:v) von Catechin, Epicatechin, Epigallocatechin,
Epigallocatechingallat, Gallocatechingallat und Epicatechingallat photometrisch ver-
messen (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.2). In Abbildung 9 sind die einzelnen
UV-Spektren der untersuchten Catechine dargestellt. Die UV-Spektren zeigen
spezifische Maxima um 230 nm und um 280 nm. Das UV-Maximum bei 205-210 nm
ist auf das verwendete Losungsmittel Methanol zurtickzufihren. Wie man aus der
Abbildung erkennt, ist eine Differenzierung der einzelnen Catechine mittels
UV-Spektren nicht moéglich. Beim Vergleich der Spektren von Catechin, Epicatechin
und Epigallocatechin mit den Gallaten (Epigallocatechingallat, Gallocatechingallat,
Epicatechingallat) ist jedoch erkennbar, dass die Veresterung mit Gallussaure eine
starkere Absorption bei 280 nm hervorruft. Die Ursache liegt in dem Absorptions-

maximum der estergebundenen Gallussaure von 280 nm.

Intens. | ECG Epicatechingallat
norm. GCG  Gallocatechingallat
350 1 EGCG Epigaliocatechingallat
EGC Epigallocatechin
300 4 EC Epicatechin
C Catechin
250 1
200
ECG
150 7
GCG
100 EGCG
EGC
50 1
EC
0 c

200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Abbildung 9 UV-Spektren von Griintee-Catechinen
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Massenspektrometrische Untersuchungen

Die massenspektrometrische Darstellbarkeit der Catechine wurde anhand folgender
Catechine untersucht: Catechin, Epicatechin, Epigallocatechin, Epigallocatechingal-
lat, Gallocatechingallat und Epicatechingallat. Als Lésungsmittel und Eluent
wurde ein wassrig-methanolisches Lésungsmittelgemisch (MeOH/H,O 20:80, v:v)
verwendet (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.2). Polare Ldsungsmittel (z. B. Wasser,
Methanol) unterstitzen bei der API-ES lonenquelle den lonisierungsprozess und
ermdglichen eine gute Analytionenausbeute. Die Catechin-Losungen wurden mittels
FIA (flow injection analysis)-Probenaufgabemethodik in das Quadrupol-Massen-
spektrometer injiziert, d. h. es erfolgte eine Probenaufgabe ohne vorherige chroma-
tographische Trennung. Auf diese Weise kdnnen die lonisierungsparameter der
einzelnen Verbindungen auf eine grol3e lonenausbeute und damit intensive Massen-
signale optimiert werden. Mit 35 psi als Sprihgas und 10 I/min als Trockengas
wurden dem Wasseranteil entsprechend hohe Stickstoff-Gasstrome gewahlt. Auf-
grund der Thermolabilitat der Catechine erwies sich eine Trockengastemperatur von
250 °C als optimal. Es wurde eine Fragmentorspannung von 90 V gewahlt, die fur
eine gleichzeitige Bestimmung der 6 Griintee-Catechine geeignet ist. Die in den FIA-
Analysen ermittelten Gerateparameter wurden auch in der spateren Kopplung
LC/MS verwendet (vgl. Abschnitt 9.2.2).

In Abbildung 10 sind die Massenspektren von 6 Catechinen dargestellt. Im negativen
lonenmodus werden die Catechine als [M-H] Quasimolekilionen ionisiert. Im
Gegensatz zu Catechin, Epicatechin und Epigallocatechin ist bei den Gallaten ein
weiteres Signal in den Massenspektren vorhanden. Hierbei handelt es sich um
[M-H+22] Addukte, deren Bildung bisher noch nicht geklart werden konnte. Die
Untersuchung mittels MS/MS-Fragmentierungsexperimenten fihrte zu keiner weiter-
gehenden Charakterisierung der [M-H+22] Addukte. Die Intensitat dieser Addukte ist
von der angelegten Fragmentorspannung abhangig. Eine Erhéhung der Fragmentor-
spannung fuhrte einerseits zu einer Verringerung der Adduktbildung bei den
Gallaten, andererseits aber auch zu einer Verringerung der Signalintensitat bei
Catechin, Epicatechin und Epigallocatechin. Catechine lassen sich auch im positiven

lonenmodus als [M+Na]" ionisieren. Im Vergleich zum negativen lonenmodus ist dies
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aber mit einer wesentlich geringeren Signalintensitat und damit einer geringeren

Nachweisempfindlichkeit verbunden.
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Abbildung 10 API-ES Massenspektren von Grintee-Catechinen (neg. lonenmodus)
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MS/MS-Fragmentierungsexperimente

Zur Durchfiuhrung der MS/MS-Fragmentierungsexperimente wurde die Analyt-
Lésung kontinuierlich mit einer Spritzenpumpe in das Massenspektrometer injiziert,
wobei Epicatechingallat exemplarisch fur die Griintee-Catechine ausgewahit wurde
(vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.2).

Rel.
Intens. i
100 4 441.0 [M-HT HO o m/z 331.0
Epicatechin- @ C
80 ; 289.0 gallat 0
OH OH
6]
] OH
OH
40 | OH
OH
o)
20 | 169.1 331.0 HO O ) o
0 P lv. ahinll gt -rull ,.JI T "“J. _‘l N i g Ke) OH
100 150 200 250 300 350 400 450 m/z OH OH

m/z 289.0 m/z 169.1

Abbildung 11 API-ES MS/MS Fragmentierungsexperiment von Epicatechingallat (neg. lonen-

modus)

In Abbildung 11 ist ein Fragmentspektrum von Epicatechingallat im negativen
lonenmodus dargestellt. Bei diesem Fragmentierungsexperiment wurden zunéchst
die [M-H] lonen in der lonenfalle isoliert und anschliel3end selektiv mit einer Ampli-
tude von 0,90 V fragmentiert. Im rechten Teil der Graphik sind mégliche Fragmente
dargestellt. Das Fragment mit einer Molekilmasse von 331 amu entsteht durch Ver-
lust des B-Rings vom Flavangerust. Die durch Spaltung der Esterbindung erhaltenen
Fragmente lassen sich dem Epicatechin (m/z 289) und der Gallussaure (m/z 169)

zuordnen.

Kopplung LC/MS

Die Quantifizierung von Griuntee-Polyphenolen wurde mit Hilfe der Kopplung Flis-
sigchromatographie und API-ES Quadrupol Massenspektrometrie durchgefuhrt. Zur
chromatographischen Trennung wurde ein reversed-phase (RP) Trennsystem ver-

wendet. Der Trennmechanismus beruht hier hauptsachlich auf hydrophoben
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Wechselwirkungen des alkylierten Kieselgels in der Trennsaule mit unpolaren
Gruppen der Polyphenole. Die in der RP-Chromatographie verwendeten polaren
Losungsmittel unterstitzen den lonisierungsprozess in der API-ES lonenquelle des
Massenspektrometers. Zur Entwicklung der chromatographischen Trennung wurden
Einzel- und Mischstandardldsungen von Grintee-Catechinen und der Gallussaure
untersucht (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.2).

Um eine Uberlastung der API-ES lonenguelle zu vermeiden, wurde eine Trennsaule
mit 2 mm Innendurchmesser (microbore) verwendet. Eine Saule dieser Dimension
ermdglicht gute Trennleistungen bei der verwendeten Fluf3rate von 200 pl/min, was
eine Flufdteilung des Eluenten bei der Kopplung mit dem Massenspektrometer
erubrigt. Durch die Verwendung kurzer Saulen mit einer Lange von 6 cm werden die
Equilibrierungszeiten verkirzt und somit auch der Zeitbedarf pro Analyse verringert.
Als stationdre Phase wurde modifiziertes Kieselgel (RP-8, encapsulated) gewabhilt.
Bei diesem Fullmaterial sind die freien nichtalkylierten Silanolgruppen des Kieselgels
vollstdndig abgeschirmt, wodurch eine besonders inerte Trennphase erhalten wird.
Als mobile Phase wurde ein Gradient aus Methanol und 0,1 % iger wassriger Amei-
sensaure verwendet. Die Ameisensaure dient zur Protonierung der Catechine. Zur
Entwicklung der chromatographischen Trennung wurde zunéchst die Gesamtzahl
der durch den Analysator tretenden lonen, der Totalionenstrom (total ion current,
TIC), aufgezeichnet. Auf diese Weise kann bei der Kopplung mit chromatographi-
schen Trenntechniken zu jeder Stelle im Chromatogramm ein Massenspektrum ab-
gerufen und Aussagen Uber Matrixeinflisse und Peakreinheit getroffen werden.
Wenn nur einzelne lonen in einem Chromatogramm dargestellt werden, wird dies als
extracted ion chromatogramm bzw. Massenspur bezeichnet. Durch Aufzeichnung
einzelner Massen, dem selected ion monitoring (SIM), kann in der Quadrupol-
Massenspektrometrie die Empfindlichkeit sowie die Reproduzierbarkeit bei Wieder-

holmessungen gesteigert werden.

In Abbildung 12 ist ein SIM Chromatogramm einer Polyphenol-Mischstandardlésung
abgebildet. Die einzelnen Verbindungen sind jeweils mit ihren Massenspuren [M-H]

dargestellt.



5 Ergebnisse 45
Rel, 2
Intens. -
70 5
7
60
3
50 A
4
G 8
40 -
30
6
20 A
- Jl‘ U k
I V| ] (LY
T T T T T
25 5 7.5 10 12.5 15 min
HO
G OH
HO
‘ © OH
. OH
Catechin-Grundkdrper R Gallussaure
OH
Peak- 1 5
Bezeichnung | Substanz R R Molmasse
G Gallussé&ure - - 170
1 (-)-Gallocatechin OH OH 306
2 (-)-Epigallocatechin OH OH 306
3 (+)-Catechin OH H 290
4 (-)-Epigallocatechingallat Gallussaure OH 458
5 (-)-Epicatechin OH H 290
6 (-)-Gallocatechingallat Gallussaure OH 458
7 (-)-Epicatechingallat Gallussaure H 442
8 (-)-Catechinga”at Gallussaure H 442

Abbildung 12 HPLC API-ES MS Trennung von Griintee-Catechinen und Gallussaure (neg. lo-

nenmodus), Darstellung einzelner Massenspuren [M-H]
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Im unteren Teil der Graphik sind die untersuchten Verbindungen und deren Struktur
aufgefuihrt. Mit dem entwickelten System lassen sich auch die massengleichen
Epimere Catechin/Epicatechin, Gallocatechin/Epigallocatechin, Gallocatechingal-
lat/Epigallocatechingallat sowie Catechingallat/Epicatechingallat trennen. Insgesamt
wird durch die Kopplung HPLC und massenselektive Detektion die Bestimmung von

8 Griuntee-Catechinen und der Gallussaure ermoglicht.

Stabilitat der Catechine wihrend der Analysen

Fur weitere Untersuchungen wurden reprasentativ fur alle Grintee-Catechine
folgende 5 Catechine ausgewahlt: Catechin, Epicatechin, Epigallocatechin, Epigallo-
catechingallat und Epicatechingallat. Um die Catechine mit Hilfe eines Autosamplers
(automatischer Probengeber) in Probenserien tber mehrere Stunden zu bestimmen,
ist eine ausreichende Stabilitdt der Catechine in der Messlosung erforderlich. Zur
Ermittlung der Stabilitat wurde eine wassrig-methanolische Mischstandardlésung in
Klarglas-Vials Uber einen Zeitraum von 17 Stunden bei Raumtemperatur mittels
LC/MS vermessen. In Abbildung 13 sind die Gehalte an Catechinen nach 6, 11 und

17 Stunden bezogen auf den Anfangsgehalt dargestellt.
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Abbildung 13 Stabilitdt von Catechinen in einer wassrig-methanolischen Lésung bei Raum-

temperatur nach 6, 11 und 17 Stunden (Gehalte bezogen auf den Anfangsgehalt)
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Bei den untersuchten Catechinen wurde ein deutlicher Abbau bei Raumtemperatur
ermittelt. Insbesondere Epigallocatechin und Epigallocatechingallat unterliegen
starken Abbaureaktionen, so dass nach 17 Stunden nur noch rund 20 % der
Anfangsgehalte gemessen werden konnten. Catechin, Epicatechin und Epicatechin-
gallat zeigten bei dieser Versuchsanordnung eine hdhere Stabilitat, die sich in
Wiederfindungsraten von Uber 60 % widerspiegeln. Wie man anhand der Graphik
erkennt, ist eine reproduzierbare Bestimmung der Catechine ohne eine zusatzliche

Stabilisierung tGber einen langeren Zeitraum nicht mdglich.

Verbesserung der Stabilitdt von Catechinen durch Zuséatze

Zur Verbesserung der Stabilitéat wéahrend einer Messserie wurden verschiedene An-
satze untersucht, wobei Epigallocatechin, das in der vorherigen Versuchsreihe die
geringste Stabilitat aufwies, als Markersubstanz gewdahlt wurde. Nachdem die
alleinige Verwendung von Braunglas-Vials zu keiner deutlichen Verbesserung der
Stabilitat fuhrte, wurde der Einfluss von zugesetzten Antioxidantien und Komplex-
bildnern untersucht. Eine wassrig-methanolische Epigallocatechin-Standardlésung
wurde hierbei mit unterschiedlichen Konzentrationen an BHT, BHA, Ascorbinsaure
(Vitamin C — Vit C) und Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) versetzt. Die einzelnen
Lésungen wurden kurz nach der Herstellung sowie nach 6, 12 und 18 Stunden mit-
tels LC/MS vermessen. Das Ergebnis der Stabilisierungsversuche ist in
Abbildung 14 dargestellt. Die angegebenen Gehalte beziehen sich auf den Anfangs-
gehalt an Epigallocatechin.

Wahrend Zusatze an BHT, BHA und EDTA von 10 bzw. 100 pg/ml zur Standardl6-
sung nur zu maRigen Stabilitatsverbesserungen fuhrten, zeigten die mit Vit C ver-
setzten Losungen die besten Wiederfindungsraten. Ein Zusatz von 10 pg/ml Vit C
verbessert die Wiederfindungsrate nach 18 Stunden Raumtemperatur auf rund
70 %. Erh6ht man die Konzentration an Vit C auf das 10-fache, ergibt sich eine Wie-
derfindungsrate von Uber 80 % des urspringlichen Gehaltes. Ein Vit C-Zusatz hatte
bei der Bestimmung von Epigallocatechin keinen negativen Einfluss auf die

chromatographische Trennung und den lonisierungsprozess.
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Abbildung 14 Stabilitdt von (-)-Epigallocatechin in einer wassrig-methanolischen Lésung mit
Zusatz von Antioxidantien bzw. Komplexbildnern bei Raumtemperatur nach 6, 12 und

18 Stunden (Gehalte bezogen auf den Anfangsgehalt)

Stabilisierung der Catechine mit Vit C

Der Einfluss von Vit C auf die Stabilitdt der anderen interessierenden Catechine
wurde in einer weiteren Versuchsreihe untersucht. Um den stabilisierenden Effekt zu

verstarken, wurde die verwendete Konzentration auf 200 pg/ml verdoppelt.
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Abbildung 15 Stabilitdt von Catechinen in einer mit Vit C (0,2 mg/ml) stabilisierten wassrig-
methanolischen Losung bei Raumtemperatur nach 4, 7, 11 und 15 Stunden (Gehalte bezogen

auf den Anfangsgehalt)
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Wie in Abbildung 15 zu erkennen ist, werden fir die Catechine Wiederfindungsraten
von uber 90 % nach 15 Stunden bei Raumtemperatur ermittelt. Durch den Zusatz
von 200 pg/ml Vit C konnte demnach die Stabilitat der Catechine in der Messlosung
stark verbessert werden. Eine weitere Erh6hung der Vit C-Konzentration fihrte zu

keiner erkennbaren Stabilitdtsverbesserung.

Durch den Zusatz von 200 pg/ml Vit C zur Messlésung und der Verwendung von
Braunglas-Vials konnte die Stabilitat der oxidationsempfindlichen Catechine bei
Raumtemperatur gesteigert werden, so dass nach 15 Stunden noch tber 90 % der
Anfangsgehalte ermittelt werden konnte. Durch die Stabilisierungsmalinahmen
wurden Voraussetzungen geschaffen, um reproduzierbare Catechin-Bestimmungen

in grof3en Probenserien bei Raumtemperatur durchfiihren zu kénnen.

Bestimmung der Catechine in Emulsionen

Die Bestimmung von Pflanzenextrakten anhand von Leitsubstanzen in kosmetischen
Formulierungen erfordert eine moglichst vollstandige Extraktion der Leitsubstanzen.
Im Fall des grinen Tees wurde die Analytik anhand der zuvor genannten 5
Catechine durchgefihrt. Zur Entwicklung einer geeigneten Extraktionsmethode
wurden zunachst mit Catechinen dotierte W/O- und O/W-Emulsionen mit verschie-
denen Losungsmittelgemischen extrahiert und mit der zuvor entwickelten LC/MS
Methode analysiert. Die Verwendung von Tetrahydrofuran (THF), Methanol, Vit C
und Wasser zeigte dabei die besten Resultate. Bei dieser Methode entfallen weitere
Extraktions- und Aufreinigungsschritte, so dass die extrahierte Analytlésung ohne

weitere Probenvorbereitung direkt zur LC/MS Analyse eingesetzt werden kann.
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Abbildung 16 HPLC API-ES MS Trennung einer W/O-Emulsion mit 0,1 % Grintee-Extrakt

(N 27) (neg. lonenmodus), Darstellung einzelner Massenspuren [M-H]

In Abbildung 16 ist ein SIM Chromatogramm der aus einer W/O-Emulsion mit 0,1 %
Grintee-Extrakt extrahierten Catechine abgebildet. Im Chromatogramm sind die ein-
zelnen Massenspuren im negativen lonenmodus dargestellt. Neben 8 Catechinen
konnte auch die Gallussaure in dem Extrakt der kosmetischen Formulierung nach-
gewiesen werden. Wie man anhand der Graphik erkennen kann, kommt es zu keiner
Beeintrachtigung der chromatographischen Trennung durch mitextrahierte Matrixbe-
standteile. Die Elution lipophiler Matrixbestandteile von der RP-8 Saule wird durch
einen Spulschritt im Gradienten der mobilen Phase ermdglicht. In gleicher Weise
stellt sich die Bestimmung von Catechinen in O/W-Emulsionen mit 0,1 % Grintee-
Extrakt dar.

Bei der Bestimmung von Griintee-Catechinen in W/O- und O/W-Emulsionen wird
eine empfindliche lonisierung erreicht, da der Elektrospray-lonisierungsprozess in
der lonenquelle des Massenspektrometers nicht durch gleichzeitige Elution anderer

Bestandteile der Extrakte negativ beeinflusst wird.
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Methodenvalidierung

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden anhand von Standardlésungen
mittels Peak/Rausch-Verhéltnis (signal/noise S/N) fur die einzelnen Catechine
ermittelt. Die Bestimmung der Wiederfindungsraten erfolgte mit Hilfe dotierter
Placebos, indem Formulierungen ohne Grintee-Extrakt bzw. Catechine mit einer
bestimmten Menge einer Catechin-Mischstandardlésung versetzt und untersucht
wurden. Die relativen Standardabweichungen der Einzelmessungen wurden anhand
von Formulierungen mit 0,1 % Grintee-Extrakt bestimmt. Die Untersuchungen zur
Ermittlung der Wiederfindungsraten und der Reproduzierbarkeiten wurden sowohl
mit W/O- als auch mit O/W-Emulsionen durchgeftihrt. Die ermittelten Validierungspa-

rameter sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4 Validierungsparameter der LC/MS Bestimmung von Griintee-Catechinen in kos-

metischen Formulierungen

NWG [ng/ml] | BSG [ng/ml] | WEFR [%)] Rel. Stabw. [%]
Catechin 5 15 105 1,25
Epicatechin 5 15 98 1,13
Epigallocatechin 10 30 105 1,72
Epigallocatechingallat 15 45 103 2,65
Epicatechingallat 10 30 102 2,22
NWG Nachweisgrenze (S/N 3:1)
BSG Bestimmungsgrenze (S/N 10:1)
WFR Wiederfindungsrate, Mittelwert O/W- und W/O-Emulsionen (n=6)

Rel. Stabw. Relative Standardabweichung, Mittelwert O/W- und W/O-Emulsionen (n=6)

Wie aus Tabelle 4 hervorgeht, werden Nachweisgrenzen von 5-15 ng/ml und Be-
stimmungsgrenzen von 15-45 ng/ml erreicht. Die Wiederfindungsrate fiur Catechine
in W/O- und O/W-Emulsionen betragt im Mittel rund 100 % bezogen auf eine Misch-
standardlésung ohne Matrix. Da die Probenmatrix keinen negativen Einfluss auf den
lonisierungsprozess ausubt, ist es moglich, Catechine in kosmetischen Formulierun-
gen mittels externer Standardkalibrierung zu quantifizieren. Die Auswertung der
Bestimmungen erfolgt mit Hilfe von Kalibrierreihen und den daraus ermittelten
Kalibrierfunktionen. Aufgrund der guten Reproduzierbarkeit der Methode mit
relativen Standardabweichungen von unter 5 % sind Wiederholbestimmungen nicht

erforderlich.
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5.1.2 Catechingehalte in pflanzlichen Rohstoffen

Mit Hilfe der beschriebenen LC/MS Methode wurden Grintee-Extrakte unterschiedli-
cher Herstellungsverfahren bzw. verschiedener Hersteller auf ihre Catechin-Gehalte
untersucht (vgl. Abschnitt 9.1.1). Es wurden bei dieser und den anschlie3enden
Untersuchungen folgende 5 Leitsubstanzen bestimmt: Catechin, Epicatechin, Epi-

gallocatechin, Epigallocatechingallat und Epicatechingallat.

Tabelle 5 Ermittelte Gehalte an Catechinen in verschiedenen Griintee-Extrakten

Gehalte [%0] Extrakt G 1 | Extrakt G 2 | Extrakt G 3 | Extrakt G 4
(¥)-Catechin 0,7 0,2 n. 1,2
(-)-Epicatechin 3,7 1,4 n. 5,8
(-)-Epigallocatechin 5,6 4,3 0,8 16,8
(-)-Epigallocatechingallat 23,5 4,9 0,2 24,7
(-)-Epicatechingallat 7,4 0,9 n. 5,0

n. nachweisbar

Wie man in Tabelle 5 erkennt, weisen die Griintee-Extrakte erhebliche Unterschiede
in ihren Catechin-Gehalten auf. Bei den Extrakten G 1 — G 3 handelt es sich um
spruhgetrocknete wassrige Extrakte von einem Rohstofflieferanten, wobei Extrakt
G 1 mit Catechinen angereichert, G 2 der Gesamtextrakt und G 3 der Ruckstand
nach Extraktion der Catechine ist. Extrakt G 4 ist ein mit Catechinen angereicherter
Griuntee-Extrakt eines anderen Lieferanten. Die Extrakte enthalten demnach je nach
Herstellungsart und Rohstofflieferant einen Catechingehalt von ungefahr 1 % bis
tber 50 %. Da es sich bei den Griintee-Extrakten um nicht standardisierte Rohstoffe

handelt, wurden auch verschiedene Chargen des gleichen Extraktes untersucht.

Tabelle 6
Extraktes G 2

Ermittelte Gehalte an Catechinen in verschiedenen Chargen des Griintee-

Gehalte [%] Charge1 | Charge 2 Charge 3 | Charge 4
(¥)-Catechin 0,2 0,2 0,3 0,4
(-)-Epicatechin 1,4 1,6 1,9 1,8
(-)-Epigallocatechin 4,3 54 6,1 6,0
(-)-Epigallocatechingallat 4,9 4,5 5,4 4,7
(-)-Epicatechingallat 0,9 0,9 1,2 1,0




5 Ergebnisse 53

Wie in Tabelle 6 dargestellt, weisen verschiedene Chargen des Extraktes G 2
geringe Unterschiede auf. So wurden Catechin-Gehalte von ungefahr 12 bis 15 %
ermittelt, wobei die grofiten Schwankungen innerhalb der Chargen beim
Epigallocatechin auftraten. Anhand der Untersuchungsergebnisse wird deutlich, dass
eine Charakterisierung der pflanzlichen Rohstoffe beziglich ihrer Wirkstoffgehalte
erforderlich ist, um entsprechende kosmetische Formulierungen in gleichbleibender

Qualitat herstellen zu kdénnen.

5.1.3 Lagerstabilitat in W/O-Emulsionen

Nach der Charakterisierung der pflanzlichen Rohstoffe wurde die Lagerstabilitéat von
Grintee-Extrakten in kosmetischen Formulierungen untersucht. Hierbei wurde eine
handelstbliche W/O-Emulsion mit 0,1 % Griintee-Extrakt G 1 hergestellt (vgl. Ab-
schnitt 9.1.1) und fur 6 Monate (Mo) bei +6 °C, +40 °C, bei Raumtemperatur und bei
Raumtemperatur unter Lichteinfluss gelagert. Die Formulierungen wurden nach 1, 3
bzw. 4 und 6 Monaten Lagerung auf ihre Catechin-Gehalte untersucht. In Abbildung
17 und den darauffolgenden Abbildungen sind zur Ubersichtlicheren Darstellung die
Gehalte der oxidationsempfindlicheren Catechine Epigallocatechin und Epigallocate-
chingallat sowie die der oxidationsstabileren Catechine (Catechin, Epicatechin und
Epicatechingallat) zusammengefasst. Da die Proben nicht kurz nach der Herstellung
untersucht wurden, sind die ermittelten Catechin-Gehalte auf die Menge im einge-
setzten Extrakt bzw. den theoretischen Anfangsgehalt bezogen. Die einzelnen

Messwerte sind in Abschnitt 9.3.1 angegeben.

Wie die in Abbildung 17 dargestellten Ergebnisse zeigen, unterliegen die Catechine
einem starken Abbau wahrend der Lagerung. Epigallocatechin und Epigallocate-
chingallat als oxidationsempfindlichere Substanzen weisen in dieser Studie
erwartungsgeman wesentlich geringere Gehalte auf als Catechin, Epicatechin und
Epicatechingallat. Dieser Trend konnte Uber die gesamte Lagerzeit von 6 Monaten
beobachtet werden. Wahrend nach einer Lagerzeit von einem Monat Dbei
Raumtemperatur rund 60 bzw. 30 % der Catechine aus dem eingesetzten Griintee-
Extrakt nachweisbar waren, konnten nach 6 Monaten bei +40 °C im Brutschrank nur

noch Spuren nachgewiesen werden. Wie man anhand der Studie erkennt, ist eine



5 Ergebnisse 54

Stabilisierung der Catechine erforderlich, wenn die kosmetischen Mittel ohne

Mindesthaltbarkeitsdatum gewerbsmalig vertrieben werden sollen.
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Abbildung 17 Stabilitdt von Griintee-Catechinen in einer nicht stabilisierten W/O-Emulsion mit
0,1 % Grintee-Extrakt (N 27) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten (Mo); der theoretische

Anfangsgehalt wurde mit Hilfe des eingesetzten Griintee-Extraktes berechnet

5.1.4 Verbesserung der Lagerstabilitat in W/O-Emulsionen

Zur Verbesserung der Lagerstabilitat wurde eine handelstibliche W/O-Emulsion mit
0,1 % Griuntee-Extrakt G 1 und 0,2 % Vit C versetzt, da ein Vit C-Zusatz schon bei
der Stabilisierung der Messlésungen zu guten Ergebnissen gefuhrt hat. Zum Ver-
gleich wurde auch ein Ansatz mit 0,1 % Griintee-Extrakt G 1 und 0,05 % BHT unter-
sucht. Diese beiden Formulierungen wurden wiederum fur 6 Monate bei +6 °C,
+40 °C, bei Raumtemperatur und bei Raumtemperatur unter Lichteinfluss gelagert
und in regelmanigen Abstanden auf ihre Catechin-Gehalte untersucht. In Abbildung
18 sind die Untersuchungsergebnisse der stabilisierten Emulsionen N 28 und N 31
im Vergleich mit der nicht stabilisierten Emulsion N 27 dargestellt (vgl. Abschnitt
9.1.1).
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Wahrend ein BHT-Zusatz zu einer Stabilitatserh6hung bei den +6 °C-, Raumtempe-
ratur- und Raumtemperatur unter Lichteinfluss-Mustern fihrte, wirkt BHT bei den
+40 °C-Mustern prooxidativ. Der Zusatz von 0,2 % Vit C fuhrt dagegen wahrend der
Lagerung zu einer deutlichen Stabilitatsverbesserung im Vergleich zur nicht stabili-
sierten Formulierung. So waren nach einer Lagerzeit von 6 Monaten bei +40 °C noch
Uber 30 % der eingesetzten Griintee-Catechine in der Probe nachweisbar. Ein Vit C-
Zusatz fuhrt demnach sowohl zu einer Stabilitatsverbesserung der Catechine in

Lésung als auch in der untersuchten kosmetischen Formulierung.
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Abbildung 18 Stabilitdt von Griintee-Catechinen in verschiedenen W/O-Emulsionen wahrend
einer Lagerzeit von 6 Monaten: 1. nicht stabilisiert (N 27), 2. mit BHT stabilisiert (N 28), 3. mit Vit
C stabilisiert (N 31); der theoretische Anfangsgehalt wurde mit Hilfe des eingesetzten Griintee-

Extraktes berechnet
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5.1.5 Lagerstabilitat in O/W-Emulsionen

Wie bei den W/O-Emulsionen wurde der Zusatz von BHT und Vit C zu einer
handelsublichen O/W-Emulsion mit 0,1 % Griuntee-Extrakt G 1 und 1 % EDTA unter-
sucht. Mit Hilfe einer dritten Formulierung wurde der Einfluss von Lichtschutzfiltern
(Kombination aus UVA- und UVB-Lichtschutzfiltern) auf die Catechin-Gehalte
analysiert (vgl. Abschnitt 9.1.1). Die Formulierungen wurden wiederum unter
definierten Bedingungen fir 6 Monate gelagert und in regelmafligen Abstédnden auf
ihre Catechin-Gehalte untersucht. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in
Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19 Stabilitdt von Griintee-Catechinen in verschiedenen O/W-Emulsionen wahrend
einer Lagerzeit von 6 Monaten: 1. mit EDTA und Lichtschutzfiltern stabilisiert (N 24), 2. mit
EDTA und BHT stabilisiert (N 30), 3. mit EDTA und Vit C stabilisiert (N 29); der theoretische An-

fangsgehalt wurde mit Hilfe des eingesetzten Griintee-Extraktes berechnet



5 Ergebnisse 57

Wie man beim Vergleich der Ergebnisse erkennt, weist die mit Vit C versetzte For-
mulierung N 29 wesentlich héhere Grintee-Catechin-Gehalte auf als die mit Licht-
schutzfiltern (N 24) und BHT (N 30) versetzten Formulierungen. Wahrend in den
Proben mit Vit C-Zusatz Catechin-Gehalte von mehr als 40 % nach 6 Monaten Lage-
rung bei +40 °C ermittelt wurden, enthielten die beiden anderen Formulierungen im
Durchschnitt nur noch ungefahr 10 % Catechine. Die bei Raumtemperatur gelagerte
Probe mit Vit C enthielt nach 6 Monaten noch fast 60 % der oxidationsempfindlichen
Verbindungen Epigallocatechin und Epigallocatechingallat. So fiihrt ein Zusatz von
0,2 % Vit C sowohl bei den untersuchten W/O-Emulsionen als auch bei den O/W-
Emulsionen zu einer Stabilitatserh6hung der Griintee-Catechine wahrend einer

definierten Lagerung tber 6 Monate.

5.1.6 Einfluss der Ascorbinsaure-Konzentration auf die Lagerstabilitat von

Emulsionen

Um den Einfluss der Vit C-Konzentration auf die Lagerstabilitdt der Grintee-
Catechine naher zu betrachten, wurden handelstbliche W/O- und O/W-Emulsionen
mit 0,1 % Grintee-Extrakt G 2 und verschiedenen Konzentrationen an Vit C unter-
sucht. Es wurden jeweils 4 Formulierungen mit 0,2, 0,4 und 0,6 % Vit C sowie eine
Referenzformulierung ohne Vit C hergestellt (vgl. Abschnitt 9.1.1). Um einen
Einschluss von Luftsauerstoff in der Formulierung und einen damit verbundenen
inhomogenen Abbau der Grintee-Catechine zu vermeiden, wurden die Formulierun-
gen unter Stickstoffbegasung hergestellt. In Abbildung 20 sind die Stabilitdten der

Grluntee-Catechine in den W/O-Emulsionen dargestellt.

Wahrend bei dem Referenzmuster E 26 nach 6 Monaten nur in der bei +6 °C
gelagerten Probe Catechine nachweisbar waren, fiihrte der Vit C-Zusatz wiederum
zu einer deutlichen Stabilitatserh6hung. Eine Erhéhung der Vit C-Konzentration von
0,2 % auf 0,4 % und 0,6 % verbesserte die Stabilitat der Catechine jedoch nicht.
Eine Erh6hung der Vit C-Konzentration von 0,2 auf 0,6 % fuhrte bei den Formulie-
rungen nach 6 Monaten Lagerung bei +40 °C sogar zu einer Verringerung der

Catechin-Gehalte von 40 % auf ca. 30 % der eingesetzten Menge.
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Abbildung 20 Stabilitdt von Griintee-Catechinen in verschiedenen W/O-Emulsionen wahrend
einer Lagerzeit von 6 Monaten: 1. nicht stabilisiert (E 26), 2. mit 0,2 % Vit C stabilisiert (E 27), 3.
mit 0,4 % Vit C stabilisiert (E 29), 4. mit 0,6 % Vit C stabilisiert (E 30)

In gleicher Art und Weise wurden die O/W-Emulsionen mit 0,1 % Grintee-Extrakt

G 2 nach definierter Lagerung auf ihre Catechin-Gehalte untersucht (vgl. Abschnitt

9.1.1). In Abbildung 21 sind die Ergebnisse dieser Versuchsreihe dargestellt.

Eine Erhdhung der Vit C-Konzentration von 0,2 auf 0,4 % fuhrte zu einer geringen

Stabilitatsverbesserung der untersuchten Catechine, wobei eine weitere Erh6éhung
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der Konzentration auf 0,6 % lediglich bei dem Lichtmuster geringe Auswirkungen
zeigte. In der Formulierung E 24 mit 0,4 % Vit C konnten nach 6 Monaten Lagerung

Catechin-Gehalte von ungefahr 80 % der eingesetzten Menge bei Raumtemperatur

bzw. 60 % bei +40 °C ermittelt werden.
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Abbildung 21 Stabilitdt von Griintee-Catechinen in verschiedenen O/W-Emulsionen wahrend
einer Lagerzeit von 6 Monaten: 1. mit EDTA stabilisiert (E 32), 2. mit EDTA und 0,2 % Vit C
stabilisiert (E 21), 3. mit EDTA und 0,4 % Vit C stabilisiert (E 24), 4. mit EDTA und 0,6 % Vit C

stabilisiert (E 25)
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Aus den Untersuchungsergebnissen geht hervor, dass ein Vit C-Zusatz von 0,2 bzw.
0,4 % zu einer deutlichen Verbesserung der Lagerstabilitat von Griintee-Catechinen
in den untersuchten W/O- und O/W-Emulsionen fuhrt. Eine Erhdhung der Vit C-
Konzentration auf 0,6 % bewirkte keine weitere Stabilitdtsverbesserung der

Catechine.

5.1.7 Ascorbinsaure-Gehalte in den Emulsionen

Nach einer Lagerzeit von 6 Monaten wurden die O/W- und W/O-Emulsionen auf
ihren noch vorhandenen Vit C-Gehalt untersucht. Die Bestimmung erfolgte nach
wassriger Extraktion mittels HPLC und UV-Detektion (vgl. Abschnitt 9.2.2). In
Abbildung 22 sind die Catechin-Gehalte in den Emulsionen graphisch dargestellit.

Vitamin C - Gehalte [%]

0,6

05 Lagerbedingungen

0.4 Bl  Kuhischrank (6°C)

0,3 ] Raumtemperatur

0,2 [] Raumtemperatur
unter Lichteinflul

01 | o Brutschrank (40°C)

O -

E 21 E24 E25 E 27 E 29 E 30
02%VitC 04%VitC 06%VitC 02%VitC 04%VitC 06 % \itC
O/W Emulsionen W/O Emulsionen

Abbildung 22 Vit C-Gehalte [%] in Emulsionen mit 0,1 % Griintee-Extrakt und unterschied-

lichen Vit C-Zusétzen nach einer Lagerzeit von 6 Monaten

Mit Ausnahme des Lichtmusters der O/W-Emulsion E 21 enthielten alle untersuchten
Proben nach 6 monatiger Lagerung noch Vit C. In den O/W-Emulsionen wurden
wahrend der Lagerung bei +6 °C und Raumtemperatur ungefahr 0,1 bis 0,2 % Vit C
abgebaut, so dass auch in den Proben der Formulierungen E 21 noch die Halfte der
eingesetzten 0,2 % nachgewiesen werden konnte. Vergleicht man die Vit C-Gehalte
in den Lichtmustern der Emulsionen E 21 und E 24 mit den Catechin-Gehalten der-

selben Formulierungen, zeigt sich eine gute Korrelation zwischen dem Vit C-Gehalt
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und der Stabilitat der Grintee-Catechine. Gerade die O/W-Emulsion E 21, in der
nach 6 Monaten Lagerung unter Lichteinfluss kein Vit C mehr nachgewiesen werden
konnte, enthielt weniger als 10 % der urspringlichen Menge an den oxidations-
empfindlichen Verbindungen Epigallocatechin und Epigallocatechingallat. Bei den
W/O-Emulsionen wurde in allen Proben 0,1 % und mehr Vit C bestimmt. Im Gegen-
satz zu den O/W-Emulsionen konnte in allen W/O-Emulsionen mit Vit C-Zusatz nach
6 Monaten noch mindestens 30% der eingesetzten Grintee-Catechine
nachgewiesen werden. Vergleicht man die Vit C-Gehalte der Emulsionen E 25 und

E 30, zeigt sich ein héherer Abbau in den W/O-Emulsionen.

5.1.8 Penetrationseigenschaften von Camellia sinensis-Extrakten

Die Penetrationseigenschaft von Griintee-Extrakten wurde mit Hilfe eines in vitro
Schweinehautmodells anhand von Leitsubstanzen untersucht (vgl. Abschnitt 9.2.1
und 9.2.2). Nach Applikation einer O/W-Emulsion mit 3 % Grintee-Extrakt (Formulie-
rung E 31, vgl. Abschnitt 9.1.1) und einer Penetrationsdauer von 20 Stunden wurden
die einzelnen Hautschichten mit Hilfe der LC/MS Methode auf Gehalte an Catechi-
nen untersucht. Die Angabe der Ergebnisse erfolgt in Abbildung 23 als Mittelwerte
(n=4) mit den berechneten Vertrauensbereichen der Mittelwerte (Irrtumswahrschein-
lichkeit 5 %). Die jeweils applizierte Menge an Griintee-Catechinen entspricht einem
Gehalt von 100 %.

Die Leitsubstanzen zeigen auf der Oberflache, in der Hornschicht und Epidermis
ahnliche Penetrationseigenschaften. Von den applizierten Catechinen verblieben 20
bis 28 % auf der Oberflache, 26 bis 43 % penetrierten in die Hornschicht und ca. 1
bis 3 % in die lebenden Zellenschichten der Epidermis. In der Dermis waren nur
Epigallocatechin und Epicatechin in geringen Spuren nachweisbar, wahrend in der
Rezeptorphase keine Catechine detektiert wurden. Ca. 50 bis 70 % der applizierten
Catechine wurden nach der Penetrationsstudie wiedergefunden, wobei die
oxidationsempfindlicheren Verbindungen Epigallocatechin und Epigallocatechingallat
erwartungsgemal die geringsten Wiederfindungsraten aufwiesen. Die ermittelten
Wiederfindungsraten kdénnen dadurch erklart werden, dass die Formulierung kein
stabilisierendes Vit C enthielt und daher auch die oxidationsempfindlicheren

Verbindungen starker abgebauen.
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Abbildung 23 Ergebnisse der in vitro Penetrationsstudie; Verteilung von Griintee-Catechinen

auf bzw. in der Haut

Anhand der Penetrationsstudie konnte gezeigt werden, dass die Gruntee-Catechine

nach topischer Applikation in die Haut penetrieren und in analytisch messbaren

Gehalten bis in die lebenden Zellschichten vordringen. Weiterhin konnten in der Re-

zeptorphase keine unveranderten Wirkstoffe nachgewiesen werden, d. h. die Studie

gibt keine Hinweise auf eine perkutane Absorption der Catechine.



5 Ergebnisse 63

5.2 Calendula officinalis

5.2.1 Analytik

Praparative Diinnschichtchromatographie (DC) der Faradiolester

Die Bestimmung von Calendula CO,-Extrakt in kosmetischen Formulierungen er-
folgte anhand der Faradiolester als kosmetisch wirksame Leitsubstanzen. Da keine
Referenzsubstanzen kommerziell erhaltlich waren, wurden die Faradiolester aus
dem ausgewahlten Extrakt isoliert und anschlieRend charakterisiert. Dazu wurde der
Calendula CO,-Extrakt mittels praparativer DC auf Kieselgelplatten aufgetrennt [63]
(vgl. Abschnitt 9.2.3). Das Trennprinzip beruht dabei auf den hydrophilen Wechsel-
wirkungen der freien Silanolgruppen des Kieselgels mit polaren Gruppen der
Faradiolester. Die Detektion der DC-Platten wurde in zwei Schritten durchgefihrt,
wobei die Platten zuerst unter UV-Licht betrachtet wurden. Im zweiten Schritt erfolgte
die Detektion mit einem Anisaldehyd-Sprihreagenz (vgl. Abschnitt 9.4.1). Da dieses
eine Zerstérung der Faradiolester-Molekule bewirkt, wurde nur ein kleiner Teil der
Platte auf diese Weise detektiert. In Abbildung 24 ist eine DC-Trennung des
Calendula CO,-Extraktes dargestellt.

e

.

i nach Detektion mit Anisaldehyd-Sprihreagenz. Zur Iso-

Abbildung 24 DC-Trennung eines Calendula-Extraktes

ﬂ lierung der Faradiolester wurde die gekennzeichnete

Flache ausgekratzt und mittels semipréparativer HPLC
Calendula CO_-Extrakt

weiter fraktioniert

Zur weiteren Isolierung der Faradiolester wurden die einzelnen, nicht besprihten
Banden ausgekratzt und anschlieBend mit Chloroform extrahiert. Chloroform ermog-
licht die Elution/Extraktion der Faradiolester, verhindert aber gleichzeitig, dass
gréRere Mengen an Kieselgel mitgeldst werden. Geldstes Kieselgel wirde als nicht

flichtiger Bestandteil Probleme bei der anschlieenden LC/MS Analyse ergeben. In
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dem Extrakt der markierten Bande (Abbildung 24) konnten mittels LC/MS Faradiol-

laurat, -myristat und —palmitat identifiziert werden.

Semipraparative HPLC

Der Extrakt der markierten DC-Bande wurde zur Isolierung der einzelnen Faradiol-
ester mittels semipréparativer HPLC weiter fraktioniert (vgl. Abschnitt 9.2.3). Hierbei
wurde eine semipréparative reversed-phase Trennsdule mit 8 mm Innendurchmes-
ser bei einer FluRBrate von 3 ml/min verwendet. Als stationare Phase wurde modifi-
ziertes Kieselgel (RP-18, encapsulated) gewéhlt. Der Trennmechanismus beruht hier
hauptsachlich auf hydrophoben Wechselwirkungen des alkylierten Kieselgels in der
Trennséule mit den unpolaren Alkylketten der Faradiolester, wodurch eine Auftren-
nung nach Kettenlange mdaglich ist. Als Eluent kam ein wasserfreier Methanol (incl.
2 mM NHjAc)-tert-Butylmethylether-Gradient zur Anwendung [124]. Ein Zusatz von
Ammoniumacetat fordert die lonisierung der unpolaren Faradiolester in der verwen-
deten Electrospray-lonenquelle durch Ladungsibertragungen wéahrend des lonisie-
rungsprozesses. Zur Online-Detektion der eluierten Verbindungen erfolgte eine
Flu3teilung des Eluenten, wobei 0,2 ml/min in das Massenspektrometer und
2,8 ml/min in den Fraktionssammler geleitet wurden. In Abbildung 25 ist ein Total-
ionenstrom Chromatogramm der extrahierten DC-Bande mit einem Scanbereich von
500 bis 800 amu dargestellt. Die Massenspektren der drei gekennzeichneten Fara-

diolester-Peaks sind im unteren Teil der Graphik abgebildet.
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Abbildung 25 Semipraparative HPLC API-ES MS Trennung der ausgekratzten und extrahierten

DC-Banden (pos. lonenmodus), Darstellung des Totalionenstroms (Scan 500-800 amu) und der

Massenspektren der Faradiolester-Peaks

Im positiven lonenmodus werden die Faradiolester massenspektrometrisch als

[M+Na]" dargestellt. Es konnten Faradiollaurat, Faradiolmyristat und Faradiolpalmitat

von anderen Bestandteilen des Extraktes abgetrennt werden. Mit Hilfe eines

Fraktionssammlers wurde der Eluent aufgefangen, um die so aufgereinigten
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Faradiolester zu charakterisieren. Um eine ausreichende Menge an isoliertem
Probenmaterial zu erhalten, wurden Fraktionen von mehreren semipraparativen
HPLC-Laufen gesammelt. Auf diese Weise konnten bis zu 3 mg der Faradiolester
isoliert werden, wobei die Ausbeute an Faradiollaurat aufgrund des geringen

Gehaltes in dem Calendula CO,-Extrakt geringer ausfiel.

MS/MS-Fragmentierungsexperimente

Zur Charakterisierung der isolierten Faradiolester wurden Electrospray-lonenfallen
MS/MS-Fragmentierungsexperimente durchgefuhrt (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.3).
Bei diesen Fragmentierungsexperimenten wurden zunéchst die [M+Na]" lonen in der
lonenfalle isoliert und anschliel3end selektiv mit einer Amplitude von 0,75 V fragmen-

tiert. In Abbildung 26 sind die Fragmentspektren der drei Faradiolester dargestellt.

Im positiven lonenmodus entstehen zwei Gruppen von Fragmenten: der Triter-
pengrundkérper (447,3 amu), der fur alle drei Faradiolester charakteristisch ist, so-
wie die jeweilige estergebundene Fettsiure. Die Fettsauren werden als [M+Na]"
ionisiert; die erhaltenen Signale lassen sich Laurin-, Myristin- und Palmitinsaure zu-
ordnen. Die Fragmentspektren ermdglichen so zwar die Identifizierung der jeweiligen
Fettsaure, erlauben dartber hinaus aber keine komplette Identifizierung des Triter-

pengrundkérpers.



5 Ergebnisse

Rel.

Rel.
Intens.

Rel.
Intens.

100

Intens. |

100 {

80

60 {

40 1

20 1

1001

80 1

60 7

40 7

20 1

80 4

60 -

40

20 1

100

[M+Na]+
223.3

200

251.3
[M+Na]+

300

[M+Na]+
4473

400

4473
[M+Na]+

500

600

lllll

647.5 [M+Na]+
Faradiollaurat

Faradiollaurat

675.5 [M+Nal+

Faradiolmyristat

Il
Hy;C)5—C—0 7
e’ o,

Faradiolmyristat

|.|l]| Lol al
? T

oLy

iy, Al

279.2
[M+Na]+

PO W)

4473
[M+Na]+

600

WPRTERTUN W T .ul)Ah&,_L‘_'

700 m/z

703.6 [M+Na]+

Faradiolpalmitat

256.2

Il
Hy Cis—C—07 1
H:C cH

Faradiolpalmitat

200

300

400

500

600

700

m/z

Abbildung 26 API-ES MS/MS Fragmentierungsexperimente von isolierten Faradiolestern (pos.

lonenmodus)
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NMR-spektroskopische Untersuchungen

Die Charakterisierung der Triterpengrundkoérper wurde mit Hilfe von NMR-
spektroskopischen Untersuchungen vorgenommen (vgl. Abschnitt 9.2.1). Beispiel-
haft fur die drei Faradiolester wurde von isoliertem Faradiolmyristat ein **C-NMR-

Spektrum aufgenommen. Die 13C-Zuordnung der einzelnen Signale ist in Tabelle 7

angegeben.

Tabelle 7 Ergebnis der 13C-NMR-Untersuchung von isoliertem Faradiolmyristat
Signal Verschiebung [ppm] (CDCls, TMS)

CHzs-Signale 11,6; 16,0; 16,4 (2 Signale); 16,6; 21,5; 22,4, 28,0
CH,-Signale 18,2; 21,5; 23,7; 27,2; 34,9; 36,5; 37,6; 38,4

CH-Signale 35,9; 38,7; 47,5; 49,9; 55,4

C-Signale 37,0; 37,8; 39,9,41,1, 425

COR-Signale 76,4; 80,5

C=C-Signale 139,7 (C-20); 118,3 (C-21)

Fettsaurerest 14,1 (CH3); 22,7; 31,9; 29,2-29,7; 25,0; 34,1; 173,7 (COO)

Die in der Tabelle aufgefiihrten Ergebnisse zeigen gute Ubereinstimmungen mit
Untersuchungen von Zitterl-Eglseer et al., die Strukturuntersuchungen an isolierten

Faradiolestern mittels NMR-Spektroskopie durchfihrten [63].

Photometrische Untersuchungen

Mit Hilfe eines Dioden-Array Detektors wurden UV-Spektren der isolierten Faradiol-
ester aufgenommen (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.3). Die in Abbildung 27 dargestell-
ten UV-Spektren sind durch ein Maximum um 280 nm gekennzeichnet. Das
UV-Maximum bei 205-210 nm ist auf das verwendete LGsungsmittelgemisch
Methanol/tert-Butylmethylether zurickzufihren. Wie man anhand der Abbildung
erkennt, ist eine lIdentifizierung bzw. Differenzierung der einzelnen Faradiolester

mittels UV-Spektrometrie nicht mdglich.
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Abbildung 27 UV-Spektren von isolierten Faradiolestern

Kopplung LC/MS

Nach der Charakterisierung der isolierten Faradiolester mit unterschiedlichen
Techniken wurde anschlieBend eine Methode zur quantitativen Bestimmung der
Faradiolester mit Hilfe der Kopplung Flissigchromatographie und API-ES Quadrupol
Massenspektrometrie entwickelt. Die Entwicklung der Methode wurde anhand von
Einzel- und Mischstandardldsungen der isolierten Faradiolester durchgefiihrt
(vgl. Abschnitt 9.2.3). Zur chromatographischen Trennung wurde das gleiche Trenn-
system (RP-18, encapsulated) wie bei der semipraparativen HPLC verwendet. Um
eine Uberlastung der lonenquelle bzw. eine FluRteilung des Eluenten zu vermeiden,
wurde im Gegensatz zur semipraparativen HPLC eine Trennséule mit 2 mm Innen-
durchmesser bei einer Flu3rate von 200 pl/min gewéhlt. Als Eluent kam wiederum
ein wasserfreier Methanol (incl. 2 mM NH4Ac)-tert-Butylmethylether-Gradient zur
Anwendung. Die einzelnen Parameter zur lonisierung und zum lonentransfer inner-
halb des Massenspektrometers wurden mittels FIA-Experimenten optimiert. Mit
20 psi als Spruhgas und 7 I/min Trockengasstrom wurden fur den wasserfreien
Eluenten entsprechend geringe Stickstoff-Gasstrome gewahlt. Im positiven lonen-

modus werden die Analyten bei einer Kapillarspannung von —4000 V ionisiert und mit
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einer Fragmentorspannung von 200 V analysiert (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.3). In

Abbildung 28 ist ein SIM Chromatogramm einer Faradiolester-Mischstandardlésung

abgebildet. Die einzelnen Verbindungen sind jeweils mit ihren Massenspuren

[M+Na]" dargestellt.
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Abbildung 28 HPLC API-ES MS Trennung von isolierten Faradiolestern (pos. lonenmodus),

Darstellung einzelner Massenspuren [M+Na]"

Mit dem chromatographischen System lassen sich die drei Faradiolester nach ihrer

Fettsaure-Kettenlange trennen, wobei Faradiollaurat als polarste Verbindung zuerst

eluiert. In Verbindung mit der massenselektiven Detektion ist die Bestimmung von

Faradiollaurat, -myristat und —palmitat moglich.

Da keine ausreichenden Mengen an isolierten Referenzverbindungen vorhanden

waren, konnten die Faradiolester nicht mit Hilfe von Kalibrierstandardlésungen be-

stimmt werden. Um dieses Problem zu umgehen, erfolgte in den nachfolgenden

Untersuchungen die Bestimmung der Calendula-Extrakte in den kosmetischen For-

mulierungen anhand des eingesetzten Calendula CO,-Extraktes. Als Leitsubstanzen
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zur externen Standardkalibrierung dienten Faradiolmyristat und Faradiolpalmitat.
Aufgrund des geringen Gehaltes in dem verwendeten Extrakt wurde auf die Bestim-

mung von Faradiollaurat als Leitsubstanz verzichtet.

Bestimmung des Extraktes in Emulsionen

Zur Entwicklung einer geeigneten Extraktionsmethode wurden zunachst drei
handelstbliche O/W-Emulsionen mit unterschiedlichen Fett- und Wassergehalten
mit jeweils 0,1 % Calendula-Extrakt (E 35, 37, 41, vgl. Abschnitt 9.1.2) versetzt, mit
verschiedenen Ldsungsmittelgemischen extrahiert und mit der LC/MS Methode
analysiert (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.3). Die Wiederfindungsraten wurden mit Hilfe
einer 0,1 % igen L6sung des gleichen Calendula-Extraktes ermittelt. Durch die Ver-
wendung eines Losungsmittelgemisches aus Methanol/tert-Butylmethylether (4:1,
v:v) wurde eine vollstandige Extraktion der Faradiolester erreicht. In Abbildung 29
sind SIM Chromatogramme der drei O/W-Emulsionen mit 0,1 % Calendula CO»-
Extrakt abgebildet. In den Chromatogrammen sind die Massenspuren der beiden

Faradiolester dargestellt.

Durch mitextrahierte Matrixbestandteile kommt es zu einer unterschiedlich starken
Beeinflussung der chromatographischen Trennung. Durch die Verwendung des
relativ unpolaren Lésungsmittelgemisches werden auch eine Vielzahl von lipophilen
Inhaltsstoffen der kosmetischen Formulierungen extrahiert, welche zur gleichen Zeit
von der Trennsaule eluieren wie die Faradiolester. Um den Einflu3 extrahierter
lipophiler Matrixbestandteile auf den Electrospray-lonisierungsprozeld zu ermitteln,
wurden Placebo-Formulierungen nach dem Extraktionsschritt mit 0,1 % Calendula-
Extrakt versetzt und mittels LC/MS analysiert. Anhand von Wiederfindungsraten
konnte gezeigt werden, dass die lonisierung der Faradiolester durch gleichzeitige
Elution von Emulsionsbestandteilen stark beeinflusst wird. Auch die Verwendung
anderer Losungsmittel wie Chloroform, Tetrahydrofuran und Hexan fihrte zu keiner
Verringerung der Matrixbelastung bei vollstandiger Extraktion der Faradiolester. Um
die Matrixbelastungen bei der Bestimmung von Calendula-Extrakt in kosmetischen
Formulierungen zu beriicksichtigen, ist daher eine externe Matrixkalibrierung mit den

entsprechenden Placebos erforderlich.
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mit jeweils 0,1 % Calendula CO,-Extrakt (pos. lonenmodus). Darstellung einzelner

Massenspuren [M+Na]"
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Methodenvalidierung

Zur Ermittlung der Validierungsdaten wurden Nachweis- und Bestimmungsgrenze
sowie Wiederfindungsrate und Reproduzierbarkeit der Methode untersucht. Hierzu
wurden die Daten der beiden Leitsubstanzen Faradiolmyristat und —palmitat zusam-
mengefasst. Die Bestimmung der Wiederfindungsrate erfolgte mit Hilfe dotierter
Placebos, indem mit und ohne Matrixkalibrierung quantifiziert wurde. Die relative
Standardabweichung wurde mittels Wiederholbestimmungen von Formulierungen
mit 0,1 % Calendula-Extrakt ermittelt. Die Validierungsparameter der Methode sind

in Tabelle 8 angegeben.

Tabelle 8 Validierungsparameter der LC/MS Bestimmung von Calendula-Extrakt in kosme-

tischen Formulierungen

Formulierung WFR 1 [%)] WEFR 11 [%] Rel. Stabw. [%]

E 35 145 99 3,0

E 37 30 103 2,5

E 41 20 103 3,2

WFR | Wiederfindungsrate ohne Matrixkalibrierung, Mittelwert der Leitsubstanzen Faradiol-
myristat und Faradiolpalmitat (n=5)

WFR I Wiederfindungsrate mit Matrixkalibrierung, Mittelwert der Leitsubstanzen Faradiol-
myristat und Faradiolpalmitat (n=5)

Rel. Stabw. Relative Standardabweichung, Mittelwert der Leitsubstanzen Faradiolmyristat und

Faradiolpalmitat (n=5)

Wie man anhand der Wiederfindungsrate ohne Matrixkalibrierung erkennt, hat die
Matrix einen grof3en Einfluss auf den lonisierungsprozel3. Daher ist es erforderlich,
Calendula-Extrakte in den untersuchten kosmetischen Formulierungen mittels
externer Matrixkalibrierung zu quantifizieren. Eine Wiederfindungsrate mit Matrix-
kalibrierung von rund 100 % weist auf eine vollstandige Extraktion der Faradiolester
aus den Formulierungen hin. Aufgrund der guten Reproduzierbarkeit der Methode
mit einer relativen Standardabweichung von unter 5 % sind Wiederholbestimmungen
bei der Untersuchung der Lagerstabilitaten nicht erforderlich. Mit Hilfe der LC/MS
Methode werden Nachweisgrenzen (S/N 3:1) von 0,1 pg/ml und Bestimmungsgren-
zen (S/N 10:1) von 0,5 pg/ml Calendula CO,-Extrakt erreicht. Bei der Bestimmung in
einer kosmetischen Matrix liegen die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fir die

Formulierungen E 37 und E 41 jedoch ca. um ein 10-faches hdher.
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5.2.2 Lagerstabilitat in O/W-Emulsionen

Mit Hilfe der LC/MS Methode wurde die Lagerstabilitat von Calendula-Extrakten in
kosmetischen Formulierungen untersucht. Hierbei wurden zwei handelsibliche O/W-
Emulsionen mit 0,1 % Calendula CO,-Extrakt hergestellt (vgl. Abschnitt 9.1.2) und
fur 6 Monate bei +6 °C, +40 °C, bei Raumtemperatur und Raumtemperatur unter
Lichteinfluss gelagert. Die Formulierungen wurden direkt nach der Herstellung sowie
nach 1, 3 und 6 Monaten Lagerung auf ihre Calendula-Extrakt-Gehalte untersucht,
wobei Faradiolmyristat und Faradiolpalmitat als Leitsubstanzen dienten. In
Abbildung 30 sind die Untersuchungsergebnisse dieser Studie dargestellt. Die

Angabe der einzelnen Gehalte erfolgt als Mittelwert der beiden Leitsubstanzen.

Gehalt [%]
100 -
80
60
1
40
Gehalt an
20 | Calendula officinalis
0 CO,-Extrakt
OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
RT +6 RT RT+L BR +6 RT RT+L BR +6 RT RT+L BR
1007 Lagerbedingungen
80
601 +6°C Kihlschrank (6°C)
2 01 RT Raumtemperatur
201 RT+L  Raumtemperatur
unter Lichteinfluf}
0- BR Brutschrank (40°C)
OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3 Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6 Mo 6Mo 6Mo 6Mo
RT +6 RT RT+L BR +6 RT RT+L BR +6 RT RT+L BR

Abbildung 30 Stabilitdt von Calendula CO,-Extrakt (Leitsubstanzen: Faradiolmyristat und Fa-
radiolpalmitat) in verschiedenen O/W-Emulsionen wéahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten:

1. Formulierung E 35, 2. Formulierung E 41

Der verwendete Calendula-Extrakt weist in beiden Formulierungen eine hohe Lager-
stabilitat auf, sofern die Proben unter Lichtausschluss bei +6 °C, +40 °C und bei
Raumtemperatur gelagert werden. Nur unter Einfluss von Sonnenlicht kommt es zu
einem deutlichen Abbau innerhalb der 6 monatigen Lagerung. Wahrend in der
Formulierung E 35 nach 6 Monaten noch rund 50 % des Anfangsgehaltes nachge-

wiesen werden konnte, waren es in der Formulierung E 41 trotz Zusatz von
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6 % Lichtschutzfiltern (UV-A und UV-B Filter) weniger als 40 %. Weiterhin war in den
Lichtmustern ein deutlicher Farbstoffabbau zu verzeichnen, wahrend die unter Licht-

ausschluss gelagerten Proben keine Farbveranderungen zeigten.

5.2.3 Verbesserung der Lagerstabilitat in O/W-Emulsionen

Zur Verbesserung der Lagerstabilitat unter Lichteinfluss wurde eine handelsibliche
O/W-Emulsion mit 0,1 % Calendula-Extrakt zum einen mit 0,5 % Tocopherolacetat
und zum anderen mit 0,5 % Tocopherolacetat und 0,05 % BHT versetzt (vgl. Ab-
schnitt 9.1.2). Tocopherolacetat und BHT wurden gewahlt, da es sich hierbei um un-
polare Antioxidantien handelt, die in einer Vielzahl von kosmetischen Produkten zur
Stabilisierung eingesetzt werden. Zum Vergleich wurde auch eine nicht stabilisierte
Formulierung hergestellt. Diese drei Formulierungen wurden ebenfalls fir 6 Monate
bei +6 °C, +40 °C, Raumtemperatur und Raumtemperatur unter Lichteinfluss
gelagert und in regelmaldigen Abstanden untersucht. In Abbildung 31 sind die
Untersuchungsergebnisse der stabilisierten Emulsionen E 38 und E 39 im Vergleich

zu der nicht stabilisierten Emulsion E 37 dargestellt.

Die bei Dunkelheit gelagerten Proben weisen eine gute Stabilitdt innerhalb einer
Lagerzeit von 6 Monaten auf. Beim Vergleich der Lichtmuster der drei Formulierun-
gen wird deutlich, dass ein Zusatz von Antioxidantien zur Verbesserung der Lager-
stabilitdt der Faradiolester beitragt. Wahrend in der nicht stabilisierten Formulierung
E 37 nach 6 Monaten Gehalte von 50 % des Anfangsgehaltes ermittelt wurden,
konnten die Gehalte durch Zusatz von Tocopherolacetat auf Gber 60 % und durch

Zusatz von Tocopherolacetat und BHT auf fast 80 % gesteigert werden.
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Abbildung 31 Stabilitdt von Calendula CO,-Extrakt (Leitsubstanzen: Faradiolmyristat und Fa-
radiolpalmitat) in verschiedenen O/W-Emulsionen mit 0,1 % Calendula CO,-Extrakt wahrend
einer Lagerzeit von 6 Monaten: 1. nicht stabilisiert (E 37), 2. mit Tocopherolacetat stabilisiert

(E 38), 3. mit Tocopherolacetat und BHT stabilisiert (E 39)

5.2.4 Penetrationseigenschaften von Calendula officinalis-Extrakten

Die Penetrationseigenschaft des Calendula CO,-Extraktes wurde mit Hilfe des in
vitro Schweinehautmodells anhand der Leitsubstanzen Faradiolmyristat und
Faradiolpalmitat untersucht (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.3). Ungefahr 20 mg einer
O/W-Emulsion mit 3 % Calendula-Extrakt (Formulierung D 7, vgl. Abschnitt 9.1.2)
wurden jeweils auf die Schweinehautscheiben appliziert. Nach einer Penetrations-
dauer von 20 Stunden wurden die einzelnen Hautschichten mit der LC/MS Methode
analysiert. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe einer externen Standardkalibrierung
unter Verwendung des eingesetzten Calendula-Extraktes. Abbildung 32 zeigt die

Ergebnisse dieser Penetrationsstudie, wobei die Gehalte die Mittelwerte einer
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Doppelbestimmung darstellen. Die berechneten Vertrauensbereiche der Mittelwerte

sind ebenfalls in der Graphik angegeben.
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Abbildung 32 Ergebnisse der in vitro Penetrationsstudie, Verteilung von Calendula CO,-

Extrakt auf bzw. in der Haut (Leitsubstanzen: Faradiolmyristat und Faradiolpalmitat)

Die beiden untersuchten Faradiolester verhalten sich hinsichtlich ihres Penetrations-
verhaltens vergleichbar. Uber 70 % des applizierten Calendula-Extraktes wurde nach
Abschluss der Penetrationsuntersuchungen wiedergefunden. Ungefahr jeweils die
Halfte des wiedergefundenen Calendula-Extraktes konnte auf der Oberflache und in
der Hornschicht nachgewiesen werden. In der Epidermis wurden nur Spuren (< 1 %)
gefunden, wahrend in der Dermis und Rezeptorphase keine Faradiolester nachge-
wiesen wurden. Um den Abbau der Faradiolester wahrend der Penetrationsstudie zu
untersuchen, wurde eine Faradiolester-Mischstandardldsung bei Raumtemperatur
gelagert und nach 24 Stunden analysiert. Ein Einfluss von Luftsauerstoff auf die
Stabilitat von Faradiolestern wurde nicht beobachtet. Eine Metabolisierung (z. B.

Esterspaltung) durch hauteigene Enzyme kann nicht ausgeschlossen werden.

Anhand der Penetrationsstudie konnte gezeigt werden, dass Faradiolester als kos-

metisch wirksame Inhaltsstoffe nach topischer Applikation zu einem geringen Teil in
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die tieferen Hautschichten (Epidermis) penetrieren. Weiterhin konnten in der Re-
zeptorphase keine unveranderten Wirkstoffe nachgewiesen werden, d. h. die Studie

gibt keine Hinweise auf eine perkutane Absorption der Faradiolester.
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5.3 Glycyrrhiza glabra

5.3.1 Analytik

Photometrische Untersuchungen

Die Bestimmung von Sufholzwurzel-Extrakt erfolgte anhand der Leitsubstanzen
Glycyrrhizinsdure und 18B-Glycyrrhetinsaure. Zur Charakterisierung dieser
pflanzlichen Wirkstoffe wurden zun&chst UV-Spektren von Referenzsubstanzen auf-
genommen (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.4). In Abbildung 33 sind die UV-Spektren

von wassrig-methanolischen Glycyrrhizin- und 18p-Glycyrrhetinsdure-Losungen

dargestellt.
Intens.
norm.
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Abbildung 33 UV-Spektren von Glycyrrhizinsédure und 18B-Glycyrrhetinséaure

Die UV-Spektren sind durch spezifische Maxima um 255 nm gekennzeichnet und
entsprechen damit den in der Literatur angegebenen Daten [133]. Die Maxima um
200 nm sind auf das Losungsmittel zurtickzufiihren. Wie man anhand der Abbildung
erkennt, ist eine Differenzierung der beiden Verbindungen mittels UV-Spektren nicht

maoglich.
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Massenspektrometrische Untersuchungen

Eine weitere Mdoglichkeit zur Charakterisierung dieser Leitsubstanzen bietet die
Technik der API-ES Massenspektrometrie. Die Parameter zur lonisierung und zum
lonentransfer innerhalb des Quadrupol-Massenspektrometers wurden anhand von
wassrig-methanolischen Lésungen der beiden Substanzen im FIA-Modus optimiert
(vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.4). Glycyrrhizin- und 18B-Glycyrrhetinsaure werden im
negativen lonenmodus bei einer Kapillarspannung von 4000 V ionisiert. Die
optimierte Fragmentorspannung fur beide Leitsubstanzen betragt 190 V. In
Abbildung 34 sind die API-ES Massenspektren von Glycyrrhizin- und 18-

Glycyrrhetinsaure dargestellt.
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Massenspektrum 18B-Glycyrrhetinsaure

Abbildung 34 API-ES Massenspektren von Glycyrrhizinsdure und 18-Glycyrrhetinsaure (neg.

lonenmodus)
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Glycyrrhizinsdure wird im negativen lonenmodus als [M-H] und als [M-H+22]
ionisiert. Die Bildung der 22 er-Addukte konnte, wie schon bei den Catechinen, nicht
geklart werden. 18B-Glycyrrhetinsaure wird massenspektrometrisch als [M-H] Quasi-

molekilionen ionisiert.

MS/MS-Fragmentierungsexperimente

Die Durchfuhrung der Fragmentierungsexperimente von Glycyrrhizinsaure erfolgte
mit Hilfe eines lonenfallen-Massenspektrometers (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.4). Die
[M-H] lonen wurden in der lonenfalle isoliert und mit einer Amplitude von 1,0 V se-

lektiv fragmentiert. In Abbildung 35 ist das Fragmentspektrum von Glycyrrhizinsaure

dargestellt.
Rel. . COOH
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Abbildung 35 API-ES MS/MS Fragmentierungsexperiment von Glycyrrhizinsaure (neg. lonen-

modus)

Das Fragment mit einer Molekilmasse von 351 amu kann dem Diglucuronséure-
Rest zugeordnet werden. Es entsteht durch Abspaltung der 18p-Glycyrrhetinsaure
aus dem Gesamtmolekul. Ein Fragment des 183-Glycyrrhetinsdure-Restes wurde im

negativen lonenmodus nicht erhalten.
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Kopplung LC/MS

Die Bestimmung von Glycyrrhizin- und 18B-Glycyrrhetinsaure wurde mittels LC/MS
durchgefuihrt. Eine RP-18 Saule (encapsulated) zeigte bei einer Flussrate von
200 pl/min eine gute chromatographische Trennleistung. Als Eluent kam ein
Gradient aus Methanol, Wasser und Ameisensaure zur Anwendung. Durch
Protonierung der Carboxylgruppen mit Hilfe der Ameisensdure wurde das
Retentionsverhalten und die Peakform deutlich verbessert. Die Parameter zur
lonisierung und zum lonentransfer innerhalb des Massenspektrometers wurden aus
den FIA-Experimenten tibernommen (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.4). In Abbildung 36
ist ein SIM Chromatogramm einer Glycyrrhizin- und 18p-Glycyrrhetinséure-

Mischstandardlésung dargestelit.
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Abbildung 36 HPLC API-ES MS Trennung von Glycyrrhizinséure und 18B-Glycyrrhetinsaure

(neg. lonenmodus), Darstellung einzelner Massenspuren [M-H]

Mit dem System lassen sich Glycyrrhizin- und 18p-Glycyrrhetinsdure chroma-
tographisch trennen und massenspektrometrisch bestimmen. Glycrrhizinsaure eluiert

als polarere der beiden Verbindungen zuerst von der RP-Trennséule.
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Bestimmung der Leitsubstanzen in Emulsionen

Die Entwicklung einer geeigneten Extraktionsmethode der Leitsubstanzen erfolgte
anhand von O/W- und W/O-Emulsionen, die mit Glycyrrhizinsdure und 18p-
Glycyrrhetinsaure dotiert wurden. Die Emulsionen wurden mit verschiedenen
Lésungsmittelgemischen extrahiert und anschlieRend mittels LC/MS analysiert. Die
Verwendung von Methanol und Wasser erméglichte eine vollstandige Extraktion der
Leitsubstanzen. Es entfallen weitere zeitaufwendige Extraktions- und Aufreinigungs-
schritte. Die Extrakte kdnnen nach Zentrifugation und Membranfiltration direkt zur
LC/MS Analyse eingesetzt werden (vgl. Abschnitt 9.2.4). In Abbildung 37 sind
die SIM Chromatogramme einer O/W- und W/O-Emulsion mit jeweils 0,5 % Suf3-
holzwurzel-Extrakt abgebildet. In den Chromatogrammen sind die beiden Massen-

spuren der Leitsubstanzen im negativen lonenmodus dargestellt.

In beiden kosmetischen Formulierungen konnte sowohl Gylyrrhizinsaure als auch
18B-Glycyrrhetinsdure bestimmt werden. Mitextrahierte Emulsionsbestandteile
fuhren zu keinen grofReren Beeintrachtigungen der chromatographischen Trennung

der Leitsubstanzen.
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Abbildung 37 HPLC API-ES MS Trennung von einer O/W- und einer W/O-Emulsion mit jeweils

0,5 % SuRholzwurzel-Extrakt (neg. lonenmodus), Darstellung einzelner Massenspuren [M-H]
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Methodenvalidierung

Die Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze erfolgte mittels Glycyrrhizin-
saure- und 18pB-Glycyrrhetinsaure-Standardldsungen. Zur Bestimmung der Wieder-
findungsrate wurden Formulierungen ohne Sifl3holzwurzel-Extrakt mit einer Misch-
standardlésung dotiert und untersucht. Die relative Standardabweichung wurde
mittels Wiederholbestimmungen von Emulsionen mit 0,5 % SufZholzwurzel-Extrakt

S 1 bestimmt. Die ermittelten Validierungsparameter sind in Tabelle 9 angegeben.

Tabelle 9 Validierungsparameter der LC/MS Bestimmung von Glycyrrhizin- und Glycyrrhe-

tinséaure in kosmetischen Formulierungen

NWG [ng/ml] | BSG [ng/ml] | WFR [%)] Rel. Stabw. [%]
Glycyrrhizinséaure 5 15 105 1,14
Glycyrrhetinsaure 3 8 97 8,07
NWG Nachweisgrenze (S/N 3:1)
BSG Bestimmungsgrenze (S/N 10:1)
WFR Wiederfindungsrate, Mittelwert O/W- und W/O-Emulsionen (n=6)

Rel. Stabw. Relative Standardabweichung, Mittelwert O/W- und W/O-Emulsionen (n=6)

Wie in Tabelle 9 dargestellt ist, werden Nachweisgrenzen von 5 bzw. 3 ng/ml sowie
Bestimmungsgrenzen von 15 bzw. 8 ng/ml erreicht. Die Wiederfindungsrate der bei-
den Leitsubstanzen in W/O- und O/W-Emulsionen betragt im Mittel rund 100 %. An-
hand der Wiederfindungsrate wird deutlich, dass die Matrix keinen negativen Einfluss
auf die Bestimmung hat. Daher ist eine Quantifizierung von Glycyrrhizin- und 18p-
Glycyrrhetinsaure mittels Matrixkalibrierung nicht erforderlich. Die Bestimmung der
Glycyrrhizinsédure erfolgt mit einer guten Reproduzierbarkeit, die sich in einer relati-
ven Standardabweichung von weniger als 2 % widerspiegelt. Die relative Standard-
abweichung von 8 % bei der Bestimmung der Glycyrrhetinsaure kann auf die geringe
Konzentration in dem verwendeten Extrakt zurtickgefiuihrt werden. Bei den folgenden
Untersuchungen wird auf Wiederholbestimmungen verzichtet, da die wesentlich
hoherkonzentrierte Glycyrrhizinsaure mit einer guten Reproduzierbarkeit bestimmt

werden kann.
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5.3.2 Glycyrrhizinsaure- und 18B-Glycyrrhetinsaure-Gehalte in pflanzlichen
Rohstoffen

Es wurden Sif3holzwurzel-Extrakte unterschiedlicher Extraktionsverfahren und ver-
schiedener Hersteller hinsichtlich ihrer Glycyrrhizinsaure- und 18p-Glycyrrhetinsaure-
Gehalte untersucht (vgl. Abschnitt 9.1.3). Die ermittelten Gehalte sind in Tabelle 10

angegeben.

Tabelle 10 Ermittelte Gehalte an Glycyrrhizinsaure und 18B-Glycyrrhetinsdure in verschie-

denen SiRholzwurzel-Extrakten

Gehalte [%] Extrakt S 1 | Extrakt S 2 | Extrakt S 3 | Extrakt S 4 | Extrakt S 5

Glycyrrhizinséaure 0,425 1,052 6,445 0,165 n.n.
18p-Glycyrrhetinsaure 0,0048 0,0070 0,0190 0,0011 0,0003

n.n. nicht nachweisbar

Wie man anhand der Untersuchungsergebnisse erkennt, weisen die Extrakte erheb-
liche Unterschiede in ihren Wirkstoffgehalten auf. Wahrend in den mit Alkohol, Was-
ser und Propylenglykol extrahierten Rohstoffen (S 1 - S 4) Glycyrrhizinsaure-Gehalte
von 0,165 bis 6,45 % bestimmt wurden, konnten in der mit Jojoba Ol extrahierten
Probe (S 5) keine Glycyrrhizinsdure nachgewiesen werden. Der sprihgetrocknete
Extrakt S 3 enthalt den héchsten Gehalt an Glycyrrhizinsaure. In allen untersuchten
Extrakten wurden nur geringe Mengen an 18B-Glycyrrhetinsdure nachgewiesen,
wobei im sprihgetrockneten Extrakt S 3 der héchste Gehalt mit 0,019 % ermittelt
wurde. Bei den Extrakten S 1 und S 2 korrelieren die Wirkstoffgehalte mit den
Trockenmassen der Extrakte. Extrakt S 2 mit einer Trockenmasse > 6 % weist
ungefahr doppelt so hohe Gehalte auf wie Extrakt S 1 mit einer Trocken-

masse > 3 %.
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5.3.3 Lagerstabilitat in Emulsionen

Zur Ermittlung der Lagerstabilitdt von SufRholzwurzel-Extrakt in kosmetischen Formu-
lierungen wurden handelsiibliche O/W- und W/O-Emulsionen mit 0,5 % Extrakt S 1
hergestellt (vgl. Abschnitt 9.1.3) und 6 Monate definiert gelagert. Die Formulierungen
wurden direkt nach der Herstellung sowie nach 1, 3 und 6 Monaten Lagerung auf
ihre Glycyrrhizinsdure und 18p-Glycyrrhetinsdure-Gehalte untersucht. In Abbildung
38 sind die Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 38 Stabilitdt von Glycyrrhizinsdure und 18B-Glycyrrhetinsaure in Emulsionen mit
0,5 % SuRholzwurzel-Extrakt wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten: 1. O/W-Emulsion (E 43),
2. W/O-Emulsion (E 44)

Der Suf3holzwurzel-Extrakt weist in beiden Formulierungen eine hohe Lagerstabilitat
auf, wobei in allen Mustern Gehalte von Uber 90 % des Anfangsgehaltes an
Glycyrrhizinsédure ermittelt wurden. Weder Temperaturen von +40 °C noch Lichtein-
fluss fuhrten zu einem verstarkten Glycyrrhizinsaure-Abbau. Die schwankenden 18-
Glycyrrhetinsaure-Gehalte von 80 bis 111 % des urspringlichen Gehaltes lassen
keinen eindeutigen Trend erkennen. Gehalte von tber 100 % kdnnten durch einen
Abbau der Glycyrrhizinsaure in 18p-Glycyrrhetinsaure und Diglucuronid-Rest

zustande kommen, wobei auch methodenbedingte Schwankungen aufgrund der
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relativen Standardabweichung von ca. 8 % berucksichtigt werden missen.
Eine besondere Stabilisierung der SufRholzwurzel-Extrakte in den kosmetischen

Formulierungen ist somit nicht erforderlich.

5.3.4 Penetrationseigenschaften von Glycyrrhiza glabra-Extrakten

Die Penetrationseigenschaften von Suf3holzwurzel-Extrakten wurde mit Hilfe des in
vitro Schweinehautmodells anhand der Leitsubstanz Glycyrrhizinsaure untersucht
(vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.4). In der Studie wurde eine O/W-Emulsion mit 5 %
SuRholzwurzel-Extrakt und 0,1 % Glycyrrhizin (Formulierung D 9, vgl. Abschnitt
9.1.3) verwendet. Der Glycyrrhizin-Zusatz war erforderlich, da der Gehalt an
Glycyrrhizinsdure aus dem Extrakt nicht ausreichend fir die Durchfihrung einer
Penetrationsstudie war. Auf die Verwendung von 18B-Glycyrrhetinsaure als zweite
Leitsubstanz wurde aufgrund der sehr geringen Gehalte im verwendeten Extrakt
verzichtet. Abbildung 39 zeigt die Ergebnisse dieser Penetrationsstudie, wobei die
ermittelten Gehalte die Mittelwerte einer vierfachen Bestimmung darstellen. Die
berechneten Vertrauensbereiche der Mittelwerte (Irrtumswahrscheinlichkeit 5 %) sind

ebenfalls in der Graphik angegeben.

Gehalt[%] Glycyrrhizinsdure
100

0F Oberflache
80 I H: Hornschicht
60 — E: Epidermis
a0l I || Dt Dermis
_ R: Rezeptorphase
20— T —1 WFR; Wiederfindungsrate
0

O H E D R WFR

Abbildung 39 Ergebnisse der in vitro Penetrationsstudie; Verteilung von Glycyrrhizinsdure auf

bzw. in der Haut

Fast die Halfte der applizierten Glycyrrhizinsaure verbleibt auf der Oberflache,
wahrend ungefahr 20 % in die Hornschicht penetrieren. In den lebenden Zellen der
Epidermis wurden Gehalte von 1,3 % ermittelt. Glycyrrhizinsdure penetriert nur in
geringen Mengen in die Dermis; diese konnten jedoch reproduzierbar in den vier

untersuchten Schweinehautstiicken bestimmt werden. In der Rezeptorphase wurde
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keine Glycyrrhizinsdure nachgewiesen. 73 % der applizierten Glycyrrhizinsédure
wurden in der Penetrationsstudie wiedergefunden. In einem weiteren Test fluhrte
eine Inkubation von Glycyrrhizinsdure mit zerkleinerter Schweinehaut zu einem
Abbau von 30 % innerhalb von 24 Stunden bei Raumtemperatur. Ein enzymatischer

Abbau der Gycyrrhizinsdure kann demnach angenommen werden.

Anhand der Penetrationsstudie konnte gezeigt werden, dass Glycyrrhizinsdure nach
topischer Applikation in die Haut penetriert und in lebenden Zellschichten nachweis-
bar ist. Eine perkutane Absorption des unverdnderten Wirkstoffs in die Rezeptor-

phase konnte nicht nachgewiesen werden.
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5.4 Terminalia sericea

5.4.1 Analytik

Photometrische Untersuchungen

Die Bestimmung von Terminalia sericea-Extrakt wurde anhand der Verbindung
Sericosid als Leitsubstanz durchgefiihrt. Als Referenzsubstanz wurde isoliertes
Sericosid verwendet, das von einem Rohstofflieferanten zur Verfiigung gestellt
wurde. Zur Charakterisierung des Sericosids wurde zunachst ein UV-Spektrum auf-
genommen (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.5). In Abbildung 40 ist ein UV-Spektrum

einer wassrig-methanolischen Sericosid-Losung dargestellit.

Rel.
Intens.

14 |

12 |

10 |

0 | Sericosid

200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Abbildung 40 UV-Spektrum von Sericosid

Neben dem UV-Maximum bei 205 nm, das zum Teil auch auf das verwendete
Losungsmittel zurtichzufiihren ist, sind keine weiteren Maxima erkennbar. Da die
farblose Verbindung nur Strahlung unspezifisch im UV-Bereich um 205 nm

absorbiert, ist eine selektive photometrische Detektion nicht mdglich.
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Massenspektrometrische Untersuchungen

Die massenspektrometrischen Untersuchungen von Sericosid wurden mit Hilfe eines
API-ES Quadrupol-Massenspektrometers anhand wassrig-methanolischer Lésungen
durchgefihrt. Die lonisierungsparameter wurden mittels FIA-Experimenten optimiert
(vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.5). Eine empfindliche lonisierung von Sericosid wird im
positiven lonenmodus bei einer Kapillarspannung von —4000 V erreicht. Als weitere
Parameter wurden ein Nebulizer-Druck von 30 psi und ein Trockengasstrom von
8 I/min bei 300 °C gewahlt. In Abbildung 41 ist ein API-ES Massenspektrum von

Sericosid dargestellt.

Intens. 4 689.4 [M+Na]"
80000 |
70000 |
60000 |
50000 CO,—B-D-Glucose
HO
40000 4
30000 4 HO CH,0H Sericosid
20000 |
10000 ] 527.3
0 T FAPTRY U SR P Lot
éoo 400 éoo éoo ‘m/z
Massenspektrum Sericosid

Abbildung 41 API-ES Massenspektrum von isoliertem Sericosid (pos. lonenmodus)

Sericosid wird im positiven lonenmodus als [M+Na]" ionisiert. Das zweite Signal bei
m/z 527,3 entspricht dem Natrium-Addukt der Sericinsdure, die durch Abspaltung
des Glucose-Restes aus dem Sericosid-Molekil entsteht. Die Intensitat dieses
Signals ist von der angelegten Fragmentorspannung abhangig. Eine Verringerung
der Fragmentorspannung fuhrte einerseits zu einer Verringerung des Sericinsaure-
Signals, andererseits aber auch zu einer Verringerung der Signalintensitat von
Sericosid. Um eine moglichst hohe lonenausbeute an Sericosid-lonen zu erhalten,

wurde eine Fragmentorspannung von 200 V gewahlt. Sericosid lasst sich auch im



5 Ergebnisse 92

negativen lonenmodus als [M-H] ionisieren. Im Vergleich zum positiven lonenmodus

ist dies aber mit einer wesentlich geringeren Nachweisempfindlichkeit verbunden.

MS/MS-Fragmentierungsexperimente

Zur Charakterisierung der isolierten Referenzsubstanz wurden Electrospray-
lonenfallen MS/MS-Fragmentierungsexperimente durchgefihrt (vgl. Abschnitt 9.2.1
und 9.2.5) (Abbildung 42).

1
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2
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Abbildung 42 API-ES MS/MS Fragmentierungsexperimente von isoliertem Sericosid (pos. lo-

nenmodus)
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In Abbildung 42 ist im Bild 1 das Massenspektrum von Sericosid abgebildet. Nach
Isolierung und selektiver Fragmentierung der lonen mit der Molmasse 689,4 amu
erhalt man die in Bild 2 dargestellten Fragmente. Im ersten Schritt der Fragmentie-
rung wird zunachst der Glucosyl-Rest abgespalten, es verbleibt das Fragment mit
527,4 amu. Das entstandene Fragment kann als Natrium-Addukt der Sericinsaure
interpretiert werden. Im zweiten Schritt der Fragmentierung (MSs, Bild 3) wird durch
Abspaltung der Carboxylgruppe das Fragment der Molmasse 483,4 amu erhalten.
Die einzelnen Fragmentspektren der isolierten Referenzsubstanz stehen im Einklang

mit der Molekulstruktur.

NMR-spektroskopische Untersuchungen

Zur weiteren Charakterisierung des isolierten Sericosids wurden NMR-
spektroskopische Untersuchungen durchgefuhrt (vgl. Abschnitt 9.2.1). Aufgrund von
Signaltiberlagerungen im 1D-Protonenspektrum wurden die **C- und *H-chemischen
Verschiebungen mit 2D-Korrelationsexperimenten bestimmt. Die Bc. und H-

Zuordnung der einzelnen Signale ist in Tabelle 11 angegeben.

Tabelle 11 Ergebnis der 'Hund 13C-NMR-Untersuchung von isoliertem Sericosid, Verschie-

bung [ppm] (d4s-Methanol, TMS)

Position 13C-Verschiebung 1H-Verschiebung Position 13C-Verschiebung lH-Verschiebung
1 47,70 1,927/0,901 19 82,43 3,275

2 69,60 3,791 20 35,94 -

3 85,97 3,053 21 29,40 1,769/1,671
4 44,39 - 22" 33,27 1,783/1,665
5 57,29 0,971 23 23,74 1,227

6 19,96 1,617/1,428 24 66,16 4,033/3,390
7 34,08 1,459/1,317 25 17,43 0,978

8 40,88 - 26 17,68 0,722

9 49,31 1,771 27 24,97 1,280
10 39,22 - 28 178,75 -

11 25,11 1,983 29° 28,62 0,948
12 124,79 5,333 30 25,16 0,937

13 144,34 - 1% 95,82 5,369

14 42,60 - 2 73,87 3,326

15 29,45 1,659/1,008 36 78,69 3,410

16 28,38 2,314/1,721 4°" 71,06 3,359
17 47,12 - 5eu 78,24 3,359

18 45,04 3,050 6°" 62,36 3,824/3,680

* Die Zuordnung der Signale von Position 21 und 22 sowie von Position 29 und 30 ist nicht eindeutig.
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Abbildung 43 Struktur von Sericosid

Mit Hilfe der NMR-Daten konnte die Struktur des isolierten Sericosids bestatigt
werden (Abbildung 43). Anhand der Kopplungskonstanten konnte gezeigt werden,

dass der Glucoserest B-verknipft vorliegt.

Kopplung LC/MS

Die Bestimmung von Sericosid wurde mit Hilfe der Kopplung LC/MS durchgefihrt,
wobei die Parameter zur lonisierung und zum lonentransfer innerhalb des Quadru-
pol-Massenspektrometers wiederum aus den FIA-Experimenten Gbernommen wur-
den. Zur chromatographischen Trennung wurde eine RP-18 Saule (encapsulated)
und als Eluent ein Methanol/Wasser/Ameisensaure-Gradient verwendet (vgl. Ab-
schnitt 9.2.1 und 9.2.5). In Abbildung 44 ist ein SIM Chromatogramm von isoliertem

Sericosid dargestellt.

Sericosid (Peak 2) eluiert nach einer Retentionszeit von 7 min. Beim zweiten Peak
im Chromatogramm (Peak 1) handelt es sich vermutlich um eine isomere Verbin-
dung des Sericosids, die mit einem gleichen Masse/Ladungsverhéltnis detektiert

wird. Eine Charakterisierung des Peak 1 wurde nicht durchgefinhrt.
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Abbildung 44 HPLC API-ES MS Trennung von isoliertem Sericosid (pos. lonenmodus), Dar-

stellung der Massenspur [M+Na]"

Bestimmung von Sericosid in Emulsionen

Mit Hilfe von O/W- und W/O-Emulsionen, die mit Sericosid dotiert wurden, erfolgte
die Methodenentwicklung zur Extraktion von Sericosid aus kosmetischen Formulie-
rungen. Die Verwendung von Methanol und Wasser als Extraktionsmittel fihrte zu
einer quantitativen Extraktion von Sericosid aus den Emulsionen (vgl. Abschnitt
9.2.5). In Abbildung 45 ist ein SIM Chromatogramm einer handelsiblichen W/O-

Emulsion mit 0,005 % Terminalia sericea-Extrakt dargestellt (vgl. Abschnitt 0).

Neben dem Sericosid wurde in der kosmetischen Formulierung auch eine massen-
gleiche Verbindung nachgewiesen, die zur gleichen Retentionszeit wie die vermutete
isomere Verbindung eluiert. Aus dem Chromatogramm der extrahierten Probe geht
hervor, dass mitextrahierte Matrixbestandteile zu keiner Beeinflussung der Chroma-
tographie fuhren. In gleicher Weise stellt sich die Bestimmung von Sericosid in O/W-

Emulsionen mit 0,005 % Terminalia sericea-Extrakt dar.
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Abbildung 45 HPLC API-ES MS Trennung von einer W/O-Emulsion mit 0,005 % Terminalia se-

ricea-Extrakt (E 47) (pos. lonenmodus), Darstellung einer Massenspur [M+Na]"

Methodenvalidierung

Die Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze wurde anhand von Serico-
sid-Standardlésungen durchgefiihrt. Die Wiederfindungsrate wurde mit kosmeti-
schen Formulierungen, die mit Sericosid dotiert wurden, ermittelt. Die Reproduzier-
barkeit der entwickelten Methode wurde mit Hilfe von Wiederholbestimmungen von
O/W- und W/O-Emulsionen mit 0,005 % Terminalia sericea-Extrakt untersucht. Die

ermittelten Validierungsparameter sind in Tabelle 12 angegeben.

Tabelle 12 Validierungsparameter der LC/MS Bestimmung von Sericosid in kosmetischen

Formulierungen

NWG [ng/ml] | BSG [ng/ml] | WFR [%)] Rel. Stabw. [%]

Sericosid 0,1 0,5 102,8 4,46
NWG Nachweisgrenze (S/N 3:1)

BSG Bestimmungsgrenze (S/N 10:1)

WFR Wiederfindungsrate, Mittelwert O/W- und W/O-Emulsionen (n=6)

Rel. Stabw. Relative Standardabweichung, Mittelwert O/W- und W/O-Emulsionen (n=6)
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Mit der LC/MS Methode wird eine Nachweisgrenze von 0,1 ng/ml und eine Bestim-
mungsgrenze von 0,5 ng/ml erreicht. Die Wiederfindungsrate von ca. 100 % zeigt,
dass Sericosid quantitativ extrahiert wurde und keine Beeinflussung der lonisierung
durch andere Inhaltsstoffe der Formulierungen zu beobachten ist. Die entwickelte
Methode zeichnet sich durch eine gute Reproduzierbarkeit aus, die sich in einer
relativen Standardabweichung von < 5 % widerspiegelt. Die weitergehenden Unter-
suchungen zur Lagerstabilitdt wurden in Einfachbestimmungen durchgefiihrt, wobei

die Quantifizierung mittels externer Standardkalibrierung erfolgte.

5.4.2 Sericosid-Gehalte in pflanzlichen Rohstoffen

Es wurden drei unterschiedliche Terminalia sericea-Extrakte von Rohstofflieferanten
bezogen (vgl. Abschnitt 0) und auf ihre Sericosid-Gehalte untersucht. In

Tabelle 13 sind die Gehalte angegeben.

Tabelle 13 Ermittelte Gehalte an Sericosid in verschiedenen Terminalia sericea-Extrakten
Gehalte [%] Extrakt T 1 Extrakt T 2 Extrakt T 3
Sericosid 86,2 25,2 0,2

Die Extrakte weisen groRe Unterschiede bezlglich ihrer Wirkstoffgehalte auf.
Wahrend im Extrakt T 1 nach alkoholischer Extraktion und Umkristallisation 86,2 %
Sericosid enthalten ist, konnte im Extrakt T 3 nach Extraktion mit Butylenglykol ein
Gehalt von weniger als 1 % ermittelt werden. In dem mit Phospholipiden

verkapselten Sericosid in Extrakt T 2 wurde 25,2 % bestimmt.

5.4.3 Lagerstabilitat in Emulsionen

Zur Ermittlung der Lagerstabilitét von Terminalia sericea-Extrakt in kosmetischen
Formulierungen wurden handelstbliche O/W- und W/O-Emulsionen mit 0,005 %
Extrakt T 1 hergestellt (vgl. Abschnitt 0) und tber 6 Monate definiert gelagert. Die
Formulierungen wurden wiederum direkt nach der Herstellung sowie nach 1, 3 und
6 Monaten Lagerung auf ihre Sericosid-Gehalte untersucht. In Abbildung 46 sind die

Ergebnisse der Untersuchung dargestellt.
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Abbildung 46 Stabilitdt von Sericosid in Emulsionen mit 0,005 % Terminalia sericea-Extrakt

wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten: 1. O/W-Emulsion (E 48), 2. W/O-Emulsion (E 47)

Der Terminalia sericea-Extrakt weist eine gute Lagerstabilitat in beiden kosmetischen
Formulierungen auf. Gehalte von tber 100 % Sericosid kbnnen auf geringe metho-
denbedingte Schwankungen zurlckgefuhrt werden. Betrachtet man die Lagerstabi-
litdt von Terminalia sericea-Extrakt hinsichtlich des Hauptinhaltsstoffs Sericosid, ist
eine Stabilisierung in den untersuchten kosmetischen Formulierungen nicht

erforderlich.

5.4.4 Penetrationseigenschaften von Terminalia sericea-Extrakten

Die Untersuchung der Penetration von Terminalia sericea-Extrakten in die Haut wur-
de anhand der Leitsubstanz Sericosid mit Hilfe des in vitro Schweinehautmodells
durchgefuhrt (vgl. Abschnitt 9.2.5). Eine O/W-Emulsion mit 0,25 % Terminalia-
Extrakt T 1 (Formulierung D 8, vgl. Abschnitt 0) wurde in dieser Studie auf die
Schweinehautscheiben appliziert. In Abbildung 47 sind die Ergebnisse der Penetrati-
onsuntersuchungen dargestellt, wobei die angegebenen Gehalte die Mittelwerte ei-
ner dreifachen Bestimmung darstellen. Die Fehlerbalken in der Graphik stellen die

berechneten Vertrauensbereiche der Mittelwerte (Irrtumswahrscheinlichkeit 5 %) dar.
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Abbildung 47 Ergebnisse der in vitro Penetrationsstudie; Verteilung von Sericosid auf bzw. in

der Haut

Ca. 70 % des applizierten Sericosids penetrierte nicht und verblieb auf der Haut-
oberflache. In der Hornschicht wurden 24 % Sericosid gefunden, wahrend in der
Epidermis und Dermis nur Gehalte von 1 % bzw. ca. 0,3 % ermittelt wurden. Die in
der Dermis nachgewiesenen Spuren kénnen als gesichert gelten, da das Sericosid in
allen untersuchten Hautstiicken gefunden wurde. Eine perkutane Absorption konnte
nicht nachgewiesen werden. Ca. 93 % des applizierten Sericosids wurden nach
Beendigung der Penetrationsstudie wiedergefunden, wobei der Vertrauensbereich
des Mittelwertes weniger als 1 % betragt. Anhand der Penetrationsstudie konnte
gezeigt werden, dass Sericosid nach topischer Applikation in die Haut penetriert und

in Spuren in lebenden Zellschichten nachzuweisen ist.
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5.5 Echinacea purpurea

5.5.1 Analytik

Photometrische Untersuchungen

Zur Untersuchung von Echinacea purpurea-Extrakten diente Cichoriensaure als
kosmetisch wirksame Leitsubstanz. Als Referenzsubstanz wurde isolierte Cichorien-
saure verwendet, die von einem Rohstofflieferanten zur Verfigung gestellt wurde.
Die isolierte Cichoriensaure wurde zuerst mittels UV-Spektrum charakterisiert (vgl.
Abschnitt 9.2.1 und 9.2.6) (Abbildung 48).
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Abbildung 48 UV-Spektrum von Cichoriensaure

Das dargestellte UV-Spektrum zeigt die charakteristischen Absorptionsmaxima von
Cichoriensaure, die auch schon von Bauer et al. beschrieben wurden [89]. Das

Hauptabsorptionsmaximum liegt bei ca. 330 nm.

Massenspektrometrische Untersuchungen

Zur massenspektrometrischen Untersuchung wurden Spektren einer wassrig-
methanolischen  Cichoriensaure-Losung mit einem  API-ES  Quadrupol-

Massenspektrometer aufgenommen (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.6). Die Optimierung
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der lonisierungsparameter wurde mittels FIA-Experimenten durchgefuhrt. Cichorien-
saure wird im negativen lonenmodus bei einer Kapillarspannung von 4000 V ioni-
siert. Ein Vernebelungsdruck von 30 psi bei einem Trockengasfluss von 8 I/min und
einer Temperatur von 300 °C erwiesen sich als optimale Gerateparameter. Zum
lonentransfer wurde eine Fragmentor- bzw. CID-Spannung von 70 V gewahlt. In

Abbildung 49 ist ein API-ES Massenspektrum von Cichoriensaure dargestellt.
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Abbildung 49 API-ES Massenspektrum von isolierter Cichoriensaure (neg. lonenmodus)

Cichoriensaure wird im negativen lonenmodus als [M-H] und als [M-H+22] Quasi-
molekulionen ionisiert. Bei den [M-H+22] lonen im negativen lonenmodus handelt es
sich um die gleiche Art von Addukten, deren Erscheinen schon vorher bei den

Grlntee-Catechinen und der Glycyrrhizinsaure beschrieben wurden.

MS/MS-Fragmentierungsexperimente

Zur Charakterisierung von Cichoriensaure wurden weiterhin lonenfallen MS/MS-
Fragmentierungsexperimente durchgefihrt (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.6)
(Abbildung 50).
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Abbildung 50 API-ES MS/MS-Fragmentierungsexperimente von isolierter Cichoriensaure (neg.
lonenmodus)

In ersten Schritt wurden die [M-H] lonen in der lonenfalle isoliert (Bild 1) und mit
einer Amplitude von 0,80 V selektiv fragmentiert. Die entstandenen Fragmente sind
in Bild 2 dargestellt. Im zweiten Schritt der Fragmentierung (MS3) wurden lonen der

Molmasse 310,9 amu isoliert und mit einer Amplitude von 0,75 V fragmentiert
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(Bild 3). Im rechten Teil der Abbildung sind mdgliche Fragmente der Cichoriensaure

dargestellt.

NMR-spektroskopische Untersuchungen

Weiterhin wurden NMR-spektroskopische Untersuchungen der isolierten Cichorien-
saure durchgefiihrt (vgl. Abschnitt 9.2.1). Die **C- und *H-Zuordnung der einzelnen

Signale ist in Tabelle 14 angegeben.

Tabelle 14 Ergebnis der 'H und *C-NMR-Untersuchung von isolierter Cichoriensaure, Ver-
schiebung [ppm] (ds-Methanol, TMS)

Position 3C-Verschiebung 'H-Verschiebung

169,65 -
72,48 5,803
167,72 -

© 00 N O 01~ WDN -

el
()

113,68
148,60
127,60
123,44
116,59
150,04
146,93
115,26

6,368
7,655
6,992
6,791

7,086

HO

HO

11

10

OH

OH

Abbildung 51 Struktur von Cichoriensaure

Mit Hilfe der NMR-Daten konnte die Struktur der isolierten Cichoriensédure bestétigt
werden (Abbildung 51). Mit Ausnahme der Positionen 3 und 4 zeigen die NMR-

Daten eine gute Ubereinstimmung mit Untersuchungen von Soicke et al. [125].
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Kopplung LC/MS

Die Bestimmung von Cichoriensédure erfolgte mit Hilfe der Kopplung Flissigchroma-
tographie und API-ES Quadrupol-Massenspektrometrie. Zur chromatographischen
Trennung wurde eine RP-18 Saule (acid base deactivated) verwendet. Bei diesem
Fullmaterial wurde die Oberflache speziell fur die Trennung von Sauren und Basen
behandelt. Als mobile Phase kam ein Gradient aus Methanol und 1 % iger wassriger
Ameisensaure zur Anwendung (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.6). Die Ameisensaure
diente dabei zur Protonierung der Cichorienséure. Durch den Ameisensaure-Zusatz
konnte das Retentionsverhalten und die Peakform der S&aure erheblich verbessert
werden. Die Parameter zur lonisierung und zum lonentransfer wurden aus den FIA-
Experimenten Ubernommen. In Abbildung 52 ist ein SIM Chromatogramm einer

Cichoriensaure-Standardlosung dargestellt.

Rel.
Intens.

80 - Massenspur (473,2 amu)
Cichoriensaure [M-HJ

60 4

40 -

20 A

2 4 6 8 10 12 min

Abbildung 52 HPLC API-ES MS Trennung von isolierter Cichoriensaure (neg. lonenmodus),

Darstellung einer Massenspur [M-H]

Der Cichoriensaure-Peak zeigt ein deutliches Tailing. Die Verwendung anderer
Trennmaterialen und Eluenten fiihrte zu keiner Verbesserung der Peakform. Auch
das in der Literatur beschriebene optimierte Trennsystem von Bauer, der mit einer
RP-18 Saule (LiChrospher 100 RP-18, Fa. Merck) und einem Gradienten aus



5 Ergebnisse 105

Acetonitril und 0,1 % iger wassriger ortho-Phosphorsaure arbeitete, fihrte zu einem
Peaktailing [104].

Bestimmung von Cichorienséaure in Emulsionen

Zur Entwicklung einer Extraktionsmethode wurden handelstbliche O/W- und W/O-
Emulsionen ohne Pflanzenextrakt mit Cichoriensaure dotiert (vgl. Abschnitt 9.1.5)
und mit verschiedenen Lodsungsmitteln extrahiert. Die Verwendung von THF,
Methanol und Wasser fuhrte zu einer quantitativen Extraktion und zu keiner negati-
ven Beeintrachtigung der chromatographischen Trennung. Der extrahierte Analyt
kann nach Membranfiltration ohne weitere Probenvorbereitung direkt ins LC/MS
System injiziert werden (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.6). Abbildung 53 zeigt ein
Chromatogramm einer W/O-Emulsion.

Rel.
Intens.

120 4

100 -

80 | Formulierung D 17

W/O-Emulsion
60 -

40 |

20

2 4 6 8 10 12 min

Abbildung 53 HPLC API-ES MS Trennung von einer W/O-Emulsion mit 0,5 % Echinacea purpu-

rea-Extrakt (D17) (neg. lonenmodus), Darstellung einer Massenspur [M-H]

Bestandteile der Emulsionsmatrix fuhren in einer W/O-Emulsion mit Echinacea
purpurea-Extrakt zu keiner Beeintrachtigung der chromatographischen Trennung. In
gleicher Art und Weise stellt sich die Bestimmung von Cichorienséure in einer O/W-

Emulsion dar.
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Methodenvalidierung

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze der Methode wurde anhand von Cichorien-
saure-Standardlésungen ermittelt. Die Bestimmung der Wiederfindungsrate erfolgte
mit kosmetischen Formulierungen, die mit Cichoriensaure dotiert wurden. Die Re-
produzierbarkeit wurde mit Wiederholbestimmungen von W/O- und O/W-Emulsionen
mit 0,5 % Echinacea purpurea-Extrakt E 1 untersucht. Die ermittelten

Validierungsparameter sind in Tabelle 15 angegeben.

Tabelle 15 Validierungsparameter der LC/MS Bestimmung von Cichoriensaure in kosmeti-

schen Formulierungen

NWG [ng/ml] | BSG [ng/ml] | WFR [%)] Rel. Stabw. [%]

Cichoriensaure 50 100 106,6 0,83
NWG Nachweisgrenze (S/N 3:1)

BSG Bestimmungsgrenze (S/N 10:1)

WFR Wiederfindungsrate, Mittelwert O/W- und W/O-Emulsionen (n=6)

Rel. Stabw. Relative Standardabweichung, Mittelwert O/W- und W/O-Emulsionen (n=6)

Es wurden fur Cichorienséaure eine Nachweisgrenze von 50 ng/ml und eine Bestim-
mungsgrenze von 100 ng/ml erreicht. Ein Grund fur die relativ geringe Nachweis-
empfindlichkeit der Cichoriensaure liegt in der breiten Peakform. Anhand der Wie-
der-findungsrate wird deutlich, dass die Matrix nur einen sehr geringen Einfluss auf
die Bestimmung der Cichoriensaure hat. Daher ist eine Matrixkalibrierung zur Quan-
tifizierung der Cichoriensaure nicht erforderlich. Aufgrund der sehr guten Reprodu-
zierbarkeit der entwickelten Methode kann bei den folgenden Untersuchungen auf

Wiederholbestimmungen verzichtet werden.

5.5.2 Cichoriensaure-Gehalte in pflanzlichen Rohstoffen

Es wurden Echinacea purpurea-Extrakte unterschiedlicher Pflanzenteile und Extrak-
tionsverfahren auf ihre Cichoriensdure-Gehalte untersucht (vgl. Abschnitt 9.1.5). Die

Gehalte sind in Tabelle 16 aufgefihrt.
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Tabelle 16 Ermittelte Gehalte an Cichorienséure in verschiedenen Echinacea purpurea-
Extrakten

Gehalte [%] Extrakt E 1 Extrakt E 2 Extrakt E 3 Extrakt E 4
Cichoriensaure 4,1 0,2 n.n. n.

n.n. nicht nachweisbar

n. nachweisbar

Die untersuchten Extrakte verschiedener Hersteller weisen grof3e Unterschiede in
ihren Cichoriensaure-Gehalten auf. Wéahrend in drei Extrakten nur Spuren (wassrig-
alkoholische Extrakte E 2 und E 4) oder tberhaupt keine Cichoriensédure nachweis-
bar waren (Wurzel-Extrakt E 3), war im Extrakt E 1 (getrockneter Pref3saft) eine sehr

hohe Cichoriensaurekonzentration von 4,1 % enthalten.

5.5.3 Lagerstabilitat in Emulsionen

Es wurden eine handelsibliche O/W- und W/O-Emulsion mit 0,5 % Echinacea
purpurea-Extrakt E 1 hergestellt (vgl. Abschnitt 9.1.5) und fir 6 Monate bei +6 °C,
+40 °C, bei Raumtemperatur und Raumtemperatur unter Lichteinfluss gelagert. Die
Formulierungen wurden direkt nach der Herstellung sowie nach 1, 3 und 6 Monaten

auf ihre Cichorienséure-Gehalte untersucht (Abbildung 54).

Gehalt [%]

Leitsubstanz
Cichoriensaure

1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
RT +6 RT RT+L BR +6 RT RT+L BR +6 RT RT+L BR )
Lagerbedingungen

I +6°C Kihlschrank (6°C)
= RT Raumtemperatur
I RT+1L Raumtemperatur
I unter Lichteinflufy
OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo  BR Brutschrank (40°C)

1
RT +6 RT RT+L BR +6 RT RT+L BR +6 RT RT+L BR

Abbildung 54 Stabilitdt von Cichoriensdure in Emulsionen mit 0,5 % Echinacea purpurea-
Extrakt wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten: 1. O/W-Emulsion (D 16), 2. W/O-Emulsion
(D 17)
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Der Cichoriensdure-Gehalt nimmt wahrend der Lagerung uUber 6 Monate in den
kosmetischen Formulierungen ab. Wahrend in den +6 °C-Mustern nach 6 Monaten
in beiden Formulierungen noch ca. 94 % des Anfangsgehaltes bestimmt wurden, war
der Abbau bei den +40 °C-Proben mit Gehalten von 70 bzw. 80 % besonders deut-
lich. Der erhohte Abbau der Cichoriensdure in den bei +40 °C gelagerten
Emulsionen wird wahrend der gesamten Lagerzeit beobachtet. Beim Vergleich der
beiden Emulsionen zeigt sich eine erh6hte Stabilitat der Cichoriensaure in der W/O-
Emulsion (D 17). Dieser Trend zeigt sich besonders deutlich mit zunehmender
Lagerzeit. Die Stabilisierung von Cichoriensdure in Emulsionen ist innerhalb dieser
Studie nicht untersucht worden, ist aber fur zukunftige Projekte durchaus erforder-
lich.

5.5.4 Penetrationseigenschaften von Echinacea purpurea-Extrakten

Die Penetrationseigenschaften von Echinacea purpurea-Extrakten wurden anhand
der Leitsubstanz Cichoriensaure mit Hilfe des in vitro Schweinehautmodells unter-
sucht (vgl. Abschnitt 9.2.1 und 9.2.6). In dieser Studie wurde eine handelsubliche
O/W-Emulsion mit 7 % Echinacea purpurea-Extrakt E 1 (Formulierung D 10, vgl. Ab-
schnitt 9.1.5) verwendet.

Gehalt [%] Cichoriensaure
100

Oberflache
Hornschicht
Epidermis
Dermis
Rezeptorphase

FR: Wiederfindungsrate

80

60 — J —

40 +— 1

201
0 : ==

O H E D R WFR

=EA0MITO

Abbildung 55 Ergebnisse der in vitro Penetrationsstudie; Verteilung von Cichorienséaure auf

bzw. in der Haut

Rund 40 % der applizierten Cichoriensaure penetrierte nicht und verblieb auf der
Hautoberflache, wahrend 18 % in die Hornschicht und 2 % in die lebenden Zellen

der Epidermis penetrierte. In der Dermis und Rezeptorphase konnte in dieser
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Penetrationsstudie keine Cichoriensédure nachgewiesen werden. 62,5 % der unver-
anderten, applizierten Prifsubstanz wurden in der Penetrationsstudie wieder-
gefunden. Ein enzymatischer Abbau der Cichoriensaure wahrend der Penetration ist
wahrscheinlich, da in einer weiteren Studie eine Inkubation von Cichoriensédure mit
zerkleinerter Schweinehaut innerhalb von 20 Stunden bei Raumtemperatur zu einem
vollstdndigen Abbau der Substanz fiihrte. Bei Lagerung der Cichoriensaure ohne
Schweinehaut wurde unter sonst gleichen Bedingungen ein Abbau von lediglich 5 %

ermittelt.

Mit Hilfe des in vitro Schweinehautmodells konnte gezeigt werden, dass Cichorien-
saure in lebende Zellschichten der Epidermis penetriert, wahrend eine perkutane
Absorption des unveranderten Wirkstoffs in die Rezeptorphase nicht nachgewiesen

werden konnte.
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6 Diskussion

Die in dieser Arbeit verwendeten Pflanzenextrakte wurden wegen ihrer in der Litera-
tur beschriebenen hautpflegenden Eigenschaften ausgewahlt (vgl. Abschnitt 3).
Extrakte aus Griinem Tee fuhren nach topischer Applikation dank ihrer antioxidativen
Eigenschaften zu einer Verringerung des oxidativen Stresses von Hautzellen und
schitzen somit vor einer Hautschadigung. Extrakte aus Calendula officinalis,
Glycyrrhiza glabra, Terminalia sericea und Echinacea purpurea wurden fur die
Studien aufgrund ihrer entzindungshemmenden und antiirritativen Wirkung ausge-

wahlt.

Die Analytik der komplex zusammengesetzten Pflanzenextrakte im Rohmaterial, in
den kosmetischen Mitteln sowie in den Penetrationsproben erfolgte anhand von
Leitsubstanzen, die zur kosmetischen Wirksamkeit beitragen. Da die antioxidative
Wirkung von Griintee-Extrakten hauptsachlich auf ihren Gehalten an Catechinen
beruht, erfolgte die Bestimmung mit Hilfe ausgewahlter Catechine als Leitsubstan-
zen. Aufgrund ihres Gehaltes in den Extrakten und ihrer beschriebenen Wirksamkeit
wurden hierbei Catechin, Epicatechin, Epigallocatechin, Epigallocatechingallat und
Epicatechingallat verwendet. In den Extrakten aus Calendula officinalis, Glycyrrhiza
glabra und Terminalia sericea sind Triterpenoide fir die entzindungshemmende und
antiirritative Wirkung verantwortlich. Wéahrend im Calendula officinalis-Extrakt die
Faradiolester als Leitsubstanzen ausgewdahlt wurden, erfolgte die Bestimmung des
Glycyrrhiza  glabra-Extraktes anhand von  Glycyrrhizinsaure und  18p-
Glycyrrhetinsaure. Im Terminalia sericea-Extrakt wurde Sericosid als wirksamer
Inhaltsstoff bestimmt. Die Wirkung des Echinacea purpurea-Extraktes wird u. a. der
Cichoriensaure zugeschrieben; daher wurde diese als Leitsubstanz zur Quantifizie-

rung ausgewahlt.
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6.1 Analytik

Camellia sinensis

Mit Hilfe der LC/MS Methode konnten neben 8 Grintee-Catechinen noch Gallus-
saure chromatographisch getrennt und massenselektiv detektiert werden. Die
Trennung erfolgte an einer RP-8 Saule, wobei als Eluent ein Gradient aus Methanol
und 0,1 % wassriger Ameisensaure zum Einsatz kam (vgl. Abschnitt 9.2.2). Die
interessierenden Verbindungen konnten ohne aufwendige Probenvorbereitung
sowohl im Pflanzenextrakt-Rohstoff als auch in den Emulsionen und Penetrations-
proben bestimmt werden. Mit Nachweisgrenzen von 5 bis 15 ng/ml an einzelnen
Catechinen in den Formulierungen konnte eine empfindliche Methode etabliert
werden. Mit relativen Standardabweichungen von unter 3 % zeigt die Methode eine

gute Reproduzierbarkeit (vgl. Abschnitt 5.1.1).

Die Bestimmung von Griintee-Catechinen wird auch von anderen Arbeitsgruppen
beschrieben. Hohne und Engelhard [126] und Arce et al. [127] analysierten Catechi-
ne in Tee mittels Kapillarelektrophorese (CE) in Kombination mit UV-Detektion. Die
beschriebenen Methoden mittels Kapillarelektrophorese zeichnen sich durch kurze
Analysenzeiten von weniger als 20 min aus. Aufgrund der geringen Nachweis-
empfindlichkeit ist die Kapillarelektrophorese in Verbindung mit der UV-Detektion
jedoch nicht geeignet, Gehalte im unteren pg/kg-Bereich nachzuweisen, wie es bei
der Analytik in kosmetischen Mitteln erforderlich ist. Andere Arbeitsgruppen verwen-
den zur Bestimmung von Catechinen HPLC Trennsysteme. Kuhr und Engelhardt [23]
beschreiben eine HPLC Trennung mit UV-Detektion nach Festphasenextraktion. Sie
verwendeten eine RP-18 Trennsaule und einen Gradienten aus Acetonitril und 2 %
wassriger Essigsaure. Die Methode zeichnet sich durch relative Standardab-
weichungen von 5 bis 10 % aus. Kiehne und Engelhardt [128] trennten Catechine
ebenfalls mit Hilfe von reversed-phase Material nach Festphasenextraktion. Die
Detektion erfolgte hier durch direkte Kopplung mit einem Thermospray-
Massenspektrometer. Die Catechine wurden im positiven lonenmodus hauptséchlich
als [M+H]" Quasimolekiilionen ionisiert. Die mit Gallusséure veresterten Catechine
zeigten noch weitere Signale, die durch Spaltung der Esterbindung entstanden sind.

Wahrend die erste HPLC Methode mit einer aufwendigen Probenvorbereitung und
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einer unselektiven UV-Detektion verbunden ist, liefert die zweite Methode unter Ver-
wendung eines Massenspektrometers neben einer selektiven Detektion noch
Informationen zur Struktur der Analyten und kommt so der Methode der Wahl sehr
nahe. Die in dieser Arbeit verwendete Kopplung einer RP-HPLC mit einem ESI-
Massenspektrometer ermoglicht die Bestimmung von Catechinen ohne Festphasen-
extraktion nicht nur in Griintee-Extrakten, sondern auch in komplexen kosmetischen

Formulierungen und Penetrationsproben.

Durch einen Zusatz von 200 pug/ml Vit C konnten in dieser Arbeit die Catechine in der
Messlosung stabilisiert werden, so dass eine reproduzierbare Bestimmung von
grol3en Probenserien mittels automatischem Probengeber mdoglich ist. Nach
15 stundiger Lagerung bei Raumtemperatur wurden von den 5 untersuchten
Catechinen Wiederfindungsraten von tber 90 % ermittelt. Auch andere Arbeitsgrup-
pen haben sich mit der Stabilisierung von Catechinen wahrend der Analyse
beschaftigt. Um einen oxidativen Abbau von Epigallocatechingallat wahrend der
Analyse zu vermeiden, verwenden Dvorakova et al. [129] ebenfalls einen Zusatz von
Vit C. In der beschriebenen Methode wurden Hautproben und kosmetische
Formulierungen mit einer Losung aus Vit C und EDTA versetzt und anschlieBend mit
Ethylacetat extrahiert. Tsuchiya et al. [20] beschreiben eine RP-HPLC Methode zur
Bestimmung von 8 Grintee-Catechinen in menschlichem Speichel. Die Catechine
werden nach Komplexierung mit Diphenylborat bei einem pH-Wert von 8,5 mittels
Flussig-Flussig-Extraktion isoliert. Durch diese Komplexierung konnten die

Catechine wahrend der Analyse stabilisiert werden.

Calendula officinalis

Es wurden Faradiollaurat, -myristat und -palmitat aus einem Calendula CO,-Extrakt
mittels praparativer DC und semipraparativer HPLC isoliert. Zur Identifizierung der
Verbindungen wurden MS/MS-Fragmentierungsexperimente und NMR-
spektroskopische Untersuchungen durchgefuhrt (vgl. Abschnitt 9.2.3). Die NMR-
Daten weisen gute Ubereinstimmungen mit Untersuchungen von Zitterl-Eglseer et al.
[63] auf. Diese Arbeitsgruppe konnte erstmalig Faradiolester aus Calendula
officinalis-Bluten isolieren und charakterisieren. Nach wiederholter Saulenchroma-
tographie und semipraparativer HPLC wurden die isolierten Faradiolester mittels

Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie untersucht. In friheren Arbeiten
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wurden Untersuchungen zur Struktur der Faradiolester nur nach Spaltung der Ester
durchgefuihrt. Wahrend die abgetrennten Triterpenalkohole mit spektroskopischen
Methoden charakterisiert wurden, erfolgte die Identifizierung der entsprechenden
Fettsauren nach Methylveresterung mit Hilfe der Gaschromatographie [61, 130].
Wahrend bei der massenspektrometrischen Untersuchung der Faradiolester nur In-
formationen Uber das Gesamtmolekil erhalten werden, erforderte die gaschroma-
tographische Bestimmung der gebundenen Fettsduren eine Umesterung. Mit Hilfe
der in dieser Arbeit durchgefiihrten MS/MS-lonenfallen-Fragmentierungsexperimente
ist es moglich, die estergebundenen Fettsduren ohne vorherige Spaltung direkt zu

charakterisieren.

Es wurde eine Methode zur direkten Bestimmung der Faradiolester mit Hilfe der
Kopplung Flissigchromatographie-Massenspektrometrie entwickelt. Nach Extraktion
mit einem Losungsmittelgemisch (vgl. Abschnitt 9.2.3) kdnnen die Faradiolester so-
wohl in Pflanzenextrakten als auch in kosmetischen Formulierungen und Hautproben
ohne weitere Probenvorbereitung bestimmt werden. Die chromatographische Tren-
nung der drei Faradiolester erfolgte unter Verwendung von RP-18 Material und eines
wasserfreien Gradienten aus Methanol, tert-Butylmethylether und Ammoniumacetat.
Die Methode zeichnet sich durch eine gute Reproduzierbarkeit (relative Standardab-
weichung < 5 %) und kurze Analysenzeiten von 26 min aus. Trotz der selektiven
Detektion hat die komplexe kosmetische Matrix einen starken Einfluss auf die

lonisierung, so dass eine Matrixkalibrierung erforderlich ist (vgl. Abschnitt 5.2.1).

Die Analytik von Faradiolestern unter Verwendung von HPLC Trennsystemen wird
auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben. Della-Loggia et al. [61] beschreiben
die Verwendung von Kieselgel Trennsaulen, die mit Silberionen belegt sind. Mit Hilfe
dieser HPLC Séaulen erreichten sie bei der Untersuchung von Calendula-Extrakten
eine Abtrennung der Faradiolester von Arnidiolestern. Reznicek et al. [131] verwen-
den zur Bestimmung von Faradiolestern in Pflanzenextrakten und kosmetischen
Formulierungen ein reversed-phase Trennsystem in Kombination mit einem
UV-Detektor. Nach dinnschichtchromatographischer Vortrennung erfolgte die
Bestimmung der Faradiolester auf einer RP-18 Trennphase mit einem Gradienten
aus Methanol und wassriger Trifluoressigsaure. Aufgrund einer unselektiven
Detektion bei 210 nm ist bei dieser Methode eine vollstdndige Abtrennung anderer

Matrixbestandteile erforderlich. Dieses spiegelt sich auch in einer Analysenzeit von
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tber 70 min wider. Die DC ist eine schnelle, aber auch unempfindliche und unselek-
tive Technik im Screening von Pflanzenextrakten auf ihre Faradiolester-Gehalte. Zur
halbquantitativen Bestimmung von Faradiolestern in Calendula officinalis-Bliten
verwendeten Zitterl-Eglseer et al. [132] Kieselgel als stationdre Phase und
n-Hexan/Ethylacetat als mobile Phase. Die Detektion erfolgte mit einem

Anisaldehyd-Sprihreagenz.

Die LC/MS Methode zeichnet sich gegenluber den beschrieben Methoden anderer
Arbeitsgruppen durch kurze Analysenzeiten in Verbindung mit einer selektiven und

empfindlichen Detektion bei minimaler Probenvorbereitung aus.

Glycyrrhiza glabra

Es wurde eine LC/MS Methode zur Bestimmung von Glycyrrhizinsdure und 18-
Glycyrrhetinsaure entwickelt. Die beiden Verbindungen werden unter Verwendung
eines Gradienten aus Methanol und wassriger Ameisensaure an RP-18 Material ge-
trennt (vgl. Abschnitt 9.2.4). Die Methode zeichnet sich durch geringe Probenvorbe-
reitung, kurze Analysenzeiten und Bestimmungsgrenzen im unteren ug/kg-Bereich
aus. Bei der Untersuchung von Hautproben und kosmetischen Formulierungen
fuhrte bei der Probenvorbereitung mitextrahierte Matrix zu keiner Beeintréachtigung

der Bestimmung (vgl. Abschnitt 5.3.1).

Die Analytik von Glycyrrhizinsaure und 18p-Glycyrrhetinsdure wird auch in der Lite-
ratur beschrieben. Wahrend Chen und Sheu [133] die beiden Verbindungen in
pharmazeutischen Produkten mittels CE untersuchten, verwendeten andere Arbeits-
gruppen reversed-phase HPLC Trennsysteme in Kombination mit UV-Detektion
[134, 135, 136]. Gerade bei der Untersuchung von matrixbelasteten Hautproben und
kosmetischen Formulierungen bietet die massenselektive Detektion Vorteile gegen-
Uber der UV-Detektion, da bei der MS-Detektion in der Regel eine zeitintensive
Probenvorbereitung und eine aufwendige chromatographische Trennung nicht

erforderlich ist.
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Terminalia sericea

Zur Bestimmung von Sericosid in Pflanzenextrakten, kosmetischen Formulierungen
und Hautextrakten wurde eine LC/MS Methode entwickelt (vgl. Abschnitt 9.2.5).
Nach einer RP-HPLC Trennung in Verbindung mit einer massenselektiven Detektion
wird im positiven lonenmodus eine Bestimmungsgrenze von 0,5 ng/ml erreicht (vgl.
Abschnitt 5.4.1). Bombardelli et al. [85] beschéftigten sich auch mit der Bestimmung
von Sericosid in pflanzlichen Rohstoffen. Sie beschreiben die Verwendung einer
reversed-phase Trennsaule in Kombination mit der UV-Detektion. Die unspezifische
Detektion bei 205 nm ist jedoch auf Proben begrenzt, die nur eine geringe Matrixbe-

lastung aufweisen.

Echinacea purpurea

Zur Charakterisierung der Cichoriensaure-Referenzsubstanz wurden UV- und NMR-
spektroskopische Untersuchungen sowie MS/MS-Fragmentierungsexperimente
durchgefihrt (vgl. Abschnitt 9.2.6). Sowohl das UV-Spektrum als auch die ermittelten
NMR-Daten zeigen gute Ubereinstimmungen mit Untersuchungen von Soicke et al.
[125] und Bauer et al. [89]. Weitere Strukturinformationen wurden mit Hilfe von
MS/MS-Fragmentspektren erhalten. Die einzelnen Signale konnten maoglichen Frag-
menten von Cichoriensdure zugeordnet werden. Die MS/MS-Fragmentierung von
Cichoriensaure wurde auch von Maffei Facino et al. [98] beschrieben, wobei
diese Arbeitsgruppe die fast atom bombardment tandem mass spectrometry (FAB-
MS/MS)-Technik im negativen lonenmodus verwendete. Neben den in dieser Arbeit
beschriebenen Fragmenten wurden mit Hilfe der FAB-lonisierung noch zwei weitere
Fragmente erhalten, die der Weinsaure sowie der Weinséure nach Abspaltung von

zwei Molekilen Wasser zugeordnet werden konnten.

Zur Bestimmung von Cichoriensaure in Pflanzenextrakten, kosmetischen Formulie-
rungen und Hautextrakten wurde eine Methode zur chromatographischen Trennung
und massenselektiven Detektion entwickelt. Die Trennung erfolgte an einer RP-18
Séule, wobei als Eluent ein Gradient aus Methanol und 1 % wassriger Ameisensaure
zum Einsatz kam (vgl. Abschnitt 9.2.6). Infolge eines deutlichen Peaktailings wird nur

eine Bestimmungsgrenze von 100 ng/ml in den kosmetischen Formulierungen
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erhalten. Mit einer relativen Standardabweichung von unter 1 % zeigt die LC/MS

Methode jedoch eine sehr gute Reproduzierbarkeit (vgl. Abschnitt 5.5.1).

Die Analytik von Cichorienséure wird auch in der Literatur beschrieben. Bauer und
Bauer et al. verwendeten die RP-HPLC Technik in Verbindung mit der UV-Detektion
[137, 104]. Es kamen verschiedene Gradienten aus Acetonitril, Wasser und Phos-
phorsdure zum Einsatz. Aber auch diese chromatographischen Trennsysteme wei-
sen ein deutliches Peaktailing auf. Ein derartiger Eluent unter Zusatz von Phosphor-
saure konnte in dieser Arbeit nicht verwendet werden, da bei der direkten Kopplung
der Flussigchromatographie mit der ESI-Massenspektrometrie die Verwendung
fluchtiger Puffer notwendig ist. Die Charakterisierung von Echinacea-Extrakten kann
auch mit Hilfe dinnschichtchromatographischer Fingerprints erfolgen [89]. Diese
Methodik ist jedoch aufgrund ihrer geringen Selektivitdt und Empfindlichkeit auf Pro-
ben beschrankt, die relativ hohe Analytgehalte und eine geringe Matrixbelastung

aufweisen.
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6.2 Untersuchungsergebnisse

6.2.1 Gehalte an kosmetisch wirksamen Inhaltsstoffen in den Extrakten

Die Griuntee-Extrakte unterschiedlicher Herstellungsverfahren bzw. verschiedener
Hersteller weisen erhebliche Unterschiede in ihren Catechin-Gehalten auf (vgl. Ab-
schnitt 5.1.2). Wahrend im Extrakt G 2 nach wéassriger Extraktion und Sprihtrock-
nung ein Catechin-Gehalt von ca. 12 % ermittelt wurde, enthélt der mit Catechinen
angereicherte Extrakt G 4 mehr als 50 % Catechine. Bezlglich der Wirkstoffgehalte
ware die Verwendung von Extrakt G 4 zur Herstellung kosmetischer Formulierungen
zu empfehlen. Neben dem Wirkstoffgehalt sind aber auch andere Parameter wie die
in vivo und in vitro Wirksamkeit, Toxizitat, Geruch, Farbe, Ldslichkeit und nicht zu-
letzt der Rohstoffpreis wichtig. In dieser Arbeit wurden die Extrakte G 1 und G 2 ver-
wendet. Anhand verschiedener Chargen des Extraktes G 2 konnte gezeigt werden,
dass neben dem Herstellungsverfahren auch andere Faktoren wie z. B. der Ernte-
zeitpunkt sowie Ernte- und Lagerbedingungen einen Einfluss auf den Wirkstoffgehalt
haben. Schwankungen im Wirkstoffgehalt innerhalb verschiedener Chargen phar-
mazeutischer Produkte unter Zusatz von Pflanzenextrakten wurde auch von Bauer
beobachtet, der Echinacea purpurea Presssaft-Praparate auf Cichoriensaure- und
Alkamid-Gehalte untersuchte [104].

Der verwendete Calendula officinalis-Extrakt wurde durch Hochdruckextraktion von
Calendula officinalis-Bliten mit Uberkritischem Kohlendioxid (CO,) hergestellt. Der
Gehalt an Faradiolestern in dem Extrakt betragt nach Herstellerangaben 22,1 %. Die
Verwendung von Uberkritischem CO, eignet sich besonders gut zur Extraktion von
Calendula officinalis-Bluten, da auf diese Weise lipophile Extrakte mit einem hohen
Gehalt an Faradiolestern gewonnen werden. Untersuchungen von Della Loggia et al.
[60] zeigen, dass ein Calendula CO,-Extrakt eine wesentlich hdhere entziindungs-
hemmende Wirkung aufweist als ein wassrig-alkoholischer Extrakt. Ein Vorteil der
Extraktion mit CO, gegenuber organischen Losungsmitteln besteht auch darin, dass
durch die Verwendung von CO; keine Probleme mit Losungsmittelriickstanden in

den Extrakten auftreten.
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Der Einfluss der Polaritdt des Extraktionsmittels auf den Wirkstoffgehalt wird auch
bei den untersuchten Glycyrrhiza glabra-Extrakten deutlich (vgl. Abschnitt 5.3.2).
Wahrend die mit Hilfe polarer LOsungsmittel hergestellten Extrakte S 1 - S4
Glycyrrhizinsaure-Gehalte von 0,165 bis 6,445 % aufweisen, war in der mit Jojoba Ol
hergestellten Probe S 5 keine Glycyrrhizinsdure nachweisbar. Der Gehalt des sprih-
getrockneten Extraktes S 3 an Glycyrrhizin- und 18p-Glycyrrhetinsdure ist
erwartungsgemaf um ein Vielfaches hoher als in den flissigen Extrakten, da diese
zum grol3ten Teil aus Losungsmittel bestehen. Bei den Extrakten S 1 und S 2 eines
Herstellers korrelieren die Wirkstoffgehalte mit den angegeben Trockenmassen der
Extrakte. Extrakt S 2 mit einer Trockenmasse von uber 6 % weist auch ungefahr
doppelt so hohe Gehalte auf wie Extrakt S 1 mit einer Trockenmasse > 3 %. Trotz
der guten Korrelation in diesem Fall wird im allgemeinen durch die Angabe eines
Gesamtextraktgehaltes nur ein sehr niedriges Qualitatsniveau festgeschrieben [7].
Zur Untersuchung der Lagerstabilitat und des Penetrationsverhaltens wurde der Ex-
trakt S 1 verwendet, der auf eine Trockenmasse von mindestens 3 % standardisiert

ist.

Wahrend die zuvor beschriebenen Pflanzenextrakte komplexe Gemische mit einem
meist geringen Anteil an wirksamen Inhaltsstoffen darstellen, handelt es sich beim
Terminalia sericea-Extrakt T 1 um einen fast reinen pflanzlichen Einzelwirkstoff. Der
durch alkoholische Extraktion und anschlieBende Umkristallisation gewonnene Ex-
trakt enthalt 86,2 % an dem kosmetisch wirksamen Sericosid (vgl. Abschnitt 5.4.2).
Neben dem hohen Wirkstoffgehalt zeichnet sich dieser Extrakt auch durch seine

Farb- und Geruchlosigkeit aus.

Die Echinacea purpurea-Extrakte weisen erhebliche Unterschiede in ihren Cicho-
riensaure-Gehalten auf (vgl. Abschnitt 5.5.2). Wéahrend in den drei Extrakten E 2 -
E 4 nur Spuren bzw. Uberhaupt keine Cichoriensaure nachweisbar waren, war im
Extrakt E 1 (getrockneter Presssaft) ein Gehalt von 4,1 % enthalten. Anhand der
Untersuchungsergebnisse wird der Einfluss der verwendeten Pflanzenteile auf die
Zusammensetzung der Extrakte deutlich. Wahrend in den Extrakten aus
frischem Sonnenhutkraut Cichoriensaure nachgewiesen wurde, enthielt der Wurzel-

extrakt E 3 keine Cichoriensaure. Der Einfluss der verwendeten Pflanzenteile auf
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den Cichoriensaure-Gehalt von Echinacea Drogen wurde auch von Bauer et al.
untersucht [89]. Wéahrend in den Bluten Gehalte von 2,2 % ermittelt wurden, waren in
den Sprossachsen nur noch 0,4 % enthalten. Weitere Untersuchungen von Bauer
ergaben, dass bei Echinacea-Extrakten neben den verwendeten Pflanzenteilen be-
sonders der Herstellungsprozess einen Einfluss auf den Cichoriensaure-Gehalt hat.
Es wird vermutet, dass pflanzeneigene Enzyme wahrend der Herstellung der
Extrakte an einem Abbau von Cichoriensdure beteiligt sind. Werden durch einen
speziellen Herstellungsprozess die entsprechenden Enzyme inaktiviert, weisen die

Extrakte wesentlich h6here Gehalte auf [104].

6.2.2 Untersuchung der Lagerstabilitaten

Die Lagerung der kosmetischen Formulierungen erfolgte bei +6 °C, +40 °C, Raum-
temperatur und Raumtemperatur unter Lichteinfluss Giber eine Dauer von 6 Monaten.
Durch die Auswahl einer relativ groRen Temperaturspanne und den Einfluss von
Sonnenlicht bei der Lagerung kdnnen auch schon nach einer Lagerzeit von 6 Mo-
naten Ruckschlisse auf ein spateres Mindesthaltbarkeitsdatum der entwickelten
Formulierungen getroffen werden. Gerade in der Anfangsphase der Entwicklung
neuer kosmetischer Mittel ist es erforderlich, in einer relativ kurzen Zeit Daten zur
Lagerstabilitat der entsprechenden Produkte bzw. der eingesetzten Wirkstoffe zu
erhalten. Die Formulierungen wurden in dieser Arbeit direkt nach der Herstellung
sowie nach 1, 3 und 6 Monaten auf ihre Wirkstoffgehalte untersucht. Durch die
kurzen Untersuchungsintervalle ist es moglich, schon vor Ablauf der 6 monatigen

Lagerung auf einen eventuellen Abbau der Wirkstoffe zu reagieren.

Camellia sinensis

Die untersuchten Griintee-Catechine zeigen sowohl in den nicht stabilisierten W/O-
Emulsionen (N 27, E 26) als auch in der O/W-Emulsion (E 32) einen starken Abbau
wahrend der Lagerung. Nach 6 monatiger Lagerung bei +40 °C sind die Catechine in
den Formulierungen nur noch in Spuren oder tUberhaupt nicht mehr nachweisbar. In
dieser Studie unterlagen Epigallocatechin und Epigallocatechingallat als oxidations-

empfindlichere Substanzen in der Regel einem starkeren Abbau als Catechin,
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Epicatechin und Epicatechingallat. Dieser Trend konnte Uber die gesamte Lagerzeit
von 6 Monaten beobachtet werden. Der Abbau der Catechine wéahrend der Lagerung
war mit einer Farbverdnderung der Formulierungen von fast weil3 nach leicht braun
verbunden (vgl. Abschnitt 5.1.3 bis 5.1.6).

Dvorakova et al. machten wéahrend der Lagerung einer hydrophilen Salbengrundlage
mit 10 % Epigallocatechingallat &hnliche Beobachtungen [129]. Nach einer
zweiwochigen Lagerung bei +37 °C wurde ein starker Abbau an Epigallocatechin-
gallat bestimmt, verbunden mit einer leichten Braunfarbung der Proben. In der
Formulierung waren bereits nach zweitagiger Lagerung bei 37 °C 10 % der einge-
setzten Menge abgebaut. Es liegt die Vermutung nahe, dass die Braunfarbung durch
rotbraune Oxidationsprodukte der Catechine entsteht. Auch bei der Herstellung des
schwarzen Tees aus Teeblattern werden die enthaltenen Catechine, die farblose
Substanzen darstellen, zu rotbraunen Kondensationsprodukten oxidiert. Diese Kon-

densationsprodukte zahlen zu den Theaflavinen und Thearubiginen [18].

Zur Stabilisierung der Catechine wurden den kosmetischen Formulierungen Licht-
schutzfilter, BHT, Vit C und EDTA zugesetzt. Wahrend ein Zusatz von Lichtschutz-
filtern und EDTA zu einer O/W-Emulsion (N 24) zu keiner erkennbaren Veranderung
der Lagerstabilitdt gegentber einer nicht stabilisierten O/W-Emulsion flhrt, hat ein
Zusatz von BHT in der W/O-Emulsion (N 28) einen prooxidativen Effekt. In den bei
+40 °C gelagerten Proben fuhrt ein Zusatz von 0,05 % BHT zu einem vollstédndigen
Abbau der Griintee-Catechine. Dieser prooxidative Effekt von BHT konnte in der
O/W-Emulsion nicht beobachtet werden. Im Gegensatz zu Dvorakova et al. [129], die
durch Zusatz von BHT eine hydrophile Salbengrundlage mit 10 % Epigallocatechin-
gallat stabilisierten, fuhrte der Zusatz von BHT bei den in dieser Arbeit untersuchten

Formulierungen zu keiner Verbesserung der Lagerstabilitat.

Durch Zusatz von 0,2 % Vit C konnte die Stabilitat der Griintee-Catechine in W/O-
und O/W-Emulsionen deutlich erhéht werden. In den Formulierungen E 27 und E 21
wurden nach 6 Monaten Wiederfindungsraten von 70-80 % bei Raumtemperatur und
40-60 % bei +40 °C ermittelt. Eine Erhdéhung der Vit C-Konzentration in den
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Formulierungen fihrte nur bei den O/W-Emulsionen zu einer geringen Verbesserung
der Lagerstabilitéat. Untersuchungen der Vit C-Gehalte ergaben, dass mit Ausnahme
der Formulierung E 21 (Lichtmuster) in allen Formulierungen nach 6 monatiger Lage-
rung noch Ascorbinsaure nachzuweisen war. Somit war in fast allen Formulierungen

nach einer Lagerzeit von 6 Monaten noch ein gewisser oxidativer Schutz vorhanden.

Ein Erklarungsansatz fur die bessere Wirksamkeit von Vit C gegentiber BHT bietet
die Polaritdt der beiden Verbindungen. Wéahrend Vit C ebenso wie die Grintee-
Catechine in der wassrigen Phase der Emulsion gelost ist, befindet sich das

lipophile BHT in der Olphase der Emulsion.

Calendula officinalis

Der Calendula-Extrakt weist in den untersuchten Formulierungen eine sehr gute La-
gerstabilitat auf, sofern die Proben unter Lichtausschluss gelagert werden. Nur unter
Einfluss von Sonnenlicht kommt es zu einem deutlichen Abbau der Faradiolester,
der sich in Wiederfindungsraten von 40-50 % nach einer Lagerzeit von 6 Monaten
widerspiegelt. Durch einen Zusatz der Antioxidantien BHT und Tocopherolacetat
konnte die Wiederfindungsrate nach 6 Monaten auf fast 80 % gesteigert werden (vgl.
Abschnitt 5.2.3). Zitterl-Eglseer et al. [138] untersuchten ebenfalls die Stabilitat von
Faradiolestern in Formulierungen mit Calendula-Extrakt. Anhand von Faradiol-
myristat als Leitsubstanz zeigten Zitterl-Eglseer et al., dass die untersuchten Salben
bei langeren Lagerzeiten keine hohen Verluste an Faradiolestern aufwiesen. Bei den
Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe ist jedoch davon auszugehen, dass die

Proben in Tuben unter Ausschluss von Sonnenlicht gelagert wurden.

Die Stabilitatssteigerung der Faradiolester in den Lichtmustern durch Zusatz von
Antioxidantien deutet auf einen durch Sonnenlicht induzierten, oxidativen Abbau der
Faradiolester wahrend der Lagerung hin. Ein durch UV-Strahlen induzierter Abbau
der Faradiolester ist jedoch nicht wahrscheinlich, da ein Zusatz von UV-
Lichtschutzfiltern zur Formulierung E 41 nicht zur Verbesserung der Lagerstabilitat
fuhrte. Auch ein direkter Abbau der Faradiolester durch sichtbares Licht kann ausge-

schlossen werden, da Faradiolester als farblose Verbindungen nur Licht im
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UV-Bereich absorbieren (siehe UV-Spektren). Ein mdoglicher Abbaumechanismus
der Faradiolester ware Uber die im Calendula-Extrakt enthaltenen Carotinoide denk-
bar. Carotinoide absorbieren als farbige Verbindungen sichtbares Licht und werden
als oxidationsempfindlich beschrieben [139]. So kénnten Oxidationsprodukte der Ca-
rotinoide in Sekundarreaktionen zu einem Abbau der Faradiolester fuhren. Auf einen
Carotinoid-Abbau deutet auch eine Entfarbung der Formulierungen wéahrend der

Lagerung unter Lichteinfluss hin.

Glycyrrhiza glabra

Der Glycyrrhiza glabra-Extrakt weist in den untersuchten W/O- und O/W-Emulsionen
eine gute Lagerstabilitat auf, wenn man die Gehalte an Glycyrrhizinsdure betrachtet.
Nach einer Lagerzeit von 6 Monaten wurden in den Formulierungen zwischen 90 und
100 % der urspringlichen Gehalte ermittelt. Die schwankenden Gehalte an 18-
Glycyrrhetinsaure von 80 bis 111 % lassen keinen eindeutigen Trend erkennen (vgl.
Abschnitt 5.3.3). Ein Anstieg der 18p-Glycyrrhetinsaure-Konzentration wahrend der
Lagerung koénnte durch einen Abbau der Glycyrrhizinsaure erklart werden. Eine
maogliche Aufspaltung von Glycyrrhizinsdure durch saure oder enzymatische Hydro-
lyse in ihr Aglykon 18p-Glycyrrhetinsdure und Diglucuronsaure wird auch in der
Literatur beschrieben [73]. Da in den Formulierungen jedoch ein pH-Wert von 5-6
vorherrscht und ein enzymatischer Abbau nicht zu erwarten ist, ist der Anstieg der
18B-Glycyrrhetinsdure-Gehalte wahrscheinlich auf methodenbedingte Schwankun-

gen zurtckzufihren.

Terminalia sericea

Wie schon der Glycyrrhiza glabra-Extrakt zeigt auch der Terminalia sericea-Extrakt
eine gute Lagerstabilitat in kosmetischen Formulierungen. In allen untersuchten
Formulierungen wurden mindestens 90 % des eingesetzten Sericosids wiedergefun-
den (vgl. Abschnitt 5.4.3). Gehalte Uber 100 % lassen sich wiederum auf gewisse
methodenbedingte Schwankungen zurickfiihren. Die Lagerstabilitdt von Sericosid in
einer kosmetischen Formulierung wurde auch von Bombardelli et al. [85] untersucht.
Nach einer Lagerzeit von drei Monaten bei +35 °C sowie nach einem Jahr bei
Raumtemperatur konnte diese Arbeitsgruppe keinen Abbau des Sericosids nachwei-

sen.



6 Diskussion 123

Echinacea purpurea

Die Cichoriensaure zeigt wahrend der Lagerung der Proben deutliche Abbau-
reaktionen, wobei in den +40 °C Proben und den Lichtproben die geringsten Gehalte
ermittelt wurden. Nach einer 6 monatigen Lagerung bei +40 °C wurden in der O/W-
Emulsion 70 % und in der W/O-Emulsion 80 % der eingesetzten Cichoriensaure
wiedergefunden (vgl. Abschnitt 5.5.3). Als méglicher Abbaumechanismus ist die Hyd-
rolyse der Cichoriensaure in Kaffeesaure und Weinséure denkbar. Zur genauen Kla-
rung dieser Fragestellung sind Untersuchungen der Formulierungen hinsichtlich der

Gehalte an Kaffee- und Weinsaure erforderlich.

6.2.3 Untersuchung der Penetrationseigenschaften

Mit Hilfe des in vitro-Schweinehautmodells konnte gezeigt werden, dass keine der
ausgewahlten Leitsubstanzen der Pflanzenextrakte in unveranderter Form in die
Rezeptorphase penetriert, d. h. es erfolgte keine perkutane Absorption. Unter per-
kutaner Absorption versteht man den Durchgang von Komponenten durch die Haut,
wobei aber deren weitere Reaktivitat in der Haut nicht angezeigt wird. Die Bestim-
mung der perkutanen Absorption erlaubt eine Abschéatzung der systemischen
Wirkung von kosmetischen Inhaltsstoffen nach topischer Applikation [112]. Da die
Studien keine Hinweise auf eine systemische Wirkung der Leitsubstanzen geben,
gibt es aus toxikologischen und pharmakologischen Grinden bezuglich dieser
Ergebnisse keine Einschréankungen fur deren Einsatz in kosmetischen Mitteln. Die
Untersuchung der perkutanen Absorption wird auch in den COLIPA (European
Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association)-Richtlinien fir kosmetische Inhalts-
stoffe gefordert [140], wonach die Uberpriifung der perkutanen Absorption eine ent-
scheidende Rolle bei der Sicherheitsbewertung von kosmetischen Rohstoffen und

Fertigprodukten spielt.

Die Penetrationsuntersuchungen geben weiterhin Hinweise auf eine mdgliche kos-
metische Wirksamkeit der pflanzlichen Inhaltsstoffe. Viele Aktivstoffe zeigen nur eine
kosmetische Wirkung, wenn diese in die Hornschicht oder in tiefere Schichten der
Epidermis penetrieren [141]. Es konnte gezeigt werden, dass 1 bis 3 % der Griintee-

Catechine in die lebenden Zellschichten der Epidermis penetrieren. In der Dermis
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waren nur Epigallocatechin und Epicatechin in Spuren nachweisbar (vgl. Abschnitt
5.1.8). Die Penetrationseigenschaften von Epigallocatechingallat werden auch von
Dvorakova et al. [129] beschrieben. In vitro Untersuchungen an menschlicher Haut
ergaben, dass aus einer hydrophilen Salbengrundlage mit 10 % Epigallocatechin-
gallat 0,9 % der applizierten Menge in die Haut penetrieren. Somit fuhrte die in vitro
Penetrationsstudie am Schweinehautmodell zu &hnlichen Ergebnisse wie die Unter-

suchungen an menschlicher Haut von Dvorakova et al. [129].

Die Penetration von Calendula CO,-Extrakt aus einer O/W-Emulsion in die Haut
wurde anhand der Leitsubstanzen Faradiolmyristat und Faradiolpalmitat untersucht.
In den lebenden Zellschichten der Epidermis wurden nur Spuren der Faradiolester
(< 1 %) nachgewiesen (vgl. Abschnitt 5.2.4). Eine Steigerung der Penetrationsrate
kénnte durch Verwendung von W/O-Emulsionen erreicht werden. Gerade lipophile
Wirkstoffe penetrieren oftmals besser aus W/O-Emulsionen als aus O/W-

Emulsionen [141].

Glycyrrhizinsaure, Leitsubstanz des Glycyrrhiza glabra-Extraktes, penetriert in un-
veranderter Form in geringen Mengen in die lebenden Zellen der Epidermis und in
Spuren in die Dermis. Penetrationsuntersuchungen des Terminalia sericea-Extraktes
zeigen, dass Sericosid aus einer O/W-Emulsion nur in geringem Mal3e in die Haut
penetriert. In der Epidermis und Dermis wurden Gehalte von 1 % bzw. 0,3 % ermit-
telt (vgl. Abschnitt 5.4.4). Eine Verbesserung der Penetrationseigenschaften von
Sericosid kdnnte durch eine Verkapselung des Sericosids mit Phospholipiden er-
reicht werden. Untersuchungen einer anderen Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass
Stoffe leicht in die Haut penetrieren, wenn sie genauso gut oder etwas besser in Ol
I6slich sind als in Wasser [142]. Phospholipide zeigen mit ihren hydrophilen und
hydrophoben Gruppen genau diese Eigenschaften. Bei den Penetrationsunter-
suchungen des Echinacea purpurea-Extraktes penetrierte 2 % der applizierten
Cichoriensaure in die Epidermis. In der Dermis wurde keine Cichoriensaure in

unveranderter Form nachgewiesen (vgl. Abschnitt 5.5.4).

Anhand der Penetrationsuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass die unter-
suchten pflanzlichen Wirkstoffe durch die Hornschicht in tiefere Schichten der Epi-
dermis und zum Teil auch in die Dermis penetrieren. Uber Penetrations-

eigenschaften bzw. Bioverfugbarkeit nach topischer Applikation pflanzlicher
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Wirkstoffe gibt es aber bisher kaum Vergleichsdaten. Die Einschéatzung einer
maoglichen kosmetischen Wirkung der untersuchten pflanzlichen Inhaltsstoffe ist

daher schwierig.
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7 Zusammenfassung

Es wurden kosmetisch wirksame Leitsubstanzen in Pflanzenextrakten mit Hilfe der
direkten Kopplung der Flissigchromatographie mit einem Massenspektrometer
(LC/MS) untersucht. Mit der Zielsetzung einer moéglichen Steigerung der Hautpfle-
geleistung kosmetischer Mittel durch Zusatz von Pflanzenextrakten ist u. a. eine
Charakterisierung der pflanzlichen Rohstoffe erforderlich. Neben der Charakterisie-
rung der Pflanzenextrakte wurden Studien zur Lagerstabilitdit und zum in vitro

Penetrationsverhalten in die Haut der Pflanzenextrakte durchgefuhrt.

Im einzelnen wurden Extrakte aus Camellia sinensis (Griner Tee), Calendula
officinalis (Ringelblume), Glycyrrhiza glabra (St3holz), Terminalia sericea (Gelbholz)
und Echinacea purpurea (Sonnenhut) untersucht. Zunachst wurden isolierte
Leitsubstanzen der Pflanzenextrakte mit Hilfe massenspektrometrischer Fragmentie-
rungsexperimente und NMR-spektroskopischer Untersuchungen charakterisiert. Zur
qualitativen und quantitativen Bestimmung der pflanzlichen Leitsubstanzen wurden
dann empfindliche und selektive Analysenverfahren mittels LC/MS entwickelt. Die
Verwendung von polaren Lésungsmitteln bei der reversed-phase Chromarographie
stabilisiert die Elektrospray-lonisierung der Leitsubstanzen und ermdglicht eine
Messempfindlichkeit, die eine direkte Bestimmung der Pflanzenextrakte in
kosmetischen Formulierungen und Hautextrakten erlaubt. Eine aufwandige Proben-

vorbereitung ist nicht erforderlich.

Der Gehalt an Wirkstoffen ist ein wichtiger Parameter fur die Qualitat eines
Pflanzenextraktes. Fir den Einsatz in kosmetischen Mitteln sind neben dem Wirk-
stoffgehalt aber auch anderen Faktoren wie z. B. die in vivo und in vitro Wirksamkeit,
Stabilitat, Toxizitat, Geruch und Loéslichkeit von Bedeutung. Die Zusammensetzung
der untersuchten Pflanzenextrakte variierte trotz gleicher INCI (international nomen-
clature of cosmetic ingredients)-Bezeichnung stark. Je nach verwendetem
Pflanzenteil, Extraktionsmittel und Herstellungverfahren zeigten die Pflanzenextrakte
in thren Gehalten an Leitsubstanzen starke Schwankungen. Wahrend in einigen
Extrakten die Leitsubstanzen nicht nachgewiesen werden konnten, betrug der Wirk-
stoffgehalt in anderen Extrakten zum Teil Uber 50 % der Trockenmasse. Anhand

verschiedener Chargen eines Grintee-Extraktes konnte gezeigt werden, dass neben
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dem Herstellungsverfahren auch Faktoren wie z. B. Erntezeitpunkt sowie Ernte- und
Lagerbedingungen einen Einfluss auf den Wirkstoffgehalt haben. Es wurde aufgrund
der hohen Schwankungen an wirksamen Inhaltsstoffen gezeigt, dass vor der
Herstellung kosmetischer Mittel eine Charakterisierung nicht standardisierter

pflanzlicher Rohstoffe erforderlich ist.

Zur Untersuchung der Stabilitat der Leitsubstanzen in kosmetischen Formulierungen
wurden Emulsionen unter Zusatz der Pflanzenextrakte bis zu 6 Monate unter
definierten Bedingungen gelagert und innerhalb bestimmter Intervalle mit den
entwickelten LC/MS Methoden analysiert. Die in Gruntee-Extrakten antioxidativ wirk-
samen Catechine unterlagen wahrend der Lagerung einem starken Abbau in den
nicht stabilisierten Emulsionen, so dass nach 6 monatiger Lagerung bei +40 °C nur
noch Spuren der Catechine nachweisbar waren. Durch Zusatz von 0,2 % Ascorbin-
saure konnte die Stabilitat der Griintee-Catechine in Emulsionen soweit verbessert
werden, dass nach 6 Monaten bei +40 °C Wiederfindungsraten von 40 bis 60 % er-
halten wurden. Die in den Extrakten aus der Calendula officinalis, Glycyrrhiza glabra
und Terminalia sericea fur die entzindungshemmende und antiirritative Wirkung
verantwortlichen Triterpenoide zeigen eine gute Stabilitat wahrend der Lagerung der
kosmetischen Formulierungen. Lediglich unter Einfluss von Sonnenlicht unterlagen
die Leitsubstanzen aus dem Calendula officinalis-Extrakt einem Abbau. Dieser
Abbau konnte jedoch durch Zusatz von Antioxidantien verringert werden. Bei der in
Echinacea purpurea-Extrakten kosmetisch wirksamen Cichoriensaure wurde ein
Abbau wahrend der Lagerung nachgewiesen, der zu Wiederfindungsraten von 70 bis

80 % nach 6 monatiger Lagerung bei +40 °C fuhrte.

Mit Hilfe der in vitro Penetrationsstudien konnte gezeigt werden, dass die Wirkstoffe
der Pflanzenextrakte in der Haut durch die Hornschicht in tiefere Schichten der
Epidermis und zum Teil auch in die Dermis penetrieren. Weiterhin geben die durch-
gefuhrten Studien keine Hinweise auf eine systemische Wirkung der Pflanzen-
extrakte. Aus toxikologischer und pharmakologischer Sicht gibt es bezlglich dieser
Testergebnisse keine Einschrankungen fir den Einsatz der Pflanzenextrakte in

kosmetischen Mitteln.
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8 Summary

Cosmetically active principal components of plant extracts were studied by means of
direct coupling of liquid chromatography with a mass spectrometer (LC/MS). Before
plant extracts can be added to cosmetic preparations to possibly improve their skin-
care performance, the plant raw materials first need to be characterized. In addition
to characterizing the plant extracts, studies on the storage stability and in vitro

penetration into the skin of plant extracts were performed.

Studied were extracts from Camellia sinensis (green tea), Calendula officinalis
(marigold), Glycyrrhiza glabra (liquorice), Terminalia sericea (yellowwood) and
Echinacea purpurea (purple coneflower). First the isolated active principal
components of the plant extracts were characterized by means of mass spectro-
metric fragmentation experiments and NMR spectroscopic studies. Then sensitive
and selective LC/MS methods were used for the qualitative and quantitative analysis
of the plant active principal components. The use of polar solvents in reversed-phase
chromatography stabilizes electrospray ionization of the principal components and
enables a measuring sensitivity that permits a direct analysis of the plant extracts in
cosmetic formulations and skin extracts. No time-consuming sample preparation is

required.

The content of active substances is an important parameter for the quality of a plant
extract. For their use in cosmetic preparations, however, other factors besides the
active substance content are important such as the in vivo and in vitro efficacy,
stability, toxicity, odor and solubility. The composition of the plant extracts studied
varied considerably despite the same INCI (international nomenclature of cosmetic
ingredients) name. The content of active principal components in the plant extracts
varied strongly depending of the part of the plant, solvent and production process
used. While the active principal components could not be detected in some extracts,
in others the active substance content sometimes comprised more than 50 % of dry
weight. Analysis of several batches of a green tea extract showed that other factors
besides the production process, such as the date of harvest as well as the harvest
and storage conditions, have an influence on the active substance content. It could

be shown on the basis of large variations in active ingredients that it is necessary to
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characterize non-standardized plant raw materials prior to the production of cosmetic

preparations.

To study the stability of the principal components in cosmetic formulations,
emulsions to which plant extracts had been added were stored under defined
conditions for up to 6 months and analyzed at given intervals with the LC/MS
methods developed. Degradation of the antioxidant catechins in green tea extracts
was considerable in unstabilized emulsions during storage, so that after 6 months of
storage at +40 °C just traces of catechins were detectable. After addition of 0.2 %
ascorbic acid the stability of the green tea catechins improved so much that after
6 months at +40 °C a recovery rate of 40 to 60 % was obtained. The triterpenoids in
the extracts from Calendula officinalis, glycyrrhiza glabra and Terminalia sericea
responsible for the anti-inflammatory and anti-irritant effect show a good stability
during storage of cosmetic formulations. The active principal components of the
Calendula officinalis extract showed degradation only under the influence of sunlight.
This degradation could, however, be reduced by addition of antioxidants. The
cosmetically active cichoric acid in Echinacea purpurea extracts showed degradation
during storage leading to recovery rates of 70 to 80 % after 6 months of storage at
+40 °C.

It could be shown by means of in vitro penetration studies that active components of
plant extracts in the skin penetrate through the horny layer into deeper layers of the
epidermis and sometimes even into the dermis, but no evidence for a systemic effect
of the plant extracts was obtained. Based on these test results, there is no need to
restrict the use of plant extracts in cosmetic preparation from a toxicological or

pharmacological standpoint.
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9 Anhang

9.1 Pflanzenextrakte und kosmetische Formulierungen

9.1.1 Camellia sinensis

Extrakte
G1-G3
Rohstoff: Griner Tee
Extrakt: Extraktion mit entmineralisiertem Wasser
Spruhtrocknung
hellbraunes homogenes Pulver
[6slich in Wasser
G 1: Gesamtextrakt mit Catechinen angereichert
G 2: Gesamtextrakt
G 3: Rickstand nach Extraktion von Catechinen
G4
Rohstoff: Griner Tee
Extrakt: Extraktion mit Wasser

Spruhtrocknung

rotbraunes homogenes Pulver
I6slich in Wasser

mit Catechinen angereichert

Kosmetische Formulierungen

Tabelle 17 Zusammensetzung der kosmetischen Formulierungen N 27, 28, 31
Inhaltsstoffe Formulierung (W/O-Emulsion, pH ca. 5%)
[Gewichtsprozente -Gew.-%)] N 27 N 31 N 28
Fettphase 20,8 20,8 20,8
Wasserphase 67,1 65,9 66,05
Emulgatoren 5,0 5,0 5,0
Vit C - 0,2 -
BHT - - 0,05
Griintee-Extrakt G 1 0,1 0,1 0,1
Hilfsstoffe** 7,0 8,0 8,0

pH-Wert der Wasserphase

** Der Begriff Hilfsstoffe umfasst u. a.
Konservierungsmittel, Emollentien, Emulsionsstabilisatoren, Viskositatsregler,
Puffersubstanzen, Feuchtigkeitsspender
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Tabelle 18

Zusammensetzung der kosmetischen Formulierungen N 24, 29, 30

Inhaltsstoffe [Gew.-%]

Formulierung (O/W-Emulsion, pH 5,1 - 5,2)

N 24 N 29 N 30
Fettphase 22,2 22,1 22,05
Wasserphase 69,3 73,2 73,4
Emulgatoren 2,0 2,0 2,0
EDTA 1,0 1,0 1,0
Lichtschutzfilter* 4,0 - -
Vit C - 0,2 -
BHT - - 0,05
Gruntee-Extrakt G 1 0,1 0,1 0,1
Hilfsstoffe 1,4 1,4 1,4

* Kombination aus UVA- und UVB-Lichtschutzfiltern

Tabelle 19

Zusammensetzung der kosmetischen Formulierungen E 32, 21, 24, 25

Inhaltsstoffe [Gew.-%]

Formulierung (O/W-Emulsion, pH 4,5 — 5,0)

E 32 E21 E 24 E 25
Fettphase 22,1 21,9 22,1 21,9
Wasserphase 73,4 73,4 73,0 73,0
Emulgatoren 2,0 2,0 2,0 2,0
EDTA 1,0 1,0 1,0 1,0
Vit C - 0,2 0,4 0,6
Grintee-Extrakt G 2 0,1 0,1 0,1 0,1
Hilfsstoffe 1,4 1.4 1,4 1,4

Tabelle 20

Zusammensetzung der kosmetischen Formulierungen E 26, 27, 29, 30

Inhaltsstoffe [Gew.-%]

Formulierung (W/O-Emulsion, pH ca. 5%)

E 26 E 27 E 29 E 30
Fettphase 20,8 20,6 20,6 20,5
Wasserphase 67,1 67,1 66,9 66,8
Emulgatoren 5,0 5,0 5,0 5,0
Vit C - 0,2 0,4 0,6
Grintee-Extrakt G 2 0,1 0,1 0,1 0,1
Hilfsstoffe 7,0 7,0 7,0 7,0

* pH-Wert der Wasserphase
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Tabelle 21 Zusammensetzung der kosmetischen Formulierung E 31

Inhaltsstoffe [Gew.-%)] Formulierung (O/W-Emulsion, pH 5,7)
E31

Fettphase 22,1

Wasserphase 70,5

Emulgatoren 2,0

EDTA 1,0

Vit C -

Grintee-Extrakt G 2 3,0

Hilfsstoffe 1,4

9.1.2 Calendula officinalis

Extrakt

CcC1

Rohstoff: Calendula officinalis-Bliten mit Kelch

Extrakt: Hochdruckextraktion mit Uberkritischen Kohlendioxid

dunkelrote bis braune Farbe
wachsartige Konsistenz, flissig bei 40 °C
[6slich in Ether

Kosmetische Formulierungen

Tabelle 22 Zusammensetzung der kosmetischen Formulierungen E 37, 38, 39
Inhaltsstoffe [Gew.-%)] Formulierung (O/W-Emulsion, pH 6,2 — 6,3)
E 37 E 38 E 39
Fettphase 1,0 1,0 1,0
Wasserphase 92,5 92,0 91,95
Emulgatoren 2,2 2,2 2,2
Tocopherol Acetat - 0,5 0,5
BHT - - 0,05
Calendula officinalis—Extrakt C 1 0,1 0,1 0,1
Hilfsstoffe 4,2 4,2 4,2
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Tabelle 23 Zusammensetzung der kosmetischen Formulierungen E 35, 41
Inhaltsstoffe [Gew.-%] Formulierung
(O/W-Emulsion, pH 6,9)  (O/W-Emulsion, pH 7,2)

E 35 E 41
Fettphase 10,2 20,3
Wasserphase 85,4 65,8
Emulgatoren 3,5 3,4
Lichtschutzfilter* - 6,0
Calendula officinalis—Extrakt C 1 0,1 0,1
Hilfsstoffe 0,8 4,4

* Kombination aus UVA- und UVB-Lichtschutzfiltern

Tabelle 24 Zusammensetzung der kosmetischen Formulierung D 7

Inhaltsstoffe [Gew.-%] Formulierung (O/W-Emulsion, pH 6,2)
D7

Fettphase 10,2

Wasserphase 82,5

Emulgatoren 3,5

Calendula officinalis-Extrakt C 1 3,0

Hilfsstoffe 0,8

9.1.3 Glycyrrhiza glabra

Extrakte
S1
Rohstoff: Wurzeln von Glycyrrhiza glabra
Extrakt: Extraktion mit Propylenglycol / Wasser
braune fliissige Losung
I6slich in Wasser
Tockenmasse > 3 %
S2
Rohstoff: Wourzeln von Glycyrrhiza glabra
Extrakt: Extraktion mit Propylenglycol / Wasser

braune fllissige Losung
I6slich in Wasser
Tockenmasse > 6 %
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S3
Rohstoff: Wourzeln von Glycyrrhiza glabra
Extrakt: Extraktion mit Alkohol / Wasser
Spriuhtrocknung
braunes homogenes Pulver
I6slich in Wasser
S4
Rohstoff: Wurzeln von Glycyrrhiza glabra
Extrakt: Extraktion mit Propylenglycol
gelbe flissige Lésung
I6slich in Wasser
ca. 75 % Propylenglycol
S5
Rohstoff: Wourzeln von Glycyrrhiza glabra
Extrakt: Extraktion mit Jojoba Ol

gelbe flussige Losung
I6slich in Ether
25-50 % Jojoba Ol

Kosmetische Formulierungen

Tabelle 25 Zusammensetzung der kosmetischen Formulierungen E 43, 44
Inhaltsstoffe [Gew.-%] Formulierung
(O/W-Emulsion, pH 6,2) (W/O-Emulsion, pH ca. 5%)

E 43 E 44
Fettphase 22,1 20,8
Wasserphase 73,0 66,7
Emulgatoren 2,0 5,0
Glycyrrhiza glabra—Extrakt S 1 0,5 0,5
Hilfsstoffe 2,4 7,0

* pH-Wert der Wasserphase

Tabelle 26 Zusammensetzung der kosmetischen Formulierung D 9

Inhaltsstoffe [Gew.-%] Formulierung (O/W-Emulsion, pH 6,1)
D9

Fettphase 22,1

Wasserphase 68,4

Emulgatoren 2,0

Glycyrrhiza glabra-Extrakt S 1 5,0

Glycyrrhizin (Fa. Sigma) 0,1

Hilfsstoffe 2,4
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9.1.4 Terminalia sericea

Extrakte
T1
Rohstoff: Rinde und Wurzeln von Terminalia sericea
Extrakt: alkoholische Extraktion
Umkristallisation
weildes amorphes Pulver
I6slich in Methanol
T2

Rohstoff: Rinde und Wurzeln von Terminalia sericea
Extrakt: alkoholische Extraktion

Umkristallisation

mit Phospholipiden verkapselt

gelbliche Kristalle

|6slich in unpolaren Losungsmitteln

T3
Rohstoff: Rinde und Wurzeln von Terminalia sericea
Extrakt: Extraktion mit Butylenglycol

rotbraune Flussigkeit
l6slich in Methanol

Kosmetische Formulierungen

Tabelle 27 Zusammensetzung der kosmetischen Formulierungen E 47, 48
Inhaltsstoffe [Gew.-%] Formulierung
(O/W-Emulsion, pH 6,1) (W/O-Emulsion, pH ca. 5%)

E 48 E 47
Fettphase 22,1 20,8
Wasserphase 73,5 67,2
Emulgatoren 2,0 5,0
Terminalia sericea-Extrakt T 1 0,005 0,005
Hilfsstoffe 2,4 7,0

* pH-Wert der Wasserphase
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Tabelle 28 Zusammensetzung der kosmetischen Formulierung D 8

Inhaltsstoffe [Gew.-%)] Formulierung (O/W-Emulsion, pH 6,2)
D8

Fettphase 22,1

Wasserphase 73,25

Emulgatoren 2,0

Terminalia sericea-Extrakt T 1 0,25

Hilfsstoffe 2,4

9.1.5 Echinacea purpurea

Extrakte
E1l

Rohstoff: blihendes frisches Kraut

Extrakt: Prel3saft, getrocknet
hellbraunes, feinkdrniges Pulver
Tragerstoff: Maltodextrin 10 %; Hilfsstoff: Siliciumdioxid 2 %
trib wasserldslich

E2
Rohstoff: blihendes frisches Kraut
Extrakt: hydroalkoholischer Extrakt, getrocknet
hellbraunes, feinkérniges Pulver
standardisiert: > 4 % Echinacoside
trib wasserldslich
E3
Rohstoff: Wurzeln
Extrakt: hydroalkoholischer Extrakt: 75-100 % Propylenglycol, 10-25 % Extrakt
gelblich-braune, klare Flussigkeit
klar wasserloslich
E4
Rohstoff: frisches Kraut
Extrakt: wassrig-alkoholischer Extrakt: 43 % Wasser, 42 % Propylenglycol,

15 % Ethanol
Gelblich-griine, klare Flussigkeit
klar wasserloslich
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Kosmetische Formulierungen

Tabelle 29 Zusammensetzung der kosmetischen Formulierungen D 16, 17
Inhaltsstoffe [Gew.-%] Formulierung
(O/W-Emulsion, pH 5,9) (W/O-Emulsion, pH ca. 5%)
D16 D 17
Fettphase 22,1 20,8
Wasserphase 73,0 66,7
Emulgatoren 2,0 5,0
Echinacea purpurea-Extrakt E1 0,5 0,5
Hilfsstoffe 2,4 7,0

* pH-Wert der Wasserphase

Tabelle 30 Zusammensetzung der kosmetischen Formulierung D 10

Inhaltsstoffe [Gew.-%] Formulierung (O/W-Emulsion, pH 5,34)
D 10

Fettphase 22,1

Wasserphase 66,5

Emulgatoren 2,0

Echinacea purpurea-Extrakt E 1 7,0

Hilfsstoffe 2,4
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9.2 Methoden

9.2.1 Allgemeine Methodenparameter

Die allgemeinen Parameter der Methoden sowie die verwendeten Gerate sind im
folgenden Abschnitt aufgefihrt. Die speziellen Methodenparameter zur Bestimmung
der einzelnen Leitsubstanzen der Pflanzenextrakte in den kosmetischen Formulie-
rungen und den Penetrationsproben sowie die MS/MS-Fragmentierungsexperimente

werden in den Abschnitten 9.2.2 bis 9.2.6 detailliert beschrieben.

Photometrische Untersuchungen

Gerat: Dioden Array Detektor, Serie 1100, Agilent
Wellenlange: 190-400 nm
Durchflusszelle: 13 pl Volumen, 10 mm Weglange

HPLC Trennung

Entgaser: Serie 1100, Agilent

Pumpe: bindre Pumpe, Serie 1100, Agilent

Flussrate: 200 pl/min

Injektor: automatischer Probengeber, Serie 1100, Agilent
Infektionsvolumen: 5 pl

Saulenofen: Serie 1100, Agilent

Saulentemperatur: 25 °C

Massenspektrometrie
Gerat: API-ES Quadrupol Massenspektrometer, Serie 1100, Agilent
Modus: total ion current (TIC, Totalionenstrom)

selected ion monitoring (SIM)

MS/MS-Fragmentierungsexperimente

Gerat: API-ES lonenfallen Massenspektrometer - ESQUIRE~LC,
Bruker; (API-ES lonenquelle der Fa. Agilent)

Spritzenpumpe: Serie 74900, Cole-Parmer

HPLC-Pumpe: guarternare Pumpe, Serie 1100, Agilent
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NMR-spektroskopische Untersuchungen

Die Durchfihrung der NMR-Untersuchungen erfolgte in der Abteilung Physikalische
Analytik, Beiersdorf AG.

Gerat: Avance-DRX-500-Spektrometer, Bruker Analytik GmbH
Interner Standard: Tetramethylsilan (TMS)
Temperatur: 27 °C

Durchfilhrung der Penetrationsstudien

Die Durchfuhrung der in vitro Penetrationsuntersuchungen am Schweinehaut-Modell
erfolgte nach Diembeck et al. in in der Abteilung In vitro Biovertraglichkeit/Screening,
Beiersdorf AG [108].

9.2.2 Camellia sinensis

Standardldsungen

Photometrische Untersuchungen:
Catechine (10-20 pg/ml) in Methanol/H,0 (50:50, v:v)

Massenspektrometrische Untersuchungen:
Catechine (1-5 pug/ml) in Methanol/H,O (20:80, v:v)

MS/MS-Fragmentierungsexperimente:
Epicatechingallat (19 pg/ml) in Methanol

Kopplung LC/MS: Catechine und Gallusséaure (1-5 pg/ml)
in Methanol/H,O (20:80, v:v)

HPLC Trennung der Grintee-Catechine

Saule: GROM-SIL 120 Octyl-5 CP, 5 ym, 60x2 mm, Grom Analytik
Eluenten: A: Wasser incl. 0,1 % Ameisensaure
B: Methanol
Gradient:
Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]

0 92 8

15 50 50

16 0 100

20 0 100

22 92 8

30 92 8
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Massenspektrometrie der Griintee-Catechine

Polaritat: negativ

Capillary: 3500V

Drying Gas: 10 I/min

Drying Gas: 250 °C

Nebulizer: 35 psi

Fragmentor: 90 Vv

Peak width: 0,25 min

SIM-Signale: m/z 289,0; 305,0; 441,0; 457,0

MS/MS-Fragmentierungsexperiment von Epicatechingallat

Spritzenpumpe: Flussrate: 150 pl/min

HPLC-Pumpe: Flussrate: 200 pl/min

Ldosungsmittel: Methanol

API-ES Parameter: Polaritat: negativ
Capillary: 3500V
Drying Gas: 7 l/min
Drying Gas: 250 °C
Nebulizer: 18 psi

Akkumulationszeit: 150 ms

Amplitude: 0,90V

Bestimmung der Emulsionsproben

0,5 g einer kosmetischen Formulierung werden in ein Kulturréhrchen eingewogen
und mit 0,5 ml einer Vit C-Losung (4 mg/ml MeOH/H,0 1:1; v:v), 1 ml THF und 2 ml
MeOH versetzt. Die Probe wird mit Hilfe eines Vortex-Mixers homogenisiert und an-
schlieBend 5 min im Ultraschallbad extrahiert. Danach wird die Probe mit de-
mineralisiertem Wasser ad 10 ml aufgefullt und erneut homogenisiert. Die Zentrifu-
gation der Probe erfolgt bei ca. 3800 g und Raumtemperatur fir 15 min. Die wassrig-
organische Losung wird unter Einsatz einer Pasteurpipette vom Zentri-
fugationsruckstand und der oberen Fettschicht abgezogen und membranfiltriert
(Sartorius SRP 25, 0,45 pm). Das Filtrat wird ohne weitere Probenaufarbeitung
direkt zur LC/MS Analytik eingesetzt.
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Die Quantifizierung der einzelnen Catechine erfolgt mittels externer Standardkalibrie-
rung bezogen auf Referenzsubstanzen (Sigma). Die Mischstandardldsungen ent-
halten an einzelnen Catechinen zwischen 0,04 und 2,7 pug/ml, wobei sich die Zu-
sammensetzung der Mischstandardldsungen an den Catechin-Gehalten der einge-

setzten Grintee-Extrakte orientiert.

Durchfiihrung der Penetrationsstudie

Anzahl der Hautproben: 4

Hauttemperatur: 32 °C
Rezeptorphase: demineralisiertes Wasser incl. 0,9 % Natriumchlorid und
0,02 % Gentamicin
Penetrationsdauer: 20 Stunden (unter Lichtausschlul3)
Extraktionslosung: Methanol/Wasser (40:60, v:v) incl. 0,02 % Vit C
Extraktionsvolumia: Oberflache: 4 ml
Hornschicht (Strips): 4 ml
Epidermis: 4 ml
Dermis: 4 ml
Rezeptorphase: 6 ml

Die Extrakte wurden membranfiltriert (Sartorius SRP 25, 0,45 um) und ohne weitere
Probenaufarbeitung direkt zur LC/MS Analytik eingesetzt. Die Quantifizierung er-
folgte in gleicher Art und Weise wie bei der Bestimmung der kosmetischen Formulie-

rungen.

Durchfiihrung der Vit C-Bestimmung

Pumpe: L-6200 A, Intelligent Pump, Merck Hitachi

Flussrate: 1 ml/min

Injektor: AS-4000, Automatischer Probengeber, Intelligent Auto
Sampler, Merck Hitachi

Infektionsvolumen: 10 pl

Saulentemperatur: Raumtemperatur

Saule: RP select B LiChrospher, 5 um, 250x4 mm, Merck

Eluent: Wasser incl. 0,1 % meta-Phosphorséaure

Modus: iIsokratisch

Detektor: L-4500, Dioden Array Detektor, Merck

Wellenlange: 242 nm
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0,15 g einer kosmetischen Formulierung werden in ein Kulturréhrchen eingewogen
und mit 0,5 ml Isopropanol und 9,35 ml einer 0,1 % igen meta-Phosphorséaure-
Losung versetzt. Die Probe wird mit Hilfe eines Vortex-Mixers homogenisiert und an-
schlieBend 5 min im Ultraschaltbad extrahiert. Die Zentrifugation der Probe erfolgt
bei ca. 5000 U/min und Raumtemperatur fur 15 min. Die wassrige Losung wird unter
Einsatz einer Pasteurpipette vom Zentrifugationsrickstand und der oberen Fett-
schicht abgezogen und membranfiltriert (Sartorius RC 25, 0,45 um). Das Filtrat wird

ohne weitere Probenaufarbeitung direkt zur LC/MS Analytik eingesetzt.

Die Quantifizierung erfolgt mittels externer Standardkalibrierung bezogen auf
Referenzsubstanzen (Merck). Die Mischstandardlésungen enthalten zwischen 5 und
30 pg/ml Vit C.

9.2.3 Calendula officinalis

Standardldsungen

Préaparative DC: Calendula CO,-Extrakt (ca. 10 mg/ml)
in Methanol/tert-Butylmethylether (4:1, v:v)

Photometrische Untersuchungen:
isolierte Faradiolester (jeweils ca. 30 pug/ml)
in Methanol/tert-Butylmethylether (4:1, v:v)

Massenspektrometrische Untersuchungen:
isolierte Faradiolester (jeweils ca. 20 pg/ml)
in Methanol/tert-Butylmethylether (4:1, v:v)

MS/MS-Fragmentierungsexperimente:
isolierte Faradiolester (jeweils ca. 20 pg/ml)
in Methanol/tert-Butylmethylether (4:1, v:v)

Kopplung LC/MS: isolierte Faradiolester (jeweils ca. 10 pg/ml)
in Methanol/tert-Butylmethylether (4:1, v:v)

Praparative DC

Stationare Phase: Kieselgel 60 Fsy
Mobile Phase: n-Hexan/Ethylacetat (80:20, v:v)
Detektion: 1. UV-Detektion 254 nm

2. Anisaldehyd-Spruhreagenz
Extraktion der Banden mit Chloroform
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Semipraparative HPLC

Entgaser:
Pumpe:
Flussrate:
Injektor:

Infektionsvolumen:

Séaule:
Eluenten:

Gradient:

MS-Detektion:

Modus:
Polaritat:
Capillary:
Drying Gas:
Drying Gas:
Nebulizer:
Fragmentor:

Scan-Bereich:

Fraktions-
sammler:

Serie 1100, Agilent

bindre Pumpe, Serie 1100, Agilent

3 ml/min

automatischer Probengeber, Serie 1100, Agilent

100 pl

GROM-SIL 120 ODS-3 CP, 3 um, 125x8 mm, Grom Analytik
A: tert-Butylmethylether

B: Methanol incl. 2 mM Ammoniumacetat

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0 10 90
1 10 90
3 30 70
15 30 70
20 60 40
30 10 90

API-ES Quadrupol Massenspektrometer, Serie 1100, Agilent
Total ion current (TIC, Totalionenstrom)

positiv

-4000 V

8 I/min

300 °C

20 psi

180 V

m/z 400-900

L-5200, Merck

HPLC Trennung der Faradiolester

Séaule:
Eluenten:

GROM-SIL 120 ODS-3 CP, 3 um, 60x2 mm, Grom Analytik
A: tert-Butylmethylether
B: Methanol incl. 2 MM Ammoniumacetat
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Gradient:
Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0 10 90
0,5 10 90
3 30 70
8 30 70
9 60 40
14 60 40
16 10 90
26 10 90

Massenspektrometrie der Faradiolester

Polaritat: positiv

Capillary: -4000 V

Drying Gas: 7 I/min

Drying Gas: 300 °C
Nebulizer: 20 psi
Fragmentor: 200V

Peak width: 0,25 min
SIM-Signale: m/z 675,5; 703,5

MS/MS-Fragmentierungsexperimente der Faradiolester

Spritzenpumpe: Flussrate: 150 pl/min
HPLC-Pumpe: Flussrate: 200 pl/min
Losungsmittel: Methanol/tert-Butylmethylether (4:1; v:v)
API-ES Parameter: Polaritat: positiv

Capillary: -4000 V

Drying Gas: 7 1/min

Drying Gas: 300 °C

Nebulizer: 18 psi
Akkumulationszeit: 300 ms
Amplitude: 0,75V

Extraktion der Emulsionsproben

0,3 g (E 37, 38, 39 und 41) bzw. 0,1 g (E 35) einer kosmetischen Formulierung wer-
den in ein Kulturréhrchen eingewogen und mit MeOH/tert-Butylmethylether (4:1; v:v)

ad 10 ml aufgefillt. Die Probe wird mit Hilfe eines Vortex-Mixers homogenisiert und
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anschlielend 5 min im Ultraschallbad extrahiert. Die wéssrig-organische Suspension
wird unter Einsatz einer Pasteurpipette abgezogen und membranfiltriert (Sartorius
SRP 25, 0,45 um). Das Filtrat wird ohne weitere Probenaufarbeitung direkt zur
LC/MS Analytik eingesetzt.

Die Quantifizierung des Calendula CO,-Extraktes anhand der Leitsubstanzen Fara-
diolmyristat und Faradiolpalmitat erfolgt mittels externer Matrixkalibrierung bezogen
auf den eingesetzten Extrakt. Zur Matrixkalibrirung werden 0,6 bzw. 0,2 g der ent-
sprechenden Placebos (kosmetische Formulierung ohne Calendula-Extrakt) in der
oben beschriebenen Weise extrahiert und filtriert. Das Filtrat wird anschlie3end mit
Calendula CO,-Extrakt-Standardlésungen (in MeOH/tert-Butylmethylether 4:1; v:v)
unterschiedlicher Konzentration versetzt (1:1; v.v). Je nach kosmetischer Formulie-
rung werden zur Matrixkalibrierung Konzentrationen von 5-40 pg/ml Calendula CO.-

Extrakt verwendet.

Durchfiihrung der Penetrationsstudie

Anzahl der Hautproben: 2

Hauttemperatur: 32 °C
Rezeptorphase: demineralisiertes Wasser incl. 0,9 % Natriumchlorid und
0,02 % Gentamicin
Penetrationsdauer: 20 Stunden (unter Lichtausschlul3)
Extraktionslosung: Methanol/tert-Butylmethylether (4:1, v:v)
Extraktionsvolumia: Oberflache: 25 ml
Hornschicht (Strips): 4 ml
Epidermis: 4 ml
Dermis: 10 ml
Rezeptorphase: 6 ml

Die Extrakte wurden membranfiltriert (Sartorius SRP 25, 0,45 mm) und ohne weitere

Probenaufarbeitung direkt zur LC/MS Analytik eingesetzt.

Die Quantifizierung des Calendula CO,-Extraktes anhand der Leitsubstanzen Fara-
diolmyristat und Faradiolpalmitat erfolgt mittels externer Standardkalibrierung bezo-
gen auf den eingesetzten Extrakt. Die Standardlésungen enthalten zwischen 0,5 und
20 pg/ml Calendula CO,-Extrakt.
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9.2.4 Glycyrrhiza glabra

Standardlfsungen

Photometrische Untersuchungen:

Kopplung LC/MS:

ca. 20 pg/ml in Methanol/H,0 (50:50, v:v)

Massenspektrometrische Untersuchungen:
ca. 5 pg/ml in Methanol/H,O (40:60, v:v)

MS/MS-Fragmentierungsexperimente:
Glycyrrhizinsaure (15 pg/ml) in Methanol

ca. 5 pg/ml in Methanol/H,O (40:60, v:v)

HPLC Trennung von Glycyrrhizin- und 183-Glycyrrhetinsaure

Séaule:
Eluenten:

Gradient:

GROM-SIL 120 ODS-3 CP, 5 um, 60x2 mm, Grom Analytik

A: Wasser incl. 0,5 % Ameisensaure

B: Methanol
Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0 40 60
5 0 100
14 0 100
15 40 60
25 40 60

Massenspektrometrie von Glycyrrhizin- und 18B-Glycyrrhetinsaure

Polaritat:
Capillary:
Drying Gas:
Drying Gas:
Nebulizer:
Fragmentor:
Peak width:

SIM-Signale:

negativ
4000 V
8 I/min
300 °C
30 psi
190 V
0,25 min

m/z 469,2; 821,3
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MS/MS-Fragmentierungsexperiment von Glycyrrhizinsaure

Spritzenpumpe: Flussrate: 100 pl/min

HPLC-Pumpe: Flussrate: 200 pl/min

Ldosungsmittel: Methanol

API-ES Parameter: Polaritat: negativ
Capillary: 4000 V
Drying Gas: 7 I/min
Drying Gas: 300 °C
Nebulizer: 18 psi

Akkumulationszeit: 200 ms

Amplitude: 10V

Bestimmung der Emulsionsproben

0,5 g einer kosmetischen Formulierung werden in ein Kulturréhrchen eingewogen
und mit 6 ml MeOH versetzt. Die Probe wird zuerst mit Hilfe eines Vortex-Mixers
homogenisiert und anschlielRend 5 min im Ultraschallbad extrahiert. Danach wird die
Probe mit demineralisiertem Wasser ad 10 ml aufgefillt und erneut homogenisiert.
Die Zentrifugation der Probe erfolgt bei ca. 3800 g und Raumtemperatur fur 15 min.
Die wassrig-organische Lésung wird unter Einsatz einer Pasteurpipette vom Zentri-
fugationsruckstand und der oberen Fettschicht abgezogen und membranfiltriert
(Sartorius SRP 25, 0,45 um). Das Filtrat wird ohne weitere Probenaufarbeitung direkt
zur LC/MS Analytik eingesetzt.

Die Quantifizierung der Glycyrrhizin- und 18p-Glycyrrhetinsdure erfolgt mittels
externer Standardkalibrierung bezogen auf Referenzsubstanzen (Sigma). Die Misch-
standardldsungen enthalten zwischen 0,5 und 4 pg/ml Glycyrrhizinsaure und
0,04-0,008 pg/ml 18p-Glycyrrhetinsaure.

Durchfilhrung der Penetrationsstudie

Anzahl der Hautproben: 4
Hauttemperatur: 32 °C

Rezeptorphase: demineralisiertes Wasser incl. 1,0 % Natriumchlorid,
0,9 % Albumin und 0,012 % Gentamicin

Penetrationsdauer: 20 Stunden
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Extraktionslosung: Methanol/Wasser (50:50, v:v)

Extraktionsvolumia: Oberflache: 10 mi
Hornschicht (Strips): 4 ml
Epidermis: 4 ml
Dermis: 5ml
Rezeptorphase: 6 ml

Die Extrakte wurden membranfiltriert (Sartorius SRP 25, 0,45 um) und ohne weitere
Probenaufarbeitung direkt zur LC/MS Analytik eingesetzt. Die Quantifizierung er-
folgte in gleicher Art und Weise wie bei der Bestimmung der kosmetischen Formulie-

rungen.

9.2.5 Terminalia sericea

Standardldsungen

Photometrische Untersuchungen:
Sericosid (15 pg/ml) in Methanol/H,O (50:50, v:v)

Massenspektrometrische Untersuchungen:
Sericosid (2 pg/ml) in Methanol/H,0 (50:50, v:v)

MS/MS-Fragmentierungsexperimente:
Sericosid (2 pg/ml) in Methanol

Kopplung LC/MS: Sericosid (0,5 ug/ml) in Methanol/H,O (50:50, v:v)

HPLC Trennung von Sericosid

Saule: GROM-SIL 120 ODS-3 CP, 5 pm, 60x2 mm, Grom Analytik
Eluenten: A: Wasser incl. 0,5 % Ameisenséaure
B: Methanol
Gradient:
Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]

0 50 50

7 0 100

14 0 100

15 50 50

25 50 50
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Massenspektrometrie von Sericosid

Polaritat: positiv
Capillary: -4000 V
Drying Gas: 8 I/min
Drying Gas: 300 °C
Nebulizer: 30 psi
Fragmentor: 200V
Peak width: 0,25 min
SIM-Signale: m/z 689,4

MS/MS-Fragmentierungsexperimente von Sericosid

Spritzenpumpe: Flussrate: 100 pl/min

HPLC-Pumpe: Flussrate: 200 pl/min

Ldosungsmittel: Methanol

API-ES Parameter: Polaritat: positiv
Capillary: -4000 V
Drying Gas: 7 l/min
Drying Gas: 300 °C
Nebulizer: 18 psi

Akkumulationszeit: 100 ms

Amplitude: 0,78V, 1,15V

Bestimmung der Emulsionsproben

0,2 g einer kosmetischen Formulierung werden in ein Kulturréhrchen eingewogen
und mit 5 ml MeOH versetzt. Die Probe wird zuerst mit Hilfe eines Vortex-Mixers
homogenisiert und anschlielRend 5 min im Ultraschallbad extrahiert. Danach wird die
Probe mit demineralisiertem Wasser ad 10 ml aufgefillt und erneut homogenisiert.
Die Zentrifugation der Probe erfolgt bei ca. 3800 g und Raumtemperatur fur 15 min.
Die wassrig-organische Lésung wird unter Einsatz einer Pasteurpipette vom Zentri-
fugationsruckstand und der oberen Fettschicht abgezogen und membranfiltriert
(Sartorius SRP 25, 0,45 um). Das Filtrat wird ohne weitere Probenaufarbeitung direkt
zur LC/MS Analytik eingesetzt.
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Die Quantifizierung von Sericosid erfolgt mittels externer Standardkalibrierung bezo-
gen auf eine Referenzsubstanz (Indena). Die Standardlésungen enthalten zwischen

0,5 und 2 pg/ml Sericosid.

Durchfiihrung der Penetrationsstudie

Anzahl der Hautproben: 3

Hauttemperatur: 32 °C
Rezeptorphase: demineralisiertes Wasser incl. 1,0 % Natriumchlorid,
0,9 % Albumin und 0,012 % Gentamicin
Penetrationsdauer: 20 Stunden
Extraktionslosung: Methanol/Wasser (50:50, v:v)
Extraktionsvolumia: Oberflache: 20 ml
Hornschicht (Strips): 4 ml
Epidermis: 4 ml
Dermis: 5ml
Rezeptorphase: 6 ml

Die Extrakte wurden membranfiltriert (Sartorius SRP 25, 0,45 um) und ohne weitere
Probenaufarbeitung direkt zur LC/MS Analytik eingesetzt. Die Quantifizierung
erfolgte in gleicher Art und Weise wie bei der Bestimmung der kosmetischen Formu-

lierungen.

9.2.6 Echinacea purpurea

Standardldsungen

Photometrische Untersuchungen:
Cichorienséaure (15 pg/ml) in Methanol/H,O (50:50, v:v)

Massenspektrometrische Untersuchungen:
Cichorienséaure (7 pg/ml) in Methanol/H,O (10:90, v:v)

MS/MS-Fragmentierungsexperimente:
Cichorienséaure (13 pg/ml) in Methanol

Kopplung LC/MS: Cichoriensaure (3 pg/ml) in Methanol/H,O (10:90, v:v)
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HPLC Trennung von Cichoriensaure

Séaule:
Eluenten:

Gradient:

GROM-SIL 120 ODS-0 AB, 3 pm, 60x2 mm, Grom Analytik

A: Wasser incl. 1,0 % Ameisensaure

B: Methanol
Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]

0 90 10

1 90 10

9 0 100
15 0 100
18 90 10
29 90 10

Massenspektrometrie von Cichoriensaure

Polaritat:
Capillary:
Drying Gas:
Drying Gas:
Nebulizer:
Fragmentor:
Peak width:
SIM-Signale:

negativ
4000 V

8 I/min
300 °C
30 psi
70V

0,25 min
m/z 743,1

MS/MS-Fragmentierungsexperimente von Cichoriensdure

Spritzenpumpe:
HPLC-Pumpe:
Losungsmittel:
API-ES Parameter:

Akkumulationszeit:
Amplitude:

Flussrate:
Flussrate:
Methanol
Polaritat:
Capillary:
Drying Gas:
Drying Gas :
Nebulizer:
150 ms
0,80V; 0,75V

150 pl/min
200 pl/min

negativ
4000 V
7 I/min
300 °C
18 psi
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Bestimmung der Emulsionsproben

0,3 g einer kosmetischen Formulierung werden in ein Kulturréhrchen eingewogen
und mit 1 ml THF und 2 ml MeOH versetzt. Die Probe wird zuerst mit Hilfe eines
Vortex-Mixers homogenisiert und anschlieRend 5 min im Ultraschallbad extrahiert.
Danach wird die Probe mit demineralisiertem Wasser ad 10 ml aufgefillt und
erneut homogenisiert. Die Zentrifugation der Probe erfolgt bei ca. 3800 g und
Raumtemperatur fir 15 min. Die wassrig-organische Lésung wird unter Einsatz einer
Pasteurpipette vom Zentrifugationsriickstand und der oberen Fettschicht abgezogen
und membranfiltriert (Sartorius SRP 25, 0,45 um). Das Filtrat wird ohne weitere
Probenaufarbeitung direkt zur LC/MS Analytik eingesetzt.

Die Quantifizierung von Cichoriensaure erfolgt mittels externer Standardkalibrierung
bezogen auf eine Referenzsubstanz (Madaus). Die Standardlésungen enthalten

zwischen 2,5 und 10 pg/ml Cichorienséure.

Durchfilhrung der Penetrationsstudie

Anzahl der Hautproben: 4

Hauttemperatur: 32 °C
Rezeptorphase: demineralisiertes Wasser incl. 1,0 % Natriumchlorid,
0,9 % Albumin und 0,012 % Gentamicin
Penetrationsdauer: 20 Stunden
Extraktionslosung: Methanol/Wasser (35:65, v:v)
Extraktionsvolumia: Oberflache: 20 ml
Hornschicht (Strips): 4 ml
Epidermis: 4 ml
Dermis: 10 ml
Rezeptorphase: 6 ml

Die Extrakte wurden membranfiltriert (Sartorius SRP 25, 0,45 um) und ohne weitere
Probenaufarbeitung direkt zur LC/MS Analytik eingesetzt. Die Quantifizierung
erfolgte in gleicher Art und Weise wie bei der Bestimmung der kosmetischen

Formulierungen.
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9.3 Tabellenanhang

9.3.1 Camillia sinensis

Daten zur Stabilitat der Catechine in Losung

Tabelle 31 Stabilitat der Catechine [%] in einer wassrig-methanolischen Lésung nach 6, 11
und 17 Stunden bei RT

Catechine [%] 6 Stunden 11 Stunden 17 Stunden

C 98,7 95,3 70,0

EC 96,9 92,7 74,3

EGC 39,8 24,8 17,4

EGCG 53,8 35,6 26,0

ECG 95,5 89,3 68,7

Tabelle 32 Stabilitat von (-)-Epigallocatechin [%] in einer wassrig-methanolischen Lésung

unter Zusatz von Antioxidantien und Komplexbildnern nach 6, 12 und 18 Stunden bei RT

EGC [%] 6 Stunden 12 Stunden 18 Stunden

BHT (10 pg/ml) 57,5 29,0 13,9

BHT (100 pg/ml) 80,7 63,3 47,2

BHA (10 pg/ml) 79,0 58,7 46,0

BHA (100 pg/ml) 80,2 60,5 47,7
Ascorbins. (10 pg/ml) 93,2 81,2 69,1
Ascorbins. (100 pg/ml) 94,3 87,7 81,2

EDTA (10 pg/ml) 75,8 53,6 46,4

EDTA (100 pg/ml) 67,1 41,2 29,6

Tabelle 33 Stabilitat der Catechine [%] in einer stabilisierten wassrig-methanolischen

Loésung (0,2 mg/ml Vit C) nach 4,7, 11 und 15 Stunden bei RT

Catechine [%] 4 Stunden 6 Stunden 11 Stunden 15 Stunden
C 99,9 98,4 96,9 93,3
EC 99,6 98,1 95,9 94,2
EGC 98,9 98,7 96,1 95,9
EGCG 99,4 99,2 97,6 97,1
ECG 99,4 98,9 98,3 96,5
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Daten zur Untersuchung der Lagerstabilitdt von Griintee-Extrakt

Tabelle 34 Stabilitdét von Grintee-Catechinen in einer nicht stabilisierten W/O-Emulsion
(N 27) wéhrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen; der
theoretische Anfangsgehalt wurde mit Hilfe des eingesetzten Griintee-Extraktes berechnet:

Gehalte [pg/g]

Catechine theor. 1 Mo 3 Mo 3 Mo 4 Mo 4 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo
[na/g] Gehalt RT +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR
C+EC+ECG 1181 71,6 48,2 71,4 60,2 419 58,0 13,0 36,6 0,6
EGC+EGCG | 290,8 95,1 59,3 94,3 85,7 41,8 75,8 9,8 56,5 0,0

C 7,3 4,8 2,8 4,6 3,1 4,6 2,8 0,2 2,1 n.n.
EC 36,7 15,5 9,5 18,5 10,8 8,7 10,4 0,1 6,9 n.
ECG 74,1 51,3 35,9 48,3 46,3 28,7 449 12,7 27,6 0,6
EGC 55,6 14 4.5 5,7 8,9 4.7 8,0 n.n. 51 n.n.
EGCG 235,2 81,1 54,8 88,6 76,9 37,1 67,8 9,8 51,4 n.
Tabelle 35 Stabilitdét von Grintee-Catechinen in einer nicht stabilisierten W/O-Emulsion

(N 27) wéhrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen; der
theoretische Anfangsgehalt wurde mit Hilfe des eingesetzten Griintee-Extraktes berechnet:
Gehalte [%]

Catechine theor. 1 Mo 3 Mo 3 Mo 4 Mo 4 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo
[%] Gehalt RT +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR
C+EC+ECG | 100,0 60,6 40,8 60,5 51,0 35,5 49,1 11,0 31,0 0,5
EGC+EGCG | 100,0 32,7 20,4 32,4 29,5 14,4 26,1 3,4 19,4 0,0
C 100,0 65,8 38,4 63,0 42,9 62,3 37,7 3,3 29,2 n.n.
EC 100,0 42,2 25,9 50,4 29,3 23,7 28,3 0,2 18,9 n.
ECG 100,0 69,2 48,4 65,2 62,5 38,7 60,6 17,1 37,2 0,8
EGC 100,0 25,2 8,1 10,3 16,0 8,4 14,3 n.n. 9,1 n.n.
EGCG 100,0 34,5 23,3 37,7 32,7 15,8 28,8 4,2 21,9 n.
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Tabelle 36 Stabilitat von Griintee-Catechinen in einer mit BHT stabilisierten W/O-Emulsion
(N 28) wéahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen; der
theoretische Anfangsgehalt wurde mit Hilfe des eingesetzten Griintee-Extraktes berechnet:

Gehalte [pg/g]

Catechine theor. 1 Mo 3 Mo 3 Mo 4 Mo 4 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo
[na/g] Gehalt RT +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG 118,1 86,5 76,8 98,1 77,6 0,0 91,1 46,4 60,8 0,0
EGC+EGCG | 290,8 181,0 148,4 2149 135,6 0,0 178,1 74,0 123,3 0,0

C 7,3 6,1 5,5 7,2 4,9 n.n. 5,8 2,5 4,1 n.n.
EC 36,7 22,5 22,5 32,5 18,4 n.n. 26,5 9,2 16,8 n.n.
ECG 74,1 57,9 48,8 58,4 54,2 n. 58,8 34,6 39,9 n.n.
EGC 55,6 36,2 22,6 39,7 23,1 n.n. 27,9 6,7 21,1 n.n.
EGCG 235,2 144.8 125,8 175,2 112,6 n.n. 150,2 67,3 102,3 n.n.
Tabelle 37 Stabilitat von Griintee-Catechinen in einer mit BHT stabilisierten W/O-Emulsion

(N 28) wéahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen; der
theoretische Anfangsgehalt wurde mit Hilfe des eingesetzten Griintee-Extraktes berechnet:
Gehalte [%]

Catechine theor. 1 Mo 3 Mo 3 Mo 4 Mo 4 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo
[%] Gehalt RT +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG 100,0 73,2 65,0 83,1 65,7 0,0 77,2 39,2 51,5 0,0
EGC+EGCG | 100,0 62,2 51,0 73,9 46,6 0,0 61,2 25,4 42,4 0,0

C 100,0 83,6 75,3 98,6 67,7 n.n. 79,5 34,0 56,7 n.n.
EC 100,0 61,3 61,3 88,6 50,2 n.n. 72,3 25,1 457 n.n.
ECG 100,0 78,1 65,9 78,8 73,1 n. 79,3 46,7 53,8 n.n.
EGC 100,0 65,1 40,6 71,4 41,5 n.n. 50,2 12,1 37,9 n.n.
EGCG 100,0 61,6 53,5 74,5 47,9 n.n. 63,9 28,6 43,5 n.n.
Tabelle 38 Stabilitat von Griuntee-Catechinen in einer mit Vit C stabilisierten W/O-Emulsion

(N 31) wéhrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen; der
theoretische Anfangsgehalt wurde mit Hilfe des eingesetzten Griintee-Extraktes berechnet:

Gehalte [pg/g]

Catechine theor. 1 Mo 2 Mo 2 Mo 3 Mo 3 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo
[na/g] Gehalt RT +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG 118,1 87,8 86,7 95,8 79,6 80,6 69,4 95,0 77,6 44,1
EGC+EGCG | 290,8 204,6 2112 2373 160,8 157,7 154,3 242.8 173,0 91,0

Cc 7,3 5,8 6,2 6,9 4,8 5,8 4,2 6,6 51 3,4
EC 36,7 22,2 26,6 30,2 19,0 19,5 18,3 29,1 22,1 10,4
ECG 74,1 59,8 53,9 58,7 55,9 55,3 46,8 59,3 50,4 30,3
EGC 55,6 44,6 40,2 46,3 29,1 29,4 26,4 43,8 32,0 14,7

EGCG 235,2 160 171 191 131,7 128,3 127,9 199,0 141,0 76,3
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Tabelle 39 Stabilitat von Griintee-Catechinen in einer mit Vit C stabilisierten W/O-Emulsion
(N 31) wéhrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen; der
theoretische Anfangsgehalt wurde mit Hilfe des eingesetzten Griintee-Extraktes berechnet:
Gehalte [%]

Catechine theor. 1 Mo 2 Mo 2 Mo 3 Mo 3 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo
[%] Gehalt RT +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG 100,0 74,3 73,4 81,1 67,4 68,2 58,8 80,4 65,7 37,4
EGC+EGCG | 100,0 70,4 72,6 81,6 55,3 54,2 53,1 83,5 59,5 31,3

C 100,0 79,5 84,9 94,5 65,2 79,5 58,1 89,9 69,7 46,6
EC 100,0 60,5 72,5 82,3 51,7 53,1 49,9 79,4 60,1 28,4
ECG 100,0 80,7 72,7 79,2 75,4 74,6 63,2 80,0 68,0 40,9
EGC 100,0 80,2 72,3 83,3 52,4 52,8 47,5 78,8 57,5 26,5
EGCG 100,0 68,0 72,7 81,2 56,0 54,6 54,4 84,6 60,0 32,4
Tabelle 40 Stabilitat von Gruntee-Catechinen in einer mit EDTA und Lichtschutzfiltern sta-

bilisierten O/W-Emulsion (N 24) wéhrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden La-
gerungsbedingungen; der theoretische Anfangsgehalt wurde mit Hilfe des eingesetzten Grin-

tee-Extraktes berechnet: Gehalte [ug/g]

Catechine theor. 1 Mo 3 Mo 3 Mo 4 Mo 4 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo
[na/g] Gehalt RT +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG 118,1 74,3 91,0 75,3 57,8 27,6 83,9 47,8 43,6 13,4
EGC+EGCG | 290,8 179,7 223,4 136,7 89,3 40,7 177,5 61,1 56,0 18,2

C 7,3 6,1 7,8 6,6 6,0 4,8 6,9 4,4 4,6 29
EC 36,7 22,1 33,8 27,6 19,6 8,1 29,2 16,7 14,9 4.1
ECG 74,1 46,1 49,4 41,1 32,2 14,8 47,9 26,8 24,0 6,4
EGC 55,6 58,7 53,3 39,9 26,0 11,5 51,2 16,2 13,9 4.7
EGCG 235,2 121,0 170,1 96,8 63,3 29,2 126,3 44,9 42,1 13,5
Tabelle 41 Stabilitat von Griuntee-Catechinen in einer mit EDTA und Lichtschutzfiltern sta-

bilisierten O/W-Emulsion (N 24) wéhrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden La-
gerungsbedingungen; der theoretische Anfangsgehalt wurde mit Hilfe des eingesetzten Grin-

tee-Extraktes berechnet: Gehalte [%]

Catechine theor. 1 Mo 3 Mo 3 Mo 4 Mo 4 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo
[%] Gehalt RT +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR
C+EC+ECG | 100,0 62,9 77,1 63,8 49,0 23,4 71,0 40,5 36,9 11,4
EGC+EGCG | 100,0 61,8 76,8 47,0 30,7 14,0 61,0 21,0 19,3 6,3
C 100,0 83,6 107,4 90,5 82,3 65,6 94,2 59,7 63,2 40,3
EC 100,0 60,2 92,0 75,1 53,5 22,0 79,4 45,5 40,6 11,2
ECG 100,0 62,2 66,7 55,5 43,5 19,9 64,6 36,2 32,4 8,6
EGC 100,0 105,6 95,8 71,8 46,8 20,6 92,0 29,1 25,0 8,5
EGCG 100,0 51,4 72,3 41,1 26,9 12,4 53,7 19,1 17,9 5,7
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Tabelle 42 Stabilitat von Grintee-Catechinen in einer mit EDTA und BHT stabilisierten O/W-
Emulsion (N 30) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedin-
gungen; der theoretische Anfangsgehalt wurde mit Hilfe des eingesetzten Griintee-Extraktes

berechnet: Gehalte [ug/g]

Catechine theor. 1 Mo 3 Mo 3 Mo 4 Mo 4 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo
[na/g] Gehalt RT +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG 118,1 88,4 103,8 95,4 48,7 40,6 99,3 76,0 35,9 19,1
EGC+EGCG | 290,8 2128 2453 152.,8 36,0 30,2 188,9 77,5 21,0 12,1

Cc 7,3 6,4 7,7 7,1 4,1 5,3 6,8 57 3,1 3,0
EC 36,7 22,2 35,4 31,1 14,4 11,7 30,7 24.3 11,3 5,8
ECG 74,1 59,8 60,7 57,3 30,3 23,6 61,8 46,0 215 10,2
EGC 55,6 47,1 51,6 27,5 3,7 4,0 38,2 11,6 1.6 1.3
EGCG 235,2 165,7 193,7 125,3 32,3 26,2 150,7 65,8 19,4 10,8

Tabelle 43 Stabilitat von Grlintee-Catechinen in einer mit EDTA und BHT stabilisierten O/W-
Emulsion (N 30) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedin-
gungen; der theoretische Anfangsgehalt wurde mit Hilfe des eingesetzten Griintee-Extraktes
berechnet: Gehalte [%]

Catechine theor. 1 Mo 3 Mo 3 Mo 4 Mo 4 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo
[%] Gehalt RT +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR
C+EC+ECG 100,0 74,9 87,9 80,8 41,3 34,4 84,1 64,4 30,4 16,2
EGC+EGCG | 100,0 73,2 84,4 52,5 12,4 10,4 65,0 26,6 7,2 4,2
C 100,0 87,7 104,9 96,7 56,4 72,1 92,5 77,5 42,9 41,5
EC 100,0 60,5 96,5 84,8 39,1 31,9 83,6 66,3 30,8 15,9
ECG 100,0 80,7 81,9 77,3 40,9 31,9 83,4 62,1 29,0 13,8
EGC 100,0 84,7 92,7 49,5 6,7 7,2 68,7 20,9 2,9 2,3
EGCG 100,0 70,5 82,4 53,3 13,7 111 64,1 28,0 8,2 4,6
Tabelle 44 Stabilitat von Grintee-Catechinen in einer mit EDTA und Vit C stabilisierten

O/W-Emulsion (N 29) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbe-
dingungen; der theoretische Anfangsgehalt wurde mit Hilfe des eingesetzten Griintee-Extraktes

berechnet: Gehalte [ug/g]

Catechine theor. 1 Mo 3 Mo 3 Mo 4 Mo 4 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo
[na/g] Gehalt RT +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG 118,1 83,5 102,9 90,8 64,3 67,0 90,0 80,8 39,3 60,9
EGC+EGCG | 290,8 198,5 262,9 2347 1447 1442 187.8 168,6 85,8 119,7

Cc 7,3 5,8 7,4 7,0 5,0 7,1 6,2 59 3,0 7,2
EC 36,7 21,9 34,0 30,9 17,2 18,1 27,2 24.3 10,2 17,5
ECG 74,1 55,8 61,5 52,9 42,1 41,8 56,5 50,6 26,0 36,3
EGC 55,6 45,2 52,9 48,7 28,1 28,1 40,6 35,2 14,8 241

EGCG 235,2 153,3 210,0 186,0 116,6 116,1 147,2 133,4 71,0 95,6
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Tabelle 45 Stabilitat von Gruntee-Catechinen in einer mit EDTA und Vit C stabilisierten
O/W-Emulsion (N 29) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbe-
dingungen; der theoretische Anfangsgehalt wurde mit Hilfe des eingesetzten Griintee-Extraktes
berechnet: Gehalte [%]

Catechine theor. 1 Mo 3 Mo 3 Mo 4 Mo 4 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo 6 Mo
[%] Gehalt RT +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG 100,0 70,7 87,1 76,9 54,5 56,7 76,2 68,4 33,3 51,6
EGC+EGCG | 100,0 68,3 90,4 80,7 49,8 49,6 64,6 58,0 29,5 41,2

C 100,0 79,5 101,6 95,6 69,0 96,8 85,2 80,5 41,5 98,4
EC 100,0 59,7 92,6 84,1 46,9 49,2 74,2 66,1 27,8 47,5
ECG 100,0 75,3 83,0 71,4 56,8 56,4 76,3 68,3 35,1 49,0
EGC 100,0 81,3 95,1 87,6 50,6 50,6 73,1 63,4 26,6 43,3
EGCG 100,0 65,2 89,3 79,1 49,6 49,4 62,6 56,7 30,2 40,7
Tabelle 46 Stabilitat von Griintee-Catechinen in einer nicht stabilisierten W/O-Emulsion

(E 26) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen: Ge-

halte [ug/g]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[na/g] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG | 25,7 185 18,2 112 24 130 24 1,4 0,0 8,9 0,0 0,0 0,0
EGC+EGCG | 84,1 545 554 269 71 282 36 2,5 00 240 0,0 0,0 0,0

C 1,9 1,5 1,5 0,8 n. 1,0 n.n. n.n. n.n. 0,6 n.n. n.n. n.n.
EC 13,7 9,9 9,7 4,8 11 4,9 n. n. n.n. 2,6 n.n. n.n. n.
ECG 10,1 7,1 7,0 5,6 1,3 7,0 2,4 1,4 n.n. 5,7 n.n. n.n. n.
EGC 43,1 224 257 75 1,7 6,2 n.n. n.n. n.n. 3,4 n.n. n.n. n.
EGCG 41,0 32,1 29,7 195 54 22,1 3,6 2,5 nn. 20,6 n.n n.n. n.
Tabelle 47 Stabilitdt von Griintee-Catechinen in einer nicht stabilisierten W/O-Emulsion

(E 26) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen: Ge-
halte [%]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[%] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG | 1000 72,1 70,9 437 94 505 94 55 00 344 00 0,0 0,0
EGC+EGCG | 100,0 64,8 659 320 85 336 43 29 00 286 0,0 0,0 0,0

Cc 100,0 80,1 78,0 435 n. 534 nn. nn. nn 298 nn n.n.  n.n.
EC 1000 71,9 70,6 34,7 7,9 35,8 n. n. nn. 188 n.n. n.n. n.
ECG 1000 709 70,0 56,1 133 70,0 240 141 nn. 56,7 nn.  nn n.
EGC 100,0 519 596 17,3 4,0 14,3 n.n. n.n. n.n. 7,8 n.n. n.n. n.

EGCG 1000 784 725 475 132 538 838 6,0 n.n. 50,3 n.n.  nn n.
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Tabelle 48 Stabilitat von Gruntee-Catechinen in einer mit 0,2 % Vit C stabilisierten W/O-
Emulsion (E 27) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungs-

bedingungen: Gehalte [ug/g]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[na/g] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG | 26,9 22,7 216 216 176 228 21,3 199 168 215 222 17,7 115
EGC+EGCG | 93,2 814 794 775 629 781 710 670 544 789 71,3 650 38,0

C 2,0 2,0 1,9 1,8 1,6 2,0 1.8 1,7 1,7 2,2 2,2 1.8 1,4
EC 143 133 12,7 126 103 123 120 110 91 119 124 100 59
ECG 105 74 7,0 7,1 5,6 8,5 7,6 7,1 6,0 7,3 7,6 6,0 4,2
EGC 49,0 418 40,7 401 325 398 366 345 279 403 369 330 17,9
EGCG 442 396 388 375 303 383 344 325 266 386 344 320 201

Tabelle 49 Stabilitat von Grintee-Catechinen in einer mit 0,2 % Vit C stabilisierten W/O-
Emulsion (E 27) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungs-

bedingungen: Gehalte [%]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[%] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG | 1000 846 804 80,2 653 84,7 794 739 623 798 827 660 42,7
EGC+EGCG | 100,0 874 852 832 674 838 762 719 584 84,7 765 69,7 408

Cc 1000 980 941 90,2 789 971 873 853 828 1074 1064 887 70,1
EC 100,0 929 889 882 722 859 837 771 634 834 868 695 410
ECG 1000 70,7 66,3 673 533 806 719 673 569 695 726 56,7 397
EGC 100,0 85,2 829 81,7 663 81,1 747 703 56,8 821 752 673 365
EGCG 1000 89,7 878 848 687 86,7 779 737 602 875 779 724 456

Tabelle 50 Stabilitat von Gruntee-Catechinen in einer mit 0,4 % Vit C stabilisierten W/O-
Emulsion (E 29) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungs-

bedingungen: Gehalte [ug/g]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[na/g] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG | 24,7 18,7 180 188 164 21,4 199 186 159 20,3 19,1 109 9,2
EGC+EGCG | 86,5 66,2 64,6 668 584 724 669 614 497 730 684 386 294

C 1.8 1,6 1,6 1,6 15 1,9 1.8 1,6 1,6 2,0 2,0 11 1,0
EC 12,7 10,7 104 108 96 11,4 10,7 100 86 11,2 10,7 56 4,5
ECG 101 64 6,0 6,4 53 8,2 7,4 7,1 5,8 7,1 6,4 4,2 3,7
EGC 443 335 329 338 300 365 344 309 252 366 354 183 131

EGCG 421 328 316 330 284 359 325 305 245 364 331 203 164
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Tabelle 51 Stabilitat von Gruntee-Catechinen in einer mit 0,4 % Vit C stabilisierten W/O-
Emulsion (E 29) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungs-

bedingungen: Gehalte [%]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[%6] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG |100,0 755 728 76,1 66,2 86,8 805 754 643 820 773 442 37,2
EGC+EGCG | 1000 76,6 747 773 675 838 773 71,1 575 844 791 446 340

C 100,0 875 853 870 799 101,1 96,7 864 84,2 107,6 1098 57,1 554
EC 1000 83,7 816 846 757 894 837 783 671 878 842 443 352
ECG 100,0 63,0 593 633 519 809 735 698 572 700 62,7 417 365
EGC 1000 755 743 762 67,7 824 776 697 569 826 798 412 294
EGCG 100,0 77,7 751 784 673 852 771 724 580 863 785 482 389

Tabelle 52 Stabilitat von Grintee-Catechinen in einer mit 0,6 % Vit C stabilisierten W/O-
Emulsion (E 30) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungs-

bedingungen: Gehalte [pg/g]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[ma/g] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG | 23,1 164 153 139 146 188 186 182 136 170 168 153 7.8
EGC+EGCG | 81,5 59,1 56,8 50,7 511 633 604 598 420 621 611 548 247

Cc 1,6 14 1,4 11 1,3 1,6 1,7 1,6 1,3 1,7 1,6 15 0,9
EC 119 9,2 8,7 7,8 8,5 9,5 9,9 9,7 6,9 9,1 9,3 8,4 3,6
ECG 9,7 5,8 53 4,9 4,8 7,8 7,0 6,9 54 6,3 5,9 54 3,3
EGC 419 289 279 245 260 302 303 299 204 295 303 26,7 108
EGCG 39,7 302 290 263 251 331 301 300 215 326 308 280 13,9

Tabelle 53 Stabilitat von Gruntee-Catechinen in einer mit 0,6 % Vit C stabilisierten W/O-
Emulsion (E 30) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungs-

bedingungen: Gehalte [%]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[%6] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG | 100,0 70,7 66,2 599 630 81,3 80,2 788 586 735 728 659 335
EGC+EGCG | 1000 725 69,7 622 627 776 741 734 515 761 749 672 303

C 100,0 86,0 86,6 71,3 84,7 994 105,7 1025 84,7 107,6 1006 96,8 58,6
EC 1000 774 731 660 716 799 834 820 578 764 788 704 302
ECG 100,0 59,9 545 50,7 490 801 721 71,1 552 645 610 555 335
EGC 1000 69,0 66,6 585 620 722 724 714 488 704 724 639 258

EGCG 100,0 76,1 730 66,1 633 833 759 755 543 821 776 706 351
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Tabelle 54 Stabilitat von Griintee-Catechinen in einer mit EDTA stabilisierten O/W-Emulsion

(E 32) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen: Ge-

halte [ug/g]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[na/g] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG | 27,8 24,7 244 222 203 243 230 16,7 40 237 203 1.2 0,2
EGC+EGCG | 98,2 790 748 46,1 326 784 640 200 00 800 462 53 0,0

C 2,4 2,2 2,3 2,1 2,1 2,3 2,2 1,7 0,5 2,3 2,2 n.n. n.n.
EC 150 139 136 12,3 11,3 138 13,2 9,4 1,9 140 120 0,4 0,2
ECG 10,4 8,7 8,6 7,8 7,0 8,2 7,6 5,7 1,7 7,5 6,1 0,8 n.
EGC 525 425 398 22,7 151 404 324 7,3 nn. 416 21,6 1,5 n.n.
EGCG 457 36,5 349 234 175 380 316 1238 n. 38,3 24,6 3,7 n.n.
Tabelle 55 Stabilitat von Grintee-Catechinen in einer mit EDTA stabilisierten O/W-Emulsion

(E 32) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen: Ge-
halte [%]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[%] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG | 1000 89 878 798 732 873 826 601 144 854 731 4.2 0,6
EGC+EGCG | 100,0 804 76,1 470 332 799 652 204 00 814 470 53 0,0

Cc 1000 90,4 950 854 86,7 942 0900 696 188 963 91,7 n.n. nn
EC 100,0 92,4 90,4 822 752 918 883 625 123 93,1 800 25 11
ECG 1000 835 825 751 671 791 72,7 545 164 716 588 7,8 n.
EGC 100,0 80,9 758 432 288 770 61,7 138 nn. 793 412 29 n.n.
EGCG 1000 79,9 765 51,3 382 832 692 280 n. 839 538 82 n.n.

Tabelle 56 Stabilitdt von Grlntee-Catechinen in einer mit EDTA und 0,2 % Vit C
stabilisierten O/W-Emulsion (E 21) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden

Lagerungsbedingungen: Gehalte [ug/g]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[na/g] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG | 279 236 215 204 210 229 218 176 196 224 21,0 109 17,2
EGC+EGCG | 1010 76,0 679 650 66,7 760 722 565 577 793 742 51 509

C 2,3 2,1 2,0 1,9 2,3 2,0 2,1 1,7 2,7 2,2 2,3 13 3,3
EC 151 131 119 111 115 130 123 95 10,7 131 122 6,2 9,0
ECG 105 8,5 7,6 7,4 7,2 7,9 7,5 6,3 6,2 7,2 6,5 3,5 4,9
EGC 54,0 40,7 346 344 357 393 370 281 30,2 415 388 0,7 263

EGCG 470 353 333 305 31,0 36,7 352 284 276 378 354 44 246
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Tabelle 57 Stabilitat von Grlntee-Catechinen in einer mit EDTA und 0,2 % Vit C
stabilisierten O/W-Emulsion (E 21) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden

Lagerungsbedingungen: Gehalte [%]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[%6] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG |100,0 845 769 731 754 821 782 630 70,2 804 753 392 615
EGC+EGCG | 1000 753 673 643 66,1 753 715 559 572 785 735 50 504

C 100,0 88,7 853 835 996 870 892 736 116,0 952 98,7 545 1411
EC 1000 86,7 7788 73,7 765 860 814 633 708 866 808 412 594
ECG 100,0 80,5 723 699 685 754 711 60,2 593 682 621 328 469
EGC 1000 754 64,1 63,7 661 728 685 520 558 769 719 13 487
EGCG 100,0 75,2 70,9 650 66,0 782 750 605 587 804 753 93 523

Tabelle 58 Stabilitdt von Grintee-Catechinen in einer mit EDTA und 04 % Vit C
stabilisierten O/W-Emulsion (E 24) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden

Lagerungsbedingungen: Gehalte [pg/g]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[ma/g] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG | 29,0 24,7 234 241 239 254 249 203 214 240 238 13,7 19,7
EGC+EGCG | 99,3 820 756 784 774 840 821 701 674 851 829 485 62,6

Cc 2,2 2,2 2,1 2,2 2,3 2,3 2,3 1,9 2,5 2,4 2,5 14 2,8
EC 152 13,7 12,8 134 133 148 145 114 122 141 138 75 111
ECG 116 8,8 8,4 8,6 8,3 8,4 8,1 7,0 6,8 7,5 7,5 4,8 5,8
EGC 52,7 43,6 40,1 41,7 412 440 428 356 353 448 43,1 236 32,7
EGCG 466 384 356 367 362 400 393 345 320 403 398 249 300

Tabelle 59 Stabilitdt von Grlntee-Catechinen in einer mit EDTA und 0,4 % Vit C
stabilisierten O/W-Emulsion (E 24) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden

Lagerungsbedingungen: Gehalte [%]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[%6] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG |100,0 850 806 830 823 876 857 699 736 828 819 472 678
EGC+EGCG | 1000 825 762 789 779 845 827 705 678 857 834 488 631

C 100,0 99,5 959 98,2 104,1 103,2 102,7 851 111,8 1104 1122 63,8 1244
EC 1000 899 842 878 875 970 952 751 798 928 908 494 73,0
ECG 100,0 758 72,8 738 71,3 722 70,0 60,1 582 644 645 412 501
EGC 1000 826 760 790 781 833 81,2 675 670 850 818 448 619

EGCG 100,0 824 76,3 78,7 77,7 859 843 740 687 864 853 534 643
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Tabelle 60 Stabilitat von Grlntee-Catechinen in einer mit EDTA und 0,6 % Vit C
stabilisierten O/W-Emulsion (E 25) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden

Lagerungsbedingungen: Gehalte [ug/g]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[na/g] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG | 29,4 239 229 239 20,2 242 241 239 222 241 236 164 20,6
EGC+EGCG (1012 790 76,2 79,7 66,1 811 833 805 726 851 838 581 671

C 2,3 2,2 2,0 2,1 2,0 2,3 2,3 2,3 2,5 2,4 2,5 1.6 2,7
EC 158 133 12,8 134 114 144 143 142 132 141 138 93 120
ECG 11,4 84 8,1 8,4 6,8 7,5 7,5 7,4 6,5 7,6 7,4 55 6,0
EGC 53,7 41,6 40,2 424 352 421 43,7 424 386 447 439 29,2 354
EGCG 475 374 360 373 309 390 396 381 341 405 400 288 318

Tabelle 61 Stabilitdt von Grintee-Catechinen in einer mit EDTA und 0,6 % Vit C
stabilisierten O/W-Emulsion (E 25) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden

Lagerungsbedingungen: Gehalte [%]

Catechine OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[%] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

C+EC+ECG | 1000 810 77,7 813 685 822 819 813 754 818 803 558 700
EGC+EGCG | 100,0 78,1 753 78,7 653 80,2 823 796 71,8 84,1 828 574 663

Cc 1000 943 891 934 86,0 98,7 102,2 100,0 107,0 104,8 107,4 71,6 116,2
EC 100,0 84,5 810 847 724 915 904 90,1 839 893 875 592 76,0
ECG 1000 736 709 742 59,7 66,1 659 652 572 669 648 481 525
EGC 100,0 775 748 789 655 784 813 790 718 831 81,7 544 658
EGCG 1000 78,7 758 786 651 821 834 802 71,7 852 841 607 66,9

Daten zur Untersuchung der Vit C-Gehalte

Tabelle 62 Vit C-Gehalte in O/W und W/O-Emulsionen nach einer Lagerzeit von 6 Monaten

unter verschieden Lagerungsbedingungen: Gehalte [%]

Vit C [%] E210/W E240/W E250/W E27W/O E29W/O E30W/O
Einsatzkonzentration 0,20 0,40 0,60 0,20 0,40 0,60
6 Monate +6°C 0,13 0,28 0,52 0,16 0,36 0,41
6 Monate RT 0,12 0,23 0,46 0,16 0,33 0,39
6 Monate RT+L n. 0,12 0,31 0,11 0,15 0,22
6 Monate BR 0,06 0,19 0,32 0,09 0,22 0,23
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Daten zur Untersuchung der Penetrationseigenschaften von Griintee-Extrakt

Tabelle 63 Penetrationseigenschaften der Leitsubstanz Epigallocatechin: Einzeldaten [%)]

und statistische Daten

Verteilung [%] 1. Probe 2. Probe 3.Probe 4.Probe Mittelwert Stabw. Rel. Stabw. Vertrauensber.
Oberflache 18,47 20,24 19,18 19,50 19,35 0,73 3,79 1,15
Hornschicht 28,75 25,02 30,74 18,92 25,86 5,20 20,10 8,13
Epidermis 1,43 0,67 1,65 1,8 1,39 0,50 35,96 0,78
Dermis 0,19 0,06 n.n. n.n. 0,06 0,09 140,15 0,14
Rezeptorphase n.n. n.n. n.n. n.n. - - - -
Wiederfindungsrate | 48,83 45,99 51,56 40,22 46,65 4,21 9,01 6,58
Tabelle 64 Penetrationseigenschaften der Leitsubstanz Epigallocatechingallat: Einzel-

daten [%] und statistische Daten

Verteilung [%] 1. Probe 2. Probe 3.Probe 4.Probe Mittelwert Stabw. Rel. Stabw. Vertrauensber.
Oberflache 18,89 21,71 28,45 29,40 24,61 5,13 20,83 8,02
Hornschicht 36,12 30,17 51,05 29,82 36,79 9,94 27,01 15,54
Epidermis 2,74 1,93 3,31 3,32 2,83 0,66 23,27 1,03
Dermis n.n. n.n. n.n. n.n. - - - -
Rezeptorphase n.n. n.n. n.n. n.n. - - - -
Wiederfindungsrate | 57,75 53,80 82,82 62,55 64,23 11,17 17,39 17,47

Tabelle 65

tistische Daten

Penetrationseigenschaften der Leitsubstanz Catechin: Einzeldaten [%] und sta-

Verteilung [%] 1. Probe 2. Probe 3.Probe 4.Probe Mittelwert Stabw. Rel. Stabw. Vertrauensber.
Oberflache 22,76 25,56 30,44 32,83 27,90 4,57 16,39 7,15
Hornschicht 38,56 37,35 52,46 27,78 39,04 10,17 26,04 15,90
Epidermis 1,90 n.n. 2,59 3,16 1,91 1,37 71,92 2,15
Dermis n.n. n.n. n.n. n.n. - - - -
Rezeptorphase n.n. n.n. n.n. n.n. - - - -
Wiederfindungsrate | 63,21 62,91 85,49 63,76 68,84 9,62 13,97 15,04
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Tabelle 66

statistische Daten

Penetrationseigenschaften der Leitsubstanz Epicatechin: Einzeldaten [%] und

Verteilung [%]

1. Probe 2.Probe 3.Probe 4.Probe Mittelwert

Stabw. Rel. Stabw. Vertrauensber.

Oberflache
Hornschicht
Epidermis
Dermis
Rezeptorphase

Wiederfindungsrate

20,81
40,82
2,12
0,40
n.n.

64,15

24,40
39,06
1,15
0,21
n.n.

64,82

28,36
53,93
2,59
0,21
n.n.

85,09

30,48
31,59
3,03
0,20
n.n.

65,31

26,02
41,35
2,22
0,26

69,84

4,29
9,29
0,80
0,10

8,81

16,48
22,47
36,17
38,75

12,62

6,71
14,53
1,26
0,15

13,78

Tabelle 67

und statistische Daten

Penetrationseigenschaften der Leitsubstanz Epicatechingallat: Einzeldaten [%)]

Verteilung [%]

1. Probe 2.Probe 3.Probe 4.Probe Mittelwert

Stabw. Rel. Stabw. Vertrauensber.

Oberflache
Hornschicht
Epidermis
Dermis

Rezeptorphase

Wiederfindungsrate

18,34
38,71
3,20
n.n.
n.n.

60,24

21,42
37,56
2,41
n.n.
n.n.

61,39

30,10
59,91
4,17
n.n.
n.n.

94,19

32,41
35,32
3,78
n.n.
n.n.

71,51

25,57
42,87
3,39

71,83

6,76

11,44

0,76

13,63

26,43
26,69
22,54

18,96

10,57
17,90
1,20

21,32

9.3.2 Calendula officinalis

Daten zur Untersuchung der Lagerstabilitdt von Calendula-Extrakt

Tabelle 68

Stabilitéat von Calendula-CO,-Extrakt in einer O/W-Emulsion (E 35) anhand der

Leitsubstanzen Faradiolmyristat und Faradiolpalmitat wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten

unter verschieden Lagerungsbedingungen: Gehalte [%]

Calendula-E. |OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[%] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR
F.-myristat | 0,096 0,094 0,092 0,077 0,095 0,094 0,094 0,055 0,094 0,094 0,096 0,048 0,095
F.-palmitat 0,095 0,095 0,093 0,079 0,096 0,093 0,091 0,056 0,091 0,096 0,096 0,048 0,093
Mittelwert 0,096 0,095 0,093 0,078 0,096 0,094 0,093 0,056 0,093 0,095 0,096 0,048 0,094
WFR [%] 100,0 98,8 96,7 815 998 978 96,7 580 96,7 99,3 1004 50,2 98,3
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Tabelle 69 Stabilitéat von Calendula-CO,-Extrakt in einer O/W-Emulsion (E 41) anhand der
Leitsubstanzen Faradiolmyristat und Faradiolpalmitat wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten

unter verschieden Lagerungsbedingungen: Gehalte [%]

Calendula-E. |[OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[%6] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

F.-myristat 0,099 0,100 0,101 0,058 0,103 0,099 0,096 0,037 0,100 0,097 0,093 0,040 0,097
F.-palmitat 0,098 0,100 0,099 0,055 0,100 0,096 0,095 0,035 0,098 0,093 0,092 0,035 0,095
Mittelwert 0,099 0,100 0,100 0,057 0,102 0,098 0,096 0,036 0,099 0,095 0,093 0,038 0,096
WEFR [%)] 100,0 1015 1015 574 1030 990 970 365 1005 964 939 381 975

Tabelle 70 Stabilitdt von Calendula-CO,-Extrakt in einer nicht stabilisierten O/W-Emulsion
(E 37) anhand der Leitsubstanzen Faradiolmyristat und Faradiolpalmitat wahrend einer Lager-

zeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen: Gehalte [%]

Calendula-E. |[OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[%6] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

F.-myristat 0,097 0,096 0,098 0,067 0,099 0,096 0,097 0,051 0,094 0,090 0,087 0,051 0,092
F.-palmitat 0,098 0,097 0,095 0,064 0,098 0,094 0,095 0,049 0,094 0,090 0,086 0,052 0,091
Mittelwert 0,098 0,097 0,097 0,066 0,099 0,095 0,096 0,050 0,094 0,090 0,087 0,052 0,092
WEFR [%)] 1000 99,0 990 67,2 1010 974 985 513 964 923 887 528 938

Tabelle 71 Stabilitéat von Calendula-CO,-Extrakt in einer mit Tocopherolacetat stabilisierten
O/W-Emulsion (E 38) anhand der Leitsubstanzen Faradiolmyristat und Faradiolpalmitat wah-

rend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen: Gehalte [%]

Calendula-E. |OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[%6] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

F.-myristat 0,081 0,080 0,081 0,066 0,082 0,082 0,083 0,065 0,082 0,075 0,074 0,055 0,078
F.-palmitat 0,082 0,077 0,080 0,064 0,082 0,080 0,082 0,063 0,084 0,079 0,076 0,055 0,080
Mittelwert 0,082 0,079 0,081 0,065 0,082 0,081 0,083 0,064 0,083 0,077 0,075 0,055 0,079
WEFR [%)] 1000 96,3 98,8 798 1006 994 1012 785 101,8 945 920 675 96,9
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Tabelle 72 Stabilitat von Calendula-CO,-Extrakt in einer mit Tocopherolacetat und BHT sta-
bilisierten O/W-Emulsion (E 38) anhand der Leitsubstanzen Faradiolmyristat und Faradiolpalmi-
tat wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen: Gehalte
[%]

Calendula-E. |OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
[%] +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

F.-myristat 0,099 0,107 0,099 0,096 0,105 0,102 0,104 0,088 0,103 0,094 0,097 0,078 0,098
F.-palmitat 0,100 0,105 0,102 0,095 0,105 0,103 0,101 0,086 0,101 0,093 0,093 0,075 0,097
Mittelwert 0,100 0,106 0,101 0,096 0,105 0,103 0,103 0,087 0,102 0,094 0,095 0,077 0,098
WFR [%] 100,0 106,5 101,0 96,0 1055 103,0 103,0 87,4 1025 940 955 76,9 98,0

Daten zur Untersuchung der Penetrationseigenschaften von Calendula-Extrakt

Tabelle 73 Penetrationseigenschaften von Calendula-Extrakt anhand der Leitsubstanz Fa-

radiolmyristat: Einzeldaten [%] und statistische Daten

Verteilung [%)] 1. Probe 2. Probe Mittelwert Stabw. Rel. Stabw.  Vertrauensbereich
Oberflache 31,32 43,83 37,58 8,85 23,54 79,48
Hornschicht 40,82 30,14 35,48 7,55 21,28 67,83
Epidermis 0,86 0,99 0,92 0,10 10,34 0,86

Dermis n.n. n.n. - - - -
Rezeptorphase n.n. n.n. - - - -
Wiederfindungsrate 72,99 74,96 73,98 0,98 1,33 8,85
Tabelle 74 Penetrationseigenschaften von Calendula-Extrakt anhand der Leitsubstanz Fa-

radiolpalmitat: Einzeldaten [%] und statistische Daten

Verteilung [%] 1. Probe 2. Probe Mittelwert Stabw. Rel. Stabw.  Vertrauensbereich
Oberflache 32,13 44,54 38,34 8,78 229 78,89
Hornschicht 36,73 29,10 32,92 5,39 16,39 48,46
Epidermis 0,65 0,83 0,74 0,13 17,08 1,14
Dermis n.n. n.n. - - - -
Rezeptorphase n.n. n.n. - - - -
Wiederfindungsrate 69,51 74,48 71,99 2,48 3,45 22,32
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9.3.3 Glycyrrhiza glabra

Daten zur Untersuchung der Lagerstabilitdt von Stl3holzwurzel-Extrakt

Tabelle 75

Stabilitat von Glycyrrhizinsaure und Glycyrrhetinsaure in einer O/W-Emulsion (E

43) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen: Gehalte

[ug/g]
Gehalte [ug/g] [OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
+6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR
Glycyrrhizins. 20,7 199 198 193 193 196 200 20,0 199 204 20,2 204 20,8
Glycyrrhetins. | 0,26 0,21 0,26 0,26 0,21 0,23 0,27 030 029 021 024 0,26 0,31
Tabelle 76 Stabilitat von Glycyrrhizinsaure und Glycyrrhetinsaure in einer O/W-Emulsion (E
43) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen: Gehalte
[%]
Gehalte [%0] OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
+6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR
Glycyrrhizins. | 100,0 96,1 95,7 93,2 932 94,7 966 966 96,1 986 97,4 98,6 100,6
Glycyrrhetins. | 100,0 80,8 100,0 100,0 80,8 885 1038 1154 111,5 80,8 92,3 100,0 119,2
Tabelle 77 Stabilitat von Glycyrrhizinsaure und Glycyrrhetinsaure in einer W/O-Emulsion (E

44) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen: Gehalte

[ug/g]
Gehalte [ug/g] [OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
+6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR
Glycyrrhizins. 205 20,2 196 196 18,7 204 205 200 195 212 20,0 20,2 194
Glycyrrhetins. | 0,27 0,26 0,26 0,25 0,27 029 029 02 030 027 0,26 0,26 0,30
Tabelle 78 Stabilitat von Glycyrrhizinséure und Glycyrrhetinséure in einer W/O-Emulsion (E
44) wahrend einer Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen: Gehalte
[%]
Gehalte [%0] OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
+6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR
Glycyrrhizins. |100,0 98,5 956 956 91,2 995 1000 97,6 951 103,3 97,6 985 94,7
Glycyrrhetins. | 100,0 96,3 96,3 92,6 100,0 107,4 107,4 96,3 111,1 100,0 96,3 96,3 1111
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Daten zur Untersuchung der Penetrationseigenschaften von Suf3holzwurzel-Extrakt

Tabelle 79 Penetrationseigenschaften der Leitsubstanz Glycyrrhizinsaure: Einzeldaten [%)]

und statistische Daten

Verteilung [%] 1. Probe 2. Probe 3.Probe 4.Probe Mittelwert Stabw. Rel. Stabw. Vertrauensber.
Oberflache 43,71 52,49 51,72 45,78 48,43 4,34 8,97 6,79
Hornschicht 20,07 23,82 26,40 23,37 23,41 2,60 11,10 4,06
Epidermis 1,18 1,53 1,36 1,21 1,32 0,16 12,32 0,25
Dermis 0,12 0,15 0,14 0,13 0,14 0,01 8,21 0,02
Rezeptorphase n.n. n.n. n.n. n.n. - - - -
Wiederfindungsrate 65,09 77,99 79,62 70,48 73,26 5,86 7,99 9,16

9.3.4 Terminalia sericea

Daten zur Untersuchung der Lagerstabilitat von Terminalia-Extrakt

Tabelle 80 Stabilitat von Sericosid in einer O/W-Emulsion (E 48) wahrend einer Lagerzeit

von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen: Gehalte [ug/g] und Gehalte [%)]

Sericosid OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
+6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

Gehalte [ug/g] | 45,2 43,9 454 442 435 448 46,3 436 425 452 43,7 406 423
Gehalte [%] |100,0 97,2 100,4 97,8 96,2 99,2 102,5 96,4 940 100,1 96,7 89,8 937

Tabelle 81 Stabilitat von Sericosid in einer W/O-Emulsion (E 47) wéhrend einer Lagerzeit

von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen: Gehalte [ug/g] und Gehalte [%)]

Sericosid OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
+6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

Gehalte [ug/g] | 46,8 48,1 47,8 46,9 46,5 49,1 489 46,6 46,1 47,6 47,0 465 47,0
Gehalte [%] 100,0 102,8 102,2 100,3 99,4 1050 104,4 995 984 1016 1004 99,4 1003

Daten zur Untersuchung der Penetrationseigenschaften von Terminalia-Extrakt

Tabelle 82 Penetrationseigenschaften der Leitsubstanz Sericosid: Einzeldaten [%] und sta-

tistische Daten

Verteilung [%] 1. Probe 2.Probe 3.Probe Mittelwert Stabw. Rel. Stabw. Vertrauensber.
Oberflache 66,08 71,51 65,47 67,69 3,33 4,92 8,27
Hornschicht 26,76 19,62 26,61 24,33 4,08 16,76 10,13
Epidermis 0,72 1,47 1,00 1,06 0,38 35,84 0,95
Dermis 0,18 0,41 0,23 0,28 0,12 44,15 0,30
Rezeptorphase n.n. n.n. n.n. - - - -
Wiederfindungsrate 93,74 93,02 93,31 93,36 0,29 0,32 0,73
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9.3.5 Echinacea purpurea

Daten zur Untersuchung der Lagerstabilitdt von Echinacea-Extrakt

Tabelle 83 Stabilitat von Cichoriensaure in einer O/W-Emulsion (D 16) wahrend einer
Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen: Gehalte [ug/g] und
Gehalte [%]

Cichoriensaure{OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
+6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

Gehalte [pug/g] |205,1 195,8 1954 197,99 174,4 1939 179,8 179,9 147,7 192,3 170,1 1545 144,1
Gehalte [%] 100,0 955 953 965 850 945 87,7 877 720 938 829 753 703

Tabelle 84 Stabilitat von Cichoriensaure in einer W/O-Emulsion (D 17) wéahrend einer
Lagerzeit von 6 Monaten unter verschieden Lagerungsbedingungen: Gehalte [ug/g] und
Gehalte [%]

Cichoriensaure{OMo 1Mo 1Mo 1Mo 1Mo 3Mo 3Mo 3Mo 3Mo 6Mo 6Mo 6Mo 6Mo
+6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR +6°C RT RT+L BR

Gehalte [ug/g] |215,6 207,5 201,2 198,2 190,0 207,0 206,4 197,0 184,8 202,3 202,2 192,9 174,6
Gehalte [%] 100,0 96,2 933 919 881 960 957 914 857 938 938 895 81,0

Daten zur Untersuchung der Penetrationseigenschaften von Echinacea-Extrakt

Tabelle 85 Penetrationseigenschaften der Leitsubstanz Cichorienséure: Einzeldaten [%]

und statistische Daten

Verteilung [%] 1. Probe 2. Probe 3.Probe 4.Probe Mittelwert Stabw. Rel. Stabw. Vertrauensber.
Oberflache 53,36 32,76 49,19 34,16 42,37 10,44 24,64 16,33
Hornschicht 15,22 14,15 22,02 21,01 18,10 3,99 22,04 6,24
Epidermis 1,04 1,70 2,12 3,42 2,07 1,01 48,55 1,57
Dermis n.n. n.n. n.n. n.n. - - - -
Rezeptorphase n.n. n.n. n.n. n.n. - - - -
Wiederfindungsrate 69,61 48,61 73,32 58,59 62,53 9,69 15,50 15,16
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9.4 Chemikalien und Gerate

9.4.1 Chemikalien

Substanz Hersteller |R- und S-Satze MAK-Wert | Gefahren-
[ml/m~] symbol

Ameisensaure Merck R 35 5 C
S 23.2-26-45

Ammoniumacetat Merck

Anisaldehyd-Spriihreagenz Sigma R 11-8-49-23/24/25-34 T+
S 16-17-45-36/37/39

Ascorbinséure Meck

Butylhydroxyanisol Merck

Butylhydroxytoluol Merck

tert-Butylmethylether Merck R 11 F
S 9-16-29-43.3

(¥)-Catechin Sigma R 36/37/38 Xi
S 26-36

(-)-Catechingallat Sigma R 36/37/38 Xi
S 26-36

Chloroform Merck R 22-38-40-48/20/22 10 Xn
S 36/37

Chloroform-D1 Merck R 22-38-40-48/20/22 10 Xn
S 36/37

Cichorienséaure Madaus

(-)-Epicatechin Sigma R 36/37/38 Xi
S 26-36

(-)-Epicatechingallat Sigma R 36/37/38 Xi
S 26-36

(-)-Epigallocatechin Sigma R 36/37/38 Xi
S 26-36

(-)-Epigallocatechingallat Sigma R 36/37/38 Xi
S 26-36

Ethylendiamintetraessigsaure | Merck

Dinatriumsalz-Lésung

(-)-Gallocatechin Sigma R 36/37/38 Xi
S 26-36

(-)-Gallocatechingallat Sigma R 36/37/38 Xi

S 26-36
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Gallussaure Roth

18B-Glycyrrhetinsaure Sigma R 22 Xn
S 36

Glycyrrhizinsaure, Sigma R 22 Xn

Ammonium-Salz S 36

n-Hexan Merck R 11-48/20 50 F, Xn
S 9-16-24/25-29-51

Methanol Merck R 11-23/25 200 T, F
S 7-16-24-45

ds-Methanol Merck R 11-23/25 200 T, F
S 7-16-24-45

meta-Phosphorsaure Merck R 34 C
S 26-36/37/39-45

2-Propanol Merck R 11 200 F
S 7-16

Sericosid Indena

Tetrahydrofuran Merck R 11-19-36/37 50 F, Xi
S 16-129-33

Tetramethylsilan Sigma

o-Tocopherolacetat Sigma
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9.4.2 Gerate und Zubehor

Material Bezeichnung Hersteller
DC Fertigplatten Kieselgel G 60 Fs4, 10x20 cm, Merck

0,25 mm Schichtdicke
DC Trennkammern 20x10 cm, mit Stahldeckel Desaga
Dioden Array Detektor DAD 1100 Agilent
HPLC-Anlage Entgaser 1100 Agilent

Quarternare Pumpe 1100

Probengeber 1100

Séaulenthermostat1100
HPLC-Séaulen Grom-Sil 120 ODS-3 CP, 3 um | Grom

125x8 mm

Grom-Sil 120 ODS-3 CP, 3 um

60x2 mm

Grom-Sil 120 ODS-3 CP, 5 um

60x2 mm

Grom-Sil 120 ODS-0 AB, 3 pm

60x2 mm

Grom-Sil 120 Octyl-5 CP, 5 pm

60x2 mm

RP select B LiChrospher, 5 um | Merck

250x4 mm
Kulturréhrchen 12 ml Sarstedt
Massenspektrometer ESQUIRE-LC Bruker

MSD 1100 Agilent
Membranfilter SRP 25, 0,45 pm Sartorius

RC 25, 0,45 pm
Mikroliterspritze Gastight 1725 Hamilton
Reinstwasseranlage MilliQ A 10 Millipore
Spritzenpumpe 74900 Cole-Parmer
Ultraschallbad Sonorex RK 100 H Bandelin
UV-Lampe TL-900 Camag
Vials, Schraupkappen N8 Macherey & Nagel
Septen (PTFE)
Vortex Mixer REAX top Heidolph
Zentrifuge EBA3S Hettich
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