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Abstract

Deutsch:

Die menschliche Haut bietet uns einen effektiven Schutz gegen Umwelteinfliisse und
Infektionen. Nicht nur die physiologische Barriere, sondern auch die mikrobielle Besiedelung
ist entscheidend fur diese Aufgabe. Durch eine angemessene Verwendung von kosmetischen
und medizinischen Produkten kénnen diese Funktionen unterstitzt werden. Allerdings stehen
nun einige der dort verwendeten Bestandteile unter dem Verdacht, eine Verschiebung des
mikrobiellen Gleichgewichts zu bewirken und so die Entstehung oder den Fortbestand von
Hautkrankheiten zu beglinstigen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein Test- bzw. Screeningverfahren mit objektiv messbaren
Parametern zu entwickeln, welches innerhalb weniger Tage zeigt, ob ein einzelner Stoff das
Wachstum von Mikroorganismen positiv oder negativ beeinflusst und so das Gleichgewicht
der Hautmikroflora verschiebt. Untersucht wurde der Einfluss auf Malassezia furfur,
Malassezia globosa, Malassezia sympodialis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
gallinarum, Corynebacterium minutissimum, Streptococcus mitis und Propionibacterium
acnes.

Bei mehreren der getesteten Hilfsstoffe und Spezies konnte ein Einfluss auf das Wachstum
der Mikroorganismen nachgewiesen werden, so dass eine Adaption bestehender Rezepturen

und die Verwendung von unproblematischen Substanzen empfohlen werden kann.

English:

The human skin provides an effective protection against environmental influence and
infections. Not only is the physiological barrier decisive for this task but also the microbial
population. These features can be supported by an appropriate use of cosmetic and medical
products. However, some of the used components are now assumed to be the cause of a shift
in microbial balance, thus enabling the development or persistence of skin diseases.

The aim of this study is to develop a test or screening procedure with clinically measurable
parameters. This procedure reveals within a few days if a single component affects the growth
of microorganisms positive or negative way, thus shifting the microbial balance. The examined
species are Malassezia furfur, Malassezia globosa, Malassezia sympodialis, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus gallinarum, Corynebacterium minutissimum, Streptococcus mitis
and Propionibacterium acnes.

It has been proven that multiple of the examined excipients and species have an impact on the
growth of the microorganisms. Therefore, an adaption of existing formulation and the usage of

unproblematic substances can be recommended.
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1 Einleitung

In der heutigen Gesellschaft hat ein hygienisches und kosmetisch gepflegtes AuRReres einen
hohen Stellenwert; dies spiegelt sich nicht nur in Bestand und Entwicklung der Marktanteile an
Kosmetik- und Kdrperpflege-Produkten wieder [1], sondern kann auch in den sozialen Medien
beobachtet werden. Durch die Applikation von kosmetischen oder medizinischen Produkten
soll die Haut dem bestehenden Idealbild angepasst und die nattirliche Schutzfunktion der Haut
unterstitzt werden. Alle frei verkduflichen Kosmetika und Pflegeprodukte unterliegen der EU-
Kosmetikverordnung (EG Nr. 1223/2009) und missen somit einen Nachweis bezlglich ihrer
Unbedenklichkeit besitzen. Die Formulierungen werden zwar permanent hinsichtlich ihrer
Wirkstoffe optimiert, es existiert jedoch kein allgemein anerkannter Test zur Beurteilung, ob
die eingesetzten Hilfsstoffe der gewlinschten Wirkung abtréaglich sind. Zunehmend werden
Produkte mit den Zus?atzen devAnlithen bgworbent2]. Aughr
wenn diese Entwicklung prinzipiell zu begrif3en ist, fehlen einheitliche Kriterien zur Bewertung

des Einflusses auf die Hautkeime.

Die menschliche Haut ist mit einer Vielzahl von Mikroorganismen besiedelt; diese Flora aus
Bakterien und Pilzen wird auch als Hautmikrobiom bezeichnet. Bis zu seiner Geburt ist der
Mensch nahezu keimfrei, die spatere Hautflora entwickelt sich erst nach der Geburt durch
Hautkontakt und Anflugkeime. Zwar ist das Mikrobiom Uber die gesamte Hautoberflache
verteilt, die Keimzahl und Spezies variiert aber je nach Region [3]. Die Symbiose unserer Haut
mit den sie besiedelnden Keimen ist unerlasslich fur ihre thermische, biologische und
mechanische  Schutzwirkung und nimmt somit groRen Einfluss auf unseren
Gesundheitszustand [4]. Wenn das biologische Gleichgewicht gestort ist, beispielweise durch
eine selektive Hemmung oder Forderung des Wachstums einzelner Hautkeime, kdnnen
virulente Keime aus der Umgebung ihre pathogene Wirkung entfalten. Eine solche
Dysregulation ist fur die Entstehung der verbreiteten Hauterkrankungen maf3geblich [5, 6] und
auch fakultativ pathogene Keime des physiologischen Mikrobioms sind daran beteiligt.

Neben einer individuellen Disposition spielen weitere Kofaktoren eine Rolle bei Entstehung,
Manifestation und Verlauf der Erkrankungen. Eine vermutete Schlisselrolle kommt der
Provokation durch &ufRerlich angewandte Kosmetika zu, doch die zugrunde liegenden
Mechanismen sind noch nicht verstanden. Viele Hauterkrankungen, wie beispielsweise Akne
vulgaris oder periorale Dermatitis, sind weit verbreitet, schwer therapierbar und durch
Mikroorganismen verursacht [7, 8]. Durch die Verstoffwechselung von auf der Haut
aufgetragenen Substanzen kdnnen entziindungsfordernde oder komedogene Spaltprodukte

entstehen, welche die urspriinglichen Symptome verstarken und die Funktion der applizierten
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Wirkstoffe herabsetzen oder aufheben. Topisch oder systemisch eingesetzte Antibiotika und
Antimykotika bringen nur eine kurzfristige Senkung des Leidensdruckes. Resistenzbildung und
eine Verschlimmerung durch den Griff zu Camouflage sind oft die Folge. Alternative Ansétze
zur Vermeidung, Vorbeugung und positiver Beeinflussung des Verlaufes sowie Patienten- und

Verbraucheraufklarung sind gefragt.

Bekannt ist, dass die meisten Erkrankungen am ehesten in talgdrusenreichen Areale [7]
auftreten. Eben dort leben die Malassezia-Hefen und erndhren sich mittels Fett spaltender
Exoenzyme,[8, 9] von den Hautfetten. Ein Einfluss bestimmter Fette auf Malassezia ist bereits
bekannt [10] und neben Wasser sind Fette und Ole Hauptbestandteile der gangigen
Hautpflegeprodukte. Durch die Spaltung von Fettsduremonoestern kdnnen hochgradig
komedogene (porenverstopfende, pickelverursachende) [11] freie Fettsduren wie Stearin- und
Palmitinsaure entstehen, welche im Talgdrisenfollikel ausfallen und Entziindungsreaktionen
verursachen. Unbekannt ist allerdings das Ausmald der Beteiligung der bakteriellen
Mikroorganismen an den entsprechenden Stoffwechselvorgéngen.



2 Zielsetzung

Hintergrund der vorliegenden Arbeit ist ein Mangel an Informationen zu dem Einfluss von in
Kosmetikprodukten verwendeten Hilfsstoffen auf weit verbreitete Krankheiten der Haut.
Insbesondere fehlt ein Verzeichnis nachweislich unbedenklicher Stoffe bzw. ein Testverfahren
zum Uberprifen bereits vorhandener Produkte.

Bei bestimmten Erkrankungen wie Akne, Rosacea, perioraler Dermatitis, Pityriasis versicolor
oder dem atopischen bzw. seborrhoischen Ekzem sind neben der individuellen Disposition
auch Kofaktoren wie psychische Belastungen oder der Zustand des Mikrobioms zu beachten.
Die zur Uberdeckung der Hautmale genutzten Kosmetika konnen durch ihre Inhaltsstoffe
wiederum die unerwinschten Symptome verstarken.

Die FDA (Food and Drug Administration) publiziert regelmaRig Ubersichten iiber die am
haufigsten verwendeten und freiverkauflichen Ole; dies war die Grundlage fiir eine erste
Auswahl der zu testenden Substanzen. Bei der anschlielenden Zusammenstellung der
Substanzen wurde insbesondere die Verwendung in Kosmetika beriicksichtigt und aus den
drei Gruppen mit dem mengenmaRig groRten Anteil 30 Ole/Emollientien, 15 Konsistenzgeber,
20 Emulgatoren und 5 Konservierungsmittel ausgewabhilt.

Von den wichtigsten Vertretern der Hautflora wurden diejenigen Vertreter aus Bakterien und
Hefen ausgewahlt, welche jeweils Uber 90 % des Hautmikrobioms ausmachen. Diese
beinhalten auch fakultativ pathogene Keime von weit verbreiteten Hauterkrankungen, welche
die entsprechenden Symptome manifestieren oder die Pathogenese negativ beeinflussen.
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein Test- bzw. Screeningverfahren mit objektiv messbaren
Parametern zu entwickeln, etablieren und verifizieren. Dieses soll innerhalb weniger Tage
zeigen, ob ein einzelner Stoff oder ein fertiges Praparat das Wachstum von Mikroorganismen
positiv oder negativ beeinflusst und so das Gleichgewicht der Hautmikroflora verschiebt.
Konkret soll eine Testung von flissigen, halbfesten und festen Bestandteilen in vitro und unter
Laborbedingungen mdoglich sein. Der jeweilige Stoff wird mit den einzelnen Spezies inkubiert
und die metabolische Aktivitdt anhand des Keimwachstums und entstehender Spaltprodukte
ausgewertet. So kdnnen einzelne chemische Strukturen anhand objektiver Parameter und
statistischer Signifikanz als spaltbar (und somit problematisch) oder inert (und somit
unproblematisch) ausgewiesen werden. Abschliel3end erfolgt die Validierung des Testsystems
mittels einer entwickelten Basisrezeptur, welche ausschlie3lich unbedenkliche Hilfsstoffe
enthalt.

Auf Basis dieser Arbeit kann eine Empfehlung an entsprechende Hersteller zur Adaption der
Rezepturen durch den Austausch einzelner Stoffe erfolgen und eine Unbedenklichkeit fir

Endverbraucher ausgesprochen werden.



3 Grundlagen

3.1 Anatomie der Haut

Die Haut (lat. Cutis) bedeckt mit einer Gesamitflache von bis zu 2 m? als gréfites menschliches
Organ die gesamte auf3ere Silhouette. Sie erfullt neben der Abgrenzung zur Umwelt und dem
rein mechanischen Schutz noch zahlreiche weitere lebenswichtige Funktionen. Ihre
Regenerationsfahigkeit ist maf3geblich fur die Widerstandsfahigkeit gegen UV-Strahlen oder
chemische und andere toxische Substanzen. Durch Sonneneinstrahlung ist unsere Haut in der
Lage, Vitamin D zu synthetisieren, tber die Sekretion von Schweil3 und den Grad der
Durchblutung wird die Thermoregulation ermdglicht und als aul3erste Barriere bietet sie Schutz
vor Dehydrierung [7].

Nicht nur die mikrobielle Besiedelung beeinflusst unser Immunsystem, auch die in der
Epidermis eingebetteten Langerhans-Zellen tragen tUber Phagozytose und die Prasentation
von Antigenen zur Funktion unsrer képereigenen Abwehr bei. Durch den Anschluss an das
Nervensystem bietet uns die Haut die Mdoglichkeit zur taktilen Wahrnehmung unserer
Umgebung und psychosozialen Kommunikation. Der normalerweise saure pH-Wert zwischen
5,21 5,8 [12] hemmt das Wachstum von pathogenen Mikroorganismen und verhindert eine
UberschieRende Vermehrung von symbiontischen Keimen [13]. Um diesen schitzenden
Saure-Lipid-Mantel aufrechtzuerhalten, werden uber Schweif3 und Talg auch Fett- und
Aminosauren sowie Milchsdure ausgeschieden [14, 15]. Diese regulieren ebenfalls die
Aufschuppung der Haut und beglnstigen die pH-abhangige Erzeugung intrazellularer Lipide
[14, 16].

Grob kann man die exogene menschliche Haut aufgrund ihres Aussehens in zwei Arten
unterteilen. Die Felderhaut bedeckt mit ihrem rhombischen Aufbau, in welchem Haarfollikel
und Schweil3drisen eingebettet sind, einen Grof3teil der Korperoberfliche. An den
Korperoffnungen geht sie in die Schleimhaute Gber. Im Gegensatz dazu hat die Leistenhaut
einen parallel gefurchten Aufbau, ist haarlos und findet sich ausschlie3lich an Handflachen
bzw. FuRsohlen [17].

In der folgenden Abbildung ist der schematische Aufbau der Haut dargestellt. Zu erkennen ist

eine Dreischichtung mit jeweils charakteristischen Merkmalen.



Haar sensible

Mervenfaser

Stratum ;¢

papillare | | [f; Talgdriise

Stratum

reticulare Epidermis

¥ A {
Musked- RS
4

. Dermis
faszie

1
iy

Muskel Subkutis

(e
A

b

%)
ekkrine Driise,
Endstiick

M. arrector pili

apokrine Driise

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der menschlichen Haut [5]

Die Epidermis als auBerste Schicht ist durch ihre Basalmembran eng mit der Dermis
verbunden und besteht aus verhornendem mehrschichtigem Plattenepithel. Im stratum basale
werden die Keratinozyten gebildet und reifen im Verlauf ihres Weges durch die einzelnen
Zellschichten zur Oberflache hinweg in 3-4 Wochen heran. Nach stratum spinosum
(Stachelzellschicht) und granulosum (Kdrnerschicht) folgt als auf3erer Abschluss das stratum
corneum. Die Keratinozyten sind hier ausgereift, sterben ab und verhornen zu einer festen
Barriere. Diese Hornschicht variiert je nach Beanspruchung in ihrer Dicke, was insbesondere
an Handflachen und Fuf3sohlen deutlich wird. So ist ein individuell angepasster Schutz vor
mechanischer Einwirkung maglich.

Die Dermis oder Lederhaut ist durch ein Geflecht aus Fibroblasten sowohl rei3fest als auch
elastisch. Sie stabilisiert und ernahrt die dartber liegende Epidermis und ist selbst noch einmal
in zwei Schichten unterteilt. Oberflachlich liegt die Papillaris, welche Uber einen zapfenartigen
Ubergang mit der Dermis verzahnt ist. Die darunter liegende Retikularis beinhaltet BlutgefaRe,
Schweil3- und Talgdriisen, sensomotorische Nervenfasern und die fest verankerten
Haarwurzeln.

Als innerste Lage dient die Subcutis, auch Unterhaut genannt, mit ihrer Fettschicht dem
Warmeerhalt und wirkt als Energiespeicher. Sie definiert maRgeblich unsere aufiere Silhouette

und bettet die in die Dermis einspriel3enden Strukturen ein [4].



3.2 Physiologische Hautflora

Fur die auf der menschlichen Haut lebenden Mikroorganismen ist das Wort “Flora” eigentlich
der falsche Begriff; dieser stammt noch aus Zeiten, in welchen diese der Pflanzenwelt
zugesprochen wurden. Obwohl die damalige Lehrmeinung mittlerweile Uberholt ist, hat sich
der Begriff durchgesetzt und ist im allgemeinen Sprachgebrauch Ublich. Auch die
Schleimhéute in unserem Korperinneren sind mit Keimen besiedelt, deren Zusammensetzung

unterscheidet sich allerdings von den hier Beschriebenen. Die folgende Abbildung zeigt die

verschiedenen Lebensraume und deren Besiedelung auf.
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Abbildung 2: Lebensraume von Mikroorganismen [18]

Von ihrem Lebensraum in der epidermalen Hornschicht und den Ausfihrgangen der Schweil3-
und Talgdrisen bzw. Haarfollikel werden die Organismen durch die natirlichen
Regenerationsprozesse an die Oberflache beférdert und vermehren sich dort weiter [6]. Die
geschlossene Hautbarriere der Basalschicht sorgt dafiir, dass die Keime der Hautflora in ihrem
physiologischen Lebensraum bleiben und nicht ins Korperinnere verschleppt werden. Die
normal kommensalen (also nicht pathogenen) Organismen wirden hier eine pathogene
Wirkung entfalten, was auch im Rahmen von Wundinfektionen regelmaRig beobachtet wird [6,

19]. Was ist also der Nutzen dieser fur uns potenziell gefahrlichen Besiedelung, wenn schon
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eine kleine Verletzung der Barriere weitreichende Folgen haben kann? Die Bakterien und
Hefepilze leben nicht nur als Kommensale, sondern erfillen auch eine symbiontische
Funktion. Durch ihr Vorhandensein werden potenziell wesentlich starker pathogene Keime an
der Besiedelung und dem Eindringen in unseren Kdrper gehindert. Die Zusammensetzung der
Mikroflora ist nicht einheitlich und variiert im zeitlichen Verlauf stark.

Diese residente Flora, auch Standardflora genannt, besteht hauptsachlich aus
Staphylokokken, Corynebakterien, Enterokokken, Streptokokken, Propionibakterien und
Hefepilzen. Die Bakterien machen mit einer Dichte von 102 bis 10* pro cm?2 einen wesentlich
groReren Anteil als die Pilze aus [20]. All diese Keime leben permanent und im symbiontischen
Gleichgewicht auf unserer Haut, kdnnen bei einer geschadigten Haut aber dennoch Irritationen
und Infektionen hervorrufen [21].

Zur transienten oder Anflugflora werden Mikroorganismen gezahlt, welche durch direkten
Kontakt oder Ubertragung durch die Luft auf die menschliche Haut gelangen und dort fir
gewohnlich nur kurz verweilen [22]. Wird ihnen durch eine geschadigte Hautmikroflora eine
Vermehrung ermdglicht, kdnnen sie zu dermatologischen Krankheitsbildern fihren [23].

Die temporar residente Flora enthalt Spezies, welche sich unter bestimmten Bedingungen flr
langere Zeit auf der Haut ansiedeln kénnen, ohne Symptome hervorzurufen. Diese fakultativ
pathogenen Keime, wie beispielsweise Staphylococcus aureus oder bestimmte
Streptokokkenarten sind normalerweise durch das Gleichgewicht der anderen Spezies
apathogen. Bei einer herabgesetzten Barrierefunktion kénnen sie allerdings als Ausléser von
Hauterkrankungen fungieren [10].

Die genaue Zusammensetzung der Besiedelung ist unter anderem abhéngig von Alter,
Geschlecht, Hauttyp, Korperregion, Nutzung von Kosmetika, personlicher Kérperhygiene oder
Temperatur und Luftfeuchtigkeit der Umgebung [18, 24]. Aber auch medizinische Faktoren wie
Krebs, Diabetes, HIV, Alkoholabhéangigkeit oder die eingenommene Medikation kénnen eine
Rolle spielen [19, 25, 26]. Nach der Geburt siedeln sich zunachst Staphylokokken aus dem
Geburtskanal an, im Laufe des Kleinkindalters kommen vermehrt Mikrokokken, Streptokokken
und Hefepilze hinzu [27, 28]. Durch die erhdhte Aktivitdt der Talgdriisen und die sich
entwickelnde Korperbehaarung finden zunehmend lipophile Coryne- und Propionibakterien
einen attraktiven Lebensraum. Auch der Hormonhaushalt scheint einen Einfluss zu haben;
Manner besitzen deutlich mehr Keime mit anderer Zusammensetzung der Spezies als Frauen,
ein moglicher Grund hierflr ist der allgemein hohere pH-Wert weiblicher Haut [29]. Die Art und
Besiedelungsdichte ist auch je nach Hautbeschaffenheit unterschiedlich, lipophile Keime wie
Coryne- oder Propionibakterien finden sich vor allem auf talgreichen Partien wie Augenbrauen,
Nasenfligeln, Brust- und RuUckenbereich in hoher Anzahl. Die fakultativ-anaeroben

Staphylokokken besiedeln hingegen bevorzugt feuchte und talgarme Regionen wie
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Abbildung 3: Zusammensetzung der Hautmikroflora verschiedener Korperregionen [30]

Durch angewandte Pflegeprodukte oder Verhaltensweisen konnen diese Lebensraume
beeinflusst werden; haufiges Waschen trocknet die entsprechenden Hautflachen aus,
bestimmte Kleidung oder Ubergewicht erzeugt vermehrt Feuchtigkeit in Hautfalten und
Cremes bzw. das Abdecken mit Folien erhéht die Feuchte. Staphylococcus aureus bevorzugt
beispielsweise eher trockene Regionen [29] und Bereiche wie Hande oder Gesicht, welche
vermehrt durch chemische Produkte beeinflusst werden. Diese sind besonders oft von

Storungen betroffen [26].



Auch durch die Menge und Zusammensetzung der aufgenommenen Nahrung, die Dicke der
Hornschicht und das vorhandene Nahrstoffangebot wird Einfluss auf die Mikroflora
genommen. Weiterhin ist der vorherrschende pH-Wert als wichtiger Faktor der Regulation zu
nennen. Ein Grol3teil der Bakterien bevorzugt einen pH-Wert >5, daher produzieren residente
Keime wie Corynebacterium minutissimum, Propionibacterium acnes oder Staphylococcus
epidermidis Esterasen und Lipasen, welche Triglyceride zu freien Fettsduren spalten und so
fur eine Anséuerung der Haut sorgen. Ein niedriger pH-Wert erschwert die Kolonisation von
pathogenen Organismen [25, 26].

Durch die Lipasenaktivitat einzelner Spezies wird indirekt auch die Anzahl an Keimen reguliert.
Bei saurem pH-Wert sinkt die Aktivitat der Lipasen, in alkalischem Milieu wird eine verstéarkte
Aktivitat registriert 7 dies fuhrt wiederum zu mehr Stoffwechselprodukten wie Milch- oder
Fettsduren und einem wieder sinkenden pH-Wert [29]. Stoffwechselbedingte Virulenzfaktoren
wie Koagulasen, Lipasen und Zytotoxine spielen eine entscheidende Rolle bei der Disposition
entziindlicher Hauterkrankungen und Infektionen [31], die genauen Regulationswege und
deren Bedeutung sind allerdings noch immer nicht vollstandig erforscht. Schon einmaliges
Waschen alkalisiert die Haut und nimmt so einen nicht unerheblichen Einfluss auf die
natirlichen Regulationswege, erst nach Stunden findet eine langsame Regeneration statt [29].
Auch bei Dermatitiden wie der atopische Dermatitis wird ein héherer pH-Wert als bei gesunder

Haut registriert [32]. Abbildung 4 verdeutlicht den Zusammenhang dieser Aspekte nochmals.
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Abbildung 4: Einfluss von inneren und auf3eren Faktoren auf die Hautbarriere [29]



3.2.1 Leitkeime

3.2.1.1 Staphylococcus epidermidis

Staphylokokken finden sich prinzipiell auf Haut, Schleimhauten und den aeroben Teilen der
Haardriisenfollikel zahlreicher Saugetiere und sind als opportunistische, humanpathogene
Keime weit verbreitet [33].

Staphylococcus epidermidis ist der haufigste Vertreter aus der Gattung der Staphylokokken
auf dem menschlichen Epithel und den Schleimhuten. Besonders zahlreich ist er auf Handen
und Gesicht, sowie in Achseln und Nasenhéhlen nachweisbar [34, 35]. Als Koagulase-
negativer Keim [36, 37], mit der Fahigkeit zur Ausbildung von Biofilmen [16], weist er eine hohe
Widerstandskraft gegen auflere Einflisse auf. Zahlreiche Zellmembrantransporter
ermoglichen zudem ein Tolerieren hoher osmotischer Driicke [38]. Wechselnd als
Kommensaler oder Symbiont bezeichnet, erndhrt er sich von Ruckstanden auf der
Hautoberflache, ohne dabei dem Wirt zu schaden.

Es sind zahlreiche Exoenzyme verschiedener Staphylokokkenarten mit der Fahigkeit zum
Hydrolysieren von Lipidemulsionen bekannt. Vermutet wird auch ein Zusammenhang des
bakteriellen Fettstoffwechsels mit pathogenen Prozessen, die genauen Regulationswege sind
allerdings weitestgehend unerforscht. Es wird ein Maximum der Synthese von Lipasen in der
stationdren Phase der Vermehrung vermutet [39].

Staphylococcus epidermidis besitzt die Fahigkeit zur Fermentierung von Glycerin und es
wurde in der Folge die Bildung von Inhibitionszonen beobachtet [16]. Als fakultativ pathogener
Keim gilt Staphylococcus epidermidis als haufiger Ausldser bei fremdkdrperassoziierten
Infektionen [40] und es werden Zusammenhange bei der Entstehung von Rosacea vermutet
[34].

3.2.1.2 Staphylococcus gallinarum

Fur die Forschung wird Staphylococcus gallinarum hauptsachlich aus der Haut von Hihnern
und anderem Geflugel isoliert, im menschlichen Kdrper kommt er meist im Speichel vor und
siedelt sich auch voribergehend auf der Hautoberfliche an. Als Koagulase-negatives
Bakterium gilt er zwar als gering pathogen, wurde allerdings schon im Rahmen zahlreicher
Erkrankungen gefunden. Beispiele dafiir sind mit Fieber, Abdominalschmerzen und Ubelkeit
verbundene Krankheiten, sowie infizierte Augen und Wunden [41, 42].

Er produziert zudem das Antibiotikum Gallidermin, welches bakterizid gegen Staphylococcus

epidermidis und aureus wirkt und gewinnt so einen Selektionsvorteil [43].
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3.2.1.3 Corynebacterium minutissimum

Corynebacterium minutissimum ist ein grampositives pleomorphes Bakterium, was bedeutet,
dass es in der Lage ist sein aufleres Erscheinungsbild an die Umgebungseinfliisse
anzupassen. Durch die Anreicherung von Mykolsaure in der Zellwand wird eine erhohte
Resistenz gegen Lysozyme und Dehydrierung ermdglicht. Wirksame Mdoglichkeiten zur
Abtotung von Corynebakterien sind Desinfektionsmittel oder Hitze, allerdings wurden auf zuvor
durch bakteriotoxische Substanzen nahezu sterilisierten Hautflachen sehr starke
Wachstumsraten beobachtet [44]. Corynebakterien produzieren weder Sporen noch Toxine
und gelten daher als weitestgehend apathogen. Als aerober und fakultativ anaerober
Kommensaler der menschlichen Kérperoberflache [29] ist Corynebacterium minutissimum als
lipophiler Keime eine Ausnahme in den Reihen der fur gewohnlich alipophilen
Corynebakterien. Hauptsachlich angesiedelt ist er in Bereichen mit einer erhdhten
Talgproduktion wie dem Gesicht oder den Achselh6éhlen und wird dort als hauptsachlicher
Verursacher des menschlichen Schweil3geruches angesehen. Zudem siedelt er sich
bevorzugt in Bereichen an, in welchen direkter Hautkontakt besteht, wie beispielsweise im
Bereich von Hautfalten. Ein Zusammenhang mit verstarktem Wachstum dieses Keime und
dem Vorhandensein von Fetten wurde bereits beschrieben [30].

Corynebakterien sind in der Lage Katalase, welche H;O. zu H.O und O oxidiert, und
Zytochrome zur Energiegewinnung zu nutzen. Zudem sind sie zum Abbau von Zuckern wie
Saccharose, Fruktose, Maltose oder Glucose fahig und sauern mit den entstehenden
Abbauprodukten die Hautoberflache an [45].

Corynebakterien sind die Haupterreger des Erythrasmas, einer oberflachlichen Hautinfektion
welche vorwiegend in Leiste und Achseln auftritt. Kofaktoren, die die Entstehung dieser
Erkrankung begulnstigen, sind Warme und Feuchtigkeit, h&ufig ist sie mit anderen
Erkrankungen wie Diabetes oder Adipositas assoziiert. Im Verlauf kommt es zum Anldsen des
Keratins der oberen Hautschichten und dem Eindringen von Krankheitserregern in das

Stratum corneum [29].

3.2.1.4 Streptococcus mitis

Streptococcus mitis ist ein kommensaler Keim aus dem menschlichen Mund- und
Rachenraum, welcher sich auch gelegentlich auf der Hautoberflache ansiedelt. Er wird daher
zu den Oralstreptokokken gezahlt und ist schon direkt nach der Geburt nachweisbar [13, 46,
47]. Er ist zur Bildung der Starke und Glykogen spaltenden Amylase fahig und damit schon
im Speichel an der Verdauung von Kohlenhydraten beteiligt [48].

Als prinzipiell apathogener Keim mit alpha-hamolytischer Aktivitat, also der Fahigkeit der

Reduktion von Hamoglobin zu Biliverdin, wurde er auch schon als beteiligter Keim im Rahmen
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von septischen und endokarditischen Vorgangen identifiziert. Besonders bei
immunsupprimierten Patienten wurde in den letzten Jahren eine Zunahme an assoziierten
Erkrankungen beobachtet. Einige Stamme sind sogar zur Bildung von IgAl-Proteasen fahig,

was ihnen zumindest eine teilweise Resistenz gegentber Antikérpern ermdglicht [47].

3.2.1.5 Propionibacterium acnes

Das grampositive Propionibacterium acnes ist die dominante anaerobe Form auf der
menschlichen Haut und stark lipophil. Ein Zusammenhang mit verstarktem Wachstum dieses
Keime und dem Vorhandensein von Fetten wurde bereits beschrieben [30]. Es bevorzugt
einen pH-Wert von 6-7 und eine Umgebungstemperatur von 30-37°C. Da seine
Reproduktionsrate zudem sehr sensibel auf den Einfluss von Sauerstoff reagiert, ist es
hauptséachlich in den anaeroben Talgdrisen der Haut angesiedelt. In diesen adnexartigen
Strukturen findet es optimale Umgebungsbedingungen und flillt diese Nische perfekt aus [49,
50].

Zur Energiegewinnung erfolgt die Umwandlung von Triglyceriden zu Diglyceriden und freien
Fettsauren, die daraus resultierende Ansauerung des Milieus flhrt zu einem verringerten
Wachstum der Populationen anderer Mikroorganismen [14, 51]. Im Zuge der
Stoffwechselvorgédnge kommt es aul3erdem zu einer Umwandlung von Glycerin zu Pyruvat,
dabei kommt es unter Anderem zu einer Reduktion von Pyruvat zu Propionat, welches das
Salz der Propionséaure ist. Dieses und andere Stoffwechselprodukte hemmen die Ansiedelung
von Schimmelpilzen und anderen Mikroorganismen.

Durch diese symbiontische Lebensweise erfolgt nicht nur eine Kontrolle von
Keimpopulationen, die produzierten Diglyceride fungieren auch als Emulgator von Schweif3
und Talg [52, 53].

In Bezug auf pathologische Vorgénge ist bekannt, dass Propionibacterium acnes in der Lage
ist neutrophile Granulozyten und T-Lymphozyten als Komponenten des Immunsystems zu
aktivieren. Die durch Lipasen erméglichte Spaltung von mittelkettigen Triglyceriden erzeugt
freie Fettsduren, welche als Entziindungsmediatoren die Entstehung von Aknelasionen
fordern [54]. Zudem wird bei operativen Eingriffen nahe der Achselhthle auf eine sehr
sorgfaltige Desinfektion geachtet, da postoperative Infektionen durch Propionibakterien zu den
haufigen Komplikationen z&hlen.

Von Propionibakterien gebildete Biofilme spielen zudem bei der follikularen Hyperkeratose
eine Rolle. Durch die entstehende Matrix aus Glykokalix-Polymeren kommt es zu einer
Erhohung der Corneozytenzahl im Talgdriseninfundibulum, was die Verhornung der Haut
beschleunigt. Auch die entziindungsférdernden Eigenschaften von Stoffwechselkomponenten

wie Lipasen und Proteasen begtinstigen das Fortscheiten dieser Krankheit [29].
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3.2.1.6 Malassezia-Hefen

Malassezia-Hefen zahlen zu den Sprol3- und Hefepilzen, mit einer GroR3e zwischen 1,5-8 um
und der Fahigkeit zur Hyphenbildung [55]. Im Gegensatz zu anderen Hefen ist die dulRere
Zellhille sehr dick, bestehend aus einer mehrschichtigen Wand und einer Plasmamembran
mit einem sehr hohem Lipidanteil von bis zu 15 % [56]. Beide Faktoren bewirken eine hohe
Resistenz gegen osmotische oder mechanische Umwelteinfliisse [57].

Je nach lhrer Genetik, Morphologie und Physiologie unterschiedet man 14 Malassezia-Arten:
Malassezia globosa, M. furfur, M. obtusa, M. sympodialis, M. restricta, M. slooffiae, M.
dermatis, M. japonica, M. nana, M. yamatoensis, M. equina, M. caprae, M. cuniculi und M.
pachydermatis [58]. Aul3er M. pachydermati sind alle Arten von der Verstoffwechselung langer
Fettsdureketten abhangig.

Ein Einfluss lipophiler Stoffe auf Malassezia-Hefen ist bereits belegt, die genauen
Mechanismen sind allerdings noch nicht ausreichend erforscht. Ein hoher Anteil an Fetten in
Kosmetika kann das Wachstum der Hefepilze beeinflussen [59]. Diese Dermatophyten sind
an der Pathogenese einiger Hauterkrankungen beteiligt und ernahren sich von langkettigen
Fettsduren, was insbesondere an der Ansiedelung in talgreichen Regionen zu erkennen ist.
Sie stellen mengenmafig einen groRen Anteil der residenten Hautflora und es wurde bereits
nachgewiesen, dass das Vorhandensein von Malassezia direkt mit der produzierten Menge
Sebum Kkorreliert [60].

Malassezia
spp.

Abbildung 5: Verteilung der Malassezia-Hefen
schwarz: Sehr hohe Dichte, schraffiert: Mittlere Dichte [21]

Weitere Einflussfaktoren auf die Dichte der Besiedelung sind der allgemeine
Feuchtigkeitsgehalt der Haut, Alter, Geschlecht, ethnische Gruppe oder geographischer
Standort [61]. Babys und Kleinkinder weisen nur eine geringe Kolonisierung mit Malassezia
auf, mit der vermehrten Talgproduktion der Haut in der Pubertat steigt auch die Dichte der
Hefepilze und erreicht inren Hohepunkt zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr [62]. Im hoheren

Alter sinkt der Feuchtigkeitsgehalt der Haut und die Keimzahl nimmt wieder ab [63]. Wie in
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Abbildung 6 dargestellt ist, besiedeln die Keime vornehmlich die oberen Schichten des Stratum
corneum und das Akroinfundibulum der Talgdrisen [64]. Auf gesunder Haut sind die am

haufigsten vorkommenden Arten M. sympodialis, M. globosa und M. restricta [65].
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Abbildung 6: Lebensraume von Malassezia-Hefen [66]

Die Hefepilze sind in der Lage Uber 50 verschiedene Enzyme zu bilden, darunter 14 Lipasen.
Allerdings fehlt den meisten von ihnen eine eigene Fettsauresynthetase, was zur direkten
Abhangigkeit von einer Lipidquelle flihrt [67]. Diese obligate Lipidabhangigkeit vereinfacht eine
gezielte Anzlichtung und Untersuchung des Stoffwechsels [68]. M. furfur ist sogar in der Lage
ausschlielich Lipide als Kohlen- und Aminostickstoffquelle zu nutzen und bendétigt keine
weiteren Stoffe zur Energiegewinnung und Vermehrung [69]. Das Fehlen der
Fettsauresynthetase wird durch die Lipaseaktivitdt kompensiert [70]. Die Enzyme werden
extrazellular ausgeschleust und an die Membran gebunden, damit sind die Hefepilze optimal
an die Verstoffwechselung der freien Fettsauren auf der menschlichen Haut vorbereitet [71].
Durch die Fahigkeit zur Bildung extrazellularer Urease unterstitzen Malassezia-Hefen die
Abldsung der oberen Hautschichten und sind so direkt an selbstpflegenden Prozessen unserer
Haut beteiligt [72].

Malassezia-Hefen sind als direkter Krankheitserreger oder Kofaktor an diversen
Hauterkrankungen wie der Pityriasis versicolor, dem seborrhoischen Ekzem, der Head-Neck-
Dermatitis, der Malassezia-Follikulitis oder Akne vulgaris beteiligt. Welche Rolle genau ihr

Lipidstoffwechsel dabei spielt ist allerdings noch weitestgehend unerforscht.
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3.3 Dermatologische Krankheitsbilder

Aktuell bestehende Schdnheitsideale suggerieren eine reine, ebenmalige Haut als Vorbild.
Insbesondere in der Pubertét liegen der Wunsch, diesem Ideal zu entsprechen und die durch
die hormonelle Umstellung verursachte Wirklichkeit meist weit auseinander. Mit
fortscheitendem Alter liegt der Fokus hingegen auf der Vermeidung von auf3eren Zeichen des
Alterns. Ein breites Spektrum an frei verkauflichen Kosmetika und Pflegeprodukten mit
verschiedensten Inhaltssoffen bietet Hilfe fur alle Altersstufen und Probleme. Oft fehlt jedoch
ein Gefuhl fir die Verhaltnismagigkeit des Einsatzes; UbermaRiger Gebrauch von Kosmetika
in jungen Jahren sowie mangelndes Verstandnis fur die Zusammenhange mit
dermatologischen Krankheitsbildern kénnen die Barrierefunktion der Haut beeintrachtigen,
Poren verstopfen oder allergische Reaktionen auslésen. Auch die Hautmikroflora kann durch
die Inhaltsstoffe von Kosmetika zusatzlich beeintrachtigt werden.

Im Folgenden sind jene Erkrankungen aufgelistet, bei welchen entweder Hilfsstoffe von
Kosmetika und Pflegeprodukten oder die hauteigene Mikroflora malfigeblich an der

Pathogenese beteiligt sind.

3.3.1 Akne vulgaris

Die Akne betrifft in mehr oder minder starker Form nahezu alle jungen Menschen wahrend der
Pubertat und wird maf3geblich durch die in diesem Zuge erfolgende hormonelle Umstellung
verursacht. Eine Kombination aus verstérkter Talgproduktion und einer Verhornungsstérung
des Ausganges der Talgdriisenfollikel fiihrt zunachst zur Ausbildung von Komedonen. Ein
Pfropf aus Talg und verhornten Zellen verhindert dabei die regulare Ausscheidung des
weiterhin produzierten Talgs, Uber eine nachfolgende Entziindungsreaktion kénnen Papelin,
Pusteln und Knoten entstehen [74][7]. Der maRgebliche Anteil freier Fettsauren auf der
menschlichen Haut wird durch die hydrolytische Aktivitat der Malassezia-Hefen gebildet. So
entsteht das typische, leicht saure Hautmilieu. Auch in offenen, entziindeten Komedonen
finden sich viele Malassezia-Sprof3zellen [75]. Das am Akroinfundibulum bestehende
Talgreservoir bietet den perfekten Nahrboden fir Keime und ermoglicht so eine starke
Vermehrung, insbesondere fur anaerobe Erreger wie Propionibacterium acnes. Beim Abbau
des Talges durch Exoenzyme entstehen vermehrt freie Fettsauren, das Milieu wird saurer und
das Gleichgewicht der Hautmikroflora gestért. Dies verstarkt den komedogenen Prozess und
kann eine Immunantwort provozieren. Dadurch entstehen eitrig gerotete Pusteln und
Knétchen, ebenso wie die typischen AMitesserfi mit verfarbtem Pfropf [74]. Eine bereits
bestehende Entziindungsreaktion kann sich durch den Einfluss &uRerer Faktoren, wie
beispielsweise das Eroffnen der Komedome oder das Aufbringen von Cremes verstérken. Eine

dauerhafte Verschlechterung des Hautbildes bis hin zur Narbenbildung kann die Folge sein.
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Die sogenannten Kosmetikakne, oder Akne cosmetica, entspricht in ihrem &ul3eren
Erscheinungsbild der Akne vulgaris und wird durch den Kontakt mit verschiedenen
Inhaltsstoffen von Kosmetika ausgelést. Das typische Erstsymptom sind dicht
beieinanderliegende, geschlossene Komedome, welche sowohl als Reaktion auf nattirliche als
auch kunstliche Stoffe entstehen kdnnen [76]. Beispiele hierfir sind Fettsauren,
Fettsaureester/-ether, Fettalkohole und diverse pflanzliche Ole. Ihr Einfluss variiert tiber den

Gehalt im Praparat und die jeweiligen Abbauprodukte durch den mikrobiellen Stoffwechsel.

Infaitar werhomizr
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Abbildung 8: Pathogenese der Akne vulgaris [77]

3.3.2 Periorale Dermatitis

Die Periorale Dermatitis oder Mundrose tritt, wie der Name bereits vermuten lasst, im Gesicht
um den Mund herum auf und verursacht typischerweise brennende, entziindliche Rétungen
mit Juckreiz. Spater bilden sich ca. 2 mm grof3e Papeln mit Eiterblaschen aus. Die Ursache ist
eine Intoleranzreaktion der Haut als Reaktion auf eine exzessive Nutzung von Kosmetika und
Hautpflegeprodukten. Si e wi rd auch alksr a MISh @ iwtafi d ebseszeeni ¢ h r
typischerweise Frauen im jungen bis mittleren Alter betroffen sind, dieser Berufsstand
typischerweise bei recht trockenen Luftverhaltnissen arbeitet und viele Kosmetika anwendet
[78]. Durch die Uberpflegung wird die natiirliche Barrierefunktion geschadigt und der Saure-
Lipid-Schutzmantel nicht ausreichend nachproduziert. Beispielsweise verursachen
Feuchtigkeitscremes ein Aufquellen des Stratum corneum und fihren so zu weiterem
Wasserverlust [79]. Auch die mechanische Irritation wahrend Peelings oder vorangegangene
Lokalbehandlungen mit Glukokortikoiden sollen Kofaktoren sein. Die Betroffenen versuchen
meist, die entstehenden Hautverdnderungen zu Uberschminken oder besonders stark zu

pflegen, was jedoch nur zu einer Verschlimmerung der Symptome fiuihrt. Die Therapie besteht

17



in einer strengen Abstinenz von Hautpflegeprodukten und Kosmetika bis zum vollstandigen
Abheilen der Effloreszenzen. Diese bis zu 8 Wochen andauernde Regenerationszeit ist

psychisch oft eine grofRe Belastung fur die Betroffenen.

Abbildung 9: Periorale Dermatitis [78]

3.3.3 Rosacea

Rosacea wird manchmal falschlicherweise als eine Unterart der Akne bezeichnet und befallt
hauptsachlich hellhdautige Menschen. Es handelt sich um eine diffuse Hyperreaktivitat der
Blutgefal3e im Gesicht, bei welcher sich insbesondere zentrofazial Teleangiektasen, Pusteln
und Papeln ausbilden. Erstsymptome sind zu Beginn voriibergehende Erytheme an Hals,
Gesicht und Brustausschnitt, welche spater persistieren. Im Gegensatz zur Akne bilden sich
allerdings keine Komedome aus [45]. Als prinzipiell chronische Erkrankung entwickeln sich die
Symptome Uber mehrere Jahre mit phasenweise variierendem Auftreten. Haufig tritt eine
Exazerbation durch den Einfluss von Koffein, Alkohol oder Sonnenlicht auf [80].
Komplikationen konnen die Ausbildung von Hyperplasien des Bindegewebes oder der
Talgdrisen sein. Ein Zusammenhang mit Staphylococcus epidermidis ist nachgewiesen, die
genaue Rolle bleibt allerdings weiterhin unklar [81]. Therapieerfolge mit der lokalen Applikation
von Antibiotika deuten auf die Beteiligung eines bakteriellen Erregers bei der Pathogenese
hin.

Abbildung 10: Rosacea [82]
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3.3.4 Pityriasis versicolor

Die Kleienpilzflechte ist eine oberflachliche Mykose, welche das Stratum corneum der
menschlichen Haut befallt. Sie tritt typischerweise am oberen Torso, den Schultern und
proximalen Armen auf und verursacht zunachst scharf begrenzte, gelblich-braune Stellen. Als
verursachender Keim gilt Malassezia furfur, in den L&sionen finden sich aber auch vermehrt
andere Malassezia-Stamme wie M. globosa und M. sympodialis. Die vermehrte
Pigmentbildung wird vermutlich durch den Tryptophan-Stoffwechsel der Hefen verursacht,
welcher zur Bildung von Indolverbindungen fuhrt. Die Malassezia-Enzyme wandeln langkettige
Fettsauren in Azelainsaure um, diese inhibiert die Tyrosinase der Melanozyten. Diese
Hemmung der Melanogenese fuhrt zur Verdickung und Schuppung des Stratum corneum. Bei
direkter Sonnenbestrahlung blockiert der Teppich aus Malassezia-Zellen die UV-Strahlen und
verhindert eine Braunung des entsprechenden Areals. So erscheinen die zunachst leicht
braunlichen Effloreszenzen nun aufgehellt und es entsteht ein marmoriertes Muster, welches
auch als Landkartenphanomen bezeichnet wird. Diese fleckige Pigmentation gilt als

Leitsymptom der Erkrankung [83].

Abbildung 11: Pityriasis versicolor [84]

3.3.5 Atopische Dermatitis

Die meist unter der Bezeichnung Neurodermitis bekannte atopische Dermatitis verursacht als
chronisch entziindliche Dermatose schuppende und nassende Ekzeme mit starkem Juckreiz.
Die genaue Pathogenese ist bisher ungeklart, neben einer genetischen Disposition wird eine
herabgesetzte naturliche Hautbarriere oder Autoimmunreaktion vermutet. Auch eine IgE-
Sensibilisierung gegen Malassezia-Hefen wird diskutiert [85]. Lasionen in der Epithelschicht
ermdglichen das Eindringen von Dermatophyten und eine Verschlechterung der Symptome,
M. furfur wurde vermehrt in der Haut Betroffener nachgewiesen [86, 87]. Durch die
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geschadigte Barrierefunktion besteht die Mdglichkeit einer Superinfektion mit Staphylococcus

aureus, eine Eradikation sorgt haufig fir eine Besserung der Symptome.

Abbildung 12: Atopische Dermatitis [88]

3.3.6 Seborrhoische Dermatitis

Diese entzundliche Dermatose wird durch chronische oder in Schiiben auftretende Ekzeme
charakterisiert und tritt meist in talgdriisenreichen Arealen, wie dem Oberkorper oder Gesicht
auf. Charakteristisch ist die vermehrte Produktion von Sebum, sowie die Ausbildung von
fettigen, wei3-gelben Hautschuppen. Diese L&sionen sind selten symptomatisch und meist
ausschlie3lich kosmetisch storend, die weit verbreiteten Kopfschuppen z&ahlen als milde
Ausprdgung oder Frihmanifestation der Erkrankung. Haufig wird eine begleitende
Entzindungsreaktion mit Hautrétungen beobachtet. Vermutet wird eine Mitbeteiligung an der
Pathogenese durch die Mycellenform vom M. furfur; die Dichte der Hefepopulationen korreliert
mit der Schwere des Krankheitshildes [89].

Ebenso besteht der Verdacht, dass der Verstoffwechselung von Olséure durch M. globosa
eine Entscheidende Rolle zukommt [85]. Auf eine Beteiligung von Erregern der Hautmikroflora
weist zudem die haufig erfolgreiche Therapie mit antimykotisch und antibakteriell wirksamen
Shampoos hin. Durch die vermehrte Sebumproduktion finden Malassezia-Hefen ideale
Bedingungen zum Verstoffwechseln der Fette vor. Daraus resultiert eine veranderte
Zusammensetzung der Lipide der Hautoberflache, bei Erkrankten herrscht ein hoher Antell
langkettiger freier Fettsauren vor [85]. Dieser ist vermutlich in der Hydrolyse von Cholesterol
und Triglyceriden am Infundibulum der Talgdriisen durch die Dermatophyten begriindet.
Kommt es aufgrund eine herabgesetzten Barrierefunktion zum Eindringen freier Fettsauren in
die obersten Hautschichten, konnen pathologische Veranderungen und

Entzindungsreaktionen die Folge sein [90].
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Abbildung 13: Seborrhoische Dermatitis [91]

21



3.4 Kosmetische Hilfsstoffe

Die Haut ist als grotes menschliches Organ an zahlreichen Aufnahme- und
Ausscheidungsprozessen beteiligt und somit fur eine Vielzahl an Stoffen prinzipiell permeabel.
Diese Fahigkeit kann zwar zur Diagnostik und Therapie genutzt werden, birgt allerdings auch
Gefahren. Der Kontakt mit irritierenden oder schadlichen Stoffen kann zur Aufnahme der
Toxine in den Blutkreislauf, Schadigung der Barrierefunktion und somit erhéhter
Infektanfalligkeit fihren.

Kosmetika sind Formulierungen, welche zur Pflege, Reinigung, Schutz vor duReren Einflissen
oder der Veranderung des auReren Erscheinungsbildes verwendet werden. Sie dienen der
Pflege und dem Erhalt eines gesunden Hautbildes, sollen einer Dehydration vorbeugen,
Feuchtigkeit spenden, optisch glatten, Anzeichen von Hautalterung verbergen,
Unregelmafgigkeiten ausgleichen oder Hilfe bei harmloseren Hauterkrankungen bieten [92].
Durch Umwelteinflisse wie UV-Strahlung, Temperaturschwankungen oder chemische Stoffe
findet eine permanente Strapazierung und Schadigung unserer Haut statt. Dies fuhrt zum
Entziehen oder der Zerstbérung hauteigener Lipide und einem verdndertem
Flussigkeitshaushalt. Eine ausgewogene, an individuelle Bedurfnisse angepasste Pflege kann
durch zuriickhaltende, angemessene Anwendung ein gesundes Erscheinungsbild férdern und
Krankheiten vorbeugen [93]. In Kosmetika finden sich fur gewdhnlich deutlich geringere
Wirkstoffkonzentrationen als in der Dermatologie, meist reicht schon die wirkstofffreie
Grundlage fiir einen sichtbar positiven Effekt aus [93].

In den regulatorischen Rahmbedingungen der europaischen Kosmetikverordnung sind tber
1.000 verschiedene Hilfsstoffe und deren Konzentrationen aufgefuihrt, welche je nach Funktion
und Eigenschaften unterteilt sind. Die Einstufung erfolgt in den Kategorien unbedenklich,
eingeschrankt zugelassen und verboten [93][94]. Als Hilfsstoffe werden jene Bestandteile
bezeichnet, welche zu Er hal tung wund Optimierung der
gal eni schen SRroaukte Ibeigefagt fverdehe[®3]. Zu den in den meisten
Formulierungen verwendeten Hilfsstoffen zahlen beispielsweise Konservierungsstoffe,
Ldsungsvermittler, Emulgatoren, Konsistenzgeber und Emollientien. Obwohl bis zur
Zulassung jedes Stoffes eine grof3e Zahl verschiedenster Tests und Kontrollen durchlaufen
werden muss, kommt es immer wieder zu potenziell schadlichen Wechselwirkungen [31].

Je nach Anwendungsgebiet und gewlnschter Konsistenz werden Cremes, Gele, Pasten,
Lotionen, Losungen, Lacke, Stifte, Pulver, Puder und Aerosole unterschieden [95]. Jede dieser

Darreichungsformen stellt individuelle Anspriiche an die entsprechende Formulierung.
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3.4.1 Konservierungsstoffe

Konservierungsstoffe dienen dem Schutz vor der Ansiedelung mikrobieller Lebewesen und
der Verunreinigung durch Oxidation, wodurch die allgemeine Haltbarkeit bis zu einem
definierten Datum gewahrleistet werden soll. Konservierungsstoffe sind meist partiell
wasserloslich, gut penetrationsfahig und chemisch reaktionsfreudig [93, 96]. Um eine optimale
Wirkung auf ein mdglichst breites Keimspektrum zu erzielen, werden verschiedene Stoffe
kombiniert. Meist entfalten sie ihre Wirkung durch eine Anheftung an die Zellwand der
entsprechenden Mikroorganismen, wodurch transmembrane Transportwege blockiert und die
Stoffwechselaktivitat gehemmt wird [97]. Dies bewirkt je nach Konzentration einen
mikrostatischen bis mikroziden Effekt. Im Zuge der Wandlung des 6kologischen Bewusstseins
der Bevdlkerung, dem Anstieg von allergischen Pradispositionen und dem Trend zur
Verwendung natirlicher Inhaltsstoffe, stehen synthetische Konservierungsstoffe zunehmend
in der Kritik. Die alternativ verwendeten atherischen Ole, Alkohol oder Glycerin sind aus
dkonomischer Sicht meist nicht sinnvoll, da Produktion, Lagerung und Verarbeitung wesentlich
teurer und aufwandiger sind. Zudem kénnen natirliche Inhaltsstoffe ebenfalls irritierend oder
allergen wirken [93]. Insbesondere Emulsionen aus wassriger Losung mit sehr fein
dispergierten Fetten sind stark gefahrdet fur Verkeimungen [96]. Auch das wiederholte Offnen
der Produkte sowie der Kontakt mit potenziell keimbelasteten Bereichen wie Mund oder
Handen begiinstigt das Einbringen von Keimen. Natirliche Ole und Fette bilden als
Stoffgemische perfekten Nahrboden fiir eine Vermehrung. Insbesondere bei Personen mit
geschwachtem Immunsystem, wie Kindern oder vorerkrankten Menschen, kann es bei einem
Keimbefall durch entstehende Spaltprodukte und Toxine zu schweren Infektionen kommen
[93]. Die Verwendung von Konservierungsstoffen ist daher heutzutage nicht nur in der
Kosmetik-, sondern auch in der Lebensmittelbranche allgemein Ublich. Lipidhaltige
Formulierungen mit vielen ungesattigten Bindungen in den Alkylkomponenten sind aul3erst
anfallig for die Oxidation durch Sauerstoff. Durch eine chemische Umwandlung der
Inhaltsstoffe konnen gesundheitsgefahrdende Spaltprodukte und freie Radikale entstehen.
Um diesen Effekten vorzubeugen, werden anfallige Produkte heutzutage meist sauerstoffarm
und in lichtundurchlassigen Behéltnissen gelagert [93].

Konservierungsstoffe kdbnnen bei sensitiven Hauttypen schon in geringen Konzentrationen zu
Irritationen oder allergischen Reaktionen fuhren, in hoheren Konzentrationen wirken die

meisten Konservierungsstoffe sehr aggressiv [93].
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3.4.2 Emulgatoren

Emulgatoren werden auch als Tenside oder Lésungsvermittler bezeichnet. Es handelt sich
dabei um amphiphile Molekiile, was bedeutet, dass sie sowohl lipophile als auch hydrophile
Komponenten beinhalten. Dies befahigt sie dazu, die Oberflachenspannung einer Flissigkeit
oder die Grenzflachenspannung zweier Phasen so weit herabzusetzen, dass ein Kontakt der
einzelnen Bestandteile bzw. Moleklile mdglich wird. Dieser Vorgang wird auch als
Solubilisierung bezeichnet. In einer idealen Formulierung werden die Bestandteile so fein
vermengt, dass die Mischung stabil ist, die einzelnen Phasen sich also nicht mehr trennen [98,
99].

Je nach eingesetzter Formulierung und dem angedachten Verwendungszweck werden bis zu
25%ige Tensidkonzentrationen eingesetzt [100]. Tenside erhéhen die Loslichkeit
hauptséachlich durch Micellenbildung. Dies trifft meist auf Reinigungslotionen zu, bei welchen
durch eine waschaktive Wirkung tberschissiger Talg und Schmutzpartikel entfernt werden
sollen. Da auch hauteigene Lipide ausgeltst werden, ist eine zusétzlich Pflege unerlasslich fir
solche Produkte.

In stabilen Emulsionen wie Cremes und Salben werden zwischen 5 % und 20 % Emulgatoren
eingesetzt, sie dienen der Einarbeitung nicht wasserldslicher Hilfs- und Wirkstoffe in die
Formulierung [101]. Fur das Erzeugen einer stabilen, homogenen Vermischung, sind diese
Losungsvermittler obligat [93].

Durch ihre Beféhigung zum Herauslésen hauteigener Lipide findet eine nicht unerhebliche
Beeintrachtigung des Saure-Lipid-Schutzmantels statt. Dies kann zu Hautbarrierestérungen,
Rissen oder lIrritationen fihren und erleichtert das Eindringen von Schadstoffen und
Krankheitserregern [98]. Bei einem herabgesetzten Feuchtigkeitsspeicher erhdht sich der
transepidermale Wasserverlust, die ausgetrockneten Stellen roten sich, es kann zu Juckreiz
und Ekzembildung kommen [102]. Zudem erh6éhen Emulgatoren in geringem MaRe die
Penetrationsfahigkeit von Formulierungen, da sie in hoheren Konzentrationen keratolytisch
wirken konnen. Dies verstarkt die schadigende Wirkung mdéglicher vorhandener Toxine und
Spaltprodukte [103].

3.4.3 Konsistenzgeber

Konsistenzgeber werden auch als Verdickungsmittel, Wachse oder Gelbildner bezeichnet und
erhbhen die Viskositat eines Gemisches. Wasserlosliche Gelbildner wie Hydroxyethyl
cellulose oder Acrylamid bilden gelartige Strukturen, welche je nach Konzentration wassrige
Ldsungen nur leicht andicken oder Emulsionen komplett verfestigen [95]. Durch lineare oder

verzweigte Makromolekiile binden sie Wassermolekille und erzeugen so eine zdhe bis

24



cremige Konsistenz. Dieser Effekt erleichtert die Lagerung und das Auftragen der Produkte
und wird insbesondere in Shampoos, Cremes und Salben gewtnscht [30].

Wachse finden als lipophile Konsistenzgeber Verwendung in vielen Formulierungen. Wachse
sind Ester aus einem langkettigen, einwertigen Alkohol und einer Fettsdure [93]. Durch ihre
von Natur aus hohe Viskositat erh6hen sie die Stabilitat des Produktes und sorgen fir eine
halbfeste bis feste, eher fettige Haptik [104]. Je nach Produkt ist genau dieser Effekt
gewiinscht, insbesondere bei Pflegeprodukten fiir sehr trockene Haut oder bei extremer Kélte.
Hier reicht je nach verwendetem Wachs bereits eine wirkstofffreie Zusammensetzung fur einen
sicht- und spurbaren Pflegeeffekt aus.

Haufig verwendete Wachse sind Bienen-, Carnauba- und Wollwachs. Neben Wachsen
existieren noch zahlreiche andere lipophile Konsistenzgeber wie beispielsweise Cetylalkohol,
Hartfett oder Paraffin.

3.4.4 Emollientien

Emollientien bilden in festem oder flissigem Aggregatzustand die lipophile Basis vieler
Formulierungen. Zu ihnen zahlen beispielsweise Paraffine, natirliche, halbsynthetische und
synthetische Lipide, Wachse, Terpene, Sterole, Kohlenwasserstoffe, Fettalkohole und
Silikone. Sie besitzen haufig pflegende und weichmachende Eigenschaften [93], wirken
rickfettend, hautglattend und feuchtigkeitsbewahrend. Das Auftrage- und Einziehverhalten
von Formulierungen wird durch Emollientien mit niedriger Viskositat positiv beeinflusst.
Pflanzendle, welche einen hohen Gehalt an mehrfach ungesattigten, langkettigen Fettsauren
besitzen, bestehen meist aus komplexen Stoffgemischen mit individuellen Eigenschaften
[105]. Sie bestehen aus mit Glycerol veresterten Fettsauren und unterscheiden sich vor allem
in der Zusammensetzung und Konzentration der Fettsauren. Ihr naturlicher S&uregehalt
erma@glicht ein gutes Einfigen in die Hautstruktur, wodurch der transepidermale Wasserverlust
reduziert wird. Haufig verwendete Ole sind Erdnussoél, Olivendl, Sonnenblumendl oder
Rizinusdl. Haufig haben sie selbst schon pflegende Eigenschaften und wirken
konsistenzsenkend. Nattrliche Fette neigen allerdings dazu, unter dem Einfluss von Warme,
Sauerstoff und Licht Ubelriechende Spaltprodukte zu bilden, was die Lagerung erschwert [93,
9g].

Mineralische Fette wie Paraffindl sind relativ stabil gegentiber Sauerstoff, Wasser und
mikrobiellem Abbau und dadurch wesentlich haltbarer. Zudem sind diese Ester aus
langkettigen Fettalkoholen und Fettsauren [98] einfach in der Herstellung und wesentlich
preiswerter als nattrliche Emollientien. Einziger Effekt ist die Hautglattung, sie erzielen keine

Resorption oder Regeneration der Haut [106].
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Die Gruppe der Silikone besteht aus synthetischen Polymeren, bei welchen Siliziumatome
Uber Sauerstoffatome zu Molekilketten oder -netzen verknlpft sind. Sie bewirken eine gute
Spreitfahigkeit und bilden haufig sogar einen geschlossenen Film, haben selbst allerdings

keine Wirkung auf das Stoffgleichgewicht der Haut [106].

3.4.5 Sonstige Hilfsstoffe

Insbesondere in der dekorativen Kosmetik kommen zahlreiche Hilfsstoffe zum Einsatz, bei
welchen eine Resorption von Seiten der Haut explizit nicht gewlnscht ist. Hierzu zahlen
beispielsweise Pigmente sowie Duft- oder Farbstoffe, welche Geruch, Farbe und Textur der
Haut beeinflussen sollen [95]. Auch diese Stoffe kdnnen zu unerwiinschten Reaktionen, wie
Hautirritationen oder Infektionen, flihren. Insbesondere durch Kontaminationen oder
aggressive Spaltprodukte kann es zu Hautschadigungen kommen. Daher ist eine
umfangreiche Testung vor Freigabe sowie die Einhaltung von Lagerungsempfehlungen und
Mindesthaltbarkeitsdatum essenziell.
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3.5 HPTLC in der Analytik von Lipiden

3.5.1 Fettsauren

Fettsduren sind langkettige Kohlenwasserstoffe mit einer Carboxylgruppe und einer fir
gewohnlich gerade Anzahl von C-Atomen. Eine gesattigte Fettsaure beinhaltet keine
Doppelbindung in der Kohlenstoffkette, eine ein- bzw. mehrfach ungesattigte Fettsaure
beinhaltet eine bzw. entsprechend mehrere Doppelbindungen. Triglyceride bestehen aus dem
dreiwertigen Alkohol Glycerin und drei veresterten Fettsauren. Ein Mono- bzw. Diglycerid

besitzt entsprechend eine bzw. zwei veresterte Fettsauren.

Glycerin 3 Fettséuren, varlabel

Abbildung 14: Aufbau eines Triglycerids [93]

Die Anzahl der C-Atome Kkorreliert direkt mit der Viskositat der Fettsauren; je langer die
Kohlenwasserstoffkette ist und je weniger Doppelbindungen sie beinhaltet, desto héher ist der
Schmelzpunkt. Je nach Kettenlange spricht man von kurzkettigen (bis zu 7 C-Atome),
mittelkettigen (bis zu 12 C-Atome) und langkettigen Fettsauren. Die folgenden Fettsauren
wurden in den Versuchen verwendet, daher werden deren Aufbau und Eigenschaften genauer

beschrieben:

Caprinsaure, auch Decansaure genannt, ist eine gesattigte Fettsaure und beinhaltet 10 C-
Atome. Sie ist in ihrer reinen Form ein kristalliner Feststoff mit niedrigem Schmelzpunkt
bei 31,6 °C und schwer wasserloslich. Im menschlichen Kérper ist sie Bestandteil des
Schweil3es [107, 108].
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Abbildung 15: Aufbau der Caprinsaure [109]

27



Olsaure ist eine einfach ungesattigte Fettsaure mit mittelstandiger cis-Doppelbindung und
beinhaltet 18 C-Atome. Sie ist in ihrer reinen Form eine klare, 6lige Flissigkeit mit braun-
gelblicher Farbe und einem sehr niedrigen Schmelzpunkt bei 17 °C. Sie ist ein haufiger
Bestandteil vieler nattrlicher Fette wie Mandel- oder Olivendl und wird oft als Hautpflegemittel
eingesetzt, welches die Penetration lipophiler Stoffe fordert und hautglattend sowie

feuchtigkeitsspendend wirkt. Im menschlichen Kérper ist sie Bestandteil des Hauttalges [110].

VMOH

Abbildung 16: Aufbau der Olsaure [111]

Palmitinsaure ist eine gesattigte Fettsaure und beinhaltet 16 C-Atome. Sie ist in ihrer reinen
Form eine helle wachsartige Masse mit hohem Schmelzpunkt bei 62,9 °C. Sie ist Bestandteil
vieler naturlicher Fette und Wachse und wird oft als Emulgator, Konsistenzgeber oder
Seifengrundlage verwendet. AuRerdem ist sie am Saureschutzmantel und der Barrierefunktion
der Haut beteiligt [107, 108].

O

/\/\/\/\/\/\/\)’\OH

Abbildung 17: Aufbau der Palmitinsaure [112]
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3.5.2 HPTLC-Analyse

Eine HPTLC ermdglicht die Qualitative und Quantitative Beurteilung von Lipidgemischen. Die
Kombination aus Hochleistungsdinnschichtchromatographie und Densitometrie kommt in
diesem Projekt bei der Analytik der getesteten Hilfsstoffe zum Einsatz.

Dieses plantarchromatographische Verfahren ist eine Trennmethode, welche mittels einer
stationdren und einer mobilen Phase die verschiedenen Lipide voneinander trennt. Die
stationdre Phase besteht aus einer mit Silicagel beschichteten Platte aus Aluminium oder
Glas. Nach dem Auftragen des zu analysieren Gemisches und der Vergleichsstoffe flief3t die
mobile Phase durch die Stationare und trennt die einzelnen Komponenten voneinander.
Nachdem die mobile Phase von der Platte entfernt wurde, konnen die Einzelsubstanzen

detektiert und deren Signalstarke in einem Densitogramm graphisch dargestellt werden.
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Abbildung 18: Densitogramm der Auftrennung von Farbstoffen [113]

In der Abbildung ist links die Signalstarke der Substanzen in Korrelation mit der Laufstrecke
der Stoffe gezeigt. Die Peakhdhe korreliert dabei direkt mit der vorhandenen Stoffmenge. Die
Auftrennung erfolgt durch die unterschiedliche Polaritdt der Substanzen und deren
Molekulgrofie. Beispielsweise ist Glycerin mit drei Hydroxylgruppen deutlich polarer als eine
Fettsdure mit einer einzigen lange Kohlenwasserstoffkette. Je langer eine
Kohlenwasserstoffkette ist, desto unpolarer verhalt sie sich [114]. Polare Stoffe in der mobilen
Phase gehen Wechselwirkungen mit der ebenfalls polaren stationaren Phase ein, haben
dadurch eine kirzere Laufstrecke und einen niedrigeren R-Wert als unpolare Substanzen
[115].

Der Wert, welcher das Verhéaltnis von zurtickgelegter zur gesamten Laufstrecke wiedergibt,
wird Ri-Wert genannt [116].
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a
Y =
a (Formel 1: R-Wert)

& = Wanderstrecke der Substanz
& = Wanderstrecke des Laufmittels, gemessen ab Probeauftrag

Die folgende Tabelle wurde nach Vorversuchen zur Auftrennung von Lipidgemischen von J.
Lehnhardt und P. Mayser et. al. erstellt und ermdglicht die Zuordnung von verschiedenen
Substanzklassen zu Ri-Werten [117, 118].

Substanzklasse Ri-Wert
Monoglyceride 0,050
Diglyceride 0,065
Oleylalkohol 0,19

Freie Fettsauren 0,19-0,30
Triglyceride 0,41
Fettsaureethylester 0,60

Tabelle 1: R--Werte verschiedener Lipidklassen
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4 Material & Methoden

4.1 Gerate und Materialien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Gerate und Materialien sind in Tabelle 1, die

eingesetzten Chemikalien in Tabelle 2 aufgeflhrt. Tabelle 3 listet die in den Versuchen

verwendeten Keimspezies auf, die zugehorigen Teststoffe sind in Tabelle 4 - 7 zu finden.

4.1.1 Gerate

Gerat/Software

Hersteller/Spezifikation

Anaerobe Kammern
Analysenwaage
Betriebssystem PC Win7
Brutschrank
DC-Tauchgeréat-fix Il
Doppeltrogkammer
Durchlichtmikroskop
Heizplatte mit Magnetriihrer
HPTLC Software: winCATS®
Kamera

Linomat 5

Shaker & Mixer
Sterilwerkbank (MSW Airstream)
Probendosierspritze
Tischzentrifuge

TLC Scanner 3
UV-Spektralphotometer
Vortexe-Schiittler

Waage

Wasseraufbereitungsanlage

n.b.

Mettler Toledo, XPE 206
Microsoft

Memmert, IF30

Lothar Baron Laborgerate

Camag

DM 750 Leica

VWR, VMS-A S040

Camag, Version 1.4.4.6337
MC170 HD Leica

Camag

VWR international

ESCO, AC2-4E8

Hamilton Linomat Syringe

Hettich, Mikro 20 Eppendorf, 5424
Camag

VWR, UV-1600PC

VWR Analog Vortex Mixer

Kern & Sohn GmbH, PLS 1200-3A
VWR, Puranity PU 15

Tabelle 2: Verwendete Geréate und Materialien



4.1.2 Chemikalien

Chemikalien Charge/LOT -Nr. Hersteller
Aceton 1.00014.2500 Merck
Agar-Agar 456251278 Roth
Ameisensaure 1.00264.0000 Merck

Brain Heart Infusion Broth BCBV9464 Sigma Aldrich
Casein-Soja-Pepton-(CASO)-Agar 357261458 Roth
CASO-Bouillon 481178458 Roth
Chloramphenicol SLBR8868V Sigma Aldrich
Chloroform 1024451000 Merck
Cholesterol 14606 Fluka

Columbia Blood Agar n.b. n.b.
Cycloheximid MKCC2330 Sigma Aldrich
Diethylether 59202 Roth

Ethanol (HPLC-grade) 153386F VWR
Ethyldiglycol (Transcutol) 156412 Gattefossé
Glucose D(+) 304217298 Roth

Glycerol 16230802 Caesar & Loretz
Hefe-Extrakt A0385557 Acros Organics
n-Hexan 4723.3 Roth
HPTLC-Glasplatten, Kieselgel 60 F2sa 1.05642.0001 Merck
Isopropanol (2-Propanol) 20880.320 VWR
Kaliumdihydrogenphosphat n.b. n.b.
Kaliumhydroxid 26670.294 VWR

Laktose Monohydrat 16231215 Caelo
Malzextrakt VM804197732 Merck

Methanol (HPLC-grade) 20864.320 VWR

Mitis Salivarius Agar BCBT7429 Sigma Aldrich
Natives Olivendl 17361101 Caesar & Loretz
Natriumchlorid 106404 VWR
Ochsengalle 6067884 Becton Dickinson
PEG-Caprylic/Capric Glyceride (Labrasol) 166533 Gattefossé
Pepton aus Casein, pankreatisch verdaut 91079-10-2 Merck

Pepton aus Soja 297251438 Roth

Potassium Tellurite 7790-58-1 Sigma Aldrich
Primulin MKBT2168V Sigma Aldrich
Schafblut mit Heparin 27248 Acila

Silikonél Typ 350 (Dimethicon 350) 17090204 Caesar & Loretz

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien
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4.1.3 Teststoffe

Im Folgenden sind alle getesteten Hilfsstoffe und Formulierungen mit den bei den
Wachstumsversuchen der Bakterien verwendeten Konzentrationen aufgelistet. Zur besseren
Ubersicht wurden die Stoffe nach ihrem Einsatz und zuséatzlich nach ihren chemischen
Eigenschaften unterteilt. Die primar lipophilen Stoffe sind schwarz hinterlegt, die hydrophilen
Stoffe wurden grau markiert. Die Verdliinnung erfolgte bei den Bakterien meist mit Wasser,
sollte ein anderes Ldsungsmittel verwendet worden sein wird dies direkt unter der
entsprechenden Tabelle erwadhnt. Um die Verarbeitung zu vereinfachen, wurden bei den
Stoffen mit einem + hinter der verwendeten Konzentration zusatzlich 5 % des
Ldsungsvermittlers Labrasol hinzugefiigt. Die genaue Auflistung der als divers bezeichneten

Konsistenzgeber erfolgt in dem Kapitel Ergebnisse.

INCI Bezeichnung/ Handelsname Charge Hersteller Konz.

Tabelle 4: Auflistung der getesteten Konservierungsmittel

INCI Bezeichnung/ Handelsname Charge Hersteller Konz.
Bienenwachs/Cera alba n.b. Gustav Heess 2% +

@ Carnaubawachs 8015-86-9 Thermo Fischer 2% +

)

.5 Cetylstearylalkohol/Lanette O n.b. Franken Chemie 2% +
Cetyl palmitate 11E12-NO3 Fagron 2% +

@

[

i)

o

©

)

Tabelle 5: Auflistung der getesteten Konsistenzgeber

33



INCI Bezeichnung/ Handelsname Charge Hersteller Konz.
5 2  Wollwachs n.b. Deutsche Lanolin 5% +
&2 Gesellschaft
Glyceryl oleate/Tegin OV n.b. n.b. 5%+
Glyceryl stearate n.b. Franken Chemie 5%+
Methyl glucose isostearate/ D716302348 Evonik Nutrition & 5 0% +
Isolan IS Care
PEG-7 Glyceryl cocoate/ E616220334 Evonik Nutrition & 59 +
Tegosoft GC Care
Polyglyceryl-3 caprate/ E616723617 Evonik Nutrition & 59 +
5 Tegosoft PC 31 Care
8 Polyglyceryl-3 oleate/lsolan GO 33 E615404275 (E:‘;‘r’g'k Nutrition & 5% +
5
B Span 80 n.b. nb. 5% +
3]
- Sucrose stearate/Surfhope 1803F 8310910A Mitsubishi-Kagaku 5 % +
@ Foods Corporation
3
@
<
IS
>
n
© @
S<
293
c @
2K
o Cetyl PEG/PPG-10/Dimethicon/ n.b. Franken Chemie 5% +
o Abil EM 90
S
=
o
o
0 5
o=
c =
gE
ae

Tabelle 6: Auflistung der getesteten Emulgatoren
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INCI Bezeichnung/Handelsname Charge Hersteller Konz.
Avocadodl 16104703 Caesar & Loretz 100 %
Erdnussol 16249502 Caesar & Loretz 100 %
Jojobadl 16070601 Caesar & Loretz 100 %
Leindl 16321103 Caesar & Loretz 100 %
é Mandel6l 16327303 Caesar & Loretz 100 %
S Nachtkerzens| 16281307 Caesar & Loretz 100 %
|_|E_| Olivendl 17038702 Caesar & Loretz 100 %
% Rapsal 16185001 Caesar & Loretz 100 %
5 Rizinussl 16200007 Caesar & Loretz 100 %
2 Sesamdl 16312501 Caesar & Loretz 100 %
Sojadl 16081309 Caesar & Loretz 100 %
Traubenkerndl 16092409 Caesar & Loretz 100 %
Weizenkeimol 16137405 Caesar & Loretz 100 %
Caprilic/Capric triglyceride/Miglyol 812 18118803 Caesar & Loretz 100 %
Cetearyl isononanoate/Cetiol SN n.b. BTC Europe 100 %
. Decyl oleate/Coco-caprylate/Cetiol LC ~ CE91220012  Cognis 100 %
§ Decyl oleate/Kollicream DO 13291602 Caesar & Loretz 100 %
E Ethyl linoleate n.b. n.b. 100 %
E‘% Ethyl oleate/Acros 98 % n.b. Acros Organics 100 %
Q Ethyl oleate/Crodomol EO-LQ n.b. n.b. 100 %
% Isopropyl myristate 15438215 Caesar & Loretz 100 %
§~ Isopropyl palmitate n.b. Hansen & 100 %
Rosenthal
Octyldodecanol/Eutanol G n.b. BTC Europe 100 %
Oleyl oleate 15321701 Caesar & Loretz 100 %
Cyclopentasiloxan/Abil OSW5 n.b. Franken Chemie 100 %
§ Dimethicon/Abil 350 ES96502807  Evonik Nutrition & 100 94
% £ Care
- g Dimethicon 100/Silikonél 17004502 Caesar & Loretz 100 %
% ?’ Dimethicon 350/Silikondl 17090204 Caesar & Loretz 100 %
<=ED g Paraffin (dickfllssig) 14357202 Caesar & Loretz 100 %
- % Squalan (Sigma) n.b. Henry Lamotte OIl 100 %
* Squalen 98 % (Alfa Aesar) 111-02-4 Thermo Fischer 100 %

Tabelle 7: Auflistung der getesteten Emollientien
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Bezeichnung Charge Hersteller Konz.

Caprinsaure S4154869620 Merck 2%
Olsaure 10155605 Caesar & Loretz 2%
Palmitinsaure 111162095 Carl Roth 2%

Tabelle 8: Auflistung der getesteten Fettsauren

Die Fettsauren wurden mit einer Konzentration von 2 % in dem in Vorversuchen als inert

identifizierten Dimethicon 350 gelost.

Bezeichnung Charge Hersteller Konz.
6.1 n.b. Novigo 25%
6.2 n.b. Novigo 25 %

Tabelle 9: Auflistung der getesteten Formulierungen

Die genaue Zusammensetzung der Formulierungen 6.1 i 6.3 unterliegt zum Zeitpunkt der

Veroffentlichung dem Betriebsgeheimnis.

4.1.4 Keimspezies

Spezies Bezeichnung
Corynebacterium minutissimum DSMZ-Nr.: 20651
Propionibacterium acnes DSMZ-Nr.: 1897
Staphylococcus epidermidis DSMZ-Nr.: 28765
Staphylococcus gallinarum DSMZ-Nr.: 20610
Streptococcus mitis DSMZ-Nr.: 12643
Malassezia furfur CBS 7705
Malassezia globosa CBS PM1
Malassezia sympodialis CBS 7222

Tabelle 10: Verwendete Keimspezies
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4.2 Methoden

4.2.1 Kultivierung von Mikroorganismen auf Festmedien

Zu Beginn einer jeden Forschung mit Bakterien oder Pilzen steht die Wahl der Kultivierungsart.
Jeder Mikroorganismus bendtigt andere Umgebungsbedingungen, um optimal wachsen zu
kénnen. Als Grundlage findet sich meist eine organische Verbindung fur chemotrophe
Organismen oder Kohlenstoffquelle fir heterotrophe Organismen sowie Salze und ggf.
Geliermittel. Die Wahl der Methode bedingt nicht nur die bendétigten Materialien, sondern kann
auch Einfluss auf die Ausgangsbedingungen von mdglichen Tests nehmen. Agar-basierte
N&hrmedien bieten mit ihrer grof3en, ebenen Oberflaiche sowie der einfachen und
Ubersichtlichen Vermehrung, Vereinzelung, optischen Beurteilung und Unterscheidung der
Keime ideale Bedingungen. Die Keime kdnnen mit einer Impfése auf dem N&hrmedium
ausgestrichen werden und bilden dort je nach Dichte der Zellen einzelne Kolonien oder
komplette Keimrasen [119]. Nach einigen Vorversuchen (siehe Methodenentwicklung) erfolgte
aufgrund der gut verwertbaren ersten Ergebnisse und der grol3eren Nahe des Modells zur

menschlichen Haut die Festlegung auf Agar-basierte Nahrmedien.

4.2.1.1 Anzucht und Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung von Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus gallinarum und
Corynebacterium minutissimum erfolgt auf CASO-Agar. Propionibacterium acnes wird auf
Propioni-Agar kultiviert und Streptococcus mitis auf Columbia-Blutagar.

Eine zuvor selektierte Einzelkolonie des Bakteriums wird mit einer Impfése unter sterilen
Bedingungen auf einer 7,5 cm messenden Agarplatte ausgestrichen und im Brutschrank bei
38 °C fur 24 bzw. 48 Stunden inkubiert. Als obligat anerober Keim wurde P. acnes stets unter
anaeroben Bedingungen kultiviert.

Fur die Versuchsansatze wird der entstandene Zellrasen mit 10 ml 0,9%iger NaCl-Lésung
unter manuellem Abldsen mit einem Drigalskispatel von der Agarplatte entfernt und in ein
Reagenzglas Uberfiihrt. So kann eine festgelegte Zellzahl fir die Versuche gewahrleistet
werden. Sollte eine hohe Zellzahl gewiinscht sein kann anschlieBend durch Zentrifugation und

erneute Suspension die Flussigkeitsmenge reduziert werden.
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Bakterienstamm Anzuchtagar Inkubationsdauer

Staphylococcus epidermidis CASO-Agar 24 h
Staphylococcus gallinarum CASO-Agar 24 h
Corynebacterium minutissimum CASO-Agar 24 h
Streptococcus mitis Columbia-Blutagar 48 h
Propionibacterium acnes Propioni-Agar 48 h (anaerob)

Tabelle 11: Kultivierungsbedingungen der Bakterien

4.2.1.2 Anzucht und Kultivierung von Malassezia-Hefen

Fur die Anzlichtung und den Testaufbau der Hefepilze wird das mit der Hautoberflache
vergleichbare in-vitro-Testsystem nach Mayser [63] in angepasster Form Ubernommen. Mittels
einer Impfose erfolgt das Auftragen einer erbsengrof3en Menge Biomasse auf eine mit Olivendl
beschichtete Petrischale mit Dixon-Agar. Diese wird anschlie3end luftdicht verklebt und fiir 7
Tage bei 32 °C inkubiert.

Hefestamm Anzuchtagar Mangelagar Inkubationsdauer
Malassezia furfur Dixon-Agar Selektivagar 7d
Malassezia globosa Dixon-Agar Selektivagar 7d
Malassezia sympodialis Dixon-Agar Selektivagar 7d

Tabelle 12: Kultivierungsbedingungen der Hefepilze

Fir die Wachstumsversuche mite  p werden zunachst 100 pl des Teststoffes auf eine Platte
Selektivagar fir pathogene Pilze pipettiert, anschlieRend mittels einer Impfése eine
erbsengrolle Menge Biomasse hinzugegeben und das Gemisch dort gleichmaRig verteilt.
Diese wird anschliel3end luftdicht verklebt und fur 7 Tage bei 32 °C inkubiert.

Fur die Tests mit den Hefepilzen wurden bei nahezu allen Stoffklassen die gleichen
Konzentrationen verwendet wie bei den Bakterien, die Losung erfolgte allerdings meist in dem
in Vorversuchen als inert identifizierten Dimethicon 350. Die folgende Tabelle fasst die
verwendeten Gemische zusammen. Aufgrund der langen Inkubationszeit war keine
vollstdndige Testung aller Inhaltsstoffe méglich, die Liste der getesteten Stoffe ist in Kapitel 6

(Zusammenfassung & Diskussion) zu finden.
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Teststoff Losungsmittel Konz. [%]

Konservierungsmittel NaCl
- Butylenglykol 10
- Caprylylglykol 1
- Ethanol 20
- Pentylenglykol 5
- Propylenglykol 20
Konsistenzgeber Dimethicon 350 2
Emulgatoren Dimethicon 350 5
Emollientien - 100
Fettsduren Dimethicon 350 2
Formulierungen
- 6.1 Dimethicon 350 25
- 6.2 Dimethicon 350 25
- 6.3 NaCl 25

Tabelle 13: Konzentrationen der Teststoffe fur die Wachstumsversuche der Hefepilze

Die Auswertung der Plattenausstriche mit den Hefepilzen erfolgte rein optisch. Nach der 7-
tagigen Inkubationszeit wurden die Platten in einer Box vor dunklem Hintergrund abfotografiert
und der entstandene Zellrasen verglichen. Da die Hefepilze sehr charakteristische
Populationen bilden ist dieses Verfahren hier im Gegensatz zu den Wachstumsversuchen der

Bakterien moglich und zudem &ul3ert zeitsparend.

4.2.1.3 Herstellung von Nahrmedien

Die Herstellung der Nahr- und Mangelmedien erfolgt gro3tenteils nach dem gleichen Schema,
eine Abweichung ist zumeist die Zugabe von hitzeempfindlichen Stoffen nach dem
Autoklavieren bei einer festgelegten Temperatur. Im Folgenden wird die Herstellung von
CASO-Agar ausfuhrlich beschrieben, fir die weiteren Nahrmedien werden lediglich

Abweichungen erganzt.

Zunachst werden 40 g des bereits in der korrekten Zusammensetzung gelieferten Pulvers
abgewogen und in 100ml kaltem Aqua dest. gelost. Nach Zugabe von 900 ml auf 100 °C
erhitztem Aqua dest. wird der Agar unter stdndigem Ruhren mittels Ruhrfisch auf dem
Magnetruhrer kurz aufgekocht und anschlief3end bei 121 °C autoklaviert. Unter der Sterilbank
erfolgt das Ausgiel3en in Petrischalen der entsprechenden GrdéfR3e. Dabei ist Blasenbildung zu

vermeiden. Nach dem Erstarren konnen die fertigen Platten bei 7 °C im Kuhlschrank
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eingelagert
Zusammensetzung des CASO-Agars ist in der folgenden Tabelle aufgefiihrt [120].

werden. Die nach

dem Europaischen

Arzneibuch standardisierte

Bestandteile Menge [g]
Agar Agar 15
Casein-Pepton 15
Soja-Pepton 5
Natriumchlorid 5

Aqua dest. ad. 1000

Tabelle 14: Zusammensetzung des CASO-Agars

Analog zu der Herstellung von CASO-Agar werden die Bestandteile des Columbia-Blutagars
zunachst abgewogen und autoklaviert. Erst nach dem Autoklavieren und Abkihlen des Agars
auf 50 °C werden 100 ml steriles Schafsblut hinzugegeben und sorgfaltig untergemischt.

Bestandteile Menge [g]
Agar Agar 15
Brain-Heart Infusion 10
Natriumchlorid 5

Pepton aus Fleisch 10
Schafblut (nach Autoklav) 100
Aqua dest. ad. 1000

Tabelle 15: Zusammensetzung des Columbia-Blutagars

Analog zu der Herstellung von CASO-Agar werden die Bestandteile des Mitis-Salivarius-Agars
zunachst abgewogen und autoklaviert. Erst nach dem Autoklavieren und Abkihlen des Agars

auf 50 °C werden 1 g Potassium tellurite hinzugegeben und sorgfaltig untergemischt.
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Bestandteile

Menge [g]

Agar Agar 15
Peptic digest of animal tissue 5

Casein enzymatic hydrolysate 15
Dextrose 1
Sucrose 50
Kaliumdihydrogenphosphat 4
Trypan blue 0,075
Crystal violet 0,0008
Potassium tellurite (nach Autoklav) 1

Aqua dest. ad. 1000

Tabelle 16: Zusammensetzung des Mitis Salivarius Agars

Analog zu der Herstellung von CASO-Agar werden die einzelnen Bestandteile des Propioni-

Agars abgewogen, autoklaviert und ausgegossen.

Bestandteile Menge [g]
Agar Agar 20
Hefeextrakt 5
Casein-Pepton 10
DL-Natriumlactat 50% 15,7
Aqua dest. ad. 1000

Tabelle 17: Zusammensetzung des Propioni-Agars

Analog zu der Herstellung von CASO-Agar werden die einzelnen Bestandteile des Dixon-
Agars abgewogen, autoklaviert und ausgegossen.

Bestandteile Menge [g]
Agar Agar 20
Malzextrakt-Bouillon 36
Casein-Pepton 10
Ochsengalle 20
Cycloheximid 0,5
Chloramphenicol 0,5
Tween 40 10
Olivenol 2
Glycerol 2

Aqua dest. ad. 1000

Tabelle 18: Zusammensetzung des Dixon-Agars
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Analog zu der Herstellung von CASO-Agar werden die einzelnen Bestandteile des

Selektivagars fir pathogene Pilze abgewogen, autoklaviert und ausgegossen.

Bestandteile Menge [g]
Agar Agar 12,5
Soja-Pepton 10
Glucose 10
Cycloheximid 0,4
Chloramphenicol 0,05
Aqua dest. ad. 1000

Tabelle 19: Zusammensetzung des Selektivagars fur pathogene Pilze

4.2.2 Bestimmung des Zellwachstums

4.2.2.1 Tribungsmessung mittels Spektralphotometer

Fur die photometrische Tribungsmessung, auch OD-Messung genannt, wird ein UV/VIS-
Spektrometer bendtigt. Bei dieser Methode erfolgt die Bestimmung der Keimzahl indirekt; sie
wird h&aufig bei homogenen Suspensionen angewandt.

Von der zu testenden Flissigkeit werden 800 ul in eine Einwegkivette tGberfihrt und diese in
den Lichtstrahl des Photometers eingesetzt. Die gewahlte Wellenldange von 600 nm erzeugt
am Lichtsensor eine definierte Spannung. Der abweichende Brechungsindex von
Suspensionsmittel und geltsten Partikeln bzw. Zellen fiihrt Giber eine Streuung des Lichtstrahls
Zu einer Intensitatsdnderung des am Sensor auftreffenden Lichtes [121]. Dieser Wert wird von
dem Gerat erfasst und als Zahl ausgegeben, welche mit dem Grad der Trilbung korreliert.
Mithilfe einer zuvor empirisch ermittelten Kalibrierkurve kann die Zahl der Bakterien in der
getesteten Suspension Uber den korrelierenden mathematischen oder graphischen Weg aus

der optischen Dichte ermittelt werden [119].

Diese Methode lasst sich einfach, schnell und unkompliziert durchfiihren. Der gré3te Nachteil
ist die mangelnde Unterscheidung zwischen lebenden wund toten Zellen oder
Verunreinigungen. Daher wurde ein zusatzliches Verfahren zur definitiven Bestimmung der
Lebendkeimzahl etabliert. Bei der Testung der lipophilen Hilfsstoffe musste aufgrund der stark
abweichenden Werte durch Tropfchenbildung auf eine alternative Methode zurtickgegriffen

werden.
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4.2.2.2 Drigalski-Plattenausstrich-Verfahren

Das Drigalski-Plattenausstrich-Verfahren ermoglicht die Ermittlung der Lebendzellzahl. Zwar
ist diese Methode sehr zeit- und materialaufwendig, ermdglicht aber auch &ufRerst genaue
Ergebnisse. Zunédchst wird unter sterilen Bedingungen eine Verdinnungsreihe wie in
Abbildung 16 [122] beschrieben angelegt. Bei dieser werden 100 pl der Bakteriensuspension
in ein Eppendorf Gefal? mit 900 ul 0,9%iger NaCl-Lésung pipettiert und sorgfaltig vermischt.
Wiederholt man diesen Schritt mehrfach, wird eine dekadische Verdiinnung bis zu einer Stufe
ermdglicht, auf der eine spatere Auszahlung von Einzelkolonien durchgefiihrt werden kann.
Aus diesem letzten Gefal3 erfolgt die Entnahme von 100 pl der Suspension und das sorgfaltige
Verstreichen mittels Drigalski-Spatel auf dem entsprechenden Nahrmedium [119]. Je nach
Bakterium kénnen die gewachsenen Kolonien nach der anschlieRenden Inkubation von 24 bis
48 Stunden bei 38 °C ausgezahlt werden. Aus der Anzahl der KBE kann unter
Berlcksichtigung des aufgetragenen Volumens und des Verdinnungsfaktors die

Lebendzellzahl pro ml in der Ausgangslosung berechnet werden.
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Abbildung 19: Systematik einer Verdinnungsreihe

Das Drigalski-Verfahren wird in diesem Projekt nicht nur zur Auswertung der Testergebnisse
als Kontrolle fir die erhobenen OD-Werte verwendet. Auch fir den eigentlichen
Versuchsaufbau eignet sich die Oberflache des Agars gut, da Teststoff und Bakterien hier,

ahnlich wie auf der Haut, zusammengefihrt werden.
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4.2.2.3 Zahlkammer

Zur Ermittlung der Zellzahl Gber eine Zahlkammer wird zunachst 1 ml der Keimsuspension
homogen durchmischt und anschlie3end mit 10 pl Methylenblau angefarbt. Dies ermdglicht
die Differenzierung lebender und toter Zellen, da sich nur die lebendigen Zellen anfarben. Bei
ausreichender Grof3e der Zahlkammer werden 10 pl der gefarbten Keimldsung in den
Hohlraum zwischen dem Objekttrager und Deckglaschen der Kammer eingebracht. Nun
kénnen die Zellen unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt werden. Flr ein reprasentatives
Ergebnis sollte die Ausgangslésung so weit verdiinnt werden, dass in den Netzquadraten
annahernd 100 Zellen befinden. Anschlieend erfolgt aus der gewahlten Verdinnungsstufe

und der Gr6RRe der Zahlkammer die Berechnung der Zellzahl pro Milliliter.

Diese Methode wurde zum einen aus labortechnischen Griinden nicht weiterverfolgt, da keine
geeignete Zahlkammer flr Bakterien vorhanden war. Andererseits ist dieses Verfahren mit
einem hohen Zeitaufwand verbunden und aufgrund der Tropfchenbildung in Wasser-Ol-

Emulsionen fur die Auswertung der meisten Teststoffe ungeeignet.
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4.2.3 Durchfiihrung der HPTLC-Analyse

Zunéachst wird die Primulin-Farbelésung vorbereitet, hierfur missen 10 mg Primulin
abgewogen und in 10 ml Methanol gelost werden. Das anschlieRend in einen
Erlenmeyerkolben Uberfihrte Gemisch wird fir 5 Minuten bei Raumtemperatur in ein
Ultraschallbad gestellt. Nach Ablauf der Zeit erfolgt das Auffiillen des Kobens mit 80 ml Aceton
und die erneute Homogenisierung im Ultraschallbad.

Als stationdre Phase wird eine 10 x 20 cm messende fluoreszenzmarkierte Kieselgel-Platte
(HPTLC Silicagel 60 F254) verwendet. Die Platte wird an der kurzen Seite mit einer
Bleistiftmarkierung bei 9 cm an versehen und in den Linomat 5 eingespannt. Der
Probenauftrag erfolgt mit einer Hamilton-Spritze, welche zuvor 3x mit 2-Propanol gespult
wurde. Es werden 40 ul der Probe aufgezogen und die Spritze in die entsprechende
Haltevorrichtung eingespannt. Die Proben und Standards werden durch den Linomat 5 als
dinne Bande mit einer Breite von 0,5 cm und einem Abstand zum unteren Plattenrand von 2
cm aufgetragen. Bei maximal 16 Banden betragt das Applikationsvolumen pro Bande 1 O |
und die Spruhgeschwindigkeit 70 nl/s.

Zur Plattenentwicklung wird das FlieBmittel aus n-Hexan, Diethylether und Ameisensaure
im Verhaltnis 80:20:2 bei Raumtemperatur in eine Doppeltrogkammer gegen und unter
Zuhilfenahme von FlieBpapier innerhalb von 15 Minuten eine Aufsattigung der Luft
erreicht. Bei der Positionierung die Kieselgel-Platte in der Doppeltrogkammer ist darauf zu
achten, dass das Niveau des Flie3mittels unterhalb der aufgetragenen Proben bleibt.
Sobald die Laufmittelfront an der Markierung bei 9 cm angelangt ist wird die Platte aus der
Kammer entnommen und mit einem F6n getrocknet.

AnschlieRend erfolgt die Farbung der Platte. Sie wird fir 3 Sekunden mit dem DC-
Tauchgerat in die zuvor vorbereitete Primulin-Losung eingetaucht und erneut mit einem
Fon getrocknet.

Die fertige Platte kann nun in den Camag TLC Scanner eingespannt und die
Emissionsmessung durch die Geratesoftware gestartet werden. Es wird ein
Absorptionsspektrum von 200 i 600 nm aufgenommen und die Banden bei 366 nm
dargestellt. Die digitale Auswertung erfolgt Uber das winCATS-Programm.

Zu beachten ist, dass sich bei einem Rf von 0,00 meist Agarreste und Zelltrimmer
ablagern, da die zur Vorbereitung der Proben verwendeten Stoffe stark antibakteriell
wirken [123].
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zusammen.

Die folgende Tabelle [124] fasst die wichtigsten Parameter der

HPTLC-Analyse

Stationare Phase

Silica Gel 60, 10 x 20 cm, Glas

Applikation

Randabstand 2cm
Seitlicher Abstand lcm
Maximale Anzahl Banden 16
Bandenbreite 0,5cm
Applikationsvolumen 10 pl
Auftragsgeschwindigkeit 70 nl/s
Abstand zwischen den Banden 0,5cm

n-Hexan:Diethylether:Ameisenéaure (80:20:2)
Entwicklung mit Kammersattigung

9cm

Primulin-Farbelésung (0,1 %)
Eintauchen fiir 3 Sekunden
Fluoreszenz bei 366 nm

Mobile Phase
Laufstrecke
Derivatisierung

Detektion

Tabelle 20: Zusammenfassung der wichtigsten Parameter flr die HPTLC-Analyse

4.2.3.1. HPTLC-Analyse der Bakterienstamme

Die Inkubation der Bakterienstamme erfolgt zunédchst nach den oben beschriebenen
Bedingungen mit 100 pl des Teststoffes auf dem zuvor festgelegten Mangelagar und fir die
dem Keim entsprechende Dauer. Nach der Inkubation werden die Petrischalen wie zuvor
beschrieben mit 2 ml Isopropanol abgeschwemmt und in 2 ml fassende Eppendorf-Gefal3e
pipettiert, welche anschlie3end fir 5 Minuten bei 14.500 rpm zentrifugiert werden. Der
Uberstand wird in ein frisches Eppendorf-GefaR uberfihrt und fir die HPTLC-Analyse

verwendet.

4.2.3.2. HPTLC-Analyse der Hefepilze

Die Inkubation der Hefepilze erfolgt zunachst mit € ¢ nach den oben beschriebenen
Bedingungen mit 100 pl des Teststoffes auf Selektivagar fur pathogene Pilze und ebenfalls fur
7 Tage. Nach der Inkubation werden die Petrischalen wie zuvor beschrieben mit 2 ml
Isopropanol abgeschwemmt und in 2 ml fassende Eppendorf-Gefal3e pipettiert, welche
anschlieRend fur 5 Minuten bei 14.500 rpm zentrifugiert werden. Der Uberstand wird in ein

frisches Eppendorf-Gefal3 tberfuihrt und fur die HPTLC-Analyse verwendet.

46



Fur die zusatzlichen Versuche zur Abbaukinetik wird analog vorgegangen, jedoch werden
lediglich 50 ul Teststoff verwendet und die Analyse nach einer entsprechenden
Inkubationsdauert von 24, 48, 72 oder 120 Stunden durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgt hier
anhand der Peakhthen, wobei der Spitzenwert zum Zeitpunkt 0 h mit 100 % belegt wird. Nach
der entsprechenden Inkubationszeit wird die prozentuale Abnahme des Spitzenwertes

berechnet und diese graphisch aufgetragen.

4.2.4 Signifikanztest zur statistischen Uberpriifung der Testsysteme

Um zu ermitteln ob signifikante Unterschiede zwischen den Datensatzen der bei der OD-
Messung und der Keimzahlbestimmung erfassten Werte bestehen, miissen diese einen
Signifikanztest durchlaufen. Der Student'sche t-Test Uberprift, ob die Schwankungen
zwischen statistischen Mittelwerten zweier Proben, beispielsweise von Kontroll- und
Versuchsgruppe, signifikant sind oder nicht. Also ob die beobachteten Unterschiede in den
Messwerten durch zuféllige Schwankungen entstanden sind oder eine reproduzierbare
Abweichung besteht. Dazu wurden zwei Hypothesen aufgestellt; die Nullhypothese Ho besagt,
dass die errechneten Mittelwerte der Stichproben sich nicht relevant unterscheiden. Falls die
Nullhypothese abgelehnt wird, trifft die Alternativhypothese H; zu. Diese besagt, dass sich die
Mittelwerte sehr wohl signifikant unterscheiden. Die PrifgréRe o0 sagt aus welche der
Hypothesen zutrifft und wird tGber Formel 2 berechnet [125].
of o

© - (Formel 2: PrufgrofRe o)

Dabei sind af und of die Mittelwerte undi undi die Varianzen der zwei Stichproben. ¢ und
¢ geben die Anzahl der betrachteten Messwerte jeder Stichprobe an. Die Mittelwerte of und

of werden mit Formel 3 berechnet.

z W

w— P
a

(Formel 3: Mittelwert)

Die Varianzeni undi werden mit Formel 4 berechnet.

p o
¢ p @ o (Formel 4: Varianz)
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Der ermittelte t-Wert wird anschlieRend mit den in der Literatur hinterlegten kritischen t-Werten
0 aus der t-Tabelle fur zweiseitige Signifikanztests [125] verglichen. Dieser legt einen
Ablehnungsbereich der Nullhypothese fest, welcher sich aus den Freiheitsgraden und dem
festgelegten Signifikanzniveau zusammensetzt. Das Signifikanzniveau & gibt die
Irrtumswahrscheinlichkeit vor. Meist betragt es 5 %, also gilt & it J126]. Die Freiheitsgrade
‘Q"(engl.: degrees of freedom) ergeben sich aus der Anzahl der frei wéahlbaren Messwerte und
werden mit Formel 5 berechnet. ¢ und & geben auch hier wieder die Anzahl der betrachteten
Messwerte jeder Stichprobe an.

NQe €& ¢ (Formel 5: Freiheitsgrad)

Sofern 0 © gilt die Nullhypothese Hp als angenommen. Dies wirde bedeuten, dass
zwischen den Mittelwerten der Stichproben kein signifikanter Unterschied vorliegt. Sofern o

0 ist der t-Wert im Ablehnungsbereich der Nullhypothese, dann gilt die Alternativhypothese
Hi als angenommen und beide Mittelwerte unterscheiden sich signifikant. Falls ein negativer
t-Wert ermittelt wird, liegt der kritische t-Wert ebenfalls im negativen Bereich. Dann gilt fir die
Nullhypothese o] 0 und fir die Alternativhypothese o] o . Die
Alternativhypothese trifft dann zu, wenn der errechnete t-Wert weiter im negativen Bereich liegt
als der kritische t-Wert. Voraussetzung fir die Anwendung dieses Signifikanztests ist eine
Dreifachbestimmung (¢ o) der Versuchsreihen und die Normalverteilung der jeweiligen
Stichproben [125].
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Methodenentwicklung

5.1.1 Entwicklung einer Methode zur Keimzahlbestimmung

Zu Beginn der Methodenentwicklung erfolgte der Vergleich verschiedener Methoden zur
Bestimmung der Lebendzellzahl wéahrend der Versuche. Wie bereits in einem
vorangegangenen Kapitel erwahnt, wurde die Bestimmung mittels Zahlkammer schon nach
wenigen Versuchen verworfen, da keine geeignete Zahlkammer fur Bakterien vorhanden war,
die Methode recht zeitaufwéndig ist und durch Trépfchenbildung bei lipophilen Stoffen ohnehin
nur von eingeschranktem Nutzen war.

Da fur die Testung der Hilfsstoffe bei ¢ o sehr viele Proben anfallen, muss die gewahite
Methode nicht nur stabile Ergebnisse liefern, sondern auch schnell und unkompliziert

durchftihrbar sein.
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Abbildung 20: Vergleich von nach Drigalski-Plattenausstrich ausgezahlter Keimzahl mit Gber
die Kalibrierkurve berechneter Keimzahl
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Es ist deutlich zu erkennen, dass mit beiden Bestimmungsmethoden annéhernd &quivalente
Werte ermittelt wurden. Die Uber die Kalibrierkurve bestimmten Keimzahlen liegen etwas
héher als die Experimentellen. Die Wahrscheinlichste Ursache ist, dass bei der OD-Messung
sowohl lebende als auch tote Zellen erfasst werden. Beim Ausstrichverfahren werden

hingegen nur die lebenden Zellen ausgezabhilt.

Diese Methoden sind nur bei Teststoffen mit homogener Suspension mdglich und kommen
daher bei der Testung der hydrophilen Substanzen zum Einsatz. Bei lipophilen Stoffen erfolgte
das Abschwemmen mit NaCl vom Medium schwer und meist unvollstandig. Zudem wurden
die Tribungsmessungen durch Oltropfen verfalscht, welche ebenfalls erfasst wurden und
falsch hohe Werte generierten. Daher wurde der Fokus in den Folgeversuchen zunéchst auf
die hydrophilen Stoffe gelegt und die gewéhlte Methode fir die Testung der lipophilen Stoffe
adaptiert.
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5.1.2 Entwicklung von geeigneten Medien

Bevor mit der Etablierung des eigentlichen Testverfahrens begonnen werden konnte, mussten
zundchst geeignete Medien zur reproduzierbaren Vervielfaltigung, Durchfihrung und
Auswertung der Versuche gefunden werden. Zum Erreichen der Projektziele ist der Vergleich
des Wachstums von Mikroorganismen unter Idealbedingungen und bei stark reduziertem
Nahrstoffangebot notig. So kann untersucht werden, ob die Keime in der Lage sind die
applizierten Teststoffe zu verstoffwechseln. In einigen Vorversuchen wurde die Verwendung
von Bouillon zur Anzucht der Keime getestet. Hier zeigte sich, dass die erzielten Zellzahlen
sehr starken Schwankungen unterlagen. Zudem sinken die Zellen im Laufe der Inkubationszeit
von 24 bis 48 h auf den Boden ab, wohingegen sich die lipophilen Teststoffe an der Oberflache
abscheiden. So ist schon wenige Minuten nach dem Durchmischen kein Kontakt mehr
zwischen Zellen und Teststoff gegeben. Ebenso bietet sich die Ahnlichkeit von Festmedium

und Hautoberflache zur Applikation von Substanzen an.

- Ein zur Anzichtung und Vervielfaltigung geeignetes Medium sollte stabil eine hohe
Anzahl von Keimen fur die eigentlichen Versuche liefern.

- Fur die Keimzahlbestimmung wurde ein Agar gesucht, auf welchem sich deutlich
abgrenzbare Einzelkolonien ausbilden, die eigentliche Auszéhlung wird durch ein
transparentes Medium wesentlich vereinfacht. Dazu sollte die Herstellung aufgrund der
Menge der bendétigten Platten méglichst einfach und kostengtinstig sein.

- Das fur die Stofftests bendtigte Minimalmedium sollte fur die Testung aller Stoffe
geeignet sein, sowie schnell und kostengunstig in groRer Menge produziert werden
kénnen. Das durch ein gezielt reduziertes Nahrstoffangebot verminderte
Keimwachstum sollte durch die Applikation von Stoffen auf die Oberflache des Agars
deutlich gesteigert werden kénnen.

- Als Ziel fur das zu entwickelnde Minimalmedium mit stark reduziertem
Nahrstoffangebot sollte durch Addition von Stoffen auf die Oberflache die Steigerung

des Wachstums [Keimzahl/ml] um mindestens eine Zehnerpotenz erzielt werden.

Fur jeden der Keime missen die individuellen Bedurfnisse identifiziert und erfillt werden.
Zudem muss untersucht werden, ob der jeweilige Mikroorganismus in der Lage ist die auf die
Agaroberflache applizierten Chemikalien zu verstoffwechseln. Zur Vervielfaltigung und
Auszahlung  mittels  Drigalski-Plattenausstrichverfahren  nach  Anfertigen  einer
Verdinnungsreihe wurden Petrischalen mit 7,5 cm Durchmesser verwendet. Fur die
Versuchsansatze mit Minimalagar und die Testung der Hilfsstoffe wurden 5 cm

durchmessende Petrischalen verwendet.
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5.1.2.1 Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus gallinarum

& Corynebacterium minutissimum
Wie bereits in Vorversuchen gezeigt, ist CASO-Agar bei den drei genannten Keimen zur
Vervielfaltigung geeignet. Nach 24 h Inkubation bei 38 °C zeigte sich deutlicher Bewuchs,
anschlieend wurde die Platten mit 10 ml 0,9%iger NaCl-Losung abgeschwemmt. Der
Vereinzelungsausstrich auf CASO-Agar zeigte klar abgrenzbare Kolonien auf transparentem
Agar, welche sich gut auszéhlen lie3en. Daher wurde der in der Literatur empfohlene CASO-
Agar [127] sowohl zur Vervielfaltigung als auch zur Keimzahlbestimmung (KZB) fur die
weiteren Versuche verwendet.
Um einen geeigneten Minimalagar zu finden, wurde auf Basis der Zusammensetzung von
CASO-Agar mit der Herstellung von drei Agarplatten mit variierendem Substratangebot
begonnen.

Anhand der mdglichen Nahrstoffquellen wurden folgende Ansatze vorbereitet:

CASO-Agar nach Originalrezeptur (Ag +P -L)
2. CASO-Agar ohne eingearbeitetes Pepton, aber mit Laktose (Ag -P +L)

2.1 CASO-Agar ohne Pepton mit 600 pl 10%iger Pepton-Losung auf der Oberflache
(Ag -P /+P)

3. CASO-Agar ohne eingearbeitetes Pepton und ohne Laktose (Ag -P -L)

Die Agarplatten wurden mit 100 pl der abgeschwemmten Keimsuspension beimpft und die
Platten fur 24 h bei 38 °C im Brutschrank inkubiert. Anschlieend erfolgte das Abschwemmen
mit 5 ml 0,9%iger NaCl-Losung unter vorsichtiger Manipulation mit dem Drigalski-Spatel und
das Uberfiihren der Suspension in ein verschlieRbares Reagenzglas. Die Ergebnisse der
Messung der Optischen Dichte (OD) im UV/VIS-Spektrometer bei 600 nm sind in der folgenden

Abbildung zusammengefasst:
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Abbildung 21: Ergebnisse der OD-Messung von abgeschwemmten Keimsuspensionen
verschiedener Agar-Zusammensetzungen
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Die Grafik zeigt deutlich, dass bei allen drei Keimen die Zugabe von Pepton zum Agar oder
auf die Oberflache eine deutliche Erhéhung der optischen Dichte zur Folge hat. Die
detektierten Abweichungen in den Werten der drei Keime zueinander sind auf unterschiedliche
Zellkonzentrationen in den Ausgangssuspensionen zurlckzufihren. So lag die OD von Staph.
epidermidis bei 1,85 AU, die von Staph. gallinarum bei 2,46 AU und die von Coryne.
Minutissimum bei 2,23 AU. In der Literatur fand sich auch die Bestéatigung, dass das
Eiweil3substrat Pepton als grundlegende Né&hrstoffquelle bei der Kultivierung der meisten
Bakterien eingesetzt wird [128]. Die Zugabe bzw. der Mangel von Laktose hatte keinen
signifikanten Effekt. Daher ist die erhéhte OD vermutlich als direkte Folge eines erhdhten
Keimwachstum zu betrachten. In einem weiteren Versuch wurde neben der Messung der OD
noch eine zusatzliche KZB durchgefiihrt. Diese bestétigte die vermutete Korrelation.

Hier zeigte sich zundchst in mehreren Wiederholungen wenig bis kein Wachstum bei
Corynebacterium minutissimum. Als mdgliche Ursache wurde der Umstand erwagt, dass fir

die Zugabe auf den Minimalagar lediglich Pepton aus Casein gewahlt wurde, im CASO-Agar
allerdings auch Pepton aus Soja enthalten ist. Sobald die zugegebene Ldsung - Pepton aus

Soja enthielt, wurde stabil eine zufriedenstellende Wachstummsteigerung erzielt, welche sich
durchgehend im Bereich der in Abbildung 21 dargestellten Werte bewegte. Bei Staph.
epidermidis und Staph. gallinarum wurde kein Pepton aus Soja verwendet, da schon bei
Pepton aus Casein eine ausreichende Wachstumssteigerung erzielt werden konnte.

In weiteren Versuchen wurde mit verschiedenen Peptonkonzentrationen bis 60 % gearbeitet
und jeweils eine deutliche Wachstumssteigerung beobachtet. Allerdings zeigten sich bei einer
Messung der osmotischen Driicke sehr hohe Werte bei den héheren Konzentrationen, so dass
Schaden an den Zellen zu erwarten gewesen wéren. Bei einer Konzentration von 10 % Pepton
wurden hingegen keine Zellsch&den erwartet. Da zudem bei dieser Konzentration bereits eine
zufriedenstellende ~ Wachstumssteigerung zu  verzeichnen  war, wurde diese

Peptonkonzentration fur die weiteren Versuche gewahilt.

Es erfolgte die Festlegung auf ein Minimalmedium -P +L, so dass lediglich Laktose als
Kohlenstoffquelle den minimalsten Nahrstoffoedarf abdeckt [129].

Bestandteile Menge [g]
Agar Agar 20
Natriumchlorid 5

Laktose 10

Aqua dest. ad. 1000

Tabelle 21: Zusammensetzung des CASO-Mangelagars
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5.1.2.2 Streptococcus mitis

Erste Tests fur einen Nahragar zur Vervielfaltigung erfolgten mit dem bereits zuvor
entwickelten Mangelagar, CASO-Agar, Columbia-Blutagar (CBA) und CASO-Agar mit 200 pl
Schafblut auf der Oberflache. Analog zum Vorgehen bei den vorherigen Keimen wurde eine
selektierte Einzelkolonie mit einer Impfése auf den Agaplatten ausgestrichen. Nach 24 h
Inkubation bei 38 °C zeigte sich noch kein deutlicher Bewuchs, nach 48 h wurde der
entstandene Keimrasen als ausreichend beurteilt. Die Platten wurden mit 10 ml 0,9%iger
NaCl-Lésung abgeschwemmt und die OD gemessen. Parallel dazu erfolgte die
Keimzahlbestimmung uUber eine Verdinnungsreihe. Aufgrund der Menge an moglichen
Kombinationen erfolgte zunachst lediglich eine Einfachbestimmung jeder Versuchsreihe (&

p). Als sich hier stark schwankende Ergebnisse zeigten, wurde bei den spateren Versuchen

auf die sonst ibliche Dreifachbestimmung (¢  ©) umgeschwenkt.
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Abbildung 22: Vergleich von Keimzahl und OD nach 48 h Wachstum auf verschiedenen
Agarproben

In der oben gezeigten Grafik ist deutlich zu erkennen, dass die Keimzahl des CBA und des
CASO-Agars mit appliziertem Blut bei beiden Messmethoden bei zufrieden stellenden 108
KBE/ml liegt. Allerdings ist der OD-Wert des Keim-Blut-Gemisches sehr unzuverlassig, da die
Blutbestandteile das Ergebnis verfalschen kénnen. Auf dem zuvor verwendeten Mangelagar
zeigte sich kein messbares Wachstum. Nicht zu erklaren sind die abweichenden Werte von
OD und KZB.
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Aufgrund der hohen erreichten Keimzahl, der leichten Herstellung und des sauberen
Abschwemmens wurde flr die Vervielfaltigung auf den ebenfalls in der Literatur empfohlenen
Blutagar zurlickgegriffen [130].

Allerdings eignet sich der CBA nur bedingt zur Auszahlung der KBE, da die Kolonien auf dem
nahezu blickdichten Medium nur schwer zu erkennen sind. Daher erfolgte mittels einer sterilen
Impfése ein Vereinzelungsausstrich auf CASO- und Mitis Salivarius Agar (MSA). Der MSA ist
ein speziell auf Streptokokken und Enterokokken ausgelegter Selektivagar [130]. Nach 48 h
Inkubation hatten sich auf dem CBA gut abgrenzbare Einzelkolonien gebildet, auf dem CASO-
Agar waren keine Kolonien erkennbar.

Der Vereinzelungsausstrich auf MSA zeigte klar abgrenzbare Kolonien auf transparentem
Agar, welche sich gut auszéhlen lieBen. Aufgrund der hohen Kosten der Bestandteile wurde
nach weiteren Alternativen gesucht. Zunachst erfolgt die Zugabe von Trypan-Blau und Crystal-
Violett zu CASO-Agar. Bei diesem Versuch zeigten sich aber auch nach 48 h Inkubation keine
Einzelkolonien. Daher wurde die Verwendung von CASO-Agar bei Streptococcus mitis
verworfen. Eine weitere Alternative ist Agar 92, welcher ebenfalls von der DSMZ [127].

empfohlen wird. Er ist einfacher und kostenginstiger herstellbar als MSA.

Bestandteile Menge [g]
Agar Agar 20
CASO-Bouillon (siehe Tabelle 15) 30
Hefeextrakt 15

Aqua dest. ad. 1000

Tabelle 22: Zusammensetzung des Agars 92

Bestandteile Menge [g]
Pepton aus Casein 17
Pepton aus Sojamehl 3
D(+)-Glucose 2,5

NacCl S

K2HPO4 2,5

Aqua dest. ad. 1000

Tabelle 23: Zusammensetzung des CASO-Bouillons

Ein Vereinzelungsausstrich mittels Impfose zeigte nach 48 h Inkubation kleine Kolonien,
welche auf dem transparenten Agar gut auszdhlbar waren. Daher wurde Agar 92 fur die

weiteren Versuche zur KZB verwendet.
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Um einen geeigneten Minimalagar zu finden, wurde auf Basis von etablierten Rezepturen
(CASO, CBA, MSA) mit der Herstellung von Agarplatten mit variierendem Substratangebot
begonnen.

In der Literatur wird Potassium tellurite als Selektionsfaktor fir Streptokokken erwahnt [131],
allerdings durch eine Inhibition des Wachstum anderer Keime. Die Mdglichkeit einer

wachstumsférdernden Wirkung wurde in einem weiteren Versuch Gberpruift.

1. CASO-Agar
1.1 CASO- Agar nach Originalrezeptur
1.2 CASO-Agar mit Potassium tellurite im Agar (CASO +Pot)

2. Eigener Blutagar (EBA) nach selbst zusammengestellter Rezeptur
(1 I CASO + 50 ml Blut, welches nach dem Autoklavieren hinzugeftigt wurde)

3. Mitis Salivarius Agar (MSA)
3.1 MSA nach Originalrezeptur
3.2 MSA ohne Potassium tellurite im Agar (MSA -Pot)

3.3 MSA -Pot mit nachtraglich auf die Oberflache zugefligtem Potassium tellurite
(MSA -Pot /+Pot)

Die verschiedenen Ansatze wurden in den entsprechenden Petrischalen vorbereitet und die
Agarplatten mit 100 pl der abgeschwemmten Keimsuspension beimpft. Nach Inkubation fir 48
h bei 38 °C im Brutschrank erfolgte das Abschwemmen mit 5 ml 0,9%iger NaCl-Lésung unter
vorsichtiger Manipulation mit dem Drigalski-Spatel und das Uberfiihren der Suspension in ein
verschlieBbares Reagenzglas. Die Ergebnisse der Messung der Optischen Dichte (OD) im
UV/VIS-Spektrometer bei 600 nm und der Keimzahlbestimmung sind in Abbildung 23

zusammengefasst:
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Abbildung 23: Vergleich von Keimzahl und OD nach 48 h Wachstum auf verschiedenen
Agarproben
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Die Saulendiagramme zeigen, dass sowohl beim CASO-Agar als auch beim MSA eine
deutliche Wachstumssteigerung um mehr als eine Zehnerpotenz sichtbar wird, wenn
Potassium tellurite im Agar enthalten ist. Diese Differenz spiegelt sich beim CASO-Agar
allerdings nicht bei Messung der OD wider. Die Zugabe von Potassium tellurite auf den Agar
zeigte keinen Effekt. Dies lasst den Riickschluss zu, dass Potassium tellurite nur dann einen
wachstumssteigernden Effekt hat, wenn es im Agar verarbeitet wird. Daher wurden keine
weiteren Versuche mit der Zugabe von Potassium tellurite auf die Agaroberflache
durchgefuhrt.

Ausgehend von den guten Wachstumsergebnissen bei CASO, EBA und MSA wurden diese
Rezepturen als Vorbild fir die néchsten Versuchsreihen verwendet und ein selbst

zugsammengestelliter Mitis Mangelagar (MMA) entwickelt.

Bestandteile Menge [g]
Agar Agar 20
Sucrose 50
Dextrose 1
Kaliumdihydrogenphosphat 4

Aqua dest. ad. 1000

Tabelle 24: Zusammensetzung des selbst zusammengestellten Mitis-Mangelagars (MMA)

1. MSA
2. EBA
3. CASO-Agar

3.1 CASO- Agar nach Originalrezeptur

3.2 CASO- Agar mit 50 g/l Sucrose im Agar (CASO +Suc)

3.3 CASO-Agar mit 200 ul 6%iger Sucrose-Ldsung auf der Oberflache (CASO /+Suc)
4. MMA

4.1 MMA nach Originalrezeptur

4.2 MMA mit 200 pl 5%igem Rinderserum auf der Oberflache (MMA /+Rind)

4.3 MMA mit 100 pl 10%iger Potassium tellurite-Losung auf der Oberflache (MMA
[+Pot)

4.4 MMA mit 200ul 10%iger Pepton-Losung aus Casein auf der Oberflache (MMA
[+P)

4.5 MMA mit 100 pl Schafsblut und 200 pl 10%iger Casein Pepton-Ldsung auf der
Oberflache (MMA /+Blut +P)
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Abbildung 24: Vergleich von Keimzahl und OD nach 48 h Wachstum auf verschiedenen
Agarproben

Es ist deutlich zu sehen, dass die OD-Werte bei im CASO-Agar verarbeiteter Sucrose deutlich
héher sind, als wenn diese fehlt bzw. auf die Oberflache zugegeben wurde. Dieses Ergebnis
spiegelte sich in der Keimzahlbestimmung allerdings nur in geringem Ausmal wider. Der
selbst zusammengestellte MMA zeigte durchweg geringe OD-Werte und eine kaum
bestimmbare KZ. Der auffallend hohe Ausschlag bei auf die Oberflaiche zugegebenem Blut ist
durch eine verfalschte Messung erklarbar, da das Blut die Keimsuspension zusatzlich tribt.

Die hohe Keimzahl bei MMA /+P konnte in weiteren Versuchen nicht reproduziert werden.

Aufgrund der einfachen und ginstigen Herstellung erfolgte die nachste Versuchsreihe mit
CASO-Agar und Sucrose sowie Potassium tellurite.

1. CASO-Agar
1.1 CASO- Agar nach Originalrezeptur
1.2 CASO- Agar mit 5%iger Sucrose-Lésung im Agar (CASO +Suc)

1.3 CASO- Agar mit 5%iger Sucrose-Ldsung und 0,1 % Potassium tellurite im Agar
(CASO +Suc +Pot)
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Abbildung 25: Vergleich von Keimzahl und OD nach 48 h Wachstum auf verschiedenen
Agarproben

Obwohl in den Vorversuchen auf CASO-Agar Zellkonzentrationen zwischen 10* und 108
KBE/ml nachgewiesen wurden, ist im oben gezeigten Diagramm kein Wachstum erkennbar.
Nicht erklarbar ist, woher die gemessenen OD-Werte kommen; mdglich waren tote Zellen oder
Verunreinigungen durch abgelésten Agar. Eine deutliche Steigerung ist hingegen bei im
CASO-Agar eingearbeiteter Sucrose bzw. Sucrose und Potassium tellurite erkennbar.
Allerdings ist die gemessene Keimzahl von 10? sehr niedrig, wodurch bereits geringe

Schwankungen deutliche Fehler hervorrufen kénnen.

Ein weiterer moglicher Ansatz ist Agar 92, welcher bereits bei der Auszahlung der KZ
verwendet wurde und von der DSMZZ des Leibniz Institutes empfohlen wird [127]. Die

Zusammensetzung ist in Tabelle 15 aufgelistet, ein Bestandteil ist CASO-Bouillon.

1. Agar 92 nach Originalrezeptur
2. Agar 92 ohne eingearbeitetes Hefeextrakt (Ag92 -H)
2.1 Mit 200 ul 5%igem Hefeextrakt auf der Oberflache (Ag92 -H /+H)
3. Agar 92 ohne eingearbeitetes Hefeextrakt und Pepton (Ag92 -H -P)
3.1 Mit 200 ul 5%igem Hefeextrakt auf der Oberflache (Ag92 -H -P /+H)
3.2 Mit 200 ul 10%igem Pepton aus Casein auf der Oberflache (Ag92 -H -P /+P)

3.3 Mit 200 pl 5%igem Hefeextrakt und 200 ul 10%iger Pepton-Lésung aus Casein auf
der Oberflache (Ag92 -H -P /+H +P)
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Abbildung 26: Vergleich von Keimzahl und OD nach 48 h Wachstum auf verschiedenen
Agarproben

Die hoéchste Keimzahl findet sich auf Agar 92 nach Originalrezeptur. Bei Agar ohne Hefeextrakt
ist eine deutlich verringerte Keimzahl erkennbar, allerdings liegt die OD nahezu beim gleichen
Wert. Bei nachtraglich auf der Oberflache zugegebenem Hefeextrakt zeigte die OD eine
deutliche Steigerung, allerdings war keine KZB mdglich, da die Platte eingetrocknet war.
Dieser Versuch wurde anschlie3end wiederholt. Bei den anderen Ansatzen zeigte sich kein

Wachstum und nur eine sehr geringe OD, daher wurden diese nicht weiterverfolgt.
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Abbildung 27: Wiederholung des Versuches mit Agar 92 und Hefe
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Auch hier sind wieder deutlich abweichende Ergebnisse im Vergleich zu den
Voruntersuchungen aufgetreten. Trotz nahezu identischer OD-Werte sind die Keimzahlen

erneut stark schwankend und wesentlich niedriger als im Vorversuch.

An dieser Stelle wurden die Versuche mit Streptococcus mitis abgebrochen. Es konnten keine
stabil reproduzierbaren Ergebnisse erzielt werden. Der Bakterienstamm wurde fir die
Versuche eigens bestellt und kann daher auch nicht zu alt gewesen sein. Da der Keim
hauptséachlich im Mund- und Rachenraum vorkommt und nicht an der Pathogenese der oben
aufgefuhrten Hauterkrankungen beteiligt ist, ist seine Bedeutung nicht allzu hoch einzustufen.
Aufgrund der Kosten und des Zeitaufwandes, die fur weitere Versuche notig waren, wurde die
Testung der Hilfsstoffe ohne Streptococcus mitis durchgefihrt.

Sollten weitere Versuche angestrebt werden, so ist die sinnvollste Herangehensweise
sicherlich die Variation von CASO-Agar mit Sucrose, Potassium tellurite oder Hefeextrakt,
sowie erneute Versuche mit Agar 92.

5.1.2.3 Propionibacterium acnes

Der Empfehlung des Leibniz Institutes [127] folgend wird fir Propionibacterium acnes
zunachst der Propioni-Agar getestet. Analog zum Vorgehen bei den vorherigen Keimen wurde
eine selektierte Einzelkolonie mit einer Impfése auf den Agaplatten ausgestrichen. Nach 24 h
Inkubation bei 38 °C unter anaeroben Bedingungen zeigte sich deutlicher Bewuchs,
anschlieend wurde die Platten mit 10 ml 0,9%iger NaCl-Lésung abgeschwemmt. Der
Vereinzelungsausstrich auf Propioni-Agar zeigte klar abgrenzbare Kolonien auf transparentem
Agar, welche sich gut auszahlen lieRen. Daher wurde der in der Literatur empfohlene Propioni-

Agar sowohl zur Vervielfaltigung als auch zur KZB fiir die weiteren Versuche verwendet.

Um einen geeigneten Minimalagar zu finden, wurde auf Basis der Zusammensetzung von
Propioni-Agars (PA) mit der Herstellung von Agarplatten mit variierendem Substratangebot
begonnen.

Anhand der mdglichen Nahrstoffquellen wurden folgende Ansétze vorbereitet:

1. Propioni-Agar nach Originalrezeptur (PA)
2. Propioni-Agar ohne eingearbeitetes Hefeextrakt (PA -H)
2.1 Mit 300 pl 5%igem Hefeextrakt auf der Oberflache (PA -H /+H)

3. Propioni-Agar ohne eingearbeitetes Hefeextrakt und mit der halben Konzentration von
Pepton aus Casein (PA -H -P)

3.1 Mit 300 pl 5%igem Hefeextrakt auf der Oberflache (PA -H -P /+H)

3.2 Mit 600 ul 10%iger Pepton-Losung aus Casein auf der Oberflache (PA -H -P /+P)
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3.3 Mit 300 pl 5%igem Hefeextrakt und 600 pul 10%iger Pepton-Losung aus Casein auf
der Oberflache (PA -H -P /+H +P)

Die Agarplatten wurden mit 100 pl der abgeschwemmten Keimsuspension beimpft und die
Platten unter anaeroben Bedingungen fir 48 h bei 38 °C im Brutschrank inkubiert.
Anschlieend erfolgte das Abschwemmen mit 5 ml 0,9%iger NaCl-Losung unter vorsichtiger
Manipulation mit dem Drigalski-Spatel und das Uberfilhren der Suspension in ein
verschlieBbares Reagenzglas. Die Ergebnisse der Messung der Optischen Dichte (OD) im
UV/VIS-Spektrometer bei 600 nm und der Keimzahlbestimmung sind in der folgenden
Abbildung zusammengefasst:
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Abbildung 28: Vergleich von Keimzahl und OD nach 48 h Wachstum auf verschiedenen
Agarproben

Wie in der Abbildung deutlich zu erkennen ist, liegt das starkste Wachstum auf dem Propioni-
Agar (PA) und PA -H mit nachtraglich auf der Oberflache zugegebener Hefe vor. Das
geringste Wachstum liegt bei Agar ohne Hefe vor. Bei allen Kombinationen ist durch die
nachtragliche Zugabe von Hefe eine deutliche Wachstumssteigerung aufgetreten. Im
nachfolgenden Kapitel wird die Korrelation zwischen OD und Keimzahl erlautert [132]. Obwohl
im Vergleich zwischen KZB und OD teilweise starke Schwankungen zu erkennen sind lasst

dies den Ruckschluss zu, dass Hefe die Hauptnahrstoffquelle darstellt. Bei der Kombination

62



PA -H % P liegt eine deutlich reduzierte Zellkonzentration vor, KZB und OD liegen dicht
zusammen. Durch die Zugabe von 300 pl 5%igem Hefeextrakt wurde eine deutliche
Wachstumssteigerung erzielt, auch hier liegen KZB und OD dicht zusammen.

Daher erfolgte die Festlegung auf dieses Medium als Mangelagar fur Propionibacterium acnes.

Bestandteile Menge [g]
Agar Agar 20
Casein-Pepton 5
DL-Natriumlactat 50% 15,7
Aqua dest. ad. 1000

Tabelle 25: Zusammensetzung des Propioni-Mangelagars
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5.1.3 Erstellen empirisch ermittelter Kalibrierkurven

Zur quantitativen Auswertung der photometrisch erfassten OD-Werte erfolgte die Erstellung
von individuellen Kalibrierkurven mit ¢ ¢ fir die einzelnen Keime. Die tatsachliche
Lebendzellzahl und die OD korrelieren mit hohen GroRenunterschieden, daher wurde eine
logarithmische Skalierung der X-Achse gewahit.

Die Erstellung der Kalibrierkurve erfolgte Uber zwei Kalibierfunktionen, welche
unterschiedliche Messbereiche abbilden. Zur Veranschaulichung wurden diese in den
folgenden Grafiken mit verschiedenen Farben hinterlegt. Im Bereich von Kurve 1 (schwarz)
liegen die erfassten Werte sehr dicht zusammen, eine geringe Schwankung der OD korreliert
mit einem grofRen Unterschied in der Keimzahl. Bei Funktion 2 (grau) bestehen deutlich
groRere Abstande zwischen den Messwerten. Grof3e Veranderungen der OD korrelieren nur
mit kleinen Keimzahlunterschieden. Daraus ist zu folgern, dass signifikante Unterschiede in
der OD im Bereich von Kurve 1 eine deutlich hohere Aussagekraft als bei Kurve 2 haben. Ein
zu hoher OD-Wert kann durch Riickstreuung des Lichtstrahls die Messung verfalschen, dies
ist auch an den gro3en Standardabweichungen im Bereich von Kurve 2 zu erkennen. Um die
Zellzahl zu berechnen, erfolgte die Verwendung der von Excel erzeugten
Funktionsgleichungen. Zur Beurteilung der Anpassungsgtite wurde jeder Funktionsgleichung

das BestimmtheitsmaR R? beigefiigt.
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Abbildung 29: Kalibrierkurve von Staphylococcus epidermidis mit Gegenuberstellung von
Absorption und logarithmierter Zellkonzentration

Den Bereich von Kurve 1 (schwarz) zwischen 0 und 0,8 AU bildet folgende Gleichung ab:
U ¢zpm zQh mit'yY oy x X

di ¢i A0 r z2QN
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Den Bereich von Kurve 2 (grau) zwischen 0,8 und 2,0 AU bildet folgende Gleichung ab:
U poouv @ me mit'Y Twwou T
dbai ¢1 n péodl TEQaa Q& g Qe@ Mg Qé &

Um die tatsdchliche Zellzahl zu erhalten, missen die ermittelten Werte aus der
logarithmischen Form wieder umgerechnet werden.
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Abbildung 30: Kalibrierkurve von Staphylococcus gallinarum mit Gegeniberstellung von
Absorption und logarithmierter Zellkonzentration

Den Bereich von Kurve 1 (schwarz) zwischen 0 und 0,4 AU bildet folgende Gleichung ab:
U xzpmzQh mit'Y Ty x X
dOi 61 nxER 2QN ¢
Den Bereich von Kurve 2 (grau) zwischen 0,8 und 2,0 AU bildet folgende Gleichung ab:
U ph 1T we@fwu mitY Tmwwu w
i ¢inpMEeBd T BQaaQE t aQeEPdo Q¢ &
Um die tatsachliche Zellzahl zu erhalten, muissen die ermittelten Werte aus der

logarithmischen Form wieder umgerechnet werden.
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Abbildung 31: Kalibrierkurve von Corynebacterium minutissimum mit Gegeniberstellung von
Absorption und logarithmierter Zellkonzentration

Den Bereich von Kurve 1 (schwarz) zwischen 0 und 0,5 AU bildet folgende Gleichung ab:
U gzpmzQh mit'Y Twwx o
dOi ¢l ngER 2Q" ¢

Den Bereich von Kurve 2 (grau) zwischen 0,5 und 2,0 AU bildet folgende Gleichung ab:

U plf opuv@l gy mit'Y Tiwwou v
6O £ N pEwD | EQa a0t A QP ddQE &

Um die tatsdchliche Zellzahl zu erhalten, missen die ermittelten Werte aus der
logarithmischen Form wieder umgerechnet werden.
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Abbildung 32: Kalibrierkurve von Streptococcus mitis mit Gegenuberstellung von Absorption
und logarithmierter Zellkonzentration
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Aufgrund des geringen Geltungsbereiches der Funktion wurde auf die Erstellung von zwei
getrennten Funktionen verzichtet.

U tzpm zQh mit'Y Thwe P

d&i ¢l naEr 2Qh ¢

Um die tatsdchliche Zellzahl zu erhalten, missen die ermittelten Werte aus der
logarithmischen Form wieder umgerechnet werden.
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Abbildung 33: Kalibrierkurve von Propionibacterium acnes mit Gegenuberstellung von
Absorption und logarithmierter Zellkonzentration

Den Bereich von Kurve 1 (schwarz) zwischen 0 und 0,5 AU bildet folgende Gleichung ab:
U ¢zpmzQh mit'Y Twx ¢ ¢
BOi ¢l N 2 *
Den Bereich von Kurve 2 (grau) zwischen 0,5 und 2,0 AU bildet folgende Gleichung ab:
U mMwtpo@umt mit'Y Tt @ X
doi é1 ot b 1 @Qa & Q& & & Q& Xip LWIOTQE ¢

Um die tatsachliche Zellzahl zu erhalten, missen die ermittelten Werte aus der

logarithmischen Form wieder umgerechnet werden.
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Die erstellten Kalibrierkurven und Funktionsgleichungen wurden in den Versuchen fir eine
erste Einschéatzung der Proben genutzt. So konnten die sinnvollsten Verdinnungsstufen fir
einen Plattenausstrich ausgewahlt werden. Allerdings kann die Messung der OD und die
Anwendung der Kalibriergeraden nur bei hydrophilen Proben ohne nennenswerte Absorption
in dem verwendeten Wellenlangenbereich zum Einsatz kommen, da diese keine

Trépfchenbildung aufweisen.
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5.1.4 Etablierung der Testmethode zur Untersuchung der kosmetischen Hilfsstoffe

Die Untersuchung der zu testenden Hilfsstoffe ist prinzipiell Gber verschiedene Methoden
mdglich. In einigen Vorversuchen wurde das direkte Einrtihren der Stoffe in den Agar getestet
und verworfen, da die Struktur des Agars schon bei geringen Mengen hinzugefligtem Hilfsstoff
deutlich beeintrachtigt wurde. Je nach chemischen Eigenschaften der Stoffe konnte
beispielsweise keine homogene Verteilung im Agar erzielt werden, es traten Klumpen auf oder
der Agar erreichte keine ausreichend feste Konsistenz. Aufgrund der Vorversuche, der
einfacheren Verarbeitung und der Nahe zum Hautmodell fiel die Entscheidung zum Aufbringen
sowohl der Keime als auch der zu testenden Stoffe auf die Oberflache des Agars.

Fur alle Bakterienspezies wurde das nun aufgefuihrte Verfahren angewandt und die jeweils
bendtigten Anpassungen beschrieben. Alle Arbeiten erfolgten unter grundséatzlich nahezu

sterilen Bedingungen mit zuvor im Autoklav sterilisierten Materialien unter einer Sterilbank.

Nach entsprechender Vermehrung der Keime auf einer 7,5 cm messenden Platte des
jeweiligen Anzuchtmediums (s.0.) wurde der Zellrasen mit 5 ml 0,9%iger NaCl-Losung und
unter vorsichtiger Manipulation mit einem Drigalski-Spatel abgeltst. Die entstandene
Keimsuspension wurde abpipettiert und mit weiteren 5 ml NaCl-Lésung nachgespilt. Aus
dieser Keimlésung erfolgte der Ansatz der eigentlichen Stoff- und Kontrollproben auf vier 5 cm
messenden Platten des entsprechenden Minimalmediums (s.0.) mit jeweiliger
Dreifachbestimmung. Wie bereits weiter oben beschrieben, wurde bei Corynebacterium
minutissimum kein reines Casein-Pepton, sondern eine Mischung mit ¥ Soja-Pepton,
verwendet. Ebenso wurde bei Propionibacterium acnes 300 pl einer 5%igen Hefe-Losung

verwendet.

1. 100 ul Keimsuspension + 100 ul 0,9%ige NaCl-Lésung

2. 100 pl Keimsuspension + 100 pl Hilfsstoff

3. 100 pl Keimsuspension + 600 pl 10%ige Pepton-Ldsung + 100 ul 0,9%ige NaCl-Losung

4. 100 pl Keimsuspension + 600 pl 10%ige Pepton-Losung + 100 pl Hilfsstoff
Die Anséatze 1 und 3 dienen als Kontrollgruppe und bilden die Referenz ohne zu testenden
Hilfsstoff. Ansatz 2 soll Gberprifen, ob den Keimen ein Wachstum mdoglich ist, wenn aul3er
dem Hilfssoff nahezu kein N&hrstoffangebot zur Verfligung steht. Ansatz 4 zeigt, ob bei starker
Vermehrung der Keime ein Verstoffwechseln der Hilfsstoffe stattfindet und sich so entweder
deren Konsistenz andert oder eventuell toxische Spaltprodukte entstehen. Anschlielend

erfolgte die Inkubation im Brutschrank bei 38° C fur 24 bzw. 48 Stunden unter aeroben bzw.

anaeroben Bedingungen.
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Die Hilfsstoffe wurden entweder in vorher bestimmten Konzentrationen getestet, bei welchen
sich an den in den meisten Formulierungen Ublichen Mengen orientiert wurde, oder der
einfacheren Verarbeitung halber in unverdinntem Zustand. Insbesondere bei den
Konsistenzgebern war die maximal mogliche Konzentration aufgrund der zunehmenden
Erstarrung limitiert. Die Lésung der verdinnt getesteten Stoffe erfolgte in 0,9%iger NaCl-
Ldsung. Bei den nur schwer l6slichen Stoffen erfolgte der Vorgang unter vorsichtigem
Erwarmen, die stark lipophilen Hilfsstoffe wurden mit 5 % Labrasol als Losungsvermittler
verarbeitet. Bei Labrasol konnte in mehreren Vorversuchen kein Einfluss auf das Wachstum
der Keime nachgewiesen werden. Welche Konzentrationen und ob ein Losungsvermittler
verwendet wurde, ist in den Tabellen 4 7 7 aufgefuhrt.

Das Abschwemmen nach der Inkubation erfolgte mit insgesamt 5 ml 0,9%igem NaCl, wobei
das Keim-Stoff-Gemisch zun&achst mit 2,5 ml und unter vorsichtiger Manipulation mit einem
Drigalski-Spatel abgelost wurde. Die entstandene Suspension wurde abpipettiert und mit
weiteren 2,5 ml NaCl-Losung nachgespult. Die Menge von 5 ml erwies sich als optimal , da
bei einem geringeren Volumen zu viel Material auf der Agarplatte verbleiben wirde, bei einer
gréReren Menge hingegen ware die Verdiinnung zu groR. Nach der Uberfiihrung in ein
verschlieBbares Reagenzglas erfolgte das Durchmischen mit einer Pipette bis zum Erreichen
einer homogenen Suspension.

Fur die Vermessung im UV/VIS-Spektralphotometer bei 600 nm wurden 800 ul der Suspension
in eine Einmalkivette Uberfiihrt. Anhand der gemessenen OD konnte die ungefahre Keimzahl
Uber die zuvor erstellten Kalibrierkurven bestimmt werden. Dies diente zur Orientierung fir die
bendtigten Konzentrationsstufen der Verdinnungsreihe. Um die exakte Keimzahl mittels
Drigalski-Plattenausstrichverfahren zu bestimmen, wurde die oben beschriebene
Verdinnungsreihe mit 900 zu 100 ul Stufen angelegt und 100 pl Keimsuspension aus der
gewunschten Verdunnungsstufe entnommen. Nach dem Ausstreichen auf einer Platte des
entsprechenden Agars (s.0.) und erneuter Inkubation konnten die KBE ausgezahlt und die
genaue Keimzahl, unter Beriicksichtigung der entsprechenden Verdinnungsstufe, berechnet

werden.

Waéhrend der Durchfiihrung der Tests nach dem oben beschriebenen Schema, wurde schnell
deutlich, dass bei den Emollientien nicht nur auf die Messung der OD verzichtet werden
musste, da die Phasengrenzen aufgrund der Tropfchenbildung die Messergebnisse
vollstandig verfalschten. Auch bei der Anlage der Verdinnungsreihe wurden stark
schwankende und somit nicht reproduzierbare Ergebnisse verzeichnet. Die Zugabe von 5 %
Labrasol zur Losung der lipophilen Hilfsstoffe vor dem eigentlichen Test reichte fir ein
vollstandiges Abschwemmen nicht aus. Schon mit bloRem Auge war ein verbliebener 6liger

Film mit enthaltenen Zellresten sichtbar. Auch an den verwendeten Drigalski-Spateln konnte
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ein anhaftender Film beobachtet werden. Nach der Uberfiihrung in ein Reagenzglas trennten

sich hydrophile und lipophile Phase sofort.

Um stabile Ergebnisse zu erzielen, musste entweder eine vollstandige Trennung oder eine
homogene Durchmischung von Keimen, Hilfsstoff und Tragerflissigkeit erfolgen. Fir die
Ldsung dieses Problems wurden verschiedene Konzepte zur Adaption an die Testung der

stark lipophilen Stoffe erarbeitet und im Folgenden untersucht.

5.1.4.1 Zweiphasen-Extraktion

Der erste Ansatz basierte darauf, dass Hilfsstoff und Keime, nach dem fiir die Testung
unerlasslichen Zusammenfuhren und darauffolgender Inkubation, wieder mdglichst vollstandig
getrennt werden sollen. Sollte es gelingen, die Olphase so griindlich zu entfernen, dass keine
Tropfchen mehr vorliegen, ware auch eine Auswertung tber die OD maoglich. Wichtig hierfir
ist allerdings, dass die Keime vollstandig in der wassrigen Phase enthalten bleiben.
Es erfolgte die Anlage von zwei Reihen in verschlielbaren Reagenzrohrchen, jeweils mit
Dreifachbestimmung, fur die zweite Versuchsreihe wurde zunéachst ausschlief3lich
Staphylococcus epidermidis verwendet. Das erste Rohrchen enthielt lediglich 10 ml 0,9%ige
NaCl-Losung, das zweite Réhrchen 5 ml NaCl-Lésung und 5 ml Olivenél. Beide Réhrchen
wurden fur 5 Minuten ausgiebig gevortext, um eine moéglichst gute Durchmischung zu erzielen,
wie sie auch durch das Pipettieren erreicht wird. Nach der Zentrifugation bei 4080 rpm fir 15
Minuten wurde die Olphase sorgfaltig abpipettiert und die verbliebene wéassrige Phase im
UV/VIS-Spektrometer vermessen. Sowohl bei der Kontroll- als auch bei der Testprobe war
keine Absorption messbar, was dafurspricht, dass die Trennung der Phasen durch
Zentrifugation, sowie das anschlieRende Abpipettieren, erfolgreich und keine die Messung
beeinflussenden Olreste vorhanden waren.

Der néchste Schritt bezog lber drei Ansatze die Mikroorganismen mit ein:

1. 2 ml 0,9%ige NaCl-Lésung + 2 ml Olivendl
2. 3,9 ml 0,9%ige NaCl-Lésung + 100 pul Keimsuspension
3. 1,9 ml 0,9%ige NaCl-Losung + 100 pl Keimsuspension + 2 ml Olivendl

Hier wurde sich aus logistischen Griinden zundchst auf Staphylococcus epidermidis
beschrankt. Wie bereits im Vorversuch, wurden die Proben sorgfaltig gevortext und
anschlie3end bei 4080 rpm fur 15 Minuten zentrifugiert.

Optisch zeigten sich bei Ansatz 1 zwei deutlich separierte Phasen mit klarer wassriger Phase,
bei Ansatz 2 eine klare Flussigkeit mit Zellpellet am Boden. Bei Ansatz 3 war ein kleineres

Zellpellet mit anhaftender dinner Olschicht, sowie zahlreiche in der wéassrigen Phase
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verbliebene Tropfchen erkennbar. Auch bildete sich hier keine deutliche Grenze zum an der
Oberflache treibenden Ol aus.
Die folgende Tabelle zeigt die Werte der OD-Messung nach dem Abpipettieren der Olphase

und sorgfaltigen Durchmischen. NaCl steht hierbei jeweils fir NaCl-Losung

Ansatz Mittelwert aﬁﬁ;gﬁﬂé
NaCl + Ol 0,001 0,002 0,001 0,001 0,000
NaCl + Keim 0,131 0,125 0,142 0,133 0,007
NaCl + Ol + Keim 0,205 0,172 0,068 0,148 0,058

Tabelle 26: Versuchsauswertung zur Zweiphasen-Extraktion

Aus der Tabelle ist anhand der sehr niedrigen Absorption deutlich zu erkennen, dass die
Trennung von Ol und NaCl-Lésung bei Ansatz 1 vollstandig gelungen ist. Bei Ansatz 2 zeigt
sich eine recht stabile OD im zu erwartenden Bereich fir die zugegebene Keimmenge. Die
von Ansatz 3 gemessenen Werte sind stark schwankend, was durch in der wéassrigen Phase
oder am Zellpellet verbliebene Oltrépfchen bzw. mit der Olphase abpipettierte Keime erklart
werden kann. Da auch bei Wiederholung des Versuches keine stabilen Ergebnisse produziert
werden konnten und das Problem des unvollstdandigen Abschwemmens weiterhin ungeldst

blieb, wurde zunéchst an weiteren Konzepten gearbeitet.

5.1.4.2 Filtration

Ein weiterer Ansatz basierte auf der Trennung des an den Keimen haftenden Ols durch
Filtration. Hierfir wurde ein Einweg-Membranfilter mit einer PorengréRe von 0,2 pum
verwendet.

Analog zu den vorherigen Versuchen wurden drei Anséatze erstellt:

1. 9,5 ml 0,9%ige NaCl-Lésung + 500 ul Keimsuspension

9,4 ml 0,9%ige NaCl-Losung + 500 pl Keimsuspension + 100 pl Olivendl

9,3 ml 0,9%ige NaCl-Lésung + 500 pl Keimsuspension + 100 ul Olivendl + 100 ul PEG-

350
Auch hier wurde sich aus logistischen Grinden zunachst auf Staphylococcus epidermidis
beschrankt. Die Ansatze wurden jeweils mit einer Spritze durch einen Filter gepresst und
anschliel3end sowohl das Permeat als auch das Retentat ausgewertet. Um das Retentat aus
dem Filter zu gewinnen, wurde dieser in 5 ml 0,9%iger NaCl-Lésung gevortext und mit einer
Pipette ausgesplilt. Von der urspriinglichen Losung, dem Retentat und dem Permeat erfolgte

jeweils eine OD-Messung und eine KZB, die Ergebnisse sind in Tabelle 27 dargestellt.
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Ansatz 1 2 3

vy Vvor Filtration 0,354 0,711 2,286

2 Retentat 0,153 0,468 0,407

- Permeat 0,003 0,002 1,714
vor Filtration 43,00E+06 49,00E+06 38,00E+06

g Retentat 41,00E+06 2,00E+06 29,00E+06
Permeat 0,00E+06 0,00E+06  25,00E+02

Tabelle 27: Versuchsauswertung zur Filtration

Die Auswertung des Versuchs zeigte bereits in der urspringlichen Lésung eine deutlich
abweichende optische Dichte der verschiedenen Ansatze. Da in allen Proben die gleiche
Menge an Keimen enthalten war, miissen die Unterschiede auf das zugegebene Ol bzw. den
Losungsvermittler zuriickzufiihren sein. Durch die sofort eintretende Phasentrennung ist eine
sichere Reproduktion der OD-Werte allerdings kaum mdglich. Sowohl in der OD als auch bei
einer optischen Betrachtung fallt auf, dass der zugegebene Lésungsvermittler eine wesentlich
feinere Tropfchenbildung und langsamere Phasentrennung verursacht. Dies erklart auch die
deutlich héhere OD. Bei Ansatz 1 und 2 sind im Permeat bei OD und KZB keine Keime
nachweisbar, was dafiirspricht, dass erwartungsgemaf durch den Filter sowohl das Ol als
auch die Bakterien entfernt wurden. Bei Ansatz 3 konnte der Filter nicht alles zuriickhalten,
schon optisch zeigte sich eine Tribung des Permeats mit feiner Trépfchenbildung. Die
wahrscheinlichste Ursache fir dieses Phanomen ist eine Beschadigung des Filters durch den
Ldsungsvermittler oder den hohen Druck beim Pressen der Lésung durch das System.

Das aus dem Filter gewonnene Retentat von Ansatz 2 und 3 zeigt eine deutlich héhere OD als
bei Ansatz 1, wahrscheinlich bedingt durch die ebenfalls herausgewaschenen
Olivenoltropfchen. Auch hier erklart sich die nochmals deutlich héhere OD von Ansatz 3 durch
die Zugabe des Losungsvermittlers und die daraus resultierenden feineren Tropfchen.
Allerdings missen Keime verloren gegangen sein, da die OD des Retentats jeweils wesentlich
niedriger als in der Ausgangslésung ist. Die Ergebnisse der KZB lassen den Rickschluss zu,
dass der Filter Keime und Ol effektiv zuriickhalt, sofern er nicht beschédigt ist. Aber obwonhl
ein Grolteil der Keime wiedergewonnen werden konnte, sind die Keimzahlen des Retentats
auch hier niedriger als in der Ausgangslosung.

Um festzustellen, ob diese Ergebnisse reproduzierbar sind, war eine Wiederholung des
Versuchs mit einer Dreifachbestimmung notwendig. Dazu wurde die Konzentration des
Ldsungsvermittlers auf 180 ul PEG-350 erhdht und die Menge der NaCl-Lésung entsprechend

auf 9,21 ml angepasst. Die Konzentration von Keimsuspension und Olivenél blieben konstant.
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Ansatz 3.1 3.2 3.3

0 vor Filtration 0,682 0,775 0,819

g Retentat 0,395 0,382 0,445

> Permeat 0,003 0,002 0,001
vor Filtration 31,00E+06 28,00E+06 19,00E+06

E Retentat 22,00E+04 2,00E+04 7,00E+04
Permeat 0,00E+04 0,00E+04 0,00E+04

Tabelle 28: Auswertung des angepassten Filtrationsversuches

Vor der Filtration zeigten sich bei OD und KZB sehr stabile Werte bei allen Proben. Im Permeat
waren mit beiden Bestimmungsmethoden nahezu keine Keime nachweisbar, was darauf
hindeutet, dass sowohl die Keime als auch das Ol annihernd vollstandig durch den Filter
zurtickgehalten wurden. Auch optisch war keine Beschadigung des Filters erkennbar. Die
Ergebnisse des Retentats sind zwar beziglich OD und KZB bei allen drei Anséatzen stabil,
allerdings deutlich niedriger als vor der Filtration. Das kdnnte bedeuten, dass die gefilterten
Keime nicht vollstandig aus dem Filter gelost wurden, durch die Zugabe des
Losungsvermittlers abgestorben sind oder eine homogene Durchmischung aufgrund der
Oltropfchen verhindert wurde.

Zusammenfassend wurde die Filtration nur als teilweise erfolgreich bewertet. Das
Herausfiltern der Keime aus der urspringlichen Losung war zwar maoglich, allerdings fand
keine stabile Trennung von Zellen und Olphase statt. Es war keine stabile Messung der OD
moglich, da die Trennung von wassriger und oliger Phase sofort einsetzte. Um reproduzierbare
Ergebnisse in der KZB zu erzielen, misste die Verteilung der Tropfchen deutlich homogener
und stabiler werden. Zudem blieb das Problem des Abschwemmens von der Platte ungelost.
Da die Trennung der Phasen nicht erfolgreich durchgefihrt werden konnte, wurde der
Schwerpunkt der ndchsten Versuche zunachst auf eine mdglichst homogene Verteilung

gelegt.

5.1.4.3 Homogene Verteilung

Um das Keim-Ol-Gemisch von der Platte abschwemmen zu kénnen und stabile Ergebnisse
bei der KZB zu erzielen, ist eine homogene und mdglichst stabile Verteilung der Oltrépfchen

und der daran haftenden Keime unumganglich.
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Der erste Versuch erfolgte nach dem oben beschriebenen Versuchsaufbau und zunachst nur
mit Staphylococcus epidermidis. Es wurden folgende Ansétze in zweifacher Bestimmung auf
dem zuvor entwickelten Minimalagar vorbereitet und fir 24 h bei 38 °C inkubiert:

1. 100 pl Keimsuspension

2. 100 ul Keimsuspension + 100 ul Rapsol

3. 100 pl Keimsuspension + 600 ul 10%ige Pepton-Ldsung

4. 100 pl Keimsuspension + 600 pl + 10%ige Pepton-Lésung + 100 ul Rapsol
Nach dem Abschwemmen mit 5 ml NaCl-Ldsung erfolgte zunéchst eine optische Beurteilung.

Bereits hier war erkennbar, dass ein Olfilm auf der Platte zuriickgeblieben war. Die Ergebnisse
der OD und KZB sind in Tabelle 29 dargestellit.

Reihe Ansatz Keim Keim + Pepton  Keim + Ol Kegngf[O?II +
L UVIVIS 0,458 1,359 0,354 1,301
KZB 4,80E+07 2,20E+08 8,00E+04 5,10E+07
2 UVIVIS 0,380 1,419 0,620 1,515
KZB 3,80E+07 2,70E+08 7,00E+04 1,36E+08

Tabelle 29: Abschwemmen mittels NaCl-L6sung

Wie zu erwarten konnte durch die Zugabe von Pepton das Wachstum deutlich gesteigert
werden. Bei beiden Versuchsreihen ist sowohl mit als auch ohne Pepton erkennbar, dass nach
der Zugabe von Ol eine nicht unerhebliche Menge an Zellen verloren ging. Bei der Messung
der OD waren die Werte aufgrund der sofort einsetzenden Phasentrennung stark schwankend.
Der Ansatz mit NaCl-Lésung wurde nicht weiterverfolgt, da keine reproduzierbaren Ergebnisse
erzielt werden konnten.

Im néchsten Schritt wurden verschiedenen Emulgatoren zugegeben, um eine zumindest
zeitweise stabile Emulsion aus hydrophiler NaCl-Lésung und lipophilen Stoffen zu erzielen.
Dabei wurde darauf geachtet, einen Losungsvermittler zu wéhlen, welcher keinesfalls das
Wachstum der Keime beeinflusste oder eine zu starke Schaumbildung verursachte.

In der Literatur wird mehrfach eine Kombination aus Emulgator und Co-Emulgator empfohlen,
welche die Wirkung verbessern soll. Der HLB-Wert eines Stoffes gibt an wie hydro- bzw.
lipophil er ist. Es sind verschiedene Emulgator-Kombinationen méglich; ein ahnlicher HLB-
Wert ist ebenso mdglich wie ein stark abweichender Wert. Durch das Mischungsverhaltnis der
Emulgatoren kénnen Wasser-in-Ol (w/o) bzw. Ol-in-Wasser (o/w) Emulsionen erzielt werden,
meist wird hier ein 2:3 bzw. 3:2 Verhaltnis gewahlt [133].
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Anhand der erwahnten Angaben in der Literatur und einigen Vorversuchen zur ndétigen
Konzentration fir eine moglichst stabile Durchmischung wurden folgende Ansétze in 0,9%iger

NaCl-Loésung erstellt:

1,2 % Igepal + 1,8 % PEG-550
1,2 % Labrasol + 1,8 % Transcutol
4 % Tween 80 + 6 % Span 80
Pure 0,9%ige NaCl-Losung

P w0 N PR

Mdgliche Fehlerquellen sind ein auf Agar oder Spatel zuriickbleibender Film, eine nicht
ausreichend stabile Durchmischung oder eine bakterizide Wirkung der Emulgatoren. Es
wurden jeweils 100 pul Keimsuspension und 100 ul Keimsuspension + 100 pl Olivendl auf einer
Platte des entsprechenden Minimalagars ausgestrichen, fir 20 Minuten trocknen lassen und
anschlieRend mit 5 ml der entsprechenden Lésung abgeschwemmt. Da sich schon optisch
eine deutliche Tropfchenbildung prasentierte, wurde die Messung der OD verworfen und sich

ausschlielich auf die KZB konzentriert.

. Igepal + Labrasol + Tween 80 +
NE A . PEG-550 Transc utol Span 80
Staph. Keim 2 90E+07 0,00E+04 2 60E+07 1,90E+07
epi. Keim + Ol 5,00E+03 0,00E+04 1,60E+07 6,00E+06
Staph. Keim 1,27E+08 0,00E+00 1,2E+08 1,50E+08
galli. Keim + Ol 6,00E+06 0,00E+00 8,00E+07 9,00E+07
Coryne.  Keim 9,00E+07 0,00E+00 2 00E+07 5,40E+07
minut. Keim + Ol 5,00E+04 0,00E+00 1,80E+07 3,20E+07
Propioni. Keim 6,51E+06 0,00E+00 7,46E+06 5,87E+06
acnes Keim + Ol 3,24E+04 0,00E+00 8,45E+06 8,12E+05

Tabelle 30: Auswertung verschiedener Emulgator-Kombinationen

Wie schon zuvor zeigte sich beim Abschwemmen mit NaCl-Losung ein hoher Keimverlust
nach der Zugabe von Ol. Bei der Kombination von Igepal + PEG-550 war bei allen Keimen
kein Wachstum nachweisbar, was fir eine toxische Wirkung spricht. Die stabilsten Ergebnisse
bei gleichzeitig geringer Menge an Emulgator wurden mit 3 % Labrasol + Transcutol erzielt
und die weiteren Versuche daher mit dieser Kombination durchgefihrt. Bei einer Wiederholung
des Versuches mittels einer Dreifachbestimmung konnte dieses Ergebnis bestatigt werden.

Fur die Auswertung der lipophilen Stoffe wurde zukiinftig auf die Messung der OD verzichtet

und ausschlieBlich eine KZB durchgefihrt.
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5.1.4.4 Fehleranalyse

Im Folgenden werden mogliche Fehler und Faktoren fur Unsicherheiten sowie maogliche

Schwankungen bei den mikrobiologischen Versuchsaufbauten aufgefiihrt und MalRBhahmen

zur Losung bzw. Vermeidung dieser Probleme aufgezeigt [134].

Zufallige und anwenderbedingte Fehler:

Nicht beeinflussbare biologische Variabilitdt der Keime; ein lebender Organismus
reagiert naturbedingt nicht immer gleich

AuRere Faktoren wie Luftfeuchtigkeit, Temperatur- und Luftdruckschwankungen;
vermeidbarbar durch Arbeiten unter immer gleichen Bedingungen mit Brutschrank bzw.
Sterilbank

Uberimpfen verschieden groRer Mengen Biomasse wahrend der Versuchsvorbereitung
der Hefepilze, dadurch unterschiedlich starke Verstoffwechselung; nur teilweise
vermeidbar durch sorgféltiges und genaues Arbeiten

Ablesefehler bei der optischen Beurteilung der Pilzproben

Fehler der Zellzahlbestimmung mittels UV/VIS-Spektrometer:

Systematische Fehler des Gerates durch Messunsicherheit (laut Herstellerangabe
+0,002 A/h)

Statistische Fehler durch schwankende Streuung der Messwerte

Die zunehmende Ruckstrahlung bei steigender Zellzahl/ml beeinflusst das
Messergebnis; vermeidbar durch zusatzliche KZB

Unzureichende homogene Durchmischung der Probe; vermeidbar durch sorgfaltiges
Pipettieren bzw. Vortexen

Zusatzlich zu den lebenden Zellen Erfassung von Zelltrimmern, Fremdkérpern und
toten Zellen; vermeidbar durch zusatzliche KZB

Fehler der KZB mittels Drigalski-Plattenausstrich:

Zellverlust durch an der Pipettenspitze haftende Zellen wahrend des
Pipettiervorganges; nur teilweise vermeidbar durch sorgféltiges Arbeiten

Uberfilhren schwankender Volumina durch Lufteinschliisse; vermeidbar durch
sorgfaltiges Pipettieren

Unzureichende Durchmischung beim Pipettieren; vermeidbar durch sorgféltiges
Pipettieren

In der Verdinnungsreihe verstarken sich Fehler beim Pipettieren exponentiell

Zellverlust durch unvollstandig vom Agar abgeloste Zellen; vermeidbar durch
sorgféltiges Arbeiten

UngleichmafRige Verteilung auf der Agarplatte; vermeidbar durch sorgféltiges
Verstreichen

Zellverlust durch am Spatel haftende Zellen; nur teilweise vermeidbar durch
sorgféltiges Arbeiten
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- Um Auszahlungsfehler zu vermeiden, werden nur Platten ausgezahlt, die zwischen 30
und 300 Zellen aufweisen. Darunter ist der prozentuale Zahlfehler zu grof3, dartber ist
ein genaues Zahlen nicht mehr méglich, da die Platte zu dicht bewachsen ist

Fehler bei der HPTLC-Analyse
- Messfehler durch Verwendung einer verunreinigten Standardlésung

- Verunreinigung der Probe durch anhaftendes Ol und abgelosten Agar bei der Analyse
des Teststoffes; nur teilweise vermeidbar durch sorgfaltiges Arbeiten

5.1.5 Statistische Uberpriifung des entwickelten Testsystems

Um die prinzipiell verlassliche Aussagekraft des entwickelten Testsystems zu validieren ist

eine statistische Uberpriifung noétig. Wie bereits oben erwahnt kam hierbei ein t-Test mit den

Faktoren Stichprobenzahl ¢ o, Signifikanzniveau &0 1t wind Freiheitsgraden 'Q"Q 1 zum

Tragen. Der aus der Tabelle abgelesene kritische t-Wert 0 ¢fx xmuss uber- bzw.
unterschritten werden, um einen signifikanten Unterschied nachzuweisen. Beispielhaft werden

[65]hierdi e Kei mzahlen der Proben AKeWwm AKe iifiruhlde fAK]
alle Bakterienspezies verglichen. Der beschriebene t-Test wurde bei jedem Bakterium und

Hilfsstoff durchgefuhrt, die errechneten Werte sind in der jeweiligen Tabelle zu finden.

KZB (MW) aus Kalibrierung

Keims pezies Probe + SD [KBE /ml] t-Wert Signifikanz
ur 3,04E+07 +5,78E+05
epidermidis Pepton 2,32E+08 * 9,66E+06
ur 7,49E+07 * 2,63E+06
Staph. P -32,49 +
gallinarum Pepton 2,12E+08 * 5,36E+06
ur 3,88E+07 * 2,85E+06
Coryne.. p -21,52 +
minutissimum Pepton 7,58E+08 * 4,72E+07
ioni ur 1,33E+08 + 3,40E+07
Propioni. p 5.86 +
acnes Hefe 6,77E+08 + 1,93E+08

Tabelle 31: Beispielhafte statistische Uberpriifung des entwickelten Testsystems

Anhand der t-Werte ist die Differenz bei allen Keimen definitiv als signifikant einzustufen, wobei
die Wachstumssteigerung bei Propioni. acnes im Vergleich am wenigsten deutlich ist. Dies ist
eine Bestatigung fir die prinzipielle Funktionalitdt des Testsystems; durch die Zugabe von

Pepton bzw. Hefe ist also eine signifikante Steigerung des Wachstums maoglich.
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5.2 Ergebnisse der in vitro Tests zum Einfluss kosmetischer Hilfsstoffe auf das
Wachstum von Mikroorganismen

5.2.1 Ergebnisse der Wachstumsversuche der Bakterienstamme

Die in diesem Kapitel dargestellten Tabellen 32 bis 108 prasentieren zunéchst die Ergebnisse
der Tests mit den verschiedenen Bakterienstammen. Dabei erfolgt lediglich die Darstellung
der zur Beurteilung unerlasslichen Werte. Sadmtliche Mess- und die jeweils zugehorigen t-
Werte werden aufgrund der Ubersichtlichkeit im Anhang beigeftigt.

Die Tabellen zeigen die mittels UV/VIS bestimmten OD-Werte, sowie die uber die
Kalibrierkurven berechneten (rechnerische KZB) und mittels Plattenausstrich bestimmten
(experimentelle KZB) Keimzahlen. Zusatzlich wurden jeweils die Standardabweichung (SD)
und das Ergebnis eines durchgefiihrten Signifikanztests mit einem Niveau von 0,05 aufgefihrt.
Da einige der getesteten Hilfsstoffe selbst eine Tribung der NaCl-Lésung hervorrufen, wurde
der jeweilige Wert fir jeden verwendeten Stoff bestimmt und von den Messwerten der

jeweiligen Probe abgezogen

Dabei erfolgt wie bereits beschrieben der Vergleich einer Probe, welche auf dem
entsprechenden Minimalmedium gewachsen ist (Keim), mit einer Probe, welcher der Teststoff
zugegeben wurde (Keim + Stoff) und jeweils noch nach zuséatzlicher Zugabe von Pepton bzw.
Hefe (Keim + Pepton bzw. Keim + Pepton + Stoff).

Die Bewertung dieser Vergleiche bei der rechnerischen KZB erfolgt tber den durchgefiihrten

Signifikanztest:

+ bei im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhdhtem Wachstum (t < -2,77)
- bei im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant vermindertem Wachstum (t > 2,77)

0 beiim Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant verandertem Wachstum
(2,77 <t <-2,77)

Allerdings sinkt wie bereits zuvor erwdhnt die Genauigkeit der OD-Werte mit steigender AU,
da mit zunehmender Zelldichte vermehrt Streuungseffekte auftreten [135]. Dies bedeutet, dass
groRe Abweichungen bei der OD nur zu geringen Anderungen der berechneten Keimzahl
fuhren konnen. Eine hohe OD korreliert also nicht zwangslaufig mit einem verstarkten
Keimwachstum. Um das errechnete Ergebnis belegen zu kénnen erfolgte daher parallel die
experimentelle Bestimmung der Keimzahl mittels Drigalski-Plattenausstrich. Aus Zeit- und
Platzgrinden war hier allerdings nur eine einfache Bestimmung mit ¢ p und daher auch
keine statistische Uberprifung, méglich. Auch hier wird die Aussagekraft mit den oben
genannten Symbolen bewertet, wobei eine Abweichung von mehr als einer halben

Zehnerpotenz als signifikant gilt. Dieser Wert wurde anhand der Vorversuche festgelegt.
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Stimmen berechnete Signifikanz und experimentelle Beurteilung Uberein, ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit von einem tatséchlich erhdhten bzw. verminderten Wachstum
auszugehen. Bei nur geringen Schwankungen besteht die Mdoglichkeit eines zufalligen
Ergebnisses durch Messfehler oder den oben beschriebenen Effekt der verzerrten OD-Werte.
Zusatzlich wurden stichprobenartig einzelne auffallige Stoffe mit einer héheren Konzentration

getestet.

Wie bereits im Kapitel Methodenentwicklung erwéahnt, war die Messung der optischen Dichte
aufgrund der Tropfchenbildung fur die Auswertung der Emollientien nicht mdglich. Daher
erfolgte hier ausschlie3lich eine dreifache experimentelle Keimzahlbestimmung mittels
Drigalski-Plattenausstrichverfahren und dem oben beschriebenen Signifikanztest.

Im Verlauf der Testung der Emollientien zeigte Staph. gallinarum zunehmende Auffalligkeiten.
Beispielsweise erfolgte auch bei den Kontrollproben nach Zugabe von Pepton kein vermehrtes
Wachstum mehr, so dass im Verlauf von weiteren Versuchen mit diesem Keim abgesehen
wurde.

Aus Zeitgrinden konnten nicht mehr alle Hilfsstoffe mit Propioni. aches getestet werden, daher
wurde sich hier auf sechs Emollientien beschrankt, bei welchen andere Keime Auffélligkeiten

zeigten. Die restlichen Stoffe sollten im Rahmen weiterer Versuche noch abgedeckt werden,

5.2.1.1 Konservierungsmittel

Im folgenden Kapitel werden in den Tabellen 32 bis 36 die Auswertungen der hydrophilen
Konservierungsmittel  Butylenglykol,  Caprylylglykol, Ethanol, Pentylenglykol oder
Propylenglykol dargestellt. Dabei erfolgt der Vergleich von rechnerischer KZB nach
durchgefuhrter OD-Messung und experimenteller KZB mit jeweiliger Angabe der Signifikanz

und der experimentellen Beurteilung (Experim. Beurtlg.).
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Experim.

- (Ersle iOSDD '\[AAVS] KZB SWT grlIDS[C}?BeE/mI] fsl g:]lz [Kgé?ml] %Xepﬁﬂg] '.

Keim 0,09 +£0,01 2,14E+07 % 3,42E+06 1,40E+06

g_é Keim + Stoff 0,09+0,0 2,28E+07 = 7,75E+05 ° 1,40E+06 °

g % Keim + Pepton 0,76 £ 0,04 2,34E+08 + 1,38+07 o 1,03E+08 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,76 £ 0,02 2,33E+08 = 6,95E+06 1,02E+08
Keim 0,23 £ 0,02 3,38E+07 + 3,00E+06 1,70E+07

< % Keim + Stoff 0,30 £ 0,09 4,54E+07 + 1,30E+07 ° 3,40E+07 °
% % Keim + Pepton 1,12 £ 0,05 2,13E+08 = 1,65E+07 1,02E+08

= Keim + Pepton + Stoff 1,06 = 0,06 1,93E+08 + 1,70E+07 ° 6,70E+07 °

g Keim 0,20 £ 0,02 4,91E+07 + 5,13E+06 0 1,00E+06 o
GS;% Keim + Stoff 0,20 £ 0,01 4,92E+07 + 1,54E+06 2,20E+06

8 g Keim + Pepton 1,32 +£0,01 4,11E+08 + 9,11E+06 0 2,70E+08 o
€ Keim + Pepton + Stoff 1,12 + 0,08 3,03E+08 * 3,42E+07 1,90E+08
Keim 0,31+0,01 1,47E+08 + 1,80E+07 1,32E+08

S @ Keim + Stoff 0,28 0,02 7,37E+07 + 6,84E+06 ° 9,87E+07 °

né-.- § Keim + Hefe 1,27 £0,02 6,75E+08 + 1,28E+08 o 8,13E+08 o
Keim + Hefe + Stoff 1,23+0,03 8,14E+08 + 4,44E+07 7,35E+08

Tabelle 32: Auswertung des Konservierungsmittels Butylenglykol mit Vergleich der
experimentellen und rechnerischen KZB

81



Experim.

DU oot e ke SR
Keim 0,09+ 0,0 2,34E+07 = 1,06E+06 2,00E+06
E_é Keim + Stoff 0,11+ 0,03 2,69E+07 = 7,98E+06 ° 1,50E+06 °
g % Keim + Pepton 0,74+ 0,02 2,27E+08 + 5,83E+06 o 1,99E+08 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,72+ 0,01 2,22E+08 + 4,47E+06 1,56E+08
Keim 0,48+ 0,02 5,91E+07 = 1,69E+07 4,20E+07
'8_ % Keim + Stoff 0,48 £ 0,02 5,67E+07 = 2,02E+07 ° 3,40E+07 °
% é Keim + Pepton 1,22+ 0,05 2,49E+08 + 1,81E+07 1,10E+08
S Keim + Pepton + Stoff 1,21+ 0,07 2,45E+08 + 2,63E+07 ° 9,00E+07 °
g Keim 0,20+ 0,02 5,02E+07 + 4,08E+06 o 8,00E+03 o
GS;% Keim + Stoff 0,16+ 0,04 3,93E+07 = 8,75E+06 3,00E+03
8 *é Keim + Pepton 1,42+ 0,01 4,80E+08 * 6,01E+06 o 1,79E+08 o
€ Keim + Pepton + Stoff 1,20 £ 0,04 3,43E+08 * 2,28E+07 1,28E+08
Keim 0,31+0,01 1,47E+08 + 1,80E+07 1,32E+08
S ¢ Keim + Stoff 0,28 + 0,02 7,46E+07 + 3,08E+06 ° 9,87E+07 °
né..- § Keim + Hefe 1,27 £0,02 6,75E+08 + 1,28E+08 o 8,13E+08 o
Keim + Hefe + Stoff 1,23+0,03 38,46E+08 + 4,32E+07 7,35E+08

Tabelle 33: Auswertung des Konservierungsmittels Caprylylglykol mit Vergleich der
experimentellen und rechnerischen KZB
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Experim.

DU oot e ke SR
Keim 0,09 £0,01 2,11E+07 = 1,61E+06 2,00E+06
E_é Keim + Stoff 0,08 £ 0,01 1,98E+07 £ 2,82E+06 ° 1,50E+06 °
g % Keim + Pepton 0,67 + 0,03 2,04E+08 + 9,23E+06 o 1,70E+08 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,70+0,01 2,13E+08 + 3,91E+06 1,35E+08
Keim 0,46 = 0,06 7,50E+07 = 6,88E+06 2,00E+07
'8_ % Keim + Stoff 0,38 £ 0,04 5,71E+07 = 6,12E+06 ° 4,50E+07 °
% é Keim + Pepton 1,21 +£ 0,06 2,47E+08 + 2,31E+07 9,00E+07
S Keim + Pepton + Stoff 1,10 £ 0,07 2,08E+08 + 2,17E+07 ° 1,30E+08 °
g Keim 0,11 + 0,02 2,80E+07 = 5,77E+06 o 1,49E+03 o
GS;% Keim + Stoff 0,16 + 0,01 3,98E+07 = 1,44E+06 3,00E+03
8 *é Keim + Pepton 1,28 £ 0,07 3,87E+08 * 4,44E+07 o 5,60E+08 o
€ Keim + Pepton + Stoff 0,94 + 0,03 2,30E+08 * 8,94E+06 4,18E+08
Keim 0,31+0,01 1,47E+08 + 1,80E+07 1,32E+08
S ¢ Keim + Stoff 0,28 + 0,02 6,33E+07 * 5,93E+06 ° 9,87E+07 °
né..- § Keim + Hefe 1,27 £0,02 6,75E+08 + 1,28E+08 o 8,13E+08 o
Keim + Hefe + Stoff 1,23+0,03 6,37E+08 * 4,66E+07 7,35E+08

Tabelle 34: Auswertung des Konservierungsmittels Ethanol mit Vergleich der
experimentellen und rechnerischen KZB
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Experim.

DU oo e ke SR
Keim 0,09+0,0 2,34E+07 = 1,06E+06 2,50E+06
E_é Keim + Stoff 0,09 £ 0,02 2,36E+07 = 4,47E+06 ° 2,50E+06 °
g % Keim + Pepton 0,74 £ 0,02 2,27E+08 + 5,83E+06 o 1,60E+08 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,74 £ 0,03 2,28E+08 + 1,00E+07 1,58E+08
Keim 0,48 £ 0,02 7,63E+07 = 2,83E+06 2,10E+07
'8_ % Keim + Stoff 0,44 =+ 0,02 7,21E+07 = 2,85E+06 ° 5,40E+07 °
% é Keim + Pepton 1,22 £ 0,05 2,49E+08 = 1,81E+07 6,50E+07
S Keim + Pepton + Stoff 1,08 £ 0,08 2,01E+08 + 2,41E+07 ° 3,00E+07 °
g Keim 0,20 + 0,02 5,02E+07 * 4,08E+06 o 1,70E+04 o
GS;% Keim + Stoff 0,21+0,0 5,36E+07 = 1,01E+06 2,86E+04
8 *é Keim + Pepton 1,42 +0,01 4,80E+08 * 6,01E+06 o 5,40E+08 o
€ Keim + Pepton + Stoff 1,21 + 0,04 3,50E+08 * 1,89E+07 3,66E+08
Keim 0,31+0,01 1,47E+08 + 1,80E+07 1,32E+08
S ¢ Keim + Stoff 0,28 + 0,02 6,53E+07 = 1,29E+07 ° 9,87E+07 °
né..- § Keim + Hefe 1,27 £0,02 6,75E+08 + 1,28E+08 o 8,13E+08 o
Keim + Hefe + Stoff 1,23+0,03 6,42E+08 * 4,31E+07 7,35E+08

Tabelle 35: Auswertung des Konservierungsmittels Pentylenglykol mit Vergleich der
experimentellen und rechnerischen KZB
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Experim.

- (Ersle +OSDD '\[AAVS] KZB Sc\e/:/:rlngrg, ([:EEE/ml] f?llgglz N I;:axepuer;:;n'
- - [KBE/mI] )
Keim 0,09 £0,01 2,14E+07 = 3,42E+06 1,40E+06
g_é Keim + Stoff 0,11 +0,01 2,66E+07 + 2,84E+06 ° 3,00E+06 °
g % Keim + Pepton 0,76 £ 0,04 2,34E+08 + 1,38E+07 o 1,03E+08 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,73 +0,04 2,23E+08 + 1,45E+07 1,14E+08
Keim 0,23 £ 0,02 3,38E+07 = 3,00E+06 1,70E+07
< % Keim + Stoff 0,25 + 0,05 3,72E+07 + 8,22E+06 ° 2,20E+07 °
% % Keim + Pepton 1,12 £ 0,05 2,13E+08 + 1,65E+07 1,02E+08
= Keim + Pepton + Stoff 0,98 + 0,06 1,70E+08 + 1,57E+07 ° 6,90E+07 °
g Keim 0,20 £ 0,02 4,91E+07 + 5,13E+06 o 1,00E+06 o
GS;_% Keim + Stoff 0,20+0,0 4,98E+07 + 7,47E+05 2,20E+06
8 g Keim + Pepton 1,32 +0,01 4,11E+08 + 9,11E+06 o 2,70E+08 o
€ Keim + Pepton + Stoff 1,22 + 0,03 3,53E+08 * 1,46E+07 2,30E+08
Keim 0,31+0,01 1,47E+08 + 1,80E+07 1,32E+08
S @ Keim + Stoff 0,28 £ 0,02 7,74E+07 % 5,71E+06 ° 9,87E+07 °
né..- § Keim + Hefe 1,27 £0,02 6,75E+08 + 1,28E+08 o 8,13E+08 o
Keim + Hefe + Stoff 1,23+0,03 6,57E+08 * 4,41E+07 7,35E+08

Tabelle 36: Auswertung des Konservierungsmittels Propylenglykol mit Vergleich der
experimentellen und rechnerischen KZB

Wie in den jeweiligen Tabellen ablesbar, konnten bei allen vier Keimen keine auffélligen
Veranderungen hinsichtlich des Keimwachstums durch Zugabe von Butylenglykol,
Caprylylglykol, Ethanol, Pentylenglykol oder Propylenglykol festgestellt werden.
Abweichungen bei der OD-Messung bzw. der rechnerischen KZB fanden sich im Drigalski-
Plattenausstrich nicht wieder. Eigentlich wére eine Wachstumsminderung zu erwarten
gewesen, da jedes Mittel in der jeweiligen oben genannten Konzentration zur Konservierung
eingesetzt wird und daher prinzipiell antimikrobiell wirkt.

Eine mdgliche Erklarung hierfiir ist, dass die hydrophilen Stoffe in den ebenfalls hydrophilen
Agar diffundiert sind und daher in wesentlich geringerer Konzentration auf die Keime
eingewirkt haben. Eine andere Erklarung ware, dass die eingesetzten Konservierungsmittel
gegen die physiologischen Keime des Hautmikrobioms nur schwach wirksam sind. Dies erhoht
natirlich das Risiko einer Verunreinigung, schont aber auf der anderen Seite die

Hautmikroflora und verringert so das Risiko von Erkrankungen.
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5.2.1.2 Konsistenzgeber

5.2.1.2.1 Diverse Konsistenzgeber

Im folgenden Kapitel werden in den Tabellen 37 bis 40 die Auswertungen der natirlichen

Wachse Bienenwachs und Carnaubawachs, des Fettalkohols Cetylstearylalkohol und des

synthetischen Esters Cetyl palmitate dargestellt. Dabei erfolgt der Vergleich von rechnerischer

KZB nach durchgefiihrter OD-Messung und experimenteller KZB mit jeweiliger Angabe der

Signifikanz und der experimentellen Beurteilung. Alle in diesem Kapitel aufgeflihrten

Konsistenzgeber sind lipophil.

Experim.

NG PR iOSDD '\[AAVlVJ] KZB I\Fjl‘\e/\(/;rl_rngrllas ?llzeBE/mI] ﬁllng [Kgé?ml] %Xepuer;:;n'.
Keim 0,17 £ 0,01 4,55E+07 + 2,38E+06 2,19E+07
g_é Keim + Stoff 0,21 + 0,02 5,54E+07 * 3,87E+06 * 9,60E+07 '
% % Keim + Pepton 0,90 £0,01 2,45E+08 = 1,66E+06 ) 4,42E+07 .
@ Keim + Pepton + Stoff 0,55 + 0,02 1,64E+08 + 4,79E+06 9,20E+07
Keim 0,24 + 0,08 3,53E+07 * 9,34E+06 1,00E+06
< g Keim + Stoff 0,40 + 0,06 6,00E+07 * 6,92E+06 * 2,90E+07 '
% é Keim + Pepton 1,17 £ 0,08 2,32E+08 = 2,38E+07 1,20E+08
5 Keim + Pepton + Stoff 1,13 +0,05 2,15E+08 + 1,38E+07 ° 4,40E+07 -
g Keim 0,14 + 0,01 3,65E+07 * 2,33E+06 o 9,00E+05 o
GC;_% Keim + Stoff 0,20 £ 0,07 5,05E+07 = 1,14E+07 9,00E+05
8 g Keim + Pepton 1,77 £ 0,09 8,18E+08 * 9,12E+07 o 9,70E+08 )
€ Keim + Pepton + Stoff 1,77 £ 0,06 8,10E+08 * 6,09E+07 4,30E+08

Tabelle 37: Auswertung des natirlichen Wachses Bienenwachs (Cera alba) mit Vergleich
der experimentellen und rechnerischen KZB
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Experim.

DU oot e R SR
Keim 0,17 £ 0,01 4,55E+07 + 2,38E+06 2,19E+07
E_é Keim + Stoff 0,44 =+ 0,09 1,28E+08 * 2,34E+07 * 1,00E+07 °
g % Keim + Pepton 0,90 £ 0,01 2,45E+08 = 1,66E+06 . 4,42E+07 .
@ Keim + Pepton + Stoff 1,08 £ 0,07 3,48E+08 + 1,98E+07 2,24E+08
Keim 0,24 £ 0,08 3,53E+07 = 9,34E+06 1,00E+06
< % Keim + Stoff 0,50 £0,12 7,50E+07 = 1,42E+07 * 2,70E+07 '
% é Keim + Pepton 1,17 £ 0,08 2,32E+08 + 2,38E+07 1,20E+08
S Keim + Pepton + Stoff 1,41 £ 0,06 3,38E+08 = 2,56E+07 * 7,10E+07 °
g Keim 0,14 + 0,01 3,65E+07 * 2,33E+06 . 9,00E+05 o
GS;% Keim + Stoff 0,51 +0,02 1,12E+08 + 2,78E+06 2,78E+06
8 *é Keim + Pepton 1,77 £ 0,09 8,18E+08 + 9,12E+07 . 9,70E+08 o
€ Keim + Pepton + Stoff 2,01 £0,02 1,17E+09 £ 2,27E+07 1,54E+09

Tabelle 38: Auswertung des natirlichen Wachses Carnaubawachs mit Vergleich der
experimentellen und rechnerischen KZB

Experim.

D ot eem fw Sk
Keim 0,12 £ 0,00 3,04E+07 = 5,78E+05 1,50E+05
%_é Keim + Stoff 0,37 £ 0,04 1,05E+08 + 1,03E+07 * 2,70E+05 °
g _.%’_ Keim + Pepton 0,75 +£0,03 2,32E+08 + 9,66E+06 .\ 8,40E+07 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,99 +0,10 3,15E+08 + 2,99E+07 8,50E+07
Keim 0,46 = 0,03 7,49E+07 = 2,63E+06 8,70E+07
< % Keim + Stoff 1,09 £ 0,03 2,02E+08 + 8,89E+06 * 6,10E+07 °
% é Keim + Pepton 1,12 £ 0,02 2,12E+08 + 5,36E+06 9,00E+07
g Keim + Pepton + Stoff 1,61 +0,03 4,62E+08 + 1,83E+07 * 9,20E+07 °
g Keim 0,15 + 0,02 3,88E+07 = 2,85E+06 .\ 4,80E+04 .\
g_% Keim + Stoff 0,80 + 0,06 1,72E+08 + 2,03E+07 1,33E+05
8 g Keim + Pepton 1,72 £ 0,05 7,58E+08 + 4,72E+07 ] 4,90E+08 ]
€ Keim + Pepton + Stoff 0,87 + 0,08 1,90E+08 + 3,16E+07 2,40E+06

Tabelle 39: Auswertung des Fettalkohols Cetylstearylalkohol (Lanette O) mit Vergleich der
experimentellen und rechnerischen KZB
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Experim.

- (Ersle 105[1)3 '\[AAV&] KZB I\Fjlt\e/\(/:rl_rngrrgS ([:IEBeE/mI] f?llgglz [Kgé'fml] I;:axepuer{:g'
Keim 0,12 £ 0,00 3,04E+07 = 5,78E+05 1,50E+05
g_é Keim + Stoff 0,12 + 0,02 2,98E+07 + 4,54E+06 ° 4,10E+05 °
g % Keim + Pepton 0,75+ 0,03 2,32E+08 + 9,66E+06 ) 8,40E+07 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,27 + 0,03 7,43E+07 + 8,48E+06 3,70E+07
Keim 0,46 = 0,03 7,49E+07 = 2,63E+06 8,70E+07
< % Keim + Stoff 0,57 + 0,03 8,83E+07 + 3,34E+06 ° 7,20E+07 °
% é Keim + Pepton 1,12 £ 0,02 2,12E+08 + 5,36E+06 9,00E+07
S Keim + Pepton + Stoff 1,00+ 0,16 1,78E+08 + 3,34E+07 ° 5,10E+07 °
g Keim 0,46 = 0,03 3,88E+07 = 2,85E+06 o 4,80E+04 )
GS;_% Keim + Stoff 0,57 + 0,03 6,79E+07 = 9,40E+06 0,00E+00
8 g Keim + Pepton 1,12 £ 0,02 7,58E+08 * 4,72E+07 ) 4,90E+08 )
€ Keim + Pepton + Stoff 1,00 + 0,16 1,08E+08 + 1,23E+07 7,00E+03

Tabelle 40: Auswertung des synthetischen Esters Cetyl palmitate mit Vergleich der
experimentellen und rechnerischen KZB

Die Auswertung des natirlichen Wachses Bienenwachs (Cera alba) zeigte bei Staph.
epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes eine Wachstumssteigerung sowohl in der
rechnerischen als auch experimentell bestimmten Keimzahl. Bei zuséatzlicher Zugabe von
Pepton ist die Aussagkraft widersprichlich, da das leicht verringerte Wachstum der
rechnerischen KZB dem gesteigerten Wachstum der experimentellen Bestimmung
gegenubersteht.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich ohne die Zugabe von Pepton ein gesteigertes Wachstum bei
rechnerischer und experimenteller Keimzahl. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte die
berechnete Keimzahl kein verandertes Wachstum, in der experimentellen Keimzahl war
jedoch ein verringertes Wachstum zu verzeichnen. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird
sich hier auf die rechnerische KZB gestitzt. Mdglicherweise wurde der wachstumssteigernde
Effekt des Teststoffs durch den des Peptons Uberlagert.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich in allen Proben keinen Einfluss auf das Wachstum,
lediglich bei der experimentellen KZB nach Zugabe von Pepton ist ein verringertes Wachstum
zu beobachten. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die rechnerische KZB

gestutzt.

Die Auswertung des natirlichen Wachses Carnaubawachs zeigte bei Staph. epidermidis

sowohl mit als auch ohne Zugabe von Pepton eine Wachstumssteigerung. Lediglich die
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experimentelle KZB ohne Pepton zeigte keine Wachstumsanderung. Aufgrund der dreifachen
Bestimmung wird sich hier auf die rechnerische KZB gestutzt.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich sowohl mit als auch ohne Zugabe von Pepton eine
Wachstumssteigerung. Lediglich die experimentelle KZB mit Pepton zeigte Kkeine
Wachstumsanderung. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die
rechnerische KZB gestltzt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich sowohl mit als auch ohne Zugabe von Pepton eine
Wachstumssteigerung in der rechnerischen KZB. Die experimentelle KZB zeigte kein
verandertes Wachstum. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die
rechnerische KZB gestiitzt.

Die Auswertung des Fettalkohols Cetylstearylalkohol (Lanette O) zeigte bei Staph. epidermidis
sowohl mit als auch ohne Zugabe von Pepton eine Wachstumssteigerung in der rechnerischen
KZB. Die experimentelle KZB zeigte kein verandertes Wachstum. Aufgrund der dreifachen
Bestimmung wird sich hier auf die rechnerische KZB gestitzt.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich sowohl mit als auch ohne Zugabe von Pepton eine
Wachstumssteigerung in der rechnerischen KZB. Die experimentelle KZB zeigte kein
verandertes Wachstum. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die
rechnerische KZB gestitzt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich ohne Pepton sowohl in der rechnerischen als auch
experimentellen KZB eine Wachstumssteigerung. Mit Zugabe von Pepton war das Wachstum
in beiden KZB deutlich verringert. Das verringerte Wachstum lasst sich moglicherweise durch
entstandene schadliche Stoffwechselprodukte, wie beispielsweise Palmitinsaure, wahrend der
Spaltung des Esters erklaren, da durch den Effekt des Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen
vorhanden sind als ohne. Eine andere Erklarung wére eine Blockade bei der Aufnahme oder

Verwertung des Peptons durch den Teststoff.

Die Auswertung des synthetischen Esters Cetyl palmitate zeigte bei Staph. epidermidis nach
der Zugabe des Teststoffes kein verandertes Wachstum. Bei zuséatzlicher Zugabe von Pepton
zeigte sich in der rechnerischen KZB ein deutlich verringertes Wachstum, experimentell
hingegen kein Einfluss. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die
rechnerische KZB gestiutzt. Das verringerte Wachstum lasst sich mdoglicherweise durch
entstandene schadliche Stoffwechselprodukte wahrend des Abbaus des Teststoffes erklaren,
da durch den Effekt des Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen vorhanden sind als ohne.
Eine andere Erklarung wére eine Blockade bei der Aufnahme oder Verwertung des Peptons
durch den Teststoff.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich kein verandertes Wachstum.
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Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach Zugabe von Pepton sowohl in der rechnerischen
als auch experimentellen KZB ein deutlich verringertes Wachstum. Das verringerte Wachstum
lasst sich moglicherweise durch entstandene schédliche Stoffwechselprodukte wahrend des
Abbaus des Teststoffes erklaren, da durch den Effekt des Peptons mehr stoffwechselaktive
Zellen vorhanden sind als ohne. Eine andere Erklarung ware eine Blockade bei der Aufnahme
oder Verwertung des Peptons durch den Teststoff. Ohne Pepton war das Wachstum nur in der
experimentellen KZB verringert. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die
rechnerische KZB gestutzt und von einem Fehler in der experimentellen Bestimmung

ausgegangen.

5.2.1.2.2 Gelbildner

Im folgenden Kapitel werden in den Tabellen 41 bis 46 die Auswertungen der hydrophilen
Gelbildner Acrylamid (Sepineo P600), Carmellose-Natrium 7MF, Hydroxyethyl acrylate
(Sepinov  WEO), Hydroxyethyl cellulose (Cellosize PCG-10), Polyacrylsaure
(Carbomer/Carbopol 980) und Xanthan dargestellt. Dabei erfolgt der Vergleich von
rechnerischer KZB nach durchgefuhrter OD-Messung und experimenteller KZB mit jeweiliger

Angabe der Signifikanz und der experimentellen Beurteilung.

B eiERRy T E EEm
- B [KBE/mI] )
Keim 0,21 +0,01 5,68E+07 = 3,31E+06 7,20E+06
%_é Keim + Stoff 0,20 + 0,03 5,46E+07 + 7,76E+06 ° 8,86E+06 °
g _.%’_ Keim + Pepton 0,83 +£0,03 2,18E+08 + 1,21E+07 .\ 5,10E+07 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,91 + 0,02 2,52E+08 + 9,88E+06 5,10E+07
Keim 0,31 +£0,02 4,60E+07 + 3,58E+06 2,10E+07
< % Keim + Stoff 0,48 + 0,07 7,74E+07 £+ 9,34E+06 * 4,20E+07 °
% § Keim + Pepton 1,24 £0,04 2,56E+08 + 1,65E+07 1,36E+08
S Keim + Pepton + Stoff 1,34+ 0,01 3,00E+08 + 6,81E+06 * 4, 80E+08 °
g Keim 0,14 + 0,03 3,66E+07 = 6,78E+06 o 4,70E+05 o
ﬂf;_% Keim + Stoff 0,21 +0,04 5,16E+07 + 9,34E+06 2,74E+05
8 g Keim + Pepton 1,53 +£0,08 5,72E+08 + 6,82E+07 o 5,40E+08 o
€ Keim + Pepton + Stoff 1,39+0,2 4, 78E+08 + 1,27E+08 6,20E+08

Tabelle 41: Auswertung des Gelbildners Acrylamid (Sepineo P600) mit Vergleich der
experimentellen und rechnerischen KZB
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Experim.

S e e e e
Keim 0,15+0,0 4,03E+07 + 4,71E+05 1,46E+06
ﬁé Keim + Stoff 0,16 £0,0 4,07E+07 + 4,91E+05 ° 2,55E+06 °
% %9_ Keim + Pepton 0,86 = 0,02 2,30E+08 = 7,33E+06 o 1,16E+08 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,86 + 0,02 2,15E+08 + 7,48E+06 1,09E+08
Keim 0,26 + 0,01 3,87E+07 + 2,06E+06 8,00E+06
= g Keim + Stoff 0,36 + 0,03 5,35E+07 + 4,39E+06 ’ 5,20E+07 '
((,j-;-é Keim + Pepton 1,04 £0,02 1,88E+08 + 6,11E+06 2,30E+07
& Keim + Pepton + Stoff 1,14 +£0,01 2,18E+08 + 4,49E+06 ' 3,90E+07 °
£ Keim 0,12 +0,01 3,08E+07 + 1,34E+06 . 2,43E+05 .
qc; % Keim + Stoff 0,17 £ 0,02 4,23E+07 = 5,09E+06 9,80E+04
g % Keim + Pepton 1,72 £ 0,03 7,58E+08 + 3,09E+07 ] 6,70E+08 .
€ Keim + Pepton + Stoff 1,56 £ 0,04 6,00E+08 + 4,16E+07 5,90E+08

Tabelle 42: Auswertung des Gelbildners Carmellose-Natrium 7MF mit Vergleich der
experimentellen und rechnerischen KZB

Keim Probe OD MW Rechnerische Signi - Exlgggm. Experim.
+ SD [AU] KZB MW + SD [KBE/ml] fikanz [KBE/ml] Beurtlg.
Keim 0,15+0,0 4,03E+07 + 4,71E+05 1,46E+06
‘D:-'é) Keim + Stoff 0,16 + 0,03 4,10E+07 + 7,81E+06 ? 2,15E+06 ?
g %’- Keim + Pepton 0,86 + 0,02 2,30E+08 * 7,33E+06 o 1,16E+08 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,81 +0,03 2,13E+08 + 1,14E+07 4,70E+07
Keim 0,26 + 0,01 3,87E+07 = 2,06E+06 8,00E+06
< % Keim + Stoff 0,54 + 0,02 8,49E+07 * 2,45E+06 * 4,20E+07 '
% é Keim + Pepton 1,04 £ 0,02 1,88E+08 + 6,11E+06 2,30E+07
S Keim + Pepton + Stoff 1,24 + 0,05 2,56E+08 + 1,95E+07 * 8,00E+07 '
g Keim 0,12+ 0,01 3,08E+07 * 1,34E+06 . 2,43E+05 o
%;.% Keim + Stoff 0,21 + 0,03 5,15E+07 = 7,31E+06 2,78E+05
8 g Keim + Pepton 1,72 £ 0,03 7,58E+08 = 3,09E+07 ) 6,70E+08 o
£ Keim + Pepton + Stoff 1,61 £0,02 6,42E+08 + 2,00E+07 6,70E+08

Tabelle 43: Auswertung des Gelbildners Hydroxyethyl acrylate (Sepinov WEQO) mit Vergleich
der experimentellen und rechnerischen KzZB
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Experim.

DU oo e R SR
Keim 0,13+0,0 3,28E+07 = 1,16E+06 1,00E+06
E_é Keim + Stoff 0,13 £ 0,02 3,36E+07 = 6,71E+06 ° 1,06E+06 °
g % Keim + Pepton 0,79 £ 0,02 2,44E+08 * 6,82E+06 ) 6,70E+07 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,82 +0,02 2,17E+08 £ 6,90E+06 9,70E+07
Keim 0,37 0,0 5,50E+07 = 2,45E+05 5,60E+07
< % Keim + Stoff 0,44 =+ 0,03 7,16E+07 = 3,63E+06 * 8,70E+07 °
% é Keim + Pepton 1,23 £ 0,02 2,54E+08 + 8,03E+06 1,47E+08
S Keim + Pepton + Stoff 1,29 £ 0,03 2,80E+08 + 1,49E+07 ° 1,29E+08 °
g Keim 0,17 + 0,01 4,35E+07 + 2,97E+06 o 6,30E+04 o
GS;% Keim + Stoff 0,19+0,01 4,79E+07 + 1,79E+06 1,90E+04
8 *é Keim + Pepton 1,63+0,0 6,66E+08 + 3,38E+06 ] 7,40E+08 o
€ Keim + Pepton + Stoff 1,51 + 0,03 5,54E+08 * 2,71E+07 3,70E+08

Tabelle 44: Auswertung des Gelbildners Hydroxyethyl cellulose (Cellosize PCG-10) mit
Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB

Experim.

R et e e e e
Keim 0,13+0,0 3,28E+07 +1,16E+06 1,00E+06
gfé Keim + Stoff 0,12 + 0,02 3,00E+07 + 5,66E+06 ° 1,75E+06 °
g g Keim + Pepton 0,79 £ 0,02 2,44E+08 * 6,82E+06 6,70E+07
& Keim + Pepton + Stoff 0,53 +£ 0,05 1,58E+08 + 1,73E+07 - 1,00E+07 -
Keim 0,37+0,0 5,50E+07 = 2,45E+05 5,60E+07
< % Keim + Stoff 0,28 + 0,01 4,24E+07 + 1,89E+06 - 1,20E+07 ?
% é Keim + Pepton 1,23 £0,02 2,54E+08 = 8,03E+06 1,47E+08
S Keim + Pepton + Stoff 1,16 + 0,06 2,26E+08 * 2,13E+07 ° 5,50E+07 -
c Keim 0,17 +0,01 4,35E+07 + 2,97E+06 6,30E+04
Gc;é Keim + Stoff 0,04 + 0,01 1,05E+07 £ 1,94E+06 ] 0,00E+00 )
g
8 ~§ Keim + Pepton 1,63+0,0 6,66E+08 + 3,38E+06 ] 7,40E+08 ]
£ Keim + Pepton + Stoff 0,24 £ 0,01 7,85E+07 = 9,12E+05 6,30E+06

Tabelle 45: Auswertung des Gelbildners Polyacrylsaure (Carbomer/Carbopol 980) mit
Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB
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Experim.

DU oo =
Keim 0,21 +0,01 5,68E+07 + 3,31E+06 7,20E+06
%_:é Keim + Stoff 0,21 +0,01 5,81E+07 + 2,70E+06 ° 8,86E+06 °
% '{i Keim + Pepton 0,83 +£0,03 2,18E+08 = 1,21E+07 o 5,10E+07 .
@ Keim + Pepton + Stoff 0,86 + 0,02 2,29E+08 + 7,51E+06 5,10E+07
Keim 0,31 +£0,02 4,60E+07 + 3,58E+06 2,10E+07
= % Keim + Stoff 0,36 +£0,0 5,45E+07 + 3,53E+05 * 3,50E+07 °
§§ Keim + Pepton 1,24 £ 0,04 2,56E+08 + 1,65E+07 1,36E+08
% Keim + Pepton + Stoff 1,14 £ 0,06 2,20E+08 + 2,17E+07 ° 9,80E+07 °
e Keim 0,14 + 0,03 3,66E+07 + 6,78E+06 . 8,70E+04 .
qc; % Keim + Stoff 0,22 +0,0 5,60E+07 + 6,80E+05 2,84E+05
g % Keim + Pepton 1,53 +0,08 5,72E+08 + 6,82E+07 . 5,40E+08 .
€ Keim + Pepton + Stoff 1,66 + 0,05 6,93E+08 + 5,26E+07 7,20E+08

Tabelle 46: Auswertung des Gelbildners Xanthan mit Vergleich der experimentellen und
rechnerischen KZB

Die Auswertung des Gelbildners Acrylamid (Sepineo P600) zeigte bei Staph. epidermidis nach
der Zugabe des Teststoffes kein verandertes Wachstum. Bei zuséatzlicher Zugabe von Pepton
zeigte sich in der rechnerischen KZB ein leicht erhéhtes Wachstum, in der experimentellen
Bestimmung hingegen kein Einfluss.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich ohne Pepton ein deutlich und mit Pepton ein leicht
gesteigertes Wachstum der rechnerischen KZB, allerdings keinen Einfluss in der
experimentellen Bestimmung. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die
rechnerische KZB gestiitzt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich kein verandertes Wachstum.

Die Auswertung des Gelbildners Carmellose-Natrium 7MF zeigte bei Staph. epidermidis kein
verandertes Wachstum.
Bei Staph. gallinarum zeigte sich sowohl mit als auch ohne Pepton ein gesteigertes Wachstum.
Lediglich die experimentelle KZB mit Pepton zeigte keinen Einfluss. Aufgrund der dreifachen
Bestimmung wird sich hier auf die rechnerische KZB gestitzt.
Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes in der rechnerischen
KZB ein leicht gesteigertes Wachstum, bei der experimentellen Bestimmung zeigte sich
hingegen mit und ohne Pepton keinen Einfluss. Bei zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte
sich ein verringertes Wachstum.
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Die Auswertung des Gelbildners Hydroxyethyl acrylate (Sepinov WEQ) zeigte bei Staph.
epidermidis kein verandertes Wachstum.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich sowohl mit als auch ohne Pepton ein gesteigertes Wachstum
bei rechnerischer und experimenteller KZB.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein gesteigertes
Wachstum in der rechnerischen KZB, bei der experimentellen Bestimmung zeigte sich
hingegen mit und ohne Pepton kein Einfluss. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich
hier auf die rechnerische KZB gestitzt. Das verringerte Wachstum der rechnerischen KZB
nach Zugabe von Pepton lasst sich mdoglicherweise durch entstandene schadliche
Stoffwechselprodukte wahrend des Abbaus des Teststoffes erklaren, da durch den Effekt des
Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen vorhanden sind als ohne. Eine andere Erklarung ware
eine Blockade bei der Aufnahme oder Verwertung des Peptons durch den Teststoff.

Die Auswertung des Gelbildners Hydroxyethyl cellulose (Cellosize PCG-10) zeigte bei Staph.
epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes kein verdndertes Wachstum. Bei zusatzlicher
Zugabe von Pepton zeigte sich in der rechnerischen KZB ein geringfligig verringertes
Wachstum, in der experimentellen Bestimmung zeigte sich hingegen kein Einfluss.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein leicht gesteigertes
Wachstum in der rechnerischen KZB, in der experimentellen Bestimmung zeigte sich hingegen
kein Einfluss. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die rechnerische KZB
gestiitzt. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich kein verandertes Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes kein veréndertes
Wachstum. Bei zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich in der rechnerischen KZB ein leicht

verringertes Wachstum, bei der experimentellen Bestimmung hingegen kein Einfluss.

Die Auswertung des Gelbildners Polyacrylsaure (Carbomer/Carbopol 980) zeigte bei Staph.
epidermidis nach Zugabe des Teststoffes kein verandertes Wachstum. Nach zuséatzlicher
Zugabe von Pepton zeigte sich ein deutlich reduziertes Wachstum. Aufgrund der dreifachen
Bestimmung wird sich hier auf die rechnerische KZB gestuitzt. Dies lasst sich moglicherweise
durch entstandene schadliche Stoffwechselprodukte wahrend des Abbaus des Teststoffes
erklaren, da durch den Effekt des Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen vorhanden sind als
ohne. Eine andere Erklarung ware eine Blockade bei der Aufnahme oder Verwertung des
Peptons durch den Teststoff.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach Zugabe des Teststoffes ein leicht verringertes
Wachstum in der rechnerischen KZB, in der experimentellen Bestimmung zeigte sich hingegen
kein Einfluss. Nach zusétzlicher Zugabe von Pepton konnte in der rechnerischen KZB kein

Einfluss festgestellt werden, die experimentelle Bestimmung zeigte hingegen eine
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Wachstumsverringerung. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die
rechnerische KZB gestltzt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich mit und ohne Pepton bei beiden KZB ein deutlich
vermindertes Wachstum. Dies lasst sich moglicherweise durch entstandene schadliche
Stoffwechselprodukte wahrend des Abbaus des Teststoffes erklaren. Eine andere Erklarung
ware eine Blockade bei der Aufnahme oder Verwertung der Nahrstoffe oder Stoffwechselwege

durch den Teststoff.

Die Auswertung des Gelbildners Xanthan zeigte bei Staph. epidermidis kein verandertes
Wachstum.

Bei Staph. gallinarum und Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes
ein leicht verstarktes Wachstum bei der rechnerischen KZB, bei der experimentellen
Bestimmung zeigte sich kein Einfluss. Nach der zusatzlichen Zugabe von Pepton zeigte sich

kein verandertes Wachstum.

Um die auffalligen Ergebnisse bei der Auswertung von Polyacrylsdure genauer zu
untersuchen, wurde ein weiterer Versuch durchgefihrt. Bei Coryne. minutissimum zeigte sich
mit und ohne Pepton ein stark vermindertes Wachstum bei der rechnerischen KZB, bzw. kein
Wachstum bei der experimentellen Bestimmung ohne Pepton. Daher wurde der Versuch
analog zu dem Vorherigen exemplarisch mit Coryne. minutissimum wiederholt, die
Konzentration von Polyacrylsaure jedoch von 5 % auf 10 % erhoht. Das Ergebnis der
dreifachen OD-Messung und einfachen experimentellen KZB ist in der folgenden Grafik

dargestellt.
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Abbildung 34: Auswertung des Versuches mit Coryne. minutissimum und erhdhter
Konzentration von Polyacrylsaure

Sowohl bei 5 % als auch 10 % Polyacrylsaure konnte bei der experimentellen KZB kein
Keimwachstum nahgewiesen werden. Die OD war bei 10 % leicht erhdht, was moglicherweise
auf Zelltrimmer zurlickzufihren ist. Nach Zugabe von Pepton waren sowohl OD als auch
experimentell bestimmte KZ deutlich gesteigert, was erneut daflrspricht, dass der
wachstumssteigernde Effekt von Pepton den -mindernden des Teststoffes tiberdeckt. Wie zu
erwarten ist die KZ bei 10 % deutlich vermindert, der Stoff also in hoherer Konzentration
schadlicher. Auch hier war die OD bei 10 % erhdht, was mdglicherweise auf Zelltrimmer
zurlickzuftihren ist.

Eine mdgliche Erklarung ist der pH-Wert von Polyacrylsdure, da bereits bei einer 1%igen
Losung der pH bei 2,5 - 3 liegt [136] und damit deutlich unter dem alkalischen Ideal fr
Corynebakterien [137]. Allerdings ware dadurch auch ein starkerer Einfluss auf die

Staphylokokken zu erwarten gewesen.
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5.2.1.3 Emulgatoren

5.2.1.3.1 Natirliche Emulgatoren

Im folgenden Kapitel wird in der Tabelle 47 die Auswertungen des natirlichen Emulgators
Wollwachs dargestellt. Dabei erfolgt der Vergleich von rechnerischer KZB nach durchgefiihrter
OD-Messung und experimenteller KZB mit jeweiliger Angabe der Signifikanz und der

experimentellen Beurteilung.

Experim.

BN o e e BE
Keim 0,12 + 0,00 3,04E+07 = 5,78E+05 1,50E+05
-S_é Keim + Stoff 0,40+ 0,12 1,15E+08 + 3,17E+07 * 2,50E+05 °
g % Keim + Pepton 0,75+ 0,03 2,32E+08 + 9,66E+06 . 8,40E+07 .
@ Keim + Pepton + Stoff 0,98 + 0,08 3,12E+08 + 2,39E+07 1,65E+08
Keim 0,46 + 0,03 7,49E+07 + 2,63E+06 8,70E+07
< S Keim + Stoff 0,77 £0,14 1,15E+08 + 1,74E+07 * 2,70E+07 -
% -;‘E Keim + Pepton 1,12 +0,02 2,12E+08 + 5,36E+06 9,00E+07
& Keim + Pepton + Stoff 1,51 + 0,07 3,92E+08 + 3,63E+07 * 6,60E+07 °
g Keim 0,15 + 0,02 3,76E+07 + 3,10E+06 . 4,80E+04 .
GS;_% Keim + Stoff 0,36 + 0,05 8,84E+07 + 1,01E+07 5,00E+04
8 *é Keim + Pepton 1,72 £ 0,05 7,58E+08 + 4,72E+07 ) 4,90E+08 o
€ Keim + Pepton + Stoff 1,57 £0,03 5,98E+08 + 2,60E+07 5,30E+08

Tabelle 47: Auswertung des natlrlichen Emulgators Wollwachs mit Vergleich der
experimentellen und rechnerischen KZB

Die Auswertung des natirlichen Emulgators Wollwachs zeigte bei Staph. epidermidis nach der
Zugabe des Teststoffes ein deutliches und nach zusatzlicher Zugabe von Pepton ein leicht
gesteigertes Wachstum bei der rechnerischen KZB. Die experimentelle Bestimmung zeigte
keinen Einfluss. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die rechnerische KZB
gestutzt.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich sowohl mit als auch ohne Pepton ein gesteigertes Wachstum
bei der rechnerischen KZB. Die experimentelle Bestimmung zeigte keinen Einfluss, bzw. ein
verringertes Wachstum ohne Pepton. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf
die rechnerische KZB gestutzt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach Zugabe des Teststoffes ein deutlich gesteigertes
Wachstum und nach zusatzlicher Zugabe von Pepton ein verringertes Wachstum in der

rechnerischen KZB. Die experimentelle Bestimmung zeigte keinen Einfluss. Aufgrund der
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dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die rechnerische KZB gestiitzt. Dies lasst sich
mdglicherweise durch entstandene schadliche Stoffwechselprodukte wahrend des Abbaus
des Teststoffes erklaren, da durch den Effekt des Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen
vorhanden sind als ohne. Eine andere Erklarung wéare eine Blockade bei der Aufnahme oder

Verwertung des Peptons durch den Teststoff.

5.2.1.3.2 Synthetische Fettsdureester

Im folgenden Kapitel werden in den Tabellen 48 bis 55 die Auswertungen der lipophilen
synthetischen Fettsdureester Glyceryl oleate (Tegin OV), Glyceryl stearate, Methyl glucose
isostearate (Isolan IS), PEG-7 Glyceryl cocoate (Tegosoft PC 31), Polyglyceryl-3 oleate (Isolan
GO 33), Span 80 und Sucrose stearate (Surfhope 1803F) dargestellt. In den Tabellen 56 bis
62 werden die Auswertungen der hydrophilen synthetischen Fettsaureester Macrogol 40
Glycerolhydroxy Stearat (Cremophor RH 40), PEG-40 hydrogenated castor Oliv (Tagat CH
40), PEG-40 stearate (Tego Acid S 40 P), Polyglyceryl-3 Methylglucose distearate, Sucrose
palmitate (Surfhope 1615), Tween 40 (Polysorbat 40) und Tween 80 (Polysorbat 80)
dargestellt. Dabei erfolgt der Vergleich von rechnerischer KZB nach durchgefiihrter OD-
Messung und experimenteller KZB mit jeweiliger Angabe der Signifikanz und der

experimentellen Beurteilung.

Experim.

D oieseem aw Sk
Keim 0,09 £0,01 2,18E+07 = 2,28E+06 7,50E+05
%_é Keim + Stoff 0,19 + 0,05 5,23E+07 + 1,28E+07 * 4,36E+06 *
g _.%’_ Keim + Pepton 0,84 + 0,02 2,22E+08 + 7,35E+06 .\ 1,53E+08 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,93 +0,03 2,94E+08 + 8,22E+06 2,89E+08
Keim 0,18 £ 0,07 2,74E+07 = 8,21E+06 2,00E+06
o g Keim + Stoff 0,44 + 0,03 6,63E+07 + 3,83E+06 * 8,00E+06 *
§§ Keim + Pepton 1,07 £0,03 1,96E+08 + 7,69E+06 8,90E+07
S Keim + Pepton + Stoff 1,13 + 0,03 216E+08 + 7,13E+06 ®  3.80E+07
g Keim 0,17 £ 0,02 4,23E+07 + 3,47E+06 . 8,70E+04 .
GC;.% Keim + Stoff 0,93+0,12 2,28E+08 * 3,38E+07 2,70E+06
8 E Keim + Pepton 0,50 + 0,06 1,18E+08 + 6,86E+06 o 3,04E+07 o
£ Keim + Pepton + Stoff 0,49+0,14 1,19E+08 £ 2,69E+07 2,95E+07

Tabelle 48: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Glyceryl oleate (Tegin OV) mit
Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB
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Experim.

B iR ae i
Keim 0,17 +0,01 4,55E+07 + 2,38E+06 2,19E+07
—g:fé Keim + Stoff 0,42 + 0,09 1,22E+08 + 2,45E+07 * 4,03E+06 -
g % Keim + Pepton 0,90 £ 0,01 2,45E+08 + 1,66E+06 .\ 4,42E+07 .\
@ Keim + Pepton + Stoff 0,97 £ 0,03 3,08E+08 + 7,52E+06 1,58E+08
Keim 0,24 + 0,08 3,53E+07 + 9,34E+06 3,50E+06
£ g Keim + Stoff 0,70 + 0,13 1,04E+08 + 1,56E+07 ’ 7,40E+07 '
% -% Keim + Pepton 1,17 £ 0,08 2,32E+08 + 2,38E+07 1,20E+08
2 Keim + Pepton + Stoff 1,52 £ 0,08 4,02E+08 + 4,33E+07 * 9,50E+07 °
£ Keim 0,14 + 0,01 3,52E+07 + 2,53E+06 . 9,00E+05 .
GS;_% Keim + Stoff 0,53 + 0,05 1,28E+08 + 1,04E+07 4,00E+06
8 *é Keim + Pepton 1,77 £ 0,09 8,18E+08 + 9,12E+07 o 5,00E+08 o
€ Keim + Pepton + Stoff 1,72 £ 0,06 7,53E+08 + 5,46E+07 4,37E+08

Tabelle 49: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Glyceryl stearate mit Vergleich
der experimentellen und rechnerischen KzZB

Experim.

B o e e 2
Keim 0,14 £ 0,04 3,53E+07 + 8,40E+06 1,10E+07
%_é Keim + Stoff 0,31 +0,04 8,73E+07 + 8,85E+06 * 7,90E+06 °
g % Keim + Pepton 1,05+ 0,03 3,14E+08 + 1,11E+07 1,78E+08
& Keim + Pepton + Stoff 0,89 + 0,04 2,80E+08 + 1,11E+07 ) 1,21E+08 °
Keim 0,50 £ 0,04 7,94E+07 = 4,09E+06 1,59E+08
< % Keim + Stoff 0,78 + 0,02 1,23E+08 + 3,59E+06 * 1,09E+08 °
% é Keim + Pepton 1,20 £ 0,04 2,40E+08 + 1,21E+07 2,81E+08
g Keim + Pepton + Stoff 1,24 +0,13 2,59E+08 + 4,30E+07 ° 1,30E+08 °
g Keim 0,09 £ 0,02 2,34E+07 = 4,61E+06 .\ 2,02E+05 .\
%_% Keim + Stoff 0,58 + 0,08 1,40E+08 + 1,43E+07 1,01E+07
8 g Keim + Pepton 1,64 £0,13 6,67E+08 + 9,96E+07 o 3,80E+08 .\
€ Keim + Pepton + Stoff 1,66 + 0,04 6,89E+08 + 3,74E+07 2,00E+09

Tabelle 50: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Methyl glucose isostearate
(Isolan 1S) mit Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB
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Experim.

- (Ersle +OSDD '\[AAVS] KZB I\Fjlt\?/\(/:rlrmgr[gs (Elr(]gE/ml] f?llg:Iz N I;:axepuer;:;n'
- - [KBE/ml] '
Keim 0,09 £ 0,00 2,12E+07 = 7,99E+05 2,40E+05
gé Keim + Stoff 0,05 = 0,02 1,13E+07 £ 4,03E+06 - 1,50E+05 °
& {g; Keim + Pepton 0,80 + 0,03 2,37E+08 + 1,08E+07 _ 1,16E+08 .
@ Keim + Pepton + Stoff 0,61 +0,04 1,83E+08 + 1,03E+07 1,27E+08
Keim 0,22 £ 0,04 3,29E+07 = 5,14E+06 1,30E+07
< % Keim + Stoff 0,28 £0,10 4,21E+07 + 1,28E+07 ° 6,00E+06 -
% % Keim + Pepton 0,94 =+ 0,05 1,58E+08 £ 1,06E+07 4,50E+07
= Keim + Pepton + Stoff 1,02 £ 0,07 1,81E+08 + 1,55E+07 ° 3,30E+07 °
g Keim 0,15 £ 0,00 3,73E+07 = 8,69E+05 o 4,00E+04 )
GS;% Keim + Stoff 0,17 + 0,03 4,17E+07 = 5,22E+06 0,00E+00
8 g Keim + Pepton 1,47 +0,10 5,13E+08 * 6,57E+07 ] 4,30E+08 ]
€ Keim + Pepton + Stoff 0,26 + 0,02 6,54E+07 + 3,95E+06 1,61E+05

Tabelle 51: Auswertung des synthetischen Fettsdureesters PEG-7 Glyceryl cocoate
(Tegosoft GC) mit Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB

Experim.

D oieeeem R Sk
Keim 0,09 £0,01 2,18E+07 = 2,28E+06 7,50E+05
%_é Keim + Stoff 0,24 +0,11 6,73E+07 + 2,6 7E+07 ° 2,30E+05 )
g % Keim + Pepton 0,84 £ 0,02 2,22E+08 + 7,35E+06 1,53E+08
& Keim + Pepton + Stoff 0,56 + 0,23 1,69E+08 + 6,11E+07 ° 1,00E+07 )
Keim 0,18 £ 0,07 2,74E+07 = 8,21E+06 2,00E+06
< % Keim + Stoff 0,47 + 0,09 7,07E+07 + 1,13E+07 * 1,84E+06 °
% % Keim + Pepton 1,07 £0,03 1,96E+08 + 7,69E+06 8,90E+07
= Keim + Pepton + Stoff 0,89 + 0,04 1,34E+08 + 5,26E+06 ) 1,50E+07 )
g Keim 0,17 £ 0,02 4,23E+07 + 3,47E+06 .\ 8,70E+04 ]
%_% Keim + Stoff 0,49 + 0,06 1,19E+08 + 1,16E+07 1,00E+03
8 g Keim + Pepton 0,50 + 0,06 1,18E+08 *+ 6,86E+06 o 3,04E+07 ]
€ Keim + Pepton + Stoff 0,56 + 0,06 1,35E+08 + 1,05E+07 0,00E+00

Tabelle 52: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Polyglyceryl-3 caprate (Tegosoft
PC 31) mit Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB
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Experim.

- (Ersle +OSDD '\[AAVS] KZB I\Fjlt\?/\(/:rlrmgr[gs ([:EEE/ml] f?llg:Iz N I;:axepuer;:;n'
- - [KBE/mI] '
Keim 0,09 +£0,01 2,18E+07 = 2,28E+06 7,50E+05
E_é Keim + Stoff 0,23+0,13 6,23E+07 = 3,11E+07 ° 9,18E+06 i
g % Keim + Pepton 0,84 + 0,02 2,22E+08 + 7,35E+06 . 1,53E+08 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,87 + 0,07 2,73E+08 + 1,97E+07 2,43E+08
Keim 0,18 £ 0,07 2,74E+07 = 8,21E+06 2,00E+06
< % Keim + Stoff 0,53 +£0,02 8,00E+07 = 2,78E+06 * 4,12E+06 °
% % Keim + Pepton 1,07 £ 0,03 1,96E+08 £ 7,69E+06 8,90E+07
= Keim + Pepton + Stoff 1,17 £ 0,05 2,29E+08 + 1,35E+07 * 4,40E+06 )
g Keim 0,17 £ 0,02 4,23E+07 + 3,47E+06 . 8,70E+04 )
GS;% Keim + Stoff 0,54 + 0,01 1,31E+08 + 1,56E+06 4,72E+03
8 g Keim + Pepton 0,50 + 0,06 1,18E+08 + 6,86E+06 . 3,04E+07 ]
£ Keim + Pepton + Stoff 0,92 £ 0,09 2,24E+08 = 2,52E+07 8,00E+05

Tabelle 53: Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Polyglyceryl-3 oleate (Isolan GO
33) mit Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB

B o Ry (B b ZE
- - [KBE/ml] ]
Keim 0,14 +£ 0,04 3,53E+07 + 8,40E+06 1,10E+07
%_é Keim + Stoff 0,36 + 0,06 1,04E+08 + 1,43E+07 * 7,50E+06 °
g _.%’_ Keim + Pepton 1,05+ 0,03 3,14E+08 + 1,11E+07 o 1,78E+08 o
@ Keim + Pepton + Stoff 1,03 £ 0,08 3,04E+08 + 3,32E+07 1,64E+08
Keim 0,50 £ 0,04 7,94E+07 = 4,09E+06 1,59E+08
< S Keim + Stoff 0,91 +0,03 1,52E+08 + 6,22E+06 * 2,16E+08 °
% é Keim + Pepton 1,20 £ 0,04 2,40E+08 + 1,21E+07 2,81E+08
g Keim + Pepton + Stoff 1,40+ 0,10 3,31E+08 + 4,15E+07 * 1,80E+08 °
g Keim 0,09 £ 0,02 2,34E+07 = 4,61E+06 .\ 2,02E+05 .
GS;_% Keim + Stoff 0,73 +£0,03 1,64E+08 + 6,29E+06 6,40E+06
8 g Keim + Pepton 1,64 £0,13 6,67E+08 + 9,96E+07 ] 3,80E+08 ]
£ Keim + Pepton + Stoff 0,56 + 0,04 1,35E+08 + 7,62E+06 1,30E+06

Tabelle 54: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Span 80 mit Vergleich der
experimentellen und rechnerischen KZB
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Experim.

- (Ersle 105[1)3 '\[AAVS] KZB MBvsrie Csh[r;e[tKeBE/ml] f?llgglz [Kgé?ml] %Xepuer;:;n'.
Keim 0,09 £ 0,00 2,12E+07 = 7,99E+05 2,40E+05
g_é Keim + Stoff 0,40 + 0,03 1,14E+08 + 7,71E+06 * 3,60E+05 °
g % Keim + Pepton 0,80 + 0,03 2,37E+08 + 1,08E+07 .\ 1,16E+08 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,99 +0,01 3,15E+08 + 3,39E+06 1,54E+08
Keim 0,22 £ 0,04 3,29E+07 = 5,14E+06 1,30E+07
< % Keim + Stoff 0,64 +0,16 9,89E+07 + 2,25E+07 * 6,60E+07 *
% % Keim + Pepton 0,94 + 0,05 1,58E+08 + 1,06E+07 4 50E+07
2 Keim + Pepton + Stoff 1,38 £ 0,02 3,22E+08 = 6,81E+06 * 4,00E+06 -
g Keim 0,15 £ 0,00 3,73E+07 = 8,69E+05 . 4,00E+04 )
GS;_% Keim + Stoff 0,68 +0,13 1,62E+08 + 2,39E+07 2,08E+03
8 g Keim + Pepton 1,47 +0,10 5,13E+08 * 6,57E+07 ] 4,30E+08 ]
€ Keim + Pepton + Stoff 0,61 + 0,05 1,48E+08 + 9,78E+06 7,00E+04

Tabelle 55: Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Sucrose stearate (Surfhope
1803F) mit Vergleich der experimentellen und rechnerischen KzZB

Die Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Glyceryl oleate (Tegin OV) zeigte bei
Staph. epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes ein gesteigertes Wachstum bei
rechnerischer und experimenteller KZB. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich nur
in der rechnerischen KZB ein leicht gesteigertes Wachstum. Bei diesem Stoff handelt es sich
allerdings um einen Ester aus Olsaure mit Glycerin bzw. Polyglycerin. In der Literatur findet
sich allerdings kein Nachweis, dass Staph. epidermidis zu der Spaltung dieser Art von
Verbindung in der Lage ist [138].

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach Zugabe des Teststoffes ein gesteigertes Wachstum.
Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich kein verdndertes Wachstum in der
rechnerischen KZB bzw. ein Verringertes in der experimentellen Bestimmung. Aufgrund der
dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die rechnerische KZB gestlitzt. Mdglicherweise
wurde der wachstumssteigernde Effekt durch den des Peptons liberdeckt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach Zugabe des Teststoffes ein deutlich gesteigertes
Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton konnte kein Einfluss auf das Wachstum
festgestellt werden. Mdglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt durch den des

Peptons uberdeckt.

Die Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Glyceryl stearate zeigte bei Staph.

epidermidis nach der Zugabe des Hilfsstoffes eine deutliche Wachstumssteigerung der

rechnerischen KZB. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die rechnerische
102



KZB gestitzt. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich ebenfalls eine leichte
Steigerung.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Hilfsstoffes eine deutliche und nach
zusatzlicher Zugabe von Pepton eine leichte Steigerung. Die experimentelle Bestimmung mit
Pepton zeigte keinen Einfluss. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die
rechnerische KZB gestltzt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Hilfsstoffes eine deutliche
Wachstumssteigerung. Nach zusétzlicher Zugabe von Pepton wurde kein signifikanter
Einfluss festgestellt. Moglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt durch den des
Peptons tberdeckt.

Die Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Methyl glucose isostearate (Isolan IS)
zeigte bei Staph. epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes eine deutliche
Wachstumssteigerung bei der rechnerischen KZB. Nach zusétzlicher Zugabe von Pepton war
das Wachstum leicht verringert. Dies lasst sich mdglicherweise durch entstandene schadliche
Stoffwechselprodukte wahrend des Abbaus des Teststoffes erklaren, da durch den Effekt des
Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen vorhanden sind als ohne. Eine andere Erklarung ware
eine Blockade bei der Aufnahme oder Verwertung des Peptons durch den Teststoff. Die
experimentelle Bestimmung zeigte keinen signifikanten Einfluss. Aufgrund der dreifachen
Bestimmung wird sich hier auf die rechnerische KZB gestutzt.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes eine Wachstumssteigerung
bei der rechnerischen KZB. Die experimentelle Bestimmung zeigte keinen signifikanten
Einfluss. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die rechnerische KZB
gestiitzt. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton war kein Einfluss erkennbar. Méglicherweise
wurde der wachstumssteigernde Effekt durch den des Peptons tiberdeckt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes eine deutliche
Wachstumssteigerung. Eine mogliche Begriindung kdnnte sein, dass der Keim in der Lage ist
Glucose zu verstoffwechseln [138]. Nach zusétzlicher Zugabe von Pepton war in der
rechnerischen KZB kein Einfluss erkennbar, die experimentelle Bestimmung zeigte eine
Wachstumssteigerung. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die
rechnerische KZB gestutzt. Mdglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt durch den

des Peptons Uberdeckt.
Die Auswertung des synthetischen Fettsaureesters PEG-7 Glyceryl cocoate (Tegosoft GC)

zeigte bei Staph. epidermidis mit und ohne Pepton ein leicht verringertes Wachstum in der

rechnerischen KZB. Die experimentelle Bestimmung zeigte keinen signifikanten Einfluss.
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Bei Staph. gallinarum zeigte sich mit und ohne Pepton kein verandertes Wachstum, leidglich
die experimentelle Bestimmung zeigte ohne Pepton ein verringertes Wachstum. Aufgrund der
dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die rechnerische KZB gestitzt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach Zugabe des Teststoffes bei der rechnerischen KZB
kein Einfluss, die experimentelle Bestimmung wies kein Wachstum nach. Aufgrund der
dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die rechnerische KZB gestitzt und von einem Fehler
in der experimentellen Bestimmung ausgegangen. Nach zuséatzlicher Zugabe von Pepton
zeigte sich ein deutlich verringertes Wachstum. Dies lasst sich mdglicherweise durch
entstandene schédliche Stoffwechselprodukte wéhrend des Abbaus des Teststoffes erklaren,
da durch den Effekt des Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen vorhanden sind als ohne.
Coryne. minutissimum ist in der Lage Sucrose zu verstoffwechseln [138], die dabei
freiwerdende veresterte Stearinsédure konnte das Wachstum inhibiert haben.

Die Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Polyglyceryl-3 caprate (Tegosoft PC 31)
zeigte bei Staph. epidermidis mit und ohne Pepton kein signifikant veréandertes Wachstum bei
der rechnerischen KZB. Die experimentelle Bestimmung zeigte ein leicht bis deutlich
verringertes Wachstum. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die
rechnerische KZB gestitzt.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein gesteigertes Wachstum
bei der rechnerischen KZB, in der experimentellen Bestimmung hingegen kein Einfluss.
Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich hier auf die rechnerische KZB gestiitzt. Nach
zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich ein leicht verringertes Wachstum. Dies lasst sich
mdglicherweise durch entstandene schadliche Stoffwechselprodukte wahrend des Abbaus
des Teststoffes erklaren, da durch den Effekt des Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen
vorhanden sind als ohne. Eine andere Erklarung ware eine Blockade bei der Aufnahme oder
Verwertung des Peptons durch den Teststoff.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes eine deutliche
Wachstumssteigerung bei der rechnerischen KZB, in der experimentellen Bestimmung
hingegen eine deutliche Minderung. Nach zuséatzlicher Zugabe von Pepton war in der
rechnerischen KZB kein Einfluss erkennbar, die experimentelle Bestimmung zeigte kein
Wachstum. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich auf die rechnerische KZB gestiitzt.
Moglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt des Teststoffes durch den des

Peptons tberdeckt.

Die Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Polyglyceryl-3 oleate (Isolan GO 33) zeigte
bei Staph. epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes kein signifikantes Wachstum in der

rechnerischen KZB, bei der experimentellen Bestimmung hingegen eine deutliche Steigerung.
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Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte die rechnerische KZB eine geringe
Wachstumssteigerung, welche die experimentelle Bestimmung nicht bestétigte. Auch hier
handelt es sich um einen Ester aus Olsdure mit Glycerin bzw. Polyglycerin und die Fahigkeit
zur Spaltung dieser Art von Verbindung ist bei Staph. epidermidis bisher nicht bekannt [138].
Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes eine deutliche
Wachstumssteigerung bei der rechnerischen KZB, welche die experimentelle Bestimmung
nicht bestatigte. Nach zuséatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich noch eine leichte
Wachstumssteigerung bei der rechnerischen KZB, in der experimentellen Bestimmung
hingegen eine Wachstumsminderung. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich auf die
rechnerische KZB gestiitzt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes eine deutliche und
nach zusatzlicher Zugabe von Pepton eine leichte Wachstumssteigerung bei der
rechnerischen KZB. Die experimentelle Bestimmung zeigte jeweils eine deutliche
Wachstumsminderung. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich auf die rechnerische
KZB gestitzt und von einem Fehler der experimentellen Bestimmung ausgegangen.

Die Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Span 80 zeigte bei Staph. epidermidis
nach Zugabe des Teststoffes eine deutliche Steigerung der rechnerischen KZB, bei der
experimentellen Bestimmung zeigte sich hingegen kein signifikanter Einfluss. Aufgrund der
dreifachen Bestimmung wird sich auf die rechnerische KZB gestitzt. Nach zusatzlicher
Zugabe von Pepton wurde kein verandertes Wachstum festgestellt. Méglicherweise wurde der
wachstumssteigernde Effekt des Teststoffes durch den des Peptons Uberdeckt.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich sowohl mit als auch ohne Pepton ein gesteigertes Wachstum
bei der rechnerischen KZB, bei der experimentellen Bestimmung zeigte sich hingegen kein
Einfluss. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich auf die rechnerische KZB gesttzt.
Bei Coryne. minutissimum zeigte sich sowohl bei rechnerischer als auch experimenteller KZB
ein deutlich gesteigertes Wachstum nach Zugabe des Teststoffes und ein verringertes
Wachstum nach zuséatzlicher Zugabe von Pepton. Dies lasst sich moglicherweise durch
entstandene schadliche Stoffwechselprodukte wéhrend des Abbaus des Teststoffes erklaren,
da durch den Effekt des Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen vorhanden sind als ohne.
Eine andere Erklarung ware eine Blockade bei der Aufnahme oder Verwertung des Peptons
durch den Teststoff.

Die Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Sucrose stearate (Surfhope 1803F) zeigte
bei Staph. epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes eine deutliche und nach der
zusatzlichen Zugabe von Pepton eine leichte Wachstumssteigerung bei der rechnerischen

KZB. Die experimentelle Bestimmung zeigte keinen Effekt. Aufgrund der dreifachen
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Bestimmung wird sich auf die rechnerische KZB gestiitzt. In der Literatur wurden allerdings
wachstumsinhibierende Effekte bei Kombination von Keim und Teststoff beschrieben [139].
Eine mogliche Erklarung ware, dass die verwendete Konzentration von 5 % zu gering flr
diesen Effekt ist.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich gesteigertes
Wachstum. Nach zusétzlicher Zugabe von Pepton zeigte die rechnerische KZB eine leichte
Steigerung, die experimentelle Bestimmung hingegen eine Reduzierung. Aufgrund der
dreifachen Bestimmung wird sich auf die rechnerische KZB gestutzt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich
gesteigertes Wachstum bei der rechnerischen KZB, bei der experimentellen Bestimmung
hingegen eine Reduzierung. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich auf die
rechnerische KZB gestiitzt.

Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton wurde eine Wachstumsreduzierung festgestellt. Dies
l&sst sich moglicherweise durch entstandene schéadliche Stoffwechselprodukte wéhrend des
Abbaus des Teststoffes erklaren, da durch den Effekt des Peptons mehr stoffwechselaktive
Zellen vorhanden sind als ohne. Coryne. minutissimum ist prinzipiell in der Lage, Sucrose zu
verstoffwechseln [138], die dabei freiwerdende veresterte Stearinsaure kénnte auch hier das

Wachstum inhibiert haben.

Experim.

B o e S e o
Keim 0,08 + 0,01 1,92E+07 + 2,07E+06 8,00E+06
gé Keim + Stoff 0,09 +0,01 2,35E+07 + 2,69E+06 ° 9,10E+06 °
25 Keim + Pepton 0,87 + 0,02 2,35E+08 + 8,50E+06 8,90E+07
g gtec;? * Pepton + 0,94 +0,01 2,61E+08 + 4,40E+06 T 130E+08 °
Keim 0,44 + 0,05 7,18E+07 + 5,74E+06 8,40E+07
2§ Keim + Stoff 0,48 + 0,03 7,69E+07 + 4,13E+06 ®  110E+08 °
§§ Keim + Pepton 1,28 £ 0,05 2,74E+08 + 2,11E+07 1,10E+08
S gg? + Pepton + 1,28 + 0,04 2,73E+08 + 1,77E+07 ° 1,00E+08 °
c Keim 0,21 + 0,01 5,31E+07 + 1,97E+06 . 400E+0S .
g_g Keim + Stoff 0,22 +0,04 5,50E+07 + 1,02E+07 1,40E+06
8 % Keim + Pepton 1,66 £0,1 7,04E+08 + 1,09E+08 8,00E+08
£ gfo'? + Pepton + 1,62 40,17 6,74E+08 + 1,61E+08 ® 140409 °

Tabelle 56: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Macrogol-40-
Glycerylhydroxystearat (Cremophor RH 40) mit Vergleich der experimentellen und
rechnerischen KZB

106



Experim.

- (Ersle +OSDD '\[AAVS] KZB I\Fjlt\?/\(/:rlrmgr[gs (Elr(]gE/ml] f?llg:Iz N I;:axepuer;:;n'
- - [KBE/ml] )
Keim 0,08 £ 0,00 1,96E+07 = 1,21E+06 1,50E+07
E_é Keim + Stoff 0,07 £ 0,02 1,58E+07 £ 5,97E+06 ° 9,00E+06 °
g % Keim + Pepton 0,66 + 0,04 2,02E+08 + 1,38E+07 o 1,21E+08 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,72 £0,02 2,23E+08 + 7,51E+06 1,31E+08
Keim 0,41 £ 0,04 6,84E+07 = 4,47E+06 8,40E+07
< % Keim + Stoff 0,33+0,03 4,87E+07 + 5,20E+06 - 4,80E+07 °
% é Keim + Pepton 1,29 £ 0,08 2,82E+08 + 3,90E+07 1,70E+08
S Keim + Pepton + Stoff 1,31 +£0,04 2,86E+08 = 1,77E+07 ° 1,50E+08 °
g Keim 0,13 +£0,04 3,42E+07 = 8,72E+06 . 2,00E+04 o
GS;_% Keim + Stoff 0,21 + 0,00 5,15E+07 = 8,20E+05 8,00E+03
8 E Keim + Pepton 1,33 +0,06 4,20E+08 * 3,81E+07 ] 3,01E+08 o
€ Keim + Pepton + Stoff 1,15+ 0,07 3,17E+08 * 3,45E+07 1,90E+08

Tabelle 57: Auswertung des synthetischen Fettsdureesters PEG-40 hydrogenated castor oil
(Tagat CH 40) mit Vergleich der experimentellen und rechnerischen KzZB

Experim.

D oieeeem e Sk
Keim 0,15 + 0,00 3,91E+07 + 1,08E+06 9,20E+06
%_é Keim + Stoff 0,15+ 0,01 4,03E+07 + 1,65E+06 ° 9,40E+06 °
& ?EL Keim + Pepton 0,72 + 0,03 2,20E+08 + 8,54E+06 . 9,00E+07 .
@ Keim + Pepton + Stoff 0,81 +£ 0,04 2,14E+08 + 1,24E+07 1,10E+08
Keim 0,22 £ 0,07 5,10E+07 *+ 5,45E+06 3,32E+07
< % Keim + Stoff 0,36 £ 0,04 6,40E+07 *+ 4,33E+06 ° 4,45E+07 °
% é Keim + Pepton 1,03+0,1 1,85E+08 + 2,98E+07 1,10E+08
5 Keim + Pepton + Stoff 0,86 £ 0,12 1,43E+08 * 2,61E+07 ° 4,02E+08 °
g Keim 0,11 £ 0,03 2,83E+07 + 8,28E+06 o 8,40E+04 ]
%% Keim + Stoff 0,16 £ 0,01 4,11E+07 £+ 1,78E+06 3,00E+04
8 g Keim + Pepton 1,86 + 0,03 9,42E+08 *+ 3,68E+07 ] 1,02E+09 ]
€ Keim + Pepton + Stoff 1,74 £ 0,02 7,84E+08 * 2,85E+07 6,30E+08

Tabelle 58: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters PEG-40 stearate (Tego Acid S 40
P) mit Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB
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Experim.

- (Ersle +OSDD '\[AAVS] KZB I\Fjlt\?/\(/:rlrmgr[gs (Elr(]gE/ml] f?llg:Iz N I;:axepuer;:;n'
- - [KBE/ml] '
Keim 0,12 £ 0,03 3,08E+07 = 7,53E+06 6,40E+06
E_é Keim + Stoff 0,60 £ 0,12 2,02E+08 * 8,72E+06 * 2,80E+08 '
g % Keim + Pepton 0,81 +0,03 2,12E+08 + 1,19E+07 .\ 3,80E+08 o
@ Keim + Pepton + Stoff 1,08 £ 0,09 3,34E+08 + 5,21E+07 3,70E+08
Keim 0,36 = 0,06 5,38E+07 = 9,09E+06 7,30E+07
< % Keim + Stoff 0,88 £ 0,05 1,45E+08 £ 1,13E+07 * 7,70E+07 °
% é Keim + Pepton 1,35+ 0,06 3,08E+08 + 3,03E+07 1,80E+08
S Keim + Pepton + Stoff 1,50+0,1 3,93E+08 + 5,91E+07 ° 1,20E+08 °
g Keim 0,14 £ 0,02 3,46E+07 = 4,38E+06 . 4,80E+04 o
GS;% Keim + Stoff 0,79 + 0,05 1,82E+08 + 1,31E+07 2,90E+04
8 g Keim + Pepton 1,70 £ 0,04 7,39E+08 * 4,12E+07 ) 6,10E+08 )
£ Keim + Pepton + Stoff 0,84 + 0,05 1,96E+08 + 1,41E+07 1,30E+07

Tabelle 59: Auswertung des synthetischen Fettsureesters Polyglyceryl-3 Methylglucose
distearate mit Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB

Experim.

I sk B [
Keim 0,10 £ 0,01 2,58E+07 = 2,16E+06 1,18E+06
‘é_é Keim + Stoff 0,07 £ 0,02 1,75E+07 £ 4,78E+06 ? 4,80E+05 -
g g Keim + Pepton 0,75+ 0,02 2,32E+08 + 7,36E+06 4,70E+08
o) Keim + Pepton + Stoff 0,56 £ 0,03 1,67E+08 £ 8,56E+06 ] 2,30E+07 -
Keim 0,31 +£0,07 4,59E+07 + 1,06E+07 2,60E+07
< % Keim + Stoff 0,51 + 0,01 8,06E+07 + 1,03E+06 * 7,70E+07 ?
% é Keim + Pepton 1,08 £ 0,04 1,99E+08 £ 1,24E+07 1,19E+08
5 Keim + Pepton + Stoff 1,26 £ 0,04 2,66E+08 + 1,84E+07 * 1,54E+08 ?
£ Keim 0,14 + 0,03 3,65E+07 + 8,32E+06 .\ 4,04E+05 .
%;.% Keim + Stoff 0,27 £ 0,02 6,74E+07 + 4,33E+06 4,51E+05
8 g Keim + Pepton 1,59 £ 0,03 6,22E+08 + 2,65E+07 ) 3,70E+08 )
€ Keim + Pepton + Stoff 0,20 + 0,02 4,96E+07 + 5,99E+06 2,63E+07

Tabelle 60: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Sucrose palmitate (Surfhope
1615) mit Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB
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Experim.

DU oot e R SR
Keim 0,15+ 0,01 4,00E+07 = 2,06E+06 4,00E+06
E_é Keim + Stoff 0,12 £ 0,03 2,94E+07 = 7,05E+06 ° 2,00E+06 °
g % Keim + Pepton 0,71 +£0,02 2,17E+08 + 7,54E+06 o 5,40E+07 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,77 £ 0,05 2,37E+08 = 1,56E+07 5,70E+07
Keim 0,36 = 0,06 5,35E+07 = 8,6 7E+06 4,60E+07
< % Keim + Stoff 0,40 = 0,09 6,82E+07 = 9,49E+06 ° 8,60E+07 °
% % Keim + Pepton 1,32+0,1 2,97E+08 + 4,41E+07 2,54E+08
= Keim + Pepton + Stoff 0,93 + 0,06 1,58E+08 + 1,50E+07 ) 1,63E+08 °
g Keim 0,18 +0,01 4,45E+07 + 2,78E+06 o 5,00E+07 o
GS;% Keim + Stoff 0,18 +0,01 4,44E+07 = 3,15E+06 2,60E+07
8 *é Keim + Pepton 151+0,17 5,72E+08 * 1,54E+08 o 3,50E+08 o
€ Keim + Pepton + Stoff 1,45 + 0,08 5,06E+08 * 5,6 1E+07 2,80E+08

Tabelle 61: Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Tween 40 (Polysorbat 40) mit
Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB

Keim Probe OD MW Rechnerische Signi - Exlgggm. Experim.
+ SD [AU] KZB MW + SD [KBE/ml] fikanz [KBE/mI] Beurtlg .
Keim 0,20 £ 0,03 5,31E+07 + 8,92E+06 1,40E+07
%_é Keim + Stoff 0,22 +0,02 5,99E+07 + 5,43E+06 ° 1,29E+07 °
g _.%’_ Keim + Pepton 0,82 +0,13 2,19E+08 + 4,61E+07 o 1,91E+08 o
@ Keim + Pepton + Stoff 1,00+0,13 2,98E+08 + 5,99E+07 9,00E+07
Keim 0,21 £ 0,05 3,09E+07 = 6,85E+06 2,93E+08
< % Keim + Stoff 0,35 + 0,07 6,26E+07 + 6,96E+06 * 6,50E+07 )
% é Keim + Pepton 0,72+0,14 1,15E+08 + 2,37E+07 3,24E+08
g Keim + Pepton + Stoff 0,83 + 0,06 1,35E+08 + 1,23E+07 ° 3,00E+08 °
g Keim 0,18 £ 0,01 4,45E+07 + 2,78E+06 o 4,20E+07 o
GS;_% Keim + Stoff 0,16 + 0,01 3,95E+07 + 2,68E+06 9,00E+06
8 g Keim + Pepton 1,80 £ 0,06 8,69E+08 + 8,38E+07 o 6,90E+08 o
€ Keim + Pepton + Stoff 1,78+ 0,0 8,31E+08 + 6,04E+06 1,04E+09

Tabelle 62: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Tween 80 (Polysorbat 80) mit
Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB
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Die Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Macrogol-40-Glycerylhydroxystearat
(Cremophor RH 40) zeigte bei Staph. epidermidis nach Zugabe des Teststoffes kein signifikant
verandertes Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte lediglich die
rechnerische KZB eine leichte Wachstumszunahme.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich keine Einfluss auf das Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich kein Einfluss auf das Wachstum.

Die Auswertung des synthetischen Fettsdureesters PEG-40 hydrogenated castor oil (Tagat
CH 40) zeigte bei Staph. epidermidis keinen Einfluss auf das Wachstum.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach Zugabe des Teststoffes lediglich ein leicht reduziertes
Wachstum bei der rechnerischen KZB. Bei der experimentellen Bestimmung und nach Zugabe
von Pepton zeigte sich kein verandertes Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein leicht erhdhtes,
und nach zusatzlicher Zugabe von Pepton ein leicht reduziertes Wachstum. Bei der
experimentellen Bestimmung zeigte sich kein verandertes Wachstum.

Die Auswertung des synthetischen Fettsaureesters PEG-40 stearate (Tego Acid S 40 P) zeigte
bei Staph. epidermidis keinen Einfluss auf das Wachstum.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich kein Einfluss auf das Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes kein verandertes
Wachstum in der rechnerischen KZB. Die experimentelle Bestimmung zeigte ein reduziertes
Wachstum. Nach zuséatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich ein leicht reduziertes Wachstum.
In einer Studie, in welcher der Effekt nichtionischer Emulgatoren auf die strukturelle Aktivitat
der menschlichen Haut untersucht wurde, konnte durch die Messung des transepidermalen
Wasserverlustes eine Beeintrachtigung der Hautbarriere bei PEG-40 stearate nachgewiesen
werden [140]. Eine mdgliche Erklarung fir diese Beobachtung wére eine Schadigung der
Hautmikroflora, allerdings ware dann eine starkere Beeintrdchtigung des Wachstums zu

erwarten gewesen.

Die Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Polyglyceryl-3 Methylglucose distearate
zeigte bei Staph. epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich gesteigertes
Wachstum bei rechnerischer und experimenteller KZB. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton
konnte nur noch eine leichte Wachstumssteigerung festgestellt werden, die experimentelle
Bestimmung zeigte keine signifikante Anderung. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird
sich auf die rechnerische KZB gestitzt. Eine mdgliche Erklarung fir das gesteigerte Wachstum
ware eine Verstoffwechselung der Glukose nach Hydrolyse des Zuckeresters Methylglukosid,

da Staph. epidermidis laut Literatur dazu prinzipiell in der Lage ist [141].
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Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Hilfsstoffes eine deutliche
Wachstumssteigerung bei der rechnerischen KZB, bei der experimentellen Bestimmung zeigte
sich hingegen kein Einfluss. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich auf die
rechnerische KZB gestltzt. Nach zuséatzlicher Zugabe von Pepton wurde kein verandertes
Wachstum festgestellt. Mdoglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt des
Teststoffes durch den des Peptons lberdeckt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Hilfsstoffes eine deutliche
Wachstumssteigerung bei der rechnerischen KZB, bei der experimentellen Bestimmung zeigte
sich hingegen kein Einfluss. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich auf die
rechnerische KZB gestutzt. Nach der zuséatzlichen Zugabe von Pepton zeigte sich ein deutlich
reduziertes Wachstum. Dies lasst sich moglicherweise durch entstandene schédliche
Stoffwechselprodukte wahrend des Abbaus des Teststoffes erklaren, da durch den Effekt des
Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen vorhanden sind als ohne. Eine andere Erklarung ware
eine Blockade bei der Aufnahme oder Verwertung des Peptons durch den Teststoff.

Die Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Sucrose palmitate (Surfhope 1615) zeigte
bei Staph. epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes keinen Einfluss bei der berechneten
und ein reduziertes Wachstum bei der experimentellen KZB. Nach der zusatzlichen Zugabe
von Pepton zeigte sich ein leicht reduziertes Wachstum. Dies lasst sich mdglicherweise durch
entstandene schadliche Stoffwechselprodukte wahrend des Abbaus des Teststoffes erklaren,
da durch den Effekt des Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen vorhanden sind als ohne.
Eine andere Erklarung ware eine Blockade bei der Aufnahme oder Verwertung des Peptons
durch den Teststoff. In der Literatur [142] konnte schon bei geringen Konzentrationen von
Sucrose palmitate eine wachstumshemmende Wirkung auf Staph. epidermidis nachgewiesen
werden, was die erzielten Ergebnisse prinzipiell untermauert.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich mit und ohne Pepton ein gesteigertes Wachstum bei der
rechnerischen KZB, bei der experimentellen Bestimmung zeigte sich hingegen kein
signifikanter Einfluss. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich auf die rechnerische KZB
gestutzt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein gesteigertes
Wachstum bei der rechnerischen KZB, bei der experimentellen Bestimmung zeigte sich
hingegen kein Einfluss. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich auf die rechnerische
KZB gestitzt. Nach zusétzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich ein deutlich reduziertes
Wachstum. Dies lasst sich  mdglicherweise  durch  entstandene  schadliche
Stoffwechselprodukte wahrend des Abbaus des Teststoffes erklaren, da durch den Effekt des
Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen vorhanden sind als ohne. Eine andere Erklarung ware

eine Blockade bei der Aufnahme oder Verwertung des Peptons durch den Teststoff
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Die Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Tween 40 (Polysorbat 40) zeigte bei
Staph. epidermidis keinen Einfluss auf das Wachstum.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes kein signifikant verandertes
Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich ein leicht reduziertes Wachstum
bei der rechnerischen KZB, bei der experimentellen Bestimmung hingegen keinen Einfluss.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich kein Einfluss auf das Wachstum.

Die Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Tween 80 (Polysorbat 80) zeigte bei
Staph. epidermidis keinen Einfluss auf das Wachstum.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein gesteigertes Wachstum
bei der rechnerischen KZB, bei der experimentellen Bestimmung zeigte sich hingegen eine
Wachstumsminderung. Nach zuséatzlicher Zugabe von Pepton wurde kein verdndertes
Wachstum festgestellt. Mdglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt des
Teststoffes durch den des Peptons liberdeckt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich keine Einfluss auf das Wachstum.

Um die auffélligen Ergebnisse bei der Auswertung von Polyglyceryl-3 Methylglucose distearate
genauer zu untersuchen wurde ein weiterer Versuch durchgeftihrt. Bei Coryne. minutissimum
zeigte sich nach der Zugabe von Pepton ein deutlich vermindertes Wachstum bei berechneter
und experimenteller KZB. Ohne Zugabe von Pepton waren die Ergebnisse widersprichlich.
Daher wurde der Versuch analog zu dem Vorherigen exemplarisch mit Coryne. minutissimum
wiederholt, die Konzentration von Polyglyceryl-3 Methylglucose distearate jedoch von 5 % auf
20 % erhoht. Das Ergebnis der dreifachen OD-Messung und experimentellen KZB ist in der

folgenden Grafik dargestellt.
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Abbildung 35: Auswertung des Versuches mit Coyne. minutissimum und erhéhter
Konzentration von Polyglyceryl-3 Methylglucose distearate

Entgegen dem zu erwartenden Ergebnis einer deutlicheren Wachstumsminderung zeigte bei
der experimentellen KZB mit und ohne Pepton eine deutliche Steigerung des Wachstums nach
der Zugabe von 20%igem Polyglyceryl-3 Methylglucose distearate. Die OD hingegen war
jeweils nach Zugabe des Teststoffes leicht reduziert. Hier ist keine klare Zuordnung des
Effektes moglich und ggf. sind weitere Versuche angebracht.

5.2.1.3.3 Synthetische Fettsaureether

Im folgenden Kapitel werden in den Tabellen 63 bis 66 die Auswertungen der synthetischen
Fettsaureether Ceteth-25 (Ceteareth-25), Laureth-20, Oleth-20 (Chemonic OE-20) und
Steareth-20 (Lipocol S-20) dargestellt. Dabei erfolgt der Vergleich von rechnerischer KZB nach
durchgefiihrter OD-Messung und experimenteller KZB mit jeweiliger Angabe der Signifikanz
und der experimentellen Beurteilung.
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Experim.

A s T e el R
Keim 0,12 +0,0 3,10E+07 + 7,03E+05 4,00E+06
g_é Keim + Stoff 0,12 +0,0 2,45E+07 + 2,30E+06 - 4,00E+06 °
g %J_ Keim + Pepton 0,81 +£0,01 2,12E+08 * 3,85E+06 . 6,10E+07 o
®  Keim + Pepton + Stoff 0,93 + 0,02 2,60E+08 + 7,35E+06 9,00E+07
Keim 0,49 + 0,06 7,81E+07 £ 7,65E+06 1,13E+07
= g Keim + Stoff 0,46 + 0,01 7,38E+07 + 1,36E+06 ° 2,60E+07 °
((,j.;-é Keim + Pepton 1,26 £ 0,06 2,68E+08 = 2, 45E+07 1,70E+08
% Keim + Pepton + Stoff 1,25+ 0,03 2,60E+08 + 1,10E+07 ° 2,40E+08 °
g Keim 0,12 £ 0,02 2,95E+07 = 4,31E+06 .\ 6,30E+04 )
GC;% Keim + Stoff 0,16 £0,0 4,16E+07 + 4,14E+05 2,00E+01
8 g Keim + Pepton 1,20+0,1 3,46E+08 + 5,31E+07 ] 3,60E+08 ]
€ Keim + Pepton + Stoff 0,30+0,1 7,39E+07 £ 2,44E+07 6,00E+07

Tabelle 63: Auswertung des synthetischen Fettsdureethers Ceteth-25 (Ceteareth-25) mit

Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB

S eEen o S e B
B - [KBE/ml] )
Keim 0,13 £ 0,02 3,39E+07 = 6,03E+06 8,40E+06
= % Keim + Stoff 0,15+0,01 3,91E+07 + 3,65E+06 ° 1,04E+07 °
gé Keim + Pepton 0,81 0,03 2,14E+08 = 9,87E+06 o 1,29E+08 .
@ Keim + Pepton + Stoff 0,86 + 0,01 2,30E+08 + 2,17E+06 1,61E+08
Keim 0,32+0,01 4,71E+07 + 1,36E+06 5,20E+07
= g Keim + Stoff 0,42 + 0,07 7,03E+07 + 7,93E+06 } 1,15E+08 °
gé Keim + Pepton 1,35 £ 0,06 3,07E+08 + 3,15E+07 1,90E+08
S Keim + Pepton + Stoff 1,17 £ 0,02 2,31E+08 = 7,6 7TE+06 - 1,20E+08 °
c Keim 0,14 £ 0,02 3,46E+07 + 4,38E+06 1,30E+02
qc;§ Keim + Stoff 0,16 + 0,03 3,94E+07 + 7,27E+06 ° 400E+02 °
‘8 % Keim + Pepton 1,70 + 0,04 7,39E+08 + 4,12E+07 _ 6,10E+08 ]
€ Keim + Pepton + Stoff 1,50 +£0,01 5,40E+08 + 1,02E+07 6,80E+08

Tabelle 64: Auswertung des synthetischen Fettsaureethers Laureth-20 mit Vergleich der
experimentellen und rechnerischen KZB
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Experim.

. OD MW Rechnerische Signi - Experim.
el Pl +SD[AU]  KZB MW % SD [KBE/mI] fkanz [Kgé/Bml] Bepurtlg .
Keim 0,10+ 0,01 2,58E+07 * 2,16E+06 1,18E+06
-S_:f'é Keim + Stoff 0,11 +0,01 2,72E+07 = 2,89E+06 ° 1,02E+06 °
g % Keim + Pepton 0,75+ 0,02 2,32E+08 + 7,36E+06 o 4,70E+07 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,84 + 0,03 2,22E+08 * 1,00E+07 5,90E+07
Keim 0,31 + 0,07 4,59E+07 + 1,06E+07 2,60E+07
£ g Keim + Stoff 0,37+0,1 5,56E+07 = 1,50E+07 ° 2,70E+07 °
% -;‘E Keim + Pepton 1,08 £ 0,04 1,99E+08 + 1,24E+07 1,19E+08
& Keim + Pepton + Stoff 1,19 £ 0,06 2,37E+08 * 2,18E+07 ° 1,22E+08 °
g Keim 0,14 + 0,03 3,65E+07 * 8,32E+06 o 4,04E+05 o
Gf;_g Keim + Stoff 0,09 + 0,03 2,35E+07 * 6,48E+06 8,40E+05
8 *é Keim + Pepton 1,59 +0,03 6,22E+08 * 2,65E+07 ) 3,70E+09 o
€ Keim + Pepton + Stoff 0,81 + 0,07 1,88E+08 + 2,12E+07 3,81E+09

Tabelle 65: Auswertung des synthetischen Fettsaureethers Oleth-20 (Chemonic OE-20) mit
Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB

Experim.

B o e e 2
Keim 0,12+0,0 3,10E+07 = 7,03E+05 4,00E+05
%_é Keim + Stoff 0,10+ 0,01 2,54E+07 + 3,78E+06 ° 4 00E+05 °
g _.%’_ Keim + Pepton 0,81+0,01 2,12E+08 + 3,85E+06 .\ 6,10E+07 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,93 +0,03 2,57E+08 + 1,39E+07 7,00E+07
Keim 0,49 + 0,06 7,81E+07 = 7,65E+06 1,13E+08
< % Keim + Stoff 0,46 + 0,02 7,39E+07 + 2,12E+06 ° 7,10E+07 °
% é Keim + Pepton 1,26 £ 0,06 2,68E+08 + 2,45E+07 1,70E+08
g Keim + Pepton + Stoff 1,16 £ 0,03 2,27E+08 + 9,15E+06 ° 2,00E+08 °
g Keim 0,12 £ 0,02 2,95E+07 = 4,31E+06 .\ 6,30E+04 o
%_% Keim + Stoff 0,17 +0,0 4,24E+07 + 1,21E+06 2,50E+04
8 g Keim + Pepton 1,20£0,1 3,46E+08 + 5,31E+07 ] 3,60E+08 o
£ Keim + Pepton + Stoff 0,89 + 0,06 2,14E+08 + 2,10E+07 7,00E+07

Tabelle 66: Auswertung des synthetischen Fettsaureethers Steareth-20 (Lipocol S-20) mit
Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB
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Die Auswertung des synthetischen Fettsaureethers Ceteth-25 (Ceteareth-25) zeigte bei Staph.
epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes ein leicht reduziertes Wachstum bei der
rechnerischen KZB. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte die rechnerische KZB ein
leicht gesteigertes Wachstum. Die experimentelle Bestimmung zeigte jeweils keinen
signifikanten Einfluss.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich kein Einfluss auf das Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein leicht gesteigertes
Wachstum bei der rechnerischen KZB. Die experimentelle Bestimmung zeigte eine deutliche
Reduzierung. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich ein deutlich reduziertes
Wachstum. Dies lasst sich  mdglicherweise durch  entstandene  schadliche
Stoffwechselprodukte wahrend des Abbaus des Teststoffes erklaren, da durch den Effekt des
Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen vorhanden sind als ohne. Eine andere Erklarung wére
eine Blockade bei der Aufnahme oder Verwertung des Peptons durch den Teststoff. Ebenfalls
in Betracht gezogen werden sollte ein Einfluss des pH-Wertes, da der Fettsdureether nach der
Verarbeitung einen pH-Wert von 4,5 aufweisen kann [143], Corynebakterien hingegen ein

leicht alkalisches Milieu bevorzugen [137].

Die Auswertung des synthetischen Fettsdureethers Laureth-20 zeigte bei Staph. epidermidis
keinen Einfluss auf das Wachstum.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein leicht gesteigertes und
nach zusatzlicher Zugabe von Pepton ein leicht verringertes Wachstum bei der rechnerischen
KZB. Die experimentelle Bestimmung zeigte jeweils keinen Einfluss.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes kein veréndertes
Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich ein leicht reduziertes Wachstum

bei der rechnerischen KZB, bei der experimentellen Bestimmung hingegen kein Einfluss.

Die Auswertung des synthetischen Fettsaureethers Oleth-20 (Chemonic OE-20) zeigte bei
Staph. epidermidis keinen Einfluss auf das Wachstum.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich kein Einfluss auf das Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes kein verandertes
Wachstum. Nach zusétzlicher Zugabe von Pepton zeigte die rechnerische KZB ein deutlich
reduziertes Wachstum, die experimentelle Bestimmung hingegen keinen Einfluss. Aufgrund
der dreifachen Bestimmung wird sich auf die rechnerische KZB gestitzt. Dies lasst sich
madglicherweise durch entstandene schadliche Stoffwechselprodukte wahrend des Abbaus
des Teststoffes erklaren, da durch den Effekt des Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen
vorhanden sind als ohne. Eine andere Erklarung wéare eine Blockade bei der Aufnahme oder

Verwertung des Peptons durch den Teststoff.

116



Die Auswertung des synthetischen Fettsdureethers Steareth-20 (Lipocol S-20) zeigte bei
Staph. epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes kein verdndertes Wachstum. Nach
zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte die rechnerische KZB eine geringe
Wachstumssteigerung, die experimentelle Bestimmung zeigte hingegen keinen Einfluss.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich kein Einfluss auf das Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich bei der rechnerischen KZB nach der Zugabe des
Teststoffes ein leicht gesteigertes und nach der zusatzlichen Zugabe von Pepton ein leicht
reduziertes Wachstum. Die experimentelle Bestimmung konnte dies nicht bestétigen.

In einer Studie, in welcher der Effekt nichtionischer Emulgatoren auf die strukturelle Aktivitat
der menschlichen Haut untersucht wurde, konnte durch die Messung des transepidermalen
Wasserverlustes bei Steareth-20 keine Beeintrachtigung der Hautbarriere nachgewiesen
werden [140]. Dies spricht ebenfalls gegen einen schadigenden Effekt auf die Hautmikroflora.

5.2.1.3.4 Polymere

Im folgenden Kapitel werden in den Tabellen 67 und 68 die Auswertungen des lipophilen
Polymers Cetyl PEG (PPG-10/Dimethicon/Abil EM 90) und des hydrophilen Polymers
Poloxamer 407 dargestellt. Dabei erfolgt der Vergleich von rechnerischer KZB nach
durchgefuhrter OD-Messung und experimenteller KZB mit jeweiliger Angabe der Signifikanz

und der experimentellen Beurteilung.
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Experim.

- (Ersle +OSDD '\[AAVS] KZB I\Fjlt\?/\(/:rlrmgr[gs (Elr(]gE/ml] f?llg:Iz N I;:axepuer;:;n'
- - [KBE/ml] '
Keim 0,14 £ 0,04 3,53E+07 = 8,40E+06 1,10E+07
g_é Keim + Stoff 0,12 £ 0,00 2,98E+07 = 1,13E+06 ° 8,10E+06 °
g % Keim + Pepton 1,05+ 0,03 3,14E+08 + 1,11E+07 ) 1,78E+08 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,79 £ 0,02 2,32E+08 = 1,50E+07 1,86E+08
Keim 0,50 £ 0,04 7,94E+07 = 4,09E+06 1,59E+08
< % Keim + Stoff 0,66 +£ 0,04 1,01E+08 £ 5,10E+06 * 1,51E+08 °
% é Keim + Pepton 1,20 £ 0,04 2,40E+08 + 1,21E+07 2,81E+08
S Keim + Pepton + Stoff 1,27 £ 0,06 2,70E+08 = 1,97E+07 ° 1,36E+08 °
g Keim 0,09 £ 0,02 2,34E+07 = 4,61E+06 . 2,02E+05 .
GS;% Keim + Stoff 1,64 +0,13 6,67E+08 + 9,96E+07 3,90E+06
8 g Keim + Pepton 0,96 +0,11 2,37E+08 * 3,14E+07 . 3,80E+08 o
€ Keim + Pepton + Stoff 1,75+ 0,03 7,85E+08 * 2,84E+07 6,60E+08

Tabelle 67: Auswertung des Polymers Cetyl PEG (PPG-10/Dimethicon/Abil EM 90) mit
Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB

Experim.

. OD MW Rechnerische Signi - Experim.
el Fele +SD[AU]  KZB MW % SD [KBE/mI] fikanz [Kgé'fml] Bepurtlg .
Keim 0,08 £0,0 1,96E+07 £ 1,21E+06 1,50E+06
‘é_é Keim + Stoff 0,08 + 0,01 1,84E+07 £ 3,78E+06 ? 1,50E+06 ?
& % Keim + Pepton 0,66 + 0,04 2,02E+08 + 1,38E+07 . 1,21E+08 .
@ Keim + Pepton + Stoff 0,79 £ 0,09 2,45E+08 * 3,05E+07 8,50E+07
Keim 0,33 +0,03 4,87E+07 + 5,20E+06 8,40E+07
< % Keim + Stoff 0,47 £ 0,03 7,57E+07 = 3,70E+06 * 4,10E+07 ?
% é Keim + Pepton 1,29 £ 0,08 2,82E+08 * 3,90E+07 1,70E+08
5 Keim + Pepton + Stoff 1,25 £ 0,03 2,62E+08 * 1,24E+07 ° 1,60E+08 ?
g Keim 0,13 +£0,04 3,42E+07 = 8,72E+06 . 2,00E+04 o
%;.% Keim + Stoff 0,22 £0,01 5,57E+07 = 1,64E+06 2,20E+04
8 é Keim + Pepton 1,33+ 0,06 4,20E+08 + 3,81E+07 o 3,01E+08 o
£ Keim + Pepton + Stoff 1,36 £ 0,09 4,40E+08 + 5,70E+07 2,97E+08

Tabelle 68: Auswertung des Polymers Poloxamer 407 mit Vergleich der experimentellen und
rechnerischen KZB
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Die Auswertung des Polymers Cetyl PEG (PPG-10/Dimethicon/Abil EM 90) zeigte bei Staph.
epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes kein verdndertes Wachstum. Nach zusatzlicher
Zugabe von Pepton zeigte die rechnerische KZB eine geringe Wachstumssteigerung, die
experimentelle Bestimmung zeigte hingegen keinen Einfluss.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein leicht gesteigertes
Wachstum bei der rechnerischen KZB. Bei der experimentellen Bestimmung und nach
zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich kein Einfluss.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich
gesteigertes Wachstum. Nach zusétzlicher Zugabe von Pepton zeigte die rechnerische KZB
eine deutliche Steigerung, die experimentelle Bestimmung zeigte hingegen keinen Einfluss.
Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich auf die rechnerische KZB gestiitzt.

Die Auswertung des Polymers Poloxamer 407 zeigte bei Staph. epidermidis keinen Einfluss
auf das Wachstum.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein leicht gesteigertes
Wachstum bei der rechnerischen KZB, die experimentelle Bestimmung zeigte keinen Einfluss.
Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich kein verandertes Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein leicht gesteigertes
Wachstum bei der rechnerischen KZB, die experimentelle Bestimmung zeigte keinen Einfluss.

Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich kein verandertes Wachstum.

5.2.1.3.5 Lésungsvermittler

Im folgenden Kapitel werden in den Tabellen 69 bis 71 die Auswertungen der
Ldsungsvermittler PEG-300 (Kolliphor P407), PEG-350 (PEG-6) und PEG-550 (PEG-6 methyl
ether) dargestellt. Dabei erfolgt der Vergleich von rechnerischer KZB nach durchgefuhrter OD-
Messung und experimenteller KZB mit jeweiliger Angabe der Signifikanz und der

experimentellen Beurteilung.
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Experim.

- (Ersle +OSDD '\[AAVS] KZB I\Fjlt\?/\(/:rlrmgr[gs ([:EEE/ml] f?llg:Iz N I;:axepuer;:;n'
- - [KBE/mI] )
Keim 0,19+0,0 5,21E+07 = 6,08E+05 3,10E+06
g_é Keim + Stoff 0,19 £ 0,01 5,22E+07 = 4,01E+06 ° 4,80E+06 °
g % Keim + Pepton 0,89 + 0,02 2,44E+08 + 8,12E+06 o 9,70E+07 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,76 £ 0,03 2,34E+08 + 1,13E+07 6,00E+07
Keim 0,44 =+ 0,02 7,18E+07 = 1,92E+06 4,80E+07
< % Keim + Stoff 0,23 £0,04 3,47E+07 = 5,37E+06 - 2,70E+07 °
% é Keim + Pepton 1,16 £ 0,04 2,25E+08 + 1,30E+07 8,40E+07
S Keim + Pepton + Stoff 1,43+0,01 3,49E+08 + 4,99E+06 * 2,30E+08 °
g Keim 0,14 £ 0,02 3,62E+07 = 4,09E+06 . 3,70E+04 o
GS;_% Keim + Stoff 0,18 +0,0 4,59E+07 + 7,49E+05 5,00E+04
8 g Keim + Pepton 1,48 + 0,04 5,23E+08 * 3,00E+07 . 6,40E+08 o
€ Keim + Pepton + Stoff 1,67 + 0,06 7,04E+08 * 5,81E+07 6,70E+08

Tabelle 69: Auswertung des Losungsvermittlers PEG-300 (Kolliphor P407) mit Vergleich der
experimentellen und rechnerischen KZB

20 Ry 2 e Emm
- - [KBE/ml] ]
Keim 0,19+0,0 5,21E+07 + 6,08E+05 3,10E+06
%_é Keim + Stoff 0,16 £ 0,0 4,25E+07 + 7,24E+05 ) 1,20E+05 )
g _.%’_ Keim + Pepton 0,89 £ 0,02 2,44E+08 + 8,12E+06 o 9,70E+07 o
@ Keim + Pepton + Stoff 1,00 £ 0,05 2,91E+08 + 2,51E+07 2,00E+08
Keim 0,44 + 0,02 7,18E+07 + 1,92E+06 4,80E+07
< % Keim + Stoff 0,14 + 0,02 2,11E+07 + 3,37E+06 ) 2,70E+06 )
% é Keim + Pepton 1,16 £ 0,04 2,25E+08 + 1,30E+07 8,40E+07
g Keim + Pepton + Stoff 1,19 £ 0,02 2,39E+08 + 8,75E+06 ° 9,10E+07 °
g Keim 0,14 + 0,02 3,62E+07 = 4,09E+06 .\ 3,70E+05 o
GS;_% Keim + Stoff 0,18 +0,0 4 47E+07 + 1,02E+06 3,20E+05
8 g Keim + Pepton 1,48 £ 0,04 5,23E+08 + 3,00E+07 .\ 6,40E+08 o
£ Keim + Pepton + Stoff 1,59 £ 0,04 6,22E+08 + 3,52E+07 1,20E+08

Tabelle 70: Auswertung des Losungsvermittlers PEG-350 (PEG-6) mit Vergleich der
experimentellen und rechnerischen KZB
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Experim.

B oo e R SR
Keim 0,08 £ 0,01 1,92E+07 £+ 2,07E+06 8,00E+06
g_é Keim + Stoff 0,09 +0,01 2,24E+07 £ 1,71E+06 ° 7,10E+06 °
g % Keim + Pepton 0,87 £ 0,02 2,35E+08 + 8,50E+06 o 8,90E+07 o
@ Keim + Pepton + Stoff 0,86 + 0,03 2,29E+08 + 1,12E+07 1,60E+08
Keim 0,44 = 0,05 7,18E+07 = 5,74E+06 8,40E+07
< % Keim + Stoff 0,44 + 0,05 7,20E+07 + 5,60E+06 ° 7,50E+07 °
% é Keim + Pepton 1,28 £ 0,05 2,74E+08 + 2,11E+07 1,05E+08
S Keim + Pepton + Stoff 1,21 £ 0,07 2,47TE+08 + 2,74E+07 ° 1,34E+08 °
g Keim 0,21 £0,01 5,31E+07 = 1,97E+06 o 4,00E+05 o
GS;_% Keim + Stoff 0,21 + 0,02 5,29E+07 = 5,91E+06 6,00E+05
8 *é Keim + Pepton 1,66 £0,1 7,04E+08 + 1,09E+08 o 8,00E+08 o
£ Keim + Pepton + Stoff 1,68 £0,13 7,31E+08 = 1,42E+08 1,27E+09

Tabelle 71: Auswertung des Losungsvermittlers PEG-550 (PEG-6 methyl ether) mit
Vergleich der experimentellen und rechnerischen KZB

Die Auswertung des Ldsungsvermittlers PEG-300 (Kolliphor P407) zeigte bei Staph.
epidermidis keinen Einfluss auf das Wachstum.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich reduziertes
Wachstum bei der rechnerischen KZB, bei der experimentellen Bestimmung zeigte sich
hingegen keine signifikanter Effekt. Aufgrund der dreifachen Bestimmung wird sich auf die
rechnerische KZB gestiitzt. Nach zuséatzlicher Zugabe von Pepton zeigte die rechnerische KZB
eine leichte Wachstumssteigerung. Hier ist davon auszugehen, dass der
wachstumsmindernde Effekt durch das Pepton Uberdeckt wurde.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich bei der rechnerischen KZB mit und ohne Pepton eine

leichte Wachstumszunahme. Die experimentelle Bestimmung zeigte keinen Einfluss.

Die Auswertung des Lésungsvermittlers PEG-350 (PEG-6) zeigte bei Staph. epidermidis nach
Zugabe des Teststoffes ein leicht reduziertes Wachstum bei berechneter und experimenteller
KZB. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich kein Einfluss.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach Zugabe des Teststoffes ein deutlich reduziertes
Wachstum bei berechneter und experimenteller KZB. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton
zeigte sich kein Einfluss.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich bei der rechnerischen KZB mit und ohne Pepton eine

leichte Wachstumszunahme. Die experimentelle Bestimmung zeigte keinen Einfluss.
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Die Auswertung des Ldsungsvermittlers PEG-550 (PEG-6 methyl ether) zeigte bei Staph.
epidermidis keinen Einfluss auf das Wachstum.
Bei Staph. gallinarum zeigte sich kein Einfluss auf das Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich kein Einfluss auf das Wachstum.

Um die auffalligen Ergebnisse bei der Auswertung von PEG-350 genauer zu untersuchen,
wurde ein weiterer Versuch durchgefihrt. Sowohl bei Staph. epidermidis als auch bei Staph.
gallinarum zeigte sich ein stark vermindertes Wachstum bei rechnerischer und experimenteller
KZB. Nach jeweiliger Zugabe von Pepton wurde keine signifikante Anderung festgestellt.
Moglicherweise wurde der wachstumsmindernde Effekt des Teststoffes durch den
wachstumssteigernden Effekt des Peptons Uberdeckt. Daher wurde der Versuch analog zu
dem Vorherigen exemplarisch mit Staph. gallinarum wiederholt, die Konzentration von PEG-
350 jedoch von 5 % auf 20 % erhoht. Das Ergebnis der dreifachen OD-Messung und einfachen

experimentellen KZB ist in der folgenden Grafik dargestellt.

1,40
1,20 I

3,00E+08
1,00

0,80

0,60 3,00E+07

Keimzahl [KBE/ml]

Absorption [AU]
H

0,40
0,20

0,00 o 3,00E+06
+5% PEG 350 +20% PEG 350 +5%PEG 350 + 20 % PEG 350
+Pepton +Pepton

OD mKeimzahl

Abbildung 36: Auswertung des Versuches mit Staph. gallinarum und erhdhter
Konzentration von PEG-350

Entgegen dem zu erwartenden Ergebnis einer deutlicheren Wachstumsminderung, zeigte sich
sowohl bei der OD als auch KZB eine deutliche Steigerung des Wachstums nach der Zugabe
von 20 % PEG-350. Der Unterschied zwischen 5 % und 20 % nach zusatzlicher Zugabe von
Pepton ist als marginal zu betrachten. Hier ist keine klare Zuordnung des Effektes mdglich und

gof. sind weitere Versuche angeraten.
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5.2.1.4 Emollientien

Wie bereits im Kapitel Methodenentwicklung erwahnt, war die Messung der optischen Dichte
aufgrund der Tropfchenbildung fur die Auswertung der Emollientien nicht mdglich. Daher
erfolgte hier ausschlieBlich eine dreifache experimentelle Keimzahlbestimmung mittels
Drigalski-Plattenausstrichverfahren.

Im Verlauf der Testung der Emollientien zeigte Staph. gallinarum zunehmende Auffalligkeiten.
Beispielsweise erfolgte auch bei den Kontrollproben nach Zugabe von Pepton kein vermehrtes
Wachstum mehr, so dass im Verlauf von weiteren Versuchen mit diesem Keim abgesehen und

nur ein Teil der natirlichen Emollientien in dieser Kombination getestet wurde.

5.2.1.4.1 Natrliche Emollientien

Im folgenden Kapitel werden in den Tabellen 72 bis 84 die Auswertungen der natdrlichen
Emollientien Avocadodl, Erdnussél, Jojobadl, Leindl, Mandeldl, Nachtkerzenél, Olivendl,
Rapsol, Rizinusél, Sesamdl, Sojadl, Traubenkerndl und Weizenkeim6l dargestellt. Dabei

erfolgt die Auswertung anhand der experimentellen KZB mit jeweiliger Angabe der Signifikanz.

Gl [Frelse 2B :_Lm;eg t[eK”BE/ml] Egr]mlz

Keim 1,27E+06 + 3,21E+05

< é Keim + Stoff 6,37E+07 + 9,39E+06 '

g {Zi Keim + Pepton 3,87E+07 + 1,10E+07 ]
®  Keim + Pepton + Stoff 5,567E+07 + 2,07E+06
Keim 6,37E+07 + 3,86E+06

% % Keim + Stoff 6,37E+07 + 1,43E+07 °
& % Keim + Pepton 5,13E+07 + 1,39E+07

“  Keim + Pepton + Stoff 1,18E+08 * 1,82E+07 *

= Keim 8,03E+03 + 3,75E+03 \
g E  Keim + Stoff 2,52E+05 + 1,06E+05

S % Keim + Pepton 3,60E+06 + 1,61E+06 ]
£ Keim + Pepton + Stoff 5,00E+06 + 2,16E+06

Tabelle 72: Auswertung des nattrlichen Emollients Avocadod6l mit Vergleich der
experimentellen KZB
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eim Pk KZB EI\;I(\[/J\? E;ms]eDn t[T(HBE/ml] ag;;

Keim 5,43E+06 + 2,50E+06

gé Keim + Stoff 2,60E+06 + 1,28E+06 °

(% %’_ Keim + Pepton 7,23E+07 + 9,74E+06 o
®  Keim + Pepton + Stoff 5,60E+07 + 1,82E+07

g Keim 3,64E+05 £ 5,07E+04 .\
GC;% Keim + Stoff 5,29E+05 + 4,88E+04

S % Keim + Pepton 2,36E+07 £ 1,21E+07 .
£ Keim + Pepton + Stoff 4,66E+08 + 7,16E+07

Tabelle 73: Auswertung des naturlichen Emollients Erdnussdl mit Vergleich der

experimentellen KZB

G [PIEiEE KZB En;(\?\/e :rgeon t[eK"BE/ml] f?i%ﬂiz'
P Keim 5,37E+06 + 1,85E+06 o
< E Keim + Stoff 1,85E+06 + 1,79E+06
% % Keim + Pepton 1,06E+08 * 8,25E+07
& Keim + Pepton + Stoff 1,34E+08 + 8,72E+07 °
Keim 6,30E+07 + 1,12E+07
§_ % Keim + Stoff 4,50E+07 + 1,74E+07 °
n % Keim + Pepton 7,07E+07 + 3,30E+06 o
Keim + Pepton + Stoff 4,83E+07 £ 1,16E+07
e Keim 1,66E+05 + 9,34E+04
&;.; Keim + Stoff 2,34E+05 + 1,58E+05 °
<'wn
8 *é Keim + Pepton 2,36E+07 + 1,21E+07 o
£ Keim + Pepton + Stoff 8,07E+06 + 4,42E+06

Tabelle 74: Auswertung des nattrlichen Emollients Jojobadél mit Vergleich der
experimentellen KZB
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e Pz KZB 3(\;;\;9 E_rms]eg t[(|e<”|32/m|] E&grr:lz
m Keim 3,70E+06 + 7,35E+05
gg Keim + Stoff 2,36E+07 + 2,44E+07 °
g %—i Keim + Pepton 2,70E+07 + 6,16E+06 ]
@ Keim + Pepton + Stoff 2,93E+07 £ 1,42E+07
% Keim 7,33E+05 + 2,05E+05 o
GS;'% Keim + Stoff 4,83E+05 + 2,36E+04
8 g Keim + Pepton 3,60E+06 + 1,61E+06 .
£ Keim + Pepton + Stoff 1,09E+08 + 3,11E+07

Tabelle 75: Auswertung des naturlichen Emollients Lein6l mit Vergleich der

experimentellen KZB

@l e 2B :_Lm;eDn t[?lIBE/mI] l?ll?irrlllz

Keim 1,27E+06 + 3,21E+05

g_é Keim + Stoff 6,50E+06 + 5,35E+05 *

g % Keim + Pepton 3,87E+07 £ 1,10E+07 o
@ Keim + Pepton + Stoff 2,58E+07 + 1,31E+06
Keim 6,37E+07 + 3,86E+06

é_ % Keim + Stoff 4,83E+07 + 4,99E+06 -

) -% Keim + Pepton 5,13E+07 + 1,39E+07 o
2 Keim + Pepton + Stoff 7,47E+Q7 + 6,65E+06

g Keim 8,03E+03 + 3,75E+03 o
GC; % Keim + Stoff 9,33E+03 + 5,25E+03

g % Keim + Pepton 1,60E+07 + 1,49E+07 o
£ Keim + Pepton + Stoff 1,23E+06 + 1,60E+05

Tabelle 76: Auswertung des nattrlichen Emollients Mandeldl mit Vergleich der
experimentellen KZB
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(G e KZB E|\;|(\[/)\/e ;"geDn t[T(HBE/ml] f&%ﬂ'z

Keim 1,27E+06 + 3,21E+05

'&é Keim + Stoff 6,23E+06 + 4,19E+05 *

(‘/)3 _.%J_ Keim + Pepton 3,87E+07 + 1,10E+07 o
®  Keim + Pepton + Stoff 3,62E+07 + 5,73E+06
Keim 6,37E+07 + 3,86E+06

< g Keim + Stoff 7,17E+07 + 1,46E+07 °
% -E Keim + Pepton 5,13E+07 + 1,39E+07

S Keim + Pepton + Stoff 6,17E+07 £ 8,73E+06 °

c Keim 8,03E+03 + 3,75E+03 o
g ; Keim + Stoff 1,93E+04 + 2,17E+04

8 % Keim + Pepton 1,60E+07 + 1,49E+07 )
€ Keim + Pepton + Stoff 1,55E+07 + 8,20E+06

Tabelle 77: Auswertung des naturlichen Emollients Nachtkerzendél mit Vergleich der

experimentellen KZB

Kelm - Fieles KZB Ilz\;(\?\? E_rm;e[;] t[?(IIBE/ml] f?iﬂrﬁ'z
” Keim 4,15E+06 + 1,07E+05
g S Keim + Stoff 1,10E+04 + 6,98E+03
g g Keim + Pepton 1,17E+08 + 1,70E+07
8 Keim + Pepton + Stoff 3,67E+07 + 1,39E+07 )
Keim 4,93E+07 + 2,62E+06
é_ % Keim + Stoff 1,36E+08 + 1,41E+07 *
7y % Keim + Pepton 1,36E+08 + 1,94E+07 _
2 Keim + Pepton + Stoff 2,73E+07 + 6,85E+06
e Keim 3,37E+04 + 5,56E+03
&;é Keim + Stoff 2,53E+04 + 1,91E+04 °
[y}
8 *§ Keim + Pepton 1,60E+07 + 1,49E+07 .
€ Keim + Pepton + Stoff 1,17E+08 + 1,16E+07
Keim 6,95E+06 + 3,90E+05
£ 9 Keim + Stoff 8,88E+06 + 3,12E+05 '
né._- § Keim + Hefe 1,10E+07 + 1,52E+07 o

Keim + Hefe + Stoff

1,97E+07 + 1,27E+06

Tabelle 78: Auswertung des natirlichen Emollients Olivendl mit Vergleich der
experimentellen KZB
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[ Preise KZB E|\;|(\[/)\/e ;"geDn t[T(HBE/ml] ﬁli(ng-
.9 Keim 6,37E+06 + 6,93E+05 o
g_-g Keim + Stoff 5,08E+06 + 4,08E+05
S 3 Keim + Pepton 4,80E+07 + 8,18E+05
& Keim + Pepton + Stoff 3,52E+07 + 2,51E+07 °
Keim 6,43E+07 + 1,10E+07
é_ % Keim + Stoff 9,50E+07 + 2,81E+07 °
n '(% Keim + Pepton 6,65E+07 £ 7,15E+06 o
@ Keim + Pepton + Stoff 5,02E+07 + 5,95E+06
e Keim 1,66E+05 + 9,34E+04
9:;' § Keim + Stoff 4,01E+05 + 1,71E+05 °
[y}
8 g Keim + Pepton 2,36E+07 £ 1,21E+07 o
£ Keim + Pepton + Stoff 5,05E+06 + 2,62E+06

Tabelle 79: Auswertung des nattrlichen Emollients Rapsol mit Vergleich der
experimentellen KZB

CI FTElsR <ZB W L SD) t[?llsg/mu o
0 Keim 5,43E+06 + 2,50E+06 o
£ Keim + Stoff 3,33E+06 + 1,08E+06
S Keim + Pepton 7,23E+07 + 9,74E+06
& Keim + Pepton + Stoff 6,27E+07 + 2,33E+07 °
£ Keim 3,64E+05 £+ 5,07E+04
9:;' % Keim + Stoff 7,38E+05 + 7,59E+04 *
8 *é Keim + Pepton 3,60E+06 + 1,61E+06 .
€  Keim + Pepton + Stoff 2,68E+08 + 1,90E+08

Tabelle 80: Auswertung des naturlichen Emollients Rizinus6l mit Vergleich der
experimentellen KZB
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Experimentell e

Signi -

i Prelse KZB MW + SD [KBE/mI] fikanz
0 Keim 3,70E+06 + 7,35E+05 .
< E Keim + Stoff 1,20E+07 + 1,79E+06
S 3 Keim + Pepton 2,70E+07 + 6,16E+06
& Keim + Pepton + Stoff 4,67E+07 £ 6,94E+06 *
g Keim 7,33E+05 + 2,05E+05
“C;.g Keim + Stoff 1,33E+06 + 1,80E+05 *
8 g Keim + Pepton 3,60E+06 + 1,61E+06 o
€ Keim + Pepton + Stoff 9,50E+05 + 4,71E+05
Tabelle 81: Auswertung des natirlichen Emollients Sesamol mit Vergleich der

experimentellen KZB

el [Pieie KZB ?\;(\?ve E_rirge[? t[?(IIBE/ml] 1?11%?1;
“ Keim 1,40E+07 + 2,47E+06 o
g 2 Keim + Stoff 9,30E+06 + 2,89E+06
g,‘% % Keim + Pepton 5,63E+07 + 2,87E+06 o
®  Keim + Pepton + Stoff 4,67E+07 + 4,50E+06
g Keim 1,19E+05 + 3,85E+04 .
EE;% Keim + Stoff 4,17E+05 + 6,24E+04
8 g Keim + Pepton 8,00E+07 £ 1,82E+07 .
S

Keim + Pepton + Stoff

1,38E+08 + 1,31E+07

Tabelle 82: Auswertung des natirlichen Emollients Sojadl mit Vergleich der
experimentellen KZB
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i Prelse KZB E|\;|(\[/)\/e ;"geDn t[T(HBE/ml] ﬁli(ng-
0 Keim 4,15E+06 + 1,07E+05 o
'S_-g Keim + Stoff 3,57E+06 + 2,00E+06
f,,*g S Keim + Pepton 1,17E+08 = 1,70E+07
& Keim + Pepton + Stoff 6,20E+07 + 1,35E+07 )
Keim 4,93E+07 + 2,62E+06
é_ % Keim + Stoff 1,00E+08 + 2,62E+06 *
n % Keim + Pepton 1,36E+08 + 1,94E+07 o
Keim + Pepton + Stoff 1,88E+08 + 4,39E+07
g Keim 3,37E+04 + 5,56E+03
g.; Keim + Stoff 2,26E+05 + 4,18E+04 *
'»n
8 g Keim + Pepton 1,60E+07 + 1,49E+07 .
£ Keim + Pepton + Stoff 5,75E+06 + 9,74E+04

Tabelle 83: Auswertung des natirlichen Emollients Traubenkerndl mit Vergleich der

experimentellen KZB

el el 2B :_Lm;eDn t[pk”BE/ml] slgrlwlz
o Keim 6,17E+06 + 8,65E+05 .
< g Keim + Stoff 4,19E+06 + 6,53E+05
g & Keim + Pepton 4,82E+07 + 8,50E+05
& Keim + Pepton + Stoff 3,47E+07 + 1,86E+07 °
Keim 6,60E+07 + 1,12E+07
§ % Keim + Stoff 6,34E+07 + 1,39E+07 °
& % Keim + Pepton 6,84E+07 + 4,95E+06 .
2 Keim + Pepton + Stoff 1,64E+08 + 5,50E+07
£ Keim 1,66E+05 + 9,34E+04
GC;' § Keim + Stoff 2,68E+05 + 1,09E+05 °
)]
S g Keim + Pepton 2,36E+07 + 1,21E+07 )
£ Keim + Pepton + Stoff 2,33E+07 + 2,03E+07

Tabelle 84: Auswertung des naturlichen Emollients Weizenkeimdl mit Vergleich der
experimentellen KZB
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Die Auswertung des nattrlichen Emollients Avocadodl zeigte bei Staph. epidermidis nach der
Zugabe des Teststoffes eine deutliche Wachstumssteigerung. Nach zuséatzlicher Zugabe von
Pepton war die beobachtete Zunahme nicht mehr signifikant, hier ist davon auszugehen, dass
der wachstumssteigernde Effekt des Teststoffes durch den des Peptons Uberlagert wurde.
Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes keine
Wachstumssteigerung. Nach zuséatzlicher Zugabe von Pepton wurde eine deutliche
Steigerung beobachtet. Moglicherweise trat der wachstumssteigernde Effekt des Teststoffes
nur durch die bereitgestellten Ressourcen des Peptons auf oder wurde durch den
wachstumssteigernden Effekt des Peptons uberlagert.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes eine deutliche
Wachstumssteigerung. Nach zusétzlicher Zugabe von Pepton war die beobachtete Zunahme
nicht mehr signifikant, hier ist davon auszugehen, dass der wachstumssteigernde Effekt des
Teststoffes durch den des Peptons uberlagert wurde.

Die Auswertung des natiirlichen Emollients Erdnussdl zeigte bei Staph. epidermidis sowonhl
mit als auch ohne Pepton keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach Zugabe des Teststoffes ein leicht und nach
zusatzlicher Zugabe des Peptons ein stark gesteigertes Wachstum. Mdglicherweise trat der
stark wachstumssteigernde Effekt des Teststoffes nur durch die bereitgestellten Ressourcen

des Peptons auf.

Die Auswertung des natlrlichen Emollients Jojobadl zeigte bei Staph. epidermidis keinen
signifikanten Einfluss auf das Wachstum.
Bei Staph. gallinarum zeigte sich kein signifikanter Einfluss auf das Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich kein signifikanter Einfluss auf das Wachstum.

Die Auswertung des nattrlichen Emollients Leindl zeigte bei Staph. epidermidis trotz einer
Steigerung nach Zugabe des Teststoffe keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes kein signifikanter
Einfluss auf das Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich eine deutliche
Steigerung. Mdglicherweise trat der wachstumssteigernde Effekt des Teststoffes nur durch die

bereitgestellten Ressourcen des Peptons auf.

Die Auswertung des natlrlichen Emollients Mandeldl zeigte bei Staph. epidermidis nach der
Zugabe des Teststoffes eine signifikante Wachstumssteigerung, nach zusatzlicher Zugabe
von Pepton allerdings keinen Einfluss. Moglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt

des Teststoffes durch den des Peptons tberdeckt.
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Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein leicht reduziertes
Wachstum, nach zusatzlicher Zugabe von Pepton allerdings keine Einfluss. Mdglicherweise
wurde der wachstumsreduzierende Effekt des Teststoffes durch den -steigernden des Peptons
Uberdeckt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte kein signifikanter Einfluss auf das Wachstum.

Die Auswertung des natirlichen Emollients Nachtkerzen6l zeigte bei Staph. epidermidis nach
der Zugabe des Teststoffes eine signifikante Wachstumssteigerung, nach zusétzlicher Zugabe
von Pepton allerdings keinen Einfluss. Moglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt
des Teststoffes durch den des Peptons Uberdeckt.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich kein signifikanter Einfluss auf das Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich kein signifikanter Einfluss auf das Wachstum.

Die Auswertung des natirlichen Emollients Olivenél zeigte bei Staph. epidermidis sowohl mit
als auch ohne Pepton ein deutlich reduziertes Wachstum.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes eine deutliche
Wachstumssteigerung, nach zusatzlicher Zugabe von Pepton allerdings eine deutliche
Reduzierung. Dies ist widerspriichlich, lasst sich aber moglicherweise durch entstandene
schadliche Stoffwechselprodukte wahrend des Abbaus des Teststoffes erklaren, da durch den
Effekt des Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen vorhanden sind als ohne. Eine andere
Erklarung wéare eine Blockade bei der Aufnahme oder Verwertung des Peptons durch den
Teststoff.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich
gesteigertes Wachstum, welches allerdings nicht als signifikant gewertet wurde. Nach
zusatzlicher Zugabe von Pepton wurde die deutliche Steigerung als signifikant bewertet.
Moglicherweise trat der wachstumssteigernde Effekt des Teststoffes nur durch die
bereitgestellten Ressourcen des Peptons auf.

Bei Propioni. acnes zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein nur leicht gesteigertes
Wachstum, welches allerdings als signifikant gewertet wurde. Nach zuséatzlicher Zugabe von

Hefe wurde kein verandertes Wachstum festgestellt.

Die Auswertung des natirlichen Emollients Rapsél zeigte bei Staph. epidermidis, Staph.

gallinarum und Coryne. minutissimum keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum.

Die Auswertung des natirlichen Emollients Rizinusdl zeigte bei Staph. epidermidis keinen

signifikanten Einfluss auf das Wachstum.
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Bei Coryne. minutissimum zeigte sich ohne Pepton eine signifikante und nach zusatzlicher

Zugabe von Pepton eine leichte, als nicht signifikant gewertete, Wachstumssteigerung.

Die Auswertung des natirlichen Emollients Sesamdl zeigte bei Staph. epidermidis nach
Zugabe des Teststoffes eine deutliche und nach zusatzlicher Zugabe von Pepton eine leichte
Wachstumssteigerung.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes eine signifikante
Wachstumssteigerung, nach zusatzlicher Zugabe des Peptons zeigte sich allerdings kein

signifikanter Einfluss auf das Wachstum.

Die Auswertung des natlrlichen Emollients Sojadl zeigte bei Staph. epidermidis keinen
signifikanten Einfluss auf das Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich sowohl mit als auch ohne Pepton ein leicht gesteigertes
Wachstum, welches als signifikant gewertet wurde.

Die Auswertung des natirlichen Emollients Traubenkerndl zeigte bei Staph. epidermidis nach
der Zugabe des Teststoffes kein veradndertes Wachstum, nach zusétzlicher Zugabe von
Pepton jedoch eine signifikante Reduzierung. Dies lasst sich mdglicherweise durch
entstandene schadliche Stoffwechselprodukte wéhrend des Abbaus des Teststoffes erklaren,
da durch den Effekt des Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen vorhanden sind als ohne.
Eine andere Erklarung ware eine Blockade bei der Aufnahme oder Verwertung des Peptons
durch den Teststoff.

Bei Staph. gallinarum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes eine deutliche
Wachstumssteigerung, nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich allerdings kein
signifikanter Einfluss. Mdglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt des Teststoffes
durch den des Peptons (berdeckt oder es kam aufgrund zu vieler anfallender
Stoffwechselprodukte zu einer Wachstumslimitierung.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes eine deutliche
Wachstumssteigerung, nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte ich allerdings kein
signifikanter Einfluss. Mdglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt des Teststoffes
durch den des Peptons uberdeckt oder es kam aufgrund zu vieler anfallender

Stoffwechselprodukte zu einer Wachstumslimitierung.

Die Auswertung des natirlichen Emollients Weizenkeimdl zeigte bei Staph. epidermidis,

Staph. gallinarum und Coryne. minutissimum keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum.
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5.2.1.4.2 Synthetische Fettsaureester

Im folgenden Kapitel werden in den Tabellen 85 bis 95 die Auswertungen der synthetischen
Fettsaureester Caprilic/Capric triglyceride (Miglyol 812), Cetearyl isononanoate (Cetiol SN),
Decyl oleate (Coco-caprylate/Cetiol LC), Decyl oleate (Kollicream DO), Ethyl linoleate, Ethyl
oleate (Acros 98 %), Ethyl oleate (Crodomol EO-LQ), Isopropyl myristate, Isopropyl palmitate,
Octyldodecanol (Eutanol G) und Oleyl oleate dargestellt. Dabei erfolgt die Auswertung anhand

der experimentellen KZB mit jeweiliger Angabe der Signifikanz.

E PR T :_Lirge[? t[E:<”BE/m|] f“?.li'ﬁiz'
" Keim 8,90E+06 + 1,22E+06
%_:g Keim + Stoff 2,00E+05 + 8,16E+04 )
% % Keim + Pepton 9,00E+07 + 5,06E+07
& Keim + Pepton + Stoff 3,43E+07 + 9,10E+06 °
g Keim 2,67E+03 + 9,43E+02
9;:\.;} Keim + Stoff 8,13E+05 + 2,05E+04 *
'n
8 g Keim + Pepton 7,00E+06 + 3,56E+06 .
£ Keim + Pepton + Stoff 1,42E+09 + 1,27E+08
Keim 1,11E+07 + 3,07E+06
£ 9 Keim + Stoff 6,67E+06 + 4,14E+06 °
,‘38_- § Keim + Hefe 8,07E+07 + 1,55E+07 o

Keim + Hefe + Stoff

7,97E+07 + 3,43E+07

Tabelle 85: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Caprilic/Capric triglyceride
(Miglyol 812) mit Vergleich der experimentellen KZB

E (Pl KZB ?\;(\?ve :_Lirge[;] t[?(IIBE/ml] f?lng

Keim 8,90E+06 + 1,22E+06

p 2 Keim + Stoff 1,29E+07 + 1,51E+06 ’

§ % Keim + Pepton 9,00E+07 + 5,06E+07 i
© Keim + Pepton + Stoff 5,57E+07 + 4,19E+06
Keim 2,67E+03 + 9,43E+02

@ § Keim + Stoff 1,37E+05 + 4,03E+04 '
%2 Keim + Pepton 7,00E+06 + 3,56E+06

©Z +
g Keim + Pepton + Stoff 4,23E+08 + 3,40E+07

Tabelle 86: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Cetearyl isononanoate (Cetiol
SN) mit Vergleich der experimentellen KZB
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(G Prese KZB E|\;|(\[/)\/e ;"geDn t[T(HBE/ml] ﬁli(ng-
, Keim 8,90E+06 + 1,22E+06 .
£ £ Keim + Stoff 1,62E+07 + 2,94E+05
(% g Keim + Pepton 9,00E+07 + 5,06E+07
& Keim + Pepton + Stoff 4,50E+07 + 6,38E+06 °
£ Keim 2,67E+03 + 9,43E+02
9:;' § Keim + Stoff 1,17E+05 + 4,50E+04 '
=0 .
8 g Keim + Pepton 7,00E+06 + 3,56E+06 )
€ Keim + Pepton + Stoff 0,00E+00 + 0,00E+00
Keim 6,95E+06 + 3,90E+05
£ 9 Keim + Stoff 1,66E+06 + 6,98E+05 '
§ S Keim + Hefe 1,10E+07 + 1,52E+07 .

Keim + Hefe + Stoff

2,52E+07 + 1,18E+07

Tabelle 87: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Decyl oleate (Coco-

caprylate/Cetiol LC) mit Vergleich der experimentellen KZB

CI FTElsR <ZB W L aD) t[?llsg/mu o
o Keim 1,83E+06 + 2,49E+05 .
< S Keim + Stoff 1,14E+07 + 2,57E+06
3 Keim + Pepton 9,43E+07 + 1,92E+07
& Keim + Pepton + Stoff 5,90E+07 + 1,41E+06 °
£ Keim 2,67E+03 + 9,43E+02
9;;' § Keim + Stoff 1,23E+05 + 5,31E+04 *
[ <))
8 *é Keim + Pepton 7,00E+06 + 3,56E+06 .
€ Keim + Pepton + Stoff 3,35E+07 + 1,11E+06
Keim 1,11E+07 + 3,07E+06
S @ Keim + Stoff 7,57E+06 + 1,58E+06 °
g S Keim + Hefe 8,07E+07 + 1,55E+07 )

Keim + Hefe + Stoff

5,27E+07 + 1,27E+07

Vergleich der experimentellen KZB
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Experimentell e

Signi -

i Pk KZB MW + SD [KBE/mI] fikanz
B Keim 5,00E+05 + 2,94E+05 o
_g_-g Keim + Stoff 0,00E+00 + 0,00E+00
(% % Keim + Pepton 7,7TE+07 £ 1,25E+07
& Keim + Pepton + Stoff 2,97E+07 £ 4,64E+06 )
e Keim 2,67E+03 + 9,43E+02
“C;é Keim + Stoff 0,00E+00 + 0,00E+00 ]
[y}
8 g Keim + Pepton 7,00E+06 + 3,56E+06 .
1S

Keim + Pepton + Stoff

4,60E+08 + 7,26E+07

Tabelle 89: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Ethyl linoleate mit Vergleich der
experimentellen KZB

Kelm  [Pireles <ZB W E_rms]eg t[?ilsg/mu lsll?irr]llz

Keim 1,83E+06 + 2,49E+05

%_é Keim + Stoff 1,00E+07 = 1,75E+06 *

g _-g Keim + Pepton 9,43E+07 £ 1,92E+07 o
@ Keim + Pepton + Stoff 7,20E+07 £ 1,19E+0Q7

g Keim 2,67E+03 + 9,43E+02 .
GC;% Keim + Stoff 3,77E+05 + 6,55E+04

8 ‘§ Keim + Pepton 7,00E+06 + 3,56E+06 .
g Keim + Pepton + Stoff 7,33E+06 + 1,25E+06

Tabelle 90: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Ethyl oleate (Acros 98 %) mit
Vergleich der experimentellen KZB

NG [Fels? <ZB oD t[(T<”BE/m|] i

Keim 1,83E+06 + 2,49E+05

%_-('é Keim + Stoff 3,80E+06 + 2,08E+06 °
g g Keim + Pepton 9,43E+07 + 1,92E+07

& Keim + Pepton + Stoff  3,90E+07 + 8,29E+06 )
= Keim 2,67E+03 + 9,43E+02

nc;' § Keim + Stoff 0,00E+00 + 0,00E+00 )

8 % Keim + Pepton 7,00E+06 + 3,56E+06 o
£ Keim + Pepton + Stoff 5,17E+06 + 3,59E+06

Tabelle 91: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Ethyl oleate (Crodomol EQ-LQ)
mit Vergleich der experimentellen KZB
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Experimentell e

Signi -

i Prelse KZB MW + SD [KBE/ml] fikanz
, Keim 1,40E+07 + 2,47E+06
<2 Keim + Stoff 6,93E+06 + 4,03E+05
£8  Keim + Pepton 5,63E+07 + 2,87E+06
o (0]
(0]

Keim + Pepton + Stoff

3,23E+07 + 1,27E+07

Coryne
minutissimum

Keim
Keim + Stoff
Keim + Pepton

Keim + Pepton + Stoff

1,19E+05 * 3,85E+04
3,30E+05 + 3,30E+04
8,00E+07 + 1,82E+07
3,95E+08 + 3,01E+07

Tabelle 92: Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Isopropyl myristate mit Vergleich

der experimentellen KZB

e Frelse <ZB W :_Lirgeg t[‘T<”BE/m|] Eling
_9 Keim 8,90E+06 + 1,22E+06 o
g 2 Keim + Stoff 9,70E+06 + 2,08E+06
% % Keim + Pepton 9,00E+07 + 5,06E+07
& Keim + Pepton + Stoff 2,67E+07 + 6,24E+06 °
e Keim 2,67E+03 + 9,43E+02
S;;' § Keim + Stoff 6,20E+05 + 6,98E+04 *
< n
8 *é Keim + Pepton 7,00E+06 + 3,56E+06 o
€ Keim + Pepton + Stoff 9,53E+06 + 6,94E+05
Keim 1,11E+07 + 3,07E+06
S ¢ Keim + Stoff 1,02E+07 + 3,81E+06 °
g § Keim + Hefe 8,07E+07 + 1,55E+07 )

Keim + Hefe + Stoff

1,73E+07 = 6,34E+06

Tabelle 93: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Isopropyl palmitate mit Vergleich

der experimentellen KZB
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i Pk KZB 3(\;;\;3 E_rirgeg t[(T<”|32/m|] f&%ﬁ'z
0 Keim 8,90E+06 + 1,22E+06 o
%_E Keim + Stoff 7,23E+06 + 9,18E+05
(% % Keim + Pepton 9,00E+07 + 5,06E+07
& Keim + Pepton + Stoff 6,67E+07 + 4,50E+06 °
g Keim 2,67E+03 + 9,43E+02
qc;é Keim + Stoff 1,30E+05 + 7,12E+04 °
[y}
8 *§ Keim + Pepton 7,00E+06 + 3,56E+06 .
£ Keim + Pepton + Stoff 3,77TE+08 + 4,99E+07

Tabelle 94: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Octyldodecanol (Eutanol G) mit

Vergleich der experimentellen KZB

Gl e 2B :_Lm;eDn t[pk”BE/ml] Elgpllz

Keim 1,83E+06 + 2,49E+05

< é Keim + Stoff 3,90E+06 + 5,72E+05 °

g {Zi Keim + Pepton 9,43E+07 + 1,92E+07 ]
®  Keim + Pepton + Stoff 5,90E+07 + 1,42E+07

£ Keim 2,67E+03 + 9,43E+02 .
g % Keim + Stoff 1,93E+05 + 9,03E+04

8 ‘§ Keim + Pepton 7,00E+06 + 3,56E+06 .
£ Keim + Pepton + Stoff 1,33E+06 + 1,05E+06
Keim 6,95E+06 + 3,90E+05

£ 9 Keim + Stoff 4,83E+06 + 1,88E+05 _

g S Keim + Hefe 1,10E+07 + 1,52E+07 .

Keim + Hefe + Stoff

2,67E+07 + 3,37E+06

Tabelle 95: Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Oleyl oleate mit Vergleich der
experimentellen KZB

Die Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Caprilic/Capric triglyceride (Miglyol 812)
zeigte bei Staph. epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich reduziertes
Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton wurde die Wachstumsminderung als nicht
signifikant eingestuft. Mdoglicherweise wurde der wachstumsreduzierende Effekt des
Teststoffes durch den -steigernden des Peptons Uberdeckt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich sowohl mit als auch ohne Pepton ein deutlich

gesteigertes Wachstum.
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Bei Propioni. acnes zeigte sich sowohl mit als auch ohne Hefe eine als nicht signifikant

eingestufte leichte Wachstumsminderung.

Die Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Cetearyl isononanoate (Cetiol SN) zeigte
bei Staph. epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes eine leichte Wachstumssteigerung,
welche als signifikant eingestuft wurde. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton wurde kein
signifikant verandertes Wachstum festgestellt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich sowohl mit als auch ohne Pepton ein deutlich
gesteigertes Wachstum.

Bei Cetiol SN handelt es sich um einen Ester aus Isononanséure und Cetylstearylalkohol,
welcher im Rahmen der Konsistenzgeber ebenfalls getestet wurde und auch dort eine
Wachstumssteigerung verursachte. Allerdings wurde hier nach zusatzlicher Zugabe von
Pepton ein vermindertes Wachstum beobachtet.

Die Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Decyl oleate (Coco-caprylate/Cetiol LC)
zeigte Dbei Staph. epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes eine leichte
Wachstumssteigerung, welche als signifikant eingestuft wurde. Nach zusatzlicher Zugabe von
Pepton wurde kein signifikant verandertes Wachstum festgestellt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich
gesteigertes Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton konnte kein Wachstum mehr
festgestellt werden. Dies lasst sich moéglicherweise durch einen Fehler bei der Verarbeitung
oder entstandene schadliche Stoffwechselprodukte, wie beispielsweise Olsaure, wahrend des
Abbaus des Teststoffes erklaren, da durch den Effekt des Peptons mehr stoffwechselaktive
Zellen vorhanden sind als ohne. Dieser Effekt konnte aber bei anderen Olsaure beinhaltenden
Emollientien nicht beobachtet werden.

Bei Propioni. acnes zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich vermindertes
Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Hefe wurde kein veréndertes Wachstum
festgestellt. Moglicherweise wurde der wachstumsreduzierende Effekt des Teststoffes durch
den -steigernden der Hefe Uberdeckt.

Die Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Decyl oleate (Kollicream DO) zeigte bei
Staph. epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich gesteigertes Wachstum.
Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton wurde kein signifikant verdndertes Wachstum
festgestellt. Moglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt des Teststoffes durch den
des Peptons Uberdeckt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich sowohl mit als auch ohne Pepton ein deutlich

gesteigertes Wachstum.
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Bei Propioni. acnes zeigte sich sowohl mit als auch ohne Hefe kein signifikant verandertes
Wachstum.
Wie zu erwarten, zeigten beide Decyl oleate bei einem dhnlichen Aufbau auch ahnliche Effekte

auf die Hautkeime.

Die Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Ethyl linoleate zeigte bei Staph.
epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes kein Wachstum mehr. Entweder wirkt der Stoff
stark wachstumshemmend oder es lag ein Fehler bei der Verarbeitung vor. Nach zusatzlicher
Zugabe von Pepton wurde ebenfalls ein signifikant reduziertes Wachstum festgestellt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes kein Wachstum mehr.
Entweder wirkt der Stoff stark wachstumshemmend oder es lag ein Fehler bei der Verarbeitung
vor. Widerspruchlich ist allerdings, dass nach zusatzlicher Zugabe von Pepton ein deutlich
gesteigertes Wachstum festgestellt wurde. Dies spricht eher fiir einen Verarbeitungsfehler bei
einer der Proben.

Die Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Ethyl oleate (Acros 98 %) zeigte bei Staph.
epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich gesteigertes Wachstum. Nach
zusatzlicher Zugabe von Pepton wurde kein signifikant verandertes Wachstum festgestellt.
Mdglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt des Teststoffes durch den des
Peptons tberdeckt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich
gesteigertes Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton wurde kein signifikant
verandertes Wachstum festgestellt. Moglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt

des Teststoffes durch den des Peptons tberdeckt.

Die Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Ethyl oleate (Crodomol EQ-LQ) zeigte bei
Staph. epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes kein verdndertes Wachstum. Nach
zusatzlicher Zugabe von Pepton wurde ein deutlich reduziertes Wachstum festgestellt. Dies
lasst sich moglicherweise durch entstandene schadliche Stoffwechselprodukte, wie
beispielsweise Olsaure, wahrend des Abbaus des Teststoffes erklaren, da durch den Effekt
des Peptons mehr stoffwechselaktive Zellen vorhanden sind als ohne. Dieser Effekt konnte
aber bei anderen Olséure beinhaltenden Emollientien nicht beobachtet werden. Eine andere
Erklarung wére eine Blockade bei der Aufnahme oder Verwertung des Peptons durch den
Teststoff.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes kein Wachstum mehr.
Entweder wirkt der Stoff stark wachstumshemmend oder es lag ein Fehler bei der Verarbeitung

vor. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich ein leicht reduziertes Wachstum,
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welches allerdings nicht als signifikant eingestuft wurde. Mdglicherweise wurde der

wachstumsmindernde Effekt des Teststoffes durch den -steigernden des Peptons Uberdeckt.

Die Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Isopropyl myristate zeigte bei Staph.
epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes ein reduziertes Wachstum. Nach zuséatzlicher
Zugabe von Pepton zeigte sich ein leicht reduziertes Wachstum, welches allerdings nicht als
signifikant eingestuft wurde. Moglicherweise wurde der wachstumsmindernde Effekt des
Teststoffes durch den -steigernden des Peptons tuberdeckt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich sowohl mit als auch ohne Pepton ein gesteigertes
Wachstum.

Die Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Isopropyl palmitate zeigte bei Staph.
epidermidis sowohl mit als auch ohne Pepton kein verdndertes Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich
gesteigertes Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich ein leicht
gesteigertes Wachstum, welches allerdings nicht als signifikant eingestuft wurde.
Mdglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt des Teststoffes durch den des
Peptons tberdeckt.

Bei Propioni. acnes zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes kein verandertes Wachstum.
Nach zusatzlicher Zugabe von Hefe wurde ein deutlich reduziertes Wachstum festgestellt.
Dies lasst sich moglicherweise durch entstandene schadliche Stoffwechselprodukte wahrend
des Abbaus des Teststoffes erklaren, da durch den Effekt der Hefe mehr stoffwechselaktive
Zellen vorhanden sind als ohne. Eine andere Erklarung ware eine Blockade bei der Aufnahme

oder Verwertung der Hefe durch den Teststoff.

Die Auswertung des synthetischen Fettsaureesters Octyldodecanol (Eutanol G) zeigte bei
Staph. epidermidis sowohl mit als auch ohne Pepton kein veréandertes Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich
gesteigertes Wachstum, welches allerdings nicht als signifikant eingestuft wurde. Nach
zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich eine deutliche Wachstumssteigerung.
Moglicherweise trat der wachstumssteigernde Effekt des Teststoffes nur durch die

bereitgestellten Ressourcen des Peptons auf.

Die Auswertung des synthetischen Fettsdureesters Oleyl oleate zeigte bei Staph. epidermidis
sowohl mit als auch ohne Pepton kein signifikant verdndertes Wachstum.
Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich

gesteigertes Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich kein signifikant
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verandertes Wachstum mehr. Moglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt des
Teststoffes durch den des Peptons liberdeckt.

Bei Propioni. acnes zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein leicht reduziertes
Wachstum, welches allerdings als signifikant eingestuft wurde. Nach zuséatzlicher Zugabe von

Hefe wurde kein signifikant verandertes Wachstum festgestellt.

5.2.1.4.3 Emollientien auf Kohlenwasserstoffbasis

Im folgenden Kapitel werden in den Tabellen 96 bis 102 die Auswertungen der Emollientien
auf Kohlenwasserstoffbasis Cyclopentasiloxan (Abil OSWS5), Dimethicon (Abil 350),
Dimethicon 100 (Silikondl), Dimethicon 350 (Silikondl), Paraffin (dickflissig), Squalan (Sigma)
und Squalen 98 % (Alfa Aesar) dargestellt. Dabei erfolgt die Auswertung anhand der
experimentellen KZB mit jeweiliger Angabe der Signifikanz.

i FiEee <ZB W :_Lirgeg t[eK”BE/mI] Elgrr]wiz_
" Keim 1,40E+07 + 2,47E+06
< E Keim + Stoff 7,60E+06 + 1,66E+06
% %’_ Keim + Pepton 5,63E+07 + 2,87E+06 o
®  Keim + Pepton + Stoff 5,23E+07 + 7,85E+06
c Keim 1,19E+05 + 3,85E+04
Gc; § Keim + Stoff 2,90E+05 + 3,20E+04 °
=0 .
8 g Keim + Pepton 8,00E+07 + 1,82E+07 .
£ Keim + Pepton + Stoff 2,33E+08 + 9,09E+06

Tabelle 96: Auswertung des kohlenwasserstoffbasierten Emollients Cyclopentasiloxan (Abil
OSWS5) mit Vergleich der experimentellen KZB
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(G Prese KZB E|\;|(\[/)\/e ;irgeDn t[T(HBE/ml] fsilgr]]iz_

“ Keim 4,15E+06 = 1,07E+05 o
E_E Keim + Stoff 3,88E+06 + 8,59E+05

g _-%"_ Keim + Pepton 1,17E+08 + 1,70E+07 o
@ Keim + Pepton + Stoff 9,70E+07 £ 5,00E+07
Keim 4,93E+07 = 2,62E+06

-§ % Keim + Stoff 4,77E+07 * 8,81E+06 °

n -‘% Keim + Pepton 1,36E+08 + 1,94E+07 o
2 Keim + Pepton + Stoff 1,42E+08 + 3,38E+07
g Keim 2,67E+03 + 9,43E+02

g;_; Keim + Stoff 9,33E+04 + 5,91E+04 °

S % Keim + Pepton 7,00E+06 + 3,56E+06 .
£ Keim + Pepton + Stoff 1,57E+08 = 2,05E+07

Tabelle 97: Auswertung des kohlenwasserstoffbasierten Emollients Dimethicon (Abil 350) mit

Vergleich der experimentellen KZB

NG PlEles o :_Lm;eon t[illBglml] f?lgr]mlz

Keim 3,70E+06 + 7,35E+05

-S_é Keim + Stoff 7,77E+06 + 1,68E+06 '

(% %’_ Keim + Pepton 2,70E+07 £ 6,16E+06 o
®  Keim + Pepton + Stoff 2,40E+07 + 9,63E+06
e Keim 7,33E+05 + 2,05E+05

g § Keim + Stoff 9,83E+04 + 2,39E+04 _

8 % Keim + Pepton 3,60E+06 + 1,61E+06 ]
€ Keim + Pepton + Stoff 2,87E+05 + 2,71E+05

Tabelle 98: Auswertung des kohlenwasserstoffbasierten Emollients Dimethicon 100
(Silikonol) mit Vergleich der experimentellen KZB
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Experimentell e Signi -

[ Preise KZB MW + SD [KBE/ml] fikanz
_Q Keim 3,70E+06 + 7,35E+05 o
< = Keim + Stoff 3,70E+06 + 1,31E+06
f,,*g g Keim + Pepton 2,70E+07 + 6,16E+06
& Keim + Pepton + Stoff 3,00E+07 + 7,12E+06 °
e Keim 7,33E+05 + 2,05E+05
“C;.é Keim + Stoff 4,93E+05 + 2,19E+05 °
20 :
8 g Keim + Pepton 3,60E+06 £+ 1,61E+06 .
£ Keim + Pepton + Stoff 1,09E+07 + 2,86E+06

Tabelle 99: Auswertung des kohlenwasserstoffbasierten Emollients Dimethicon 350
(Silikondl) mit Vergleich der experimentellen KZB

e el KZB ?\;(\?ve E_rirge[? t[‘T<”|§E/m|] :Ilgrrllz
© Keim 3,70E+06 + 7,35E+05 .\
g g Keim + Stoff 6,37E+06 + 8,99E+05
(%5 _-g Keim + Pepton 2,70E+07 £ 6,16E+06 .\
®©  Keim + Pepton + Stoff 5,00E+07 + 9,80E+06
e Keim 7,33E+05 + 2,05E+05
g § Keim + Stoff 1,23E+06 + 2,05E+05 °
g é Keim + Pepton 3,60E+06 + 1,61E+06 o
£ Keim + Pepton + Stoff 1,34E+06 + 9,42E+04

Tabelle 100: Auswertung des kohlenwasserstoffbasierten Emollients Paraffin (dickflissig) mit
Vergleich der experimentellen KZB

K@i P B :_Lirgeon t[(T<”BE/m|] f?lgr:lz

Keim 1,40E+07 + 2,47E+06

%_é Keim + Stoff 1,35E+07 + 4,03E+05 °

g _-%’_ Keim + Pepton 5,63E+07 + 2,87E+06 o
®  Keim + Pepton + Stoff 6,67E+07 + 1,24E+07

g Keim 1,19E+05 + 3,85E+04 .\
ﬂg_% Keim + Stoff 4,36E+05 + 5,91E+04

8 g Keim + Pepton 8,00E+07 + 1,82E+07 N
£ Keim + Pepton + Stoff 2,56E+08 + 3,18E+07

Tabelle 101: Auswertung des kohlenwasserstoffbasierten Emollients Squalan (Sigma) mit
Vergleich der experimentellen KZB
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Keim  Probe Experimentell e Signi -

KZB MW + SD [KBE/ml] fikanz
Keim 1,40E+07 + 2,47E+06
% Keim + Stoff 6,20E+06 £+ 1,41E+06
=2
£
& & Keim + Pepton 5,63E+07 + 2,87E+06
P2 Keim + Pepton + 0
) 5,70E+07 £ 1,41E+06
Stoff
e Keim 1,19E+05 + 3,85E+04
+
o g Keim + Stoff 3,17E+05 £ 7,74E+04
c =
(2]
?,.g Keim + Pepton 8,00E+07 + 1,82E+07
O 2 Kei 0
.= Keim + Pepton +
= Stoff 1,24E+08 + 3,35E+07

Tabelle 102: Auswertung des kohlenwasserstoffbasierten Emollients Squalen 98 % (Alfa
Aesar) mit Vergleich der experimentellen KZB

Die Auswertung des kohlenwasserstoffbasierten Emollients Cyclopentasiloxan (Abil OSW5)
zeigte bei Staph. epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes ein signifikant vermindertes
Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton wurde kein signifikant verdndertes
Wachstum festgestellt. Moglicherweise wurde der wachstumsmindernde Effekt des
Teststoffes durch den - steigernden des Peptons Uberdeckt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes kein signifikant
verandertes Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich ein signifikant
gesteigertes Wachstum. Moglicherweise trat der wachstumssteigernde Effekt des Teststoffes

nur durch die bereitgestellten Ressourcen des Peptons auf.

Die Auswertung des kohlenwasserstoffbasierten Emollients Dimethicon (Abil 350) zeigte bei
Staph. epidermidis und Staph. gallinarum kein signifikant verandertes Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich
gesteigertes Wachstum, welches allerdings als nicht signifikant eingestuft wurde. Nach

zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich ein deutlich gesteigertes Wachstum.

Die Auswertung des kohlenwasserstoffbasierten Emollients Dimethicon 100 (Silikonél) zeigte
bei Staph. epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes ein signifikant erhéhtes Wachstum.
Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton wurde kein signifikant verdndertes Wachstum
festgestellt. Moglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt des Teststoffes durch den
des Peptons Uberdeckt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich mit und ohne Pepton ein deutlich reduziertes Wachstum.
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Die Auswertung des kohlenwasserstoffbasierten Emollients Dimethicon 350 (Silikondl) zeigte
bei Staph. epidermidis mit und ohne Pepton kein verandertes Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes kein signifikant
verandertes Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton wurde eine signifikante
Wachstumssteigerung festgestellt. Mdglicherweise trat der wachstumssteigernde Effekt des

Teststoffes nur durch die bereitgestellten Ressourcen des Peptons auf.

Die Auswertung des kohlenwasserstoffbasierten Emollients Paraffin (dickfliissig) zeigte bei
Staph. epidermidis mit und ohne Pepton ein leicht erhéhtes Wachstum, welches als signifikant
eingestuft wurde.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich mit und ohne Pepton kein signifikant verandertes
Wachstum.

Die Auswertung des kohlenwasserstoffbasierten Emollients Squalan (Sigma) zeigte bei Staph.
epidermidis mit und ohne Pepton kein verandertes Wachstum.
Bei Coryne. minutissimum zeigte sich sowohl mit als auch ohne Pepton ein signifikant erhéhtes

Wachstum.

Die Auswertung des kohlenwasserstoffbasierten Emollients Squalen 98 % (Alfa Aesar) zeigte
bei Staph. epidermidis nach der Zugabe des Teststoffes ein signifikant vermindertes
Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton wurde kein signifikant verandertes
Wachstum festgestellt. Mdoglicherweise wurde der wachstumsmindernde Effekt des
Teststoffes durch den - steigernden des Peptons Uberdeckt.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein leicht erhdhtes
Wachstum, welches als signifikant eingestuft wurde. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton

wurde kein signifikant verandertes Wachstum festgestellt.

5.2.1.5 Fettsauren

Im folgenden Kapitel wird in den Tabellen 103 bis 105 die Auswertungen der Fettsauren
Caprinsaure, Olsaure und Palmitinsaure dargestellt. Dabei erfolgt die Auswertung anhand der

experimentellen KZB mit jeweiliger Angabe der Signifikanz.
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fim - Preke KZB E|\;|(\[/)\/e ;"geDn t[T(HBE/ml] E&grr:lz

_ Keim 1,97E+07 + 2,36E+07
£ Keim + Stoff 1,25E+05 + 6,50E+04
£33 Keim + Pepton 1,75E+08 + 2,16E+08

& Keim + Pepton + Stoff 6,67E+05 + 1,25E+05 )
£ Keim 5,50E+03 + 5,40E+03

g U% Keim + Stoff 0,00E+00 + 0,00E+00 ]

S8 ‘§ Keim + Pepton 1,30E+06 + 1,65E+06 ]
£ Keim + Pepton + Stoff 0,00E+00 £ 0,00E+00
Keim 2,47E+06 + 1,16E+06

£ 9 Keim + Stoff 8,17E+06 + 4,03E+06 °
g & Keim + Hefe 2,23E+07 + 7,41E+06

Keim + Hefe + Stoff

5,67E+06 + 5,91E+06

Tabelle 103: Auswertung der Fettsdure Caprinsdure mit Vergleich der experimentellen KZB

el IFrEie <ZB MW E_rirgeDn t[eK”BE/mu l?llgrr]llz

Keim 1,97E+07 + 2,36E+07

< é Keim + Stoff 6,11E+06 + 6,36E+05 °

g g Keim + Pepton 1,75E+08 + 2,16E+08 )
@ Keim + Pepton + Stoff 1,31E+07 + 2,16E+06
£ Keim 5,50E+03 + 5,40E+03

9:;' § Keim + Stoff 0,00E+00 + 0,00E+00 ]

S % Keim + Pepton 1,30E+06 + 1,65E+06 ]
€ Keim + Pepton + Stoff 1,99E+06 + 1,41E+06
Keim 2,47E+06 + 1,16E+06

£ g Keim + Stoff 3,10E+06 * 2,62E+06 °

g S Keim + Hefe 2,23E+07 + 7,41E+06 ]

Keim + Hefe + Stoff

6,43E+07 + 4,22E+07

Tabelle 104: Auswertung der Fettsaure Olsaure mit Vergleich der experimentellen KZB
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fim - Preke KZB E|\;|(\|[/)\/e ;irgeDn t[T(HBE/ml] 5&3?1'2
B Keim 1,97E+07 + 2,36E+07 o
E_E Keim + Stoff 4,42E+06 + 1,12E+06
g g Keim + Pepton 1,75E+08 + 2,16E+08 ]
®©  Keim + Pepton + Stoff 2,26E+07 + 2,16E+06
g Keim 5,50E+03 + 5,40E+03
qf:"c% Keim + Stoff 9,51E+05 + 1,77E+05 *
S8 *é Keim + Pepton 1,30E+06 + 1,65E+06 o
£ Keim + Pepton + Stoff 3,88E+06 + 1,56E+06
Keim 2,47E+06 + 1,16E+06
S ®  Keim + Stoff 4,33E+06 + 9,46E+05 °
g § Keim + Hefe 2,23E+07 + 7,41E+06 o

Keim + Hefe + Stoff

2,00E+07 + 9,42E+06

Tabelle 105: Auswertung der Fettsaure Palmitinsdure mit Vergleich der experimentellen KZB

Die Auswertung der Fettsdure Caprinsaure zeigte bei Staph. epidermidis mit und ohne Pepton
ein deutlich reduziertes Wachstum.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich sowohl mit als auch ohne Pepton kein messbares
Wachstum mehr, was fir eine toxische Wirkung des Teststoffes spricht.

Bei Propioni. acnes zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes kein signifikant verandertes
Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton zeigte sich ein reduziertes Wachstum. Dies
lasst sich moglicherweise durch entstandene schadliche Stoffwechselprodukte wahrend des
Abbaus des Teststoffes erklaren, da durch den Effekt der Hefe mehr stoffwechselaktive Zellen
vorhanden sind als ohne. Eine andere Erklarung wére eine Blockade bei der Aufnahme oder

Verwertung der Hefe durch den Teststoff.

Die Auswertung der Fettsaure Olsaure zeigte bei Staph. epidermidis mit und ohne Pepton eine
als nicht signifikant eingestufte Wachstumsminderung.

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes kein messbares
Wachstum mehr. Nach zusétzlicher Zugabe von Pepton wurde kein signifikant verdndertes
Wachstum beobachtet. Moglicherweise wurde der wachstumsmindernde Effekt des
Teststoffes durch den -steigernden des Peptons tUberdeckt.

Bei Propioni. acnes zeigte sich sowohl mit als auch ohne Hefe kein signifikant verandertes

Wachstum.
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Die Auswertung der Fettsaure Palmitinsdure zeigte bei Staph. epidermidis mit und ohne
Pepton eine als nicht signifikant eingestufte Wachstumsminderung

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich nach der Zugabe des Teststoffes ein deutlich
gesteigertes Wachstum. Nach zusatzlicher Zugabe von Pepton wurde keine signifikante
Wachstumssteigerung beobachtet. Mdglicherweise wurde der wachstumssteigernde Effekt
des Teststoffes durch den des Peptons Uberdeckt.

Bei Propioni. acnes zeigte sich sowohl mit als auch ohne Pepton kein signifikant verandertes
Wachstum.

5.2.1.6 Entwickelte Formulierungen

Im folgenden Kapitel wird in den Tabellen 106 bis 108 die Auswertungen der anhand der
Vorversuche entwickelten Formulierungen 6.1 bis 6.3 dargestellt. Dabei erfolgt die Auswertung

anhand der experimentellen KZB mit jeweiliger Angabe der Signifikanz.

e Pl KZB EMX\?f :_Lirgeg t[i"BE/ml] Slgr]mlz

© Keim 1,97E+07 + 2,36E+07 o
'S_E Keim + Stoff 6,17E+06 + 2,00E+06

(% %’_ Keim + Pepton 1,75E+08 + 2,16E+08 o
®  Keim + Pepton + Stoff 1,65E+07 + 4,63E+06
£ Keim 5,50E+03 + 5,40E+03

g% Keim + Stoff 2,33E+03 + 4,71E+02 °

8 *é Keim + Pepton 1,30E+06 * 1,65E+06 o
€ Keim + Pepton + Stoff 2,38E+06 + 1,21E+06
Keim 2,47E+06 + 1,16E+06

£ 9 Keim + Stoff 3,07E+06 + 2,21E+06 °
g § Keim + Hefe 2,23E+07 + 7,41E+06

Keim + Hefe + Stoff

6,33E+06 + 2,49E+06

Tabelle 106: Auswertung der Formulierung 6.1 mit Vergleich der experimentellen KZB
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Experimentell e

Signi -

fim - Preke KZB MW + SD [KBE/ml] fikanz
B Keim 1,97E+07 + 2,36E+07 o
g_-g Keim + Stoff 2,67E+06 £ 4,71E+05
g g Keim + Pepton 1,75E+08 + 2,16E+08 ]
®©  Keim + Pepton + Stoff 1,65E+07 + 2,82E+06
g Keim 5,50E+03 + 5,40E+03
g.g Keim + Stoff 2,07E+04 £ 1,79E+04 °
S8 g Keim + Pepton 1,30E+06 + 1,65E+06 o
£ Keim + Pepton + Stoff 2,99E+07 + 3,54E+07
Keim 2,47E+06 + 1,16E+06
£ g Keim + Stoff 4,43E+06 + 1,11E+06 °
ng_- § Keim + Hefe 2,23E+07 £ 7,41E+06 o

Keim + Hefe + Stoff

1,52E+07 + 5,72E+06

Tabelle 107: Auswertung der Formulierung 6.2 mit Vergleich der experimentellen KZB

e Pl KZB Eh;(\?\/e :rgeon t[E}3<"BE/m|] :Ilgrrllz

. Keim 1,97E+07 + 2,36E+07
2F Keim + Stof 0,00E+00 + 0,00E+00
(% g Keim + Pepton 1,75E+08 + 2,16E+08

& Keim + Pepton + Stoff 0,00E+00 + 0,00E+00 _
£ Keim 5,50E+03 + 5,40E+03

g % Keim + Stoff 0,00E+00 + 0,00E+00 ]

8 g Keim + Pepton 1,30E+06 + 1,65E+06 ]
€ Keim + Pepton + Stoff 0,00E+00 + 0,00E+00
Keim 2,47E+06 + 1,16E+06

£ Keim + Stoff 0,00E+00 + 0,00E+00 _
§> S Keim + Hefe 2,23E+07 + 7,41E+06

Keim + Hefe + Stoff

0,00E+00 + 0,00E+00

Tabelle 108: Auswertung der Formulierung 6.3 mit Vergleich der experimentellen KZB
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Die Auswertung der Formulierung 6.1 zeigte lediglich bei Propioni. acnes und nach
zusatzlicher Zugabe von Pepton ein reduziertes Wachstum. Dies lasst sich mdglicherweise
durch entstandene schéadliche Stoffwechselprodukte wahrend des Abbaus des Teststoffes
erklaren, da durch den Effekt der Hefe mehr stoffwechselaktive Zellen vorhanden sind als
ohne. Eine andere Erklarung ware eine Blockade bei der Aufnahme oder Verwertung der Hefe
durch den Teststoff.

Bei den anderen Keimen zeigte sich mit und ohne Pepton kein verandertes Wachstum.

Die Auswertung der Formulierung 6.2 zeigte bei allen drei Keimen mit und ohne Pepton bzw.
Hefe kein verandertes Wachstum.

Die Auswertung der Formulierung 6.3 zeigte bei allen drei Keimen mit und ohne Pepton bzw.
Hefe kein messbhares Wachstum. Dies lasst sich damit begriinden, dass ein Waschschaum
die Haut reinigen soll und durch die fettldsende Wirkung auch das Wachstum der Mikroflora
beeintrachtigt. Zudem wird ein Waschschaum nur fur sehr kurze Zeit aufgetragen, die

Inkubation Uber 24 Stunden oder langer bildet die Realitét also nicht exakt ab.

Abbildung 37: Darstellung der entwickelten Formulierungen 6.1 (1 1 Wasser-in-Ol Lotion),
6.2 (27 Ol-in-Wasser Lotion) und 6.3 (317 Waschschaum)
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5.2.2 Ergebnisse der Wachstumsversuche der Hefepilze

In der folgenden Tabelle werden die optischen Auswertungen der Teststoffe nach Inkubation
mit den Hefepilzen und ¢ p dargestellt. Wie oben erwahnt erfolgte die Auswertung der
Wachstumsversuche der Hefepilze rein optisch, indem das Wachstum der Keime in einer Box
vor dunklem Hintergrund abfotografiert und der entstandene Zellrasen verglichen wurde. Da
die Hefepilze sehr charakteristische Populationen bilden ist dieses Verfahren hier im
Gegensatz zu den Wachstumsversuchen der Bakterien mdoglich und zudem &uRRert
zeitsparend. Dennoch ist diese Methode als deutlich unsicherer und unzuverlassiger
anzusehen, da keine direkt vergleichbaren Parameter erfasst werden. Daher wurden nur
geringe Wachstumséanderungen als nicht signifikant bewertet und mit o markiert, deutlich
sichtbare Reaktionen hingegen mit + bzw. -. Falls eine Abweichung nur leicht erkennbar war,

wurde sie als eingeschrankt relevant bewertet und zusatzlich mit () versehen.

m
>3
g Lo
.g ‘§ .g = .g 3
Q= 0 @ O 5
a. BX8 28
85 S5 <&
sE ©o TE
S22 =Zo =n
Konservierungsmittel Mf Mg Ms
Butylenglykol 0 0 o]
Caprylylglykol 0 o] o]
Ethanol 0 o] o]
Pentylenglykol 0 0 o]
Propylenglykol 0 o] o]
Konsistenzgeber Mmf Mg Ms
Bienenwachs/Cera alba 0 o] o]
@ Carnaubawachs 0 0 0
o
'S Cetylstearylalkohol/Lanette O 0 o] o]
Cetyl palmitate (+) o] o]
. Hydroxyethyl
g cellulose/Cellosize PCG-10 ° ° °
E
& Xanthan 0 o] o}
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Emulgatoren Mf Mg Ms
Glyceryl oleate/Tegin OV 0 o] o]
Glyceryl stearate 0 o] o]
Methyl glucose isostearate/ o o o
Isolan IS
PEG-7 Glyceryl cocoate/
Tegosoft GC (+) ° (+)
Polyglyceryl-3 caprate/ o o o
Tegosoft PC 31
o)
+  Polyglyceryl 3 oleate/Isolan o o o
g GO 33
=)
$  Span 80 IO RN C
©
t Sucrose stearate/Surfhope
0 o 0
S 1803F
2
@  Macrogol 40 Glycerolhydroxy o o o
‘g stearate/Cremophor RH 40
?  PEG-40 hydrogenated castor o o
oil/Tagat CH 40
PEG-40 stearate/Tego Acid S o o
40 P
Sucrose palmitate/Surfhope o o o
1615
Tween 40/Polysorbat 40 0 0 o]
Tween 80/Polysorbat 80 0 o] o]
_ Ceteth-25/Ceteareth-25 0 o] o]
[OIN]
é % Laureth-20 0 0 0
= 0
(O]
E =§ Oleth-20/Chemonic OE-20 0 0 0
S B
n P
" Steareth-20/Lipocol S-20 0 0 0
o Cetyl PEG/PPG-10/ o o o
E Dimethicon/Abil EM 90
>
&  Poloxamer 407 0 0 0
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Emollientien Mf Mg Ms
Avocadodl 0 + 0
Erdnussol 0 (+) +
Jojobadl 0 o] 0
Leinol 0 0 0
5 Mandelol o (H ™
% Nachtkerzendl 0 (+) +
£ Olivensl ) (+)
§ Rapsoal 0 (+) +
E Rizinusal 0 0 0
Sesamdl 0 (+) +)
Sojadl 0 (+) (+)
Traubenkernol 0 (+) +)
Weizenkeimol (+) o] (+)
Cz_nlprilic/Capric triglyceride/ o o o
Miglyol 812
Cetgaryl isononanoate/ o o o
Cetiol SN
. Decyl oleate/Coco-caprylate/
§  Cetiol LC © ° °
()
E Decyl oleate/Kollicream DO 0 o] 0
% Ethyl oleate/Acros 98 % + +) +
% Ethyl oleate/Crodomol EO-LQ  (+) 0 o]
é Isopropyl myristate (+) o] o]
@ Isopropyl palmitate (+) 0 o]
Octyldodecanol/Eutanol G 0 0 o]
Oleyl oleate 0 o] o]
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Cyclopentasiloxan/Abil

OSWS5 © ° °

_ g Dimethicon/Abil 350 0 o 0
f % Dimethicon 100/Silikondl 0 0 0
% g Dimethicon 350/Silikondl 0 0 o]
E % Paraffin (dickflissig) 0 0 o]
é Squalan (Sigma) 0 0 o]
Squalen 98 % (Alfa Aesar) 0 o] o]
Fettsauren Mf Mg Ms
Caprinséure 0 o] o]
Olséaure 0 o) o)
Palmitinsaure (+) o] o]
Formulierungen Mf Mg Ms

6.1 0 (o] o]

6.2 0 o 0

6.3 0 (o] o]

Tabelle 109: Auswertung der Wachstumsversuche der Hefepilze

Die Auswertung der Konservierungsmittel zeigte bei keinem der Hefepilze einen relevanten

Einfluss auf das Wachstum.

Die Auswertung der Konsistenzgeber zeigte bei nahezu keinem der Hefepilze einen relevanten
Einfluss auf das Wachstum, lediglich bei der Kombination von Cetyl palmitate und Malassezia

furfur war eine leichte Wachstumssteigerung erkennbar.

Die Auswertung der Emulgatoren zeigte bei den synthetischen Fettsdureestern bei nahezu
keinem der Hefepilze einen relevanten Einfluss auf das Wachstum. Lediglich bei PEG-7
Glyceryl cocoate (Tegosoft GC) war bei Malassezia furfur und Malassezia sympodialis eine
leichte Wachstumssteigerung erkennbar. Span 80 zeigte bei allen drei StAmmen ein leicht
gesteigertes Wachstum.

Die synthetischen Fettsdureether und Polymere zeigten bei keinem der Hefepilze einen

relevanten Einfluss auf das Wachstum.
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Die Auswertung der Emollientien zeigte bei den meisten nattrlichen Emollientien zumindest
eine leichte Wachstumssteigerung. Bei Malassezia furfur wirkten Olivenél und Weizenkeimol
leicht wachstumssteigernd. Malassezia globosa zeigte nach der Zugabe von Erdnussdl,
Mandel6l, Nachtkerzendl, Olivendl, Rapsdl, Sesamdl, Sojadl und Traubenkerndl eine leichte,
sowie nach der Zugabe von Avocadodl eine deutliche Wachstumssteigerung. Bei Malassezia
sympodialis bewirkten Mandel6l, Olivendl, Sesamol, Sojadl, Traubenkerndl und Weizenkeimol
ein leicht, sowie Erdnussol, Nachtkerzendl und Rapsol ein deutlich verstarktes Wachstum.
Die synthetischen Fettsdureester zeigten bei nahezu keinem der Hefepilze einen relevanten
Einfluss auf das Wachstum. Leidglich Ethyl oleate (Crodomol EO-LQ), Isopropyl myristate und
Isopropy! palmitate hatten einen leicht wachstumssteigernden Einfluss auf Malassezia furfur.
Die Zugabe von Ethyl oleate (Acros 98 %) hatte bei Malassezia furfur und Malassezia
sympodialis ein deutlich gesteigertes Wachstum zur Folge, Malassezia globosa zeigte hier ein
leicht gesteigertes Wachstum.

Die Emollientien auf Kohlenwasserstoffbasis zeigten bei keinem der Hefepilze einen
relevanten Einfluss auf das Wachstum.

Die Auswertung der Fettsduren zeigte bei nahezu keinem der Hefepilze einen relevanten
Einfluss auf das Wachstum, lediglich bei der Kombination von Palmitinsdure und Malassezia

furfur war eine leichte Wachstumssteigerung erkennbar

Die Auswertung der entwickelten Formulierungen zeigte bei keinem der Hefepilze einen

relevanten Einfluss auf das Wachstum.
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5.2.3 Ergebnisse der HPTLC-Analyse nach Inkubation mit Bakterien

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der nach dem oben beschriebenen Verfahren
durchgefuhrten HPTLC-Analyse dargestellt. Aus Zeitgrinden war eine vollstandige Testung
aller Teststoffe nicht mdoglich. Daher wurden exemplarisch Kombinationen aus
Bakterienstammen und Teststoffen verschiedener Klassen ausgewahlt, welche in den
Wachstumsversuchen Aufféalligkeiten gezeigt haben.

Dabei wurde bei jeder Analyse eine Probe, der nach dem oben beschriebenen Verfahren
inkubierten und vorbereiteten Keim-Teststoff-Kombination (griin), mit einer Referenzprobe des
Teststoffes (schwarz) verglichen. Der hohe Peak bei einem R; von 0,00 bei jeder Probe ist

durch Zelltrimmer und Reste des Agars zu erklaren.

5.2.3.1 Emulgatoren

Methyl glucose isostearate (Isolan IS)

All adks @ 355 nm All tracks @ 358 nm
. x - = s s 10000 1000 0

5000 s00 o
\ 00,0 a00 o
300.

!

YN
o \’ \ N f—«:—-/n“’\ i s /f s o AV

0.10

0 [Re)

Abbildung 38: Auswertung nach Inkubation des synthetischen Fettsdureesters Methyl
glucose isostearate (Isolan I1S) mit Coryne. minutissimum (links) und Propioni. acnes (rechts)

Obwohl Coryne. minutissimum in den Wachstumsversuchen eine deutliche Steigerung zeigte,
konnte in der HPTLC-Analyse keine Verstoffwechselung des Esters nachgewiesen werden.
Neu entstandene Peaks weisen auf entstandene Spaltprodukte hin, dies ist hier nicht
erkennbar. Die Schwankungen der Peakhdhen sind, ohne neu entstandene Peaks, durch
Verunreinigungen oder einen Verlust von Material beim Abschwemmen bzw. der Verarbeitung

zu erklaren.
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Span 80
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Abbildung 39: Auswertung nach Inkubation des synthetischen Fettsdureesters Span 80 mit
Coryne. minutissimum (links) und Propioni. acnes (rechts)

Obwohl Coryne. minutissimum in den Wachstumsversuchen eine deutliche Steigerung zeigte,
konnte in der HPTLC-Analyse keine Verstoffwechselung des Esters nachgewiesen werden.
Neu entstandene Peaks weisen auf entstandene Spaltprodukte hin, dies ist hier nicht
erkennbar. Die Schwankungen der Peakhdhen sind, ohne neu entstandene Peaks, durch
Verunreinigungen oder einen Verlust von Material beim Abschwemmen bzw. der Verarbeitung
zu erklaren.

Cetyl PEG/PPG-10/Dimethicon/Abil EM 90
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Abbildung 40: Auswertung nach Inkubation des Polymers Cetyl PEG (PPG-10/
Dimethicon/Abil EM 90) mit Coryne. minutissimum (links) und Propioni. acnes (rechts)
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Obwohl Coryne. minutissimum in den Wachstumsversuchen eine deutliche Steigerung zeigte,
konnte in der HPTLC-Analyse keine Verstoffwechselung des Polymers nachgewiesen werden.
Neu entstandene Peaks weisen auf entstandene Spaltprodukte hin, dies ist hier nicht
erkennbar. Die Schwankungen der Peakhthen sind, ohne neu entstandene Peaks, durch
Verunreinigungen oder einen Verlust von Material beim Abschwemmen bzw. der Verarbeitung

zu erklaren.

5.2.3.2 Emollientien

Avocadodl

All trades @366 nm . Al tracks @368 nm
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Abbildung 41: Auswertung nach Inkubation des natirlichen Emollients Avocadodl mit
Coryne. minutissimum (links) und Propioni. acnes (rechts)

Obwohl Coryne. minutissimum in den Wachstumsversuchen eine deutliche Steigerung zeigte,
konnte in der HPTLC-Analyse keine Verstofiwechselung des naturlichen Emollients
nachgewiesen werden. Neu entstandene Peaks weisen auf entstandene Spaltprodukte hin,
dies ist hier nicht erkennbar. Die Schwankungen der Peakhdhen sind, ohne neu entstandene
Peaks, durch Verunreinigungen oder einen Verlust von Material beim Abschwemmen bzw. der

Verarbeitung zu erklaren.
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Abbildung 42: Auswertung nach Inkubation des naturlichen Emollients Olivendl

Obwohl Propioni. acnes in den Wachstumsversuchen eine leichte Steigerung zeigte, konnte
in der HPTLC-Analyse keine Verstoffwechselung des natiirlichen Emollients nachgewiesen
werden. Neu entstandene Peaks weisen auf entstandene Spaltprodukte hin, dies ist hier nicht
erkennbar. Die Schwankungen der Peakhthen sind, ohne neu entstandene Peaks, durch

Verunreinigungen oder einen Verlust von Material beim Abschwemmen bzw. der Verarbeitung

zu erklaren.
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Abbildung 43: Auswertung nach Inkubation des natirlichen Emollients Sesamal

mit Propioni. acnes
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Propioni. acnes wurde in den Wachstumsversuchen nicht mit Sesamdl kombiniert. In der
HPTLC-Analyse konnte ein kleiner neu entstandener Peak bei einem R: von 0,29 detektiert
werden. Dieser liegt in der Nahe freier Fettsduren (Y 71ip w o i ist aufgrund seiner
geringen Hohe allerdings als eingeschrankt relevant zu betrachten. Neu entstandene Peaks
weisen auf entstandene Spaltprodukte hin. Die sonstigen Schwankungen der Peakhdhen sind
durch Verunreinigungen oder einen Verlust von Material beim Abschwemmen bzw. der

Verarbeitung zu erklaren.

Caprilic/Capric triglyceride (Miglyol 812)

Al tracks @368 nm Al tradks @386 nm
2000 £00.0 8000 £00.0

[AU] [AU) [au] [AuU]

8000 800.0 00 £00.0

1000 1000

A P S Y, /\'\

U E N0 Lendr 2 o

00 AL = A AL G5 00 0.0
010 000 010 020 030 040 050 080 070 [R] 080

0.10 0.00 010 020 030 040 050 080 070 [Rf] 080

Abbildung 44: Auswertung nach Inkubation des synthetischen Fettsdureesters Caprilic/
Capric triglyceride (Miglyol 812) mit Staph. epidermidis (links) und Staph. gallinarum (rechts)
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Abbildung 45: Auswertung nach Inkubation des synthetischen Fettsdureesters
Caprilic/Capric triglyceride (Miglyol 812) mit Coryne. minutissimum (links) und
Propioni. acnes (rechts)
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Bei Staph. epidermidis zeigte sich in den Wachstumsversuchen eine deutliche Reduzierung,
bei Coryne. minutissimum zeigte sich hingegen eine Steigerung und bei Propioni. acnes zeigte
sich kein erkennbarer Einfluss. Staph. gallinarum wurde in dieser Kombination nicht getestet.
In der HPTLC-Analyse konnte lediglich bei Coryne. minutissimum ein kleiner neu entstandener
Peak bei einem Rfvon 0,14 detektiert werden. Dieser liegt in der Néhe freier Fettsduren (Y

mip w Tiw It ist aufgrund seiner geringen Hoéhe allerdings als eingeschrankt relevant zu
betrachten. Neu entstandene Peaks weisen auf entstandene Spaltprodukte hin, dies ist bei
den anderen Keimen nicht erkennbar. Es konnte keine weitere Verstoffwechselung des
synthetischen Fettsaureesters nachgewiesen werden. Die sonstigen Schwankungen der
Peakhthen sind, ohne neu entstandene Peaks, durch Verunreinigungen oder einen Verlust

von Material beim Abschwemmen bzw. der Verarbeitung zu erklaren.

Cetearyl isononanoate (Cetiol SN)

Al tradks @ 360 nm

el - 1

Abbildung 46: Auswertung nach Inkubation des synthetischen Fettsaureesters Cetearyl
isononanoate (Cetiol SN) mit Propioni. aches

Obwohl Propioni. acnes in den Wachstumsversuchen eine deutliche Steigerung zeigte, konnte
in der HPTLC-Analyse keine Verstoffwechselung des synthetischen Fettsdureesters
nachgewiesen werden. Neu entstandene Peaks weisen auf entstandene Spaltprodukte hin,
dies ist hier nicht erkennbar. Die Schwankungen der Peakh&hen sind, ohne neu entstandene
Peaks, durch Verunreinigungen oder einen Verlust von Material beim Abschwemmen bzw. der

Verarbeitung zu erklaren.
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Decyl oleate (Coco-caprylate/Cetiol LC)
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Abbildung 47: Auswertung nach Inkubation des synthetischen Fettsdureesters Decyl oleate
(Coco-caprylate/Cetiol LC) mit Propioni. acnes

Obwohl Propioni. acnes in den Wachstumsversuchen eine deutliche Steigerung zeigte, konnte
in der HPTLC-Analyse keine Verstoffwechselung des synthetischen Fettsdureesters
nachgewiesen werden. Neu entstandene Peaks weisen auf entstandene Spaltprodukte hin,
dies ist hier nicht erkennbar. Die Schwankungen der Peakh6hen sind, ohne neu entstandene
Peaks, durch Verunreinigungen oder einen Verlust von Material beim Abschwemmen bzw. der

Verarbeitung zu erklaren.

Decyl oleate (Kollicream DO)

All hads @388 nm

0o = = 3 oo

Abbildung 48: Auswertung nach Inkubation des synthetischen Fettsdureesters Decyl oleate
(Kollicream DO) mit Propioni. acnes
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Obwohl Propioni. acnes in den Wachstumsversuchen eine deutliche Steigerung zeigte, konnte
in der HPTLC-Analyse keine Verstoffwechselung des synthetischen Fettsdureesters
nachgewiesen werden. Neu entstandene Peaks weisen auf entstandene Spaltprodukte hin,
dies ist hier nicht erkennbar. Die Schwankungen der Peakhéhen sind, ohne neu entstandene
Peaks, durch Verunreinigungen oder einen Verlust von Material beim Abschwemmen bzw. der
Verarbeitung zu erklaren.
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Abbildung 49: Auswertung nach Inkubation des synthetischen Fettsaureesters Ethyl linoleate
mit Staph. epidermidis
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Abbildung 50: Auswertung nach Inkubation des synthetischen Fettsdureesters Ethyl linoleate
mit Coryne. minutissimum (links) und Propioni. acnes (rechts)
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Bei Staph. epidermidis zeigte sich in den Wachstumsversuchen kein erkennbarer Einfluss, bei
Coryne. minutissimum zeigte sich hingegen eine deutliche Reduzierung. Propioni. aches
wurde in dieser Kombination nicht getestet. In der HPTLC-Analyse konnte bei keinem der
Keime eine Verstoffwechselung des synthetischen Fettsaureesters nachgewiesen werden.
Neu entstandene Peaks weisen auf entstandene Spaltprodukte hin, dies ist hier nicht
erkennbar. Die Schwankungen der Peakhthen sind, ohne neu entstandene Peaks, durch
Verunreinigungen oder einen Verlust von Material beim Abschwemmen bzw. der Verarbeitung

zu erklaren.
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Abbildung 51: Auswertung nach Inkubation des synthetischen Fettsdureesters Ethyl oleate
(Acros 98 %) mit Staph. epidermidis (links) und Propioni. acnes (rechts)

Bei Staph. epidermidis zeigte sich in den Wachstumsversuchen eine deutliche Steigerung,
Propioni. acnes wurde in dieser Kombination nicht getestet. In der HPTLC-Analyse konnte
keine Verstoffwechselung des synthetischen Fettsaureesters nachgewiesen werden. Neu
entstandene Peaks weisen auf entstandene Spaltprodukte hin, dies ist hier nicht erkennbar.
Die Schwankungen der Peakhdohen sind, ohne neu entstandene Peaks, durch
Verunreinigungen oder einen Verlust von Material beim Abschwemmen bzw. der Verarbeitung

zu erklaren.
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Abbildung 52: Auswertung nach Inkubation des synthetischen Fettsaureesters Isopropyl
palmitate mit Coryne. minutissimum

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich in den Wachstumsversuchen eine deutliche Steigerung.
In der HPTLC-Analyse konnte ein kleiner neu entstandener Peak bei einem R: von 0,14
detektiert werden. Dieser liegt in der N&he freier Fettsauren (Y  1ip w tto Jt ist aufgrund
seiner geringen Hohe allerdings als eingeschrankt relevant zu betrachten. Neu entstandene
weitere Peaks wirden auf entstandene Spaltprodukte hinweisen. Die Schwankungen der

Peakhothen sind, ohne neu entstandene Peaks, durch Verunreinigungen oder einen Verlust

von Material beim Abschwemmen bzw. der Verarbeitung zu erklaren.
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Abbildung 53: Auswertung nach Inkubation des synthetischen Fettsdureesters Oleyl oleate
mit Coryne. minutissimum (links) und Propioni. acnes (rechts)
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Bei Coryne. minutissimum zeigte sich in den Wachstumsversuchen eine deutliche Steigerung,
bei Propioni. acnes hingegen eine leichte Reduzierung. In der HPTLC-Analyse konnte lediglich
bei Coryne. minutissimum ein kleiner neu entstandener Peak bei einem Rt von 0,16 detektiert
werden. Dieser liegt in der Nahe von Oleylalkohol (Y  1dp § bzw. freier Fettsauren (Y

mip w Tiw It ist aufgrund seiner geringen Hoéhe allerdings als eingeschréankt relevant zu
betrachten. Neu entstandene weitere Peaks wirden auf entstandene Spaltprodukte
hinweisen, dies ist bei den anderen Keimen nicht erkennbar. Es konnte keine weitere
Verstoffwechselung des synthetischen Fettsdureesters nachgewiesen werden. Die
Schwankungen der Peakhdhen sind, ohne neu entstandene Peaks, durch Verunreinigungen

oder einen Verlust von Material beim Abschwemmen bzw. der Verarbeitung zu erklaren.

Dimethicon 100 (Silikondl)
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Abbildung 54: Auswertung nach Inkubation des Emollientien auf Kohlenwasserstoffbasis
Dimethicon 100 (Silikondl) mit Coryne. minutissimum (links) und Propioni. acnes (rechts)

Bei Coryne. minutissimum zeigte sich in den Wachstumsversuchen eine deutliche
Reduzierung, Propioni. acnhes wurde dort nicht getestet. In der HPTLC-Analyse konnte keine
Verstoffwechselung des Emollientien auf Kohlenwasserstoffbasis nachgewiesen werden.
Neu entstandene Peaks weisen auf entstandene Spaltprodukte hin, dies ist hier nicht
erkennbar. Aufféllig ist, dass auch die Referenzprobe keine relevanten Peaks aufweist. Die
minimalen Schwankungen der Peakhohen sind, ohne neu entstandene Peaks durch
Verunreinigungen oder einen Verlust von Material beim Abschwemmen bzw. der Verarbeitung

zu erklaren.
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5.2.4 Ergebnisse der HPTLC-Analysen nach Inkubation mit Hefepilzen

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der nach dem oben beschriebenen Verfahren
durchgefuhrten HPTLC-Analysen dargestellt. Aus Zeitgrinden war eine vollstandige Testung
aller Teststoffe nicht moglich. Daher wurden exemplarisch nur einige Kombinationen aus
Hefepilzen und Teststoffen verschiedener Klassen ausgewahlt, welche nach
Literaturrecherche vielversprechend erschienen. Dabei wurde bei jeder Analyse eine Probe,
der nach dem oben beschriebenen Verfahren inkubierten und vorbereiteten Keim-Teststoff-
Kombination (griin), mit einer Referenzprobe des Teststoffes (schwarz) verglichen. Der hohe
Peak bei einem Rf von 0,00 bei jeder Probe ist durch Zelltrimmer und Reste des Agars zu
erklaren.

Da sich in der HPTLC-Analyse der Hefepilze, im Gegensatz zu denen der Bakterienstamme,
deutliche Auffélligkeiten zeigten, wurden einzelne Stoffe noch einmal zur Evaluation der
Abbaukinetik getestet. Dies erfolgte mit¢ @, um die zuvor beobachteten Schwankungen der
Peakhohen bestmdglich auszugleichen. Fir die Auswertung wurde hier die prozentuale
Abnahme der Peakhdhen bestimmt und graphisch aufgetragen.

5.2.4.1 Emollientien

Oleyl oleate
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Abbildung 55: Auswertung nach Inkubation des synthetischen Fettsaureesters Oleyl oleate
mit Malassezia furfur (links) und Malassezia globosa (rechts)

Obwohl Malassezia furfur und globosa in den Wachstumsversuchen keine Veranderung nach
Inkubation mit Oleyl oleate zeigten, sind in der HPTLC-Analyse deutliche Hinweise auf eine
Verstoffwechselung des Fettsaureesters erkennbar. Bei beiden Keimen ist der Peak bei einem
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R: von 0,68 nach der Inkubation mit dem Hefepilz deutlich reduziert, was auf eine verringerte
Menge des Stoffes hinweist. Bei Malassezia globosa ist jeweils ein neu entstandener Peak bei
einem Rrvon 0,47 und 0,3 erkennbar, bei Malassezia furfur liegen diese bei 0,19 und 0,3. Dies
weist auf neu entstandene Molekile hin, wobei vor allem die bei einer Spaltung an der

zentralen Esterbindung entstehenden Bestandteile Olsdure (Y o jtund Oleylalkohol (Y

mip Qin Betracht zu ziehen sind. Die minimalen Schwankungen der Peakhéhen sind durch

Verunreinigungen oder einen Verlust von Material beim Abschwemmen bzw. der Verarbeitung
zu erklaren.

Peakhdhe [%)]

nkubationszeit [h]

Dleyl Olegh  ===-— Disdure
— e Oleylalkoho Fettsauresthy lester

Abbildung 56: Auswertung der Abbaukinetik nach Inkubation des synthetischen
Fettsaureesters Oleyl oleate mit Malassezia furfur

Wie Uber den Zeitraum von 24 bis 120 Stunden zu erkennen ist, nimmt die Menge an
vorhandenem Oleyl oleate deutlich ab. Dies deckt sich auch mit der zuvor durchgefiihrten
HPTLC-Analyse nach 120 Stunden. Auffallig ist allerdings, dass zwar die Menge an
Oleylalkohol kontinuierlich zunimmt, Olsaure aber nur in relativ konstanter Menge
nachgewiesen werden kann. Da beides Spaltprodukte von Oleyl oleate sind, ware ein
gleichméaRiger Zuwachs zu erwarten gewesen. Dies kann dadurch erklart werden, dass
Malassezia furfur die entstandene Olsdure weiter verwertet und so z.B. Stoffe zur Synthese
von Zellwanden erzeugt [144]. Dazu z&hlen auch Fettsdureethylester, deren Peak auch in der
vorherigen Analyse bei einem Rf von 0,60 erkennbar ist [52].
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Abbildung 57: Auswertung der Abbaukinetik nach Inkubation des synthetischen
Fettsaureesters Oleyl oleate mit Malassezia globosa

Wie Uber den Zeitraum von 24 bis 120 Stunden zu erkennen ist, nimmt die Menge an
vorhandenem Oleyl oleate deutlich ab. Dies deckt sich auch mit der zuvor durchgefuhrten
HPTLC-Analyse nach 120 Stunden. Die bei der Spaltung von Oleyl oleate entstehenden
Produkte Olsaure und Oleylalkohol nehmen gleichmaRig und kontinuierlich zu. Dies spricht
gegen eine weitere Verstoffwechselung der Olsaure und deckt sich mit den zuvor
beobachteten Peaks.

Caprilic/Capric triglyceride (Miglyol 812)
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Abbildung 58: Auswertung nach Inkubation des synthetischen Fettsdureesters Caprilic/
Capric triglyceride (Miglyol 812) mit Malassezia furfur (links) und Malassezia globosa (rechts)

169



Obwohl Malassezia furfur und globosa in den Wachstumsversuchen keine Veranderung nach
Inkubation mit Caprilic/Capric triglyceride (Miglyol 812) zeigten, sind in der HPTLC-Analyse
deutliche Hinweise auf eine Verstoffwechselung des Fettsdureesters erkennbar. Bei beiden
Keimen ist jeweils bei einem R; von 0,27 bis 0,30 ein neu entstandener Peak erkennbar. Dies
weist auf neu entstandene Molektile hin, die sich unter anderem im Bereich der freien
Fettsauren (Y 1ip w 1do )t bewegen. Die Schwankungen der Peakhéhen sind durch
Verunreinigungen oder einen Verlust von Material beim Abschwemmen bzw. der Verarbeitung

zu erklaren.
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Abbildung 59: Auswertung der Abbaukinetik nach Inkubation des synthetischen
Fettsédureesters Caprilic/Capric triglyceride (Miglyol 812) mit Malassezia furfur

Wie Uber den Zeitraum von 24 bis 120 Stunden zu erkennen ist, sind sowohl bei den
mittelkettigen Triglyceriden als auch bei den freien Fettsduren keine relevanten
Schwankungen der Stoffmengen erkennbar. Dies deckt sich auch mit der zuvor
durchgefuhrten HPTLC-Analyse nach 120 Stunden, wo bei Malassezia furfur keine verringerte
Menge Miglyol 812 detektiert wurde. Der neu entstandene Peak bei einem R: von 0,27 in

Abbildung 58 deckt sich nicht mit dem konstant niedrigen Niveau an freien Fettséauren.
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Abbildung 60: Auswertung der Abbaukinetik nach Inkubation des synthetischen
Fettsaureesters Caprilic/Capric triglyceride (Miglyol 812) mit Malassezia globosa

Wie Uber den Zeitraum von 24 bis 120 Stunden zu erkennen ist, nimmt die Menge an
mittelkettigen Triglyceriden konsequent ab, wobei die Peakhohen der freien Fettsauren in
gleichem Mal3e ansteigen. Dies deckt sich auch mit der zuvor durchgeftihrten HPTLC-Analyse
nach 120 Stunden, wo bei Malassezia globosa eine deutlich verringerte Menge Miglyol 812
detektiert wurde. Der neu entstandene Peak bei einem R: von 0,30 in Abbildung 58 weist
ebenfalls auf neu entstandene Molekile hin, die sich unter anderem im Bereich der freien
Fettsauren (Y 1ip w mio jthewegen.
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5.2.4.2 Fettsauren

Olsaure
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Abbildung 61: Auswertung nach Inkubation der Fettsaure Olsaure mit Malassezia furfur
(links) und Malassezia globosa (rechts)

Obwohl Malassezia furfur und globosa in den Wachstumsversuchen keine Veranderung nach
Inkubation mit der einfach ungesattigten Ols&ure zeigten, sind in der HPTLC-Analyse deutliche
Hinweise auf eine Verstoffwechselung der Fettsaure erkennbar. Bei beiden Keimen ist der
Peak bei einem Rfvon 0,30 nach der Inkubation mit dem Hefepilz leicht reduziert, was auf eine
verringerte Menge des Stoffes hinweist. Ebenso ist bei beiden Keimen ein neu entstandener
Peak bei einem Rfvon 0,61 erkennbar. Dies weist auf neu entstandene Molekile héherer
Kettenldnge hin, die sich beispielsweise im Bereich von Fettsaureethylestern (Y  Tp jt
bewegen. Die Schwankungen der Peakhthen sind durch Verunreinigungen oder einen Verlust

von Material beim Abschwemmen bzw. der Verarbeitung zu erklaren.
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6 Diskussion

Die folgende Tabelle fasst samtliche getesteten Keim-Stoff-Kombinationen zusammen. Dabei

werden als signifikant gewertete Wachstumsanderungen mit + bzw. - markiert. Falls eine

Wachstumssteigerung bzw. -minderung zwar festgestellt wurde, bei den Bakterien eine halbe

Zehnerpotenz aber nicht Uberschritt, bzw. bei den Hefepilzen nur leicht erkennbar war, wurde

sie als eingeschrankt relevant bewertet und zusatzlich mit () versehen.

g ~
¥ = = =3
. 2= 2 L.
n —~
5 € E _F R RS ==
E .2 g3 £ 2 2g 8%
§% B 2z Bf f£5 £: £F
= = £ o = o
"% S SE &8 =2 =5 =2
Konservierungsmittel Se Sg Cm Pa Mf Mg Ms
Butylenglykol 0 0 0 0 (o] (o] o]
Caprylylglykol 0 0 0 o] o] o] o]
Ethanol o] (o] 0 o] o] o] o
Pentylenglykol 0 0 0 o] o] o] o]
Propylenglykol 0 0 0 o] o] o] o]
Konsistenzgeber Se Sg Cm Pa | Mf Mg Ms
Bienenwachs/Cera alba (+) (+) 0 0 0 0
% Carnaubawachs + * + 0 0 0
>
&  Cetylstearylalkohol/Lanette O )+ 0 0 0
Cetyl palmitate 0 0 0 (+) 0 0
Acrylamid/Sepineo P600 o] (+) 0
Carmellose-Natrium 7MF 0 + )
Hydroxyethyl acrylate/ o + (+)
aé Sepinov WEO
e}
& Hydroxyethyl ' 0 (+) 0 o) o] o]
o cellulose/Cellosize PCG-10
Polyacrylsdure/Carbomer/ o ) )
Carbopol 980
Xanthan 0 (+) (+) 0 0 0
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Emulgatoren Se Sg Cm Pa Mf Mg Ms
% %: Wollwachs * (+) *
Z —
Glyceryl oleate/Tegin OV ) ™) + 0 0 0
Glyceryl stearate + + + 0 0 0
Methyl glucose isostearate/
Isolan IS * (*) * 0 0 0
PEG-7 Glyceryl cocoate/
Tegosoft GC ) 0 0 (+) 0 (+)
Polyglyceryl-3 caprate/ 0 +) (+) 0 0 0
Tegosoft PC 31
Polyglyceryl 3 oleate/Isolan 0 + + o) o) o)
5 GO 33
‘% Span 80 + (+) + + ) (+)
% Sucrose stearate/Surfhope + + + o o o
£ 1803F
LL
@ Macrogol 40 Glycerolhydroxy o o o o o o
@  stearate/Cremophor RH 40
®
= P_EG—40 hydrogenated castor o ) (+) o o o
@  oillTagat CH 40
PEG-40 stearate/Tego Acid o o 0 o o o
S40P
P_onegceryI—S Methylglucose + + +
distearate
Sucrose palmitate/Surfhope o (+) (+) o o o
1615
Tween 40/Polysorbat 40 0 0 0 o o o
Tween 80/Polysorbat 80 0 (+) 0 0 0 0
.5 Ceteth-25/Ceteareth-25 Q) 0 (+) 0 0 0
2 % Laureth-20 o ™ 0 0 0 0
‘6 —_
= & Oleth-20/Chemonic OE-20 0 0 0 0 0 0
=
PL  steareth-20/Lipocol S-20 0 0 (+) 0 0 0
o Cetyl PEG/PPG-10/ 0 +) + o o o
) Dimethicon/Abil EM 90
£
>
£  Poloxamer 407 0 +H ™) 0 0 0

174



Losungs -
vermittler

PEG-300/Kolliphor P407
PEG-350/PEG-6

(+)
(+)

Oleyl oleate

PEG-550/PEG-6 Methylether ~ © 0 0

Emollientien Se Sg Cm Pa Mf Mg Ms
Avocadodl + 0 + 0 + 0
Erdnussol 0 (+) 0 (+) +
Jojobadl 0 Y 0 0 0 0
Leinol 0 0 Y 0 0

s Mandelol + () 0 o (*) )

=

2 Nachtkerzendl +) Y 0 0 (+) +

o

5  olivenol R S T 5 B C5 N CO B O

% Rapsol 0 0 0 o (+) +

:‘rz‘ss Rizinusol 0 (+) 0 0 o
Sesamél + (+) o (+) (+)
Sojadl 0 (+) 0 (+) (+)
Traubenkernol 0 + + o (+) (+)
Weizenkeimol 0 0 0 (+) 0 (+)
Caprilic/Capric triglyceride/ - + ) ) 0 0
Miglyol 812
Cetearyl isononanoate/ (+) + ) 0 0
Cetiol SN
Decyl oleate/Coco-caprylate/  (+) + - 0 0 0

s Cetiol LC

(%]

8  Decyl oleate/Kollicream DO + + o o o 0

E | _

% Ethyl linoleate 0

LL

o Ethyl oleate/Acros 98 % + + + (+) +

(&)

é Ethyl oleate/Crodomol EO- o - +) 0 0

e @

" Isopropyl myristate () (+) (+) o 0
Isopropyl palmitate 0 + o (+) o 0
Octyldodecanol/Eutanol G o 0 0 0 0

o] + () o] o] o]
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Cyclopentasiloxan/Abil (-) 0 0 0 0

OsSw5
»5§ Dimethicon/Abil 350 0 Y 0 0 0 0
; § Dimethicon 100/Silikondl +) - 0 0 0
5 % Dimethicon 350/Silikono| 0 0 o o o
E £ Paraffin (dickflissig) (+) 0 o o 0
é Squalan (Sigma) 0 (+) 0 0 0
Squalen 98 % (Alfa Aesar) - (+) 0 0 o)
Fettsauren Se  Sg Cm Pa | Mf Mg Ms
Caprinsaure - - 0 o] o] o}
Olsaure Y - 0 0 0 o)
Palmitinséure 0 + 0 (+) 0 0

Formulierungen

6.1 o] 0 o] o] o] o]
6.2 0 0] o] o] o] 0
6.3 - - - o] o] o]

Tabelle 110: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Wachstumsversuchen

Betrachtet man die obige Tabelle, so fallt auf, dass alle Bakterienstamme in nahezu jeder
Stoffklasse bei einigen Teststoffen ein verandertes Wachstum zeigen. In den meisten Fallen
lag diese Anderung allerdings in einem Bereich, der als wenig relevant zu betrachten ist. Eine
genaue Festlegung auf bestimmte Stoffklassen, die durchweg eine eindeutige
Wachstumssteigerung oder -reduzierung verursachen, ist allerdings nicht méglich.

In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass Staphylococcus epidermidis,
Corynebacterium minutissimum und Propionibacterium acnes Lipaseaktivtaten aufweisen
[145]. Bei Staphylococcus epidermidis und Propionibacterium acnes wurden auch exogene
Lipaseaktivtaten beobachtet [146]. Laufen Stoffwechselvorgange, die die Spaltung der
Teststoffe zur Folge haben, nur innerhalb der Zelle ab, so ist nur ein Einfluss auf das
Wachstum der Bakterien und damit auch auf das Gleichgewicht der Hautmikroflora maglich.
Damit Spaltprodukte eine komedogene oder den pH-Wert der Haut veranderte Wirkung
entfalten kdnnen, missen sie aufRerhalb der Zelle entstehen. Eine exogene Lipaseaktivitat ist
fur diesen Prozess also zwingend erforderlich, muss aber nicht mit einem veranderten
Wachstum einhergehen. Lipasen spalten Molekile hydrolytisch an der Esterbindung,

beispielsweise zwischen Glycerin und Fettsaure [147]. Ein verstarktes Wachstum, bzw. die

176



Entstehung von Spaltprodukten, ware also am ehesten bei den oben genannten Keimen und
den Fettsaureestern zu erwarten gewesen. Da die natirlichen Emollientien ein Gemisch
verschiedenster Fette sind, kommen hier ebenfalls Ester vor. Wie in der obigen Tabelle zu
erkennen ist dies zumindest bei Staphylococcus epidermidis und Corynebacterium
minutissimum der Fall. Allerdings sind auch Wachstumsanderungen bei den Fettsdureethern
erkennbar. Dies kdnnte auch durch Anderungen des pH-Wertes, osmotische Driicke oder die
zunehmend antibakterielle Wirkung ungesattigter Fettsduren mit steigender Anzahl der
enthaltenen Doppelbindungen [148] erklart werden.

In der HPTLC-Analyse konnten lediglich wenige neu entstandene Peaks mit geringer Hohe
detektiert werden. Propionibacterium acnes zeigte nach Inkubation mit Sesamol einen Peak
im Bereich der freien Fettsduren, was mit der exogenen Lipaseaktivitat korrelieren kdnnte.
Obwohl diese bei Corynebacterium minutissimum nicht bekannt ist, wurden hier neu
entstandene Peaks im Bereich freier Fettsduren nach Inkubation mit Isopropyl palmitate und
Miglyol 812, bzw. im Bereich von Oleylalkohol nach Inkubation mit Oleyl oleate, detektiert. Dies
weist trotz fehlender Literatur auf die Verstoffwechselung der Teststoffe hin.

Bei den entwickelten Formulierungen 6.1 und 6.2 konnte wie zu erwarten kein verandertes
Wachstum detektiert werden. Das fehlende Wachstum bei der Waschseife 6.3 ist durch den
stark alkalischen pH-Wert und die daraus resultierende antibakterielle Wirkung zu erklaren.
Zudem wird ein Waschschaum nur fUr sehr kurze Zeit aufgetragen, die Inkubation Uber 24

Stunden oder langer bildet die Realitat also nicht exakt ab.

Obwohl die Hefepilze in den Wachstumsversuchen nur geringe bis keine Steigerungen
zeigten, finden sich in der Literatur zahlreiche Nachweise flr extrazellulare
Stoffwechselvorgange. Beispielsweise ist Malassezia furfur als Kommensaler der
menschlichen Hautmikroflora in der Lage, intra- und extrazellulare Lipasen zu synthetisieren
und so die Triglyceride des Sebums [149, 150] und andere Fette, wie beispielsweise
Teebaumdl [151], zu verwerten. Dies spricht fir eine geringe Substratspezifitat der Lipasen.
Mdoglich ist auch hier eine Verstoffwechselung der Teststoffe ohne ein verandertes Wachstum
der Pilzpopulationen. Ein vermehrtes oder vermindertes Wachstum der Hefepilze muss nicht
zwangslaufig mit pathologischen Vorgédngen einhergehen, vor allem in Hinblick auf
Krankheiten wie Acne vulgaris sind die entstehenden Spaltprodukte als deutlich
problematischer anzusehen.

Die Auswertungen der HPTLC-Analyse sind deutlich aussagekraftiger als bei den
Bakterienstammen. Sowohl Malassezia furfur als auch globosa sind in der Lage, die in Oleyl
oleate vorhandene Esterbindung zu spalten und so Oleylalkohol und Olséaure zu erzeugen.
Dieser Prozess lauft bei Malassezia furfur allerdings in deutlich gréfierem Ausmal3 ab als bei

globosa. Malassezia furfur synthetisiert aus der Olséure sogar Fettsaureethylester, wie sie
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zum Aufbau neuer Zellwande [152] und damit zur Vermehrung der Keime benétigt werden.
Dies wird bei Malassezia globosa nicht beobachtet. Der Abbau der mittelketten Triglyceride
von Miglyol 812 hingegen findet bei Malassezia globosa in deutlich groRerem Ausmalf? als bei
Malassezia furfur statt.

Es ist noch unklar, inwieweit der Einfluss der freien Fettsauren auf den pH-Wert die zur
Spaltung bzw. Synthese nétigen Enzyme in ihrer Arbeit behindert oder fordert. Fir einige
Hefepilze wird ein optimaler pH-Wert von 5,0 angegeben [153]. Es ist daher denkbar, dass die
Synthese freier Fettsduren zunéchst ideale Bedingungen fur die Enzyme schafft, diese mit
zunehmend saurer werdendem Milieu aber wieder gehemmt werden [147].

In Vorversuchen wurden bereits hydrolytische Vorgénge durch Malassezia-Hefen beobachtet
[154], welche abhangig von der Menge an Zellen und der Anzahl der extrazellularen
Lipasen von einzelnen Pilzstdmmen waren [155]. Dort wurde auch die rein physische
Wirkung der Spaltprodukte genauer beleuchtet [124]. Nebenbefundlich war ebenfalls eine
Verstoffwechselung der durch die Anzucht verbliebenen Reste des natiirlichen Olivendls zu
erkennen, was die geringe Substratspezifitat der Lipasen belegt [124].

Bei Versuchen mit Ethyl oleate konnte, ebenso wie bei dem in dieser Arbeit verwendeten Oleyl
oleate, die Entstehung der ungeséttigten freien Fettsaure Olsaure nachgewiesen werden
[124]. Auch hier wurde nach 36 Stunden eine abnehmende Menge Olsaure detektiert, was die
Theorie der Weiterverarbeitung der Fettsaure untermauert. Da Olséure bei Kérpertemperatur
flissig bleibt und nicht ausfallt, war keine Plateauphase erkennbar und der Teststoff wurde
nahezu vollstandig umgesetzt [124]. In den Wachstumsversuchen zeigten alle drei Pilzstamme
ein leicht bis deutlich gesteigertes Wachstum nach Inkubation mit Ethyl oleate.

Bei dem synthetischen Fettsauremonoester Isopropyl palmitate, welcher in den
Wachstumsversuchen lediglich bei Malassezia furfur ein leicht verstarktes Wachstum
hervorruft, wurde der Abbau durch alle drei Pilzstamme beobachtet. Dabei entstand die freie
Fettsaure Palmitinsdure [124]. Die nach ca. 24 Stunden einsetzende Plateauphase der
Reaktion lasst sich auf ein Auskristallisieren der Palmitinsaure bei Kérpertemperatur und die
damit einhergehende Immobilisierung der Enzyme zuriickfihren. Schon makroskopisch ist
auch bei dieser Arbeit das Erstarren des Gemisches mit zunehmender Inkubationsdauer
ersichtlich, was fur eine stark komedogene Wirkung spricht [156]. Auch mikroskopisch wurde
ein zunehmendes Auftreten von Kristallen mit steigendem Gehalt an Palmitinsaure

beobachtet. Eine weitere Verwertung von Palmitinsaure konnte nicht detektiert werden [124].

Dies deckt sich mit den Ergebnissen vorheriger Studien und dem dort publizierten
Ruckschluss, dass die wachstumsfordernden Eigenschaften der Fettsduren mit deren
Sattigungsgrad korrelieren [157]. Die ungesattigte Olsaure wird, im Gegensatz zu der

gesattigten Palmitinsaure, durch die Hefepilze als Kohlenstoffquelle genutzt. Schon zuvor
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wurde die Hydrolysierbarkeit von Fettsaureestern als abhangig vom Alkoholanteil beschrieben
[157]. Der Ethylester foérdert das Wachstum der Hefepilze deutlich starker als der
Isopropylester. Kurzkettige Fettsauren sowie langkettige einwertige Alkohole wurden in
vorherigen Studien kaum verstoffwechselt [124]. Ebenso wird ein Vorliegen von Fettsauren
mit einer Kettenlange von mehr als 12 C-Atomen wird als obligat fur das Wachstum von

Malassezia-Hefen beschrieben [59].

Die starke Vermehrung von Hefen spielt eine signifikante Rolle bei Malassezia-assoziierten
Erkrankungen [157, 158]. Ein Ansatz zur Behandlung oder Préavention ist also die Reduktion
der Zellzahl. Wenn zu viele freie Fettsduren entstehen kann das Wachstum anderer
Hautkeime unterdriickt werden und so zu starker Vermehrung der Hefepilze fiihren [157]. Da
auch die Fettséuren selbst die Hautbarriere Uberwinden und als Entziindungsmediatoren die
Struktur der Epidermis pathologisch verdndern kénnen [90, 159], fordert deren Synthese
wahrscheinlich die Krankheitsverlaufe.

Die hydrolytischen Eigenschaften der Hefepilze konnten allerdings auch gezielt genutzt
werden, wenn die Freisetzung einer bestimmten freien Fettsaure aus einem Fettsaureester
gewilnscht wird. Ein Beispiel hierfir ware die Omega-6-Fettsdure Linolsaure, welcher
pflegende Eigenschaften fir Haut und Haare zugeschrieben werden [160].

Fur den Fall unerwiinschter Effekte, wie die komedogene Wirkung fester Spaltprodukte, sollten
die entsprechenden Stoffe in Kosmetika [160] durch unproblematische Substanzen ersetzt
werden.

Bei den nach diesen Grundsatzen entwickelten Formulierungen 6.1 bis 6.3 konnte, wie zu

erwarten, kein verandertes Wachstum detektiert werden.
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7.1 Zusammenfassung

Kunden und Patienten haben an Kosmetika und topisch applizierte Medizinprodukte die
berechtigte Erwartung einer gesundheitlichen Unbedenklichkeit. Je langer sich eine Substanz
auf der Haut befindet, umso starker ist deren Einfluss. Dies bedeutet auch, dass die
verwendeten Inhaltsstoffe der Formulierungen keinen negativen Effekt auf die Hautmikroflora
haben dirfen. Obwohl dieser Aspekt noch immer unterreprasentiert ist, sind auf dem Markt
langsam mehr Produkte mit diversen Labels, welche einen schonenden Umgang mit der
Hautmikroflora versprechen, zu finden.

Das Ziel dieser Arbeit war es, ein Testsystem zur Identifizierung von Hilfsstoffen zu finden,
welche letztlich eine pathogene Wirkung auf die Haut haben kdnnen. Dies beinhaltet sowohl
Storungen des Gleichgewichtes der Hautkeime, die Entstehung von Stoffen, die eine direkt
schadigende Wirkung auf die Epidermis haben, als auch die komedogene Wirkung von
ausfallenden Spaltprodukten. Durch die Kombination und Entwicklung verschiedener
Techniken und Methoden zur Anzucht, Inkubation und Analyse der Keim-Teststoff-
Kombinationen soll eine allgemeingultige Empfehlung zur Vermeidung bestimmter
Substanzen maglich sein.

Da wahrend der Versuche UnregelmaRigkeiten mit Staphylococcus gallinarum und
Streptococcus mitis auftraten, sind die Testungen dieser Keime nur unvollstandig erfolgt und
als eingeschrankt relevant zu betrachten. Auch mit Propionibacterium acnes sowie den
Malassezia-Hefen war aufgrund des logistischen Umfangs keine vollstandige Testung aller
Stoffe mdoglich. Auch die HPTLC-Analyse aller Keim-Teststoff-Kombinationen und die
Untersuchung der Wechselwirkungen von Bakterien und Hefepilzen bleibt fir kinftige
Versuche offen.

Grundsatzlich scheinen die Bakterien der Hautmikroflora bezuglich der Verstoffwechselung
topisch applizierter Substanzen nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. Im Vergleich treten
kaum Interaktionen mit den Teststoffen auf, in dem meisten Fallen sind die
Wachstumsanderungen als nicht relevant zu betrachten. Neben den Malassezia-Hefen sind
auch einige Bakterienstamme der Haut prinzipiell in der Lage, mittels Hydrolyse das durch
Talgdriisen produzierte Sebum zu verwerten. Dabei entstehen fir das saure Milieu und die
Schutzbarriere der Haut wichtige freie Fettsauren. Bei einer Uberproduktion durch die
zusatzliche Spaltung von Fettsdureestern aus Kosmetika kénnten Entziindungsreaktionen
getriggert oder das Gleichgewicht der Haut gestdrt und die Ansiedelung nicht residenter Keime
erma@glicht werden. Dies kann bezuglich der in der HPTLC-Analyse durchgefiihrten Bakterien-
Teststoff-Kombinationen jedoch nicht bestatigt werden. Hier sind keine Spaltprodukte in

relevanter Menge erkennbar.
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Die Hefepilze hingegen zeigen deutliche Einflisse; sie nutzen die Teststoffe als
Nahrungsquelle und es kann die Entstehung von komedogenen Spaltprodukten
nachgewiesen werden. Einfluss auf die Stoffwechselvorgange haben unter anderem die
Inkubationszeit, die Anzahl der vorhandenen Zellen und der vorherrschende Pilzstamm.
Aufgrund des breiten Spektrums an verwerteten Stoffen ist von einem Grol3teil
substratunspezifischer Lipasen auszugehen, die Isolation einzelner Enzyme wir nicht
untersucht.

Nach Abgleich der Testergebnisse mit der vorhandenen Literatur sind Fettsduren mit
Kettenlangen von mehr als 12 C-Atomen fir Wachstum und Vermehrung der Pilze obligat. Ein
GroRteil der lipophilen Hautpflegeprodukte auf der Basis von Olen bzw. Emollientien basieren
auf Fettsaureestern. Fettalkohole, Fettsduren und deren Ester werden besonders haufig durch
die Lipasen der Hefepilze hydrolysiert. Die dabei entstehenden langkettigen Spaltprodukte
erstarren bereits bei Kérpertemperatur und kdnnen so die Poren verschlieRen. Aufgrund ihres
hohen Anteils an langkettigen Fettsauren fallen nahezu alle pflanzlichen und ein Grof3teil der
synthetischen Emollientien in die Kategorie und sind daher als kritisch einzustufen.
Fettalkohole und Fettsauren mit Kettenldngen von weniger als 12 C-Atomen, deren Ester,
Molekile mit sterischer Konformation, sowie Fettether und Kohlenwasserstoffe auf Basis von
Silikonen oder Polymeren ohne Estergruppen sind eher als unkritisch einzustufen. Entweder
findet keine Verstoffwechselung statt oder die entstehenden Spaltprodukte fihren nicht zu
verstarktem Wachstum bzw. verbleiben bei Kérpertemperatur fliissig und haben daher keine
komedogene Wirkung.

Auch der Sattigungsgrad der Fettsauremonoester nimmt Einfluss auf die Stoffwechselaktivitat;
ungesattigte Fettsauren werden von den Hefepilzen als Kohlenstoffquelle verwertet und fiihren

im Vergleich mit gesattigten Fettsduren zu verstarktem Wachstum.

Zur Optimierung von Kosmetikaformulierungen sind prinzipiell weitere HPTLC-Analysen
angeraten, um alle Keim-Teststoff-Kombinationen abzudecken. Zumindest in den
durchgefuhrten Wachstumsversuchen zeigten sich bei den nach den oben genannten

Grundsatzen entwickelten Formulierungen kein verandertes Wachstum.
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7.2 Summary

Customers and patients have the justified expectation, that cosmetics and topically applied
medical products are harmless to health. The longer a substance remains on the skin, the
stronger its influence. This also means, that the ingredients used in the formulations should
not have any negative effect on the skin microflora. Although this aspect is still
underrepresented, more and more products with various labels promise gentle handling of the
skin's microflora are gradually being found on the market.

The aim of this work is to find a test system for identifying excipients that can ultimately have
a pathogenic effect on the skin. This includes both disturbances in the balance of skin germs,
the development of substances that have a direct damaging effect on the epidermis as well as
the comedogenic effect of precipitating cleavage products. By combining and developing
different technigues and methods for cultivation, incubation and analysis of the germ-test
substance combinations, a general recommendation to avoid certain substances should be

possible.

Due to irregularities with Staphylococcus gallinarum and Streptococcus mitis occurred during
the tests, these germs were only tested incompletely and can be regarded as of limited
relevance. Also, with Propionibacterium acnes and the Malassezia yeasts it was not possible
to fully test all substances due to the logistical scope. The HPTLC analysis of all combinations
of germs and test substances and the investigation of the interactions between bacteria and
yeast fungi also remain open for future experiments.

Basically, the bacteria of the skin microflora seem to play only a subordinate role with regard
to the metabolism of topically applied substances. In comparison, there are hardly any
interactions with the test substances, and in most cases the growth changes are not relevant.
Beside the Malassezia yeasts, some bacterial strains of the skin are in principle able to utilize
the sebum, produced by the sebaceous glands, by means of hydrolysis. Thus creating
important free fatty acids for the acidic environment and the protective barrier of the skin. In
case of overproduction due to the additional splitting of fatty acid esters from cosmetics
inflammatory reactions could be triggered or the balance of the skin be disturbed and allow
non-resident germs to settle. However, this cannot be confirmed with regard to the
combinations of bacteria and substance carried out in the HPTLC analysis. Here, no fission
products are recognizable in relevant quantities.

The yeast fungi, on the other hand, show clear influences; they use the test substances as a
food source and the formation of comedogenic breakdown products can be detected. The
incubation period, the number of cells present and the predominant fungal strain have an

influence on the metabolic processes. Due to the wide range of substances used, it can be
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assumed that the majority of substrate-unspecific lipases are involved; we have not
investigated the isolation of individual enzymes.

After comparing the test results with the available literature, fatty acids with chain lengths of
more than 12 carbon atoms are obligatory for the growth and reproduction of the fungi. Most
of the lipophilic skin care products based on oils or emollients are based on fatty acid esters.
Fatty alcohols, fatty acids and their esters are very frequently hydrolyzed by the lipases of the
yeast fungi. The resulting long-chain cleavage products solidify at body temperature and can
thus close the pores. Due to their high proportion of long-chain fatty acids, almost all plant-
based and most synthetic emollients fall into this category and are therefore classified as
critical.

Fatty alcohols and fatty acids with chain lengths of more than 12 carbon atoms, their esters,
molecules with a steric conformation, as well as fatty ethers and hydrocarbons based on
silicones or polymers without ester groups are classified as non-critical. Either no metabolism
takes place or the resulting breakdown products do not lead to increased growth or remain
liquid at body temperature and therefore have no comedogenic effect.

The degree of saturation of the fatty acid monoesters also influences the metabolic activity;
unsaturated fatty acids are used by the yeast fungi as a source of carbon and lead to increased

growth compared to saturated fatty acids.

In principle, further HPTLC analyzes are recommended for the optimization of cosmetic
formulations, in order to cover all combinations of germs and test substances. At least in the
growth tests carried out, there was no change in growth with the formulations developed

according to the principles mentioned above.
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