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Zusammenfassung (deutsch) 1

Zusammenfassung (deutsch)

Naturliche Phospholipide (PL) sind eine native, biokompatible und relativ kostengiinstige
Alternative zu synthetischen Emulgatoren. Ein bekannter PL-haltiger Emulgator ist Lecithin,
das hauptséachlich Phosphatidylcholin (PC) enthalt und (abhangig vom Reinheitsgrad) zusatz-
lich eine Mischung anderer PLs mit einer entsprechenden Fettsaurezusammensetzung in Ab-
hangigkeit von der Ausgangssubstanz enthalt. Trotz der Vielfalt der Phospholipide wird haupt-
sachlich (fast) reines Phosphatidylcholin als Emulgator fir kosmetische bzw. pharmazeutische
Zwecke verwendet. Da alle enthaltenen Lipidspezies Emulgatoren sind, kdnnen nattirliche PLs

als eine Mischung von (Co-) Emulgatoren betrachtet werden.

Der HLB-Wert ist der am haufigsten genutzte Parameter, fir die Klassifizierung und da-
mit fir den Anwendungsbereich von amphiphilen Substanzen. Amphiphile Substanzen werden
aufgrund ihrer Fahigkeit die Oberflachenspannung zu reduzieren auch Tenside genannt.
Durch die weite Verbreitung des HLB-Wertes sind die Bewertungen von Tensiden durch in-
dustrielle Anwender stark von ihm beeinflusst. In der Literatur werden allerdings viele verschie-
dene HLB-Werte fir PLs angegeben [1]-[3], weshalb einige Unklarheiten fur die kommerzielle
und vielfaltige Anwendung von natirlichen PLs bestehen. Ziel der vorliegenden Arbeit ist des-
halb eine systematische Charakterisierung von natirlichen Phospholipiden unterschiedlicher
Aufreinigungsstufen und unterschiedlicher pflanzlicher und tierischer Quellen mit dem Ziel den

Einsatzbereich der entsprechenden PLs fir O/W- bzw. W/O Emulsionen zu beleuchten.

Um dies zu bewerten, wurden HLB-Werte von vierzehn verschiedenen pflanzlichen PLs
mit unterschiedlichem PC-Gehalt unter Verwendung eines Zentrifugationsverfahrens be-
stimmt, um die relative Stabilitat einer Emulsion mit dem jeweiligen Emulgator und verschie-
denen Olphasen zu bestimmen Die erhaltenen Ergebnisse werden durch umfangreiche phy-
siko-chemische Charakterisierung von reprasentativen PLs in Kontext gesetzt. Per Kleinwin-
kelréntgenbeugung und Oberflachen-Druck Isothermen soll die Struktur der sich an der Grenz-
flache bildenden PL-Membranen analysiert werden. Die so erhaltenen Ergebnisse werden mit-

hilfe der Bestimmung des elektrostatischen Potentials per Zeta-Potential Analyse interpretiert.

Um die erfolgte Grundlagen-wissenschaftliche Charakterisierung zudem auf ihre prakti-
sche Ubertragbarkeit zu verifizieren werden unterschiedliche mikroskopische Methoden ange-
wandt, um aus nattrlichen PLs praparierte Emulsionen zu untersuchen. Fir die Auswertung
der mikroskopischen Aufnahmen wird eine geeignete Bild-Analyse Methode entwickelt, um
eine statistische Signifikanz zwischen den Einzelnen Aufnahmen zu gewahrleisten. Die so ge-
wonnenen Daten werden mittels einer Histogramm-Darstellung miteinander verglichen und

ausgewertet.
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Summary (english)

Natural phospholipids (PL) are a native, biocompatible and relatively inexpensive alter-
native to synthetic emulsifiers. A known PL-containing emulsifier is lecithin, which mainly con-
tains phosphatidylcholine (PC) and (depending on the degree of purity) additionally contains a
mixture of other PLs with a corresponding fatty acid composition depending on the natural
source. Despite the variety of phospholipids, mainly (almost) pure phosphatidylcholine is used
as emulsifier for cosmetic or pharmaceutical purposes. Since all included lipid species are

emulsifiers, natural PLs can be considered as a mixture of (co-)emulsifiers.

The HLB value is the most frequently used parameter for the classification and thus for
the application of amphiphilic substances as emulsifiers. Amphiphilic substances are also
called surfactants because of their ability to reduce surface tension. Due to the widespread
use of the HLB value, the evaluation of surfactants by industrial users are strongly influenced
by it. In the literature, however, many different HLB values are attributed to lecithins [1]-[3],
which leads to a level of uncertainty regarding the commercial use of natural PLs. Therefore,
the aim of the present work is a systematic characterization of natural phospholipids of different
purification levels and different plant and animal sources with the aim to shed light on the field

of application of the corresponding PLs for O/W or W/O emulsions.

To evaluate this, HLB values of fourteen different natural PLs with varying PC content
were determined using a centrifugation procedure to determine the relative stability of an emul-
sion with the respective emulsifier and different used oil phases The results obtained are put
into context by extensive physicochemical characterization of representative PLs. The struc-
ture of the PL membranes forming at the interface will be analyzed by small angle X-ray dif-
fraction and surface pressure isotherms. The obtained results will be interpreted by determin-

ing the electrostatic potential via zeta-potential analysis.

In order to verify the basic scientific characterization and its practical applicability, differ-
ent microscopic methods will be applied to study emulsions prepared from natural PLs. For the
evaluation of the microscopic images a suitable image analysis method is developed to ensure
statistical significance between the individual images. The data obtained in this way are com-

pared and evaluated by means of a histogram representation.
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1 Einleitung

Phospholipide (PLs) sind eine Klasse von Molekilen, welche ubiquitar in den Membra-
nen aller Organismen (Bakterien, Pilze, Pflanzen, Tiere) sowie in Viren vorkommen. Durch ihre
hydrophile Kopfgruppe und den lipophilen Schwanz bilden sie ein amphiphiles Molekdl, wel-

ches vielseitige Eigenschaften aufweist und ein breites Anwendungsspektrum zulasst.

Zuerst entdeckt wurden PLs im Jahre 1847 durch den franzdsischen Chemiker und
Pharmazeuten Theodore Nicolas Gobley (1811 — 1876). Er stiel3 auf diese Verbindungen bei
der Analyse von Eigelb, welches ihm als Modellmatrix bei der Suche nach dem chemischen
Aufbau des Gehirns diente. Eine Reihe von franzdsischen Chemikern versuchte in jener Zeit,
die chemischen Komponenten des Gehirns zu entschlisseln. Dabei stielen sie auf eine Lip-
idsubstanz, welche sich im Alkohol I6sen liel und Phosphor enthielt. Das entdeckte PL nannte
Gobley in Anlehnung an das griechische Wort lekhitos fiir Eigelb. Spater wurden vergleichbare
Substanzen in allen daraufhin untersuchten Lebewesen nachgewiesen und als Stoffgruppe

anerkannt — die Lecithine.

Seit Entdeckung der PLs bzw. Lecithine wurden die Anwendungsgebiete dieser ubiquitar
in Lebewesen vorkommenden Stoffklasse stetig erweitert. Die ersten Nutzungsversuche be-
gannen ab 1925, getrieben durch die Entwicklung des Bollmannschen Extraktionsverfahrens.
Mit dessen Hilfe konnte Lecithin aus dem Ol der Sojabohne in industriellem MaRstab extrahiert
werden. Zunachst wurden PLs als Emulgator in der Pharmazie und Kosmetik verwendet, ab
1948 fanden sie dann als Hilfs- und Wirkstoff in den Bereichen Lebensmittel-, Futterindustrie
und Technik weite Verbreitung. In neuerer Zeit kommen PLs bzw. Lecithine in der Pharmazie
vor allem als Liposomen, also als (Transport-)Vesikel fir Arzneistoffe, zu breiter Anwendung

und sind dort weiterhin Fokus intensiver Forschung.

Es dauerte nur vergleichsweise kurze Zeit, bis die natlrlich vorkommenden PLs durch
synthetische erganzt wurden. Im Jahre 1945 traten die Sorbitanfettsaureester TWEEN und
SPAN ihren Siegeszug als universell einsetzbare Emulgatoren an. Sie sind im typischen Fall
aus Erddlraffinaten Uber diverse Zwischenstufen synthetisierbar. Ihr Vorteil bestand in einer
kostengiinstigen Synthese gepaart mit der Mdglichkeit sie durch unterschiedliche Substituti-
onsmuster ihrem konkreten Einsatzzweck anzupassen. Auterdem waren sie durch ihre relativ
homogene Zusammensetzung nach Aufreinigung leicht und zuverlassig zu charakterisieren.
Potentielle Interaktionen und Unvertraglichkeiten konnten so sicherer vorhergesagt bzw. ver-
mieden werden. Durch diese neue, mit den Anforderungen des Marktes konforme Qualitat
wurden die vormals als Emulgatoren geschatzten Lecithine weitestgehend aus ihren Einsatz-

gebieten verdrangt.
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Etwa seit der Jahrtausendwende gibt es in der Bevdlkerung Deutschlands, der EU und
dariber hinaus ein besseres Verstandnis und eine stetig wachsende Nachfrage fir umwelt-
freundliche und 6kologisch nachhaltig erzeugte Produkte. Dieser Trend zeigt sich bei allen
Produkten und schlie3t somit auch die Pharmazie- und Kosmetikbranche mit ein. Innerhalb
der letzten 10 Jahre verdoppelte sich zum Beispiel der Umsatz von Naturkosmetika in den
USA, Frankreich und Deutschland, die als fiihrende Absatzmarkte flir Kosmetika besonders
beachtet und trendbestimmend sind [4], [5]. Dabei blieb der Gesamtumsatz in etwa gleich,
allein das Verhaltnis klassische Kosmetik zu Naturkosmetik veranderte sich. Generell ist dieser
Trend auch in sich entwickelten Absatzmarkten wie China und Brasilien zu beobachten. Native
pflanzliche Produkte werden also auch global betrachtet immer mehr geschatzt, wohingegen

die Skepsis gegenuber dem industriell-synthetischen Produkten weiter zunimmt.

. Auf die veranderten Wertevorstellungen und das neue Kaufverhalten ist mit neuen An-
strengungen in Forschung und deren Anwendung zu reagieren. Da die Industrie Uber Jahr-
zehnte hinweg den Fokus auf die synthetischen PLs und deren Charakterisierung gelegt hat,
fehlen heute wissenschaftlich gut fundierte und damit valide Aussagen zur Anwendbarkeit der
naturlichen Vertreter dieser Stoffklasse. Sie werden unter anderem als Emulgatoren in der
pharmazeutischen und kosmetischen Branche stark nachgefragt. Diese geschilderte Diskre-
panz zwischen Kenntnisstand und Einsatzanforderungen soll im Rahmen der vorliegenden

Arbeit verringert werden.

Ziel dieser Arbeit ist es daher natirliche PLs aus unterschiedlichen Urspriingen gemaf
dem verbreiteten Konzept des HLB-Wertes auf ihre Anwendungsmaglichkeiten als Emulgator
zu untersuchen. Folgend sollen die aufgrund unterschiedlicher Zusammensetzung gefunde-
nen Unterschiede genauer untersucht werden durch Analyse der von den PLs gebildeten

Membranen an der Grenzflache zwischen den Phasen einer Emulsion.

Anschlie3end soll eine mikroskopische Methode zur Bestimmung der TrépfchengréRen-
verteilung von Emulsionen entwickelt werden. Durch diese Methode sollen dann etwaige Un-
terschiede zwischen als Emulgator verwendeten PLs auf ihre Auswirkung bei der Herstellung
von Emulsionen untersucht werden. Dadurch sollen die Einsatzgebiete von natirlichen PLs

als Emulgatoren entsprechend ihrer Herkunft und Aufreinigungsstufe dargelegt werden.



Theoretischer Hintergrund 5

2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Phospholipide

2.1.1 Definition und Struktur

Natturliche Phospholipide (PLs), gewonnen aus z.B. Sojabohnen und Eigelb, sind weit
verbreitete Hilfsstoffe in der pharmazeutischen und kosmetischen Industrie [6]. Sie haben am-
phiphile Eigenschaften und werden daher in vielen Arten von Formulierungen, wie Fettemulsi-
onen, gemischten Mizellen, Suspensionen und liposomalen Praparaten, verwendet. lhr natir-
licher Ursprung ist ein Vorteil gegenuber synthetischen und aggressiveren Emulgatoren bzw.
Tensiden wie Polysorbaten oder Polyoxyethylen Derivaten. Ebenso zeichnen sie sich durch

Verfugbarkeit, niedrige Produktionskosten und dkologische Nachhaltigkeit aus.

Phospholipide (PL) sind phosphorhaltige, amphiphile Molekile und mafigeblich am Auf-
bau von zellularen Membranen sowie an Transport- und Regelmechanismen des Stoffwech-
sels beteiligt. Sie bestehen aus einer hydrophilen Phosphorsaureester—-Kopfgruppe und lipo-
philen Fettsdureketten an einem Diacylglycerid-Grundgerist. Aufgrund ihrer Diversitat an
Kopfgruppe und am Grundgerust veresterter Fettsauren in Bezug auf Kettenlange und Satti-
gungsgrad sind sie eine heterogene Substanzklasse mit unterschiedliche physiko-chemische

Eigenschaften

In der Literatur gibt es einige Unstimmigkeiten Uber die Verwendung der Begriffe Lecithin
und Phosphatidylcholin. Dies liegt daran, dass in der amerikanischen Literatur Lecithin als Sy-
nonym flr Phosphatidylcholin verwendet wird, wohingegen Lecithin gemaf den pharmazeuti-
schen Definitionen ein komplexes Gemisch von in Aceton unléslichen Phosphatiden (d. h.
Phospholipiden) aus pflanzlichen Quellen ist [6]. Um zwischen Lecithin und Phosphatidylcholin
zu unterscheiden, wird vorgeschlagen, "Lecithin" zu verwenden, um Stoffe zu beschreiben, bei
denen weniger als 80% des Gesamtgewichts Phospholipide (und hauptsachlich Phosphatidyl-
cholin) sind und "Phosphatidylcholin“, wenn die Substanz mehr als 90 % (m/m) Phosphatidyl-
cholin enthalt [7].

Das Phospholipidmolekil umfasst ein Glyceringerust, das in den Positionen 1 und 2 mit
Fettsduren und in Position 3 mit Phosphat verestert ist. Die systematische Bezeichnung von
z.B. Phosphatidsaure (PA) ist 1,2-Diacyl-sn-glycero-3-phosphat (wobei sn "stereospezifische
Nummerierung" bedeutet). In typischen Membranphospholipiden wird die Phosphatgruppe
weiter mit einem zuséatzlichen Alkohol verestert, beispielsweise in Phosphatidylcholin (PC) mit
Cholin, in Phosphatidylethanolamin (PE) mit Ethanolamin, in Phosphatidylglycerol (PG) mit
Glycerin und in Phosphatidylinositol (PI) mit Inositol. Ein Phospholipid ohne veresterten Alko-
hol wird Phosphatidsdure genannt. Abhangig von der Struktur der polaren Region und dem

pH-Wert des Mediums sind PE und PC zwitterionisch und haben eine neutrale Ladung bei pH-
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Werten von etwa 7, wahrend z. B. PG negativ geladen ist. Abbildung 1 zeigt die Struktur der

am haufigsten vorkommenden Phospholipide.
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lipophiler Teil Glycerol-Grundgeriist polare Kopfgruppe

Abbildung 1: Struktur der Phospholipide

Als lipophiler Anteil sind Fettsauren (FS), darunter Palmitinsaure, Stearinséure, Olsaure,
Linolensaure und vor allem Linolsdure, an Position 1 und 2 des Glycerin-Grundgertstes der
Pflanzen-PLs verestert. Ei-PLs enthalten zu dem mehrfach ungesattigte FS, wie Arachidon-
saure. Dies wiederum hat Auswirkungen auf die lipophilen Eigenschaften, wie z.B. die Pha-
senubergangstemperatur der PL (ungesattigte FS besitzen eine hdhere Phasenlbergangs-
temperatur). In Tabelle 1 sind die unterschiedlichen Festtsdurezusammensetzungen der PLs
in Abhangigkeit ihres Ursprungs aufgelistet und die Systematik ihrer Nomenklatur verdeutlicht
(LIPOID S fir Soja und LIPOID P fiir non-GMO Soja).

Abhangig von Art und Kettenlange bzw. Konformation der FS ergeben sich andere An-
ordnungen der PL aufgrund Unterschiede in der Lipophilie und dem benétigten Platz. Die

Strukturen der am haufigsten vorkommenden Fettsaurerester sind in Abbildung 2 aufgefihrt.
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Tabelle 1: FS Zusammensetzung der verwendeten PLs

Ausgangsstoff Eigenname der PLs Fettsaure Anteil [%]
Raps LIPOID R 50 Palmitinsaure 5-8
Stearinsaure 0-1
Olsaure 60 — 72
Linolsaure 23-28
Linolensaure 1-3
Sonnenblume LIPOID H 50 Palmitinsdure 9-12
Stearinsaure 2-4
Olsaure 14 - 25
Linolsaure 60-72
Linolensaure 0-1
Soja LIPOID S 45,75,80,100 Palmitinsaure 12 -17
LIPOID S LPC 80 Stearinsaure 2-5
LIPOID P 75,100,100-3 Olsaure 8-12
PHOSPHOLIPON IP 50 Linolsaure 58 — 65
Linolensaure 5-9
Ei LIPOID E, E 80, E80 S Palmitinsaure 27 — 33
Stearinsaure 11-18
Olsaure 24 — 30
Linolsaure 14 -18
Linolensaure 1

Eine Modifizierung der Polaritat der PLs ist durch den Einsatz verschiedener Enzyme
moglich, durch die die PL partiell hydrolysiert werden. Mittels enzymatischer Esterspaltung
durch Phospholipase A1 und A2 kdnnen naturliche PL in ihrer Acylierung an Position 1 und 2
moduliert werden. Es entstehen Monoacyl-PL, sogenannte Lysolecithine, die aufgrund der feh-

lenden FS-Kette hydrophileren Charakter erhalten.

Daneben konnen in den natirlichen PLs auch weitere Substanzen enthalten sein, die
aufgrund ihrer polaren Eigenschaften und ihrer Ladungsverhaltnisse Auswirkungen auf deren
Charakter haben. Weitere, in geringen Anteilen enthaltene Bestandteile der natlrlichen Phos-

pholipide sind Sphingomyeline, Triglyceride, freie FS, Cholesterin und Tocopherole.
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Abbildung 2: Struktur der FSs
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Eine Aufstellung der bekannten und dominierenden Bestandteile der verwendeten na-

tlrlichen Phospholipide zeigt Tabelle 2.

Tabelle 2: Zusammensetzung der PLs gemdf} Analysenzertifikat

Phospholipid Anteil PC [%] Anteil PE [%] Anteil Lyso-PC [%]
LIPOID S 45 57,4 16 1,5
LIPOID S 75 70,6 75 2,5
LIPOID S 80 77 3,9 5
LIPOID S 100 96,7 0,1 0,7
LIPOID S LPC 80 12,8 0 82,7
PHOSPHOLIPON 50 IP 54,1 0 0
LIPOID P 75 69,2 0 3
LIPOID P 100 97,4 0,1 0,3
LIPOID P 100-3 96,4 0 1,1
LIPOID E 70 12,8 2,6
LIPOID E80 S 70,1 9,5 3
LIPOID E 80 85 15 2
LIPOID H 50 50,7 4,3 0
LIPOID R 50 52,4 11,9 0
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2.1.2 Rohmaterialien und Gewinnung natiirlicher PLs

Als wichtigster Bestandteil der Lecithine gelten die verschiedenen PL, allen voran das
PC, das in allen pflanzlichen und tierischen Zellen prasent ist. Besonders élreiche Samen von
Pflanzen, wie Soja, Raps und Sonnenblume, eignen sich zur Gewinnung der PL, da sie dort
als natiirliche Stabilisatoren der in den Oltropfen der Pflanzen gespeicherten Reservestoffe

dienen. Als tierischer Ursprung fiir PLs eignet sich besonders das Eigelb von Hlhnereiern.

Bei der Olextraktion von Pflanzensaaten geht ein Teil der PL in das Ol (iber und ist daher
ein wichtiger Ausgangsstoff in der Lecithingewinnung [8]. Nach Extraktion kénnen die PL vom
begleitenden Ol leicht abgetrennt werden, da sie in Gegenwart von Wasser quellen und Mizel-
len ausbilden, die eine héhere Dichte als das Ol aufweisen. Nach Entfernung der Restfeuchte
des geklarten Ols folgen Extraktionsschritte in nicht-toxischen Solventien, wie Aceton und
Ethanol. Daran schlieRen sich Reinigungsschritte mittels Chromatographie (HPLC) und geeig-
neter Verfahren zur Rickgewinnung des Lésungsmittels an. Durch die Wahl eines geeigneten
Extraktions- und Aufreinigungsprozesses sind Lecithinfraktionen unterschiedlichen PC-Gehal-
tes (20 — 98 %) moglich, ebenso wie spezielle Verhaltnisse von PL zu unpolaren Lipiden. Die
ursprungliche FS-Komposition der PL bleibt dabei erhalten und ist abhangig vom Rohmaterial.
(siehe Tabelle 1)

PL aus Eigelb werden in ahnlicher Weise wie pflanzliche PL durch Extraktion und chro-
matographische Prozesse gewonnen. Es ist ebenso mdglich synthetische PL aus Mannitol mit
einer gezielten FS-Komposition zu designen und zu synthetisieren. Dies ist allerdings mit er-
heblichem Aufwand verbunden im Vergleich zu natirlichen PLs und dadurch fir die industrielle

Anwendung weniger geeignet.

2.1.3 Anwendungsgebiete der Phospholipide

PL sind als Bestandteil der Zellmembran fir den lebenden Organismus unentbehrlich.
Aufgrund ihrer Eigenschaften und unterschiedlichen Funktionen kénnen sie u.a. in der Arznei-
mittel- und Kosmetikproduktion, der Lebensmittelindustrie und bei der Produktion von Pflan-
zenschutzmitteln eingesetzt werden. Aufgrund ihres naturlichen Ursprungs sind sie besser
vertraglich als (partiell) synthetische Stoffe. Dies spiegelt sich auch in ihrem Status als GRAS

(Generally recognized as safe) Substanzen wider [9].

In der pharmazeutischen Industrie werden Lecithine in vielen Arten von Formulierungen,
wie Fettemulsionen, gemischten Mizellen, Suspensionen und liposomalen Praparaten, ver-
wendet. Haupteinsatzgebiete sind dermale und intravendse Applikationen. Dabei wird beson-

ders die Amphiphilie der PLs genutzt.

Kosmetische Praparate sind (iberwiegend Emulsionen vom Typ Wasser-in-Ol (W/O)

bzw. Ol-in-Wasser (O/W), mit dem Ziel, erweichende, glattende, kiihlende und riickfettende
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Wirkung zu erreichen. Aufgrund der ausgepragten amphiphilen Eigenschaft der natirlichen

PLs kdnnen diese hierbei als Emulgatoren verschiedener Phasenlagen dienen

In der Nahrungsmittelindustrie unter der Zusatzstoffnrummer E 322 gelistet, wird es in
groflen Mengen als Lebensmittelemulgator, z.B. bei der Verarbeitung von Mayonnaise oder
Margarine (hier als W/O-Emulgator), beigefligt. Ebenso dient es als Backhilfsmittel und ver-

bessert beispielsweise die FlieReigenschaften bei der Schokoladenherstellung.

Ebenfalls eingesetzt wird Lecithin in Nahrungserganzungsmitteln mit dem Versprechen
auf positive Effekte auf den Cholesterin- und Fettstoffwechsel und der Starkung von Gehirn-
und Nervenzellen. Die Wirksamkeit konnte allerdings bisher in keiner Studie ausreichend be-

legt werden.

Eine Besonderheit der PL ist die Fahigkeit Liposomen auszubilden. Im Gegensatz zu
Mizellen, wie sie viele oberflachenaktive Substanzen ausbilden, bestehen Liposomen aus ei-
ner Doppelschicht (Abbildung 3). Es handelt sich hierbei um sphéarische Kérper mit Durchmes-
sern im Nanometerbereich, die aus einer (unilamellar Vesikel, ULVs) oder mehreren (multila-
mellare Vesikel, MLVs) Lipiddoppelschichten aufgebaut sind. Sie sind so in der Lage hydro-
phile Wirkstoffe im Inneren bzw. lipophile Substanzen in der Doppelschicht einzuschlief3en.
Der Vorteil von Liposomen-Membranen ist zudem, dass sieh dem Aufbau von nattrlichen Zell-
membranen nahekommen. Deshalb sind sie gut vertraglich und besitzen penetrations-verbes-
sernde Eigenschaften. Auf epikutaner Ebene kénnen sie zusatzlich die Barrierefunktion von
geschadigter Haut regenerieren. Letzteres ist vor allem fir den therapeutischen Erfolg in der
topischen Therapie geschadigter Haut von besonderem Interesse. Entscheidend fir den The-
rapieerfolg von dermalen Zubereitungen ist besonders die Phasenlage. Fiir die Auswahl ge-
eigneter PLs flr das Zustandekommen einer bestimmten Phasenlage kann der HLB-Wert zu

Rate gezogen werden [10].

Hydrophiler Kopf

Wassrige
Losung

Hydrophober Rest

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Liposoms
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Lecithin als PL-Gemisch von nicht naher definierten Fraktionen (vgl. 2.1.1), wird in der
Literatur mit einem HLB-Wert von ca. 4 angegeben. Der reinen PC-Fraktion wird ein HLB-Wert
von ca. 7,4 zugeordnet, wahrend PE einen deutlich geringeren Wert zeigt. Dies kommt durch
die deutlich kleinere Kopfgruppe (Ethanolamin) im Vergleich zum Cholin zustande. Grundsatz-
lich gilt: Je groRer der Anteil an polaren Gruppierungen im Gemisch, desto mehr verschiebt
sich der HLB-Wert hin zu héheren, hydrophileren Werten, was den PLs ein breites Einsatzge-

biet als Emulgatoren ermdglicht (siehe Abbildung 4)

Pl-Fraktion hydroxyliert
,Standard- hydrolisiert
Lecithin”

PE-Fraktion PC-Fraktion

Abbildung 4: HLB-Werte der Lecithinfraktionen

2.2 HLB-Wert

2.2.1 HLB-Wert nach Griffin

Der Begriff der Hydrophilen-Lipophilen Balance (HLB) zur Klassifizierung und Auswahl
von Emulgatoren wurde 1949 gepragt[11]. William C. Griffin definierte den Begriff des HLB-
Wertes zunachst fir nichtionogene Tenside, indem er jeder amphiphilen Substanz einen di-
mensionslosen Zahlenwert zwischen 0 und 20 zuordnete. Dieser lasst sich sowohl experimen-
tell bestimmen als auch aus dem stéchiometrischen Verhaltnis des lipophilen und hydrophilen
Anteils des Molekdls errechnen (siehe Gleichung 1)

HLB = 20 (1 - Zlzenit) (1)

Miotal

Dabei sind:

Mipopnit = Molmasse des lipophilen Teils des Molekiils

Miotal = Molmasse des gesamten Molekiils

Der HLB-Wert bietet so die Méglichkeit Tenside nach ihren amphiphilen Eigenschaften
zu kennzeichnen und sie entsprechend ihrem Verwendungszweck zu klassifizieren (siehe Ab-
bildung 4). Besonders hilfreich ist diese pragmatische Einteilung fir die Zubereitungen phar-

mazeutischer Emulsionen, um Aussagen Uber Einsatzmdglichkeit, Stabilitat und
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Inkompatibilitaten treffen zu kénnen. So fand der HLB-Wert gro3e Beachtung in der Kosmetik-

und Nahrungsmittelindustrie.

Tabelle 3: HLB-Werte und deren Anwendungsbereiche

HLB-Bereich Anwendung
4 -6 W/O-Emulgator
7-9 Benetzungsmittel
8 -18 O/W-Emulgator
13 -15 Detergenz
15 - 18 Lésungsvermittler

Fir die industrielle Nutzung werden meist Emulgator-Mischungen aus lipophilen und
hydrophilen Emulgatoren verwendet, um eine bessere Effizienz durch erhéhte Stabilitat der
Emulsionen bei gleichzeitig niedrigen Einsatzkonzentrationen zu erreichen. Werden zwei
Emulgatoren mit bekannten HLB-Werten kombiniert, um ein Ol zu emulgieren, existiert ein
Mischungsverhaltnis der beiden Emulgatoren, bei dem die Emulsion qualitativ ein Optimum
erreicht. Dieser Punkt ist der sogenannte ,erforderliche HLB-Wert*“ (eHLB-Wert) eines Ols [12].
Dabei sind die Emulgatoren so zu verwenden, dass bestmdgliche Stabilitdt der Emulsionen
bei méglichst geringer Phasentrennung tber einen bestimmten Zeitraum erlangt wird. Dieser
Wert wird durch Gleichung (2) beschrieben.

HLB (Ol) — wy HLBy+ WgHLBg (2)
Wp+Wp
Dabei sind:
eHLB = erforderlicher HLB-Wert des Ols
Wx = Anteil des Emulgators x [Dezimale]
HLBx = HLB-Wert des Emulgators x

In der Original-Methode nach Griffin zur experimentellen Bestimmung des eHLB-Wertes
eines Ols werden 2 Emulgatoren bekannten HLB-Wertes in verschiedenen Verhéltnissen ge-
mischt und zu einer Emulsion verarbeitet, sodass eine Reihe von Emulsionen mit theoreti-
schen, also errechneten HLB-Werten entsteht, innerhalb derer der eHLB-Wert des zu unter-
suchenden Ols vermutet wird. Die Emulgator-Kombinationen werden zu gleichen Volumenan-
teilen mit Wasser und Ol gemischt und geschiittelt. Die daraus resultierenden Emulsionen

werden nach Ablauf von 24 Stunden beziglich ihrer Phasentrennung beurteilt und diejenige
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Emulsion der Reihe als die stabilste deklariert, die die geringste Phasenseparation aufweist.

Der eHLB-Wert des Ols wird entsprechend der stabilsten Emulsion berechnet.

2.2.2 Theorien und Methodenentwicklung zur HLB-Wert-Bestimmung

In der Literatur sind verschiedene Modifizierungen und Weiterentwicklungen der Origi-
nalmethode nach Griffin zur Ermittlung des HLB-Wertes beschrieben. Neben Neuerungen bei
der mathematischen Berechnung der ,Hydrophile-Lipophile-Balance® amphiphiler Molekiile
sind vor allem Innovationen in der experimentellen Bestimmung festzustellen. Eine Auswahl

wird im Folgenden prasentiert:

Davies erkannte bei seinen Koaleszenz-Studien, dass sich der HLB-Wert oberflachen-
aktiver Substanzen direkt von ihrer chemischen Gleichung ableiten und durch Definition von
Gruppennummern berechnen lasst [13]. Dies ermdglichte auch die HLB-Wert-Bestimmung fir
ionogene Tenside und erweiterte die HLB-Skala durch experimentellen Vergleich der charak-
teristischen Tensideigenschaften (siehe Gleichung 3). Damit kdnnen ionischen Tensiden we-

sentlich héhere Zahlenwerte als 20 zugeordnet werden.

HLB=7+m=*H, — nx* H, (3)
Dabei sind
HLB = HLB-Wert des Fmulgators
m = Anzahl hydrophiler Gruppen im Molekiil
Hp = Wert der hydrophilen Gruppe
n = Anzahl lipophiler Gruppen im Molekiil
H = Wert der lipophilen Gruppe

Ebenso wurde nach moglichen Vergleichsparametern zur experimentellen Ermittlung
des HLB-Wertes geforscht und dabei vielversprechende Ergebnisse erzielt. Huebner [14]
ebenso wie Becher und Birkmeier [15] setzten experimentell ermittelte Retentionszeiten chro-
matographischer Verfahren in Korrelation zur Hydrophilen-Lipophilen-Balance. Auch fanden
Untersuchungen zur linearen Beziehung zwischen HLB-Wert und Dielektrizitatskonstante [16]
bzw. der Grenzflachenspannung [17] statt. Aufgrund solcher Korrelationen Iasst sich der HLB-

Wert prazise bestimmen.

Besonders innovativ sind die Bestimmungen des HLB-Wertes Uiber Endpunkttitrationen
nach Greenwald und Middleton [18] und die Weiterentwicklung der Originalmethode nach Grif-
fin von Robbers und Bhatia in Form der ,Blender-Centrifuge-Method“[19], welche im Kapitel

2.2.3 naher beschrieben wird.



Theoretischer Hintergrund 14

2.2.3 Methodenwahl zur HLB-Wert-Bestimmung (Blender-Centrifuge-Method)

Eine rein rechnerische Methode zur HLB-Wert Bestimmung durch Zuteilung von Grup-
pennummern nach Davies ist fur natirliche PLs aufgrund deren variabler Zusammensetzung
nicht geeignet. Auch bei bekannter und stabiler Zusammensetzung wirde die Berechnung an
ihre Grenzen stol3en, da nicht allen vorhandenen funktionellen Gruppen entsprechende nu-

merische Werte zugeordnet sind.

Daher verbleiben nur experimentelle Methoden zur Bestimmung der HLB-Werte wie die
Blender-Centrifuge—Methode, die eine Weiterentwicklung der Originalmethode nach Griffin
darstellt. Die Besonderheit der Methode liegt darin, dass mit Hilfe eines Homogenisators aus-
reichend stabile Emulsionen zur Erstellung einer Emulsionsreihe hergestellt werden. Diese
werden anschliel3end zentrifugiert, um die sich einstellende Phasenseparation zu beschleuni-
gen. Bei den so gewonnenen Emulsionen wird der Anteil an verbliebener stabiler Emulsion
direkt im Zentrifugenréhrchen vermessen. Der Vorteil der beschriebenen Methode liegt in der
direkten Ermittlung des bestimmten HLB-Wertes Dieser Ansatz ist anderen Bestimmungsme-
thoden, welche sich der Retentionszeiten oder Dielektrizitatskonstanten bedienen, Uberlegen.
Die Vorzige der ,Blender-Centrifuge“-Methode liegen dabei im geringen Zeit-, Kosten- und
Materialaufwand. Daher wurde diese Methode als Grundlage der HLB-Wert-Bestimmung im

Rahmen dieser Arbeit ausgewahlt und wie in Kapitel 3.1 beschrieben modifiziert.

2.3 Zeta-Potential

Das Zeta-Potential beschreibt das elektrokinetische Potential in kolloidalen Dispersio-
nen. Liegen geladene Partikel dispergiert vor, bilden sich elektrische Potentiale an verschie-
denen raumlichen Punkten um den Partikel aus. Ausschlaggebend ist hierbei die Nettoladung

der dispergierten Partikel und die lonen des Dispersionsmediums.

Das elektrische Oberflachenpotential ist das Potential direkt auf der Oberflache des Par-
tikels, welches aufgrund seiner intrinsischen Ladung entsteht. Es ist nur durch direkten Kontakt
einer Elektrode mit der Oberflache des Partikels messbar und erfordert daher eine gewisse

Mindestgroe der Probenoberflache.

Da die elektrostatischen Krafte mit weiterer Entfernung vom Partikel immer starker ab-
nehmen, ist nur ein kleiner Teil der lonen direkt an die Partikeloberflache gebunden. Diese
lagern sich zu einer sogenannten Stern-Doppelschicht fest zusammen. Angrenzend gibt es
eine diffuse Schicht locker assoziierter lonen um den Partikel. Aufgrund von Kompensation

durch die lonen des Mediums erscheinen die dispergierten Partikel nach auf3en hin neutral[20].
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Stern-Potential
max. Zeta-Potential

V=V Vv
diff

diffuse Schicht

Potentialverlauf d

Abbildung 5: Elektrische Potentiale in Entfernung zur Partikeloberfliiche (modifiziert nach Glawdel
[16])

Das Stern-Potential ist das Potential an der Grenzflachen-Doppelschicht zwischen den
an der Oberflache haftenden lonen und der diffusen Schicht um sie herum. Es ist zu beachten,
dass die diffuse Schicht durch elektrostatische Wechselwirkungen an den Partikeln gebunden
ist. Abbildung 5 zeigt die Unterschiede zwischen diesen verschiedenen Potentialtypen und

ihrer Lokalisation.

Die Deklaration einer Stern-Doppelschicht ist eine Weiterentwicklung der Theorien von
Helmholtz, welcher von einer starren doppelschichtigen Anlagerung von lonen um einen Par-
tikel ausging, und der Guoy-Chapman-Doppelschicht, welche die thermische Bewegung der

Lésungsmittelmolekiile und der lonen berilicksichtigt.

Bewegt sich der Partikel im Dispersionsmedium, so kénnen nicht alle diffus verteilten
lonen aufgrund von Reibung im gleichen MalRe der Bewegung folgen. Es kommt zu einer so-
genannten Abscherung von lonen um den Partikel herum. Aufgrund des Verlustes an kom-
pensierenden lonen erhalt der Partikel ein elektrisches Potential. Dieses Potential an der Ab-
scherebene wird als Zeta-Potential bezeichnet. Es drickt den Potentialunterschied zwischen
dem Dispersionsmedium und der Schicht von Fluidteilchen aus, die stationar an den disper-
gierte Partikel gebunden sind. Diese Lokalisation ist der Unterschied des Zeta-Potentials zu
dem elektrischen Oberflachenpotential oder dem Stern-Potential. Das Zeta-Potential wird hau-

fig zur Quantifizierung der LadungsgrofRe von Partikeln verwendet. Das Oberflachenpotential
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oder das Stern-Potential beschreiben die elektrostatischen Eigenschaften eines Partikels ge-
nauer als das Zeta-Potential, lielen sich aber nur durch direkte Messung mit einer Elektrode
bestimmen. Daher ist das Zeta-Potential haufig der einzige verfigbare Weg zur Charakterisie-

rung von Doppelschichteigenschaften.

Fir die experimentelle Bestimmung des Zeta-Potentials wird haufig die elektrophoreti-
sche Mobilitat der Partikel genutzt, welche direkt proportional zum Zeta-Potential ist (siehe
Gleichung (4).

2 ex{rf(a)

He = (4)

3 n
Dabei sind:
Ue = elektrophoretische Mobilitit
£ = Dielektrizititskonstante der Probe
{ = Zeta-Potential
f(ka) = Henry-Funktion
n = dynamische Viskositit der Fliissigkeit

Die Bestimmung der elektrophoretischen Mobilitat erfolgt haufig mittels dynamischer
Lichtstreuung (DLS) und einer speziellen Messzelle, welche ein elektrisches Feld innerhalb
der Kuvette entstehen lasst. Durch dieses Feld werden die geladenen Partikel beschleunigt.
Diese Beschleunigung lasst sich analysieren und unter Voraussetzung der Kenntnis der an-

deren Parameter in die elektrophoretische Mobilitat umrechnen.

Das Zeta-Potential ist ein Schlusselindikator fir die Stabilitat kolloidaler Dispersionen
respektive Emulsionen. Die GrolRe des Zeta-Potentials gibt den Grad der elektrostatischen
Abstoflung zwischen benachbarten, ahnlich geladenen Teilchen in einer Dispersion an. Fur
Molekile und Partikel, in einem entsprechenden GréRenbereich, verleiht ein hohes Zeta-Po-
tential Stabilitat, d.h. die Losung oder Dispersion widersteht der Aggregation. Wenn das Po-
tential klein ist, kdnnen Anziehungskrafte diese Abstoliung Uberschreiten, die Dispersion kann
also brechen und ausflocken. So werden Kolloide mit hohem Zeta-Potential (negativ oder po-
sitiv) elektrisch stabilisiert, wahrend Kolloide mit niedrigem Zeta-Potential dazu neigen zu ko-

agulieren oder auszuflocken.

2.4 Monolayer (Monoschichten) und Langmuir-Blodgett-Filme

Viele in Wasser nahezu unldsliche Substanzen wie langkettige Fettsauren, bestimmte
Alkohole und amphiphile Molekile kénnen aus einem Losungsmittel auf eine Wasseroberfla-
che aufgebracht werden. Dabei formen sie u.a. eine Monoschicht (Langmuir-Blodgett-Film)
auf der Wasseroberflache, bei dem die hydrophilen Enden zum Wasser hinzeigen und die
hydrophoben Ketten den Wasserkontakt moglichst minimieren, indem sie sich zur Luft aus-

richten.
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Die Untersuchung der Struktur von Monoschichten auf einer Wasseroberflache erfolgt
unter anderem durch Messung der Isotherme im Oberflachendruck—Flachen-Diagramm. Der
Oberflachendruck 1 ist die Verringerung der Oberflachenspannung der Wasseroberflache
durch die Monoschicht. Dieser Druck ist also jener, welcher der normalen Kontraktion der
Oberflache durch die Oberflachenspannung entgegensteht. In sogenannten Langmuir-
Blodgett-Trogen (auch Filmwaagen genannt) wird die aufgetragene Monoschicht durch eine
bewegliche Barriere kontrolliert zusammengepresst. Der dabei entstehende Druck auf eine
weitere Barriere wird gemessen. Die Form der so erhaltenen Oberflachendruck-Flachen-Iso-
therme hangt von den internen Wechselwirkungen und der molekularen Ordnung der Mono-
schicht ab. Dieser wird durch Faktoren wie Grolie der Kopfgruppe, mdgliche polare Gruppen,

Anzahl der Kohlenwasserstoffketten und deren Konformation bestimmt.

kondensiert (C)

Flissig-Kondensiert (LC)

Oberflachendruck / mN m
I

Flissig-Expandiert (LE)

Phasentibergang
LE-LC
Gasanalog (G)

Fliache / A’ Molekiil”

Abbildung 6: Schematische Darstellung einer Oberflichendruck-Flichen-Isotherme

In Abbildung 6 ist der prinzipielle Verlauf einer Oberflachendruck—Flachen- Isotherme
dargestellt. Da die Molekile nach Auftragen auf das Wasser eine relativ grofe Flache je Mo-
lekll einnehmen, lasst sich die Isotherme entsprechend eines zweidimensionalen idealen Ga-
ses annehmen. Wird der Film komprimiert findet ein Ubergang von der angenommenen Gas-
phase in eine so genannte flissig-kondensierte (,Liquid-Condensed®) LC-Phase statt. Dieser
erste Punkt der Registrierung von Druck auf die Messbarriere wird als , Lift-Off“-Punkt bezeich-
net. Hierbei sind die Moleklle relativ dicht gepackt, aber eine thermische Beweglichkeit der

hydrophoben Ketten ist noch gegeben. Hierbei kdnnen sich zunachst einzelne Inseln der LC-
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Phase ausbilden, die sich bei weiterer Flachenreduktion zunachst zu groReren Aggregaten

und dann zu einem geschlossenen Film kondensieren.

In einigen Monoschichten (u.a. bei kiirzeren Fettsauren) findet sich vor der LC-Phase
oder anstelle dieser eine sogenannte flissig-expandierten (,Liquid-Expanded) LE-Phase, in
der die Molekilkonzentration je Flacheneinheit noch deutlich geringer ist als in der LC-Phase.

In dieser Phase sind die aliphatischen Ketten noch wie in flissigem Zustand.

Eine weitere Zunahme der Dichte innerhalb der geordneten Monoschicht und damit eine
steigende repulsive Wechselwirkung der Molekile untereinander fuihrt zu einer Umorientierung
der Kohlenstoffketten und damit zu einer Anderung der Konformation. Das Erreichen dieser
dichtesten mdglichen Anordnung charakterisiert einen neuerlichen Phaseniibergang hin zu ei-

nem zweidimensionalen Kristall, der so genannten kondensierten (,Condensed®) C-Phase.

Der Vergleich von Molekulen oder Substanzgemischen und deren Verhalten bzw. Aus-
bleiben von Phasenlibergangen lasst Rickschlisse auf die Anordnung und die Interaktionen
in der gebildeten Monoschicht zu. Dabei ist die Betrachtung der Langmuir-Isothermen alleine

meist nicht ausreichend fiir die Charakterisierung der Strukturen.

2.5 Kleinwinkelrontgenstrahlung (SAXS)

Bei der Bestrahlung von kristallinen Festkdrpern mit dreidimensionalen Gittern mit Rént-
genstrahlung kommt es zu konstruktiver Interferenz von gestreuter Strahlung. Montiert man
hinter der zu bestrahlenden Probe einen geeigneten Detektor, um die abgelenkten Strahlungs-

anteile sichtbar zu machen, entstehen darauf charakteristische Muster (siehe Abbildung 7)[21].

Rontgenstrahl

Detektor

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Aufbaus der Kleinwinkelrontgenstreuung (modifiziert nach de-
Vela [17]



Theoretischer Hintergrund 19

Diese Wellenmuster entstehen aufgrund des periodischen Abstands der Gitterebenen

und werden durch die Braggsche Gleichung (Gleichung 5) beschrieben.

nx A= 2dsin(0) (5)

Dabei sind:

n = Beugungsordnung

A = Wellenlinge der Rontgenstrahlung

8 = Winkel zwischen Réontgenstrahl und Gitterebene
d= Abstand zwischen den Gitterebenen

Aus der Braggschen Gleichung geht hervor, dass mit abnehmendem Streuungswinkel
immer groRere Strukturmerkmale erfasst werden. Die Messungen bei der Kleinwinkelréntgen-
streuung erfolgen bei sehr kleinen Winkeln, in der Regel im Bereich von 0,1° bis 5°. Ein SAXS-
Signal wird immer dann beobachtet, wenn eine Probe Strukturmerkmale in der GréRenord-

nung von wenigen Nanometern aufweist.

Voraussetzung dafir ist allerdings, dass die untersuchten Kristalle eine bestimmte Dicke
haben und somit eine ausreichende Anzahl paralleler Gitterebenen mit entsprechendem Ab-
stand vorhanden sind. Wenn, wie im vorliegendem Fall, die Untersuchung der Kristallstruktur
an einer pulverartigen Substanz vorzunehmen ist, hat das eine Verbreiterung der Rdontgenre-
flexe zur Folge. Diese kann bei sehr kleinen Kristallen (< 200 nm) durch die Scherrer-Glei-
chung (Gleichung 6) beschrieben werden.

K+ 2

L= $Gorcosor ©)

Dabei sind:
A4 (2 8) = Die Halbwertsbreite des Reflexes im BogenmafS
A = Wellenlidnge der Rontgenstrahlung
K = der Scherrer-Formfaktor
L = Ausdehnung des Kristalls senkrecht zu den Ebenen des Reflexes

8o = Braggscher Winkel

Bei der SAXS-Messung wird ein monochromatischer Réntgenstrahl auf eine Probe ge-
bracht, von der ein Teil der Réntgenstrahlen gestreut wird, wahrend die meisten Strahlen durch
die Probe gehen, ohne mit ihr zu interagieren. Deshalb muss ein sehr diinner und dennoch
hochintensiver Réntgenstrahl erzeugt werden, um das vergleichsweise schwache Streuungs-
signal der Probe in unmittelbarer Nahe des direkten Strahls messen zu kdnnen. Auflerdem ist
es wichtig, einen Detektor mit einer hohen Linearitat, einem hohen Dynamikbereich und einem

vernachlassigbaren Eigenrauschen zu verwenden.
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Das Hauptproblem, das bei SAXS-Messinstrumenten Gberwunden werden muss, ist die
Trennung der schwachen Streuintensitat vom starken Hauptstrahl. Je kleiner der gewlinschte
Winkel ist, desto schwieriger wird dies. Das Problem ist vergleichbar mit dem Versuch, ein
schwach strahlendes Objekt wie die Sonnenkorona zu beobachten. Nur wenn der Mond die
Sonne bedeckt, wird die Korona sichtbar. Ebenso muss bei SAXS der nicht gestreute Strahl,
der sich lediglich durch die Probe bewegt, blockiert werden, ohne die eng benachbarte ge-
streute Strahlung zu beeintrachtigen. Dies wird haufig durch eine Fokussierung der ausgehen-

den Réntgenstrahlung erreicht.

SAXS ist eines der vielseitigsten Verfahren flr die strukturelle Charakterisierung von
Materialien im Nano-Bereich. Die Methode ist akkurat, nicht-destruktiv und bendtigt nur ein
Minimum an Probenvorbereitung. Mégliche Proben kénnen dabei Feststoffe, Pulver, Gele oder
flissige Dispersionen in amorphen, kristallinen oder halbkristallinen Zustand sein. Als Kollek-
tivverfahren werden bei SAXS strukturelle Merkmale Uber ein grof’es Probenvolumen gemit-
telt.

2.6 Mikroskopie

2.6.1 Grundlagen der Mikroskopie

Das Wort Mikroskopie leitet sich von den griechischen Begriffen ,mikros” (dt. klein) und
~Skopein® (dt. betrachten) ab. Demzufolge liegt der Nutzen eines Mikroskops in der Vergrole-
rung von Objekten, die vom menschlichen Auge nicht hinreichend erfasst bzw. aufgelost wer-

den konnen.

Sammellinse

Parallelstrahl

»
ﬂ’ﬁ'ﬂ'e}
Puny,
UStrapn
e e SR T e (e 3 =
Gegenstand Flinsa Flinse Bild

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Strahlengangs

In der optischen Mikroskopie wird die vergréRernde Wirkung durch Abbilden des Objekts

mittels Linsen erreicht. Hierdurch unterscheidet sich die Licht- von der Elektronenmikroskopie,
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bei der elektrische oder magnetische Felder zum Einsatz kommen. Um die VergréRerung zu
quantifizieren, die sich mit einem Lichtmikroskop erreichen lasst, ist eine geometrische Be-
trachtung des optischen Strahlengangs zweckmafig. Wie Abbildung 8 schematisch zeigt,
kann bereits mit einer Sammellinse ein Gegenstand vergrélert abgebildet werden. Flr zusatz-

liche VergréRerungen lassen sich auch zwei oder mehrere Sammellinsen kombinieren.

Im Laufe der Jahrhunderte wurden verschiedene Varianten der Mikroskopie eingefiihrt,
um eine Erhéhung der Vergrofierung und des Kontrasts zu erreichen. Nachfolgend werden die

in dieser Arbeit verwendeten Mikroskopiertechniken kurz vorgestellt.

2.6.2 Dunkelfeldmikroskopie

Die Dunkelfeldmikroskopie ist eine seit langem genutzte Variante der Lichtmikroskopie.
Sie fuhrt zu einem dunklen Bildhintergrund, vor dem sich die zu beobachtenden Strukturen
hell abheben. Dadurch kénnen durchsichtige Objekte mit nur sehr geringem Kontrast sehr gut
aufgeldst und kontrastreich abgebildet werden, ohne dass eine vorherige Farbung des Objek-
tes erforderlich ist. In Abgrenzung zur Dunkelfeldmikroskopie wird die Technik der herkdmm-

lichen Lichtmikroskopie als Hellfeldmikroskopie bezeichnet.

Das Prinzip der Dunkelfeldmikroskopie beruht darauf, dass zu untersuchende Objekte
das auftreffende Licht nicht nur absorbieren oder hindurchlassen, sondern auch immer Teile
des Lichtstrahls ablenken. Wenn die Beleuchtung so eingestellt ist, dass die direkten Strahlen
der Lichtquelle nicht in das Objektiv des Mikroskops gerichtet sind, ist nur das abgelenkte Licht
sichtbar [22]. Es gibt dabei unterschiedliche Ursachen fiir die Ablenkung des Lichtstrahls. Eine
der Ablenkungsursachen ist die Streuung von Licht den Grenzen von Objekten (Tyndall-Ef-
fekt). Ebenso lenken Teilchen, die kleiner sind als die Auflésungsgrenze des Mikroskops, das

Licht ab und lassen sich daher ebenfalls mit einem Dunkelfeldmikroskop nachweisen.

Die Lichtquelle kann unter dem Praparat angebracht sein (Durchlicht) oder Uber diesem
(Auflicht. Durchlicht- und Auflicht-Beleuchtung ist dabei sowohl fir Hellfeld- als auch fir Dun-
kelfeld- Mikroskope mdglich.

2.6.3 Polarisationsmikroskopie

Die Verwendung von polarisiertem Licht ist eine weitere kontrastverstarkende Technik.
Solche Mikroskope weisen ein hohes Maf} an Sensitivitat auf und kdnnen sowohl fir quantita-
tive als auch fur qualitative Studien verwendet werden. Die Qualitat des mikroskopischen Bil-
des ist bei Untersuchung von optisch anisotropen (doppelbrechenden) Proben istim Vergleich
zu anderen Techniken wie Dunkelfeld- und Hellfeldbeleuchtung entscheidend verbessert. Als
Beispiele flr anisotrope Objekte seien Kristalle oder Mineralien mit entsprechendem Kristall-
gitteraufbau (Eigendoppelbrechung) genannt oder auch Materialien, die aufgrund ihrer Anord-

nung und Orientierung doppelbrechende Eigenschaften entwickeln. Auch vormals isotrope



Theoretischer Hintergrund 22

Materialien kdnnen durch Einwirkung von mechanischen Kraften eine sogenannte Spannungs-

doppelbrechung entwickeln.

Zusatzlich zu einem gewohnlichen Lichtmikroskop enthalt ein Polarisationsmikroskop
zwei Polarisationsfilter und einen meist drehbaren Objekttisch. Manchmal werden auch sog.
Kompensatoren verwendet, um die Effekte (Kontraste) zu verstarken oder die Starke der Dop-

pelbrechung zu analysieren.

Bei diesem Typ der Mikroskopie befindet sich unterhalb des Objekttisches einer der Po-
larisationsfilter, Polarisator genannt, der das Licht linear polarisiert. Dessen Schwingungsrich-
tung ist parallel zum Polarisator orientiert. Oberhalb des Objekttisches befindet sich ein zweiter
Polarisationsfilter, der als Analysator bezeichnet wird und gegentiber dem ersten um 90° ver-
setzt ist. Die Schwingungsrichtung des polarisierten Lichtes vom Polarisator ist dadurch so
orientiert, dass es vom Analysator vollstandig blockiert wird. Daher erscheint das mikroskopi-

sche Bild schwarz.

Befindet sich auf dem Objekttisch zwischen den beiden Polarisationsfiltern ein Objekt,
so kénnen sich die optischen Bedingungen andern. Durch eine Anderung der Polarisationse-
bene kommt es nicht mehr zur vollstdndigen Ausléschung — ein Teil des Lichtes dringt durch
den Analysator und entsprechende Strukturen werden sichtbar. Auch ist es mdglich, durch
Interferenz auftretende Farben zu beobachten. Optisch isotrope Materialien verandern die

Schwingungsrichtung nicht, weshalb sie im mikroskopischen Bild dunkel bleiben.

2.6.4 Brewster-Angle-Mikroskopie

Eine weitere mikroskopische Variante ist die Brewster-Angle-Mikroskopie (BAM). Sie
nutzt den reflexionsfreien Zustand, der auftritt, wenn polarisiertes Licht unter einem bestimm-
ten Einfallswinkel zu einer Luft-Wasser-Grenzflache gefiihrt wird. Dieser Winkel wird als
Brewster-Winkel bezeichnet und kann durch das Snelliusssche Brechungsgesetz bestimmt
(Gleichung 7) werden. Er hangt von den Brechungsindizes der Materialien im optischen Sys-
tem ab. Dabei nimmt das Mikroskop jenes Licht auf, das von der Flussigkeitsoberflache reflek-

tiert wird.

tana = = (7)

Dabei sind:
a= Brewster Winkel (Bogenmals)
n1 = Brechungsindex von Luft (~ 1)
nz = Brechungsindex von Wasser (= 1,33)

Der Brewster-Winkel fir die Luft-Wasser-Grenzflache betragt 53°. Unter dieser Bedin-

gung erscheint das mikroskopische Bild einer reinen Wasseroberflache schwarz. Das
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Hinzufligen von Material zur Luft-Wasser-Grenzflache verandert den lokalen Brechungsindex
und bewirkt, dass eine kleine Menge Licht reflektiert und damit sichtbar wird. Das angezeigte
Bild enthalt Bereiche unterschiedlicher Helligkeit, die durch die jeweiligen Molekile und Pa-

ckungsdichten des gesamten Praparates bestimmt werden.

Brewster-Angle-Mikroskope ermdglichen beispielsweise die Visualisierung von Lang-
muir-Monoschichten oder Adsorbatfiimen an der Luft-Wasser-Grenzflache, beispielsweise als
Funktion der Packungsdichte. Sie kbnnen entweder verwendet werden, um die Eigenschaften
der Langmuir-Schicht zu untersuchen oder um einen geeigneten Druck fir die Abscheidung

von Langmuir-Blodgett-Filmen anzuzeigen.

2.6.5 Environmental Scanning Electron Microscopy (ESEM)

Elektronenmikroskope unterscheiden sich von den klassischen Lichtmikroskopen in ei-
nigen Punkten. Doch auch hier ist das Auflésungsvermoégen von der verwendeten Wellenlange
abhangig. Da beschleunigte Elektronen eine sehr viel kiirzere Wellenlange als sichtbares Licht
haben, kann mit einem Elektronenmikroskop eine deutlich héhere Auflésung (etwa 0,1 nm)

erreicht werden als mit einem Lichtmikroskop (etwa 200 nm).

Fir das ESEM-Verfahren dient ein Rasterelektronenmikroskop, welches mit einem elekt-
ronenoptischen System elektromagnetischer und elektrostatischer Linsen einen feinen Elekt-
ronenstrahl erzeugt. Dieser wird anschliel3end zeilenweise lber den zu untersuchenden Ob-
jektbereich gefihrt (es wird ,gerastert”). Das Bild entsteht dabei durch die synchrone Regist-
rierung eines vom Elektronenstrahl ausgeldsten oder beeinflussten Signals. Die durch diese
Wechselwirkung erzeugten Bilder weisen eine hohe Tiefenscharfe der Oberflachen der unter-

suchten Objekte auf.

Im Gegensatz zur konventionellen Rasterelektronenmikroskopie befindet sich die Pro-
benkammer nicht im Hochvakuum, sondern sie enthalt ein Gas mit einem Gasdruck von typi-
scherweise 130 bis 1300 Pascal. Als Gase eignen sich unter anderem Wasserdampf, Stick-
stoff oder Luft. Dabei wird das Gas in der Probenkammer zur Signalverstarkung genutzt. Durch
eine angelegte Spannung von einigen hundert Volt zwischen Probe und Detektor werden die
Sekundarelektronen zum Detektor hin beschleunigt. Auf dem Weg zum Detektor kommt es zu
StéRen zwischen den Elektronen und den Gasatomen, welche neue Elektronen entstehen

lassen. Diese Elektronen werden registriert und aus den Signalen ein Bild konstruiert.

Durch die Verwendung von Gasen besitzt diese Variante der Rasterelektronenmikrosko-
pie einige Vorteile gegenliber dem klassischen Aufbau. Es kdnnen unter anderem nicht vaku-
umstabile Proben bei erhéhtem Restgasdruck in der Probenkammer untersucht werden. Auch
mussen keine speziellen Praparationstechniken fur nichtleitende Proben verwendet werden,

um die entsprechenden Oberflachen leitfahig zu machen. Das Gas selbst wird als
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Detektionsmedium verwendet, wodurch im Gegensatz zu Vakuum-Detektoren neue Bildge-
bungsmaoglichkeiten entstehen. Au’erdem kénnen Proben schneller und einfacher untersucht
werden. Diese Eigenschaft ergibt sich durch das Entfallen von komplexen und zeitaufwandi-
gen Vorbereitungsmethoden. Oberflachen werden deshalb nicht mehr verandert und signifi-
kant weniger Artefakte erzeugt. Gas-, Flissigkeit- oder Feststoff-Wechselwirkungen kénnen
dynamisch in situ und in Echtzeit untersucht oder flr eine Nachbearbeitung aufgezeichnet
werden. Ein Temperaturbereich von unter 0° C bis Uber 1000° C und die Analyse von frischen

oder sogar lebenden biologischen Proben ist per ESEM mdglich.

Nachteile der Methode sind die schlechte Realisierbarkeit von kleinen VergréRerungen
(< 50-fach) sowie geringere Bildaufbauraten aufgrund langsamerer Rastergeschwindigkeiten.
AulRerdem sind die Mikroskop-Modelle mit ESEM-Funktion durch den komplizierten Aufbau

verhaltnismagig teuer und wartungsaufwendig.
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3 Ergebnisse

3.1 Entwicklung der HLB-Analysemethode

Die zu Grunde liegende HLB-Bestimmungsmethode mit Zentrifugation der Emulsion
nach Robbers und Bhatia zielt auf eine Bestimmung des e-HLB-Wertes der verwendeten Ol-
phase ab. In der Original-Publikation konnte gezeigt werden, dass eine beschleunigte Entmi-
schung der Phasen und eine anschlieRende semiquantitative Bewertung der erfolgten Entmi-
schung fiir eine valide Bestimmung des HLB-Wertes genutzt werden kann. Die Methode liefert
vergleichbare Ergebnisse flr die Bestimmung des HLB-Wertes wie die urspriinglich von Griffin

entwickelte Methode zur HLB-Charakterisierung.

Da im Rahmen der Arbeit die HLB-Werte von Emulgatoren (PLs), statt der lipophilen
Phase bestimmt werden sollten, war eine leichte Adaption der Methodik hinsichtlich Prapara-

tion der Stammemulsionen und der verwendeten Mischungsverhaltnisse notwendig.

3.1.1 Anpassung der Gleichung nach Griffin

Da die nicht bekannten HLB-Werte der verwendeten PLs bestimmt werden sollten,
musste die Gleichung nach Griffin zur Berechnung des eHLB-Wertes umgestellt werden. Glei-
chung 2 (Kap.2.1.1) druckt dabei die Additivitat der HLB-Werte von Emulgatoren aus. Bei Mi-
schung verschiedener amphiphiler Substanzen lasst sich der kombinierte HLB-Wert als

Summe der mengenmaliigen Anteile der einzelnen Substanzen verstehen.

Im vorliegenden Fall entspricht der unbekannte HLB-Wert des verwendeten natlrlichen
PLs dem Wert HLBg in Gleichung 2. Damit entspricht die Gleichung zur Berechnung des un-
bekannten HLB-Wertes nach Umstellung der Gleichung 8.

eHLBOl * (WA + WB) — Wy * HLBA

HLB, = 8
5 o ®
Dabei sind:
eHLBs = erforderlicher HLB-Wert des Ols
Wy = Anteil des Emulgators x [Dezimale]

HLBx = HLB-Wert des Emulgators x

3.1.2 Auswahl der Parameter zur HLB-Wert-Bestimmung

Die Adaption der Methode nach Robbers und Bhatia setzt fir den experimentellen Teil
eine Uberpriifung der Versuchsmethodik und des angewendeten Setups voraus. Wichtig fiir
die praktische Anwendung ist, dass die beiden verwendeten Emulgatoren in der lipophilen
Phase, in diesem Fall also in dem jeweils verwendeten Ol, 18slich sind. Weiterhin miissen
beide Emulgatoren hinreichend kompatibel miteinander sein, also keine physikalischen oder
chemischen Interaktionen eingehen, welche die Stabilitat der herzustellenden Emulsionen be-

eintrachtigen und damit die Aussage der experimentellen Bestimmung verfalschen wirden.
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Deshalb ist fir die experimentelle Bestimmung des HLB-Wertes die Auswahl einer ge-
eigneten lipophilen Phase und eines geeigneten Partneremulgators Voraussetzung. Den zu
verwendenden Partneremulgatoren und Olen sind hierbei aufgrund ihrer HLB-Werte bzw.
eHLB-Werte Grenzen gesetzt. Besagte Grenzen ergeben sich aus der amphiphilen Natur der
PLs und dem dadurch eingeschrankten Bereich des HLB-Wertes, welcher rechnerischen ge-
maf Gleichung 8 bestimmt werden kann. Ebenso kann es aulierhalb eines bestimmten HLB-
Bereiches zu nicht mehr untereinander vergleichbaren Mechanismen flr die Instabilitaten der

hergestellten Emulsionen kommen.

Daher wurde im Rahmen von Vorversuchen ein geeigneter hydrophiler Partneremulga-
tor ermittelt, mit dem der zu erwartende HLB-Wert der PLs errechnet werden kann. Im An-
schluss wurde dessen optimale Einsatz-Konzentration in einer Stammemulsion bestimmt, um
mit einem identisch konzentrierten PL in einer weiteren Stammemulsion eine gut erkennbare
Phasentrennlinie zu bilden. Eine eindeutige Sichtbarkeit der Phasentrennlinien in den herge-
stellten Emulsionsreihen, die durch Kombination von zwei Stammemulsionen nach Zentrifu-
gation gewonnen werden, ist entscheidend fir eine valide Auswertung. Anhand der Phasen-
trennlinie wird die Stabilitéat der hergestellten Emulsionen evaluiert, und die stabilste Emulsion
wird anschlieend fiir die Berechnung des HLB-Wertes des verwendeten PL herangezogen.
Dabei wird innerhalb einer Emulsionsreihe das Mischungsverhaltnis zwischen den beiden
Stammemulsionen variiert, um verschiedene vorher berechnete theoretische HLB-Werte ab-

zubilden. Dies ist in Tabelle 4 veranschaulicht.

Tabelle 4: Mischungsverhdltnis der Emulsionen und daraus resultierende HL B-Werte am Beispiel von
TWEEN® 20

Volumen hydrophile Volumen lipophile Rechnerisch resultierender
TWEEN® 20-Emulsion [ml] PL-Emulsion [ml] HLB-Wert
5,0 5,0 5,00
4,0 6,0 6,67
3,8 6,2 6,94
3,6 6,4 7,19
3,5 6,5 7,31
3,4 6,6 7,42
3,3 6,7 7,54
3,2 6,8 7,65
3,1 6,9 7,75
3,0 7,0 7,86
2,8 7,2 8,06

2,0 8,0 8,75
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In der Literatur sind fur natlrliche PLs verschiedene Angaben zu den HLB-Werten zu
finden. Abhangig von der Zusammensetzung der untersuchten PLs hinsichtlich Kopfgruppen
und Kettenlangen sind Werte zwischen 4 bis 8 publiziert (Tab. 5). Daher muss der entspre-
chende Partneremulgator HLB-Werte im Bereich von O/W-Emulgatoren (zwischen 8 und 18)
aufweisen, um geeignete Mischungsverhaltnisse und Durchfiihrbarkeit im Labormalstab zu
gewahrleisten. Fir die zu verwendenden Ole werden entsprechend Gleichung 2 eHLB-Werte

bendtigt, die zwischen den HLB-Werten der beiden verwendeten Emulgatoren liegen.

Tabelle 5: HLB-Werte fiir PLs laut Literatur

Phospholipid HLB-Wert Literatur
Ei-Phosphatidylcholin Ungefahr 7 Chung et al. 2001
Sonnenblumen-Lecithin Ungefahr 8 Cabezas et al. 2016
Lysolecithin 6.5-8.0 Reddy Jala et al. 2016
Lecithin aufkonzentriert 40-4.5 Pardun 1982
Lecithin schwach hydrolysiert 50-55 Pardun 1982

3.1.3 Bestimmung des hydrophilen Partneremulgators zur HLB-Wert-Bestimmung

Der HLB-Wert des Partneremulgators wurde anhand des zu untersuchenden HLB-Be-
reichs und der Verflgbarkeit an industriell genutzten Emulgatoren auf einen Wert von 15 fest-
gelegt. Damit liegt er hdher als der in der Originalmethode benutzte Wert. Als mégliche Part-
neremulgatoren wurden hierbei der hydrophile Emulgator Sucrosestearat sowie der seit Jah-
ren in Kosmetik- und Pharmaindustrie etablierte O/W-Emulgator Polysorbat 80 (Handelsname
TWEENE® 80) betrachtet.

Ziel der Voruntersuchung war, eine zu verwendende Konzentration fir das experimen-
telle Setup zu bestimmen, die die Herstellung von Stammemulsionen ermdglicht, die Uber ei-
nen Zeitraum von mindestens 10 Minuten ausreichend stabil waren, um eine Serie von 12
Emulsionen hintereinander herzustellen, ohne dass eine erneute Homogenisierung der Emul-
sion erforderlich wurde. Ebenso sollte die Konzentration des verwendeten Emulgators eine
eindeutig bestimmbare Phasentrennline nach Zentrifugation gewahrleisten, um eine entspre-
chend valide Auswertung der HLB-Werte der PLs zu ermdéglichen. Die hergestellten Stam-
memulsionen sollten folglich ein Maf} an inharenter Stabilitat besitzen, dass sowohl die Her-

stellung als auch die folgende Entmischung in zeitlich gesetzten Grenzen gewahrleistete.
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Um die notwendige Konzentration der zu untersuchenden hydrophilen Partneremulga-
toren Sucrosestearat bzw. Polysorbat 80 zu bestimmen, wurden diese gegen zwei im Hinblick
auf Kopfgruppen und Kettenlangen komplementére, natirliche PLs (Lipoid P 100 und H50)
getestet. Aus den jeweiligen Emulgatoren wurden wassrige Stammlésungen der Konzentra-
tion 25 mg/ml hergestellt, die dann in verschiedenen prozentualen Volumen-Anteilen (0,125%

-1,0%) einer Wasser-MCT-Mischung von 50:50 zugegeben wurden.

Dabei entstanden jeweils zwei unterschiedliche Arten von Stammemulsionen: Emulsio-
nen mit einem hydrophilen O/W-Emulgator mit hohem HLB-Wert (HLBA in Gleichung 8) und
Emulsionen mit einem lipophilen W/O-Emulgator (HLBs in Gleichung 8). Je eine Stammemul-
sion mit hydrophilem Emulgator wurde mit einer phospholipidhaltigen Stammemulsion ge-
mischt (Volumenverhaltnis 1:1) und zentrifugiert, um eine schnelle Phasenseparation herbei-
zufuhren, welche anschlie3end in Hinblick auf ihr Ausmald verglichen und bewertet wurde (Ka-
pitel 5).

Das Herstellen der Stammemulsionen bendtigte bei Sucrosestearat Warmezufuhr von
ca. 50 °C zum LOsen der Substanz in destilliertem Wasser, wohingegen sich das Polysorbat
bei Raumtemperatur innerhalb von 5 Minuten I6ste. Weitere Herausforderungen bei der Nut-
zung des Sucrosestearats ergaben sich durch instabile Stammlésungen und eine schlechte
Auswertbarkeit der Phasentrennlinie nach Zentrifugation. Im Gegensatz dazu flhrten die
Testemulsionen aus phospholipidhaltigen Stammemulsionen mit Polysorbat 80 schon bei ei-

ner Konzentration von 0,5% (V/V) zu uniformer, eindeutiger Phasenseparation.

Die beschriebenen positiven Eigenschaften bei Anwendung der Originalmethode waren
ausschlaggebend fir die Wahl von TWEEN® 80 in 0,5%iger Konzentration als Partneremulga-

tor in der zur Anwendung gebrachten Stammemulsion.

3.1.4 Auswahl der Ole geeigneten eHLB-Wertes
Mit dem gewahlten HLB-Wert des Partneremulgators ergibt sich fiir die Auswahl der lip-

ophilen Phase ein mdéglicher Bereich fiur die korrespondierenden eHLB-Werte von 8 bis 14.
Dabei ist die Voraussetzung zu erfilllen, dass die diversen natirlichen PLs ein ausreichendes
Lésungsvermogen in den gewahlten Olen besitzen. Aus diesem Grund wurden im Rahmen
der Vorversuche erneut LIPOID P 100 und H 50 aufgrund ihrer unterschiedlichen Kopfgruppen
und Kettenlangen in 6 verschiedenen Olen mit eHLB-Werten zwischen 8 und 12 auf ihre Los-
lichkeit getestet. Tabelle 6 zeigt die getesteten Ole mit zugehérigem eHLB und den Zeiten (A
t), die zum Ldsen der beiden PLs im Ultraschallbad bei Raumtemperatur bendtigt wurden. Das

Lésungsvermdgen wurde dabei visuell beurteilt nach Klarheit der Losung.

LIPOID P 100 zeigte dabei mit maximal 10 Minuten Lésungszeit eine deutlich schnellere

Lésung in Wasser als LIPOID H50. Als ausschlaggebend fiir diese Beobachtung ist die
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unterschiedliche Zusammensetzung der Phospholipide anzunehmen. Wahrend LIPOID P 100
fast ausschlieBlich aus PC besteht, welches als lipidldslich beschrieben ist [23], ist LIPOID
H50 ein Gemisch aus unterschiedlichen Substanzen (vgl. Tabelle 2), welche zum Teil aufgrund
ihrer Ladung und Struktur eher hydrophil sind und sich somit schlechter in einer lipophilen
Phase I6sen lassen. Untermauert wird dies durch die langeren bendtigten Zeiten zum vollstan-
digen Lésen von LIPOID H50 in Korrelation zu der Lipophilie der verwendeten Ole (siehe ent-
sprechende eHLB-Werte). So ist das Ol mit dem niedrigsten eHLB-Wert (ICS mit eHLB von 8)
das Ol mit der am langsten bendtigten Zeit (bis zu 40 Minuten) bis zum vollstandigen Ldsen
von LIPOID H50.

Tabelle 6: Losungsvermégen von LIPOID P 100 und LIPOID H 50 in verschiedenen Olen

A tLIPOID P 100 At LIPOID H 50

Ol eHLB [min.] [min.]
Isocetylstearat (ICS) 8 5-10 35-40
PPG-3 Benzylether Myristat (STS) 9 0-5 15-20
Isopropylpalmitat (IPP) 10 0-5 10-15
Mittelkettige Triglyceride (MCT) 11 0-5 20-25
Isostearylisostearat (ISIS) 11 0-5 5-10

C12-C1s-Alkylbenzoate (AB) 12 0-5 5-10

Eine weitere Anforderung an die zu verwendenden Ole, neben der guten Loslichkeit fir
die naturlichen PLs, ist die Mdglichkeit des rechnerischen Abdeckens einer mdglichst grofie
HLB-Spanne in der der HLB-Wert der zu untersuchenden PLs vermutet wird (durch das Zu-

sammenwirken mit dem verwendeten Partneremulgator).

Experimente zur Stabilitat der erhaltenen Emulsion mit den Olen ICS und STS zeigten,
dass diese Ole mit eHLB-Werten von 8 und 9 vermutlich zu lipophil waren, um eine hinreichend
stabile Emulsionsreihe herzustellen. Dabei war die Zeit bis zur Entmischung der Emulsion zu
gering um eine experimentelle HLB-Wert-Bestimmung der PLs zu erméglichen. Bei der Ver-
wendung von MCT als lipophile Phase konnten trotz variierender Mischungsverhaltnisse in-
nerhalb einer Emulsionsreihe kaum Unterschiede in der Stabilitdt der Emulsionen verzeichnet
werden. Die Héhe der Phasentrennlinie unterschied sich demzufolge kaum innerhalb einer
solchen Reihe und eine differenzierte Auswertung war deswegen nicht mdglich. Die genannten
Beobachtungen lassen vermuten, dass MCT zusammen mit den natirlichen PLs und in Kom-
bination mit Polysorbat 80 stabile Emulsionen tber einen grolien HLB-Bereich, also lber eine

groflde Breite an Mischungsverhaltnisse zwischen hydrophiler und lipophiler Phase ergeben.
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Auch eine Verringerung der Konzentration der Emulgatoren konnte die Unterscheidbarkeit der
Phasentrennlinienhdhe nicht signifikant verbessern. Die Ursache der erhdhten Stabilitat von
MCT-Emulsionen liegt offensichtlich in den strukturellen Eigenschaften und der Zusammen-
setzung von MCT und den dadurch méglichen Interaktionen an und um die Grenzflache. MCT
stellt ein Gemisch von mittelkettigen Triglyceriden mit variierenden Fettsaure-Kettenlangen
zwischen 6 und 12 Kohlenstoff-Atomen dar. Die Struktur selbst bietet nur wenige spezifische
Interaktionsmaoglichkeiten mit den natlrlichen PLs. Eine plausible Erklarung ist eine regulare
Anordnung der unpolaren Kohlenstoffketten aus beiden Substanzgemischen, um eine durch
van-der-Waals-Krafte induzierte Stabilitdt des Emulgators an der Grenzflache zu generieren.
Generell weisen Gemische von Stoffen haufig eine erhéhte Haltbarkeit von damit produzierten

Emulsionen auf.

Das Ol IPP, welches breite Anwendung in Kosmetik- und Pharmaindustrie findet, erwies
sich mit seinem eHLB-Wert von 10 als eine geeignete lipophile Grundlage, um den HLB-Wert
der PLs bestimmen zu konnen. Hier resultiert der niedrigere eHLB-Wert allerdings auch in
Einschrankungen bei der rechnerischen Darstellbarkeit von breiten HLB-Bereichen. Beschran-
kend wirkt die in der Gleichung geforderte anteilige Zugabe der Stammemulsionen (siehe Glei-

chung 8)

Isostearylstearat (ISIS) mit einem eHLB-Wert von 11 ist den mittelkettigen Triglyceriden,
die in der Literatur und vom Hersteller mit dem gleichem eHLB-Wert ausgewiesen werden,

aufgrund der oben beschriebenen besseren Handhabung und Auswertbarkeit vorzuziehen.

Einen relativ hohen eHLB-Wert besitzen die Alkylbenzoate (AB), konjugiert mit variieren-
der FS-Kettenlange von C+2-C+s. Eine Bestimmung von PLs mit hohen HLB-Werten, also mit
Uberwiegend hydrophilem Charakter, kann durch die Verwendung von AB gut erméglicht wer-

den.

Zusammenfassend sei folgendes herausgestellt: Die experimentelle Bestimmung des
HLB-Wertes ist sehr sensitivim Hinblick auf die Auswahl des Partneremulgators und dessen
Konzentration. Auch die Wahl des Ols beeinflusst die Herstellung der Stammemulsionen und
Emulsionsreihen mafgeblich ebenso wie deren Entmischung. Die Handhabung der Methode

stellt also komplexere Anforderungen an das Setup als die Originalmethode von Davies [13].

Um die Aussagekraft und Vergleichbarkeit der HLB-Bestimmungen zu erhéhen, wurden
nach Vorversuchen letztendlich 3 Ole ausgewahlt, die im Rahmen der Analyse angewendet
werden sollen. Dabei handelt es sich um IPP, ISIS und AB mit eHLB-Werte von 10, 11 bzw.
12. Durch dieses gewahlte Setup lassen sich sowohl Unterschiede zwischen den einzelnen

naturlichen PLs als auch zwischen den verwendeten lipophilen Phasen untersuchen.
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3.2 Verifizierung der experimentellen Methodik

Um die Originalmethode von Robbers und Bhatia [19] zu verifizieren, wurde dinnflissi-
ges Paraffin, dessen eHLB-Wert nach Griffin in der Literatur mit 10 angegeben wird [11], [12]
mit einem etablierten Emulgatorsystem aus Polysorbat 80 (HLB = 15; auch bekannt als
TWEEN® 80) und Sorbitanmonolaurat (HLB = 8,6; auch bekannt als SPAN® 20), unter den

originalen Bedingungen bestimmt.

Die Untersuchung zeigte, dass der experimentell bestimmte eHLB-Wert des dunnfllssi-
gen Paraffins mit 10,1 nur geringfligig von dem in der Literatur ausgewiesenen HLB-Wert ab-
wich. Die Genauigkeit und Aussagekraft der HLB-Bestimmung mit einer Nachkommastelle

werden in Kapitel 4.1 ausfiihrlich diskutiert.

Mit gleicher Methodik wurden der bekannte HLB-Wert der drei ausgewahlten Ole (IPP,
ISIS, AB) mit dem Co-Emulgator-System aus TWEEN® 80 (HLB = 15) und SPAN®20 (HLB =
8,6) bestimmt. Wie in Tabelle 7 ersichtlich, sind fir diese Ole und damit alle verwendeten
lipophilen Phasen die experimentell errechneten HLB-Werte nicht signifikant von den in der
angegebenen Literatur angegebenen Werten verschieden. Damit wurde die Methode von Rob-

bers und Bhatia flr die gewahlten Bedingungen verifiziert.

Tabelle 7: eHLB-Werte der Ole (n=3)

HLB-Wert gemai

-- Experimentell Relative Standard-

ol Datenblatt des bestimmter HLB-Wert abweichung [%)]
Herstellers

Isopropylpalmitat (IPP) 10 9,9 0,1

Isostearylisostearat (ISIS) 11 10,9 1,7

Alkylbenzoate (C12-15) (AB) 12 12,0 0,25

Um die Anwendbarkeit der Methode zur Bestimmung unbekannter HLB-Werte von Emul-
gatoren zu verifizieren, wurde eine Bestimmung von SPAN® 20 mit TWEEN® 80 als Co-Emul-
gator und IPP als lipophiler Phase durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 darge-

stellt.

Dabei waren sowohl die Richtigkeit (die Abweichung vom wahren Wert) als auch die
Genauigkeit (die Abweichung innerhalb der ermittelten Werte) der Methode mit der in der Li-
teratur beschriebenen Methode vergleichbar. Fir SPAN® 20 wurde bei allen drei analysierten
lipophilen Phasen ein eindeutiges Minimum der Phasenseparation bei entsprechend bekann-
tem HLB-Wert von 8,6 £ 0,1 beobachtet [24].
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Abbildung 9: Phasentrennlinie SPAN ® 20 (n=3)
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Abbildung 10: Phasentrennlinie von TWEEN® 80 (n=3)
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Bei Anwendung der Methode auf TWEEN® 80 mit drei verschiedenen Olphasen wurde
ein HLB-Wert von 15,2 + 0,3 in Ubereinstimmung mit den Literaturwerten von Needs erhalten
(Abbildung 10).

Generell zeigte sich die angepasste Methode hinsichtlich der Richtigkeit und Genauig-
keit vergleichbar mit der Originalmethode. Mit der dargestellten Verifizierung der adaptierten
Methode fiir die HLB-Werte der Emulgatoren als auch fir die eHLB-Werte der verwendeten
lipophilen Phasen wurde der Nachweis einer stabilen und hinreichend genauen Methode flr

die Bestimmung der HLB-Werte von naturlichen PLs erbracht.

3.3 HLB-Wert-Bestimmung der natirlichen PLs

Anhand der modifizierten Methode von Robbers und Bhatia zur experimentellen Bestim-
mung des HLB-Wertes wurden 14 PLs natirlichen Ursprungs analysiert. Flr Details zur Pro-
benvorbereitung, Zentrifugation und Auswertung der erhaltenen Emulsionen wird auf den ex-

perimentellen Abschnitt dieser Arbeit (Kap. 5) verwiesen.

Wie in Kapitel 2.1 ausfuhrlich beschrieben, unterscheiden sich PLs vor allem in ihrer
Zusammensetzung bezlglich der Kopfgruppen und Kettenlangen. Die zwei Sonderfalle LIP-
OID S LPC 80 (zu etwa 80% Lysolecithin) und LIPOID S 90-3 (nach Aufreinigung hydriert) sind

stellvertretend fir mégliche Modifikationen analysiert worden.

Der Grofdteil der PLs lag in dem in der Literatur [1], [2], [25] beschriebenen HLB-Wert-
Bereich, also zwischen 7,5 und 10,5 und zeigte damit eine Praferenz fur den Einsatz als O/W-
Emulgatoren. Abbildung 11 zeigt die entsprechend ermittelten HLB-Werte in graphischer

Form.

Beim Vergleich der HLB-Werte der untersuchten natlrlichen PLs liegen die meisten im
Bereich der Emulgatoren flr O/W-Emulsionen. Eine Ausnahme bildet LIPOID E, das eher ein
W/O-Emulgator mit HLB-Werten von 5,2 bis 7,5 ist. Dies lasst sich mit der héheren Menge an
PE in LIPOID E im Vergleich zu den anderen untersuchten Vertretern der natirlichen PLs
erklaren. PE weist im Gegensatz zu PC eine kleinere hydrophile Kopfgruppe und ein verrin-
gertes Quellvermégen auf, wodurch es sich besser zur Herstellung von W/O-Emulsionen eig-
net [23]. DarlUber hinaus besitzen PE-Molekiile mit ungesattigten Fettsaureketten eine ,umge-
kehrte Kegelform® im Vergleich zu PC-Molekiilen und passen sich daher besser der Krim-

mung der Grenzflache von W/O-Emulsionen an [26].

Im Allgemeinen weisen naturliche PLs mit einer hdheren PE-Konzentration einen nied-
rigeren HLB-Bereich auf und kénnen daher méglicherweise bevorzugt fir beide Emulsionsar-
ten verwendet werden. LIPOID S LPC 80, ein aus Sojabohnen gewonnenes PL mit einem
hohen Anteil an Lyso-PC weist erwartungsgemaf den héchsten HLB-Wert auf und eignet sich

daher am besten zur Herstellung von O / W-Emulsionen.
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Abbildung 11: Ergebnis der HL B-Wert-Bestimmungen der 14 PLs (n=3)

Auffallig ist die Abhangigkeit der HLB-Werte naturlicher PLs von der verwendeten lipo-
philen Phase. Dies lasst sich in Abbildung 11 eindeutig erkennen. Dabei ist der experimentell
bestimmte HLB-Wert fast ausnahmslos hoher, je héher der eHLB-Wert der verwendeten lipo-
philen Phase ist. Dies lasst sich am ehesten mit einem systematischen Fehler im HLB-Konzept

erklaren, wie in Kapitel 4.1 dieser Arbeit dargelegt.

Bei etwa der Halfte der untersuchten PLs (6 von 14) war der Einfluss der eHLB-Werte
der verwendeten Ole etwa um die Halfte geringer als in Gleichung 8 beschrieben. So war der
experimentell bestimmte HLB-Wert eines PLs im Mittel um 0,5 Einheiten erhéht bei einer Be-
stimmung in IPP statt in ISIS. Experimentelle Bestimmungen der PLs im Ol AB erreichten im
Vergleich dazu durchschnittlich um 1,2 Einheiten héhere HLB-Werte als in ISIS bzw. um 1,7
erhdhte Werte verglichen mit IPP. Diese Unterschiede sind deutlich gréer als durch die Vari-

abilitat der Methode alleine zu erklaren ware.

Hinsichtlich des eHLB-Wertes Iasst sich daraus schlussfolgern, dass dieser entweder
nur einen geringeren Einfluss auf die Bestimmung des HLB-Wertes von naturlichen PLs hat
als bisher angenommen oder sich deutlich anders kalkulieren I&sst. In beiden Fallen missten
somit eingehende neue Bestimmungen fur die Kombinationen aus lipophiler Phase und ver-

schiedenen naturlichen PLs getatigt werden.
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3.3.1 Einfluss der PL-Zusammensetzung und der Quelle des Rohmaterials auf den
HLB-Wert

Die verwendeten PL stammen aus unterschiedlichen nattrlichen Quellen, wie in Kapitel
2.1 beschrieben. Dabei unterscheiden sich solche aus pflanzlichen Quellen, wie Soja (LIPOID
S), non-GMO-Soja (LIPOID P), Raps (LIPOID R) und Sonnenblume (LIPOID H) von den tieri-
schen Ei-PLs (LIPOID E) erheblich.

Aufgrund der unterschiedlichen Basis der PLs resultieren unterschiedliche Substitutions-
muster der Fettsaureketten, welche zu entsprechend charakteristischen Unterschieden in den
analysierten HLB-Werte flihren kdnnen. Einflisse zusatzlicher, nicht identifizierter Substanzen
in den einzelnen Gemischen sollten sich vermehrt in den niedrigeren Aufreinigungsstufen be-

merkbar machen, da dort der prozentuale Anteil von Nicht-PLs héher ist.

In Abbildung 12 wurden LIPOID E und E 80 S, die beide tierischen Ursprungs sind, und
die aus Pflanzen gewonnenen LIPOID S 75 und P 75 (Soja bzw. Non-GMO-Soja) verglichen.
Alle 4 betrachteten PLs besitzen vergleichbare Aufreinigungsstufen mit PC-Gehalten um die
70% (69,2 — 70,6% PC-Gehalt laut Analysezertifikaten) und sind daher mit hoher Wahrschein-

lichkeit vergleichbar prozessiert worden.
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Abbildung 12: Vergleich der HLB-Werte von PLs aus tierischen und pflanzlichen Quellen gleichen PC-Geh-
altes (n=3)
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Tabelle 8: HLB-Werte von PLs aus tierischen und pflanzlichen Quellen gleichen PC-Gehaltes (n=3)

HLB- RSD HLB- RSD HLB- RSD
PL Wert [%] Wert [%] Wert [%]
in IPP in ISIS in AB
LIPOID E 58 0,03 52 0,27 75 0,09
LIPOIDE 80 S 8,9 0,21 8,9 0,01 8,3 0,01
LIPOID P 75 9,1 0,12 10,2 0,16 10,7 0,30
LIPOID S 75 7.7 0,06 9,8 0,25 11,2 0,15

Fir die Ole ISIS und AB ergaben sich héhere HLB-Werte fiir die aus Soja gewonnenen
PLs. Im Falle des Oles IPP zeigte sich allerdings fir LIPOID S 75 ein geringerer HLB-Wert als
fur das tierische LIPOID E 80 S. Wie bei fast identischer Herkunft zu erwarten zeigten LIPOID
P 75 und S 75 vergleichbare HLB-Werte von 9,1 — 10,7 bzw. 7,7 - 11,2 und weisen damit
ahnliche Eigenschaften und Verwendungsmaoglichkeiten auf. Dagegen besalen die Ei-PLs bis
auf die beschriebene Ausnahme signifikant geringere HLB-Werte. Vor allem jene des LIPOID
E lagen mit 5,2 bis 7,5 deutlich niedriger und identifizierten damit eine Praferenz fur W/O-
Emulsionen bei vergleichbaren PC-Anteilen. LIPOID E 80 S wies hingegen nur geringe

Schwankungen im Bereich von 8,3 bis 8,9 auf.

In Bezug auf die Substitutionsmuster der Fettsdureketten weisen aus Soja gewonnene
PLs signifikant hohere Anteile an Linolsaure auf als solche, die aus Ei gewonnenen wurden.
Die tierischen PLs LIPOID E bzw. E 80 S besitzen im Unterschied dazu héhere Anteile an
Palmitin-, Stearin- und Olsdure, wie in Kapitel 2.1.2 beschrieben. Langere Fettsauren (Linol-
saure im Vergleich zu Palmitinsaure) sind dabei aufgrund ihrer Struktur und der damit einher-
gehenden starkeren van-der-Waals-Krafte lipophiler als kiirzere Fettsauren. Mehrfach unge-
sattigte Fettsauren wie die Linolsadure sorgen hingegen fir eine hdhere Fluiditat in Membranen
[27] und fGhren vermutlich auch zu vergleichbaren Effekten an den Grenzflachen von Emulsi-
onen. Aufgrund ihrer raumlichen Struktur besitzen ungesattigte Fettsduren eine geringere Af-
finitat zu lipophilen Phasen als ihre gesattigten Gegenparts. Basierend auf den logP-Werten,
welche ein guter Indikator fir die Lipophilie einer Substanz sind, reduzieren vorhandene Mehr-
fachbindungen von Fettsauren die lipophile Affinitat in héherem Malie als eine Verlangerung

der Kettenlange um wenige Molekile diese anhebt [28].

Ein weiterer Unterschied zwischen den PLs aus diesen beiden Quellen ist das unter-
schiedliche Verhalten im Zusammenhang mit den jeweils verwendeten lipophilen Phasen.
Wahrend LIPOID S 75 bzw. LIPOID P 75 einen héheren HLB-Wert aufweisen, je héher der



Ergebnisse

eHLB der lipophilen Phase ist, lasst sich diese Korrelation fiir LIPOID E und E 80 S nicht

feststellen.

Bei PLs mit einer geringeren Aufreinigungsstufe ist die Anzahl an unbekannten Substan-
zen verstandlicherweise hdher als bei fast PC-reinen Fraktionen (Kapitel 2.1.2). So kénnten
weitere polare Komponenten in den Soja-PLs zu einer erhéhten Hydrophilie flihren. Durch das
relativ komplexe Gemisch an Substanzen sind weitere Interaktionen an den Grenzflachen der

Emulsionen mdglich, welche weitere, schwer zu quantifizierende Auswirkungen auf den expe-

rimentell ermittelten HLB-Wert haben.
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Abbildung 13: PLs aus Sonnenblume, Raps und Non-GMO-Soja mit ca. 50% PC-Gehalt

Tabelle 9: HLB-Werte der PLs aus Sonnenblume, Raps und non-GMO-Soja

HLB- RSD [%] HLB- RSD [%] HLB- RSD

PL Wert in Wert in Wert in [%]
IPP ISIS AB

LIPOID H 50 7,7 0,10 7,7 0,06 7,8 0,48

LIPOID R 50 7,6 0,07 8,7 0,32 8,6 0,34

LIPOID S 45 8,8 1,34 9,7 3,56 11,3 0,03

Phospholipon IP 50 8,5 0,22 8,5 0,12 11,1 0,14
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Abbildung 13 zeigt einen Vergleich von PLs unterschiedlichen pflanzlichen Ursprungs.
LIPOID H ist dabei aus Sonnenblumen gewonnen, LIPOID R aus Raps und PHOSHPHOLI-
PON IP 50 und LIPOID S 45 aus Sojabohnen. Alle PLs sind von vergleichbarer Aufreinigungs-
stufe und besitzen demzufolge einen ahnlichen Gehalt an PC. Wahrend die PLs aus Raps und
Sonnenblume einen anndhernd gleichen HLB-Wert aufweisen, besitzen die Soja-PLs einen
deutlich héheren Wert mit einer breiten Streuung von etwa 2,5 Einheiten in Abhangigkeit von
der verwendeten lipophilen Phase. Da der Anteil an nicht identifizierten Begleitsubstanzen bei
der dargestellten Aufreinigungsstufe hoch ist (Kapitel 2.1.2), erscheint eine umfassende und

valide Beurteilung der Beobachtungen als nicht darstellbar.

3.3.2 Reinheitsgrad der PLs

Die analysierten nattirlichen PLs wiesen unterschiedliche Aufreinigungsstufen beziglich
des PC-Gehaltes auf. Wie in Kapitel 2.1 beschrieben, ist PC die am weitesten verbreitete Sub-

stanzklasse innerhalb der PLs.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte unter anderem untersucht werden, welchen Einfluss der
Reinheitsgrad der natlrlichen PLs auf deren physiko-chemische Eigenschaften und damit in
letzter Konsequenz auf deren Anwendung als Emulgator hat. Daher wurden unterschiedliche
Reinheits — bzw. Verunreinigungsgrade von PLs des gleichen Ursprungs miteinander vergli-

chen.

Tabelle 10: HLB-Werte von PLs mit unterschiedlichen Aufreinigungsstufen

HLB- RSD[%] HLB- RSD[%] HLB-  RSD [%]

PL Wert in Wert in Wert in
IPP ISIS AB

Phospholipon IP 50 8,5 0,22 8,5 0,12 11,1 0,14
LIPOID S 45 8,8 0,12 9,7 0,34 11,3 0,00
LIPOID P 75 9,1 0,12 10,2 0,16 10,7 0,30
LIPOID S 75 7,7 0,06 9,8 0,25 11,2 0,15
LIPOID S 80 9,1 0,00 9,8 0,19 10,9 0,16
LIPOID P 100 7,6 0,18 7,0 0,04 9,7 0,26

LIPOID S 100 7,5 0,29 7,1 0,99 9,6 0,02
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Abbildung 14 zeigt die entsprechenden Ergebnisse der HLB-Untersuchung von aus Soja

gewonnenen PLs, welche die am haufigsten eingesetzten natirlichen PLs reprasentieren.
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Abb;'ldung 14: HLB-Werte der PLs aus Soja und Non-GMO-Soja geordnet nach zunehmendem PC-Gehalt
(n=3)

Aufgrund der komplexen Eigenschaften und Einflisse der enthaltenen Komponenten
und der zum Teil unbekannten Bestandteile der untersuchten PLs konnte keine Korrelation
zwischen Reinheitsgrad und HLB-Wert festgestellt werden. Selbst PLs, die gleiche Aufreini-
gungsstufen aufweisen und damit ahnliche PC-Gehalte besitzen, zeigten durchaus erhebliche
Unterschiede in den HLB-Werten.

Dass bei den beiden hoch aufgereinigten PLs aus Soja, LIPOID P 100 und LIPOID S
100, mit PC-Gehalten von 97,4% bzw. 96,7% nur geringfligige Unterschiede der HLB-Werte
in den jeweiligen Olen auftraten, ist stiitzt die Einschatzung der verwendeten Methode als ro-
bust und verlasslich. Des Weiteren entspricht der fur diese Aufreinigungsstufen ermittelte HLB-
Wert von 7 - 9 in den Olen ISIS und IPP dem in der Literatur angegebenem Wert fiir reines
PC. Im Gegensatz dazu zeigten PLs mit geringeren Reinheitsgraden starkere Unterschiede in
den ermittelten HLB-Werten in Abhangigkeit von der verwendeten lipophilen Phase und dem

entsprechenden Reinheitsgrade.

LIPOID S 45 erreichte mit 11,3 den hochsten HLB-Wert der unmodifizierten PLs und war

damit das am meisten hydrophile, natlrliche PL gemaf HLB-Bestimmung. Es ist anzunehmen,
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dass dieses PL Uber einen hdéheren Anteil an (nicht identifizierten) polaren Substanzen wie
z.B. Glykolipide oder anionische PLs verfugt, die neben den Lyso-Formen der PLs (zu 1,5%

enthalten) dem Gemisch hydrophilere Eigenschaften verleihen.

Allgemein liel3 sich feststellen, dass PLs aus Soja bzw. Non-GMO-Soja bei vergleichba-
rem PC-Gehalt auch ahnliche HLB-Werte aufweisen (siehe Abbildung 14).

Konnten bei geringen Aufreinigungsstufen von Soja-PLs wie PHOSPHOLIPON [P 50
und LIPOID S 45, HLB-Werte im Bereich 8,5 — 11,3 ermittelt und damit einer hydrophilen Pha-
senlage zugeordnet werden, so waren die hoch aufgereinigten Soja-PLs LIPOID P 100 und
LIPOID S 100 bei einem PC-Gehalt von annahernd 100% erwartungsgemaf mehrheitlich als
lipophiler bestimmt wurden (HLB-Werte 7,0 und 7,6 in ISIS bzw. IPP, 9,7 in AB).

Ei-Lecithine, die von allen PLS die niedrigere HLB-Werte aufwiesen, zeigten, anders als
bei den Soja-Produkten, deren HLB-Werte mit zunehmendem PC-Gehalt fielen, weniger un-
polare Eigenschaften bei steigendem Anteil an PC. So erreichte LIPOID E 80, das zu dem
moglicherweise Uber polare Inhaltsstoffe verfliigt, Werte, die Ei-PLs auch zu einem Einsatz als
O/W-Emulgatoren befahigen (HLB = 10,4 in AB) und lag damit in gleichen Bereichen, wie sein
Pendant der Soja-PLs LIPOID S 80 mit 10,9 (Abbildung 15).
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Abbildung 15: HLB-Werte der PLs aus Ei geordnet nach zunehmendem PC-Gehalt (n=3)
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Tabelle 11: HLB-Werte der Ei-PLs

HLB- RSD HLB- RSD HLB- RSD
PLs Wert in [%] Wert in [%] Wert in [%]
IPP ISIS AB
LIPOID E 5,8 0,03 5,2 0,27 7,45 0,09
LIPOIDE 80 S 8,9 0,21 8,9 0,01 8,3 0,01
LIPOID E 80 8,3 0,09 10,2 0,18 10,4 0,01

Dass auch innerhalb der pflanzlichen PLs mogliche Unterschiede in der PL-Zusammen-
setzung herrschen, zeigten die HLB-Werte der Substanzen, welche in Abbildung 13 zusam-
mengefasst sind. Hier wurden Sonnenblume- (LIPOID H 50), Raps- (LIPOID R 50) und Soja-
PLs (LIPOID S 45 und PHOSPHOLIPON IP 50) ahnlichen PC-Gehaltes (50,7 — 54,4%) vergli-
chen und dabei Unterschiede im HLB-Wert von bis zu einer HLB-Einheit festgestellt (vergl.
Kapitel 3.3.1).

PHOSPHOLIPON IP 50 erreichte dabei in AB Werte bis 11,1 und lag somit deutlich ho-
her auf der HLB-Skala als die beiden anderen PLs ahnlichen PC-Gehaltes. Damit ist LIPOID
H 50 die einzige Substanz mit einem vom eHLB-Wert der lipophilen Phase nahezu unabhan-
gigen Verhalten. Allerdings ist bei diesem geringen Reinheitsgrad von nur ca. 50% Anteil an
PC und nicht definierten weiteren Bestandteilen damit zu rechnen, dass polare und unpolare
Verunreinigungen gemeinsam auftreten und interagierend Einfluss auf den HLB-Wert nehmen.
Aulerdem kann der PC-freie Anteil auch Batch-to-Batch Variationen unterliegen, wie bei na-
turlichen Produkten haufiger zu beobachten ist. Dies erschwert die Interpretation von Messer-
gebnissen gering aufgereinigter PLs erheblich. Deswegen kénnen der Gehalt an Komponen-
ten, wie beispielsweise PE oder Lysolecithin, lediglich Hinweise auf die Ursachen maglicher

Verschiebungen des HLB-Wertes der PLs geben.

3.3.3 Phasentrennlinien der PLs

Folgende weitere Auffalligkeit der untersuchten nattrlichen PL wurde im Laufe der ex-
perimentellen Versuche festgestellt: Im Gegensatz zu den mit den Referenzemulgatoren er-
haltenen Ergebnissen (Kapitel 3.2) zeigten alle analysierten natirlichen PLs einen deutlich
unterschiedlichen Verlauf in den Phasenseparationskurven. In Abbildung 16 sind die Pha-
senseparationsverlaufe fir LIPOID S 75 als einen ihrer reprasentativen Vertreter fir alle drei
untersuchten lipophilen Phasen dargestellt. Dabei ist ein niedriger Wert der Phasenseparation

gleichbedeutend mit einer stabilen Emulsion.
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Abbildung 16: Phasentrennlinienverlauf fiir LIPOID S 75 (n=3)

Dieses Verhalten wurde flr mittelkettige Triglyceride als lipophile Phase bereits bei der
Methodenentwicklung beobachtet (Kapitel 3.1.4) Der Effekt war flr andere, im Zuge dieser
Arbeit verwendeten, lipophilen Phasen weniger ausgepragt zu beobachten, stellt aber trotz-
dem einen beachtenswerten Unterschied zu den ermittelten Phasentrennkurven der ethoxy-
lierten Emulgatoren (SPAN® 20, TWEEN® 80) dar.

Auffallig ist bei Betrachtung der Phasentrennlinienverlaufe die nur geringe Ausbildung
eines Minimums an Phasenseparation. Dieser Sachverhalt ist bei allen untersuchten PLs un-
geachtet des Reinheitsgrades und der Quelle festzustellen. Dies erschwert zum einen die Zu-
ordnung eines speziellen und eindeutigen HLB-Werts, zeigt zum anderen aber auch das be-

sondere Potential der PLs fiUr ein breites Einsatzspektrum als Emulgatoren.

Mit ISIS als lipophiler Phase hergestellte Emulsionen zeigten die Tendenz, sich im Ver-
gleich zu IPP und AB ausgepragter zu separieren. Dies ist deutlich anhand der Phasentrenn-
linienhdhe erkennbar. Insbesondere bei der Verwendung von AB konnten Uber einen weiten
Bereich von HLB-Werten hochstabile Emulsionen erzeugt werden. Méglicherweise liegt dieses
Verhalten an der unterschiedlichen Affinitat der applizierten lipophilen Phasen zu den unter-
suchten PLs [23]. Unterschiedliche Strukturen wiirden zu differenzierten Wechselwirkungen
an der Grenzflache flhren. Solche physiko-chemischen Effekte sind hochkomplex und werden
im weiteren Verlauf der Arbeit diskutiert (Kapitel 4.2). Obwohl der Einfluss der verwendeten
lipophilen Phase auf die Eigenschaften der Kurven erkennbar war, konnte Gber einen weiten
Bereich von HLB-Werten kein eindeutiges Minimum beobachtet werden, so wie es fir SPAN®
20 und TWEEN® 80 festgestellt wurde.
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Vergleichbares wurde fur die Phasentrennlinienverlaufe bei Vergleich verschiedener
Reinheitsgrade ermittelt. Besonders stark ausgepragt war dies bei den der Soja-PLs LIPOID
S 45 und LIPOID S 100 in AB als lipophiler Phase (siehe Abbildung 17). Hierbei zeigte das
fast nur aus PC bestehende PLs ein deutliches Minimum bei HLB-Wert 11,3, LIPOID S 45
hingegen wies grol’e Schwankungen Uber den gesamten untersuchten HLB-Bereich auf. Bei
Vergleich dieser beiden PLs in anderen lipophilen Phasen war der beschriene Kontrast weni-
ger stark ausgepragt. Im Vergleich zu SPAN® 20 und TWEEN® 80 war das Minimum bei LIP-
OID S 100 in AB allerdings schwacher ausgepragt und die Emulsionen neigten auch nicht zu
starken Instabilitaten abseits des entsprechend definierten HLB-Wertes wie dies flr ethoxy-

lierte Emulgatoren festgestellt wurde.
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Abbildung 17: Vergleich der Phasentrennlinien in Abhdingigkeit vom Reinheitsgrad am Beispiel der PLs LIP-
OID S 45 und S 100 (n=3)
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3.4 Physiko-chemische Untersuchungen der PLs

3.41 Zeta-Potential-Untersuchungen

Aufgrund der nicht konsistenten Ergebnisse der HLB-Untersuchungen wurden ausge-
wahlte natirliche PLs einer physiko-chemischen Untersuchung unterzogen um ihr Verhalten
an der Grenzflache der Phasen bestimmen zu kénnen. Zu Vergleichszwecken wurden dabei

auch reines DPPC und POPC als Vertreter der Leitsubstanzen in natlrlichen PLs untersucht.

Um die Eignung der PLs als Emulgatoren von W/O- bzw. O/W-Emulsionen genauer
voraussagen zu kénnen, wurde das Hauptaugenmerk der Untersuchung auf ihr Verhalten an
der Grenzflache und ihre Charakteristiken bei der Bildung von Membranen gelegt. Ein wichti-
ger Faktor flr Aussagen Uber das Verhaltens von Molekilen an diversen Grenzflachen ist die
Bestimmung ihres elektrostatischen Potentials. Dafur wurden zunachst Liposomen aus unter-
schiedlichen PLs prapariert und im Hinblick auf ihr Zeta-Potential gemessen, wie in Kapitel 5

beschrieben.

Das Zeta-Potential gibt sowohl Einblicke in die Stabilitat einer Emulsion hinsichtlich der
elektrostatischen AbstoRung der dispergierten Partikel als auch in die Hydrophilie einer Emul-
sion. Diese kann aufgrund des ionogenen Anteils am Emulgator ungefahr eingeschatzt wer-
den, da lonen eine deutlich héhere Affinitat zu Wasser haben als z.B. Hydroxylgruppen. Dies
Iasst sich mit der unterschiedlichen Bindungsstarke und —reichweite von ionischen Bindungen

im Vergleich zu Wasserstoff-Brlicken-Bindungen (HBB) erklaren

Um das Zeta-Potential der auftretenden Oberflachenladung von Liposomen zu messen,
wurde gereinigtes Wasser als kontinuierliche Phase gewahlt. DPPC und POPC als zwitterio-
nische PLs zeigen in Losungen mit einem pH-Wert oberhalb ihres isoelektrischen Punktes
nahezu kein Zeta-Potential. Die fir beide Lipide gemessenen Werte waren entsprecht
schwach negativ (-5,3 mV fiur POPC bzw. -13,7 mV fir DPPC) und werden in Kapitel 4.2 dis-
kutiert. Liposomen, die aus gereinigtem nattrlichem PC (LIPOID S 100 und P 100) hergestellt,
hydratisiert und bei 50° C aquilibriert wurden, zeigten geringfiigig geringere negative Werte (-
25 16,9 mV bzw. -14,1 £ 4,4 mV). Dieser Unterschied zwischen LIPOID S 100 und LIPOID P
100 ist fUr diese PLs, die eine sehr ahnliche Zusammensetzung haben, unerwartet hoch. Um
einen Einblick in die Ursachen dieses Befundes zu erhalten, wurde die Praparation (Hydrati-
sierung und Aquilibrierung) der Liposomen anstelle von 50° C bei Raumtemperatur durchge-
fuhrt. Die Praparation bei Raumtemperatur stellt dabei den klassischen Fall der Liposomen

Herstellung dar.

Die Entscheidung fur eine Praparation bei 50° C wurde getroffen, um die Messung des
Zeta-Potentials bei gleichen Bedingungen vorzunehmen wie sie bei Praparation der PL-Memb-

ranen fiur die Kleinwinkelrontgenstreuung bestand (Kapitel 3.4.2). Ein Vergleich der Zeta-
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Potentiale der Liposomen, die bei Raumtemperatur (RT) oder 50°C hergestellt wurden, ist in
Tabelle 12 dargestellt. Vermutliche Ursachen dieser temperaturbedingten Diskrepanz auf-
grund der Temperaturunterschiede kénnen durch die unterschiedlich Ausrichtung der Kopf-
gruppen an der Grenzflache bedingt sein, aber auch durch Struktur beeinflussende chemische

Reaktionen, die von einer hdherer Temperatur beglnstigt werden.

Tabelle 12: Zeta-Potentiale der PLs bei 50°C und bei Raumtemperatur (RT) (n=3)

Natiirliche PLs Zeta-Potential bei 50 °C [mV] Zeta-Potential bei RT [mV]
LIPOID S 45 -73.7+3.9 -26.5+25

LIPOID E 80 S -38.1+2.3 -6.7+0.9

LIPOID S 100 -25.0+6.9 -5.78+0.6

LIPOID P 100 -14.1+44 -6.9+0.4

DPPC -13.7+£23 nicht bestimmt
POPC -53+1.5 -2.8+0.3

Wie erwartet zeigten die PLs geringerer Aufreinigungsstufen ein héheres negative Zeta-
Potential aufgrund des gréReren Anteils an anionischen Substanzen im Vergleich zu Substan-
zen, die aus reinem, zwitterionischem PC bestehen (DPPC, POPC, LIPOID S 100 und LIPOID
P 100). LIPOID E 80 S, mit einem PC -Gehalt von ca. 70% zeigte ein Zeta-Potential von -38,1
mV. Das hdchste Wert (-73,7 mV) wurde fir LIPOID S 45 ermittelt, jener Probe mit der nied-
rigsten Menge an PC (54,7%) und dem hdchsten Anteil an anionischen Substanzen (Phos-

phatidylinositol, Glykolipide und &hnlichem).

3.4.2 Kleinwinkelrontgenstreuung (SAXS)

Die Elektrostatische AbstoRung stellt nur eine Komponente der physikalischen Stabilitat
von emulgierten Systemen dar. Wird diese Barriere Uberwunden, kommt es zum Kontakt der
dispergierten, inneren Phase mit der au3eren. Dann spielen andere physikalische Phanomene

eine Rolle, welche vorrangig sterischer oder nicht-kovalenter Natur sind.

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die anionischen Komponenten auf die Rigiditat,
Dichte und Anzahl der ausgebildeten Phospholipidschichten an der Grenzflache haben, wurde

die Technik der Kleinwinkelréntgenstreuung angewandt. Damit l1&sst sich die Struktur der von
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nattrlichen PLs gebildeten Schichten genauer untersuchen und Vergleiche zwischen ihnen

und den Referenzsubstanzen werden ermdglicht.
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Abbildung 18: Kleinwinkelrontgenaufnahme im Vergleich (— LIPOID S 45 und — LIPOID E)

Die SAXS-Messung von LIPOID S 45 zeigte eine lamellare Struktur, die durch zwei
Bragg-Peaks in einem Streuvektor-Verhaltnis von 1:2 gekennzeichnet war, was einen d-Ab-
stand von 83,1 A ergab. Dies ist der grote d-Wert aller untersuchten PLs. In Dispersionen
von LIPOID E 80 S wurde ein d-Wert von 65,7 A festgestellt. Der Wiederholungsabstand nahm
weiter ab, wenn PLs mit hoher PC-Menge (LIPOID S 100 und P 100) verwendet wurden, die
also kaum geladene zusétzliche Komponenten enthielten. Die d-Abstandswerte (61,6 A fiir P
100 und 62,2 A fir S 100) liegen nahe den Literaturwerten fiir reine synthetische PCs[29], [30].
Die Ergebnisse sind plausibel, da die beiden natirlichen PCs LIPOID S 100 und LIPOID P 100
eine sehr ahnliche Zusammensetzung mit hauptsachlich ungesattigten Ketten aufweisen.
Exemplarisch sind die SAXS-Aufnahmen vom LIPOID S 45 und LIPOID E in Abbildung 18

dargestellt.

Die Ergebnisse fir das Lyso-PL LIPOID S LPC 80 sind deutlich abweichend von den
anderen. Fur diese zeigte sich eine breite Intensitatsverteilung, die fiir eine einzelne Doppel-
schicht oder nicht korrelierte Mehrfachschichten typisch ist (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Streuintensitit gegen den Steruvektor Q bei der Probe LIPOID S LPC 80

Die festgestellten unterschiedlichen strukturellen Eigenschaften der Proben waren be-
reits optisch im Verhalten der Proben zu erkennen. Die Proben, die Lamellenphasenstrukturen
bilden, waren milchig und viskos, wahrend jene von LIPOID S LPC 80 transparent und sehr
flissig ist (Abbildung 20).

Abbildung 20: Die optische Transparenz der Dispersionen: Links LIPOID S 45 und rechts S LPC 80 (jeweils
20% (w/w) des PLs in 80% Puffer)
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Die d-Werte der natirlichen PCs LIPOID P 100 und S 100 und der synthetischen PCs
mit definierten Kettenmustern (DPPC und POPC) sind nahezu identisch. Dies ist bei der struk-
turellen Ahnlichkeit von beiden PCs auch erwartbar und in Ubereinstimmung mit Werten aus
der Literatur [29], [30].

Aufgrund von AbstoRungskraften, die durch die Ladung der anionischen Substanzen
(negatives Zeta-Potential) in den natlrlichen PLs verursacht werden, nimmt die Dicke der Dop-
pelschicht mit zunehmender Konzentration der anionischen Substanzen zu. Es wird davon
ausgegangen, dass Kettenlange und Sattigung hauptsachlich fur die "Feineinstellung" der
Phospholipidschicht hinsichtlich Membranfluiditdt und Phasenibergangstemperatur verant-
wortlich sind[26]. Da die Van-der-Waals-Krafte im Vergleich zu elektrostatischen Wechselwir-
kungen und Wasserstoffbricken schwacher sind, hat die Zusammensetzung der Kopfgruppe
einen grofieren Einfluss auf die Flache pro Molekil (siehe Kap. 4.2) und die Doppelschichtab-
stoBung als die Kettenlange und Konformation. Daher hangt die Korrelation zwischen Zeta-
Potential und d-Abstand nicht maRgeblich von der Fettsdurezusammensetzung ab, sondern
vom PC-Gehalt (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Korrelation von Zeta-Potential und der Bilayer-Dicke
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Tabelle 13: Zeta-Potentiale und d-Werte von ausgewdhlten natiirlichen PLs

PLs d-Wert [A] Zeta Potential (50 °C) [mV]
LIPOID S 45 83.1 -73.7+3.9
LIPOID E80 S 65.6 -38.1+2.3
LIPOID S 100 59.2 -25.0+6.9
LIPOID P 100 51.9 -14.1+4.4
DPPC 63.4 -13.7+23
POPC 64.0 -53+15

LIPOID S 45, das den héchsten Prozentsatz an negativ geladenen Substanzen enthalt,
hat den gréten d-Wert, was auf eine starke elektrostatische AbstoRung zwischen den hydra-
tisierten Doppelschichten hinweist. Diese Abstof3ung dirfte auch der Grund fir die kleinste
Korrelationslange zwischen den Doppelschichten sein. Eine Verringerung der Menge an gela-
denen Lipiden und eine Erhéhung der Menge an zwitterionischem PC erhdht nur geringflgig
die Korrelationslange Die ermittelte Korrelationslange, bestimmt durch die Scherrergleichung
(Gleichung 6), von 295 A entspricht nur 4,7 Doppelschichten fiir LIPOID S 45. LIPOID S 100
weist hingegen eine Korrelationslange von 382 A (6,5 Doppelschichten) auf, jene von LIPOID
P 100 ist mit 883 A deutlich gréRer und entspricht 17 Doppelschichten.

Tabelle 14: Berechnete Doppelschichten aufgrund von Korrelationslingen

PLs Korrelationslange [A] Entsprechen n Doppelschichten:
LIPOID S 45 295 3,5

LIPOID E 560 8

LIPOIDE 80 S 560 9

LIPOID S 100 382 6,5

LIPOID P 100 883 17
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3.4.3 Langmuir-lsothermen

Um den Einfluss der elektrostatischen AbstoRung auf die laterale Organisation der PL-
Monoschicht weiter zu klaren, wurden Langmuir-Experimente zur Bestimmung der 1-A-Iso-
thermen durchgefiihrt. Da die natlrlichen PLs komplexe Mischungen darstellen (siehe Tabelle
2) wurde als Bezugsgrole die Flache pro Gramm anstatt der Flache pro Molekiil verwendet,
um bedeutsam erscheinende Eigenschaften der verschiedenen PLs auf Gewichtsbasis zu ver-
gleichen. Als ein reprasentatives Beispiel fir variierende Zusammensetzungen sind Mono-
schicht-Isothermen von PLs aus Sojabohnen mit unterschiedlichem Reinheitsgrad (S 45, S 75,
S 80 und S 100) in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: n—A Isothermen von Soja-PL mit variierendem PC-Gehalt (1S 100, | S 80, | S 75, | S 45) auf
Reinstwasser bei 20 °C

Bei niedrigem Oberflachendruck und damit entsprechend gro3en Flachen befindet sich
der Lipidfilm in einem dem Gas analogen Zustand (G). Bei der Kompression kann der Uber-
gang erster Ordnung von G in den Zustand flissig-ausgedehnt (liquid-expanded - LE) beo-
bachtet werden. Der Ubergangsdruck ist normalerweise sehr niedrig (~ 0,1 mN/m). Wenn die
molekulare Flache ausreichend reduziert ist, befinden sich alle Lipide im LE-Zustand (Region
mit ansteigendem Oberflachendruck), in dem die Konformation der Lipidketten gestort ist (d.h.
Orientierungsordnung in kurzem Abstand, aber keine Positionsordnung in grélkeren Abstan-
den). Wie in Abbildung 22 zu sehen ist, gibt es aulerdem kein horizontales Plateau, das einen
Phasenlibergang erster Ordnung von LE zu dem flissig-kondensierten (liquid-condensed -

LC) Zustand wahrend der Kompression anzeigen wirde. Die besondere GroéRe der
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Monoschicht-Flachen ist als klares Indiz zu werten, dass sie sich ausnahmslos in der LE-
Phase befanden. Aufgrund der Tatsache, dass die PLs im typischen Fall Mehrkomponenten-

systeme sind, kann diese Schlussfolgerung nur teilweise die reale Situation beschreiben.

Ein Expandieren zu grolieren Flachen wurde beobachtet, wenn der Gehalt an PC (von
S 45 bis S 100) erhéht wurde, was auf einen Kondensationseffekt hindeutet, der durch gela-
dene Verbindungen in dem Gemisch verursacht wird. Dies steht in deutlichem Widerspruch zu
den d-Werten, die in wassrigen Dispersionen beobachtet wurden. Die d -Werte erhdhten sich,
wenn der Gehalt an geladenen Substanzen zunahm, was auf einen gréReren Abstand zwi-
schen den ausgebildeten Schichten hindeutet. Offensichtlich sind die geladenen Substanzen,
die im Vergleich zu den ungeladenen Substanzen in geringeren Konzentrationen vorliegen,
homogen innerhalb der Schicht verteilt. So kann die laterale elektrostatische AbstoRung der
geladenen Substanzen durch die ungeladenen Substanzen abgeschirmt werden. Da aul3er-
dem die bendtigte, effektive Kopfgruppenflache der geladenen Substanzen im Vergleich zu
der ungeladenen, zwitterionischen Komponente (grof3e hydratisierte PC-Kopfgruppe) kleiner
ist, fuhrt das Mischen zu einer dichteren Packung mit dem Effekt eines kleineren Flachenbe-
darfs. Die zunehmende Ladung in der Schicht flhrt jedoch zu einer starkeren AbstolRung zwi-

schen benachbarten Schichten (groRerer d-Abstand).
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Abbildung 23: w - A Isothermen von S$45 (schwarz), R50 (magenta), und H50 (oliv) auf Reinstwasser
(durchgehende Linie) und auf Phosphatpuffer, pH 7.4, (gepunktet/gestrichelte Linie) bei 20 °C.

Verschiedene PLs (LIPOD S45, LIPOID R50 und LIPOID H50), die alle anionische Lipide
enthalten, wurden auf Wasser und Phosphatpuffer untersucht, um den Einfluss des pH-Werts

und zusatzlicher lonen auf ihren Flachenbedarf zu untersuchen (Abbildung 23). Auf Wasser
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sind LIPOID R 50 und LIPOID H 50 bei niedrigen Driicken sehr ahnlich, zeigen jedoch bei
héheren Dricken eine anderes Verhalten in ihrer Kompressibilitat. LIPOID S 45 wird auf gro-
Rere Bereiche mit einer sehr dhnlichen Kompressibilitat wie H 50 verschoben. Es kommt zu
einem hoéheren Lift-off“-Punkt. Dieser ist derjenige Messpunkt, bei dem zum ersten Mal der
Oberflachendruck bei Kompression der Monoschicht registriert werden kann. Die Verschie-
bung zu gréflieren Flachen auf der Pufferlésung hangt vom untersuchten PL ab. Bei 20 mN/m
Oberflachendruck betragt die Flachenvergrofierung 14% fur LIPOID S 45, 25% fur LIPOID H
50 und 35% fur LIPOID R 50.

Um den Einfluss von pH-Wert und lonenstarke auf die Flache pro Gramm des verwen-
deten PLs zu untersuchen, wurden detaillierte Langmuir-Experimente an verschiedenen Sub-
phasen durchgefihrt. Dafiir wurde LIPOID S 45 aufgrund seiner gréReren Menge an gelade-
nen Substanzen ausgewahlt. Als gepufferte Subphasen wurden 50 mM Phosphatpuffer
(NaH2PO4 + Na;HPO4x 2H20) (pH 6 und 8) und 50 mM Zitronensaurepuffer (pH 4) verwendet.

In allen Fallen wurde der pH-Wert mit NaOH eingestellt.

Abbildung 24: 7 -A Isothermen von LIPOID S 45 (schwarz) und LIPOID S 100 (Rot) auf Reinstwasser
(durchgehende Linie) und auf Phosphatpuffer pH 7,4 (gestrichelte Linie)

Die Flache pro Gramm flr LIPOID S 45 auf der gepufferten Subphase sind grof3er als
diejenigen auf Reinstwasser. Diese Verhalten ist flr LIPOID P 100 nicht beobachtet wurden
(Abbildung 24). Der offensichtliche Grund ist die groRere Menge an geladenen Substanzen in
LIPOID S 45 (siehe Tabelle 2). Der pKa der Phosphatgruppe in PC betragt 1,0 und ist ver-
gleichbar in LIPOID S 100, da diese 94 % zwitterionisches PC enthalt. Die grofiere Menge an
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PE in LIPOID S 45 beeinflusst dieses Verhalten nicht, da PE ein vergleichbares zwitterioni-
sches Verhalten wie PC zeigt. Im Vergleich mit einer CO»-gesattigten Wasser-Subphase
ergibts ich fir eine Pufferldsung bei Anwesenheit von lonen und erhéhtem pH-Wert ein ver-
mutlich starkerer lonisierungsgrad flr die geladenen Substanzen. Die erhéhte lonisierung flhrt
zu starkeren elektrostatischen AbstoRungen, die nicht durch die Pufferionen abgeschirmt wer-

den konnen.

4(IJO S(I)U 6(I)0 ) 7(I)U 860 Q(I]O
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Abbildung 25: m-A Isothermen von LIPOID S 45 auf Reinstwasser (schwarz), auf Wasser mit 10 mM
EaClZ (griin), auf Wasser mit 50 mM CaCl2 (blau), und auf Wasser mit 150 mM NaCl (rote Kreise) bei 20
Wa%ser zur Erhéhung der lonenstarke von 30 mM auf 150 mM (Abbildung 25), flhrte dies zu
einem erhdhten lonisationsgrad der anionischen Substanzen in LIPOID S 45 und verschob die
Flache pro Gramm PL zu héheren Werten. Aufgrund des Vorhandenseins von unbekannten

Substanzen in LIPOID S 45 ist es schwierig, die Ergebnisse im Detail zu interpretieren.

Um zu untersuchen, ob die Valenz der Kationen eine zusatzliche Rolle fir die Kompres-
sibilitat der Flachen spielt, wurden zusatzlich Experimente auf Subphasen mit 150 mM NaCl
und 50 mM CaCl2 durchgefuhrt und verglichen (siehe Abbildung 25). Die Isothermen, die bei
150 mM NaCl und 50 mM CaCl, gemessen wurden, sind nahezu identisch. Damit ist ein deut-
licher Hinweis gegeben, dass die lonenstarke mafgeblich ist und nicht die erwartete konden-
sierende Wirkung von zweiwertigen Kationen. Die dargelegten eigenen Befunde kontrastieren
Daten aus Experimenten mit reinen, synthetischen PLs, die bekanntlich keine geladenen Sub-

stanzen enthalten [31].
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3.4.4 Brewster Angle Mikroskopie (BAM)

Die anzunehmende Homogenitat der Monoschichten wurde durch BAM-Experimente ve-
rifiziert (Abbildung 26). Bei stark heterogenen PL-Gemischen ist in Erwagung zu ziehen, dass
je nach Kettenlange und Kopfgruppenverteilung eine Phasenpraferenz vorliegt, die zur Entmi-
schung der PLs in den Langmuir-Schichten fiihrt. PLs mit Iangeren Ketten kénnten in konden-
sierten Phasen existieren, wahrend jene mit kirzeren Ketten deutlich fliissig expandierte Pha-
sen bilden kdnnten. Auf solche Verhaltnisse gab es keine Hinweise bei der Mikroskopie. Bei
geringem lateralen Druck auf die Monoschicht konnten zwar gewisse Helligkeitsunterschiede
festgestellt werden, die bei weiterer Kompression jedoch wieder verschwanden. Nach abge-
schlossener Komprimierung erschienen die Schichten homogen. Falls phasengetrennte Do-

manen auftraten, mussen sie das Auflésungsvermogen des Mikroskops unterschritten haben.

Beispielhaft daflr ist Abbildung 22, die die mikroskopische Aufnahme von LIPOID S 45
auf Phosphatpuffer (pH 7,4) und bei 5 mN/m lateralem Druck zeigt. Exemplarisch wurde LIP-
OID S 45 untersucht aufgrund der grofdten Heterogenitat der Zusammensetzung aller unter-
suchter PLs.

Interessanterweise konnten die heterogenen Bereiche, welche bei hohem Druck auf syn-
thetische PLs beschrieben sind [32] fir LIPOID S 45 nicht beobachtet werden. Der Zusam-
menbruch der Monoschichten hingegen war vergleichbar mit den beschriebenen Mechanis-
men [33].

Abbildung 26: Brewstermikroskopaufnahme von LIPOID S 45 auf Phosphatpuffer, pH 7,4 bei 5 mN/m und
20°C
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3.5 Entwicklung von Methoden zur mikroskopischen Untersuchung von
Phospholipid Emulsionen

Um das Verhalten von PLs an der Grenzflache zu visualisieren und zu bewerten erschei-
nen mikroskopische Aufnahmen von PL-basierten Emulsionen als Mittel der Wahl. Die unter-
schiedlich ausgebildeten Schichten sollten beim Einsatz von PLs als Emulgator vergleichbare
Unterschiede zu den in Kapitel 3.4 gewonnenen Erkenntnissen zeigen. Dies sollte sich durch

die mikroskopische Betrachtung der Emulsionen bestéatigen lassen.

Um die gewonnenen Erkenntnisse fir die Wahl des PLs und der wassrigen Phase zur
Stabilitat von Emulsionen zu korrelieren, musste eine hinreichend robuste und reproduzierbare
Methode entwickelt werden, um die physikalische Stabilitéat einer Emulsion bestimmen und
vergleichen zu kénnen. Als Kriterium fir die physikalische Stabilitat dient in Ermangelung va-
lider analytischer Methoden bisher meist nur die organoleptische Untersuchung der betreffen-
den Emulsion. Um Langzeit- bzw. Lagerstabilitat zu prifen, werden haufig verschiedene Ver-
fahren eingesetzt, die zu einer Beschleunigung der Phasentrennung fihren. Auf diese Weise
werden praxisrelevante Vorgange in einem zeitlich stark verkirzten Verlauf simuliert. Dabei
werden Temperaturerhéhung, Gefrier- und Auftauzyklen oder wie bei der HLB-Bestimmung
das Zentrifugieren der entsprechenden Emulsionen angewandt. Diese forcierte Phasensepa-
ration flr eine anschlief’ende visuelle Beurteilung beschreibt den Zustand der Emulsion zwi-
schen Herstellung und Separation nur ungenigend und kann daher nicht pradiktiv eingesetzt
werden. Aus diesem Grund war ein Ziel der vorliegenden Arbeit, eine verlasslichere und we-
niger aufwandige Methode zu entwickeln und anzuwenden. Um die Vergleichbarkeit der Me-

thoden zu gewahrleisten wurde sich flir ein optisches Verfahren, die Mikroskopie, entschieden.

Da die Prozesse innerhalb einer Emulsion, welche final in einer Phasentrennung resul-
tieren, dulRerst komplex und veranderbar sind, wird als entscheidendes Kriterium fiir die phy-
sikalische Stabilitat einer Emulsion haufig die Beobachtung des ,Brechens® der Emulsion her-
angezogen. Dieses lasst sich mit verschiedenen Mikroskopiertechniken feststellen. Das Stan-
dardverfahren ist die Hellfeldmikroskopie. Um eine quantifizierbare Aussage zur Stabilitat un-
terschiedlicher Emulsionen treffen zu kénnen, wurden auch lichtmikroskopische Studien
durchgefihrt

Die beiden grofiten Herausforderungen, welche bei Untersuchungen und Bildaufnahme
von pharmazeutischen Emulsionen bestehen, sind der geringe Kontrast zwischen kontinuier-
licher und disperser Phase und die Bildung von Artefakten durch die Praparation der Objekte,

welche eine prazise Auswertung erschwert.
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Der geringe Kontrast ist bei der klassischen Lichtmikroskopie besonders problematisch,
da sich die lipophilen Phasen hinsichtlich ihrer Brechungsindizes kaum von Wasser unter-

scheiden. Beispielhaft in Abbildung 27 dargestellt.

_ - 3 ' B 200y
Abbildung 27: Hellfeldmikroskopische Aufnahme einer O-W-Emulsion (MCT-LIPOID S 45)

3.5.1 Environmental Scanning Electron Microscopy (ESEM)

Als erstes Verfahren zur Erhéhung des Kontrastes wurde die Environmental Scanning
Electron Microscopy evaluiert. Wie in Kapitel 2.5.1 beschrieben, ist sie durch eine hohe Ver-
grofRerung und Auflésung sowie durch einen geringen Praparationsaufwand zur Minimierung
von Artefakten gekennzeichnet. In Summe flihrt dies zu einer (theoretisch) sehr detailgetreuen

und wirklichkeitsnahen Darstellung der herrschenden Verhaltnisse in einer Dispersion.

Die Herstellung der Emulsion erfolgte wie im experimentellen Teil der Arbeit beschrieben
(Kapitel 5). Als reprasentatives PL wurde LIPOID S 75 ausgewahlt, ein PL mittlerer Aufreini-
gungsstufe und damit durchschnittlicher Zusammensetzung. Als Olphase wurde MCT gewahlt,
um eine maoglichst stabile Emulsion (siehe Kapitel 3.1) herzustellen.

Obwohl ESEM im Vergleich zu anderen Techniken der Elektronenmikroskopie in der
Literatur als geeignetste Methode zur Visualisierung von Emulsionen beschrieben ist [34], [35]



Ergebnisse 57

konnten unter den gewahlten Bedingungen keine geeigneten, reproduzierbaren Bilder ohne
Verzerrung der Struktur der Tropfchen erzeugt werden (Abbildung 28).

Lecithin ofw

Abbildung 28: ESEM-Aufnahme einer O-W-Emulsion (MCT-LIPOID S 75)

Die hellen, runden Gebilde sind vermutlich stabile Oltrépfchen, wahrend die Wasser-
phase evaporiert erscheint. Das schnelle Evaporieren ist flr dinnflissige Zubereitungen in
der Literatur beschrieben [35]. Die Strukturen im Hintergrund sind vermutlich Reste der natir-
lichen PLs die nach der Evaporation zurlickgeblieben sind. Aufgrund der Anzahl, Form und
Grolke der Gebilde kann davon ausgegangen werden, dass es sich nicht um Artefakte auf dem

Messteller handelt.

3.5.2 Polarisationsmikroskopie

Als weitere Moglichkeit zur mikroskopischen Untersuchung von PL- Emulsionen wurde
das Verfahren der Polarisationsmikroskopie auf Eignung gepruft. Hierbei sollte die Struktur,
Anzahl und Grole der dispergierten MCT-Troépfchen durch die Verwendung von polarisiertem
Licht analysiert werden. Durch die Verwendung von polarisiertem Licht wird der Kontrast der
zu untersuchenden Strukturen erhoht. Als natlrliches PL wurde wiederum LIPOID S 75 aus-
gewahlt und als Olphase wieder MCT (Kapitel 5.8).
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Abbildung 29: Polarisationsmikroskopische Aufnahme einer O-W-Emulsion (MCT-LIPOID S 75)

Wie in Abbildung 29 erkennbar, sind dispergierte Oltrépfchen bei entsprechender Fo-
kussierung und Schichtdicke im polarisierten Licht relativ gut zu sehen. Auffallig ist die Ausbil-
dung anisotroper Eigenschaften an der Grenzflache von hydrophiler und lipophiler Phase, die
durch gewisse Strukturmerkmale des PLs bedingt sind. Die Doppelbrechung ergibt sich aus

der Schichtanordnung und den unterschiedlichen Brechungsindizes [36].

Fir eine prazise Ermittlung der Tropfchengrofie von PL-Emulsionen hat sich die Polari-
sationsmikroskopie als ungeeignet erwiesen. Durch die anisotrope Brechung des polarisierten
Licht ergibt sich keine sehr scharfe Abgrenzung der Strukturen die flr eine exakte Messung

erforderlich ist.

Als Vorteil der Methode lasst sich die gute Erkennbarkeit der dispergierten Trépfchen
konstatieren. Nachteilig sind flir eine prazise Vermessung der Tropfchengrélie sind die durch

das polarisierte Licht produzierten Formartefakte im mikroskopischen Bild.

3.5.3 Hellfeldmikroskopie mit gefarbtem Praparat

Eine weitere haufig genutzte Mdglichkeit den Kontrast zu erhdhen ohne Artefakte an den
Randern der Strukturen zu generieren ist die Anfarbung der Praparate. Fir O-W-Emulsionen
bieten sich hierflr eine Vielzahl an lipophilen Farbstoffen an. Fur die Pharmazie sind die be-

kanntesten und am haufigsten benutzten die Vertreter der Sudanfarbstoffe. Allerdings ist die
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Farbung von Tropfchen von nur wenigen Mikrometer Durchmesser weit weniger intensiv als
von grofieren. Griinde sind der geringere Gehalt an Farbstoff, aber auch physikalisch bedingte
Umstande wie das begrenzte optische Auflésungsvermdgen des Mikroskops und die starkere
Lichtbrechung aufgrund der starkeren Krimmung des Trdpfchenrandes [37], [38]. Die lipophile
Phase muss vor Praparation der Emulsion angefarbt werden, um eine komplette Verteilung in
den Trépfchen zu gewahrleisten und um die Emulsion nicht nachtraglich durch Einbringung

von Farbstoffen schwer kontrollierbar modifizieren zu miissen.

Bei einer nachtraglichen Farbung muissten daflr grof3e Krafte auf die Emulsion wirken,
um eine homogene Verteilung des Farbstoffes zu gewahrleisten. Dadurch lasst sich der aktu-
elle Zustand der Emulsion nicht mehr verlasslich beurteilen, da jeder Eintrag von Energie den
thermodynamischen Zustand verandert und damit die Stabilitat der Emulsion modifiziert. Es
ist theoretisch moglich den bendtigten Energieeintrag fir jede Farbung der Emulsion zu be-
rechnen und konstant zu halten. Dieser misste fur eine homogene Farbung der dispersen
Phase hoch sein, damit Trépfchen mit geringerem Durchmesser ebenso korrekt erfasst kon-
nen. Allerdings sind die Prozesse bei der Phasentrennung sehr komplex und entsprechen kei-

ner linearen Kinetik [39].

A ) 200 pm

Abbildung 30: Hellfeldmikroskopische Aufnahme einer mit Sudanrot angefiirbten O-W-Emulsion (MCT-
LIPOID S 45)
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Aus den ersten lichtmikroskopischen Aufnahmen ergab sich eine weitere Herausforde-
rung fir die mikroskopische Untersuchung von Emulsionen. Die TropfchengrofRe in einer
Emulsion ist nicht gleichmafig verteilt bzw. verbleibt nicht in diesem Zustand aufgrund der
thermodynamischen Instabilitdt. Dadurch war es schwierig nur genau eine Schicht an Trépf-
chen auf dem Objekttrager zu praparieren. Bei mehrschichtiger Praparation, wie in Abbildung
30 dargestellt, reduzierte sich der Kontrast der aufgenommenen Strukturen aufgrund starkerer
Lichtabsorption und -streuung. Ebenfalls Gberlagerten sich die aufgenommener Strukturen und

erschwerten damit eine eindeutige Differenzierung und Auswertung [40].

Eine solche einschichtige Praparation kann bei einer Schmierpraparation erzielt werden,
wie sie auch in der Mikroskopie biologischer Proben genutzt wird. Dabei wird die Emulsion auf
dem Objekttrager ausgestrichen (,geschmiert®), um einen mdglichst diinnen Film des Prapa-
rates zu erreichen. Dies flhrte allerdings zu starken Artefakten bei grofteren Tropfchen, wel-
che dabei formverandert werden und eine gréRere, ungleichmaRige Flache einnehmen im Ver-
gleich zur runden Ruheform der Trépfchen.

Abbildung 31: Hellfeldmikroskopische Aufnahme einer mit Sudanrot angefirbten O-W-Emulsion (MCT-LI-
POID S 45) auf einem Hohlschliffobjekttriger

Um eine einschichtige Praparation zu gewahrleisten wurden Hohlschliffobjekttrager ge-
wahlt, welche eine Vertiefung fir das zu untersuchende Objekt besitzen. Dadurch kann an den

Seiten der Vertiefung ein optimaler Abstand zwischen Objekttrager und Deckglas gefunden
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werden, bei dem die geeignete Schichtdicke vorliegt. Eventuell entstehende Kapillareffekte

sind dabei vernachlassigbar.

Um eine bessere optische Auflésung und eine Erhéhung des Kontrastes zu erreichen,
wird die klassische Hellfeldmikroskopie haufig modifiziert zur Fluoreszenzmikroskopie. Hierbei
wird ein entsprechender Fluoreszenzfarbstoff verwendet, um die gewlinschten Strukturen her-
vorzuheben. Dabei kann auch unterhalb der Auflésungsgrenze des Lichtmikroskops gearbeitet
werden. Diese Technik wurde bereits erfolgreich flr Untersuchungen von Emulsionen ver-
schiedenen Typs eingesetzt. [41], [42]. Nachteilig sind hierbei die hohen Kosten fir den Fluo-
reszenzfarbstoff und der praparative Aufwand, da auch hier die zu untersuchenden Emulsio-

nen bereits wahrend der Herstellung angefarbt werden missen.

3.5.4 Dunkelfeldmikroskopie

Abbildung 32: Dunkelfeldmikroskopische Aufnahme einer O-W-Emulsion (MCT-LIPOID S 45) auf einem
Hohlschliffobjekttriger

Dunkelfeldmikroskopie unterschiedet sich im Vergleich zur klassischen Hellfeld-Mikro-
skopie durch die Art der Abbildung der Strukturen. Wahrend im Hellfeld Objekte hervorgeho-
ben werden, die auftreffende Lichtstrahlen absorbieren, wirken im Dunkelfeld die abgelenkten
Strahlen strukturabbildend. Dadurch erscheint im Allgemeinen der Hintergrund dunkler, wah-

rend Objekte im Strahlengang hell abgegrenzt erscheinen. Im Falle der Tropfchen erfolgt an
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der Grenzflache eine Lichtablenkung und Intensitatserhohung, wodurch ein hoher Kontrast
erzeugt wird [22]. Aber auch dieser wird abgeschwacht, je mehr Trépfchenschichten Uberei-
nanderliegen. Deshalb ist es wichtig entsprechende Bereiche des Hohlschliffobjektragers zu
untersuchen, bei denen ein glinstiger Kompromiss zwischen Schichtdicke und Kontrast be-
steht.

Diese Suche nach ginstigen optischen Verhaltnissen ist der Grund, warum keine Auto-
matisierung der Bildaufnahme, z. B. Uber einen mittels Computer gesteuerten Objekttisch
madglich ist. Manuelle Bildaufnahme ist immer mit Selektivitat und damit auch Subjektivitat ver-
bunden. Deswegen ist eine gewisse Mindestanzahl manuell erzeugter Bilder erforderlich, um
Datenmenge und Obijektivitat zu erhéhen und eine statistische Absicherung zu ermdéglichen.
In der vorliegenden Arbeit wurden 3 respektive 5 Aufnahmen fiir eine Emulsionsauswertung
erstellt. Eine weitere Mdglichkeit die geschilderte Problematik der Subjektivitat zu minimieren,
ware die Untersuchung von vorher verblindeten Proben oder die Durchfiihrung durch mehrere
unabhangige Personen. Trotz dieser Einschrankungen stellt die gewahlte Methode den besten

Kompromiss zur Bewaltigung der genannten Herausforderungen dar.

Abbildung 33: Dunkelfeldmikroskopische Aufnahme einer mit Sudanrot angefiirbten O-W-Emulsion (MCT-
LIPOID S 45) auf einem Hohlschliffobjekttriger
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Eine Ubersicht der Vor- und Nachteile der fir die Methodenentwicklung gewéahlten Mik-

roskopiertechniken ist in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15: Ubersicht der Vor- und Nachteile der Mikroskopietechniken

Mikroskopie- Vorteil Nachteil
technik
ESEM Hohe Auflésung, Viele Artefakte durch Evaporation der

Polarisations-
mikroskopie

Hellfeldmikrosko-
pie

Hellfeldmikrosko-
pie mit Anfarbung

Dunkelfeld-
mikroskopie

Hoher Kontrast

Einfache Praparation

Hoher Kontrast

Hoher Kontrast,
Hohe Abgrenzung der Struk-
turgrenzen

kontinuierlichen Phase,
Geringer Kontrast

Viele Artefakte durch polarisiertes
Licht
Limitierte Auflosung

Geringer Kontrast
Limitierte Auflésung

Limitierte Auflosung
Geringe Abgrenzung der Struktur-
grenzen

Limitierte Auflosung
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3.6 Entwicklung der automatisierten Prozessierung der
mikroskopischen Aufnahmen

Die Optimierung der per Dunkelfeldmikroskopie gewonnen Aufnahmen (siehe Kapitel
3.5) ist entscheidend fir deren qualitdtsgerechte automatisierte Auswertung. Wahrend eine
individuelle Bildauswertung durch versierte Personen auf wissenschaftlicher Erfahrung und
Abwagung beruht, muss fir ein automatisiertes Verfahren ein strikter parameterbasierter Al-
gorithmus definiert werden, fir den eine mit der individuellen Auswertung vergleichbare Qua-
litat anzustreben ist. Fur eine entsprechende Software muss in letzter Konsequenz ein maf3-
geblicher Parameter festgelegt werden, der steuert, ob eine Strukturerfassung erfolgen soll
oder auszuschlieRen ist. Dieser wird beim beschriebene Sachverhalt Uber binarisierte
Schwarz-Weil3-Bilder gewahrleistet. Bedeutungsvoll ist dabei ein hoher Kontrastunterschied
an den Grenzen der Partikel, um GréfRen korrekt zu erfassen und um das bildabhangige ma-

nuelle Einstellen des Schwellenwertes prazise, einfach und verlasslich zu ermoéglichen.

g
Bt

¢ AR

Abbildung 34: Prozessierte Hellfeldmikroskopische Al-tfnahme einer mit Sudanrot angefirbten O-W-Emul-
sion (MCT-LIPOID S 45)

Aus den genannten Grinden missen die Bilder vor der automatisierten Partikelzahlung
in mehreren Schritten modifiziert werden. Diese Bearbeitungen der Aufnahmen wurde mittels

Bildverarbeitungssoftware Fiji (ImagedJ) [43], [44] durchgeflhrt.
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Zuerst wurde der Kontrast des Bildes verstarkt (Process — Enhance contrast — Satu-
rated pixels 0,3 %) um die Struktur der dispersen Phase besser hervorzuheben. Anschliel3end
erfolgte ein Ausgleich des Bildhintergrund per Homogenisierung, welcher durch den Hohl-
schliffobjekttrager und die Lichtablenkung verzerrt sein kann. Daflir wurde zunachst der ,Rol-
ling-Ball“-Algorithmus benutzt (Process — Substract background — Rolling ball radius 50 pi-
xel). Da die zu messenden Strukturen sehr variabel hinsichtlich ihrer GréRe sind, wurde ein

Wert von 50 Pixel festgesetzt. Dies entspricht geman Bildauflésung etwa 15 um.

Im nachsten Schritt wurde das Bild in seine Farben-Bestandteile zerlegt und damit Grau-
stufenbilder fur jedes der 3 Spektren im HSB-Farbraum erzeugt. HSB ist eine Alternative zur
RGB-Farbskala und steht fir Hue (Farbton), Saturation (Sattigung) und Brightness (Helligkeit).
Dieser Farbraum ist fir die angestrebte Bildanalyse am besten geeignet, da auf diese Weise
in der entsprechenden Dunkelfeldaufnahme ein maximaler Helligkeitskontrast am Tropfchen-
rand besteht. Dieser Kontrast ist weit hoher als er mit Farbe- oder Fluoreszenzverfahren er-

reichbar ware. Dementsprechend wurde das Bild des Helligkeitskanal der Aufnahme fur die

weitere Bearbeitung und Auswertung gewahlt (Image-— Type — HSB-Stack — Slice).

Abbildung 35: Prozessierte Dunkelfeldmikroskopische Aufnahme einer mit Sudanrot angefirbten O-W-Emulsion
(MCT-LIPOID S 45) auf einem Hohlschliffobjekttriiger (der Mafistab ist nicht eingezeichnet, um Fehler bei der
automatisierten Erkennung der Strukturen zu vermeiden)
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Nachdem die Aufnahme maximal kontrastiert wurde, musste eine Umwandlung in ein
binares schwarz-weil} Bild fiir die automatisierte Auszahlung erfolgen. Dies geschah lber das
willkirliche Setzen eines Schwellenwertes flr das entsprechende Graustufenbild. Da ImageJ
keine Automatisierung dieses Schrittes vorsieht bzw. der Wert stark abhangig von der verwen-
deten Bildquelle und Nachbearbeitung ist. Als am besten geeigneter Schwellenwert hat sich
fur alle Aufnahmen 65 erwiesen. Dabei steht 65 fir den Grauwert des Bildes bei 8-Bit (von 0
bis 255 entsprechend der Anzahl der moglichen 28 Zustéande von 8 Bits). Die Binarisierung in
as Schwarz-Weil}-Bild erfolgte abschlieRend (Image — Adjust — Threshold — 0-65 —
Default)— Black & White).

Die anschlielende Zahlung und Klassifizierung der kontrastierten Strukturen (Abbildung
35) erfolgte Uber das softwareinterne Plug-in zur Partikelanalyse. Dabei wurde die minimale
Grole der zu detektierenden Tropfchen auf 2 ym festgesetzt, um sowohl der maximalen Auf-
I6sung des Lichtmikroskops Rechnung zu tragen als auch um mégliche noch vorhandene Ar-
tefakte ausnahmslos geringere GroRRe von einer Erfassung auszuschlieRen (Analyze — Ana-

lyze Particles — Size 2 - Infinity). Die Datenausgabe erfolgte als CSV-Datei .
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3.7 Statistische Auswertung der TropfchengroBenverteilung

Die Anzahl und GroRRe (Feret-Durchmesser) der Partikel wurde mit Hilfe von Excel und
R statistisch bewertet. In Abhangigkeit der TropfchengréRe wurde die Abundanz ermittelt und
in Form von Histogrammen dargestellt. Dabei wurden die ermittelten Trépfchengréf3en in Gro-
Renklassen alle 5 bzw. 10 um eingeteilt. Diese Einteilung war fir einen statistischen Vergleich

der Tropfchengrofien besser geeignet als eine kontinuierliche GréRenverteilung.

Zunachst wurde untersucht, wie valide bzw. konform die automatisierte Messung und
Zahlung im Vergleich zur individuellen Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen ist. Dafur
wurden drei unabhangige Bilder einer LIPOID S 75 O-W-Emulsion per Dunkelfeld-Mikroskopie
an verschiedenen geeigneten Bereichen des Hohlschliffobjekttragers erstellt. Diese wurden
anschlielend per Makro der entwickelten Methodik analysiert und die Parameter maximaler
und minimaler Partikeldurchmesser mit den Ergebnissen einer individuellen Auszahlung ver-
glichen (Abbildung 36). Bei plausibel anzunehmender minimaler Anderung der Partikel wah-
rend der Praparation ist von gleichmafigen runden Formen auszugehen, welche nur minimale
Unterschiede in den beiden beschriebenen Durchmessern zeigen sollten. Dies wird durch die
geringen Unterschiede zwischen Minimum und Maximum bestatigt. Die Ausweisung einer Gro-
Renamplitude dient auRerdem einer objektiveren Bewertung gewisser Unscharfen der subjek-

tiven individuellen Auswertung

I Manuelle Zahlung
Il Maximaler Durchmesser
Bl Vinimaler Durchmesser

Haufigkeit

Trépfchengrée [um]

Abbildung 36: Methodenvergleich individuelle und automatisierte Auswertung von Emulsionen (Kumuliertes
Histogramm aus 3 Aufnahmen)
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Tabelle 16: Vergleich der Hiufigkeiten der evaluierten Tropfchengrifie (n=3 Einzelaufnahmen)

Tropfchen
GroBenklasse Ind_i_viduelle SD Maximaler Minimaler s
[um] Zahlung Durchmesser Durchmesser
0-5 195 39 2523 70,9 2473 56,5
5-10 21 6,6 21,3 1,5 23,7 5,1
10-15 53 1,5 6,7 2,5 7,7 3,1
15-20 2,3 1,2 4 3 1,7 1,2
20-25 0,7 0,6 1 1 0,7 0,6
25-30 0 0 0,3 0,6 0 0
30-35 0 0 0 0 0 0
35-40 0 0 0 0 0,5 0,7
40 - 45 0,5 0,7 0 0 0 0
45 - 50 0 0 0,5 0,7 0 0

Wie aus Tabelle 16 ersichtlich, sind die Unterschiede zwischen der individuellen Aus-
zahlung und der automatisierten Methode mit Ausnahme der kleinsten Kategorie gering. Der
erhebliche Unterschied bei dieser Kategorie mit den weitaus héchsten Abundanzen lasst sich
durch menschliche Defizite hinsichtlich Ermidung des Auges und genereller Konzentration
erklaren, aber zu einem gewissen Grad auch durch die prinzipiell verlasslichere Erkennung
von Artefakten bei individueller Bewertung. Bei Berechnung der durchschnittlichen Tropfchen-
grofie als Summe der jeweiligen Anzahl an Trépfchen pro bestimmten Durchmesser durch die
Anzahl aller Trépfchen, liegt der Wert fir die individuelle Auszahlung zwischen den beiden
automatisiert ermittelten Werten. Aufgrund der Auswertung in GréRRenklassen wurde sich ge-
gen den Sauter-Durchmesser als bekanntesten Vertreter der KenngréRen in der Partikelgro-
Renverteilung entschieden.

d — Zni*di (9)

n

Dabei sind:

d= Durchschnittlicher Durchmesser

ni= Anzahl der Tropfchen in der jeweiligen GrofSenklasse i
di = Durchmesser der jeweiligen GréfSenklasse i

n = Anzahl aller Tropfchen
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Zur Beurteilung der Stabilitdt von Emulsionen sind im Besonderen die GréRenklassen
oberhalb der untersten relevant, da man eine Zunahme der Abundanz der entsprechenden
TropfchengréfRen statistisch zu erfassen und zu bewerten hat. Die GréRenklassen wurden da-
fur folgend willkirlich in dekadischen Intervallen von 2 bis 200 um festgelegt. Das untere Ende
dieser Skale wird durch das optische Auflosungsvermdgen und die Untergrenze zur Detektion
der Software von 2 ym, das obere Ende durch die Grofle des Gesamtbildes. Fir den metho-
denvergleich wurden die gewahlten Kategorien noch feiner granuliert (5 statt 10 ym) um even-
tuelle Unterschiede besser erkennen zu kénnen und das obere Ende der Skala auf 50 um

beschrankt, was der normalen Spanne an Trépfchengrélie nach Praparation entsprich [45].

Da ein bedeutsamer Unterschied im Ergebnis zwischen den Methoden nur in der unters-
ten Kategorie (2 bis 10 um) vorkommt, und diese flr die Qualitatseinschatzung die geringste
Bedeutung hat, Iasst sich schlussfolgern, dass die entwickelte automatisierte Methode in Be-

zug auf Genauigkeit und Prazision den Anspriichen hinreichend genigt.

Ein weiteres Ergebnis der Methodenevaluierung ist, dass die Praparation tatsachlich nur
zu einer minimalen und damit vernachlassigbaren Anderung der Tropfchenform fiihrt. Minima-
ler und maximaler Durchmesser erwiesen sich als nahezu identisch. Damit kann die Struktur
der dispersen Phase als unmodifizierter und damit (fast) idealer Kreis eingestuft werden. Fur
die weitere Auswertung wurde der maximale Feret-Durchmesser als mafRgebliches GréRen-
kriterium gewahlt, um damit eventuelle Instabilitdten der Emulsion (VergréRerung der Tropf-

chendurchmesser Uber die Zeit) sicher erkennen zu kdnnen.

Aufgrund der komplexen Statistik und Praparation samt mikroskopischer Aufnahme
wurde im Weiteren ein Stapel von Bildern (n=3) verwendet, um eine kumulierte Haufigkeit der
TropfchengréRe zu erzeugen. Alle analysierten Emulsionen zeigten nicht normale verteilte
Werte der TrépfchengroRRe. Die Verteilung ahnelt einer logarithmischen Verteilung, wie sie be-
reits flir Emulsionen beschrieben wurde [46], [47].Allerdings sind die erzielten eigenen Ergeb-
nisse statistisch nicht signifikant. Griinde durften die willkirlich gewahlten PartikelgroRenklas-

sen und die technisch bedingten Grenze flir einen Partikeldurchmesser von 2 um (Kapitel 3.6).

Um zu untersuchen, ob die Gesamtheit der GréRenklassenverteilung der Emulsionen
aus Populationen mit dem gleichen Verteilungsmuster entstammt, wurde der nichtparametri-
sche Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verwendet. Ergebnis ist, dass alle drei verglichenen Histo-
gramme mit 95 % Wahrscheinlichkeit ihren Ursprung in der gleichen Grundgesamtheit an

TropfchengréRenverteilungen (p-Wert < 0.01) haben.

Um zu prufen, ob das gewahlte statistische Setup tatsachlich in der Lage ist, Unter-
schiede beim Vergleich mehrerer Emulsionen korrekt zu beschreiben, wurden Emulsionen mit
bekannten signifikanten Unterschieden gewahlt, welche sich auch in den entsprechenden Er-

gebnisse der statistischen Auswertung wiederfinden sollten. Verglichen wurden diesbezlglich
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die bewahrte Herstellung von Emulsionen per Ultra-Turrax®, Fanta-Schale und Blatt-Ruihrer.
Die gewahlten Herstellungsarten unterscheiden sich vorrangig in der Menge an Energieeintrag
in das System. Da die Tropfchengré3e der Emulsion direkt mit der eingesetzten Energie zur
Erzeugung des Systems korreliert, sollte sich dies in den Histogrammen der automatisierten
Methode widerspiegeln [37], [48]

B Uitra-Turrax
1000 Il Fanta-Schale
I Blatt-Riihrer
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Abbildung 37: Vergleich der kumulierten Tropfchengrofien fiir 3 verschiedene Herstellungsarten (n=3)

In Abbildung 37 ist das Histogramm fir die drei verwendeten Herstellungsarten einer
identischen Emulsion, also mit gleichen Bestandteilen und Konzentrationsverhaltnissen dar-
gestellt. Wie in Kapitel 5 beschrieben, war die Zeit fur die Herstellung der Emulsion in allen
drei Fallen gleich. Klar ersichtlich ist die deutlich hohere Anzahl an detektierten dispersen Par-
tikeln in den unteren GroRRenklassen bis 30 um bei Herstellung mit dem Ultra-Turrax®. Beim
Vergleich der Blattrihrer-Herstellung mit der manuellen Herstellung in der Fanta-Schale zeigt
sich vor allem eine diametrale Verteilung der Haufigkeit in den beiden untersten GroRenkate-
gorien (bis 10 ym und bis 20 ym). Auch dieser Unterschied ist nicht signifikant Uber alle Gro-
Renklassen und lasst aber auf einen etwas hoheren Energieeintrag durch den Blatt-Ruhrer
schlielRen. Damit konnte gezeigt werden, dass ein Vergleich zwischen verschiedenen Emulsi-
onen per automatisierter Auswertung und statistischer Analyse von mikroskopischen Aufnah-
men aussagekraftig ist.

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurden 3 PLs mit moéglichst unterschiedlichen,

gemal Kapitel 3.3 bestimmten HLB-Werten ausgewahlt, um eine mdgliche Korrelation
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zwischen HLB-Wert und TrépfchengrofRe zu untersuchen. Um zu diesem Zwecke eine O/W-
Emulsion zu erzeugen, die vergleichbar den industriell genutzten Emulsionen ist, wurde 20%
(w/w) MCT als haufig verwendete Olphase mit einem erforderlichen HLB-Wert von 11 gewahlt.
Um die physikalische Stabilitat dieser Emulsionen zu testen, wurde die Oltrépfchenverteilung

in der wassrigen Phase analysiert.

Abbildung 38 zeigt das Histogramm von drei O/W-Emulsionen, die mit unterschiedlichen,
industrietblichen PLs hergestellt wurden deren gemessene HLB-Werte die gréften Unter-
schiede aufwiesen (Kap. 3.3). Es waren LIPOID S 45 (HLB-Werte zwischen 8,9 und 11,3),
LIPOID E (HLB-Werte zwischen 8,3 und 8,9) und LIPOID P 100 (HLB-Werte zwischen 7,1
und10,0). Dabei zeigten sich bei allen drei Emulsionen keine signifikanten Unterschiede in

Bezug auf TrépfchengrélRe und deren Haufigkeit (p<0,05).
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;Ibb;'jdung 38: Vergleich der kumulierten Tropfchengrifie fiir LIPOID S 45, LIPOID E und LIPOID P 100
=

Die O/W-Emulsionen wurden bei Raumtemperatur gelagert, und die Tropfchengréen-
analyse wurde nach einem und zwei Monaten Lagerung bei Raumtemperatur wiederholt. Nach
einem Monat Lagerung (detaillierte Ergebnisse nicht gezeigt) war keine statistisch signifikante
Differenzierung zwischen den drei Emulsionen auf PL-Basis nachweisbar (p<0.05). Abbildung
39 zeigt die wiederholte Analyse nach zweimonatiger Lagerung, bei der alle Emulsionstypen
noch immer Teil derselben Population sind. Die geringfiigigen Unterschiede in der Haufigkeit

bei kleineren Tropfchengroflen (< 30 um) sind bereits bei dem Vergleich der automatisierten
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mit der individuellen Auszahlung erlautert worden. Bei grof3eren Trépfchen wird der beobach-
tete geringfiigige Unterschied der statistischen Zufalligkeit im ausgewahlten Ausschnitt der

Emulsion zugeschrieben.

Wie in Kapitel 3.4 dargestellt, zeigten die untersuchten PLs Unterschiede in ihrer Pa-
ckungsdichte an der Grenzflache, gekennzeichnet durch die Flache pro Molekil. Durch Modi-
fizierung der wassrigen Phase auf der nicht komplett aufgereinigte PLs wie LIPOID S 45 ein-
gebracht wurden (Reinstwasser gegen elektrolythaltige Lésung) vergrolierte sich die bendtigte
Flache pro Molekil. Besonders ausgepragt war dieser Effekt bei PLs mit geringerem Anteil an
PC und damit mit hdherem Anteil an geladenen Substanzen im komplexen Gemisch. Um zu
untersuchen, ob sich daraus Aussagen Uber die Stabilitat einer Emulsion mit natlrlichen PLs
als Emulgator ableiten lassen, wurden Emulsionen mit Reinstwasser sowie 150 mmol NaCl-

Lésung als hydrophile Phase in der Fanta-Schale hergestellt.
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Abbildung 39: Vergleich der kumulierten Tropfchengrofien fiir Reinstwasser und 150 mM NaCl-Lsg.

Abbildung 39 zeigt das Histogramm beider Emulsionen im direkten Vergleich. Auffallig
ist der deutlich geringere Anteil von dispersen Tropfchen im Grélenbereich bis 20 ym bei
Verwendung von elektrolythaltiger wassriger Losung. Ab der GréRenklasse bis 30 um hinge-
gen sind die TropfchengréRen ahnlich verteilt. Als Ursache fir die unterschiedlichen Tropf-
chengrofRen kann die unglinstige Krimmung bei kleineren Radien in der Elektrolythaltigen

Emulsion angenommen werden. Ebenso flihrt die Anwesenheit von NaCl in der dulReren
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Phase zu einer anderen Ausrichtung der Kopfgruppen an der an der Grenzflachenmembran.
Maoglich ist in diesem Zusammenhang auch eine Anderung der Makroeigenschaften der Emul-
sion (Aufrahmen oder ahnliches), welche zu veranderten Bedingungen bei der Praparation
fuhrte.

Aus der weiter oben beschriebenen Tropfchengrolienverteilung Iasst sich schlussfol-
gern, dass in elektrolythaltigen wassrigen Phasen emulgierte Oltrépfchen weniger Stabil sind
bei der Verwendung von natlrlichen PLs als Emulgatoren. Kleinere durchschnittliche Partikel-
durchmesser kennzeichnen stabileren Emulsionen [49], [50]. Aufgrund des geringeren Anteil
an kleinen Trépfchen steigt die durchschnittliche PartikelgréRe fir Emulsionen mit elektrolyt-

haltiger wassriger Phase zwangslaufig.

Es lasst sich abschlieend herausstellen, dass die die Erkenntnisse der physiko-chemi-
schen Untersuchung der nattrlichen PLs (Kapitel 3.4), fir deren Anwendbarkeit in der Praxis

unmittelbare Bedeutung haben.
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4 Diskussion

4.1 Charakterisierung physikalisch-chemischer Eigenschaften der
Phospholipide durch HLB-Werte

Durch einen modifizierten Zentrifugationsassay in Anlehnung an Robbers & Bahia [19]
wurde der HLB-Wert von vierzehn PLs mit unterschiedlichem Reinheitsgrad aus verschiede-
nen natlrlichen Quellen bestimmt. Dabei wurden mehrere Auffalligkeiten im Vergleich zur Ori-
ginalmethode und zur bekannten Anwendung des HLB-Wertes im Allgemeinen festgestellt.
Zum einen unterscheiden sich die ermittelten HLB-Werte erheblich in Abhangigkeit von der
verwendeter lipophilen Phase (z.B. fir LIPOID S 75 7,7 und 11,2 und zum anderen sind in den

ermittelten Phasenseparationskurven nur schwer charakteristische Minima auszumachen.

Mogliche Ursachen flr die relativ groRen Unterschiede der ermittelten HLB-Werte wer-
den in den Eigenschaften der verschiedenen benutzten Ole gesehen, die unterschiedliche Af-
finitdten zu den natdrlichen PLs aufweisen. Einer der Grinde sind die verschiedenen Kopf-
gruppen und Substanzen im PL-Gemisch und die dadurch mdglichen Interaktionen an den
Grenzflachen, die unterschiedlich stark ausgepragt sein kdnnen. Daher kann sich bei jedem
Ol und der damit verbundenen Anderung des eHLB-Wertes zuséatzlich auch ein anderes idea-
les Mischungsverhaltnis des Emulgators einstellen und damit auch ein verandertes Phasen-
trennlinienminimum ergeben, welches zur Auswertung genutzt wird. AuRerdem existieren ex-
perimentell bedingte Einschrankungen in den abbildbaren Emulsionsreihen, da beispielsweise
Mischungsverhaltnisse der produzierten Stammemulsionen von 1:9 bzw. 2:8 bei IPP keine
Emulsionen ausreichender Stabilitdt ergaben und folglich nur ein geringerer HLB-Bereich ab-
gedeckt werden konnte. Innerhalb dieses Bereichs konnte die Untersuchung allerdings in klei-
neren Intervallen vorgenommen werden im Vergleich zu den Olen ISIS und AB und so Mi-
schungsverhaltnisse in Schritten von 0,2 zubereitet werden (z.B. 4,2 : 5,8;). Experimentell be-
dingt ist weiterhin nur eine diskrete (nicht kontinuierliche) Analyse des abzudeckenden HLB-
Bereichs, da zwischen den verwendeten Mischungsverhaltnissen keine Analyse des resultie-

renden HLB-Wertes maoglich ist.

Zur genaueren Einordnung der erhaltenen Werte wurde der Assay in drei verschiede-
nen lipophilen Phasen mit unterschiedlichem erforderlichen HLB-Wert durchgefihrt. Zwar la-
gen alle aufgezeichneten Werte innerhalb des erwarteten Bereichs, jedoch ergaben sich deut-
liche Abweichungen von Werten in der Literatur. Der ermittelte HLB-Wert hing sehr stark von
dem erforderlichen HLB-Wert der lipophilen Phase ab, die zur Herstellung der Test-Emulsion
verwendet wurde. Hohere erforderliche HLB-Werte der verwendeten Ole fiihrten zu héheren
HLB-Werten der PLs, was auf einen systematischen Fehler hindeutet. Die vom Verfasser
durchgefiihrte Verifizierung der Methode gemal der Originalliteratur und -werte lasst aller-

dings nicht auf einen Fehler im Versuchsaufbau selbst schliel3en.
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Als weiteren Unterschied gegenlber der Originalmethode bzw. weiteren in der Literatur
beschriebenen Methoden lassen sich Uber einen weiten Bereich von berechneten HLB-Werten
nur geringe Abweichungen in den Phasentrennungskurven der untersuchten natirlichen PLs
feststellen. Es wurde beobachtet, dass die Varianz der Messwerte in den ermittelten Pha-
senseparationen mit héherem Reinheitsgrad der PLs zunahm. Dies ist wahrscheinlich auf die
speziellen Eigenschaften der pflanzlichen PLs und die Prasenz von zuséatzlichen Substanzen
in den PLs zurlckzuflihren, die als Co-Emulgator in der Emulsion fungieren. Es ist festzustel-
len, dass sich die chemisch-physikalischen Verhaltnisse an der Grenzflache zwischen Was-
ser- und Olphase wahrend der Versuche von denen einer praktischen Anwendung der Emul-
gatoren unterscheiden, da mindestens zwei Emulgatoren zur Bestimmung der HLB-Werte ver-
wendet werden. Die Analyse der gesamten Phasentrennkurve (siehe Kapitel 3.3) beweist je-
doch, dass stabile O/W-Emulsionen mit nattirlichen PLs Uber einen gréReren Bereich herge-

stellt werden konnen, als es der HLB-Wert suggeriert.

Im Gegensatz zu den natirlichen PLs zeigten strukturell einheitlichere, synthetische
Emulgatoren wie SPAN® 20 oder TWEEN® 80 ein deutliches Minimum in der Phasentrenn-
kurve, die zur Bestimmung ihres HLB-Wertes verwendet wurde. Da der HLB-Wert urspriinglich
fur ethoxylierte Emulgatoren (wie SPAN® und TWEEN?®) entwickelt und definiert wurde (und
auch auf einige ionische Emulgatoren ausgedehnt wurde) [11], [12], ist es nicht inharent, dass
alle Emulgatorklassen, insbesondere Emulgatormischungen, durch ihn korrekt charakterisiert
werden konnen. Ethoxylierte Emulgatoren sind aufgrund ihrer Herstellung keine Reinsubstan-
zen. Im Vergleich dazu ist die Heterogenitat der Zusammensetzung der naturlichen PLs jedoch
weit hoher und sie kdnnen somit Uiber ein breites Spektrum an verwendeten lipophilen Phasen

Emulsion stabilisieren.

Ebenso weisen die Unterschiede zwischen den bekannten ethoxylierten Sorbaten und
den hier untersuchten PLs auf einen grol3en Einfluss der ionischen Kopfgruppe auf die Inter-
aktionen an der Grenzflache bzw. auf die Ausbildung von stabilisierenden Membranen hin.
Dabei sind die Eigenschaften von nichtionischen Emulgatoren weniger komplex in der Hin-
sicht, dass sie weniger Einflissen unterliegen. Dies wurde bereits von Davies im Jahre 1954
durch die Erweiterung der Anwendbarkeit auf ionische Emulgatoren berticksichtigt. Damit ver-
bunden war auch eine Anderung der Berechnung des HLB-Wertes (vergl. Kapitel 2.2, Glei-
chung 2 und 3). Die dabei den funktionellen Gruppen zugeordneten Faktoren wurden und
werden bis zum heutigen Zeitpunkt noch stetig erweitert. Trotz allem sind die Moglichkeiten
einer nahezu vollstdndigen HLB-Bestimmung aller funktioneller Gruppen sowohl durch deren
strukturelle Vielfalt als auch durch deren Interaktionspotential begrenzt [51]. Ein weiterer
Schritt zur Berlcksichtigung anderer Einflussfaktoren auf den HLB-Wert war die Einflihrung

des eHLB Wertes fiir die verwendete lipophile Phase. [12] Damit wurde versucht, den Einfluss
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der verwendeten lipophilen Phase auf das System darzustellen, jedoch kénnen die Interaktio-

nen zwischen Emulgator und lipophiler Phase dadurch nur unzureichend abgebildet werden.

Einer jener Faktoren, die vom HLB-Wert aulRer Acht gelassen werden, ist die Temperatur
des Systems. |hr Einfluss ist hinlanglich bekannt. Durch Erhéhung der Temperatur kommt es
beim Einsatz von nichtionische Tensiden in einer Emulsion zu einer Phasenumkehr ab einem
bestimmten Punkt. Dabei schlagt z.B. eine W/O-Emulsion in eine O/W-Emulsion um und die
Emulsion verliert dabei ihren lipophilen Charakter. Diese Temperatur wird Phaseninversions-
Temperatur genannt (PIT) und ist ein wichtiger Parameter in der Emulsionstheorie. Einerseits
kann die entstehende Phaseninversion fur die Herstellung der Emulsion genutzt werden, an-
dererseits wird das Phanomen z.B. fir die Ermittlung des HLB-Wertes per Cloud-Point-Be-
stimmung (Tribungspunkt-Bestimmung) genutzt. Dabei wird diejenige Temperatur identifi-
ziert, bei der durch die Anderung der Affinitat des Emulgators eine vorher durchsichtige Emul-

sion sich zu triben beginnt [52].

Auch der Einfluss der Elektrolytkonzentration auf ein disperses System ist bereits hin-
langlich bekannt, wie im theoretischen Hintergrund zum Zeta-Potential (Kapitel 2.3) bereits
erortert. Die Moglichkeit der Einstellung der Stabilitat von Dispersionen durch Verschiebung
der wechselwirkenden Krafte mittels Elektrolytzugabe wird beispielweise bei Suspensionen
bereits seit langer Zeit genutzt. Gerade fur die PLs ist auch der pH-Wert der wassrigen Phase

von besonderem Interesse im Hinblick auf die elektrostatischen Wechselwirkungen [53].

Bei HLB soll es dem Namen nach um das Gleichgewicht zwischen Hydrophilie und Lip-
ophile gehen, jedoch ist es ein Wert, der dem Tensid und nicht dem gesamten System zuge-
ordnet wird. Ein Gleichgewicht des Tensids ist nicht existent. Diese offensichtliche Schwache
des Konzeptes lasst sich nur schwerlich durch Modifikationen der Gleichung andern. Ein ge-
gebenes Tensid kann abhangig von verschiedenen Faktoren (verwendeter lipophilen Phase,
Temperatur, Elektrolytgehalt, Wasser-Ol-Verhaltnis,) nahezu jede Art von Emulsion bilden. Die
Maglichkeit der Stabilisierung einer dispergierten Phase in einer kontinuierlichen Phase ist also

die Eigenschaft eines Systems und nicht die eines Tensids.

Gerade weil der HLB-Wert meist leicht zu bewerten ist, besteht die Notwendigkeit, Nach-
teile experimentell ermittelter HLB-Werte und -Bereiche fur natirliche Mischungen von Emul-
gatoren auf pflanzlicher Basis, wie der PLs, zu sensibilisieren. Leider gibt es nur wenige an-
dere Methoden zur Charakterisierung von Tensiden und insbesondere von Tensidmischun-
gen. Keine von ihnen wird derzeit in Praxis und Wissenschaft umfassend eingesetzt. Daher
sei die Verwendung von breiteren HLB-Bereichen fur naturliche PLs und anderer, komplexerer
Emulgatorsysteme dringend empfohlen. Die Angabe eines prazisen Wertes oder eines sehr
engen Bereichs, wie in der Literatur oft geschehen, widerspricht der Realitat und erzeugt fal-

sche Annahmen.
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Da flr die meisten analysierten nattrlichen PLs kein signifikantes Minimum an Phasen-
trennung identifiziert werden konnte, zeigen diese Ergebnisse eindeutig, dass die getesteten
PLs keinen singularen HLB-Wert aufweisen, sondern als Emulgatoren mit einem breiten HLB-
Bereich beschrieben werden sollten. Die zur Bestimmung des HLB-Wertes verwendeten Emul-
sionen waren Uber einen weiten Bereich der untersuchten Verhaltnisse zwischen hydrophiler
und lipophiler Phase vergleichsweise stabil. Daher muss korrekterweise die gesamte Phasen-
trennungskurve fir die Beschreibung der HLB-Eigenschaften natirlicher PLs Berlicksichti-
gung finden. Die Mehrheit der analysierten PLs zeigte eine minimale Phasentrennung, welche
den erwarteten, in der Literatur beschriebenen Werten zwischen 7,5 und 10,5 entsprach. Dies
unterstreicht die bevorzugte Verwendung der meisten dieser PLs als Emulgatoren zur Herstel-

lung von O/W-Emulsionen.
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Abbildung 40: HLB-Bereiche der untersuchten PLs

In Abbildung 40 sind die Ergebnisse der HLB-Bestimmung an den untersuchten PLs zusam-
mengefasst und in die vorher beschriebenen Bereiche eingeteilt. Auffallig sind dabei die un-
terschiedlichen Amplituden. Diese kdnnen ebenso wie die einzelnen HLB-Werte (siehe Kapitel
3.3) nicht verlasslich mit der jeweiligen chemischen Zusammensetzung der PLs korreliert wer-
den. Dieser Befund resultiert aus der bereits besprochenen Unscharfe des HLB-Wertes im
Allgemeinen. Augenfallig sind im Besonderen die HLB-Bereiche dreier PLs: LIPOID P 100-3

besitzt nur einen engen HLB-Bereich, was auf die weitgehend homogene Zusammensetzung
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zurlickgefihrt wird. P 100-3 weist somit weniger Substanzen auf, die als Co-Emulgatoren fun-
gieren kénnen. Auf LIPOID H 50 und LIPOID E 80 S trifft diese Erklarung fir ihre geringen
HLB-Bereiche hingegen nicht zu. Als moégliche Ursachen kénnen hier sowohl die methodisch
bedingte Varianz als auch sich méglicherweise kompensierende oder synergistische Effekte

der enthaltenen Substanzen im komplexen Gemisch herangezogen werden.

Die hier dargestellten Bereiche ergeben sich aus der experimentellen Bestimmung der
HLB-Werte mit nur 3 verschiedenen lipophilen Phasen. Es ist daher anzunehmen, dass bei
Durchfiihrung zusétzlicher Experimente mit anderen Olphasen die Bereiche noch erweitert
werden kénnen. Dabei kdnnten auch die angesprochenen LIPOIDE H 50 und E 80 S unter
Umstanden einen grofReren HLB-Bereich abdecken. Fir weiterfihrende Studien ist nicht nur
der Einsatz eines groReren Spektrums lipophiler Phasen empfehlenswert, sondern auch die
Erhéhung der Anzahl von Replikaten. Auf diese Weise kdnnen verlasslichere und statistisch
besser abgesicherte Ergebnisse erzielt werden. Konkret erwahnt seien bessere Wichtungen
durch Box-Plot-Diagramme. Daher ist die erlduterte Thematik als erster Versuch der Darstel-
lung des komplexen Sachverhaltes von HLB-Werten und HLB-Bereichen fir natirliche PLs zu

betrachten.

Da der HLB-Wert, wie oben dargelegt, nur begrenzt fir komplexere Emulgatoren und
Mischungen verwendet werden kann, ergibt sich die Notwendigkeit fur alternative Konzepte.
Neben den vorgestellten HLB-Bereichen sind zwei bekannte Alternativen die Konzepte des
HLD-Wertes (Hydrophilic-Lipophilic-Deviation) sowie des CPP-Wertes (Critical-Packaging-Pa-
rameter). Letztgenanntes wurde von Isrealachvili 1976 [54] als ein Parameter erfunden, der
Vorhersagen Uber Strukturen ermoglicht, die von amphiphilen Molekilen gebildet werden. Die
Gleichung leitet sich aus dem raumlichen Bedarf ab, den die polare Kopfgruppe im Verhaltnis

zum Volumen des lipophilen Schwanzes eines Molekils einnimmt (siehe Gleichung 10).

14

CPP =
lc* A()

(10)

Dabei sind:

CPP= Kritischer Packungs Parameter
V = Volumen der Fettséurereste

Ao =Volumen der Kopifgruppe

Ic = Ldnge der Fettsdurereste

Dabei kénnen nicht nur Eigenschaften flussigkristalline Phasen prognostiziert werden,
da die Dimension der Volumina auch die Krimmung der zusammengesetzten Tenside be-
stimmt. Die so abgeschatzte Krimmung der Molekiile zeigt ihre bevorzugte Eignung fir O/W-
oder W/O-Emulsionen [37], [54], [55]. Fur die Kategorisierung der Vielzahl an moglichen Emul-

gatoren waren allerdings aufwendige Analysen zum Beispiel Neutronen- oder
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Rontgenstreuung notwendig. Zugleich ist vermutlich auch eine Einzelbestimmung pro Emul-
gator(-gemisch) notwendig, da sich die Interaktionen und Anordnungen als zu komplex fir

pradiktive Modelle erweisen.

Das andere, weiter oben bereits erwahnte Konzept ist die Hydrophil-Lipophile Abwei-
chung (HLD) [55]. Es ist weitaus komplexer, da es sowohl die Elektrolytkonzentration der
wassrigen Phase als auch die Art des in der Emulsion verwendeten Ols beinhaltet (siehe Glei-

chung 11).
HLD = F(S) — k « EACN — a(T — 25) + Cc (11)

Dabei sind:
HLD= Hydrophile-Lipophile Abweichung
F (8) = Funktion der Salinitit der wissrigen Phase
k = Tensidabhihngiger Faktor
EACN = Effektive Alkane Kohlenstoffhummer
a = Tensidabhdngiger Faktor
T = Temperatur
Cc = Charakteristische Krimmung

Die Salinitatsfunktion F(S) ist fur ionische Tenside relevant, wahrend die Temperatur (T)
fur ethoxylierte Tenside von groRerer Bedeutung ist. Die effektive Alkan-Kohlenstoffzahl
(EACN) ist ein Parameter, der das Mal} der Lipophilie der verwendeten Phase kennzeichnet.
Die charakteristische Krimmung (CC), sowie a und k sind Faktoren, die maf3gebliche Eigen-
schaften des Tensids beschreiben [55]. Ein kalkulierter hoher HLD-Wert steht dabei flr einen

tendenziell lipophilen Emulgator.

Bei eingehender Betrachtung der vorgestellten Gleichnug ist auffallig, dass viele Fakto-
ren, die am HLB-Wert bemangelt wurden, hier berlicksichtigt sind. Der Einfluss von Elektrolyt-
konzentrationen der wassrigen Phase auf die Packungsdichte an der Grenzflache (vergl. Ka-
pitel 3.4.3) und damit in Konsequenz auf die Stabilitdt der Emulsion (vergl. Kapitel 3.7) bei
ionischen Tensiden ist durch die Einbeziehung der Salinitat geblhrend bericksichtigt. Dabei
wird auch die Konzentration des ionischen Emulgators selbst mit eingerechnet, welcher eben-
falls Teil der wassrigen Phase wird. Ebenso wird der Einfluss der Temperatur auf die entste-
hende Emulsion betrachtet, welcher fir ionische Tenside mit steigender Temperatur fallt. Die-
ses Verhalten wird der steigenden Ldslichkeit von ionischen Verbindungen in Wasser zuge-
schrieben. Im umgekehrten Fall steigt der HLD-Wert mit steigender Temperatur fir nichtioni-
sche (ethoxylierte) Tenside, da deren Ldslichkeit mit steigender Temperatur abnimmt. Auch
eine Variante des bereits vorgestellten CCP wird in die komplexe Berechnung einbezogen.

Dabei ergibt sich aus charakteristischer Krimmung (CC) und effektiver Kettenlange (EACN)
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ein vergleichbarer Faktor. Dies geschieht unter der Annahme, dass die Krimmung durch das

Verhaltnis des Kopfgruppenvolumens zum Fettsdurevolumen beschrieben wird.

Der HLD-Wert reprasentiert also eine dulRerst komplexe und auf diese Weise realitats-
nahe Darstellung der Verhaltnisse an der Grenzflache zwischen unmischbaren Phasen. Fir
eine Anwendung in der Praxis ist er mutmaflich zu kompliziert ermittelbar, um bei samtlichen
Fragestellungen zu Rate gezogen zu werden. Allerdings ist er mehr praktisch orientiert als
mathematische Modelle, welche auf thermodynamischen Betrachtungen beruhen, wie z. Bsp.

das Modell der Gberschiissigen Gibbs-Energie [56].

Jedoch ist er die Methode der Wahl fur den besonderen Fall, wenn exakte Kenntnisse
bendtigt werden, flr deren Gewinnung entsprechende zeitliche und finanzielle Ressourcen
verfligbar sind. So ist der HLD-Wert pradestiniert fir die Entwicklung einer optimalen Emul-
sion, wenn es z. B. Darum geht, moglichst geringe Mengen von Emulgatoren zu verwenden
um das hautirritierende Potential von halbfesten Formulierungen zu minimieren oder um mog-
lichst stabile und damit qualitatskonstante Prozesse in der Industrie zu gewahrleisten. Es wur-
den bereits Versuche beschrieben, dieses Methode auf pharmazeutische und kosmetische
Emulsionszubereitungen zu Ubertragen [55], bislang aber ohne grol’e Resonanz der Produ-

zenten.

4.2 Physiko-chemische Untersuchungen

Durch Kombination von physiko-chemischen Analysemethoden (Zeta-Potential, SAXS,
Langmuir-Isothermen) konnten weitere Einblicke in das Verhalten von natirlichen PLs bei der

Bildung von Membranen in einer Phase und an Grenzflachen gewonnen werden.

Von Interesse sind hierbei insbesondere die verhaltnismalig gro’en Unterschiede zwi-
schen den naturlichen PLs hinsichtlich ihres Zeta-Potential und dem Wiederholabstand der
formierten Bilayer. Dabei unterscheidet sich das Zeta-Potential zwischen natirlichen PLs mit
hohem Anteil an anionischen Inhaltsstoffen, wie LIPOID S 45, und reinem POPC bzw. DPPC
um das 5 bzw. 14-fache (73,7 mV versus 13,7 bzw. 5,3 mV). Durch die elektrostatische Ab-
stoBung unterscheidet sich die Dicke der Bilayer um das 1,3-fache (83,1 A versus 64,0 bzw.
63,4 A). Die unterschiedlichen Werte fiir die strukturell sehr &hnlichen PLs, DPPC und POPC,

lassen sich dabei folgendermalfen erklaren:

POPC ist ein synthetisches, einfach ungesattigtes PL mit einer PC-Kopfgruppe und einer
gesattigten 16:0- und einer ungesattigten 18:1-Fettsaurekette mit zwei Estercarbonylen. DPPC
weist dagegen zwei gesattigte 16:0 Fettsdureketten. Dies erklart die viel hohere Hauptuber-
gangstemperatur vom Gel zum flussigkristallinen Phasenzustand von DPPC (41°C) im Ver-
gleich zu POPC (-2°C). Daher liegt DPPC bei 20°C im Gelzustand in der LB-Phase (die Ketten

sind in all-trans-Konformation, aber stark geneigt zur normalen Doppelschicht) vor. Im
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Gegensatz dazu befindet sich POPC in der flussigkristallinen La-Phase (die Ketten sind flissig
mit einem hohen Gehalt an gauche-Konformeren) bei 20° C. Die ahnlichen d-Werte fir die
verschiedenen Phasen sind wahrscheinlich das Ergebnis unterschiedlicher Kettenorientie-
rung, physikalischer Zustdande und Hydratationsschichten zwischen den Lipid-Doppelschich-
ten, die einander kompensieren. Die unterschiedlichen Phasenzustande von POPC und DPPC
bei 20° C sind auch fir die, von verschieden Autoren beobachteten, unterschiedlichen Zeta-
Potential-Werte verantwortlich [57], da die Kopfgruppenorientierung in den gel- und flissigkris-

tallinen Phasen unterschiedlich ist [58].

Far die weiteren untersuchten naturlichen PLs Iasst sich die Korrelation zwischen zu-
satzlichen anionischen Inhaltsstoffen, dem daraus resultierenden Zeta-Potential und dem Ab-
stand der Bilayer, wie in Abbildung 21 dargestellt, gut nachvollziehen. Dabei scheinen flr
O/W-Emulsionen prinzipiell eher PLs mit geringeren Aufreinigungsgraden geeignet aufgrund

der héheren Ladung und dickeren Schichten.

Dickere Grenzflachenschichten, die durch die Anwesenheit von starker geladenen Sub-
stanzen verursacht werden koénnen, fihren zu einer erhéhten Stabilitat von O/W-Emulsionen
[59]. Die elektrostatische Abstollung zwischen den Tropfchen verhindert eine Aggregation der
Tropfchen der inneren Phase. Andererseits konnen dickere Doppelschichten mit verringerter
Packungsdichte aufgrund elektrostatischer AbstolRung die Kontaktzeit zwischen innerer und
aulerer Phase erhéhen und daher die Emulsion destabilisieren. Studien haben gezeigt, dass
dichtere, festere Grenzflachen-Monoschichten zu einer Erhéhung der physikalischen Stabilitat
von O/W-Emulsionen flhren [23], [60]. Hingewiesen sei in diesem Zusammenhang aber auch
noch einmal auf die Abhangigkeit der Grenzflachenmembran vom Anteil der dispersen Phase
und des zugehdrigen Emulgators im System [61]. Dabei gelten Anteile von mehr als 15% dis-
perser Phase flr die Herstellung von Emulsionen als kritisch [62] und bestimmen ebenso den

resultierenden Durchmesser der Tropfchen [63].

Verglichen mit dem Verhalten von naturlichen PLs ohne anionische Substanzen resul-
tiert die Anwesenheit von geladenen Substanzen in paradoxen Phanomenen der lateralen
Ordnung von Monoschichten. Wahrend auf reinem Wasser als Subphase ein Kondensations-
effekt zu beobachten ist, tritt bei Zugabe von Elektrolyten zur Subphase der gegenteilige Effekt
der Expansion auf. Eine mdgliche Erklarung ist die Verstarkung der elektrostatischen Effekte
durch die zusatzlich vorhandenen lonen der Losung. Dadurch wird die zuvor geringere Reich-
weite der AbstoRung erhéht. Verstarkend kdnnen hierbei noch Dissoziationseffekte durch die

zugegebenen lonen wirken.

Eine andere mogliche Erklarung flr die unterschiedlichen Ergebnisse ist der Bezug auf
Flache je Gramm, statt Flache je Mol. Dieser Bezug wurde gewahlt aufgrund der heterogenen

Zusammensetzung und der teilweise unbekannten Struktur der natlrlichen PLs. Durch die
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potentiell geringeren Molekulargewichte der Substanzen, welche kein PC sind, erscheint die
Flache der Flache pro Gramm der starker geladenen PLs zunachst kleiner als fast reines PC.
Diese kleinere Flache ist vielmehr das Resultat der kleineren Molekule in der Monoschicht als

der eines eventuellen Kompensationseffektes.

Die Auswirkungen der unterschiedlich zusammengesetzten PLs und ihrer daraus resul-
tierenden Eigenschaften lassen sich abschlieRend allerdings nur durch einen Vergleich mit
anderen Substanzklassen beurteilen. Hierbei sollte vor allem die Korrelation der physiko-che-
mischen Eigenschaften mit dem Vermégen zur Stabilisation einer Emulsion vergleichend be-

trachtet werden.

4.3 Mikroskopische Stabilitatsuntersuchungen

Um die gewonnenen Erkenntnisse zu verifizieren, wurde eine Methode zur mikroskopi-
schen Tropfchen Analyse angewandt. Dies geschah auch mit dem allgemeinen Ziel die Stabi-
litat von Emulsionen zu beurteilen und zu vergleichen. Zu diesem Zweck wurden verschiedene

mikroskopische Verfahren evaluiert um eine optimale Methode zu finden.

Die in Kapitel 3.5.1 dargelegten Ergebnisse fir Environmental Scanning Electron
Microscopy (ESEM) stehen nur scheinbar in Widerspruch zu den Publikationen, welche ein
elektronenoptisches Bildgebungsverfahren fir Emulsionen beschreiben [35]. In der genannten
Literatur werden die Bedingungen flr eine Praparation sowohl von W/O- als auch O/W-Emul-
sionen erlautert. Herausgestellt wird die besondere Schwierigkeit O/W-Emulsionen zu prapa-
rieren, was nur bei einer Emulsion von Wasser-in-DHP(Di-Heptyl-Phthalat) Emulsion gelang.
Bessere Ergebnisse wurden fir die O/W-Emulsionen erzielt. Aber auch hier ist augenfallig,
dass die Emulsionen je nach verwendeter lipophiler Phase mit veranderten Emulgatorgemi-
schen (TWEEN®20, 60 oder 85 mit SPAN® 20 oder 85) und Konzentrationen hergestellt wur-
den. Hervorgehoben sei, dass die beschriebenen Ergebnisse eine Abhangigkeit von den defi-
nierten Druck- und Temperaturbedingungen aufweisen und dementsprechend nur fur defi-

nierte Werte gelten.

Die zitierte Publikation beschreibt also in erster Linie die allgemeine Moglichkeit der An-
passung der Parameter fir eine ESEM-Untersuchung von halbfesten Formulierungen. Da das
Ziel der vorliegenden Arbeit der Vergleich von verschiedenen Emulsionen im Hinblick auf ihre
physiko-chemischen Eigenschaften war, wurde die Option ihrer Praparation unter verschiede-
nen Bedingungen verworfen. Der dafur nétige Aufwand ware nicht leistbar gewesen, um ver-
gleichbare Ergebnisse zu erzielen. Deswegen wurden einheitliche Untersuchungsparameter

festgelegt.

Polarisationsmikroskopie wird unter anderem bei der Analyse von dispergierten Syste-

men zur Bestatigung des Vorhandenseins von Liposomen oder ahnlichen Strukturen, z. B. in
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parenteralen Formulierungen, eingesetzt [64]. Die dabei genutzten anisotropen Eigenschaften
ergeben sich aus der geordneten und gerichteten Struktur der PL-Schichten. Sobald die pola-
risierten Lichtstrahlen die senkrecht zur Polarisationsebene angeordneten lamellaren Schich-
ten durchlaufen, entstehen die sogenannten ,Malteserkreuz“-Texturen (Abbildung 29). Dieser
optische Effekt wurde auch fir die hergestellten Emulsionen beobachtet und ware bei ein-
schichtiger Praparation auf dem Objekttrager vermutlich noch ausgepragter gewesen. Solch
eindeutigen Hinweise auf anisotrope Strukturen lassen auf eine mehrschichtige Anordnung
der natirlichen PL um die dispergierte Olphase schlieRen oder auf kristalline Strukturen inner-
halb einer Schicht der PLs. Fir das Formieren mehrschichtiger Lamellen ist sowohl der Anteil

der dispergierten Phase als auch die Konzentration der eingesetzten PLs maligeblich.

Polarisationsmikroskopie zum Nachweis von Liposomen in Emulsionssystemen ist be-
sonders geeignet, da Oltropfen im Gegensatz zu den Phopholipidvesikeln keine optisch akti-
ven Eigenschaften besitzen. Eine Alternative ist die Dunkelfeldmikroskopie die haufig im me-
dizinischen und pseudo-medizinischen Bereich, z. B. zur Blutbildanalyse, eingesetzt wird. Mo-
mentan wird aber das Anwendungsspektrum der Technik konsequent erweitert [22]. Auch hier
wird von spezifischen Eigenschaften der Beleuchtungstechnik Gebrauch gemacht, um Objekte

ohne kontrastierende Eigenfarbe besser sichtbar zu machen.

In der Pharmazie wird die Mikroskopie hauptsachlich fir die Charakterisierung von Emul-
sionen eingesetzt und nicht fur die Bestimmung der TrépfchengréRe bzw. der Stabilitat [65].
Haufiger eingesetzt wird das Verfahren in der Lebensmittelforschung [41], [66], [67] und in der
Mineral6lforschung [68]. Auch dort werden aber vermehrt andere Bildgebende Verfahren, wie
Particle Video Microscopy und Focus Beam Reflective Measurement fiir die TropchengrofRen-
bestimmung benutzt [61], [69]. Im Unterschied zu pharmazeutischen Emulsionen sind in den
genannten Forschungs- bzw. Industriezweigen die Eigenschaften und Zusammensetzung der
zu betrachtenden Emulsionen verschieden und z.B. in der Mineraldlindustrie aufgrund gerin-

gerer Viskositat leichter fiir optische Auswertemethoden zuganglich.

Van Dalen et. al [70] konnten zeigen das die Schnittebene einer Emulsion einen Einfluss
auf die gemessene Tropfchengréflie hat. Aufgrund zufallig gewahlten Schnittebene wird so-
wohl eine geringere Anzahl an Trépfchen vermessen, als auch ein kleinerer Durchmesser be-
stimmt. Um diesen Effekt zu reduzieren wurden 3 Schnittebenen der Emulsion gewahit. Eine
gréRere Anzahl wirde sicher zu einer weiteren Reduzierung fiihren, allerdings ware der Nutzer

geringer als der zu betreibende Aufwand.

Generell bleibt fir die mikroskopischen Methoden festzuhalten, dass fir den Anwender
ein hoher praparativer Aufwand besteht und ein hohes Maf an Verstandnis fir die verwendete
Technik und das zu untersuchende Praparat vorhanden sein muss. Besonders Sorgfalt ist

auch fur das korrekte Applizieren der Emulsion auf den Objekttréager und die Wahl eines nach
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Moglichkeit artefaktfreien Bildausschnittes erforderlich. Gerade durch interdisziplindren Aus-
tausch bietet sich aber die Moéglichkeit diese Herausforderungen zu minimieren und zusatzli-

che bildgebende Verfahren zur Tropchengréfienbestimmung zu evaluieren.

4.4 PartikelgroRe und Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen ergeben sich weitere
herausfordernde Aspekte. Dabei sind fiir die Analyse und Charakterisierung von Partikelsys-
temen verschiedene Ansatze und Gleichungen entwickelt worden. Fir ihre Auswahl und An-
wendung ist auch die wissenschaftliche Disziplin zu berlcksichtigen, fir deren Zielsetzungen
die entsprechenden Parameter definiert wurden. Die zu charakterisierenden Partikel kbnnen
dabei sowohl fester, flissiger oder gasférmiger Natur sein als auch unterschiedliche Formen

haben.

Fur die pharmazeutische Anwendung sind besonders der Z-Average, bekannt aus der
Analyse der dynamischen Lichtstreuung (DLS), der Aquivalentdurchmesser und der Sauter-
Durchmesser bedeutsam. Die DLS wird in der Pharmazie fur die Bestimmung von Partikelgré-
Renverteilung von Emulsionen, Dispersionen, Pulvern und Aerosolen eingesetzt. Der resultie-
rende Z-Average reprasentiert dabei den Gesamtdurchschnitt aller Signalintensitaten die vom
Detektor aufgenommen werden [71]. Er ist daher eine geratespezifische GréRe und fur die
Ubertragung auf andere Messtechniken ungeeignet. Der Aquivalentdurchmesser hingegen ist
vor allem ein Mal fiir die Grofie von unregelmalig geformten Partikeln, wie sie beispielsweise
bei Zerkleinerungsprozessen entstehen [72]. Bei Emulsionen kann aber der Fall von ideal ku-
gelférmigen dispergierten Partikeln angenommen werden, da in diesem Zustand die Grenzfla-
che und die damit verbundene bendétigte Energie minimal sind. Der Sauter-Durchmesser be-
schreibt das Volumen/Oberflachenverhaltnis von ideal gleich gro3en Partikeln einer Disper-
sion[73]. Da die TropfchengrofRRen nicht diskret, sondern als Klassen erfasst wurden, hatte die
Berechnung des Sauter-Durchmessers zu Verfalschungen gefihrt. Daher wurde fir den Ver-
gleich der Histogramme der arithmetische Mittelwert der erhaltenen Partikel je Gré3enklasse

genutzt.

Zur Interpretation der erhaltenen Daten sind weitere Verfahren der statistischen Auswer-
tung evaluiert worden. Da die gewonnenen Daten aufgrund der in Kapitel 3.7 beschriebenen
Einschrankungen der Methode keiner Wahrscheinlichkeitsverteilung zugeordnet werden konn-
ten, ergibt sich die Verwendung einer nichtparametrischen Statistik fur die zu untersuchenden
Verteilungen. Dabei wurde sich fur ein Verfahren entschieden, das testet, ob die Werte zweier
betrachteter Populationen tatsachlich aus 2 Verteilungen herrihren oder ob die Werte Be-
standteil ein und derselben Population von Partikeln sind. Es geht um die Frage, in welchem

Mal} ein zufallig aus der einen Population ausgewahlter Wert grofRer oder kleiner ist als ein
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zufallig ausgewahlter Wert aus der anderen Population ist. Hierflr wurde der Wilcoxon-Mann-

Whitney-Test gewahlt, auch Wilcoxon-Rangsummentest genannt.

Die fir die deskriptive Statistik in der Pharmazie haufig genutzte Varianz-Analyse und
der t-Test konnten fir die Datenauswertung nicht genutzt werden, da die Voraussetzungen
(Normalverteilung der Grundgesamtheit) nicht erflllt sind. Aus dem gleichen Grund konnten
weitere fur PartikelgroRenverteilung genutzte Verfahren, wie die Dichtefunktion nicht ange-

wendet werden.

Fir alle drei zur Anwendung gebrachte, mit pflanzlichen PLs hergestellte Emulsionen
ergab sich trotz unterschiedlicher HLB-Bereiche die gleiche physikalische Stabilitat, die mit
dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test hinreichend verlasslich ermittelt und statistisch abgesichert
werden konnte (Kapitel 3.7). Ein gleichbleibende durchschnittliche Tropfchendurchmesser in
Emulsionen Uber die Zeit ist bereits in der Literatur beschrieben [74]. Als Griinde werden hier-
fur die nicht-lineare Kinetik der Prozesse die zum Brechen einer Emulsion fiihren beschrieben,
ebenso wie die Wahl des Probenahmepunktes in einer Emulsion. Abhangig von den dominie-
renden Prozesse in der Emulsion (Aufrahmung vs. Sedimentation) sind andere Stellen der

Emulsion kritisch fur deren Brechen.

Die angewendeten mikroskopischen und analytischen Methoden bieten einen automati-
sierungsfahigen Ansatz, der nach Kenntnis des Autors in der pharmazeutischen Literatur bis-
her nicht beschrieben ist. Durch die Spezifik der Datengenerierung und der statistischen Aus-
wertung sind Untersuchungen zur Vergleichbarkeit der hiermit gewonnen Aussagen mit bereits
etablierten Partikelgrofien-Analyse-Systemen notwendig. Dies war im Rahmen der in dieser
Arbeit vorgestellten Studien aufgrund von Limitierungen bei Laborverfligbarkeit und Zeit nicht

leistbar.

In letzter Zeit gibt es auf dem Gebiet der chemischen Verfahrenstechnik vermehrt Pub-
likationen, welche sich mit der automatisierten Aufzeichnung und Auswertung von Trépfchen-
grofen und deren Verteilung in Emulsionen beschaftigen [75]-{77]. Diese benutzen als Para-
meter zur Klassifikation und Auswertung ganz unterschiedliche Darstellungsweisen, wie Box-
plots, Summenverteilungen oder Dichteverteilungen. Eine favorisierte Variante der Auswer-

tung der TropfchengrofRenverteilung hat sich bisher noch nicht durchgesetzt.

Einer der Hauptgriinde warum auch 30 Jahre nach Erstbeschreibung der Mdglichkeit
automatisierter Bildauswertungen [78] noch keine industrielle Nutzung erfolgt sind die unter-
schiedlichen Eigenschaften der Bandbreite an Emulsionen. Dadurch kann keine generell an-
wendbare Methode vorgegeben werden, sondern es sind immer eine Vielzahl von individuellen
Anpassungen notig. Noch viel entscheidender ist aber die noch nicht eindeutig beschriebene

Korrelation zwischen TropfchengréRenverteilung und Stabilitat einer Emulsion.
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Viele Hoffnungen fur dieses Problem ruhen auf der kiinstlichen Intelligenz, welche aus
einer Vielzahl von Menschenhand klassifizierter Verteilungen ein pradiktives Modell errechnet
[79]. Ebenso gibt es Ansatze komplett auf die Bestimmung der Tropfchengrole fir pradiktive
Modelle zu verzichten und einen rein mathematischen (chemometrischen) Ansatz zu wahlen
[80]. Beide Ansatze bieten interessante Perspektiven und werden in den kommenden Jahren

zu einem neuen Verstandnis von Emulsionen und deren Verhalten fihren.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

Alle Phospholipide, inklusive DPPC und POPC, wurden freundlicherweise von der LIP-
OID GmbH (Ludwigshafen am Rhein, Deutschland) zur Verfligung gestellt. Die Zusammen-
setzung der analysierten Chargen ist in Tabelle 2 aufgefiihrt. Die verwendeten Ole wurden von
Croda Europe (England) bezogen, das Polysorbat 20 und 80 (TWEEN®20, TWEEN®80) von
Caelo (Hilden, Deutschland) und Sorbitanmonolaurat (SPAN®20) von Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Taufkirchen, Deutschland). Das dinnflliissige Paraffin aus einer Abflllung der St. Lau-
rentius Apotheke in Borchen (Deutschland), Sucrosestearat von Sisterna (Roosendaal, Nie-

derlande) und mittelkettige Triglyceride von Fagron (Glinde, Deutschland) zum Einsatz.

5.2 Methoden

5.21 HLB Bestimmung
Die HLB-Wert Untersuchungen wurden an 14 PLs durchgeflihrt, die von LIPOID GmbH

(Deutschland) zur Verfigung gestellt wurden. Zur Herstellung der Proben und der damit ver-
bundenen Lésungen der eingesetzten PLs und W/O-Emulgatoren in den jeweiligen Olen bzw.
der O/W-Emulgatoren in gereinigtem Wasser wurde das Ultraschallbad Sonorex® Super RK
102 H von Bandelin electronic GmbH & Co. KG (Berlin, Deutschland) eingesetzt. Zur Homo-
genisierung der Emulsionen wurde mit dem Ultra-Turrax® T 25 digital von IKA (Staufen im
Breisgau, Deutschland) als Mischer gearbeitet. Als Zentrifuge diente eine Heraeus Biofuge®
primo R (Hanau, Deutschland), um die Zeit der Phasentrennung der Emulsionen zu verkirzen.
Die verwendeten Zentrifugenréhrchen fassten ein Volumen von 15 ml und waren zu 0,5 ml

skaliert.

Die Vorversuche, wie auch die Probenvorbereitungen und anschliefienden HLB-Wert-
Bestimmungen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Dank standardisierter Homogeni-
sationszeiten von 20 Sekunden mit dem Ultra-Turrax® sowie definierten Zentrifugationszeiten
der Dauer von 2, 4, 6 und 8 Minuten bei 21°C wurden gleiche Untersuchungsvoraussetzungen
geschaffen. Alle Bestimmungen wurden mit n = 3 Ansatzen durchgefiihrt, um ein reprasenta-

tives Ergebnis zu erzielen.

Zur Bestimmung der HLB-Werte wurden zundchst Stammldsungen der Olldslichen PLs
und des wasserldslichen Polysorbat 80 hergestellt. Dabei wurden von jedem zu untersuchen-
den Lecithin 3 Stammldsungen (SL) der Konzentration 25 mg/ml mit den Olen IPP (HLB = 10,
p = 0,85 g/cm?), ISIS (HLB = 11, p = 0,87 g/cm®) und AB (HLB = 12, p nicht definiert) als
Lésungsmittel hergestellt und bis zur vollstandigen Lésung ins Ultraschallbad gegeben (SL

Typ A). Die gute Loslichkeit der PLs sowie deren Losungsgeschwindigkeit von maximal 20
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Minuten ohne Zufuhr von Warme wurden in Voruntersuchungen festgestellt. Die Herstellung
der SL des Polysorbat 80 erfolgte in gleicher Konzentration in gereinigtem Wasser und wurde
ebenfalls im Ultraschallbad fiir die Dauer von 5 Minuten behandelt, um eine vollstandige L6-

sung des O/W-Emulgators (HLB = 15) zu gewahrleisten (SL Typ B)

Im Anschluss an die Praparation der Emulgator-Stammlésungen folgt die Herstellung
von Stammemulsionen, anhand derer durch Mischung in definierten Verhaltnissen die Emul-

sionsreihe entsteht.

Die Stammemulsionen wurden wie folgt angefertigt: Nach Vorlage eines Anteils aus dem
jeweiligen Ol, das zur Herstellung der Lecithin-Stammlésung verwendet wurde, wurde die
Stammldsung derart zugegeben, dass sie in einer Endkonzentration von 0,5% (V/V) vorlag.
Erst dann wurde die wéssrige Phase in gleichem Anteil zur Ol-Phase zugegeben, sodass lip-
ophiler und hydrophiler Anteil im Verhaltnis 50:50 vorlagen. Die Emulgatorkonzentration betrug

somit in den Stammemulsionen 0,125 mg/ml.

Durch Mischen der Ol- und Wasserphase mittels Ultra-Turrax (20 Sekunden) entstanden
zwei Uber den Zeitraum von 10 Minuten stabile Emulsionen A und B, wobei in Emulsion A das

zu untersuchende Lecithin und in Emulsion B Polysorbat 80 als Emulgator diente.

Im Anschluss daran erfolgte die Herstellung der Emulsionsreihe mit einem Umfang von
12 Emulsionen zu je 10 ml mittels Kombination der Stammemulsionen A und B in verschiede-
nen Volumenanteilen. Die daraus resultierenden Emulsionen wurden in Zentrifugenréhrchen
gegeben und manuell durch kurzes Aufschitteln per Hand erneut homogenisiert. Daraus re-
sultiert eine Reihe von Emulsionen, die eine HLB-Spanne abdecken, innerhalb derer der un-

bekannte HLB-Wert des Lecithins rechnerisch ermittelt werden kann.

Die vorbereiteten Proben der Emulsionsreinhe wurden mit 1500 U/min fir 2, 4, 6 und 8
Minuten in der Heraeus Biofuge® (Hanau, Deutschland) zentrifugiert. Nach Entnahme aus der
Zentrifuge wurde unmittelbar die Phasentrennung in Millilitern bestimmt, in dem die Héhe der
Phasentrennlinie anhand der Skalierung der Zentrifugenréhrchen abgelesen wurde. Die Fein-
bestimmung erfolgte unter Zuhilfenahme von Millimeterpapier, was ein Ablesen der Phasen-

trennlinie auf 0,1 ml ermdglichte.
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Abbildung 42: Phasenseparationsverlauf am Beispiel PHOSPHOLIPON 50 IP in ISIS

Mittels der Phasentrennlinien, sichtbar durch die klare Abtrennung der wassrigen Phase
im unteren Teil des Tubes (Abbildung 42), konnte die Emulsion der geringsten Phasentren-
nung der Emulsionsreihe bestimmt werden. Der in dieser Probenemulsion enthaltende Anteil
an Lecithin sowie der Anteil an Polysorbat 80 und dessen HLB-Wert, ebenso der eHLB-Wert
des verwendeten Ols wurden anschlieRend fiir die Berechnung des unbekannten HLB-Wertes
des zu untersuchenden Lecithins eingesetzt und nach der Gleichungen von Giriffin berechnet
(Gleichung 8). Der HLB-Wert des Lecithins ist der gemittelte Wert aus n = 3 Ansatzen bei 8
Minuten Zentrifugationszeit, da nach dieser Zeit die Phasentrennlinien der Emulsionen am

stabilsten und gut reproduzierbar waren.

5.3 Vorversuche im Rahmen der HLB-Wert-Bestimmung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden im Vorfeld Versuche unternommen, um die experimen-
telle Vorgehensweise zu erproben und die ausgewahlte Literaturmethode zu optimieren. Fir
die Vorversuche wurden die PLs LIPOID H 50 und P 100 ausgewahit.

5.3.1 Loslichkeit der PLs

Um die Ldslichkeit der PLs in verschiedenen Medien zu bestimmen, wurden diese im
Anteil von 0,5 % (m/m) in 10 ml des jeweiligen Lésungsmittels gegeben und ohne Zufuhr von
Warme ins Ultraschallbad gegeben. Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich Uber eine
Stunde, wobei im Abstand von 5 Minuten das Lésungsverhalten der PLs dokumentiert wurde.
Getestet wurden die PLs in ICS, STS, IPP, ISIS, MCT und AB.
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5.3.2 Auswahl des Partheremulgators

In Anlehnung an die Methode nach Robbers und Bhatia [19], wurde eine Stamml&sung
der PLs LIPOID H 50 und P 100 mit 25 mg/ml in IPP hergestellt sowie Stammlésungen der
wasserloslichen Emulgatoren Sucrosestearat (bei 55°C) und Polysorbat 80 (ohne Warmezu-

fuhr) in gereinigtem Wasser.

Im Anschluss wurden die Stammemulsionen hergestellt, wobei die Emulgator-Konzent-
ration mit 0,125%, 0,25%, 0,5%, 0,75% und 1,0% Volumenanteil der Stammlésung variierte.
Jeweils eine Lecithin-haltige und eine Polysorbat 80- bzw. Sucrosestearat-haltige Stammem-
lusion wurden im Verhaltnis 50:50 gemischt und fir 6 Minuten bei 1500 U/min zentrifugiert.

Die Auswertung erfolgte nach der Qualitat der Phasentrennlinie.

5.3.3 Auswahl der Ole und deren eHLB-Riickbestimmung
Untersucht wurden Ole, deren eHLB-Wert im Bereich 8 - 12 liegen. Die Wabhl fiel auf die

von Croda Europe (England) bezogenen Ole. Es wurde wie unter beschrieben vorgegangen
und die PLs H50 und P100 in den Olen ICS, STS, IPP, ISIS, MCT und AB getestet. Es folgte

die Auswahl von 3 Olen, die sich fiir die HLB-Bestimmung der PLs eignen.

Daran schloss sich die Uberpriifung der eHLB-Werte der ausgewahlten Ole IPP, ISIS,
AB anhand der Literaturmethode [19] mit einem etablierten Emulgatorsystem aus Polysorbat
80 (HLB = 15) und Sorbitanmonolaurat (HLB = 9,6): Nach Herstellung der jeweiligen Stamm-
I6sungen (25 mg/ml) und Stammemulsionen, die jeweils einen wasserldslichen und einen was-
serunléslichen Emulgator enthielten, wurde eine Emulsionsreihe mit einem Umfang von 10
Emulsionen hergestellt und fir 8 Minuten bei 1500 U/min zentrifugiert. Die Auswertung erfolgte

Uber Gleichung 8.

5.4 Zeta-Potential

5.4.1 Herstellung von Liposomen

Die Liposomen wurden durch ein Membranextrusionsverfahren hergestellt. Alle PLs
wurden in Wasser (10 mg in 1 ml) dispergiert und bei Raumtemperatur extrudiert oder in einem
Wasserbad oberhalb der Phasenibergangstemperatur (60 ° C) erhitzt. Dann wurden die Lip-
iddispersionen 19mal durch 0,1 ym Polycarbonatmembranen unter Verwendung des Mini-
Extruders (Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster, Alabama, USA) extrudiert. Um mogliche struk-
turelle Defekte zu entfernen, wurden die erhaltenen Liposome fiir 1 h Uber ihrer erwarteten
Ubergangstemperatur gelassen, die z.B. 41 ° C fir DPPC (1,2-Dipalmitoylphosphatidylcholin)
[81] und -2 ° C fir POPC (1-Palmitoyl-2-oleoylphosphatidylcholin) [82]. Die so hergestellten
Liposomen wurden innerhalb von 3 Stunden gemessen. Alle Liposomen wurden 3-mal prapa-

riert, um die Reproduzierbarkeit zu Uberprtfen.
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5.4.2 Zeta-Potential Messung

Alle so erhaltenen Liposomen wurden zeitnah nach Herstellung unverdinnt (10 mg/ ml)
in entionisiertem Wasser (pH 6,2) gemessen. Das Zeta-Potential aller Liposomen wurde bei
20 ° C unter Verwendung des Zetasizer Nano (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) be-
stimmt, der mit einer Tauchzelle (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) zur Zeta-Potential

Bestimmung ausgestattet war.

5.5 Kleinwinkelrontgenstreuung (SAXS)

Die Proben wurden auf eine Temperatur oberhalb des Hauptphasenubergangs (50 ° C)
erhitzt und dann auf Raumtemperatur abgekihlt. Der Kiihl-Heiz-Zyklus wurde dreimal mit Vor-
texen dazwischen wiederholt. Lipiddispersionen wurden in 150 mM Phosphatpuffer, pH 7,4,
hergestellt. Die Lipiddispersionen (20 % (w/w) im Puffer) wurden in Glaskapillaren (Innen-
durchmesser 1,5 mm, GLAS, Deutschland) tberfiihrt. Nach der Vorbereitung wurden die Pro-
ben 7 Tage im Kuhlschrank (4° C) gelagert und dann bei Raumtemperatur gemessen. Die
Kleinwinkel-Rontgenstreuung (SAXS) wurde am Nanostar (Bruker AXS, Karlsruhe, Deutsch-
land) durchgefiihrt. Das Beugungssignal wurde mit einem Vantec 2000 2D MikroGap Detector
(Bruker AXS, Karlsruhe, Deutschland) gemessen. Der ankommende Strahl hatte eine Wellen-
lange von 154 uym und die Belichtungszeit betrug 2 h. Die Temperatur wurde wahrend der
Messungen auf 20 °C eingestellt. Positionen der Bragg-Peaks wurden in reale Raumwieder-
holungsabstande der Gitterebenen umgewandelt. Zur Bestimmung der Peakmaxima und der
Halbwertsbreite (FWHM) wurden Lorentz-Kurven an die experimentellen Datenpunkte ange-

passt.

5.6 Langmuir Isothermen

Die PLs wurden in Chloroform geldst, um 1 mM Vorratslésungen herzustellen. Ultrarei-
nes Wasser mit einem spezifischen Widerstand von 18,2 MQcm wurde fir die Monoschicht-
Experimente verwendet und wurde von einem Millipore-Desktop-System erhalten. Oberfla-
chendruck / Flachen-Isothermen (1-A-Isothermen) wurden auf einer mit einer Wilhelmy-
Waage ausgeristeten Langmuir-Mulde mit Computerschnittstelle (R & K, Potsdam, Deutsch-
land) aufgezeichnet. Die Temperatur wurde konstant bei 20 + 0,1 °C gehalten. Zehn Minuten
nach dem Verteilen von 50 pL PL-Lésung wurde die Monoschicht mit einer konstanten Ge-
schwindigkeit komprimiert und die N-A-Isothermen wurden kontinuierlich aufgezeichnet. Alle

Isothermen wurden mindestens zweimal gemessen, um auf Reproduzierbarkeit zu prifen.
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5.7 Brewster-Winkel-Mikroskopie (BAM)

Die Morphologie der Monoschicht wurde mit einem Brewster-Winkelmikroskop [83], [84],
Modell BAM2 + von NanoFilm Technologie (Géttingen, Deutschland), mit einer Miniaturfilm-
waage von NIMA Technology (Coventry, UK), beide auf einem Antivibrationstisch montiert,
abgebildet . Das Mikroskop wurde mit einem frequenzverdoppelten Nd: YAG-Laser (532 nm,
~ 50 mW), einem Polarisator, einem Analysator und einer CCD-Kamera ausgestattet. Wenn
p-polarisiertes Licht auf die reine Luft / Wasser-Grenzflache bei dem Brewster-Winkel (~ 53,1
°) gerichtet wird, wird eine Nullreflektivitat beobachtet. Das Vorhandensein einer Monoschicht
bewirkt, dass Licht aufgrund des veranderten Brechungsindex der Oberflachenschicht reflek-
tiert wird, der dann von der CCD-Kamera nach Passieren des Analysators registriert wird.
BAM-Bilder von 355 x 470 um? wurden wahrend der Kompression der Monoschicht digital

aufgezeichnet. Die laterale Aufldsung betrug etwa 2 pym.

5.8 Herstellung der Emulsionen

Alle O/W-Emulsionen zur mikroskopischen Untersuchung wurden mit mittelkettigen Trig-
lyceriden (MCT) als lipophiler Phase von 20 % (w/w) und mit 2 % des jeweiligen PL als Emul-
gator hergestellt. Nachdem die natirlichen PLs 30 Sekunden lang in Wasser hydratisiert wor-
den waren, wurden beide Phasen vereinigt und zwei Minuten lang per Ultra-Turrax® (IKA-
Werke, Staufen im Breisgau, Deutschland) bei 13000 U/min gerihrt. Fir den Vergleich der
Herstellungsmethoden wurden zuséatzlich zur Praparation mit dem Ultra-Turrax® noch ein
Blatt-Ruhrer (EUROSTAR 40 digital, IKA-Werke, Staufen im Breisgau, Deutschland) und eine
Fantaschale mit Pistill eingesetzt. Die Umdrehung pro Minute (rpm) des Blatt-Rihrers lagen
bei 200, die des Ultra-Turrax® bei 6000. Die Praparationszeit fir alle Emulsionen in diesem
Versuch betrug 5 Minuten. Alle Emulsionen wurden bei Raumtemperatur gelagert, wenn nicht

anders lautend beschrieben, und mit einer Pipette auf einen Objekttrager Gbertragen.

5.9 Lichtmikroskopie

Die Bestimmung der TropfchengréRe erfolgte mittels des Mikroskops Leica DM RXE
(Wetzlar, Deutschland) mit aufgesetzter Kamera ColorView 3.1 (SIS, Norwich, UK). Es wurden
Objekttrager mit einer Vertiefung von 5 mm im Zentrum gewahlt, um die maximal mdgliche
TropfchengréRe unter dem Deckglas zu erhdhen. Es wurde ein Tropfen der Probe mittels Ein-
maltropfer am Rand der Vertiefung aufgebracht, mit dem Deckglas abgedeckt und drei Minu-
ten unter dem Mikroskop mit eingeschaltetem Licht aquilibriert. Als Bedingung flr die mikro-
skopische Aufnahme wurde Durchlicht mit einem Dunkelfeldfilter gewahlt und die Bilder wur-
den am Rand der Vertiefung aufgenommen, um den maximalen Helligkeitskontrast zwischen

den Phasen zu gewahrleisten.
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5.10 Bildauswertung

Die Bildauswertung erfolgte mit der Software ImagedJ (U. S: National Institute of Health,
Bethesda, Maryland, USA) [44], [85]. Zuerst wurde mittels ,Enhance Contrast® der vorhandene
Kontrast des Bildes verstarkt. Der Hintergrund wurde ausgeglichen mittels ,Background Sub-
straction®. Zunachst wurde das aufgenommene RGB- Bild in HSB-Schichten aufgeteilt. Davon
wurde das Helligkeits- Abbild zur weiteren Benutzung gewahlt. Das nun gewonnene Bild
konnte mit einem manuell eingestellten Schwellwert (0 bis 65 von 255) binarisiert werden.
AnschlieRend wurde die Partikelanalyse durchgefuhrt mit einem Minimalwert von 6 ym? Flache
(=2 ym Durchmesser, was der Lichtmikroskop-Auflésung entspricht). Die Feret-Durchmesser
der Tropfchen wurden dann mittels Software MS Excel und R [86] ausgewertet und die Histo-

gramme mittels Origin Pro 9.0 (OriginLab Corporation, Northampton, USA) erstellt.
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6 Fazit/ Ausblick

Nattrliche PLs aus Sojabohnen, Sonnenblumen und Eigelb wurden auf ihre physikoche-
mischen Eigenschaften im Hinblick auf ihre praktische Anwendbarkeit als Emulgatoren hin

untersucht.

Dazu wurden zuerst vierzehn unterschiedliche PLs mit Hilfe eines Zentrifugationstests
auf ihre HLB-Werte untersucht. Dabei konnten einige Ungereimtheiten bei der Bestimmung
und Verwendung des HLB-Wertes als universeller Parameter fir die Charakterisierung von
Emulgatoren gezeigt werden. Zum einen sind die experimentell Bestimmten HLB-Werte deut-
lich abhangig von der verwendeten lipophilen Phase als ihr erforderlicher HLB-Wert suggeriert.
Es konnten Unterschiede fiir die natiirlichen PLs in Abhéngigkeit der verwendeten Olen von
bis zu zwei HLB-Einheiten gezeigt werden. Zum anderen sind die zu erwartenden klaren Sta-
bilitdtsoptima am HLB-Wert der Emulgatoren nicht signifikant zu bestimmen bei Verwendung
von naturlichen PLs im Gegensatz zu klassischen ethoxylierten Emulgatoren, wie SPAN® und
TWEEN®. Die Griinde fur die Unausgewogenheit des HLB-Wertes liegen in seiner Entwicklung
mit und fir ethoxylierte Sorbitanester. Die dabei willkirlich getroffenen Annahmen und Folge-
rungen berlcksichtigen dabei die Interaktionen zwischen den Emulgatoren und den Phasen
der Emulsion nur ungenugend. Die urspriingliche Gleichung wurde mehrfach modifiziert, um
diesem Umstand mehr Rechnung zu tragen [13]. Trotzdem ist der grundlegende Ansatz, ein
System aus mehreren Komponenten nur Uber einen davon bewerten zu wollen, nicht ausrei-

chend.

Daher wird vom Autor vorgeschlagen, anstelle eines einzigen numerischen Wertes Be-
reiche von HLB-Werten fur die Verwendung von naturlichen PLs und méglicherweise weiteren
Emulgatorklassen zu benutzen oder Emulsionsstabilitadtsexperimente durchzuflihren, anstatt
sich auf ungefahre HLB-Literaturwerte zu verlassen. Die meisten der dabei analysierten PLs
wiesen einen HLB-Bereich auf, der fir die Herstellung einer O/W-Emulsion geeignet ist. PLs
mit erhéhtem PE-Gehalt (ca. 10 % und mehr) zeigten zusatzliche Praferenzen fir die Verwen-

dung als W/O-Emulgatoren.

Die naturlichen PLs zeigen ein unterschiedliches Verhalten bei der Bildung von Mono-
und Doppelschichten. Die Stabilitdt von Emulsionen mit PLs als Emulgatoren und die Verkap-
selungswirksamkeit von Liposomen hangen von den Eigenschaften der gebildeten Grenzfla-
chen-Phospholipid-Mono- und Doppelschichten ab. Die Analyse der Unterschiede in den phy-
sikalisch-chemischen Eigenschaften der PL-Schichten ermutigt den Anwender, die Moglich-
keiten der verschiedenen nattirlichen PLs experimentell als Teil des Designs und der Entwick-
lung einer Formulierung zu evaluieren. In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss der
Menge der geladenen Substanzen in natirlichen PL und deren PC-Gehalt in wassrigen lipo-

somalen Dispersionen und Langmuir-Monoschichten untersucht.
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Natrliche PLs mit einem geringeren Gehalt an PC, die zusatzlich geringe Mengen an-
ionischer Substanzen enthalten, weisen eine hdhere negative Oberflachenladung auf, was zu
einer verringerten Aggregation von Tropfchen und Vesikeln flhrt, wenn diese PLs als Emul-
gatoren oder Liposomenbestandteil verwendet werden. Eine weitere Folge der erhdhten Ober-
flachenladung ist die AbstoRung zwischen gebildeten Doppelschichten, wie die SAXS-Daten
vermuten lassen. Eine weitere Erklarung fir die Zunahme des Wiederholungsabstandes kann
ein Kondensationseffekt im hydrophoben Teil der Schicht sein (Umwandlung von gauche zu
all-trans), der durch das Vorhandensein zusatzlicher Mischungskomponenten verursacht wird.
Die laterale Organisation der naturlichen PLs in Langmuir-Schichten fuhrt zu einer Verringe-
rung der Flache pro Gramm, wenn der Gehalt an geladenen Substanzen erhéht wird. Dies
deutet auf eine hdhere Packungsdichte in der Schicht hin, was zu einer erhéhten Dicke des
hydrophoben Bereichs fuhren kann. Die beobachtete Kondensation flihrt zu einer erhdhten
Monoschichtrigiditat die zur physikalischen Stabilitat potentieller Formulierungen beitragt, da
die Koagulation der Tropfchen durch Emulgatorverdrangung und Desorption entlang der
Grenzflache erfolgt. Einige Studien haben bereits eine erhdhte Stabilitdt von PL-Membranen,
die natlrlich vorkommende Substanzen (z.B. Cholesterin) enthalten, im Vergleich zu Memb-

ranen, die nur aus reinem PC bestehen, gezeigt [87].

Interessanterweise konnte in den Experimenten mit LIPOID S 45 kein Einfluss der Kati-
onenvalenz auf die Flache pro Molekil gefunden werden. Es zeigte sich, dass Monoschichten
aus reinem PC in Gegenwart von zweiwertigen Kationen wie Calcium oder Magnesium kon-
densieren [31]. Es wird vermutet, dass zweiwertige Kationen in PC-Systemen aufgrund der
Dehydrierung des Phosphatanteils der Kopfgruppe eine héhere Ordnung induzieren. Das Vor-
handensein von zusatzlich geladenen Substanzen in LIPOID S45 in der Phasengrenzflache

scheint diesen Effekt zu beseitigen.

Mikroskopische Bilder von generischen O/W-Emulsionen mit natirlichen PLs aus ver-
schiedenen HLB-Bereichen konnten ihr Potential bestatigen, stabile Emulsionen uber ihren
bekannten HLB-Wert hinaus zu erzeugen. In Anbetracht der Komplexitat der moglichen Grenz-
flacheninteraktionen und -strukturen natirlicher Emulgatoren und der Herausforderung, die
Fahigkeit solcher Mischungen zur Bildung stabiler Grenzflachen und Emulsionen vorherzusa-
gen, bietet die entwickelte Methode grofes Potential genauere Einblicke in das Ergebnis die-
ser Prozesse zu erhalten. Daflir muss fur die Methode eine breite Basis an Daten durch Ein-
satz bei verschiedenen Charakterisierungen geschaffen werden, um die statistische Aussage-

kraft der Histogramme zu erhdhen.

Fur den Einsatz als Emulgator in halbfesten Formulierungen bieten die natlrlichen PLs
vorteilhafte Eigenschaften. Das natrlich vorkommende Zeta-Potential verhindert die Koales-
zenz der dispersen Phase durch elektrostatische AbstoRung. Die in dieser Arbeit vorgestellten

neuen Erkenntnisse kénnen die Erforschung von PLs als natlrliche und physiologisch
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relevante Emulgatoren férdern, insbesondere angesichts der wachsenden Skepsis der Offent-
lichkeit gegeniliber aggressiven, unnaturlichen, synthetischen und halb-synthetischen Tensi-

den.
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