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Einfihrung

1. Einfihrung

"Es ist eine Ironie des Schicksals, dass im Laufe der Evolution die Hauptfeinde des
Menschen keine grof3en, wilden Tiere wie Lowen, Tiger oder Baren waren, sondern
winzige Insekten, gelegentlich weniger als ein Millionenstel so grof3 wie ihr Opfer.”
[Berenbaum, M.R., 1]

Insekten gehoren zum Stamm der Gliederfil3er (Arthropoda). Neben der Ordnung
Insecta beinhaltet er auch die Ordnung der Arachnida (Spinnentiere). (Abbildung
1-1).

Vertreter beider Ordnungen kénnen den Menschen direkt schadigen. Jedoch wird
die von Berenbaum aufgezeigte Ironie noch viel deutlicher, wenn man bedenkt, dass
oftmals nicht diese Tiere selbst dem Menschen schaden, sondern von ihnen tber-
tragene Krankheitserreger, die noch um ein Vielfaches kleiner sind.

Vergleicht man als Beispiel die Masse des Gelbfiebervirus von 1,13 x 10™"° kg mit der
eines Menschen von 75 kg, so ist der Unterschied noch um den Faktor 10™ gréRer

als von Berenbaum beschrieben.

Den Stamm der GliederfiiRer zeichnet eine grof3e Artenvielfalt aus. Mit rund 850000,
umfaldt er fast 20 mal so viele Arten wie der Stamm der Chordatiere (Chordata), un-

ter denen der Mensch (Homo sapiens sapiens) einzuordnen ist.[4].

Nur wenige Individuen der Arthropoda jedoch sind nennenswerte Feinde fir den
Menschen. Der Uberwiegende Teil namlich existiert unbemerkt neben ihm auf der
Erde. Einige Arten richten geringfligigen Schaden an der Gesundheit einzelner an,
wobei sie als direkter Feind wirken.

Die in Mitteleuropa beheimatete Stechmiicke (Culex pipiens) beispielsweise verur-
sacht durch ihren Stich die Bildung von geroteten juckenden Quaddeln.

Auch der Menschenfloh (Pulex irritans) 16st durch seinen Biss Juckreiz aus.

Die Milbenart Sarcoptes scabiei besiedelt die menschliche Haut und ruft die unange-

nehme Krétze (Skabies) hervor.
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Abbildung 1-1: Systematik der GliederfiiRer nach [2, 3, 4] *

! Wenn die systematischen Kategorien (Taxa) nicht ausreichen, kénnen Zwischenkategorien (z.B. Unterordnung, Unterfamilie) eingeschoben werden.
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L
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Abbildung 1-2: Systematik der Insekten nach [2, 3, 4] am Beispiel der Gelbfiebermiicke (Aedes aegypti)*

% Wenn die systematischen Kategorien (Taxa) nicht ausreichen, konnen Zwischenkategorien (z.B. Unterordnung, Unterfamilie) eingeschoben werden.
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Neben diesen, die wahrend der Nahrungsaufnahme bei ihnrem Wirt Mensch eine Re-
aktion hervorrufen, gibt es unter den Arthropoda auch solche direkten Feinde, die
unter dem Gefihl der Bedrohung dem Feind Mensch ein Gift verabreichen und da-
durch Schmerz und Schwellung hervorrufen, z. B. die Honigbiene (Apis mellifica), die
Wespe (u.A. Vespula-Arten) oder die Hornisse (Vespa crabro) als Vertreter der In-
secta, einige Skorpione (u. A. Euscorpius- Arten) oder Vogelspinnen (Aviculariidae

u.a. Familien) unter den Arachnida.

Arthropoda kénnen den Menschen aber nicht nur unmittelbar schadigen, als sog.
Vektoren fungieren sie oftmals, wie schon erwahnt, als Ubertrager von Krankheitser-
regern.

Aufgrund schlechter hygienischer Verhaltnisse ist es in vergangenen Jahrhunderten

auf diesem Wege zu Epidemien gekommen.

Im Mittelalter fielen Millionen von Menschen der Pest zum Opfer. Der Erreger, Yersi-
nia pestis, wird vom orientalischen Rattenfloh (Xenopsylla cheopis) auf den Men-
schen Ubertragen. Die blutsaugenden Flohe nehmen die Erreger von einem er-
krankten Nager auf. Sobald dieser an den Folgen der Krankheit stirbt, wechseln die
Flohe auf einen anderen Wirt, beispielsweise den Menschen. Die Bakterien ver-
stopfen aufgrund rascher Vermehrung die Kaumagen der Flohe, so dass diese keine
Nahrung mehr aufnehmen kénnen. Die hungernden Fl6he versuchen trotzdem Blut-
nahrung zu sich zu nehmen und erbrechen dabei ihren Mageninhalt in die Blutbahn
des Wirtes [1].

Napoleon verlor seinen Russlandfeldzug laut Berenbaum nicht aufgrund einer
schlechten militdrischen Strategie sondern wegen des Ausbruchs von Fleckfieber
(Typhus exanthematicus), durch das grol3e Teile seiner Armee starben. Noch An-
fang des 20. Jahrhunderts starben weltweit drei Millionen Menschen an der Krank-
heit. Die Mortalitat liegt, je nach Patientenalter zwischen 10 und 100 %. Sie wird
durch die Kleiderlaus (Pediculus humanus humanus) auf den Menschen Ubertragen.
Die Erreger (Rickettsia prowazeki) werden entweder mit dem Kot einer Laus oder

durch den Menschen, der eine Laus zerdrickt, freigesetzt und gelangen tber eine
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Wunde, die mdglicherweise von einem juckenden Lausebiss herrihrt, in die Blut-
bahn[1].

Beide Krankheiten spielen aufgrund der besseren hygienischen und medizinischen

Verhéltnisse jedoch heute in den industrialisierten Landern kaum noch eine Rolle.

In Europa ist der zu den Milben z&hlende gemeine Holzbock (Ixodes ricinus) ein
ernst zu nehmender Ektoparasit dieser Zeit. Er sitzt auf Buschen, auf der Unterseite
von Blattern, in hohem Gras oder auf Farnkraut und wartet dort oft monatelang auf
einen Wirt, auf den er sich dann fallen I&sst, um eine Blutmahlzeit einzunehmen.
Dabei bohrt er seinen mit Widerhaken besetzten Stechrissel in die Haut des Opfers
und verweilt dort u.U tagelang, bis er mit Blut vollgesogen ist. Das Sekret, das er ab-
sondert, enthalt nicht nur anéasthesierende Substanzen, durch die er unentdeckt
bleibt, sondern gegebenenfalls auch die Erreger der beiden folgenden Krankheiten
[5].

Er ist Ubertrager der Friihsommer-Meningo-Encephalitis (FSME). Bei dieser Viruser-
krankung kommt es 1-2 Wochen nach dem Biss zu grippalen Symptomen. Bei ei-
nem Teil der Erkrankten folgen nach einem kurzen beschwerdefreien Intervall Kom-
plikationen am Gehirn mit starken Kopfschmerzen, Lahmungen, Verwirrtheit, Be-
wusstseinsverlust und Sehstérungen. Die Ubertragung erfolgt in den Monaten Méarz
bis Oktober, die Hauptverbreitungsgebiete sind in Deutschland im sudlichen Baden-
Wiirttemberg und in Bayern, sowie Teile von Osterreich, der Schweiz, Skandinavien
und Osteuropa. Das Risiko ist insgesamt gering, da selbst in den Hochrisikogebieten
nur jede 50. bis 100. Zecke Virustrager ist, und es nur in einem Teil der Infektions-
falle tatsachlich zu einem Ausbruch der Krankheit kommt. Trotzdem ist sie ernst zu
nehmen, da sie zu Todesfallen oder Dauerschaden fihren kann [6].

Eine kausale Therapie ist nicht mdglich, jedoch die prophylaktische Impfung, in
Deutschland zugelassen fur Erwachsene und Kinder ab 12 Jahren.

Eine zweite durch Ixodes ricinus Gbertragene Krankheit ist die (Lyme-) Borreliose,
eine bakterielle Infektion durch Borrelia burgdorferi, deren Symptome u.a. qualende
Schmerzen, Lahmung von Hirnnerven, Entziindung des Gehirns oder des Ricken-
marks sind. Wenn die Erkrankung rechtzeitig erkannt wird, kann sie gut mit Antibioti-

ka therapiert werden [10].
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Die immer populérer werdenden Fernreisen in tropische Lander jedoch stellen die in
dieser Hinsicht bedrohlichste Gefahrenquelle der modernen Zeit dar. Besondere
Aufmerksamkeit wird in dieser Arbeit deswegen den dort lebenden Insekten als

Ubertrager von nicht selten todlich endenden Krankheiten geschenkt.

Die Klasse der Insekten beinhaltet die Ordnung der Zweiflligler (Diptera). Sie um-
fasst insgesamt 90000 Arten, davon gehdren 50000 Arten der Unterordnung Brachy-
cera (Fliegen) und 35000 Arten der Unterordnung der Nematocera (Miicken) an
(Tabelle 1-1) [4].

Ordnung: Diptera (Zweiflugler) 90000 Arten

Unterordnung: Nematocera (Mucken) 35000 Arten

Familie: Psychodidae (Schmetterlingsmucken =
Mottenmuicken)

Ceratopogonidae (Helidae, Gnitzen,
Bartmicken)

Simuliidae (Kriebelmuicken, Melusinidae,
scwarze Fliegen mit Stechrissel)

Culicidae (Stechmucken)

Einteilung der Stechmiicken (Culicidae)  Anophelinae (Gabelmucken)
in Unterfamilien: Culicinae (Culex pipiens = gemeine
Stechmucke, Aedes = Wald- und Wie-

senmicke)

Tabelle 1-1: Ordnung der Diptera mit moglichen Zwischenkategorien nach [4]

Die wohl bekannteste und am h&aufigsten vorkommende Tropenkrankheit ist die Ma-
laria. Sie kommt besonders in den tropischen Regionen Afrikas, im sudlichen Asien,
Im Sudwestpazifik und Teilen von Zentral- und Stdamerika vor [7].

Laut Schatzungen der WHO sterben jahrlich weltweit 1 Millionen Menschen an Mala-
ria.

Ubertragen wird sie von Anopheles-Miicken, hervorgerufen durch unterschiedliche

Plasmodien-Arten und tritt dementsprechend in unterschiedlichen Varianten auf.
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Malaria tertiana wird von Plasmodium vivax und ovale, Malaria quartana durch
Plasmodium malariae hervorgerufen. Diese beiden Formen sind selten und nicht
lebensbedrohlich.

Malaria tropica, die gefahrlichste Form, wird durch Plasmodium falciparum hervorge-
rufen. Sie hat eine Inkubationszeit von 1-2 Wochen und kann schnell lebensbedroh-
lich werden.

Eine medikamenttse Prophylaxe kann mit Primaquin, Chloroquin, Mefloquin, Pro-
guanil und Doxycyclin erfolgen, die den Ausbruch der Krankheit, nicht aber die Infek-
tion verhindern. Zur Therapie dienen die gleichen Wirkstoffe; zusatzlich kénnen
Halofantrin, Chinin sowie eine Kombination aus Pyrimethamin und Sulfadoxin ange-
wandt werden. Wegen der schnellen Resistenzentwicklung ist eine ausschlief3liche
Einnahme von Medikamenten oft unzureichend und MalRnahmen zur Vorbeugung

von Muckenstichen missen ergriffen werden [5, 8].

Eine zweite weit verbreitete Tropenkrankheit ist das Gelbfieber. Es wird vom Gelb-
fiebervirus, Charon evagatus, verursacht.

Es kommt vor in West- und Zentralafrika, sowie in Zentral- und Mittelamerika [6].
WHO-Schatzungen zufolge sterben jahrlich 30000 Menschen an Gelbfieber.

Die Erkrankung verlauft in 10 Prozent der Falle todlich. Uberlebt ein Patient jedoch,
behalt er lebenslange Immunitat. Eine Impfprophylaxe mit Gelbfiebervakzine ist
maglich, eine Therapie hingegen nicht.

Ubertragen wird diese Krankheit von der Gelbfiebermiicke, Aedes aegypti.

Sie gehort zur Unterfamilie der Cullicinae. Mit blol3em Auge lassen sich diese durch
ihre Kérperhaltung von den Anophelinae unterscheiden. Wahrend die Anophelinae
mit ihrem Kopf dichter auf dem Untergrund sitzen als mit ihrem Hinterteil und da-
durch einen schragen Schatten auf die Wand werfen, sitzen die Cullicinae parallel
zur Wand und werfen einen geraden Schatten. Bei genauerem Hinsehen ist sie auch
von ihren Gattungsgenossen durch ihre besondere Riickenzeichnung zu unterschei-
den. Die Gelbfiebermiicke liebt feuchtwarmes Klima und lebt in Menschennéhe. Fir
die Eiablage bendtigt sie nur kleine Wasseransammlungen, in der Natur beispiels-
weise Blattachseln, Bliten, Baumhohlen oder Kokusnussschalen, aber auch Glas-
scherben, Konservenbiichsen oder Dachrinnen gentigen. Auf Wasser gelegt,
schltipfen die Eier z. T. schon nach 2 Tagen, aber auch in der Trockene kdnnen sie

eine ganze Zeit Uberdauern, um dann erst in der nachsten Regenzeit zu schlupfen.

10
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Die Larven leben an der Wasseroberflache oder hangen mit ihnrem fur Aedes typi-
schen Atemrohr kurz darunter und erndhren sich vom mikroskopischen Aufwuchs an
den Wéanden des Behaltnisses. Ihre Entwicklung braucht unter giinstigen Lebensbe-
dingungen 6 Tage. Die Puppe lebt ahnlich wie die Larve, jedoch ohne zu fressen.
Ihre Entwicklung bendtigt 2 Tage und mehr. Von den ausgewachsenen Mucken ste-
chen nur die Weibchen und das unabhéngig von der Tageszeit, wobei sie bei einer
Temperatur von 25-28°C ihre héchste Aktivitat haben [12].

Wegen ihrer anspruchslosen Lebensweise und ihrer schnellen Entwicklung diente
die Aedes-Mucke als Versuchstier zum Test der im Rahmen dieser Arbeit entwik-
kelten Repellent-Formulierungen.

Diese Mickenart Gbertragt unter anderen auch das Denguefieber, eine Infektion mit
grippeahnlichen Symptomen, die nach einer Woche komplikationslos abheilt
("Siebentage-Fieber”). Bestimmte Varianten kdnnen gelegentlich einen schweren
Verlauf mit Blutungsneigung und Schocksymptomen nehmen, wobei Kinder eher
betroffen sind als Erwachsene [6].

Denguefieber gibt es in Westafrika, im Pazifik, in Stid- und Stdostasien, in der Kari-

bik, in Venezuela und in Kolumbien [5, 6, 10].

Im tropischen Afrika tritt zum Teil gehauft die tédliche Schlafkrankheit auf. Sie wird
ausgel6st durch Trypanosoma brucei gambiense und lbertragen von der Tsetseflie-
ge (Gattung Glossina).

Im Anfangsstadium kann mit Suramin therapiert werden, eine Impfung ist nicht mog-
lich [9,10].

Weitere, jedoch aul3erst selten vorkommende Tropenkrankheiten, die von Insekten
Ubertragen werden, sind das Dreitagefieber (syn. Pappatasifieber), das durch Phle-
boviren ausgeldst und von der Sandfliege (Phlebotomus pappatasi, Psychodidae)
ubertragen wird, sowie die Filarieninfektion Onchozerkose (Flusskrankheit), die
durch den Nematoden Onchocera volvolus hervorgerufen und von Kriebelmiicken

(Simuliidae, Melusinidae) der Gattung Simulium Gbertragen wird [10].

Die Gefahr, sich mit einer der beschriebenen Krankheiten zu infizieren, kann nicht

sicher ausgeraumt werden, da die vollstandige Ausrottung der Ubertrager, z.B. durch

11
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Zerstorung der Lebensbedingungen und Brutstatten oder das Ausbringen von Insek-

tiziden wie DDT, nicht méglich ist.

Daher bleibt die wichtigste vorbeugende MalRnahme, den Kontakt des Insekts mit
der Haut moglichst zu verhindern.

In den geféhrdeten Gebieten sollten, vor allem in der Dammerung, stehende Gewas-
ser gemieden werden, R&ume durch Insektizidverdampfer oder Sprays entwest wer-
den, sowie Fliegengitter und Moskitonetze als Schutz benutzt werden. Méglichst
grol3e Hautareale sollten von Kleidung bedeckt sein und unbedeckte Stellen mit Re-
pellents geschitzt werden [5].

Repellents oder Repellentien (repellere = abweisen, vertreiben) sind Stoffe, die ab-
stolRend wirken, ohne zu schadigen [11]. In der entomologischen Terminologie ver-
steht man darunter Duftstoffe, die von Insekten ausgesandt werden, um Feinde zu
vertreiben. Davon unterscheidet man die tiber Geschmacksorgane wirkenden Deter-
rentien, deren abschreckende Wirkung nur Uber sehr kurze Distanzen erzielt wird
[12]. Im pharmazeutischen und medizinischen Sprachgebrauch definiert man Re-
pellents (Insektenvertreibungsstoffe) als Einzelstoffe, Stoffgemische und Zubereitun-
gen, die durch Auftragen auf die Haut oder Impragnierung von Kleidung und anderen
Materialien Insekten und Spinnentiere vertreiben oder deren Ortung von Zielen ver-

hindern, um Menschen und Tiere zu schitzen [13, 14].

Der zur Zeit gebrauchlichste Wirkstoff ist N,N-Diethyl-m-toluamid (DEET). Er wurde
von Wissenschaftlern des U.S. Department of Agriculture entwickelt und von der
U.S. Army 1946 [15] patentiert. Fir die Zivilbevolkerung ist er seit 1957 verfligbar.
Die U.S. Environmental Protection Agency (EPA) stellte fest, dass 1980 mehr als 38
% der U.S. Bevdlkerung und weltweit mehr als 200 Millionen Menschen eine Formu-
lierung auf DEET-Basis benutzten [15]. Die Dauer des Schutzes ist einerseits ab-
hangig von der Wirkstoffkonzentration, andererseits von der Zusammensetzung der
Formulierung. Eine von der Deutschen Bundeswehr eingesetzte Losung (Insekten-
schutzmittel Bw) von DEET 30 % (m/m) in Isopropanol, mit einem Zusatz von Oli-
venol 2,5 % (m/m) und Lavendeldl 0,2 % (m/m) hatte bei Einsatzen in Kambodscha
und Somalia eine um etwa vier bis finf Stunden verkirzte Schutzdauer im Gegen-
satz zur Anwendung in Mitteleuropa, wo der Schutz sechs Stunden betrug [16].

Als Grinde hierfur kamen in Frage:

12
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* mechanischer Abrieb des Repellents von der Haut durch Kleidung oder andere
Objekte

» Penetration des Repellents in die Haut mit anschlieRender transdermaler Re-
sorption

* Entfernung des Repellents von der Haut durch Schweil3, der sich aufgrund hoher

Temperaturen und korperlicher Betatigung bildete sowie durch Regen [17, 18].

Angestrebt wird eine Schutzdauer von sechs bis acht Stunden, die in gemaRigten
Klimazonen bei Verwendung alkoholischer DEET-L6sungen gewahrleistet ist.
Zielsetzung dieser Arbeit war deshalb, eine Formulierung zu entwickeln, die auch bei
tropischem Klima durch verbesserte Haftfestigkeit ausreichend lange Schutz bietet.
Die Formulierungsansatze wurden mit z.T. neu entwickelten Prufverfahren in-vitro

getestet.

13
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2. Theoretischer Teil

2.1. Repellents

Die Wirkmechanismen der verschiedenen Repellents sind noch weitgehend unge-
klart [19]. Ansétze hierfur gibt es in den Mechanismen, mit denen Insekten ihre Wirte
wahrnehmen. Sie orientieren sich an Gertichen, am Geschmack, an der Temperatur,

an Feuchtigkeit, an Licht, an Lauten und an mechanischen Reizen.

2.1.1. Sinnesphysiologie der Insekten

Die Geruchsorgane, Sensillen, liegen auf den Antennen, die bei mannlichen und
weiblichen Insekten morphologisch haufig sehr unterschiedlich sind. Die Sensillen
bestehen aus Sinneshaaren, sie kdnnen aber auch stabchen-, kegel- oder platten-
formig sein. Auf ihnen befinden sich G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die, durch
Komplexe aus Duftstoffen und Bindeproteinen aktiviert, unter Beteiligung intrazellula-
rer Botenstoffe lonenkandle 6ffnen. Dadurch werden an den Zellen Aktionspotentiale
ausgel6st. Den Mannchen dienen die Geruchsorgane vor allem der Wahrnehmung
weiblicher Sexuallockstoffe, den Weibchen hauptsachlich zur Ortung von Futterduf-
ten. Die Geruchsintensitat und -qualitat ist von der molekularen Struktur der Duft-
stoffe abhangig. Welche funktionellen Molekulgruppen an der Reizentstehung betei-
ligt sind, ist noch weitgehend unerforscht, was die Synthese neuer Wirksoffe, die als
Repellent eingesetzt werden kénnen, erschwert. Einzelstoffe, die auf Geruchsorgane
wirken sind z.T. bekannt. Anziehend auf Stechinsekten wirken besonders Schweil3-
bestandteile wie Aminoséauren, Steroide, Milchsaure, Ammoniak, Harnstoff und
Kohlenwasserstoffe sowie abgeatmetes Kohlendioxid. [12, 14, 15, 20, 21, 22, 23]
Die Zusammensetzung menschlichen Urins hat ebenfalls Einfluss auf die Ortung
eines Wirtes. Wegen der Ausscheidung von Estrogenen in Abhangigkeit vom Men-
struationszyklus sollen Frauen bevorzugte Opfer von Stechmiicken sein [14, 23].
Diese These ist jedoch nicht gesichert. Gilbert et al. [ 24] hingegen behaupten nam-

lich, Ma&nner seien die beliebteren Wirtsorganismen.

Mit den Geschmacksorganen am Epipharynx und den Mundwerkzeugen wird die

Nahrung ausgewahlt, fur die Ortung von Wirten sind sie jedoch bedeutungslos [12].

Die Thermorezeptoren, mit denen Insekten Temperaturdifferenzen und Waér-

mestrahlung wahrnehmen, sind tber den gesamten Korper verteilt und kbnnen an
14
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den Beinspitzen und auf den Antennen vermehrt auftreten. Fur Stechinsekten ist der
Temperatursinn ein wichtiges Instrument zur Wirtsortung. Bei weiblichen Aedes
aegypti wurden Sensillen mit zwei Thermorezeptoren, einer Kalt- und einer Warm-
zelle gefunden. Zusatzlich geht von Warmequellen ein durch Konvektionsstromung
ausgeloster, mechanischer Reiz aus, der von Tasthaaren und -kegeln registriert wird
[12, 14, 20, 21].

Mit Hilfe von Feuchterezeptoren kénnen Insekten Feuchtigkeit, die von potentiellen
Wirten ausgesandt wird, z.B. Schweiss oder Atem, registrieren. Grundsétzlich zieht
Luftfeuchtigkeit Insekten an. Aedes aegypti meidet aber Wasserdampf, dessen
Temperatur weniger als 13°C betragt und Anopheles atroparvus relative Luftfeuch-
tigkeit von 90 - 100 % [12, 14, 20, 21].

Zwar konnen Dipteren Licht, Form, Farbe und Bewegung erkennen, die optische
Wahrnehmung spielt dennoch bei der Nahrungssuche eine untergeordnete Rolle
und hat nur unterstitzende Funktion, beispielsweise bei der Verfolgung einer Beute.

Dunkle Farben werden im allgemeinen bevorzugt [14, 21].

Der Horsinn ist bei mannlichen Stechmucken starker ausgepragt als bei weiblichen.
Schwingungen des Antennenschaftes, die das Johnstonsche Organ reizen, welches
sich auf dem zweiten Antennensegment befindet, werden als Laut wahrgenommen.
Von Weibchen erzeugte Téne I6sen bei den Mannchen Begattungsreaktionen aus.
Obwohl Weibchen schlechter hoéren als M&nnchen, attackieren sie bevorzugt Beute,
die hohe Tone von sich gibt [12, 14, 20].

Tasthaare und -kegel sind Uber den ganzen Kérper verteilt, befinden sich aber ver-
mehrt an Antennen, Mundgliedmalien, Beinspitzen, Fliigeln, Schwanzborsten (Cerci)
und auRReren Geschlechtsorganen. Damit nehmen Insekten Bertuhrungen, Erschiitte-
rungen, Luftstrétmungen und Lage der eigenen Korper sowie ihrer Bewegungen
wahr. Sie erhalten Informationen tGber Temperatur, Zucker- und ATP-Gehalt der
Nahrung [12, 14, 21, 22].
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2.1.2. Wirkmechanismen von Repellents

Die, fur eine gezielte Repellentsynthese zu beachtende, dreidimensionale Rezeptor-
struktur und der molekulare Wirkmechanismus von Repellents an dem Rezeptor
wurden noch nicht detailliert aufgeklart. Es gibt einige Strukturmerkmale bei den un-
terschiedlichen Wirkstoffen, die offensichtlich fur die absto3ende Wirkung verant-
wortlich sind. Dazu z&hlen ein Carbonséaureamid, das ggf. durch einen Ester ersetzt
werden kann, da der Carbonyl-Sauerstoff die wirksame Komponente ist, ein sp3 hy-
bridisiertes Sauerstoff-Atom in einer Hydroxyl- oder Ester-Gruppierung und ein lipo-
philer Rest, der die beiden funktionellen Gruppen tragt [25]. In Kapitel 2.1.4 werden
Beispiele von Substanzen mit Strukturformeln aufgefuhrt. Fur bestimmte Molekul-
gruppen existiert eine Rangliste abnehmender Wirkintensitat: Amide > Imide > Alko-
hole > Phenole [26]. Repellents wirken in der Dampfphase [27], deshalb ist die Wir-
kung abhangig vom Dampfdruck bzw. Siedepunkt der Substanzen. Dieser liegt bei
den synthetischen Wirkstoffen i.d.R. zwischen 100 und 300°C.

Nach Auswertung von Verhaltensstudien und elektrophysiologischen Experimenten
(vgl. 2.1.3) gibt es nach Combemale [14], MC Iver [27] und Davies [28] verschiedene
Angriffspunkte fur Repellents auf neuronaler Ebene. Auf den Sensillen der Insekten
befinden sich demnach fiinf verschiedene Chemorezeptoren, woraus funf mdgliche
Wirkmechanismen resultieren.

Durch Repellents kdnnen die Antworten sensibler Neuronen auf anziehende Signale
verhindert werden (DEET, Ethylhexandiol). Anziehende Effekte, die von schwach
erregten Neuronen ausgehen, kénnen aufgrund starker Erregung in abstoRende Ef-
fekte umgewandelt werden, dem natirlichen Jagdtrieb entgegengesetzte Reflexe
konnen ausgeldst werden, Schmerzrezeptoren kbénnen erregt werden, was Fluchtre-
aktionen auslost (DEET) und anziehende Signale kénnen durch eine Art Grundrau-

schen Uberlagert werden.

2.1.3. Testmethoden

In-vitro-Tests

Zur Zeit gibt es zwei Testverfahren, die sich etabliert haben. Das erste ist das Ver-
fahren mit Hilfe der Y-Rohre (Y-tube), die aus drei glasernen Asten besteht, die Y-
formig angeordnet sind. Zwei Aste werden mit jeweils einem Luftstrom gleicher

Stromungsgeschwindigkeit durchstromt. Ein Luftstrom enthalt ein Repellent oder At-
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tractant -dies sind Substanzen, die auf Insekten anziehend wirken- der andere
Reinluft ohne zugesetzte Substanzen. Am Ende des dritten Astes befindet sich eine
Kammer mit Versuchstieren. Zu Versuchsbeginn wird die Kammer getffnet, und die
Tiere verteilen sich je nach Vorliebe in den drei Asten der Apparatur. Durch Auszah-
lung kann die Verteilung der Tiere bestimmt werden [14, 25].

Eine zweite Moglichkeit ist die Messung elektrischer Potentiale auf den Insektenan-
tennen oder sogar auf einzelnen Antennensegmenten (Elektroantennometrie). Dazu
werden den lebenden Insekten die Antennen abgetrennt und mit jeweils einem Ende
an Elektroden befestigt. Ein Luftstrom mit Einzelstoffen oder Substanzgemischen
wird mit definierter Stromungsgeschwindigkeit Gber die Antenne geleitet. Wenn die
Substanzmolekiile an membranstéandige Proteine binden, kénnen sich diese Sub-
stanz-Protein-Komplexe an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren anlagern und durch
Offnung von lonenkanalen Potentialdifferenzen auslésen, die bei gentigender Inten-
sitat als elektrische Signale an den Elektroden gemessen und als Elektroantenno-
gramme aufgezeichnet werden. Dabei korrelieren Wirk- und Signalstarke [25, 29,
30].

In-vivo-Tests

Das Versuchsdesign von in-vivo- oder Stechtests kann sehr vielseitig sein. Man un-
terscheidet Labor- und Freilandversuche. Wird ein neuer Wirkstoff entwickelt, wer-
den die ersten Tests an Tieren, wie rasierten Hunden, Kaninchen, Meerschweinchen
u.a., im Labor durchgefiihrt. Dabei wendet man die gleiche Methodik wie bei Men-
schen an.

Bei menschlichen Probanden wird eine definierte Substanzmenge auf die Unterarme
aufgetragen, wobei auf dem einen Arm die Test-, auf dem anderen die Referenzsub-
stanz appliziert wird. Je nach Testverfahren wird der gesamte Arm mit Substanz ein-
gerieben oder nur bestimmte Hautareale, wobei die restliche Haut durch eine Folie
geschutzt sein kann. Die Probanden halten ihre Arme in bestimmten Zeitabstanden
von i.d.R. 1 h fir ca. 5 - 10 min in einen mit einer vorher festgelegten Insektenart
gefullten Kafig. Die Anzahl der Tiere, die aus sterilen Zuchten stammen und somit
keine Vektoren fur Krankheiten sind, variiert zwischen 15 - 400 Exemplaren. Der
Versuch wird entweder abgebrochen, wenn ein Tier zum Stich oder Biss ansetzt,

oder es wird ein Zeitpunkt bestimmt, nach dem die Stiche gez&hlt werden.
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Als Ergebnis wird die Zeit des absoluten Schutzes oder des 90 %igen Schutzes im
Vergleich zum Referenzpraparat angegeben.
Fur die Berechnung der Richtzahl des prozentualen Schutzes kann folgende Formel

angewendet werden:

ZR: Anzahl der Stiche Referenzpréaparat

Zr: Anzahl der Stiche Testpraparat

Richtzahl = 27~ %7 100%

R

Gleichung 2-1

Einige Autoren geben die mittlere Repellent-Dosis als die Dosis an, die notwendig
ist, um 50 % der Insekten zu vertreiben bzw die bei 50 % der Probanden einen Stich
verhindert (EDsp).

Eine weitere Mdglichkeit ist, die minimale Effektivdosis anzugeben (MED), die not-

wendig ist, um einen Schutz von 99 % - 100 % uber 30 min zu gewahrleisten.

Bei Feldversuchen werden menschliche oder tierische Probanden im Freiland den
dort natdrlich vorkommenden Insekten ausgesetzt und die o.a. Kenngrol3en be-
stimmt, oder man vergleicht die Anzahl der Stiche von behandelten mit unbehandel-
ten Hautstellen. Die Anzahl der Stiche auf unbehandelten Hautarealen spiegelt die
Aktivitat der Insekten wieder. Die Schutzzeit ist bei diesem Versuchsdesign die Zeit,
nach der ein erster Stich auf einer mit Repellent behandelten Hautstelle erfolgt. Der
Zeitraum wird bestétigt durch zwei aufeinanderfolgende Stiche innerhalb von 15 min
[14, 31].

Das Versuchsdesign der verschiedenen Experimente variiert stark hinsichtlich In-
sektenart, Umgebungsbedingungen, applizierter Repellent-Dosis, Applikationsort,
Zusammensetzung des Probandenkollektivs und Auswertungsmethode. Manchmal

fehlen einige der Angaben vollstandig.

Auch wenn die Kontrolle der Umgebungsvariablen (Temperatur, Luftfeuchtigkeit) im
Laborexperiment mdglich ist, haben die Tests, im Vergleich zum Feldversuch, eine

geringere Aussagekraft, da z.B. nur eine Insektenart getestet wird. Bei Feldversu-
18



Theoretischer Teil

chen kénnen die Umgebungsbedingungen nicht standardisiert werden. Die Durch-
fihrung ist mit hohem Aufwand verbunden, dafir fihren diese Tests aber zu Ergeb-

nissen mit hoherer Relevanz.

Ein objektiver Vergleich der Studien ist wegen der unterschiedlichen experimentellen
Wege zur Bestimmung von Wirkung und Wirkdauer von Repellents, nicht méglich.
Ebensowenig ist es mdglich, absolute Zahlen fir die Schutzzeit bzw. Wirkdosis zu
ermitteln. Deshalb kann eine vergleichende Bewertung der Ergebnisse nur innerhalb

eines Experiments erfolgen.

2.1.4. Synthetische Repellents

Diethyltoluamid (DEET, N,N-Diethyl-m-toluamid, N,N-DiethyI-3-
methylbenzamid)

DEET (Abbildung 2-1, M = 191.28 g/mol) ist eine dlige, klare, farblos bis schwach
gelbliche Flussigkeit mit einem charakteristischen Geruch. Sie ist unléslich in Was-
ser, Glycerol und Paraffin, aber mischbar mit Alkohol , Chloroform, Diethylether und
Propylenglycol. Der Siedepunkt liegt bei 160°C, der Dampfdruck bei 20°C betragt 7,5
x 10°® bar. Es zerstort viele Kunststoffe, wie Acrylate, PVC und Polystyrole, aber
i.d.R. keine Kleidung [32, 33].

DEET ist wirksam gegen Stechmiicken, Fliegen, Bremsen, Flohe, Zecken und Mil-
ben. Die Wirkung gegen Bienen und Hummeln, Wespen und Hornissen sowie Lause
ist nur schwach oder kann nicht nachgewiesen werden [34].

Eine mittlere Schutzdauer von DEET kann nach Combemale [14] mit 4,2 h angege-
ben werden. Sie héngt aber, wie bei allen Repellents, sehr stark vom Versuchsde-
sign, der applizierten Dosis, der Formulierung und der Insektenart ab und variiert von
1 - 12 h. Sie nimmt mit steigender Dosis zu, kann jedoch ab einer bestimmten Men-
ge nicht mehr deutlich verlangert werden. Sehr geringe Dosen kénnen sogar anzie-
hend auf Insekten wirken [35]. DEET ist als Lésung, Emulsion, Creme und Stift in
Konzentrationen von 5 - 100 % im Handel, mit einem Optimum von 35 bis 50 %.
Wird es auf der Kleidung angewendet, bietet es fur 4 bis 6 Wochen Schutz [14, 15,
34, 36, 37].

DEET wird nach epikutaner Applikation zu weniger als 10 % resorbiert. Studien mit
radioaktiv markiertem DEET zeigten, dass nach Auftragen von DEET-Reinsubstanz
19



Theoretischer Teil

5,6 % und nach Auftragen einer Lésung von 15 % DEET in Ethanol 8,3 % der appli-
zierten Menge resorbiert werden. Die aufgetragenen DEET-Dosen betrugen 0,625
und 0,5 mg/cmz. Andere Studien ergaben resorbierte DEET-Mengen von 11 - 54 %,
wobei die aufgetragenen Mengen zwischen 0,08 und 1,86 mg/cm2 lagen [34].
DEET wird nach Resorption fast vollstandig metabolisiert und tber die Nieren aus-
geschieden. Verabreicht man sehr hohe Mengen, wie bei einer Studie bei der 75 %
der Hautoberflache mit insgesamt 10,4 g DEET eingerieben wurden, kénnen bis zu
14 % DEET unverandert ausgeschieden werden. Es wird in insgesamt sechs Meta-
bolite biotransformiert, von denen N-Ethyl-3-carboxylbenzamid und N,N-Diethyl-3-
carboxylbenzamid die gro3ten Anteile darstellen [34, 41].

Die akute orale Toxizitat bei mannlichen und weiblichen Ratten betragt 3,3 und 2,4
g/kg Korpergewicht, nach einer Gabe von 95 %igem DEET. Die LD50 liegt bei 1,95
o/kg Korpergewicht per os. Der LD50-Wert nach dermaler Verabreichung betragt
zwischen 4 und 5 g/kg Korpergewicht [14, 34].

Nach versehentlicher oraler Aufnahme traten beim Menschen Symptome einer toxi-
schen Encephalopathie, Atemnot, Reflexstorungen, Verwirrtheitszustéande, Gleich-
gewichtsstérungen, Ataxie, Konvulsion und Koma auf [14, 34, 38].

Bei bestimmungsgemaliem Gebrauch kann es zu Hautreizungen und Urticaria, be-
sonders in Gelenkbeugen und Hautfalten, kommen. Konzentrationen, die tber 30 %
DEET lagen, haben in Einzelfallen Blasenbildung, Ulcerationen und Nekrosen her-
vorgerufen [34, 38].

Deshalb sollte DEET nicht in der Schwangerschaft und Stillzeit oder bei Sauglingen
angewandt werden.

Im Tierexperiment konnten keine phototoxischen, mutagenen, teratogenen oder

kanzerogenen Nebenwirkungen nachgewiesen werden [14, 38, 38, 39, 40, 41, 42].

DEET ist enthalten in Praparaten mit den Handelsnahmen Autan(J, Diethyltoluamide
Topical Solution USP 23, Dusk[d, Iltem[J, Jungle Formula Insect Repellent[], Lozione
Cruz Verde Zanzarall, Entom[], Jungle Formula Insect Repellent Plus U.V. Sun-
screens(], Pellit], Repel 1000, MicalinJ u.v.a. [15, 38, 43, 44, 45].
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Abbildung 2-1

Bayrepel (KBR 3023, 2-(2-Hydroxyethyl) piperidin))
1996 wurde von der Fa. Bayer der neue Wirkstoff Bayrepell (Abbildung 2-2, M =
229,3) entwickelt, der als Cremes, als Emulsion (Lotion, Milch) und als Stift in Kon-
zentrationen von 10 - 20 % im Handel ist. Er wurde an rasierten Meerschweinchen
und Probanden sowohl im Labor, als auch im Freiland gegen DEET getestet. Fir die
Labortests wurden u.a. Aedes aegypti, Anopheles stephensi, Culex quinquefasciatus
(Hausmucke) und Stomoxys calcitrans (Wadenstecher) verwendet. In Freilandtests
wurde die Repellentwirkung gegen verschiedene Familien (Tabanidae, Culicidae)
und Gattungen, u.a. Simulium, Aedes, Culex, Anopheles, der Dipteren untersucht.
Die Schutzdauer betrug in Abhangigkeit von der aufgetragenen Menge und Tierart
zwischen 1 und 11 h. Obwohl Bayrepel in 16 von 22 Stechtests DEET Uberlegen
war, bot keine der beiden Substanzen einen deutlich langeren Schutz. 10- und 20
%ige DEET- und Bayrepel-Formulierungen der Fa. Bayer AG wurden betreffend ihrer
Wirkdauer im Feldversuch gegen Aedes albopictus und Culex quinquefasciatus ge-
testet, mit dem Ergebnis, dass weder morgens noch nachts ein statistisch signifi-

kanter Unterschied zwischen beiden Substanzen bestand.

Im Tierexperiment traten bei lokaler Applikation der Substanz vereinzelt Schleim-
hautreizungen auf. Die Penetration durch die Haut wurde als "geringfligig" angege-
ben. Bayrepel wurde nicht metabolisiert, sondern zu etwa 75 % unverandert Uber die
Niere und zu 15 % Uber die Leber eliminiert. Die Toxizitat nach oraler Einnahme wird
als gering eingestuft [25 ,46, 47, 48, 49, 50].
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Bayrepel

Abbildung 2-2

Dimethylphthalat (DMP), Diethylphthalat (Palatinol) und Dibutylphthalat
Dimethylphthalat (Abbildung 2-3, M = 194,19 g/mol, Siedepunkt: 283,7 °C), eine

farblose, olige, in Wasser schwer |6sliche Flussigkeit, wurde 1929 erstmals erwahnt.
Es ist mischbar mit Ethanol und anderen organischen Losungsmitteln, muss vor
Licht geschuitzt aufbewahrt werden und darf nicht mit Kunststoffen und Synthetikfa-
sern in Berihrung kommmen [14]. Die mittlere Wirkdauer betréagt 90 min und redu-
ziert sich aufgrund seiner Thermolabilitat bei Temperaturen tiber 40°C um das 10-
fache [51]. Es wird ausschlie3lich in Kombinationspraparaten eingesetzt, in einer als
geeignet angesehenen Konzentration von 40 % [14]. Nach britischen Richtlinien
sollten Uber einen langeren Zeitraum nicht mehr als 5 mg/m3, Uber einen kirzeren

Zeitraum nicht mehr als 10 mg/m3 appliziert werden.

Die Letaldosis bei der Maus betragt 8,570 mg/kg Kérpergewicht nach peroraler Ga-
be. Eine erhdhte Sterblichkeit bei Fetus oder Mutter konnte nicht festgestellt werden,
und es beeinflusst die Fruchtbarkeit der Tiere nicht. Mutagene und cancerogene Ne-
benwirkungen wurden nicht festgestellt. Nach intraperitonealer Gabe wurden fetale
Knochenmisshildungen beobachtet.

Beim Menschen traten Reizungen an Augen und Schleimhauten auf, bei sachgema-
Rem Gebrauch ist aber nicht mit Hautirritationen zu rechnen. Nach Inhalation wurden
Halsschmerzen, Husten und Schwindel beobachtet, nach oraler Einnahme zusatzlich

zentralnervose Stérungen, Unterleibsschmerzen und Ubelkeit.

DMP ist in den Handelspraparaten KulanJ, Mousticremel und Pellitx] enthalten [14,
27, 38, 51, 52].
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Palatinol (M = 222,24 g/mol, Siedepunkt: 298,0°C) hat ahnliche physikalische und
chemische Eigenschaften wie DMP. Hinsichtlich der Toxizitat unterscheiden sich
beide Substanzen kaum. Palatinol wird in der Regel als Lésungsmittel fir Kunststoffe

eingesetzt und nicht als Repellent [25, 53, 54].

Dibutylphthalat (M = 278,3 g/mol) ist weniger fliichtig als DMP und Palatinol und wird
vorwiegend zur Impragnierung von Kleidung verwendet. Da es in der Technik als
Weichmacher fur Kunststoffe eingesetzt wird, sollte bei der Verwendung als Insek-
tenschutzmittel darauf geachtet werden, dass es nicht mit solchen Materialien in

Kontakt kommt, da es diese schadigen wirde [38].

OR
OR

R= CH3 DMP
R=C,Hs Palatinol

Abbildung 2-3

2-Ethyl-1,2-hexandiol (Ethylhexandiol, Rutgers 612)
Ethylhexandiol (Abbildung 2-4, M = 146,23 g/mol, Siedepunkt: 243°C) wurde 1935

entdeckt. Es ist eine 6lige Flussigkeit mit einem schwachen Geruch nach Hamame-
lis, wenig mischbar mit Wasser, 16slich in Alkoholen und organischen Lésungsmit-
teln. Es schadigt Kleidung und Kunststoffe nicht, verandert aber die Farbe von Lak-
ken [14, 53].

Die mittlere Schutzzeit gegen Stechmucken (Aedes aegypti, Anopheles quadri-
maculatus u.a.) betragt weniger als acht Stunden und wird bei Temperaturen tber
40°C auf 10 min herabgesetzt [14]. Unter Laborbedingungen variiert die Schutzdauer
von 1 - 8,5 h [14, 18]. In trockenen Klimazonen mit einer relativen Luftfeuchte von
weniger als 35 % ist sie gegeniber gemaRigten und feuchten Klimazonen herabge-
setzt. Ethylhexandiol wird am geeignetsten in Konzentrationen von 30 -50 % einge-

setzt [14]. Es wird mit DMP und Indalon kombiniert.
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Ethylhexandiol wirkt 8 Tage bei trockenem Klima, wenn Kleider mit der Substanz

impragniert werden [14].

Die LD50 beim Kaninchen betragt nach peroraler Gabe 2,45 und nach kutaner Gabe
9,4 mg/kg Kérpergewicht. 12 % der Substanz werden perkutan resorbiert und zu 75
% nach 12 - 24 h Uber die Niere ausgeschieden. Es konnte keine mutagene oder
karzinogene Wirkung festgestellt werden. Ethylhexandiol ist gut vertraglich und nur in
seltenen Fallen fur Befindlichkeitsstorungen verantwortlich. Nach oraler Einnahme
sind zentralnervose Stérungen aufgetreten. Angaben uber Irritationen von Haut oder

Schleimhauten sind nicht bekannt [38].

Handelnamen sind Z.StopJ und KulanJ [14, 36, 38, 53].

CHjs
CHs
OH OH

2-Ethylhexandiol

Abbildung 2-4

Indalon (Butyl 3,4-dihydro-2,2-dimethyl-4-oxo-2H-pyran-6-carboxylat)
Indalon (Abbildung 2-5, M = 226,27 g/mol) war das erste synthetische Repellent mit
einer doppelt so hohen Wirksamkeit wie Citronelldl [14]. Es wird vorwiegend als Zek-
kenschutzmittel in Kombination mit DMP und Ethylhexandiol angewandt. Auf der
Kleidung angewendet, bleicht es deren Farben aus und ruft bei dermaler Applikation
Hautirritationen hervor. In den USA gibt es zur Zeit kein Produkt, das Indalon enthalt
[14, 38, 53, 55].
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Abbildung 2-5

Insekt-Repellent 3535 (3-(N-n-butyl-N-acetyl-aminopropionséure-ethylester,

Merck 3535)
Merck 3535 (Abbildung 2-6, M = 215,29 g/mol, Siedepunkt: 292°C) wurde 1969 ent-
wickelt und seit 1973 vorwiegend in Europa vermarktet. Die Wasserldslichkeit betragt
6%, die Loslichkeit in Paraffindl 2 - 3 %, in ein- und zweiwertigen kurzkettigen Alko-
holen ca. 50 % [14, 56]. Die fur Zubereitungen geeignete Konzentration liegt bei 20
%. In Stechtests war die Wirkdauer mit der von DEET vergleichbar. Die Schutzzeiten
betrugen fur Anopheles gambiae, Culex pipiens und Aedes aegypti zwischen 2 und
7,5 him Laborversuch und 6 h im Freilandversuch [14, 19].

Es schadigt Kunststoffe und Synthetikfasern [14].

Die LD50 bei der Ratte betragt 14 g/kg Kérpergewicht nach oraler Gabe. Die Sub-
stanz reizt die Augen, ruft aber weder beim Meerschweinchen noch beim Menschen
Sensibilisierungsreaktionen der Haut nach dermaler Applikation hervor. In Tierversu-
chen konnten keine phototoxischen oder teratogenen Wirkungen festgestellt werden
[14, 19, 56].

0
H3C/\/\N/\)k0/\CH3

N

Merck 3535

CHs

Abbildung 2-6
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N,N-Diethyl-2-phenylacetamid (DEPA)
DEPA (Abbildung 2-7, M = 191,27 g/mol, Siedepunkt: 169 - 171°C) wurde 1954 ent-
wickelt und erstmals als Repellent gegen Aedes aegypti beschrieben. Es wurde in
Indien als Ersatz fur DEET benutzt, da eine Ausgangssubstanz fur die DEET-
Synthese, das 3-Methylbenzamid, nicht immer verfugbar war, und DEET-haltige Re-
pellents somit sehr teuer waren.
Die Substanz ist wirksam gegen ein breites Spektrum von Arthropoden, dazu z&ahlen
Stechmuicken verschiedener Arten, Kriebelmicken, Kiichenschaben, Zecken, Blut-
egel, Rattenfléhe u.a. Eine Studie, bei der DMP, DEPA und DEET gegen Culex
quinquefasciatus getestet wurden, mit einer jeweis applizierten Menge von 0,5
mg/cm2 Haut, ergab Schutzzeiten von 3,0 h fir DMP, 6,5 h fir DEPA und 7,5 h fur
DEET. Die Dauer des Schutzes war in vielen Tests fur DEPA um ca. 1 - 1,5 h kirzer
als fur DEET. Rao, S.S. und Rao, K.M. [57] stufen beide Substanzen aber als
gleichwertig ein.
DEPA impragnierte Kleidung bot 30 - 36 h Schutz gegen Aedes aegypti und Culex

quinquefasciatus [14].

Die LD50 von DEPA nach oraler Gabe bei der Ratte betragt 1 g/kg Kérpergewicht.
Nach Verschlucken grofl3er Mengen, als Folge von Unféllen oder Selbstmordversu-
chen, hat es bei den betroffenen Personen Acidose und Leberentziindung hervorge-
rufen [57]. Die Substanz wurde in Tierversuchen (Meerschweinchen, Ratten, M&use)
nach dermaler Gabe resorbiert und z.T unverandert, z.T. in Form seiner Metaboliten
N-Ethylphenylacetamid, Phenylacetamid und konjugierte Phenylessigsédure mit dem
Urin ausgeschieden. Sie wird als nicht-mutagen und nicht-reproduktionstoxisch ein-
gestuft. In Kaninchentests zeigten sich keine Hautirritationen oder Phototoxizitat

nach topischer Anwendung [57, 58].
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(2-Hydroxymethylcyclohexyl)-essigsédurelacton (CIC-4, Octahydro-

benzopyran-3-on))

CIC-4 (Abbildung 2-8, M = 154,21 g/mol) hatte in Laborversuchen teilweise eine lan-
gere Wirkung gegen Anopheles dirus als DEET und im Feldversuch die gleiche. Da-
bei sank nach 2 h die Repellenteffektivitat unter 95 %. Es wurden jeweils 25 %ige
ethanolische Losungen eingesetzt. Eine andere Studie, bei der 0,4 mg/cm2 einer
jeweils 12,5 %igen ethanolischen Losung auf das Ohrlappchen aufgetragen wurden,
hatte DEET eine signifikant langere Wirkdauer. Testobjekt war Leptoconops ameri-
canus, eine zur Familie der Ceratopogonidae zéhlenden Mickenart. In USA und

Deutschland ist zur Zeit kein Repellent mit diesm Wirkstoff auf dem Markt. [55, 59,

60]
(1t
0
CiC-4

Abbildung 2-8

2.1.5. Natirliche Wirkstoffe und deren synthetische Abkdmmlinge

Viele Repellents pflanzlichen Ursprungs sind derzeit im Handel. In diesem Abschnitt

sollen nur einige davon vorgestellt werden.
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Atherische Ole

Citronelldl (Oleum Citronellae)

Citronelldl ist ein blaR- oder tiefgelbes, fliichtiges Ol von angenehm charakteristi-
schem, zitronenartigem Geruch, erhalten durch Wasserdampfdestillation aus dem
Kraut von Cymbopogon nardus oder C. winterianus (Graminaceae) oder Varietaten
oder Hybriden dieser Spezies. Seine Hauptkomponenten sind Geraniol (C1oH150)
und Citronellal (C10H150). Cymbopogon winterianus enthalt ca. 20 - 30 % Geraniol
und 40 - 60 % Citronellal. Das Ol von Cymbopogon nardus enthélt nur etwa die
Halfte beider Bestandteile oder sogar weniger. Es ist I6slich in 4 Teilen Ethanol
(80%) und ergibt eine klare oder schwach opaleszierende Losung. Es ist kiihl und

vor Licht geschitzt zu lagern.

Citronelldl wird als Parfim oder Insektenschutzmittel genutzt. Die Wirkung ist niedri-
ger und die Wirkdauer ktrzer im Vergleich zu den synthetischen Repellents. In
Labortests wurden Schutzzeiten von 15 min (Anopheles quadrimaculatus) bis zu 4 h
(Culex fatigans) ermittelt. In Freilandversuchen variierte der Schutz zwischen 40 und
87 min.

Es wird typischerweise in Konzentrationen von 5 % (Buzz Away[J Lotion, Pump
Spray) bis 10 % (Natrapel Lotion, Pump Spray) oder als reines Ol auf der Haut an-
gewendet [15].

Das atherische Ol ruft als wichtigste Nebenwirkung Uberempfindlichkeitsreaktionen

der Haut, wie beispielsweise Kontaktekzem, hervor [14, 38 , 61].

Eucalyptusdl (Oleum Eucalypti, Eucalypti aetheroleum)

Eucalyptusol ist ein farbloses oder hellgelbes, fliichtiges Ol mit einem charakteristi-
schen, aromatisch campherartigen Geruch und scharfem, kilhlendem Geschmack.
Es wir durch Wasserdampfdestillation der Blatter oder frischen Zweigspitzen ver-
schiedener Eucalyptusarten gewonnen (E. globulus, E. fruticetorum, E. smithii,
Myrtaceae). Das Rohdl wird wegen der Atemweg-reizenden Aldehyde (Butyl-, Vale-
ryl-, Caprylaldehyd) rektifiziert. Es enthalt mindestens 70% 1,8-Cineol (Eucalyptol)
und ist I6slich in 5 Teilen Ethanol 70%. Es soll vor Licht geschitzt gelagert werden.
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Eukalyptusol wird angewandt bei Erkaltungskrankheiten und als Geschmackskorri-

gens. Ihm wird auch eine Wirkung als Insektenschutzmittel zugesprochen.

Uber zentralnervése Storungen, Ubelkeit und Erbrechen nach peroraler Applikation
wurde berichtet [38, 52].

Lavendeldl (Oleum Lavandulae, Lavandulae aetheroleum)

Lavendeldl ist ein farbloses oder blaRgelbes oder gelblich-griines, fliichtiges Ol mit
einem charakteristisch duftenden Geruch, gewonnen durch Destillation von Lavan-
dula officinalis (= L. spica = L. vera = L. angustifolia) oder L. intermedia (Lamiaceae).
Es enthalt mind. 35% Ester, berechnet als Linalylacetat (C12H200,). Es ist l6slich in 4
Teilen Ethanol 70% als leicht opaleszierende Lésung und sollte vor Licht geschitzt
gelagert werden.

Es wird genutzt als Geruchskorrigens, Parfim, Karminativum und Insektenschutz-

mittel.

Lavendeldl kann Ubelkeit, Erbrechen, Kopfschmerzen und Kontaktallergie verursa-

chen. Uber phototoxische Nebenwirkungen wurde berichtet [38, 52].

Zitronendl (Aetheroleum Citri, Oleum Citri]

Zitronendl ist ein blaRgelbes bis griingelbes fliichtiges Ol von charakteristischem Ge-
ruch. Es wird gewonnenen von Citrus limon (Rutaceae) und enthalt mindestens 2,2%
(m/m) und héchstens 4,5% (m/m) Carbonylverbindungen, berechnet als Citral
(C10H160).

Zitronenol wird genutzt als Geruchs- und Geschmackskorrigens sowie als Insekten-
schutzmittel [38, 52].

Pulegiumoél (Pennyroyal Ol)
Pulegiumoél wird durch Destillation aus Mentha pulegium (Labiatae) gewonnen. Es

enthalt Pulegon (1-Methyl-4-isopropyliden-cyclohexanon-(3)C1oH160).
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Pulegium6l wurde friher als menstruationsférderndes Mittel angewandt. Es gibt Be-
richte tUber die Anwendung als Insektenschutzmittel. Pulegon ist Bestandteil von

Parfims.

Bei der Anwendung als Abortivum traten ernsthafte Vergiftungserscheinungen mit

Krampfen, Lebertoxizitat und Todesfolge auf [38, 62].

Andere atherische Ole

Es werden zahlreiche andere &therische Ole als Repellents eingesetzt z.B. die Ole
aus Pfefferminze, Basilikum, Orangenbliten, Zimt, Palmrose, Geranien u.a.. Die ver-
schiedenen Substanzgemische, bestehend aus Limonen, Dipentin, Aldehyden
(Citral, Citronellal, Zimtaldehyd) und Phenolen (Eugenol, Thymol), haben alle ein

relativ hohes Allergiepotential und geringe repellierende Wirkung [14].

Die Wirkung der &atherischen Ole wird insgesamt als schwach und die Schutzdauer
als kurz angesehen. Verglichen mit den synthetischen Substanzen spielen sie des-

halb eine untergeordnete Rolle.

Folgende Handelspraparate enthalten atherische Ole: Bambule Hautdl Roll-on(d,
Hesperos Muckenschutzlotiond, Spinnrad Muckenabwehrgell, Zedan SPu.a. [15,
63].

Inhaltsstoffe von Chrysanthemen und deren synthetische Abkémmlinge

Aus den Blattern von Chrysanthemum cinerariifolium, die vornehmlich in Dalmatien,
Italien, Nordafrika und im Kaukasus beheimatet ist, wird nach Trocknung ein weil3es,
insektizides Pulver, das Pyrethrumpulver, gewonnen. Es enthalt zwei Ester des Py-
rethralons, die Pyrethrine 1 und 2, aus denen sich das synthetisch hergestellte Per-
methrin ableitet. Bei diesen Substanzen handelt es sich um schnell wirksame, fur
Insekten neurotoxische Kontaktinsektizide ohne repellierende Wirkung. Folglich wird
das Insekt erst nach erfolgtem Stich getotet bzw. betaubt. Sie werden nicht auf der
Haut angewendet, sondern dienen der Impragnierung von Kleidung, Moskitonetzen,
Zeltplanen u.a.. Der Schutz halt 2 Wochen an. Feldversuche in Alaska haben ge-
zeigt, dass die Kombination einer topisch applizierten Zubereitung aus 35 % DEET in

einer Polymergrundlage und mit Permethrin impragnierter Kleidung den Probanden
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99,9 %igen Schutz gegen Stechmiicken, Fliegen, Zecken, Milben, Lause u.a. tber 8
h bot.

Pyrethroide werden fir den Menschen als wenig toxisch eingestuft, da sie nur zu
einem geringen Teil durch die Haut resorbiert werden kdnnen und sofort durch
Esterhydrolyse inaktiviert werden.

Permethrin ist als 0,5%iges Aerosol oder Pumpspray unter den Handelsnamen Du-
ranonl], Permethrin Tick Repellentd, Cutter Outdoorsman Gear Guard(], Repel
Permanonel u.a. erhéltlich. In der Bundesrepublik Deutschland sind folgende Préa-
parate als Tierarzneimittel zugelassen: Wellcare EmulsionJ, Stomoxin MO und
Auriplak[.

[15, 15, 64, 65]

Kokos-Vorlauffettsduren

Kokos-Vorlauffettsauren sind Fettsauren, die bei der Aufarbeitung von Kokosél an-
fallen. Es entsteht ein stechend riechendes Gemisch, das von der Fa. Henkel unter
dem Namen Edenor V 850 vertrieben wird und aus 0,7 % Cg-, 55,7 % Cs-, 42,7 %
Ci0- und 0,7 % Ci,-Sauren besteht. Zubereitungen, in denen Kokos-
Vorlauffettsduren enthalten sind, wie z.B. Bio-Hautschutz[] (Fa. Perycut Chemie AG,
Dubendorf, Schweiz) und ZanzarinJ (Fa. Engelhard GmbH & Co KG, Niederdorfel-
den), wurden auf ihre Wirksamkeit gegen Mucken, Bremsen, Kriebelmiicken und
Zecken in Labortests und im Freiland gepruft. Die Schutzdauer betrug zwischen 6
und 8 h, mit einer von den Prifinstituten garantierten Dauer von 4 h [66, 67, 68,].
Labortests, in denen Ades aegypti und Anopheles gambiae als Versuchstiere dien-
ten, zeigten, dass Kokos-Vorlauffettsauren-Zubereitungen die Insekten 4 h von den
Probanden fernhielten und 7,5 - 8 h Schutz vor Stichen gewéhrten. In diesem Expe-
riment des Schweizer Tropeninstituts wurde zwar gegen ein Referenzpraparat mit
einem Gehalt von 28 % DEET getestet, ein abschlieRender Vergleich erfolgte jedoch
nicht. Zubereitungen mit Kokos-Vorlauffettsauren wurde zusatzlich zur repellierenden
Wirkung eine abtétende Wirkung gegen Zecken (akarizide Wirkung) zugeschrieben
[68, 69].

Verbraucherschutzorganisationen wie die Stiftung Warentest gaben diesen jedoch

nur die Note "ausreichend”, wéahrend die BayrepelU-haltigen Formulierungen mit
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"gut” und "befriedigend” sowie DEET-haltige mit "befriedigend” jeweils ein besseres
Urteil hinsichtlich ihrer Wirksamkeit bekamen [63].

Die LD50 bei der Ratte nach oraler Gabe von Bio-Hautschutz[J betragt 10 000 mg/kg
Kdrpergewicht. In Tierversuchen wurden Haut- oder Schleimhautreizungen beob-
achtet.

[66, 68]

Produkte, die Neemol (Niemdl, Azadirachta, Margosa) enthalten, werden ebenfalls
Repellenteigenschaften zugeschrieben. Eine Zubereitung von 2g Neemdl und 100g
Kokosol wurde laut Hersteller [70] am Institut fir Medizinische Parasitologie der Uni-
versitat Bonn auf seine Wirkung untersucht. Das Testergebnis war positiv. Auch an-
dere Autoren berichen von insektiziden und spermiziden Eigenschaften des Nee-
mols. Es traten jedoch ernsthafte Vergiftungen bei indischen Kindern auf, denen
Neemdl als Heilmittel gegen Kindererkrankungen gegeben wurde. Die Stiftung Wa-
rentest beurteilte die Wirkung Neemoal-haltiger Repellents wie z.B Spinnrad Schnel-

les Niem-Repellent] als mangelhaft [63, 66, 71].

2.1.6. Repellents fir die orale Applikation

Auch wenn einige Vitamin-Mischungen oder Einzelsubstanzen, wie Thiamin (Vitamin
B,), als Repellents angeboten werden, wurde bei diesen noch keine Wirkung nach-

gewiesen [14]. Die Dosierungsangaben schwanken zwischen 75 bis 300 mg/d .

2.1.7. Raumschutz

Zur Zeit befinden sich Elektroverdampfer, die durch das Verdampfen von Wirkstoffen
ihre Repellentwirkung erzielen sollen, und Geréate, die Ultraschallwellen aussenden,
im Handel. Die zuletzt genannten Gerate sind, wie in einem Laborversuch gezeigt
wurde, genuber Aedes aegypti wirkungslos [72]. Die Elektroverdampfer Baygon Ma-
ster Muckenschutz und Paral Micken-Mobil(l enthalten als Wirkstoff Transfluthrin
(3-(2,2-Dichloroethenyl)-2,2-dimethyl-cyclopropancarboxylséure
(2,3,5,6-tetrafluorophenyl)methylester). Ihnen wird eine gute Wirksamkeit zugespro-
chen, wahrend die Verdampfer atherischer Ole als unwirksam eingestuft werden
[63].
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2.1.8. Wirksamkeitsvergleich

Combemale et al.[14] haben nach einer Literaturrecherche fir einige Repellents eine
Rangfolge erstellt, bei der die Wirkstoffe mit abnehmender Schutzzeit von links nach
recht angeordnet sind:

Culex: DEET > Ethylhexandiol > DMP > naturliche Repellents

Aedes: DEET > Ethylhexandiol > DMP > natiirliche Repellents

Anopheles: Ethylhexandiol > DEET = DMP

Blutegel: Citronell6l > DEET

Zecken: DMP > DEET

Repellents, die Combemales Vergleichsstudie nicht aufgefiihrt sind, waren zu die-
sem Zeitpunkt noch nicht im Handel, z.B. Bayrepelll, oder es gab nicht gentigend

Informationsmaterial zu diesen Stoffen.

2.2. Darreichungsformen

Repellent-Praparate werden als Lésungen, Emulsionen, Cremes, Hydrogele, Sprays

und Stifte angeboten.

Da alle Wirkstoffe schwer wasserl6slich sind, werden neben Wasser als Grundlage
Ethanol, Isopropanol oder Glycerol als Cosolventien verwendet. In gentigend hohen
Konzentrationen wirken die Alkohole antimikrobiell, so dass auf Konservierungsmittel
verzichtet werden kann. Ein franzdsisches Praparat (Pipiol(J) enthielt zur Konservie-
rung in der Bundesrepublik Deutschland nicht zugelassene Formaldehydlésung. Den
Ldsungen werden haufig flussige Polyoxyethylene mit einem Molekulargewicht von
400 g/mol zur Viskositatserhohung und zur Verhinderung der Wirkstoffpenetration
zugesetzt. Da die Alkohole die Haut austrocknen, kdnnen die Zubereitungen fette
Ole zur Riickfettung enthalten. Neben den wéassrigen Losungen befinden sich élige
Losungen auf Silikonoélbasis (DP Moussell, DP Liquidell) im Handel [15, 73].

Da die Wirkstoffe fliissig und unpolar sind, werden die Insektenschutzmittel von vie-
len Herstellern in Form von Ol-in-Wasser-Emulsionen vertrieben, bei denen der
Wirkstoff die innere, disperse Phase und Wasser, als Dispersionsmittel, die aul3ere

Phase bildet. Sie enthalten Emulgatoren, die sich als amphiphile Molekile an den
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Grenzflachen anlagern und die Emulsionen stabilisieren. In den verschiedenen Zu-
bereitungen werden anionische Emulgatoren (Seifen) wie Natriumcetylstearylsulfat
und nicht-ionische wie Polysorbate, Polyoxyethylen-Fettsdureester und -
Fettalkoholether, Polyoxyethylen-Glycerol-Fettsaureester, Fettalkohole u.v.a. einge-
setzt. Zur Konservierung werden Benzylalkohol, Propylenglycol, p-
Hydroxybenzoesaureester und andere flr Dermatika typische Konservierungsmittel
eingesetzt, wenn nicht andere Substanzen, wie die bei den Lésungen erwahnten

Alkohole, eine ausreichende Konservierung gewahrleisten [14, 73].

Die auf dem Markt erhaltlichen Cremes sind ebenfalls Zubereitungen vom O/W-Typ
und enthalten typischerweise die bereits bei den Emulsionen erwéhnten Hilfsstoffe.
Ihnen werden aber Stoffe zur Viskositatserhhung zugefuigt, zum einen feste oder
flussige, meist synthetische Wachse, zum anderen anorganische Hydrogelbildner
(Bentonit) und organische Hydrogelbildner (Carbomere) [14, 15, 73]. Carbomere
werden zur Ausbildung von Gelgeristen mit alkalischen Substanzen wie Natriumhy-

droxidlésung oder Triethanolamin neutralisiert.

In Hydrogelen werden die bereits erwahnten Carbomere und Celluloseester zur
Strukturbildung eingesetzt. Sie kdnnen zuséatzlich Konservierungsmittel, Alkohole,
Polyoxyethylene, Propylenglycol und andere wasserl6sliche Hifsstoffe enthalten.
PellitdJ-Gel enthalt zusatzlich das Antihistaminikum Diphenhydramin, welches nach

erfolgtem Stich juckreizstillend wirkt [45, 73].

Die handelstiblichen Stifte oder Roller enthalten die bereits beschriebenen Hilfsstof-
fe, wie Wachse (Isopropylmyristat), Polyoxyethylen, Natriumhydroxid, Propylenglycol,

Isopropanol, Dibenzylidensorbitol und Stearinsaure [73].

Sprays kommen als Pumpsprays mit Zerstaubern oder als treibgasbetriebene Aero-
sole in den Handel. Als Treibgase werden Kohlendioxid und Butan eingesetzt Fir die
Verwendung von Fluorchlorkohlenwasserstoffen und Hydrofluoralkanen wurden in
der vorliegenden Literatur keine Beispiele gefunden. Die Wirkstoffe sind in geeigne-

ten Losungsmitteln, z.B. Ethanol, gelost [14, 73].
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2.3. Resorption von Arzneistoffen aus Dermatika und Haftfestigkeit

Repellents, die dermal appliziert werden, sollen durch Verdampfung in der Gasphase
uber der Haut wirken. Deshalb stellt sowohl die Resorption von Wirkstoffen durch die
Haut, als auch die mechanische Entfernung der Wirkstoffe aufgrund ungeniigender
Haftfestigkeit ein Problem fur die Dauer des Schutzes dar.

Die Haut (Abbildung 2-91) besteht von innen nach auf3en aus drei Schichten, der
Epidermis, der Dermis oder dem Corium und der Subcutis. Hautanhangsgebilde,
Talg- und Schweil3drisen durchdringen diese Schichten [74].
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Abbildung 2-9: Menschliche Haut (Querschnitt) aus [75]

Die Epidermis setzt sich von auf3en nach innen aus Stratum corneum (Hornschicht),
Stratum lucidum (Glanzschicht) von Hand- und Fuf3sohlen, Stratum granulosum
(Kdrnerschicht), Stratum spinosum (Stachelzellenschicht), Stratum germinativum
(Keimschicht) und Stratum basale (Basalschicht) zusammen, von denen die wichtig-
ste Diffusionsbarriere fiir Arzneistoffe die aus abgestorbenen, keratinisierten Zellen
bestehende lipophile Hornschicht darstellt. Sie ist ca. 10 bis 15 um dick. Die Starke
kann je nach Koérperregion nach oben oder unten noch variieren. Ihr Lipidgehalt
schwankt von 2 bis 7 %. Die Lipidfraktion setzt sich aus polaren Phospholipiden,

Cholesterinsulfat, neutralen Lipiden und Sphingolipiden zusammen. Die Hornzellen
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werden in der Basalschicht gebildet und wandern an die Oberflache. Dabei bildet
sich in den Zellen ein Keratingertst aus, das von einer festen Hillle, die aus der
Plasmamembran entstanden ist, eingeschlossen wird. Zwischen den Hornzellen be-
findet sich eine Kittsubstanz aus Lipiden, nichtfibrillaren Proteinen und Mucopolysac-
chariden, die in einem hochgeordneten Zustand vorliegen. Die als flissig-kristalline
Strukturen bezeichneten Lipiddoppelschichten der Membranen kénnen sich gegen-
einander verschieben und weisen eine hohe Beweglichkeit auf, wodurch eine gute
Permeabilitéat gewahrleistet ist. Die Hautlipide hingegen liegen in einem starren, echt-
kristallinen Zustand vor. Der Zellinhalt besteht aus Lipiden, a-Protein, 3-Protein und
nichtfibrillaren Proteinen, die Membran aus Lipiden und nichtfibrillaren Proteinen. Die
Zellen werden als Schuppen nach auf3en abgegeben. Auf der Haut befindet sich das
in den Talgdriisen gebildete Sebum. Es setzt sich zusammen aus Mono-, Di- und
Triglyceriden, Cholesterol, Kohlenwasserstoffen (z.B. Squalen), Phospholipiden und
a-Tocopherol, hat aber als 0,4 bis 10 um dicke inkoharente Schicht keinen Einfluss

auf die Arzneistoffresorption [76, 77].

2.3.1. Kriterien fur die Resorption

Damit eine Substanz resorbiert werden kann, muss sie zunachst aus der Arzneiform
freigesetzt werden (Liberation). Durch Diffusion erreicht die Substanz die Grenzfla-
che Vehikel/Haut, um anschlie3end in die Epidermis zu penetrieren. Nach dem Pe-
netrationsschritt erfolgt die Permeation in die oberen Dermisabschnitte und die Auf-
nahme in die Blutbahn. Der letzte Schritt stellt den eigentlichen Resorptionsschritt
dar.

Die Permeation erfolgt i.d.R. interzellular oder transzellular durch passive Diffusion.
Andere Mechanismen, wie transglandularer oder transfollikul&rer Transport, spielen
eine untergeordnete Rolle. Substanzen mussen auf ihnrem Weg durch die Haut ab-
wechselnd lipophile und hydrophile Schichten durchdringen, dabei ist der Konzentra-

tionsgradient die treibende Kraft.

Der Durchgang durch die Haut ist abhéngig von Wirkstoff- und Vehikeleigenschaften
und von der allgemeinen Beschaffenheit der Haut.
Der Wirkstoff muss gel6st sein und einen Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten

haben, der viel groRer als 1 ist, bevor er permeieren kann. Fir die meisten Repel-
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lent-Wirkstoffe ist dies der Fall. Hochmolekulare, hydrophile, geladene Wirkstoffe
penetrieren hingegen nicht bzw. schlecht in die Haut.
Besitzt der Wirkstoff eine hohe Affinitat zur Grundlage, wird er aufgrund des hohen

Verteilungskoeffizienten Vehikel/Haut nur langsam freigesetzt.

Der Hauttyp ist ein weiteres Kriterium fir die Resorption von Substanzen. Die Haut
von Seborrhoikern ist schwitzend, fettig, schuppend und gut durchblutet. Im Gegen-
satz dazu haben Sebostatiker eine schlecht durchblutete, trockene Haut mit geringer
Schweil3- und Talgproduktion. Transepidermale Transportvorgange laufen deshalb
bei Seborrhoikern bevorzugt ab [76, 78].

2.3.2. Methoden zur Beeinflussung der Resorption

Topisch applizierte Wirkstoffe haben unterschiedliche Zielorte. Beispielsweise sollen
Aknemittel (Erythromycin, Isotretinoin) in Talgdriisen, Mittel gegen Haarausfall (Anti-

androgene) in Haarfollikel und Antihydrotische Mittel (AI3+

-Salze) in Schweil’driisen
eindringen.

Systemisch angewandt werden z.B. Mittel gegen Erkrankungen der GefalRe (Hepa-
rin), Hormone in der Postmenopause (Estradiol) und Herz-Kreislaufmittel (Glycerol-
trinitrat).

Antibiotika (Tetrazyklin) sollen die Dermis erreichen und Antiphlogistika (Glucocorti-
coide) die lebende Epidermis.

Keratolytika (Salicylsdure) und hydratisierende Substanzen (Harnstoff) entfalten ihre
Wirkung nach Penetration in das Stratum corneum.

Hautreinigungsmittel (ethanolhaltige Zubereitungen), Hautschutzmittel (Polymethyl-
phenylsiloxangele, Sonnenschutzcremes) sowie Repellents missen, um zu wirken,

auf der Hautoberflache verweilen [79].

Penetrationsverbesserung

Die Penetration von Stoffen ist, auf3er bei den oberflachlich wirkenden Zubereitun-
gen, grundsatzlich erwinscht. Durch Okklusion der Haut kann die Wasserverdun-
stung behindert werden, was dazu fihrt, dass sich das Wasser im Stratum corneum
anreichert und die Quellung der Hornzellen und Aufweitung der Zellzwischenraume

bewirkt. Dadurch wird die Penetration von Stoffen erleichtert.

37



Theoretischer Teil

Okklusion wird erreicht mittels fetter Ole, Mineraléle, Silikonéle und -im Falle trans-
dermaler Therapeutischer Systeme- mittels Pflastern aus Naturkautschuck, Polyiso-

butylen und anderen Substanzen.

Enhancer sind Substanzen, die mit den Bestandteilen der Membranen reagieren und
Wirkstoffe durch diese hindurchschleusen. Die Wirkstoffe kdnnen einerseits auf ei-
nem polaren, andererseits auf einem unpolaren Weg durch die Membranen trans-
portiert werden. Einige Hilfsstoffe sind in der Lage, den Transport auf beiden Wegen
zu beeinflussen.

Enhancer flr den polaren Transport reagieren mit den hydrophilen Bestandteilen der
Bilayer und erweitern deren Hydratationshulle. Damit erh6ht sich das Wasservolu-
men in der Membran. Der Ordnungszustand der Membranen wird aufgelockert, und
Substanzen kénnen auf diesem polaren Weg besser Penetrieren. Zu dieser Art von
Enhancern zahlen Alkohole (Propylenglycol), Sulfoxide (Dimethylsulfoxid), Chole-
sterol- und Harnstoffderivate.

Andere lagern sich zwischen den Fettsaureketten der Membranen an, weiten die
Strukturen auf und beeinflussen somit deren Ordnungszustand, was zur Folge hat,
dass Wirkstoffe auf unpolarem Weg besser penetrieren kdnnen. Zusatzlich werden
die polaren Képfchen der Membranen auseinandergeschoben, so dass auch der
Transport auf dem polaren Weg erleichtert wird. Einige Enhancer benétigen zum
Eindringen in die Membranen Cosolventien. Die folgende Tabelle gibt einige Bei-

spiele fur diese Penetrationsvermittler an.
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Substanzklasse Beispiele Cosolvens
Alkohole Ethanol, Isopropanol
Sulfoxidderivate Dimethylsulfoxid, Decylme-
thylsulfoxid
Dodecylazacycloheptanon- Azon Propylenglycol
derivate

Alkyl-N,N-disubstituierte Ami- Dodecyl-N,N-

noacetate dimethylaminoacetat
Terpene D-Limonen, a-Pinen, Carveol Ethanol, Isopropanol
Fettsauren Olsaure, Laurinsaure Propylenglycol
Ester Isopropylpalmitat (C1), -
myristat (Cy14)
Cyclodextrine a-, B-, y-Cyclodextrin
Cholesterolderivate Cholesterol
Pyrrolidone N-Methyl-2-pyrrolidon

Tabelle 2-1: Penetrationsverbesserer fir den unpolaren Weg nach [79]

Fur den transdermalen Transport wurden kugelférmige Vesikel aus einer (unilamel-
lar) und mehreren (multilamellaren) Lipiddoppelschichten entwickelt, deren Grund-
bausteine Phospholipide sind, die Liposomen. Fir Liposomen aus Eilecithin und
Cholesterol konnte gezeigt werden, dass die Penetration vonTriamcinolon gegen-
Uber einer handelstiblichen Zubereitung gesteigert werden konnte [79]. Vor allem fur
Glucocorticoide erwiesen sich liposomale Zubereitungen als gute Vehikel fir den

Transport in die Epidermis und Dermis.

Mikroemulsionen sind stabile, kolloide Losungen von Wasser, Ol, Tensid und Coten-
sid, die sehr gute Losungseigenschaften fiir schwer losliche Substanzen haben. Ol-
und Wasseranteil betragen etwa gleichermaf3en 40 %. Gegenuber Cremes und Lo-
tionen konnte fur Mikroemulsionen ein Transport von Cetylalkohol und Octyldimethyl-
p-aminobenzoesaure in tiefere Hautschichten nachgewiesen werden. Der Mecha-
nismus wird auf die einzelnen Bestandteile der Mikroemulsionen zurtickgefihrt, wo-

bei die Olkomponente die Lipidstruktur der Haut in Richtung hoherer Beweglichkeit
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beeinflusst und das Wasser die Hydratisierung des Stratum corneum begunstigt [78,
79].

Behinderung von Penetration und Verbesserung der Haftfestigkeit von

Dermatika

Viele Hilfsstoffe, die bei der Herstellung von Salbengrundlagen verwendet werden,
sind langkettige, verzweigte oder unverzweigte Polymere, z.B Celluloseether und
andere Polysaccharide, Polyvinylpyrrolidone, Polyacrylate, Polyoxyethylene u.a., so-
wie Mineralole (Paraffine), fette Ole und Siliconéle, die aufgrund ihrer MolekiilgroRe
nicht in die Haut penetrieren. Ist ein Wirkstoff gut in einem dieser Stoffe 18slich, so ist
sein Verteilungskoeffizient Grundlage/Haut auf die Seite der Grundlage verschoben,
und die Penetration ist hinsichtlich Vollstandigkeit und Geschwindigkeit behindert
[78]. In diesem Abschnitt werden einige dieser Polymere vorgestellt, die fur die For-

mulierung von Repellents in Frage kommen.

Macrogole (Polyoxyethylene, Polyethylenglycole) sind unverzweigte Polykondensati-
onsprodukte des Ethylenoxids, die wegen ihrer Ethergruppierungen Wasserstoff-
bricken ausbilden kénnen. Dadurch sind sie wasserloslich und hygroskopisch. Sie
werden u.a. in abwaschbaren Salben eingesetzt und behindern die Wasserabgabe
der Haut nicht. Wegen ihrer Hygroskopizitat entziehen sie der Haut Wasser, so dass
der Fluss in Richtung Salbengrundlage erhéht ist und somit die Abgabe von Wirk-
stoffen an die Haut behindert sein kann. Je nach Polymerisationsgrad haben die
Polyoxyethylene unterschiedliche Viskositaten. Niedermolekulare mit einer Molkul-
masse von 200 bis 600 sind fliissig, von 800 bis 1500 vaselinartig und von 2000 bis
6000 wachsartig. Zur Identifizierung wird die mittlere Molekilmasse bei der Bezeich-
nung dieser Substanzen angegeben. In den Repellentzubereitungen AutanJ-S Loti-

on, -Spray, -Stift wurde Macrogol 400 eingesetzt [73, 78].

Bei den Carbomeren (Polyacrylaten) zur topischen Anwendung handelt es sich um
eine chemisch uneinheitliche Klasse von Polymeren. Sie sind Polymerisate der
Acrylsaure und bilden nach Neutralisation mit alkalischen Substanzen, wie z.B. Na-

tronlauge, Trometamol (Tris), Meglumin oder Triethanolamin, ab Konzentrationen
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von 0,5 % in Wasser klare Gele. In hoheren Konzentrationen bekommen die Zube-
reitungen salbenartige Konsistenz. Modifizierte Carbomere, beispielsweise Carbopol
ETD20200, Pemulen TR 100-NF (Carbomer 1342) und TR 2[0-NF (Carbomer 1342),
sind Copolymerisate der Acrylsaure und Polymethacrylsaure, die mit Fettalkoholen
(C10-30) verestert und dartberhinaus mit Allylethern von Pentaerythritol oder Saccha-

rose quervernetzt sind [80, 81, 82, 83].

CH;
——CH—CH; CH2—(|3——
E=o E=o0
oH OR
in i m

R= langkettiger Alkylrest

Abbildung 2-10: Acrylat/C1o.30Alkyl-Acrylat-Crosspolymer (Pemulen TR 1[1-NF und
Pemulen TR 200-NF)

Die modifizierten Polyacrylate dienen einerseits der Ausbildung von Gelgerusten -
Pemulen TR 10-NF emulgiert bei einem pH-Wert zwischen 4 und 5,5 30 % (m/m)
Mineral6l, Pemulen TR 2[0-NF 60 - 80 % (m/m)- andererseits verhindern sie durch
Filmbildung ein zu schnelles Abwaschen des Wirkstoffs und erhéhen die Haftfestig-
keit auch auf feuchter Haut. Sie werden eingesetzt in Cremes, Gelen, Salben und
anderen Zubereitung fir die Anwendung auf der Haut und auf Schleimhéauten, z.B.
rectal, buccal oder am Auge [84]. Sie sind aul3erdem typische Bestandteile wasser-
fester Sonnencremes [85]. In-vitro Tests zeigten, dass die Carbomere gut auf
Schleimhauten haften [86]. Dabei wurde auf einer Platte die Darmschleimhaut von
Ratten fixiert und in einer Pufferlésung plaziert. Von oben wurde eine Scheibe, deren
Unterseite mit Prufsubstanz beschickt war, auf die Schleimhaut aufgelegt. An der
Scheibenoberseite war ein Faden befestigt, der Gber eine Rollle gefuhrt wurde und
an dessen anderem Ende sich ein Gewicht befand, das Zug auf die beiden zusam-
menhaftenden Korper austibte. Mit Hilfe einer Lichtschranke wurde die Zeit be-
stimmt, nach der sich die mit Prufsubstanz beschickte Scheibe von der Mucosa 16-

ste. Bei einer aufgewendeten Kraft von 0,0846 N und einem pH-Wert von 6 hatte
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Hydroxypropylmethylcellulose eine Haftzeit von 19,8 h, Pemulen TR 10 von 15,3 h,

Natriumalginat von 1,82 h und Hydroxypropylcellulose von 0 h.

Zur Verbesserung der Haftfestigkeit topischer Zubereitungen kénnen wegen ihrer
schlechten Benetzbarkeit mit Wasser auch fette Ole, Mineral6le und Silikondle ver-
wendet werden. Silikondle wie Dimeticon 350 (Abil 3500J) [80, 87], ein Polymethylsi-
loxan, und Abil EM 9001, ein Polysiloxan-polyalkyl-polyether-copolymer [85], werden
typischerweise in Hautschutzcremes und wasserfesten Sonnencremes eingesetzt.
Ihre HLB-Werte liegen unter denen der anderen Ole. Abil EM 900 ist zudem
schwach grenzflachenaktiv und wird als Antischaummittel sowie zur Verbesserung

der Streichfahigkeit von halbfesten Zubereitungen als Emolliens verwendet [88].

e e
H30—|Si—O——Si—O |Si—o— |Si—o Si—CHs
CHs ‘ CH, CHs CHs
[CHz] 16 | X
o | CHa

i ‘ Inl Im
OJFCZHFOH%HB—oﬁH

Abbildung 2-11: Cetyl-dimeticon-Copolyol (Abil EM 9001)

Bis-Diglyceryl-Polyacyladipat-2 (Softisan 64901) ist ein Ester aus Diglycerin mit natir-
lichen geharteten Pflanzensé&uren, der Isostearin- und der Adipinséaure. Die Reste
der in Abbildung 2-12 gezeigten Formel sind ein Gemisch der Capryl-, Caprin-, Stea-
rin-, Isostearin-, 12-Hydroxystearin- und der Adipinsédure oder Wasser. Es wird als
Wollwachsersatz gehandelt und hat eine @hnliche Konsistenz wie dieses, ist ihm
aber hinsichtlich der Fahigkeit zur Wasseraufnahme und der Haftfestigkeit auf der
Haut Gberlegen. Es hat ein geringes allergenes Potential und wird in Turixin(J Salbe,

einer antibiotischen Augensalbe, eingesetzt. [89, 90, 91, 92, 93]
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OR OR
RO\)\/O\)\/OR

Abbildung 2-12: Bis -Diglyceryl-Polyacyladipat-2 (Softisan 6490), R = Fettséaure (Ca-
pryl-, Caprin-, Stearin-, Isostearin-, 12-Hydroxystearin-, Adipinsédure) oder Wasser-
stoff

Beeinflussung der Permeation von DEET

Ross, J.S. und Shah, J.C. [94] zeigten in einem in-vitro-Experiment, dass der Zusatz
von Ethanol die Permeation von DEET durch menschliche Haut erhéhte und Propy-
lenglycol und Macrogol 400 die Permeation erniedrigten. Fir die Versuche wurde
jeweils eine DEET-Dosis von 46,88 mg/cm2 auf menschliche Haut aufgebracht, die
in eine Franzzelle eingespannt war. Die hohe DEET-Dosis im Donor (infinite dose)
bewirkte, dass die Wirkstoffmenge keinen Einfluss auf die Geschwindigkeit des
Transportes in das Akzeptormedium hatte.

Als Kontrolle diente reines DEET, in den getesteten Zubereitungen war DEET jeweils
zu 10 % enthalten. Das Akzeptormedium war ein auf 37°C temperierter Phosphat-
Puffer mit pH 7,4. Bei Vehikeln aus 90 % Propylenglycol und 10 % Wasser war die
Diffusionsgeschwindigkeit im Vergleich zur Kontrolle um das 6-fache erniedrigt.
DEET, das in Vehikel aus 90 % Macrogol 400 und 10 % Wasser eingearbeitet war,

permeierte nicht.

Wirkstofffreigabe aus Dermatika

Verteilung, Auflosung und Freigabe von Wirkstoffen setzen deren Diffusion voraus.
Die folgenden Gleichungen gelten im Allgemeinen fur Systeme, die viel einfacher
aufgebaut sind als die Haut, aber man kann sich daran orientieren, um den Einfluss
wichtiger Kenngréf3en abzuschétzen. Der Flux Jist nach dem 1. Fickschen Diffusi-
onsgesetz gleich dem Differentialquotienten von Masse m und Zeit t pro Fldche A. Er
ist proportional dem raumlichen Konzentrationsgradienten dc/dx, mit dem Diffusions-
koeffizienten D als Proportionalitatskonstante (Gleichung 2-2: 1. Ficksches Diffusi-

onsgesetz). Das Gesetz gilt unter der Annahme, dass in dem zu beschreibenden
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System Druck und Temeratur konstant sind und dass ein Fliel3gleichgewicht zwi-

schen zugefuhrter und abgefiihrter Stoffmenge herrscht®.

_dm _ —DE
Aldlt dx

Gleichung 2-2: 1. Ficksches Diffusionsgesetz

Durch Umformung von Gleichung 2-2: 1. Ficksches Diffusionsgesetz und unter Ein-
beziehung des Verteilungskoeffizienten K zwischen Donormedium D und Akzeptor-
medium A erhalt man Gleichung 2-3. Der Differntialquotient dc/dt stellt hier einen
Konzentrationsfluss dar, welcher der Differenz der Konzentration des Stoffes im Do-
nor- ¢p und der Konzentration im Akzeptormedium c4 proportional und der Dicke h

einer Diffusionsbarriere umgekehrt proportional ist.

dt h

Gleichung 2-3: 1. Ficksches Diffusionsgesetz nach [94]

Fur ein nicht eingestelltes FlieRgleichgewicht gilt das 2. Ficksche Diffusionsgesetz

(Gleichung 2-4: 2. Ficksches Diffusionsgesetz).

Gleichung 2-4: 2. Ficksches Diffusionsgesetz

Der Diffusionskoeffizient ist nach Gleichung 2-5: Diffusionskoeffizient nach Suther-
land und Einstein abh&ngig von der Viskositat n der Grundlage, dem Radius r der
gel6sten Molekule, unter der Annahme, dass diese rund seien, und der absoluten
Temperatur. (R = Allgemeine Gaskonstante, N = Avogadrokonstante)

°= 6&37% N

Gleichung 2-5: Diffusionskoeffizient nach Sutherland und Einstein

® Anmerk.: Fiir kurze Zeitraume wird kein FlieRgleichgewicht vorausgesetzt.
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Die Diffusionsgeschwindigkeit hat entscheidenden Einfluss auf die Freigabekinetik
von Substanzen. Liegen diese in ungeloster Form als Feststoffpartikel oder Emulsi-
onstrépfchen vor, missen sie nach Auflosung von der Grenzflache der ungeldsten
Substanz in das angrenzende Akzeptormedium diffundieren. Anschliel3end erfolgt
der Transport mittels Diffusion durch biologische Membranen sowie, entscheidend
z.B. fur Repellents und Parfims, die Abgabe an die Atmosphéare. Auch dieser Vor-
gang ist ein Diffusionsprozess. Die Geschwindigkeit ist abhangig vom Diffusions-
koeffizienten D;, beim Stoffibergang von der Grundlage in die Luft, dem Sattigungs-
dampfdruck p; des in der Grundlage befindlichen Stoffes und dem Dampfdruck des
Stoffes p, Uber der Grundlage (Gleichung 2-6: Flux in Abhangigkeit der Par-
tialdampfdriicke)[95].

d
J :A—rg[zit: DlZ(pl_ pz)

Gleichung 2-6: Flux in Abh&ngigkeit der Partialdampfdriicke

Verfolgt man die Wirkstofffreigabe aus einer Salbenmatrix in ein Akzeptormedium,
erhalt man die nach der Zeit aus der Grundlage pro Flacheneinheit freigegebene
Wirkstoffmenge Q nach dem Quadratwurzelgesetz von Higuchi [96]. Sie ist der Wur-
zel aus der Zeit proportional. Diffusionskoeffizient D, Gesamtwirkstoffmenge Min der
Grundlage und die Loéslichkeit des Wirkstoffs ¢s im Auflosungsmedium lassen sich

fur ein bestehendes System zu einer Proportionalitatskonstanten zusammenfassen.

Q=,DH2M -c,)c, [

Gleichung 2-7: Wirkstofffreisetzung aus einer Matrix

Im Gegensatz dazu konnte durch die Einarbeitung von Arzneistoffen in fllissigkristal-
line Matrixsysteme (lamellar- und hexagonal-flissigkristalline Zustédnde der Vehikel)
eine Liberation erzielt werden, die einer Kinetik 0.-Ordnung folgt [79]. Von dieser Art

sind zur Zeit antiphlogistisch wirkende Gele, z.B. Dolgit(] Mikrogel (Ibuprofen, ku-
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bisch kristallin), Traumall Dolgit Gel (Ibuprofen, kubisch kristallin), Voltaren[l Emul-

gel (Diethylamin-Diclofenac, multilamellar), im Handel.

Fur die kontrollierte Freigabe von Arzneistoffen wurden Nanopartikel mit einem
Durchmesser unter 1 um und Mikropartikel mit einem Durchmesser tber 1 pm in
Zubereitungen zur topischen Anwendung eingearbeitet. Die Wirkstoffe kbnnen in
Polymermatrices aus naturlichen oder synthetischen Tragermaterialien eingebettet
oder daran adsorbiert sein. Wenn diese Zubereitungen verfestigte mizellare Systeme
oder verfestigte Mikroemulsionen sind oder wenn die Partikel feste Hullen haben,
bezeichnet man sie als Nano- bzw. Mikrokapseln [79]. Durch Penetrationsuntersu-
chungen an Humanhaut wurde gezeigt, dass die Penetration in das Stratum cor-
neum entscheidend von der Partikelgro3e abhéngt. Partikel ber 20 um penetrierten
nicht.

Fur Dispersionen, in denen 10 % DEET in Mikropartikel aus festen, hydrierten, na-
turlichen Triglyceriden eingebettet war, konnte gezeigt werden, dass die Bioverfig-
barkeit von DEET nach dermaler Applikation um das 3-fache niedriger war als bei
einer Losung von 10 % DEET in Ethanol. Die mittlere Partikelgro3e betrug 15 pum.
Die auRRere Phase der Dispersionen bestand aus Phosphatpuffer pH 7,4, Lecithin als

oberflachenaktiver Substanz und Konservierungsmitteln [97].

2.4. Einfluss der Vehikel auf Wirkstarke und Wirkdauer von Repellents

Reifenrath und Rutledge [98] untersuchten mehrere DEET- und Ethohexandiol-
Formulierungen, deren Wirkung durch Zusatz verschiedener Acrylatpolymere in et-
hanolischer Losung bzw. ethanolischer Silikonpolymersuspensionen durch Filmbil-
dung verlangert werden sollte. Die Tests wurden an unbehaarten Hunden und wei-
Ren Mausen durchgefuhrt. Trocknungszeit, Elastizitdt und Harte der Polyacrylatfiime
wurden bestimmt. Die Dauer des Insektenschutzes kann zeitlich begrenzt sein, wenn
der Wirkstoff durch Wasser, z.B. Regen oder Schweil3, von der Haut entfernt wird.
Deshalb wurde die Abwaschbarkeit der Formulierungen getestet, mit dem Benet-
zungswinkel als BezugsgroRRe.

Die Trocknungszeit der Filme nahm mit steigender Diethyltoluamidkonzentration zu,
wahrend Harte, Elastizitat und Benetzbarkeit abnahmen. Bei niedermolekularen Po-

lyacrylaten war dieser Effekt weniger stark ausgepragt.
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Silikonfilme zeigten kleine Benetzungswinkel mit Wasser, wobei Formulierungen mit
Diethyltoluamid und Ethohexadiol dhnliche physikalische Eigenschaften hatten. In
einem Versuch an unbehaarten Hunden stellten Reifenrath und Rutledge fest, dass
die Dauer des Schutzeffektes gegen Aedes aegypti bei einer Formulierung auf
Acrylatbasis im Vergleich zu einer ethanolischen DEET-LAsung verlangert war. Die
mittlere Schutzdauer der Polyacrylat-Formulierung betrug 10,6 + 1,1h, die Schutz-
dauer der Referenz 6,4 + 1,6 h. Die ED50 war bei 5 von 15 DEET-Formulierungen
auf Polyacrylat- bzw. Silikonoélbasis signifikant erniedrigt. Filme, die 4 h nach dem
Ausgiel3en getestet wurden, zeigten in 6 von 15 Fallen eine geringere ED50 als die
Referenz [98, 99].

Fur Laborexperimente wurden jeweils 2,5 mg/cm2 DEET-Zubereitung auf die Unter-
arme von Probanden aufgetragen. Die von Domb et al. (1995) beschriebenen Zube-
reitungen von 10 % DEET, eingebettet in Mikropartikel aus natirlichen Triglyceriden
mit einem mittleren Partikeldurchmesser von 15 um, boten gegen Aedes aegypti mit
6,5 h und Anopheles stephensi mit 3,5 h langeren absoluten Schutz als eine Lésung
von 10 % DEET in Ethanol mit 1,5 h [97]. Die Angaben beziehen sich auf die Zeit,

nach welcher jeweils der erste von drei Probanden gestochen wurde.

In Versuchen an Kaninchen wurden von Rutledge et al. (1996) acht Polymer-
Formulierungen und neun mikroverkapselte Zubereitungen von DEET gegen Aedes
aegypti und Anopheles albimanus getestet. Die Testperioden variierten zwischen 4
und 24 h. Nach einer Testperiode wurden die Stiche ausgezahlt. Im Vergleich zu
ethanolischen DEET-L6sungen konnte ein signifikant erhdhter Schutz bei einer Zu-
bereitung, in der hochmolekulare Fettsauren verwendet worden waren, einer Zube-
reitung, die Dimeticon 350 enthielt, und drei mikroverkapselten Zubereitungen beob-
achtet werden. Die mikroverkapselten Formulierungen enthielten Wollwachs, arabi-
sches Gummi, Gelatine, Gerbséaure, Stearinséure, Propylenglycol, Wasser und an-
dere nicht genauer bezeichnete Hilfsstoffe. Zubereitungen aus Polyacrylaten und

Dimeticon 1000 waren der ethanolischen Lésung unterlegen [100].

In Labor- und Feldversuchen wurden 1989 35 %-ige und 44 %-ige DEET Zuberei-
tungen der Firmen 3M und Biotek mit der 75 %-igen ethanolischen DEET Ldsung der

US-Army verglichen, mit dem Ergebnis eines 95 %-igen Schutzes gegen Aedes tae-
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niorhynchus und Anopheles quadrimaculatus [101]. Eine neue Formulierung der US-
Army mit der Bezeichnung Extended Duration Repellent Formulation (EDRF) mit ei-
nem Gehalt von 33,33 % DEET wurde 1991 im Vergleich zur 75 %-igen ethanoli-
schen Losung an mannlichen Probanden gegen Aedes albopictus getestet. 2,5 mi
EDRF und 1,1 ml ethanolische Lésung wurden auf Ful3e und Unterbeine aufgetra-
gen, mit dem Ergebnis, dass kein statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich der
Schutzdauer beider Formulierungen nachgewiesen werden konnte [102]. Eine For-
mulierung der US-Army (Extended Duration Topical Insect/Arthropod Repellent For-
mulation = EDTIAR) wurde mit Tarnfarbenzubereitungen versetzt und 1995 im La-
borversuch gegen Anopheles stephensi getestet. Der Schutz betrug 95 % Uber 6 h
[103]. In Feldversuchen in Nordostthailand wurden 1996 verschiedene Repellentfor-
mulierungen getestet, wobei Losungen von 50 % DEET und 75 % DEET in Ethanol
und EDRF 6 h lang nahezu 100 %-igen Schutz boten. EDRF ist ein Produkt von 3M
Corp., St Paul, MN [104]. Uber die Zusammensetzung ist nichts bekannt.

Bio-Hautschutzl] ist eine Emulsion die aus Kokos-Vorlauffettsduren, Triglyceriden
der Capryl-, Caprin- und Laurinsaure, Kaliumlaurat, Jojoba- und Rapsdl, Polyoxye-
thylen-12- und Polyoxyethylen-20-cethylether und a-Tocopherol besteht. Laut Her-
stellerangaben wird durch die Zusammensetzung und die dadurch bedingte Wasser-
verdunstung die Hauttemperatur um 1,75°C gesenkt, was den Insekten die Ortung
des Wirtes erschwert wird [68]. In einem Stechtest an jeweils zwei Probanden pro
Mickenart wurde die Zubereitung gegen Aedes aegypti und Anopheles gambiae
vom Schweizerischen Tropeninstitut in Basel (1998) getestet [105]. Von der Zube-
reitung wurden 2 ml auf jeweils einer Unterarmflache von 250 cm? verteilt. Die
Schutzdauer betrug 7,5 h flr Aedes aegypti und 8 h fur Anopheles gambiae (Mittel-

werte, ohne Angabe der Standardabweichung).
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3. Experimenteller Teil

3.1. Faktorielle Versuchsplanung und Zubereitungen verschiedener Gene-

rationen

Das Projekt kann in vier Phasen der Rezepturentwicklung eingeteilt werden. Der
chronologische Ablauf ist im folgenden FlieRdiagramm dargestellt. Jede Entwick-
lungsphase reprasentiert eine Generation von Repellent-Zubereitungen, aus der
sich, aufgrund positiver Prifergebnisse, jeweils eine Zubereitung als Uberlegen
zeigte. Die Zusammensetzung der Gberlegenen Rezeptur diente als Ausgangspunkt
fur die Entwicklung der Folgegeneration.

Die Zubereitungen wurden vor allem hinsichtlich ihrer Haftfestigkeit beurteilt. Dies
wurde mit einem in-vitro-Testverfahren gepruft, das im Kapitel 3.2 als Abwaschtest
beschrieben wird. Die 2. und 3. Generation wurden zum Test der physikalischen
Kurzzeitstabilitdt bei Raumtemperatur sieben Monate lang eingelagert (Kapitel 3.1.3).
Ausgewahlte Rezepturen der vier Generationen wurden weiteren Untersuchungen
(Bewegungsanalyse, in-vitro-Freisetzung, Viskositdtsmessungen, Farbetest, Polari-
sationsmikroskopie, Stabilitatsprifungen) unterzogen, die in den folgenden Kapiteln

beschrieben werden.

Die Formulierungen wurden in zwei Parallelprojekten in-vitro bzw. in-vivo getestet. J.
Saebel untersuchte die Zubereitungen mit Hilfe der Elektroantennometrie. Dr. M.
Theisohn vom Institut far Klinische Pharmakologie, Universitat Kéln, fihrte Proban-

denstudien durch, bei denen die Wirkdauer mittels Stechtest geprift wurde.
Die Rezepturen 3.10 und 4.2 erzielten insgesamt die besten Testergebnisse und

wurden deshalb in einem Scale-Up-Verfahren im Groldmalfistab in der Apotheke des

Bundeswehrzentralkrankenhauses in Koblenz hergestelit.
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Phasen / Generationen Prifungen
1. Generation * Abwaschtest

L~

Rezeptur 1.7

2. Generation o Kurzzeitstabilitatstest

 Abwaschtest

Rezeptur 2.10

3. Generation * Kurzzeitstabilitatstest

* Abwaschtest

Rezeptur 3.10

4. Generation « Abwaschtest

Rezeptur 4.2

‘ Scale Up: Re-
zeptur 4.2

Vergleichende Priufungen der Rezepturen

1.7, 3.10, 4.2 mit Fertigpraparaten

(Abwaschtest, Bewegungsanalyse, in-
vitro-Freisetzung, Viskositatsmessung,
Farbetest, Polarisationsmikroskopie,
Stechtest am Menschen (Dr. Theisohn),

Elektoantennometrie (J. Saebel))

Stabilitdtsuntersuchungen (Rezepturen
3.10, 4.2)

Abbildung 3-1: Chronologischer Ablauf der vier Phasen der Rezepturentwicklung

50



Experimenteller Teil

3.1.1. Materialien

Benzylalkohol, Caelo GmbH, Hilden

Bis-diglyceryl-polyacyl-adipat-2 (Softisan 64901), Condea, Witten
Carbomere (Carbopol ETD 205001, Carbopol Ultrez[1), BFGoodrich, Brecksville
(Ohio)

Cetyl-dimeticon-copolyol (Abil EM 900), TH. Goldschmidt AG, Essen
Cetylpalmitat, Caelo GmbH, Hilden

Cetylstearyl-schwefelsaures-Natrium (Lanette E[J1), Caelo GmbH, Hilden
Citronell6l, Caelo GmbH, Hilden

DEET, Merck, Darmstadt (Ch.-B. S18019742)

Dimeticon (Abil 3500), TH. Goldschmidt AG, Essen

Eucalyptusol, Caelo GmbH, Hilden

Glycerolmonostearat 40-50%, Caelo GmbH, Hilden

Hochdisperses Siliciumdioxid (Aerosil 20001),

Isopropanol 99 %

Macrogol 400, BASF, Ludwigshafen

Methylparaben, Caelo GmbH, Hilden

Olsauredecylester (Cetiol V), Henkel, Duisseldorf
Polyethylenglycol-30-stearat (Myrj 510), ICI, Everberg (Belgien)
Propylenglycol, Aldrich, Seelze

Propylparaben, Caelo GmbH, Hilden

Quervernetzte Cqo.30-Alkylacrylat-copolymere (Carbopol ETD 20200, PemulenTR-
100, PemulenTR-2[0, PemulenTR-1 NF[I, PemulenTR-2 NF[), BFGoodrich,
Brecksville (Ohio)

Stearinsaure, Caelo GmbH, Hilden

Wollwachs, Caelo GmbH, Hilden

Die Substanzen wurden so eingesetzt, wie sie angeliefert wurden. Substanzen mit

Arzneibuchmonographien entsprachen laut Analysenzertifikat den Anforderungen.

3.1.2. Formulierungsansatze

Die Cremeformulierungen wurden zunéchst im Rezepturmaf3stab (100 g) mit ent-

sprechenden Geraten wie Salbenschale und Wasserbad angefertigt.
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In einer spateren Projektphase wurden die Rezepturen 1.7, 3.10 und 4.2 im Rahmen
von Scale-Up-Versuchen im 3 kg-Maf3stab in einem Universalmischer (Stephan UM
12) sowie im 120 kg-Malf3stab in einer Zahnkolloidmuhle (Fryma) hergestellit.

Die einzelnen Formulierungen wurden durch zwei Zahlen gekennzeichnet, die durch
einen Punkt getrennt sind. Die Zahl vor dem Punkt gibt jeweils die Generation an, die
Zahl nach dem Punkt identifiziert die einzelne Formulierung innerhalb ihrer Generati-

on.

Erste Generation

In der ersten Generation entstanden acht Prototypen in Anlehnung an die Formulie-
rungen wasserfester Sonnenschutzcremes [106, 107]. Die Formulierungen setzten

sich folgendermal3en zusammen.
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Rezepturen und Herstellungsverfahren

1.1

DEET 30,0
Isopropanol 29.0
Lanette EQJ 5,0
Cetiol VI 10,0
Aerosill] 10,0
Stearinséure 5,0
Benzylalkohol 1,0
Methylparaben 0,4
Propylparaben 0,2
Citronellol 0,2
Eukalyptusoél 0,2
gereinigtes Wasser ad 100,0

Lanette E[J, Cetiol VO, Stearinsaure
und Wasser wurden auf dem Was-
serbad erwarmt (ca. 80° C) und Kkalt-
geruhrt. DEET wurde in Isopropylal-
kohol gelost und in die Dispersion
eingearbeitet. Methylparaben und
Propylparaben wurden unter leichtem
Erwarmen in Benzylalkohol gel6st und
zusammen mit Citronell- und Euka-
lyptusol und mit dem bereits angefer-
tigten Ansatz vereinigt (Ansatz A).

Aerosil 2000 wurde danach portions-

weise in Ansatz A eingearbeitet.

1.2

DEET 30,0
Isopropanol 38,0
Carbopol ETD 20500 0,8
Benzylalkohol 1,0
Methylparaben 0,4
Propylparaben 0,2
Citronellol 0,2
Eukalyptusol 0,2
gereinigtes Wasser ad 100,0

Carbopol ETD 20500 wurde mit einer ge-
ringen Menge Isopropylalkohol angeteigt.
Unter standigem Ruhren wurde der restli-
che Isopropylalkohol hinzugefiigt, so dass
eine gleichmafige Dispersion entstand.
DEET, eine LOsung von Methyl- und Pro-
pylparaben in Benzylalkohol sowie die athe-
rischen Ole wurden nacheinander dazuge-
geben. Zuletzt wurde Wasser vorsichtig

untergeruhrt, ohne Luftblasen zu erzeugen.
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1.3

DEET

Isopropanol

PEG 400
Benzylalkohol
Methylparaben
Propylparaben
Citronellol
Eukalyptusol
gereinigtes Wasser

30,0
20,0
27,5

1,0

0,4

0,2

0,2

0,2

ad 100,0

DEET wurde in Isopropylalkohol ge-

[6st. AnschlieRend wurden eine LO-

sung aus Methyl- und Propylparaben

in Benzylalkohol sowie die restlichen

Rezepturbestandteile

dazugegeben.

nacheinander

1.4

DEET 30,0
Isopropanol 38,0
PemulenTR 10 0,8
Benzylalkohol 1,0
Methylparaben 0,4
Propylparaben 0,2
Citronellol 0,2
Eukalyptusol 0,2

gereinigtes Wasser ad 100,0

PemulenTR 10 wurde mit ca. 10 g Isopro-
pylalkohol angeteigt und anschlieRend
weiter verdinnt, so dass eine gleichmaliige
Dispersion entstand. Unter standigem Ruh-
ren wurden DEET, eine Losung aus Methyl-
und Propylparaben in Benzylalkohol, Citro-
nell- und Eukalyptusol nacheinander dazu-
gegeben. Zum Schluss wurde, ohne dass
Luftblasen entstanden, Wasser eingear-
beitet.
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15

DEET 30,0
Isopropanol 38,0
PemulenTR 20 0,8
Benzylalkohol 1,0
Methylparaben 0,4
Propylparaben 0,2
Citronellol 0,2
Eukalyptusol 0,2
gereinigtes Wasser ad 100,0

Pemulen TR 20 wurde in einer Fan-
taschale vorlgelegt und mit einem Teil
des DEET angerieben. AnschlieRend
wurde diese Dispersion portionsweise
mit dem restlichen Wirkstoff versetzt.
Isopropylalkohol, eine Losung von
Methyl- und Propylparaben in Ben-
zylalkohol sowie die &therischen Ole
wurden nacheinander dazugegeben.

Nach Einriihren des Wassers erfolgte

die Bildung eines klaren Gels.

1.6

DEET 30,0
Isopropanol 31,0
Carbopol Ultrez 1000 0,8
Benzylalkohol 1,0
Methylparaben 0,4
Propylparaben 0,2
Citronellol 0,2
Eukalyptusol 0,2
gereinigtes Wasser ad 100,0

Carbopol Ultrez 1000 wurde in einer Fanta-
schale vorlgelegt und mit einem Teil des
DEET angerieben und anschlielend porti-
onsweise mit dem restlichen Wirkstoff ver-
setzt. Isopropylalkohol, eine Ldsung von
Methyl- und Propylparaben in Benzylalko-
hol sowie die atherischen Ole wurden da-
zugegeben. Nach Einrihren des Wassers

entstand ein opakes Gel.
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1.7

DEET

Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat
Glycerolmonostearat
Abil EM 900
Stearinsdure
Carbopol ETD 20500
Carbopol ETD 20200
Triethanolamin
Benzylalkohol
Methylparaben
Propylparaben
Citronellol
Eukalyptusol

gereinigtes Wasser

30,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0
6,0
0,2
2,0
1,0
1,0
0,4
0,2
0,2
0,2

ad 100,0

1.8

DEET

Isopropanol
Cetylstearylalkohol
PEG-30-stearat

Abil 3500

Carbopol ETD 20200
Carbopol Ultrez 1000
Triethanolamin
Benzylalkohol
Methylparaben
Propylparaben
Citronellol
Eukalyptusol

gereinigtes Wasser

30,0
4,4
0,4
3,6
1,0
0,4
0,3

0,12
1,0
0,4
0,2
0,2
0,2

ad 100,0
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DEET, Cetylpalmitat,
PEG-30-stearat, Glycerolmonosteart,
Abil EM 900, Stearinsaure und Car-
bopol ETD 20200 wurden auf dem

Cetylalkohol,

Wasserbad bei ca. 80 °C geschmol-
zen und kaltgeruhrt.

Carbopol ETD 205000 wurde auf das
Wasser aufgestreut und darin disper-
giert. Nach Zugabe von Triethanola-
min wurde die Suspension zu einem
klaren Gel verarbeitet. Anschlie3end
wurde die kaltgeriihrte Schmelze an-
teilsweise zu dem Gel gegeben. Eine
Losung von Methyl- und Propylpara-
ben in Benzylalkohol, Citronell6l und
Eukalyptus6l wurden zum Schluss

hinzugefugt.

DEET, Cetylstearylalkohl, PEG-30-stearat,
Abil 3500 und Carbopol ETD 20200 wur-
den auf dem Wasserbad bei ca. 80 °C ge-
schmolzen und anschliel3end kaltgeruhrt.

Carbopol Ultrez 1000 wurde mit etwas Was-
ser angerieben und restliches Wasser da-
zugegeben. Die Dispersion wurde mit Iso-
propylalkohol verdinnt, mit Triethanolamin
versetzt und zu einem klaren Gel verarbei-
tet. Zu diesem Gel wurde portionsweise die
erkaltete Olphase gegeben und abschlie-
Bend eine Loésung der Parabene in Ben-
zylalkohol sowie Citronell- und Eukalyptusol

hinzugefugt.

Zur Vermeidung von Luftblasenbildung wurde bei der Anfertigung im Universalmi-
scher (Stephan UM 12) mit Unterdruck (ca. 0,4 - 0,6 bar) bei standigem Rihren und
Temperaturen von 70 - 80 °C gearbeitet. Der gesamte Ansatz wurde erst kaltgeruhrt,

nachdem alle Zutaten verarbeitet worden waren.

DEET wurde als lipophiler Wirkstoff in die Fettphase der Zubereitungen eingearbeit-
tet. Es eignete sich bei der Herstellung als Losungsmittel fir die Polyacrylate.

Die quervernetzten Polyacrylate dienten einerseits als Gelbildner und somit als
Strukturverfestiger in den Cremeformulierungen, andererseits als Filmbildner auf der
Haut, um die Haftfestigkeit der Cremes zu erhdéhen. Zusatzlich behinderten sie die
Penetration des Wirkstoffs.

Die Carbomere wurden ebenfalls zur Konsistenzverfestigung, zur Erniedrigung der
Penetration von DEET und zur Erh6hung der Haftfestigkeit eingesetzt.

Macrogol 400 wurde als Cosolvens, als viskositatserhohender Zusatz und als Mittel

zur Herabsetzung der Penetration verwendet.
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Die Silikonéle Dimeticon und Cetyl-dimeticon-copolyol wurden wegen ihrer wasser-
abweisenden Eigenschaften eingesetzt. Cetyl-dimeticon-copolyol hat zuséatzlich auf-
grund von Polyoxyethylen- und Polyoxypropylengruppen in den Seitenketten
schwach oberflachenaktive Eigenschaften, wodurch die Spreitung auf der Haut und
die Streichfahigkeit der Zubereitungen erhéht wurden.
Bis-diglyceryl-polyacyl-adipat-2 ist ein synthetisches Wollwachssubstitut zur Verbes-
serung der Haftfestigkeit.

Glycerolmonostearat 40-50% EuAB 1997 (HLB = 3,8) wurde als W/O- und Polye-
thylenglycol-30-stearat EUAB NT 1999 (HLB = 16) als O/W- Emulgator verwendet.

Weiterhin wurden eingesetzt Na-cetylstearylsulfat als O/W-Emulgator, Olsauredecy-

lester, Stearinsaure und Cetylpalmitat als konsistenzbeeinflussende Bestandteile der
Fettphase, hochdisperses Siliciumdioxid als anorganischer Gelbildner, Methyl-, Pro-

pylparaben und Benzylalkohol als Konservierungsmittel sowie Citronell- und Euca-

lyptusol als Geruchskorrigentien.

Zweite Generation

Ausgehend von Rezeptur 1.7 wurde die Hilfsstoffzusammensetzung geéndert. Die

Zusammensetzung sollte vereinfacht werden, mit dem Ziel, fur Stabilitat und Haftfe-
stigkeit unwichtige Bestandteile wegzulassen. Dies wurde mit Tests, die im Folgen-
den beschrieben werden, Uberprift. Auf Isopropanol wurde wegen maoglicher Explo-

sionsgefahr bei der Grof3herstellung verzichtet.

Fur die Rezepturentwicklung wurden 23 -Faktorenversuchspléane aufgestellt. Unter
Beibehaltung der Wirkstoffmenge von jeweils 30 % DEET wurden im ersten Fall

(Tabelle 3-1) die Menge und Zusammensetzung der Gelphase (Faktor A), der Sili-
condlanteil (Faktor B) und die Art der Konservierungsmittel (Faktor C) variiert. Die

Zusammensetzung der Ubrigen Hilfsstoffe dnderte sich nicht.
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Faktoren Code Unteres Niveau = (-) Oberes Niveau = (+)

Polyacrylate A C10-30-Alkylacrylat-copolymer C1qq-30-Alkylacrylat-
(Carbopol ETD 20200) 2,0%  copolymer (Carbopol ETD
Polyacrylsaure (Carbopol ETD 20200) 3,0 %
20500) 0,2%

Silicondl B Cetyl-dimeticon-copolyol (Abil Cetyl-dimeticon-copolyol
EM 900) 1,0% (Abil EM 900)) 2,0%

Konservierungs- C Benzylalkohol 1,0% Propylenglycol 15,0%

mittel PHB-Ester 0,6%

Emulgator- Cetylpalmitat

mischung Cetylalkohol 14,0%

Glycerolmonostearat
POE-30-stearat

Stearinsaure

Tabelle 3-1: Faktorenversuchsplan 1 fir die Entwicklung der Zubereitungen der 2.

Generation

Bei dem 2. Faktorenversuchsplan wurde auf PHB-Ester und Benzylalkohol verzich-
tet. Die Menge und Art der Polyacrylate (Faktor A) wurde wie im ersten Fall variiert,
die Silicondlmenge (Faktor B) und die Zusammensetzung der Emulgator-
Hilfsstoffmischung (Faktor C) wurden verandert. Propylenglycol diente als Cosolvens
und Konservierungsmittelersatz (Tabelle 3-2). Mit Wasser als Dispersionsmittel wur-
de in beiden Fallen bis zu 100 % aufgeflllt. Es entstanden 16 Zubereitungen, deren
Abwaschbarkeit innerhalb einer Woche und die Lagerstabilitat iber sieben Monate

getestet wurden.
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Faktoren Code Unteres Niveau = (-) Oberes Niveau = (+)

Polyacrylate A C10-30-Alkylacrylat-copolymer C1qq-30-Alkylacrylat-
(Carbopol ETD 205000) 2,0%  copolymer (Carbopol ETD
Polyacrylsaure (Carbopol ETD 20200) 3,0%
20500) 0,2%

Silicondl B Cetyl-dimeticon-copolyol
(Abil EM 900) 1,0%

Emulgator- C Glycerolmonostearat 2,0% Stearinséure 6,0%

mischung POE-30-stearat 1,0% Cetylpalmitat 3,0%

Cetylalkohol 2,0%
Glycerolmonostearat 2,0%
POE-30-Glycerolmono-

stearat 1,0%

Konservierungs- Propylenglycol 15 %

mittel

Tabelle 3-2: Faktorenversuchsplan 2 fur die Entwicklung der Zubereitungen der 2.

Generation

Nachfolgend sind die Zusammensetzungen der unterschiedlichen Zubereitungen
aufgefihrt, die sich aufgrund der faktoriellen Versuchsplanung ergaben.

Die Rezepturen sind jeweils links oben sowie links unten durch Kombinationen von
Zahlen bzw. Zahlen und Buchstaben gekennzeichnet. Die Zahlen tGber den Rezeptu-
ren identifizieren, wie bereits beschrieben, die Formulierungen innerhalb ihrer Gene-
ration, die Kombination von Zahlen und Buchstaben unter der Rezeptur gibt die
Faktorenkombination an, die aus den Versuchsplanen resultiert. Die Zahl vor dem
Punkt entspricht dem Faktorenversuchsplan innerhalb der Generation -"1” oder "2"-,
der Buchstabe gibt an, welcher Faktor auf oberem Niveau ist. Steht "(1)” nach dem

Punkt, befinden sich alle Faktoren auf niedrigem Niveau (vgl. Kapitel 3.1.3).
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Rezepturen und Herstellungsverfahren

Die Zubereitung aller Formulierungen erfolgte nach dem selben Prinzip.

DEET wurde vorgelegt und auf 70 - 80°C erhitzt. Anschliel3end wurden die Carbome-

re darin gelést. Wachse und Emulgatoren von halbfester oder fester Konsistenz so-

wie Ole wurden bei einer Temperatur von 70 - 80°C zu einer homogenen Mischung

verarbeitet und dem zuvor hergestellten Ansatz unter Rihren hinzugefigt.

=> Ansatz A.

Die wasserloslichen Bestandteile wurden geldst, auf 70 - 80°C erhitzt und in Ansatz

A eingeruhrt. Fehlendes Wasser wurde nach dem Abkuhlen erganzt.

Die Zubereitungen der 3. und 4. Generation wurden ebenfalls nach diesem Prinzip

hergestellt.

2.1

DEET

Carbopol ETD 20200
Carbopol ETD 20500
Abil EM 900
Benzylalkohol
Methylparaben
Propylparaben
Stearinséure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat
Glycerolmonostearat
Natriumhydroxidlésung 5 %
gereinigtes Wasser

1.(1)

30,0
2,0
0,2
1,0
1,0
0,4
0,2
6,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0

ad 100,0

2.2

DEET

Carbopol ETD 20200
Abil EM 900
Benzylalkohol
Methylparaben
Propylparaben
Stearinséure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat
Glycerolmonostearat
Natriumhydroxidldsung 5 %

gereinigtes Wasser

la

30,0
3,0
1,0
1,0
0,4
0,2
6,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0

ad 100,0
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2.3

DEET

Carbopol ETD 20200
Carbopol ETD 20500
Abil EM 900
Benzylalkohol
Methylparaben
Propylparaben
Stearinsdure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat
Glycerolmonostearat
Natriumhydroxidldsung 5 %

gereinigtes Wasser

1.b

30,0
2,0
0,2
2,0
1,0
0,4
0,2
6,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0

ad 100,0

2.4

DEET

Carbopol ETD 20200
Carbopol ETD 205001
Abil EM 900
Propylenglykol
Stearinsdure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat
Glycerolmonostearat
Natriumhydroxidldsung 5 %

gereinigtes Wasser

1.c

30,0
2,0
0,2
1,0

15,0
6,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0

ad 100,0
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2.5

DEET

Carbopol ETD 20200
Abil EM 900
Benzylalkohol
Methylparaben
Propylparaben
Stearinsaure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat
Glycerolmonostearat
Natriumhydroxidlésung 5%

gereinigtes Wasser

1l.ab

30,0
3,0
2,0
1,0
0,4
0,2
6,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0

ad 100,0

2.6

DEET

Carbopol ETD 20200
Carbopol ETD 20500
Abil EM 900
Propylenglykol
Stearinséure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat
Glycerolmonostearat
Natriumhydroxidldsung 5%

gereinigtes Wasser

1.bc

30,0
2,0
0,2
2,0

15,0
6,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0

ad 100,0
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2.7

DEET

Carbopol ETD 20200
Abil EM 900
Propylenglykol
Stearinsdure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat

Glycerolmonostearat

Natriumhydroxidlésung 5%

gereinigtes Wasser

l.ac

30,0
3,0
1,0

15,0
6,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0

ad 100,0

2.8

DEET

Carbopol ETD 20200
Abil EM 900
Propylenglykol
Stearinsaure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat

Glycerolmonostearat

Natriumhydroxidlésung 5%

gereinigtes Wasser

1.abc

30,0
3,0
2,0

15,0
6,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0

ad 100,0
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2.9

DEET

Carbopol ETD 20200
Carbopol ETD 20500
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol

Natriumhydroxidldsung 5%

gereinigtes Wasser

2.(1)

2.11

DEET

Carbopol ETD 20200
Carbopol ETD 20500
Abil EM 900
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol

Natriumhydroxidlésung 5%

gereinigtes Wasser

2.b

30,0

2,0

0,2

2,0

1,0

15,0

1,0

ad 100,0

30,0

2,0

0,2

1,0

2,0

1,0

15,0

1,0

ad 100,0

2.10

DEET

Carbopol ETD 20200
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol
Natriumhydroxidlésung 5%
gereinigtes Wasser

2.a

2.12

DEET

Carbopol ETD 20200
Carbopol ETD 205001
Stearinsdure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol
Natriumhydroxidlésung 5%
gereinigtes Wasser

2.c

30,0

3,0

2,0

1,0

15,0

1,0

ad 100,0

30,0
2,0
0,2
6,0
3,0
2,0
2,0
1,0

15,0
1,0

ad 100,0
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2.13

DEET

Carbopol ETD 20200

Abil EM 900
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol
Natriumhydroxidldsung 5%

gereinigtes Wasser

2.ab

2.15

DEET

Carbopol ETD 20200
Stearinséure

Cetylpalmitat

Cetylalkohol
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol
Natriumhydroxidldsung 5%

gereinigtes Wasser

2.ac

30,0

3,0

1,0

2,0

1,0

15,0

1,0

ad 100,0

30,0

3,0

6,0

3,0

2,0

2,0

1,0

15,0

1,0

ad 100,0

2.14

DEET

Carbopol ETD 20200
Carbopol ETD 205001
Abil EM 900
Stearinsdure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol
Natriumhydroxidldsung 5%

gereinigtes Wasser

2.bc

2.16

DEET

Carbopol ETD 20200
Abil EM 90
Stearinséure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol
Natriumhydroxidlésung 5%

gereinigtes Wasser

2.abc

30,0
2,0
0,2
1,0
6,0
3,0
2,0
2,0
1,0

15,0
1,0

ad 100,0

30,0
3,0
1,0
6,0
3,0
2,0
2,0
1,0

15,0
1,0

ad 100,0
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Dritte Generation

Bei der Versuchsplanung der 3. Generation wurden anstelle der Carbopole ETD

20200 und 20500, die als Hilfsstoffe fur Kosmetika zugelassen sind, die in Arznei-
bichern beschriebenen Carbomere Pemulen TR 1 NFO und Pemulen TR 2 NF[O

verwendet. Im Gegensatz zur 1. und 2. Generation wurde jeweils nur eines dieser

Polyacrylate eingesetzt (Tabelle 3-3 und Tabelle 3-4). Die Abwaschbarkeit der 16

Formulierungen wurde innerhalb einer Woche und die Lagerstabilitéat sieben Monate

lang gepruft.

Faktoren Code Unteres Niveau = (-) Oberes Niveau = (+)

Polyacrylate A C10-30-Alkylacrylat- Cq-30-Alkylacrylat-copolymer
copolymer (Pemulen (Pemulen TR 2 NF0) 3,0%
TR 1 NF0O) 3,0%

Silicondl B Cetyl-dimeticon- Cetyl-dimeticon-copolyol 2,0%
copolyol 1,0%

Konservierungs- C Benzylalkohol 1,0% Propylenglycol 15,0%

mittel PHB-Ester 0,6%

Emulgator- Cetylpalmitat

mischung Cetylalkohol 14,0%

Glycerolmonostearat
POE-30-stearat

Stearinsaure

Tabelle 3-3: Faktorenversuchsplan 1 fur die Entwicklung der Zubereitungen der 3.

Generation
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Faktoren Code Unteres Niveau = (-) Oberes Niveau = (+)
Polyacrylate A C10-30-Alkylacrylat-  Cq-30-Alkylacrylat-copolymer
copolymer (Pemulen (PemulenTR 2 NFLO) 3,0%
TR 1 NF0O) 3,0%
Silicondl B Cetyl-dimeticon-copolyol 1,0%
Emulgator- C Glycerolmonostearat Stearinsaure 6,0%
mischung 2,0% Cetylpalmitat 3,0%
POE-30-stearat Cetylalkohol 2,0%
1,0%) Glycerolmonostearat 2,0%
POE-30-Glycerolmonostearat
1,0%
Konservierungs- Propylenglycol 15 %
mittel

Tabelle 3-4: Faktorenversuchsplan 2 fur die Entwicklung der Zubereitungen der 3.

Generation
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Rezepturen und Herstellungsverfahren

Aufgrund der faktoriellen Versuchsplanung ergaben sich folgende Zusammenset-

zungen der Zubereitungen. Die Herstellung erfolgte in gleicher Weise wie die Her-

stellung der Formulierungen der 2. Generation. Bei der Anfertigung der 3 kg- und

120 kg-Ansatze von Rezeptur 3.10 wurde jeweils bei Unterdruck, Temperaturen zwi-

schen 70 und 80°C sowie unter stdndigem Ruhren gearbeitet.

3.1

DEET

Pemulen TR 1 NFO
Abil EM 900
Benzylalkohol
Methylparaben
Propylparaben
Stearinsdure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat
Glycerolmonostearat
Natriumhydroxidlésung 5 %
gereinigtes Wasser

1.(1)

30,0
3,0
1,0
1,0
0,4
0,2
6,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0

ad 100,0

3.2

DEET

Pemulen TR 2 NF[O
Abil EM 900
Benzylalkohol
Methylparaben
Propylparaben
Stearinséure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat
Glycerolmonostearat
Natriumhydroxidlésung 5 %
gereinigtes Wasser

la

30,0
3,0
1,0
1,0
0,4
0,2
6,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0

ad 100,0
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3.3

DEET

Pemulen TR 1 NFO
Abil EM 900
Benzylalkohol
Methylparaben
Propylparaben
Stearinsaure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat

Glycerolmonostearat

Natriumhydroxidlésung 5 %

gereinigtes Wasser

1.b

30,0
3,0
2,0
1,0
0,4
0,2
6,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0

ad 100,0

3.4

DEET 30,0
Pemulen TR 1 NF[O 3,0
Abil EM 900 1,0
Propylenglykol 15,0
Stearinsaure 6,0
Cetylpalmitat 3,0
Cetylalkohol 2,0
PEG-30-stearat 1,0
Glycerolmonostearat 2,0
Natriumhydroxidlésung 5 % 1,0
gereinigtes Wasser ad 100,0
1l.c
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3.5

DEET

Pemulen TR 2 NFO
Abil EM 900
Benzylalkohol
Methylparaben
Propylparaben
Stearinsaure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat
Glycerolmonostearat
Natriumhydroxidlésung 5%
gereinigtes Wasser

1l.ab

3.7

DEET

Pemulen TR 2 NFO
Abil EM 900
Propylenglykol
Stearinsdure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat
Glycerolmonostearat
Natriumhydroxidldsung 5%

gereinigtes Wasser

1.ac

30,0
3,0
2,0
1,0
0,4
0,2
6,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0

ad 100,0

30,0
3,0
1,0

15,0
6,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0

ad 100,0

3.6

DEET

Pemulen TR 1 NF[O
Abil EM 900
Propylenglykol
Stearinsaure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat
Glycerolmonostearat
Natriumhydroxidlésung 5%
gereinigtes Wasser

1.bc

3.8

DEET

Pemulen TR 2 NFOO
Abil EM 900
Propylenglykol
Stearinséure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
PEG-30-stearat
Glycerolmonostearat
Natriumhydroxidldsung 5%

gereinigtes Wasser

1l.abc

30,0
3,0
2,0

15,0
6,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0

ad 100,0

30,0
3,0
2,0

15,0
6,0
3,0
2,0
1,0
2,0
1,0

ad 100,0
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3.9

DEET

Pemulen TR 1 NFO
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol
Natriumhydroxidlésung 5%
gereinigtes Wasser

2.(1)

3.11

DEET

Pemulen TR 1 NFO

Abil EM 900
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol
Natriumhydroxidlésung 5%
gereinigtes Wasser

2.b

30,0

3,0

2,0

1,0

15,0

1,0

ad 100,0

30,0

3,0

1,0

2,0

1,0

15,0

1,0

ad 100,0

3.10

DEET

Pemulen TR 2 NFO
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol
Natriumhydroxidlésung 5%

gereinigtes Wasser

2.a

3.12

DEET

Pemulen TR 1 NFO
Stearinséure

Cetylpalmitat

Cetylalkohol
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol
Natriumhydroxidlésung 5%

gereinigtes Wasser

2.c

30,0

3,0

2,0

1,0

15,0

1,0

ad 100,0

30,0

3,0

6,0

3,0

2,0

2,0

1,0

15,0

1,0

ad 100,0
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3.13

DEET

Pemulen TR 2 NFO

Abil EM 900
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol
Natriumhydroxidldsung 5%

gereinigtes Wasser

2.ab

3.15

DEET

Pemulen TR 2 NFO
Stearinséure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol
Natriumhydroxidlésung 5%
gereinigtes Wasser

2.ac

30,0

3,0

1,0

2,0

1,0

15,0

1,0

ad 100,0

30,0

3,0

6,0

3,0

2,0

2,0

1,0

15,0

1,0

ad 100,0

3.14

DEET

Pemulen TR 1 NFO
Abil EM 900
Stearinsdure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol
Natriumhydroxidlésung 5%
gereinigtes Wasser

2.bc

3.16

DEET

Pemulen TR 2 NFO
Abil EM 90
Stearinséure
Cetylpalmitat
Cetylalkohol
Glycerolmonostearat
PEG-30-stearat
Propylenglykol
Natriumhydroxidldsung 5%

gereinigtes Wasser

2.abc

30,0
3,0
1,0
6,0
3,0
2,0
2,0
1,0

15,0
1,0

ad 100,0

30,0
3,0
1,0
6,0
3,0
2,0
2,0
1,0

15,0
1,0

ad 100,0
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Vierte Generation

Aufgrund guter physikalisch-chemischer Stabilitdt nach 7 Monaten wurde Rezeptur
3.10 als Ausgangsrezeptur fur die Formulierungen der 4. Generation ausgewahlt.
Durch Variation der Emulgatorzusammensetzung wurde untersucht, ob sich die
Haftfestigkeit der Rezepturen andert. Der Zusatz von Bis-diglyceryl-polyacyladipat-2
(Softisan 6490) sollte die Abwaschbarkeit weiter herabsetzen. Entsprechende Men-
gen Propylenglycol und Softisan 64900 wurden gegeneinander ausgetauscht. Es ent-

standen zehn Formulierungen, deren Haftfestigkeit geprift wurde.

Rezepturen und Herstellungsverfahren
Die Zubereitungen wurden analog den Fertigungsmethoden der Rezepturen der 2.
und 3. Generation hergestellt. Die 3 kg- und 120 kg-Ansétze von Rezeptur 4.2 wur-

den auf gleiche Weise wie Rezeptur 3.10 angefertigt.

Den Zubereitungen der 4. Generation lag folgende Basisrezeptur zugrunde:

DEET 30,0
Pemulen TR20 3,0
Glycerolmonostearat a
PEG-30-stearat b
Propylenglycol c
Softisan 649 d
Natriumhydroxidlésung 5% 1,0
gereinigtes Wasser ad 100,0

Die Buchstaben a, b, c und d stellen variable Hilfsstoffanteile dar.
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Rezeptur Hilfsstoffanteil [%]
Glycerolmonostearat POE-30-stearat Propylenglycol Softisan 6490

—a =b =cC =d
4.1 2 1 14 1
4.2 2 1 13 2
4.3 2 1 12 3
4.4 2 1 11 4
4.5 2 1 10 5
4.6 1 2 14 1
4.7 1 2 13 2
4.8 1 2 12 3
4.9 1 2 11 4
4.10 1 2 10 5

Tabelle 3-5: Variationen in der 4. Generation

3.1.3. Einfluss der Hilfsstoffe auf die physikalische Stabilitat

Die Cremes der 2. und 3. Generation wurden in Salbenkruken bei 22°C im Klima-
schrank eingelagert, und es wurde wdchentlich visuell kontrolliert, ob eine Phasen-
trennung, d.h. Wasser- oder Fetttropfchen mit einem Durchmesser von ca. 1 mm an
der Oberflache, vorlag. Nach 212 Tagen wurde der Versuch beendet und die Ergeb-

nisse ausgewertet.

Auswertung von Faktorenversuchspldnen

Die faktorielle Versuchsplanung dient dazu, mehrere Einflussgréf3en auf qualitatsbe-
stimmende Merkmale zu untersuchen. Bei einem 23 Faktorenversuchsplan werden
drei qualitative oder quantitative Variable bzw. Faktoren (A, B, C) auf jeweils einem
hohen und einem niedrigen Niveau eingestellt. Das niedrige Niveau wird mit einem
Minuszeichen (-), das hohe mit einem Pluszeichen (+) gekennzeichnet. Daraus folgt
die Zuordnung der Vorzeichen fur die Berechnung der Effekte (vgl. Gleichungen 3-2
und Tabelle 3-6).
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Man geht bei der faktoriellen Versuchsplanung von einem linearen Modell aus, das
besagt, dass die einzelnen Faktoren sowie ihre Wechselwirkungen das Ergebnis

beeinflussen.

Y=p+E,[A+E;[B+E.[C+E,,(AB+E,.[AC+E,. [BC+E,,.[ABC+¢
Gleichung 3-1

In Gleichung 3-1 ist Y das Versuchsergebnis, das sich zusammensetzt aus der
Summe des Mittelwerts u aller Versuchsergebnisse, der Effekte Ea, Eg und Ec der
verschiedenen Einflussgréf3en A, B, und C sowie deren zweifachen Wechselwirkun-
gen Eag, Eac und Egc und der dreifachen Wechselwirkung Eagc untereinander. Hinzu
kommt der Einfluss einer Versuchsstreuung €. Mit Hilfe von Tabelle 1-1 kdnnen die
Ergebnisse (Haltbarkeit in Tagen) ausgewertet und die Einflisse der verschiedenen
Faktoren beurteilt werden. Spalte 1 (Versuch) gibt an, um welchen Versuch, bei-
spielsweise eine Hilfsstoffkombination, es sich handelt. Dabei bedeutet "(1)”, dass
alle Faktoren auf niedrigem Niveau sind, "a” bedeutet, Faktor A ist auf hohem Niveau
und B und C auf niedrigem usw.. In der zweiten Spalte werden die Ergebnisse, z.B.
Lagerstabilitat in Tagen, eingetragen. In Spalte 3 werden alle Testergebnisse aufad-
diert ("T") und durch 8 geteilt ("T/8"), um das arithmetische Mittel aller Ergebnisse als
Schéatzwert von p zu bestimmen. Der Wert wird in der letzten Zeile eingetragen. In
den folgenden Spalten multipliziert man das Ergebnis der entsprechende Zeile mit -1
oder +1, je nach Vorzeichenvorgabe in der jeweiligen Zelle, und addiert die Werte
spaltenweise. Um die Effekte der Faktoren und Wechselwirkungen zu erhalten, divi-
diert man die jeweilige Spaltensumme durch 4. Dies entspricht der Berechnung von

Effekten und Wechselwirkungen nach folgenden Formelin:

_A+AB+AC+ABC ()+B+C+BC
4 4

EA

_B+AB+BC+ABC ()+A+C+AC

E
B 4 4
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_C+AC+BC+ABC ()+A+B+AB

E
¢ 4 4
_(D+C+AB+ABC A+B+AC+BC
Ep= -
4 4
_()+B+AC+ABC A+C+AB+BC
Eac = -
4 4
_(D+A+BC+ABC B+C+AB+AC
Egc = -
4 4
_A+B+C+ABC ()+AB+AC+BC
Enec = 4 - 4

Gleichungen 3-2: Formeln zur Berechnung der Effekte und Wechselwirkungen

Das Ergebnis wird jeweils in der letzten Zeile eingetragen.

Je groler der Zahlenwert des Ergebnisses der letzten Zeile, desto groRRer ist der Ef-
fekt des entsprechenden Faktors bzw. der Faktorenkombination. Ein negativer Wert
der Summe und damit des Effekts bzw. der Wechselwirkung bedeutet, dass der

Wert der Zielgrof3e abnimmt, wenn man vom unteren Niveau des Faktors zum obe-
ren Ubergeht.

Ginge man rein pragmatisch vor, ware die Faktorenkombination, die zum besten Er-
gebnis (Spalte 2) fuhrt, die beste. Durch einen Vergleich der Spaltensummen kann
aber die relative GroéR3e der Einfliisse von Faktoren und Faktorenkombinationen be-
urteilt werden.

Die Faktoren werden unterteilt in quantitative Einflussgréf3en, z.B. Hilfsstoffmengen,
und qualitative Einflussgrof3en, z.B. Art der Hilfsstoffe.
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Versuch Ergebnis T A B C AB AC BC ABC

(2) + - - - + + + -
+ + - - - - + +
b + - + - - + - +
C + - - + + - - +
ab + + + - + - - -
ac + + - + - + - -
bc + - + + - - + -
abc + + + + + + + +
Summe: T-= A= B= C= AB= AC= BC= ABC=
Effekt:

Tabelle 3-6: Faktorenversuchsplan

3.1.4. Ergebnisse
Von den Zubereitungen der 2. und 3. Generation waren nach Abschluss der Einlage-

rung folgende ausreichend physikalisch stabil: 2.2, 2.10, 2.12, 3.1, 3.3, 3.7, 3.8,
3.10, 3.12, 3.15 und 3.16.

Zweite Generation

1. Faktorenversuchsplan:

Die langste Haltbarkeit von den ersten acht Formulierungen der 2. Generation hatte
die Creme, bei der der Faktor A auf hohem Niveau (Carbopol ETD 20200 3,0 %)
und die Faktoren B (Abil EM 900 1,0 %) und C (Benzylalkohol 1,0 %, PHB-Ester 0,6

%) auf niedrigem Niveau waren.

Der positive Effekt des Faktors A auf die Haltbarkeit, d.h. die Erh6hung des Carbopol
ETD 20200 -Anteils von 2 auf 3,0 % und das Weglassen von Carbopol ETD 20500
war zahlenmafdig genau so grol3 wie die Wechselwirkung der Faktoren B und C so-
wie die Wechselwirkung von A, B und C (Tabelle 3-7).

Die Lagerstabilitdt der Zubereitungen mit jeweils B (Abil EM 900 2,0 %) und C (Pro-

pylenglycol 15 %) auf hohem Niveau war mit 63 und 7 Tagen aber sehr kurz. In bei-
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den Fallen war der Effekt mit dem Wert (-19,8) negativ. Das Vorzeichen der Wech-
selwirkung zwischen B und C bedeutet aber, dass sich die Stabilitat der Salben ver-
besserte, wenn statt 2 % Silikondl nur 1 % eingesetzt wurde und statt 15 % Propy-
lenglycol eine Losung von Benzylalkohol und PHB-Estern als antimikrobieller Zusatz
verwendet wurde. Der Effekt der zweifachen Wechselwirkung zwischen B und C er-
gab eine positive Zahl, da sich die negativen Vorzeichen ((-1) x (-1) = 1) durch Multi-
plikation umkehren. Die gleiche Interpretation lasst auch der Effekt der Wechselwir-
kungen zwischen A, B und C zu, mit Faktor A auf hohem Niveau und den Faktoren B

und C auf niedrigem Niveau ((+1) x (-1) x (-1) = +1).

Daraus folgt, dass sich 3,0 % Carbopol ETD 20200 und die Konservierungsmittelmi-
schung aus Parabenen und Benzylalkohol positiv auf die physikalische Stabilitat der

Zubereitungen auswirkten, diese durch Abil EM 900 aber negativ beeinflusst wurde.

2. Faktorenversuchsplan:

Wegen der allergenen Wirkung, die den PHB-Estern zugesprochen wird ("Paragrup-
penallergie") [108], wurden diese in einer zweiten Versuchsreihe durch 15 % Propy-
lenglycol als antimikrobieller Zusatz und Cosolvens fur DEET ersetzt. AuRerdem
wurde gepruift, wie sich eine Vereinfachung der Emulgatormischung und konsistenz-
gebenden Bestandteile durch Reduzierung auf 2,0 % Glycerolmonostearat und 1 %
POE-30-stearat auf die Stabilitat auswirkte. Da sich ein niedriger Silikonolanteil posi-
tiv auf die Haltbarkeit ausgewirkt hatte, wurde untersucht, welchen Einfluss ein voll-
standiger Verzicht haben kdnnte. Die Polyacrylat-Anteile wurden gegentiber dem

vorherigen Versuchsplan nicht geandert. Tabelle 3-8 zeigt die Ergebnisse.

Der Mittelwert (T/8) gegentiber der 1. Serie hatte sich um das 1,6-fache verbessert.
Anstelle von einer Rezeptur waren insgesamt zwei Rezepturen Gber den gesamten
Zeitraum stabil.

Die Zubereitungen mit den Faktoren A auf hohem Niveau (Carbopol ETD 20200 3,0
%) sowie A und C (Carbopol ETD 20200 3,0 % und Stearinsaure 6,0%, Cetylpalmi-
tat 3,0%, Cetylalkohol 2,0%, Glycerolmonostearat 2,0%, POE-30-Glycerolmono-
stearat 1,0%) auf hohem Niveau waren 212 Tage haltbar, gefolgt von der Zuberei-

tung mit Faktor B (Abil EM 900 1,0 %) auf hohem Niveau.
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Die Emulgatormischung aus Stearinsaure 6,0%, Cetylpalmitat 3,0%, Cetylalkohol
2,0%, Glycerolmonostearat 2,0 % und POE-30-Glycerolmono-stearat 1,0% (Faktor C
auf oberem Niveau) hatte den gro3ten negativen Einflul3 auf die Haltbarkeit der
Cremes. Dies erkennt man an der Summe der sechsten Spalte mit dem Wert -406
(Effekt =-101,5).

Die Summe der vierten Spalte ist 284 (Effekt = 71,0), was bedeutet, dass die Hal-
barkeit positiv beeinflusst wurde durch Carbopol ETD 202001, die reduzierte Emul-
gatormischung aus Glycerolmonostearat 2,0 % und POE-30-stearat 1,0 % sowie das
Weglassen von Silikondl (Effekt von Faktor B auf hohem Niveau = -43,0). Faktor A
auf hohem Niveau hatte den zweitgroRten Effekt auf die Stabilitat (Effekt = 71,0).

Die Wechselwirkung zwischen den Faktoren A und C hatte ebenfalls einen hohen
Wert. Da dieser positiv ist, kann dies nur niedriges Niveau fir beide Faktoren be-
deuten, denn der negative Effekt von C (-101,5) war vom Betrag 1,4 mal groR3er als
der Effekt von A (71,0). Dies bedeutet, dass Stearinsaure 6,0%, Cetylpalmitat 3,0%
und Cetylalkohol 2,0% die Stabilitdt am starksten negativ beeinflussten. Dieser ne-
gative Einfluss konnte aber durch Carbopol ETD 202001 kompensiert werden (vgl.
Haltbarkeit von Rezeptur 2.14 = 212 Tage, Faktoren A und C auf oberem Niveau)).

Daraus folgt, dass sich die auf Glycerolmonostearat 2,0% und POE-30-stearat 1,0 %
reduzierte Emulgatormischung positiv auf die Zubereitungen auswirkte und fur die
Stabilitat die grof3te Bedeutung hatte. Carbopol ETD 20200 3,0 % trug ebenfalls zur

Stabilisierung der Rezepturen bei sowie der Verzicht auf Silikonél.
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Versuch Ergebnis T A B C AB AC BC ABC
(Rezeptur) [Tage]

(-1 (2.1) 63 + - - - + + + -
a(2.2) 212 + + - - - - + +
b (2.3) 63 + - + - - + - +
c (2.4) 7 4+ - - + + - - +
ab (2.5) 7 + + + - + - - -
ac (2.6) 63 + + - + - + - -
bc (2.7) 7 4+ - + + - - + -
abc (2.8) 189 + + + + + + + +

Summe: 611 331 -16 145 331 331
Effekt: 76,4 82,8 -19,8 -19.8 -4,0 36,3 82,8 82,8

¥
O
1
\l
O

Tabelle 3-7: Faktorenversuchsplan der Rezepturen 2.1 bis 2.8, Zielgro3e: Physikali-
sche Stabilitat

Versuch  Ergebnis T A B C AB AC BC ABC
(Rezeptur) [Tage]
(-1) (2.9) 147 + - - - + + + -
a(2.10) 212 + + - - - - + +
b (2.11) 189 + - + - - + - +
c(2.12) 7 + - - + + - - +
ab (2.13) 147 + + + - + - - -
ac (2.14) 212 + + - + - + - -
bc (2.15) 7+ - + + - - + -
abc (2.16) 63 + + + + + + + +
TI8= A= B= C= AB= AC= BC= ABC-=

Summe: 984 284 -172 -406 -44 238 -126 -42
Effekt: 123,0 71,0 -43,0 -101,5 -11,0 59,5 -31,5 -10,5

Tabelle 3-8: Faktorenversuchsplan der Rezepturen 2.9 bis 2.16, ZielgroRe: Physika-
lische Stabilitat
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Dritte Generation

Die mittlere Haltbarkeit (T/8) nimmt gegeniber der 1. Serie / Versuchsplanung 2.
Generation um das 2,1-fache und gegenuber der 2. Serie / Versuchsplanung 2. Ge-
neration um das 1,3-fache zu.

Es zeigte sich, dass sich die Verwendung von Pemulen TR 1 NFOJ und Pemulen TR

2 NFO positiv auf die Ergebnisse auswirkte.

1. Faktorenversuchsplan:

Die Rezepturen 3.1, 3.3, 3.7 und 3.8 blieben wahrend des Untersuchungszeitraums
stabil.

Faktor B auf hohem Niveau sowie die Wechselwirkung zwischen den Faktoren B und
C erzielten mit 74,5 den groRten Effekt. Dies bedeutet, dass sich Abil EM 900 2,0 %
sowie die Kombination von Abil EM 900 1,0 % mit der Konservierungsmittelmi-
schung aus PHB-Estern 0,6 % und Benzylalkohol 1,0 % stabilisierend auf die Zube-
reitungen auswirkten.

Wie zuvor waren Zubereitungen, die durch Propylenglycol 15 % gegen mikrobiellen
Befall geschutzt waren, im Mittel weniger haltbar als solche, die mit Benzylalkohol
und PHB-Estern konserviert worden waren (Effekt von Faktor C auf niedrigem Ni-
veau = -42). Dieser negative Effekt wurde aber durch die positive Wechselwirkung
der Faktoren "Erh6hung des Silikonélzusatzes" und "Ubergang von konventionellen

Konservierungsmitteln zu Propylenglycol” weit Gberkompensiert.

Pemulen TR 1 NFO 3 % war bei diesen Formulierungen Pemulen TR 2 NFO 3 %

vorzuziehen. (Tabelle 3-9).

82



Experimenteller Teil

2. Faktorenversuchsplan:

In der zweiten Serie wurden die quantitativen und qualitativen Einflussgré3en analog

zur 2. Serie / 2. Generation variiert. In Tabelle 3-10 sind die Ergebnisse dargestellt.

Die mittlere Haltbarkeit (T/8) hatte sich im Vergleich zur 1. Serie / 3. Generation
kaum verbessert (ca. 9 %).

Die Rezepturen 3.10, 3.12, 3.15 und 3.16 blieben wahrend der 212 Tage stabil. Die
Spaltensummen zeigen, dass die Faktoren A (Pemulen TR 2 NFOJ) und C (Emulga-
tormischung aus Stearinsaure 6,0%, Cetylpalmitat 3,0%, Cetylalkohol 2,0%, Gly-
cerolmonostearat 2,0 und POE-30-Glycerolmono-stearat 1,0%) die Versuchsergeb-

nisse am starksten positiv beeinflussten.

Auch die Wechselwirkung beider Faktoren war grof3. Da die Spaltensumme ein ne-
gatives Vorzeichen hat, musste einer der Faktoren auf hohem Niveau, der andere
auf niedrigem sein, um das Ergebnis entsprechend zu beeinflussen. Das Experiment
zeigt, dass die Kombination von 3 % Pemulen Tr 2 NF und der vereinfachten
Emulgatormischung aus Glycerolmonostearat 2,0 % und POE-30-stearat 1,0 % (Re-
zeptur 3.10) die Stabilitat positiv beeinflussten (Haltbarkeit = 212 Tage), wogegen die
Rezeptur 3.14 mit Pemulen Tr 2 NFO und der Emulgatormischung aus Stearinsaure
6,0%, Cetylpalmitat 3,0%, Cetylalkohol 2,0%, Glycerolmonostearat 2,0 und POE-30-

Glycerolmono-stearat 1,0% nur 189 Tage haltbar war.

Abil EM 900 erhohte ebenfalls die Stabilitat, wobei sich die Kombination mit der
Emulgatormischung aus Stearinsédure 6,0%, Cetylpalmitat 3,0%, Cetylalkohol 2,0%,
Glycerolmonostearat 2,0 und POE-30-Glycerolmonostearat 1,0% besser eignete als
die Kombination mit der vereinfachten Emulgatormischung. Diese wiederum beein-

flusste die Stabilitat positiv, wenn auf Silikondl verzichtet wurde.
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Versuch Ergebnis T A B C AB AC BC ABC
(Rezeptur) [Tage]

-1(3.1) 212 + - - - + + + -
a(3.2) 147 + + - - - - + +
b (3.3) 212 + - + - - + - +
c (3.4) 63 + - - + + - - +
ab (3.5) 147 + + + - + - - -
ac (3.6) 63 + + - + - + - .
bc (3.7) 212 + - + + - - + -
abc (3.8) 212 + + + + + + + +

T/8= A= B= C= AB= AC= BC= ABC=
Summe: 1268 -130 298 -168 63 130 298
Effekt: 158,5 -32,5 74,5 -42,0 158 325 745 0,0

Tabelle 3-9: Faktorenversuchsplan der Rezepturen 3.1 bis 3.8, Zielgro3e: Physikali-
sche Stabilitat

Versuch Ergebnis T A B C AB AC BC ABC
(Rezeptur) [Tage]

-1 (3.9) 7+ - - - + + + -
a (3.10) 212  + + - - - - + +
b (3.11) 147  + -+ - ; + ; +
c(3.12) 212+ - - + + - - +
ab (3.13) 189 + + + - + - - .
ac (3.14) 189 + + - + - + - .
bc (3.15) 212+ -+ o+ - ; + ]
abc (3.16) 212+ + + + + + + +

T/8= A= B= C= AB= AC= BC= ABC=
Summe: 1380 224 140 270 49 -270 -94 186
Effekt: 172,5 56,0 35,0 67,5 12,3 -67,5 -23,5 46,5

Tabelle 3-10: Faktorenversuchsplan der Rezepturen 3.9 bis 3.16, Zielgro3e: Physi-
kalische Stabilitat
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3.2. Abwaschtest

Die Haftfestigkeit von DEET-haltigen Formulierungen auf der Haut wurde mit Hilfe

eines in-vitro-Tests unter konstanten Bedingungen bestimmt.

3.2.1. Gerate und Materialien

* In Lauge gebriihte Schweinehaut aus dem Kopf- und Halsbereich stammte vom
Schlachthof in Bruhl.

* Diethyltoluamid (DEET), Fa. Merck, Darmstadt (Ch.-B. S18019742)

» Die Herstellung von Repellent-Formulierungen verschiedener Generationen und
deren Zusammensetzung wurde in Kapitel 3.1.2 naher beschrieben.

* Insektenschutzmittel der Bundeswehr (Zusammensetzung siehe Anhang)

» Insektenschutzmittel der US-Army (Zusammensetzung nicht bekannt)

» Das Handelspraparat Vivisund (Zusammensetzung siehe Anhang)

» Zur Herstellung der Acetonitril-Wasser-Mischungen und der Elutionsmittel wurde
Acetonitril zur HPLC (Fa. J.T. Baker) und einfach destilliertes, entgastes Wasser
verwendet.

» Die Tests wurden in einem Klimaschrank ( Fa. Weiss, Typ SB11/160/40) durch-
gefuhrt. An der Klimaschrankttr waren zwei Eingriffséffnungen mit Isolatorhand-
schuhen angebracht worden, so dass im Innenraum gearbeitet werden konnte,
ohne die Tur zu 6ffnen. Durch die Isolatortechnik wurden die Bedingungen im In-

neren konstant gehalten.

Quantitative Bestimmung von DEET durch HPLC im Waschwasser:

Gerat: HPLC Pumpe, Fa. Bischoff, Modell 2200
Trennsaule: Nucleosil -100- C18 - 5um
Elutionsmittel: Acetonitril-Wasser (1:1)

Probensammler Midas, Version 1.0, Modell 830
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3.2.2. Methode

Durchftihrung

Ca. 80 mg Insektenschutzmittel wurden auf ein 10 cm2 groRes Stiick gebriihte
Schweinehaut gleichméafig mit einem Metallspatel aufgetragen und die genaue Mas-
se durch Differenzwagung bestimmt. Die Haut wurde auf ein Stativim Winkel von
45° aufgespannt und in einem Klimaschrank bei 35 °C und 80 % relativer Luftfeuch-
tigkeit mit 0,9 %iger Kochsalzlésung bespriht. Dadurch sollten Abwaschverhalten
und Schweil imitiert werden. Eine Stunde lang wurden alle 5 min. 2 Spruhsté3e mit
einem durchschnittlichen Sprithvolumen von ca. 0,15 ml pro Sprihsto aufgebracht.
Die abtropfende Flussigkeit wurde in einer Petrischale aufgefangen, 3 x mit 5 ml Iso-
propanol und anschlieend 3 x mit 5 ml einer Mischung von Acetonitril und Wasser
(1:1) in einen 100 ml Messkolben tberfiihrt. Danach wurde mit Acetonitril-Wasser-
Mischung (1:1) bis zu der Eichmarke aufgefllt.

/

\ Haut
NaCl 0,9% 7 7
/ / Petrischale
V

V

Abbildung 3-2: Versuchsaufbau Abwaschtest

Von jeder Verdiinnung wurden nach Filtration durch einen Papierfilter 3 x 1 ml zur

Gehaltsbestimmung in HPLC-Flaschchen gefillt.

Referenzlésung:

Ca. 84 mg DEET, genau gewogen, wurden in Acetonitril-Wasser (1:1) zu 100,0 ml
geldst. Von dieser Losung wurden 10,0 ml in einem Messkolben mit dem gleichen
Losungsmittel zu 100,0 ml verdinnt und ca. 1 ml dieser Verdinnung in HPLC-Vials

abgefullt. Dreimal bevor eine neue Rezeptur getestet wurde und einmal nach jeder
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Probe wurde der Gehalt der Referenzlésung nach einer Prifvorschrift der Bundes-

wehr bestimmt [109].

EET

Absorption

>

Zeit

Abbildung 3-3: Beispielchromatogramm einer 30 %-igen DEET Zubereitung (Rezep-
tur 4.2) mit DEET-Peak zwischen 6,10 und 6,45 min, Peakflache = 1097.262, Reten-

tionszeit = 6,266 min
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Chromatographische Bedingungen:

Mobile Phase: Acetonitril-Wasser-Mischung (1:1), iso-
kratisch

Fluss: 1,2 ml/min

Analysenzeit: 10 min

Einspritzvolumen: 20 pl

UV-Detektor: Shimadzu SPD-6A UV Spectrophotome-
tic Detector

Messwellenlange: 230 nm

Integrationssoftware: Peak Simple, Version 1.50, 1997

Minimale Peakflache: 10000

Die Masse mt des abgetropften DEET [mg] wurde wie folgt berechnet:

_ m [Fl,
AT

Gleichung 3-3

Der Faktor 1/10 ist ein Verdiinnungsfaktor, der sich aufgrund der unterschiedlichen

Aufbereitung von Probe- und Referenzldsung ergab.

Der abgespilte Anteil Fr in % der aufgetragenen DEET-Menge ist dann:

_ m, [100%
Fp=——
m, [G,
Gleichung 3-4

Mg: Masse DEET (Einwaage) in der Referenzlésung [mg]
Flr: Flache unter dem DEET-Peak der Referenz
Fly: Flache unter dem DEET-Peak nach Injektion der Probe (ver-

dunnte, abgetropfte L6ésung)
mz: Masse [mg] der auf die Haut aufgetragenen Zubereitung

Gz DEET-Gehalt der Zubereitung in % (m/m)

88



Experimenteller Teil

Statistische Auswertung

Der Vergleich der durchschnittlich abgewaschenen DEET-Anteile mehrerer unab-
hangiger Stichproben wurde mittels H-Test nach Kruskal und Wallis ausgewertet
[110, 111]. Es handelt sich hierbei um einen nicht-parametrischen statistischen Test,
der anstelle einer einfachen Varianzanalyse durchgefihrt werden kann, wenn die
Voraussetzungen fir letztere, namlich Gleichheit der Varianzen und Normalvertei-
lung der Messwerte, nicht vorliegen.

Den einzelnen Messwerten (y;,) von insgesamt k Stichproben bzw. Gruppen der
Umfange n; wurde ein Rang (R;)) zugeordnet. Der kleinste Messwert wurde mit dem
Rang 1, der darauf folgende mit dem Rang 2 usw. versehen. Gleiche Messwerte

(engl. ties) bekamen einen gleichen mittleren Rang.

Die Range der Messwerte einer Stichprobe wurden addiert (Z R, = R) und die
]=1

Summe anschlieBend quadriert (R?).

Die Prufgro3e H wurde nach folgender Formel berechnet:

12 £ R? ,
H = R__ 3 , Mit ng$ =n +n,+..+n
Nges Ny +1) & N N +1

ges

Gleichung 3-5

H ist die Varianz der Stichproben-Rangsummen (R?). Wenn n;> 5 und k > 3 ist, sind

die H-Werte )(2 verteilt. Fur die Nullhypothese (Ho) gilt: Ist der berechnete Wert H
kleiner als der auf dem 5 %-Signifikanzniveau (a = 0,05) tabellierte x*-Wert fir k-1
Freiheitsgrade, unterscheiden sich die Messwerte der verschiedenen Gruppen nicht

signifikant.

Um statistisch signifikante Unterschiede der Abwaschbarkeit einzelner Zubereitun-
gen innerhalb einer Messreihe zu Uberprifen, wurden paarweise Vergleiche der
Mittelwerte mit Hilfe des auf dem Wilcoxon-Test fir unabhangige Stichproben basie-
renden Rangtests von Mann und Whitney (U-Tests) durchgefuhrt [110, 112].

Da die Voraussetzung auf Normalverteilung fur die Durchfihrung eines t-Tests nicht
gegeben war, konnte der nicht-parametrische U-Test als verteilungsunabhangige

Prifung durchgefihrt werden.
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Die Nullhypothese (Ho) fuir den U-Test lautet: Die Mittelwerte zweier Stichproben A
und B sind gleich (Ho: pa = pg). Fur die Alternativhypothese gilt die einseitige Frage-

stellung, dass ein Mittelwert groRer sei (Ha: Ha > Up).

Zur Berechnung der PrufgréRe U wurden alle Stichprobenwerte (m + n) aufsteigend
sortiert. Jedem Wert wurde ein Rang zugeordnet, wobei gleich groRe Werte einen
mittleren Rang bekamen. Anschliel3end wurden die Rangzahlen addiert, die auf die
erste Stichprobe entfielen (R;) sowie die Rangzahlen, die auf die zweite Stichprobe
entfielen (Ry). Die PrufgrofRe wurde wie folgt berechnet, dabei war der kleinere von

zwei Werten (U; und U,) die gesuchte GroRRe.

U, = mn+—m(m+l) -R
2
Gleichung 3-6
U, =m+ n(n+1) R
2
Gleichung 3-7
Die Rechnung wurde folgendermaf3en Gberpruft:
U, +U, =mlh
Gleichung 3-8

Die Nullhypothese (Ho) wurde verworfen, wenn der berechnete Wert (Ugen) kleiner

oder gleich dem tabellierten Wert Uy, n. o) War.

3.2.3. Haftfestigkeit

Erste Generation

Die Haftfestigkeit jeder Rezeptur der 1. Generation (Abbildung 3-4) wurde in sechs
unabhéangigen Versuchen gepruft.

Der Test nach Kruskal und Wallis zeigt, dass sich die Mittelwerte der acht Formulie-
rungen auf dem Signifikanzniveau a = 0,05 unterscheiden, mit H = 29,93 > (7. 0,05) =
14,07.
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Die Mittelwerte von Formulierung 1.1 (14,1+12,0) und 1.7 (1,3+2,0), deren abgewa-
schener Anteil am niedrigsten war, wurden mittels U-Test verglichen. Dabei wurden
folgende Werte berechnet: U;; = 8 und U; 7 = 28. Ein Unterschied lasst sich auf dem
5 %-Niveau mit Uper = 8 > U 60,05y = 7 nicht sichern. Auf dem Signifikanzniveau o
= 0,1 mit U, 6, 0,1y = 9 fUr die einseitige Alternative unterscheiden sich beide Rezeptu-
ren.

Die Carbomer- und Silikondl-haltige Formulierung (1.7) besitzt demnach die langste
Haftfestigkeit.

Abgewaschener Anteil [%]
8

.

20

10

0~ 11 12 13 14 15 16 17 18
Rezepturen

Abbildung 3-4: Ergebnisse der Abwaschtests der 1. Generation (Arithmetisches Mit-
tel des abgewaschenen DEET-Anteils in % von der aufgetragenen DEET-Menge,

Fehlerbalken = Standardabweichung, n = 6)

Zweite Generation

Wegen ungenigender physikalischer Stabilitat der Rezepturen 2.1, 2.3, 2.4, 2.5, 2.6,
2.7,2.12, 2.15 und 2.16 wurde nur die Haftfestigkeit der in Abbildung 3-5 dargestell-

ten Zubereitungen getestet.

91



Experimenteller Teil

Abgewaschener Anteil [%]

22 28 29 210 21 213 214
Rezeptur

Abbildung 3-5: Ergebnisse der Abwaschtests der 2. Generation (Arithmetisches Mit-
tel des abgewaschenen DEET-Anteils in % von der aufgetragenen DEET-Menge,

Fehlerbalken = Standardabweichung, n = 6)

Die Haftfestigkeit von Rezeptur 2.13 ist mit einem abgewaschen DEET-Anteil von
20,2 % (x1,4) deutlich schlechter als bei den tbrigen Rezepturen, deren abgewa-
schener Anteil zwischen 0,6 und 1,7 % lag. Fur diese Rezepturen wurde der H-Test
durchgefihrt, der zeigte, dass sich die Mittelwerte der jeweils abgewaschenen
DEET-Mengen auf dem 5 %-Niveau, mit H = 9,44 < Xs: 0,05) = 11,07 nicht unterschie-
den.

Die Haftfestigkeit der stabilen Zubereitungen konnte durch Polyacrylate und Cetyl-
dimeticon-copolyol, mit Ausnahme von Rezeptur 2.13, gegeniber der 1. Generation
deutlich verbessert werden. Innerhalb dieser Generation liel3 sich das Abwaschver-
halten durch Variation der Hilfsstoffmengen bei den sechs Uberlegenen Zubereitun-

gen jedoch nicht deutlich verandern.

Dritte Generation

Von 16 Formulierungen der 3. Generation (Abbildung 3-6) wurden sieben Zuberei-
tungen mit physikalischer Stabilitat iber 212 Tage hinsichtlich ihrer Haftfestigkeitkeit
untersucht. Rezeptur 3.1 zeigte zwar auch nach 212 Tagen keinen Austritt von Was-

ser- oder Oltropfchen, wurde aber aufgrund schlechter Spreitung auf der Haut und
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ihres inhomogenen Aussehens (Agglomeratbildung) nicht in die Untersuchung mit
einbezogen. Die Auswertung mittels Kruskal und Wallis-Test zeigte, dass sich die
Zubereitungen auf dem Signifikanzniveau o = 0,05 mit H = 23,43 > X 0,05 = 12,59

unterschieden.

Die beiden Rezepturen mit der geringsten Abwaschbarkeit wurden mittels U-Test
gepruft. Der mittlere abgewaschene Anteil von Rezeptur 3.7 war 0,3+0,2, von 3.10
0,7%0,8. Daraus ergaben sich folgende U-Werte: Uz 7 = 19,5 und U;z 10 = 16,5. Ein
signifikanter Unterschied auf dem Niveau a = 0,05 bestand nicht. (Uge =16,5>U
6; 0,05) — 7).

Rezeptur 3.7 und 3.10 waren aufgrund dieses Tests beziiglich ihres Abwaschver-
haltens gleich gut.

Abgewaschener Anteil [%)]

33 37 38 310 315 316
Rezeptur

(6,

Abbildung 3-6: Ergebnisse der Abwaschtests der 3. Generation (Arithmetisches Mit-

tel des abgewaschenen DEET-Anteils in % von der aufgetragenen DEET-Menge,

Fehlerbalken = Standardabweichung, n = 6)
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Vierte Generation

Bei der 4. Generation (Abbildung 3-7) konnte der abgewaschene Wirkstoffanteil un-
ter 5,1 % gesenkt werden. Der Test nach Kruskal und Wallis ergab, dass auf dem
Signifikanzniveau a = 0,05 kein Unterschied zwischen den Rezepturen bestand (H =
13,32 > X9 0,05) = 16,92). Der abgewaschene Anteil der Rezepturen 4.1, 4.2, 4.6, 4.8
und 4.9 lag unter 1,0 %, wobei der abgewaschene Wirkstoffanteil von Rezeptur 4.2

mit 0,37 % (+0,44%) am niedrigsten war.

Abgewaschener Anteil [%]

Rezeptur

Abbildung 3-7: Ergebnisse der Abwaschtests der 4. Generation (Arithmetisches Mit-
tel des abgewaschenen DEET-Anteils in % von der aufgetragenen DEET-Menge,

Fehlerbalken = Standardabweichung, n = 6)

Vergleich ausgewéhlter Rezepturen

Die Stichprobenumfange einiger Rezepturen wurden aus Grinden der statistischen
Sicherheit erhoht (Tabelle 3-11). Der Test nach Kruskall und Wallis zeigte, dass sich
die Rezepturen auf dem 5 % Niveau statistisch signifikant unterscheiden, mit H =
29,92 > X(6: 0,05) = 12,59. Die Formulierung der Bundeswehr und das Handelspraparat

Vivisunl besal3en eine deutlich schlechtere Haftfestigkeit als die anderen Formulie-
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rungen (Abbildung 3-8: Ergebnisse der Abwaschtests ausgewahlter Formulierungen
(Arithmetisches Mittel des abgewaschenen DEET-Anteils in % von der aufgetrage-
nen DEET-Menge, Fehlerbalken = Standardabweichung, Stichprobenumfang der
Zubereitungen 2.10, US-Army, Vivisun: n = 6, Stichprobenumfang der Zubereitungen
3.10, 4.2, BW:n = 12, Stichprobenumfang von Zubereitung 1.7: n = 24)).

Beim Vergleich der berechneten U-Werte (Tabelle 3-11) zeigte sich eine statistisch
signifikante Uberlegenheit von Rezeptur 4.2 gegeniiber dem Insektenschutzmittel Bw
und dem Repellent der US Army. Ein signifikanter Unterschied zu den Rezepturen
1.7, 2.10 und 3.10 lieR sich nicht erkennen.

Abgewaschener Anteil [%]

17 210 310 42 BW USANy Wisun
Rezeptur

Abbildung 3-8: Ergebnisse der Abwaschtests ausgewahlter Formulierungen (Arith-
metisches Mittel des abgewaschenen DEET-Anteils in % von der aufgetragenen
DEET-Menge, Fehlerbalken = Standardabweichung, Stichprobenumfang der Zube-
reitungen 2.10, US-Army, Vivisun: n = 6, Stichprobenumfang der Zubereitungen

3.10, 4.2, BW:n = 12, Stichprobenumfang von Zubereitung 1.7: n = 24)
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Rezeptur n U (tab) U per)
a=0,05

BW /4.2 12 /12 42 10.5/133,5

1.7/14.2 24 /12 94 94,5/193,5

2.10/4.2 6/12 17 29,0/43,0

3.10/4.2 12 /12 42 65,0/79,0

USAmmy/4.2 6/12 17 3,0/69,0

Tabelle 3-11: Paarweiser Vergleich ausgewéhlter Rezepturen

Ersatz von Softisan 6497

Um zu Uberprifen, ob Softisan 64901 die Haftfestigkeit von Cremezubereitungen ge-
genuber Wollwachs erhdht, wurde es in Rezeptur 4.2 gegen Wollwachs ausge-
tauscht. Der Abwaschtest zeigte, dass sich die Haftfestigkeit verschlechterte. Der
abgewaschene Anteil betragt hier 12,8 % mit einer Standardabweichung von 14,5 %
(n=6).
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3.3. Ausgewahlte Rezepturen fir In-vitro- und Humanversuche

Die Rezepturen der verschiedenen Generationen wurden aufgrund unterschiedlicher
Kriterien ausgewahlt. Oberste Prioritéat hatte dabei die gute Haftfestigkeit der jeweili-
gen Zubereitung auf der Haut, gefolgt von guter Lagerstabilitat Gber 7 Monate. Wich-
tig fur die Beurteilung waren auch die Ergebnisse der Bewegungsanalyse (vgl. Ka-
pitel "Bewegungsmesskammer"), als Hinweis fir die Wirkung der Substanzen sowie
eine moglichst langsame Freisetzung des Wirkstoffs aus der Salbengrundlage in ein
wassriges Akzeptormedium. Fir die Praxis wurde aus jeder Generation jeweils eine
Rezeptur ausgewabhlt. In einer Probandenstudie sollten die Rezepturen 1.7, 3.10,

und 4.2 auf ihre Wirkdauer gegen das Insektenschutzmittel Bw getestet werden.
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3.4. Stabilitatsuntersuchungen

Die Stabilitatsprifungen wurden 27 Wochen lang unter kontrollierten Lagerbedin-

gungen durchgefuhrt.

3.4.1. Materialien

» Fur die Stabilitatsprifungen wurden die Rezepturen 3.10 und 4.2 in einem Ste-
phan Universalmischer UM12 Nr.: 458930 bei maximaler Drehzahl hergestellt.

» Die Zubereitungen wurden in drei unterschiedlichen Tubentypen eingelagert:

a) in Aluminiumtuben mit einem Innenschutzlack aus Epoxyphenolharz,

b) in Coextrudat-Tuben, die aus drei Schichten bestanden, von auf3en nach innen:
LDPE (Polyethylen niedriger Dichte = Hochdruckpolyethylen) - Haftvermittler (By-
neld) - EVOH (Ethylenvinylalkohol) - Haftvermittler (Bynell) - LDPE und

¢) in Tuben aus LDPE.

» Die Muster wurden unter kontrollierten Bedingungen in einem Klimaschrank
(Weiss, Typ SB11/160/40), einem Trockenschrank (WTB Binder, Typ
3305309900310) und einem Kuhischrank (Kirsch, Bosch Kaltemaschine) eingela-
gert.

3.4.2. Methode

Der Gehalt der beiden Rezepturen wurde zu Versuchsbeginn mittels HPLC (Bestim-
mungsmethode vgl. 3.2.2) bestimmt und die Lagerstabilitat jeweils unter zwei unter-
schiedlichen Bedingungen untersucht, zum einen bei 35°C und 80 % rF, zum ande-
ren bei 35°C und 4°C im Wechsel. Der Wechsel erfolgte jeweils freitags von 35°C
auf 4°C und am folgenden Montag wieder auf 35°C. Von jeder Probe wurden far
jeweils eine Tubenart vier Muster eingelagert. Drei Muster, von denen wdchentlich
die Masse bestimmt wurde, blieben wahrend des gesamten Zeitraums der Prufung
verschlossen und wurden erst am Versuchsende fir eine erneute Gehaltsbestim-
mung gedffnet. Ein Muster wurde wdchentlich visuell auf homogenes Aussehen un-

tersucht.

Statistische Auswertung

Der Vergleich der durchschnittlichen Wirkstoffgehalte mehrerer Stichproben wurde
mittels einfacher Varianzanalyse ausgewertet [110, 112]. Dabei wird vorausgesetzt,

dass die Mittelwerte aus normalverteilten Grundgesamtheiten mit unbekannter aber

98



Experimenteller Teil

gleicher Varianz stammen. Die Nullhypothese (Ho): p1 = H2 = U3 =... =k = L wird ab-
gelehnt, wenn Fer) > F.1:n-k:a) ISt. In diesem Fall unterscheiden sich mindestens zwei
Mittelwerte voneinander, und somit wird die Alternativhypothese (Ha): Wi # 1 ange-
nommen.

Man geht bei der Einweg-Varianzanalyse von folgendem linearen Modell aus:

Yi =+ Bite
Gleichung 3-9

Yj ist der j-te Messwert der i-ten Gruppe, der sich ergibt aus dem Gesamtmittel p der
Grundgesamtheit, der Abweichung des Mittelwertes der i-ten Gruppe vom Gesamt-
mittel 3; (Stichprobenstreuung) und einem Zufallsfehler g; (Versuchsstreuung).

Die Testgrof3e Fpen ergibt sich aus dem Quotienten der mittleren Abweichungsqua-
drate zwischen den Stichproben (Stichprobenstreuung) und innerhalb der Stichpro-

ben (Versuchsstreuung). Sie wird nach Gleichung 3-10 berechnet.

(ber) =77 Z(X _;(i.)z

Gleichung 3-10

Um statistisch signifikante Unterschiede der Gehalte zwischen jeweils einer eingela-
gerten und der frischen Zubereitung zu Uberprufen, wurden paarweise Vergleiche
der Mittelwerte mit Hilfe des t-Tests [112] durchgefihrt.

Zunachst wurde mit einem F-Test auf Homogenitat der Varianzen gepriift, um die
Testverfahren fur entsprechende Falle anzupassen. Hierbei wird vorausgesetzt, dass
die Mittelwerte aus normalverteilten Grundgesamtheiten stammen. Die Nullhypothe-
se (Ho): 01 = 02 wird zugunsten der Alternativhypothese (Ha): 01 # 02 abgelehnt,

wenn Fpery > Fni-1:n2-1;0) ISt
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Die Testgrof3e berechnet sich wie folgt:

F(bef )

[

Gleichung 3-11

Die TestgrofRen fur den t-Test wurden nach den folgenden Gleichungen berechnet:

1. Fall: o=0> undny=n,=n

Ma-x|
t(ber) :ﬁ’ mit FG=2n-2
IS *S
n
Gleichung 3-12
2.Fall: o1 Z0, undny=n,=n
;(1 _)_(2 —
iy _ b  mit FG=n-1+21"2
2 2

IS+ S .S

n S

Gleichung 3-13

3.4.3. Ergebnisse

Bereits vor Ablauf der Lagerfrist traten bei Rezeptur 3.10 unter beiden Lagerungsbe-
dingungen Flussigkeitstropfchen von mehr als 1 mm Durchmesser aus. Aufgrund der

offensichtlichen Phasentrennung wurde auf eine Gehaltsbestimmung verzichtet.

Im Gegensatz dazu war das Aussehen von Rezeptur 4.2 nach Beendigung der La-

gerfrist homogen. Die frische Zubereitung hatte, bevor sie eingelagert wurde, einen
Gehalt von 29,60 % DEET (£0,95, n = 3). In Tabelle 3-12 ist jeweils der mittlere Ge-
halt der Rezeptur nach sechsmonatiger Lagerung sowie die Standardabweichung

von drei Messungen dargestellt. Die Abkirzungen vor dem Bindestrich kennzeichnen
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das Verpackungsmaterial, die Buchstaben nach dem Bindestrich die Lagerungsbe-
dingung. ” Alu” steht flr Aluminium-Tuben mit einer Innenschutzlackierung, "Coex”
fur Polyethylen-Coextrudat-Tuben, die aus drei Schichten Hochdruck-Polyethylen mit
einem Haftvermittler zwischen den Schichten bestehen, und "PE” fur einfache Tuben
aus Hochdruck-Polyethylen. Das nachgestellte "K” bedeutet Lagerung bei 35°C und
80 % rF und "S” Lagerung fur jeweils funf Tage bei 35°C im Wechsel mit jeweils zwei
Tagen bei 4°C (Schaukeltest).

Lagerbedingung Alu-K  Coex-K PE-K Alu-S  Coex-S PE-S
Gehalt [%] 30,82 31,26 30,53 30,44 31,21 29,89
Std.abw. 0,31 0,42 0,34 0,22 0,34 0,54

Anteil des deklarierten Ge- 102,73 104,21 101,76 101,46 104,03 99,61
halts [%]

Tabelle 3-12: Mittlerer DEET-Gehalt von Rezeptur 4.2 nach sechsmonatiger Lage-
rung bei unterschiedlichen Bedingungen (n = 3)

Nach Durchfuihrung einer Varianzanalyse wurde die Nullhypothese (Ho), der mittlere
Gehalt unterscheide sich nach Lagerung bei unterschiedlichen Bedingungen nicht,
mit Fer = 4,57 > Fs; 14 0,05) = 2,85 abgelehnt. Der paarweise Vergleich mittels t-Test
zeigte, dass die Nullhypothese (Ho) fur Gleichheit der Mittelwerte fir drei Lagerungs-
bedingungen abgelehnt werden musste. Der mittlere Gehalt der Rezeptur 4.2 nach
sechsmonatiger Lagerung bei 35°C und 80 % rF in Aluminium-Tuben und Tuben aus
Coextrudat sowie Lagerung im Schaukelverfahren in Tuben aus Coextrudat unter-
schied sich auf dem 5 %-Niveau signifikant vom Gehalt der frischen Zubereitung
(Tabelle 3-13).Vor Durchflihrung des t-Tests, wurde auf Gleichheit der Varianzen

gepruft, um die entsprechende Rechentechnik auszuwahlen.
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Lager- n F (tab) F(ven) FG (be- ttan) toer)
bedingung (FG =n-1) o =0,05 rechnet fir o =0,05

den T-

Test)
Alu-K 3 19,00 9,46 4 2,056 2,12
Coex-K 3 19,00 5,18 4 2,056 2,79
PE-K 3 19,00 7,94 4 2,056 1,60
Alu-S 3 19,00 19,46 2 2,447 1,50
Coex-S 3 19,00 7,86 4 2,056 2,78
PE-S 3 19,00 3,10 4 2,056 0,46

Tabelle 3-13: Paarweiser Vergleich der eingelagerten Rezepturen mit der frisch an-

gefertigten bzgl. des mittleren Gehalts

Der deklarierte DEET-Gehalt des Insektenschutzmittels Bw ist 30,0 % und muss

gemal} der Spezifikation [109] 95,0 bis 105,0 % der Deklaration betragen. Der Ge-

halt von Rezeptur 4.2 lag fir alle Lagerbedingungen jeweils innerhalb des angege-

benen Bereichs und somit auch in dem fir die Lagerstabilitat geforderten Intervall

von 90 bis 110 % [113].

Wahrend der Lagerung konnte eine Abnahme der Masse bei allen Lagerungsbedin-

gungen beobachtet erden. Die Masse der Zubereitung wahrend der Lagerzeit von 27

Wochen im Klimaschrank bei 35°C und 80 % rF nahm bei den Aluminium-Tuben um
0,13 % (x0,07), bei den Coextrudat-Tuben um 0,80 % (+0,23) und bei den Polyethy-

len-Tuben um 1,39 % (+0,16) ab. Die Massenabnahme im Schaukeltest betrug bei
den Aluminium-Tuben 0,22 % (0,15), bei den Coextrudat-Tuben 0,98 % (+0,01) und
bei den Polyethylen-Tuben 1,32 % (£0,21). In Abbildung 3-9 und Abbildung 3-10 ist

die Abnahme der Massen wahrend der Lagerzeit dargestellt.
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Abbildung 3-9: Anteil der Ausgangsmenge [%] Uber die Zeit nach Einlagerung bei
35°C und 80 rF, Fehlerbalken = Standardabweichung, n = 3
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Abbildung 3-10: Anteil der Ausgangsmenge [%] Uber die Zeit nach Einlagerung bei
35°C und 4°C im Wechsel, Fehlerbalken = Standardabweichung, n =3

Unter der Annahme, dass die Gewichtsabnahme einem linearen Trend folgte, wurde

mittels linearer Regression die Zeit [Jahre] berechnet, nach der der Tubeninhalt noch

90 % betrug. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-14 dargestellt.
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Lager- Geraden- Achsen-  Korrelati- t[Jahre]

bedingung steigung  abschnitt  onskoeffi-

zient (R)
Alu-K -0,004 100,0 0,967 44,4
Coex-K -0,033 100,1 0,995 5,8
PE-K -0,056 100,0 0,988 3,5
Alu-S -0,008 100,0 0,955 25,3
Coex-S -0,037 100,0 0,997 5.2
PE-S -0,047 100,0 0,996 4,1

Tabelle 3-14

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass Aluminiumtuben mit Innenschutzlackierung fur
die DEET Zubereitungen am besten geeignet waren. Da DEET, Propylenglycol und
Wasser die hochste Fluchtigkeit und geringste Molekiilgro3e in den Zubereitungen
hatten, kamen nur sie fur eine Penetration durch das Tubenmaterial aus PE und Co-

extrudat in Frage.
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3.5. Bestimmung der Phasenlage

Von den Rezepturen 1.7, 3.10 und 4.2 wurden verschiedene Tests zur Bestimmung
der Phasenlage durchgefuhrt. AuBerdem wurde mit dem Polarisationsmikroskop
untersucht, ob sich die Zubereitungen abhéngig von der Zusammensetzung, dem

Herstellungsverfahren und von den Lagerbedingungen unterschieden.

3.5.1. Gerate und Materialien

* Fur den Farbetest wurden zwei Farbstofflésungen verwendet:
a) 2 % Methylenblau (Methylthioniumchlorid) in Wasser und
b) 2 % Sudanrot (1-(4-Phenylazophenylazo)-2-naphthol) in mittelkettigen
Triglyceriden (Miglyol 812).

» Die Leitwerte wurden konduktometrisch mit einem Leitfahigkeitsmessgerat (LF 39
WTW, Wiss.-Techn. Werkstétten, Weilheim, Nr.47AC17, Elektrodenabstand = 1
cm) bestimmt.

» Fur die polarisationsmikroskopischen Untersuchungen wurde ein Stereomikro-
skop, Fa. Leitz, DMRX mit Polarisator und A-Platte verwendet. Die Bilder wurden
mit einer Panasonic Digital Colour CCTV-Kamera, Modell WV-CP 410/G aufge-
nommen und mit der Image Pro Pplus 4.0 Software PC-gestitzt verarbeitet. Zur
Erstellung der Markierungsbalken diente eine Objektmikrometerskala.

» Die unter 3.3 aufgelisteten Zubereitungen wurden unter dem Mikroskop unter-

sucht.

3.5.2. Methoden

Cremes vom O/W-Typ lassen sich mit wassriger Methylenblau-L6sung anfarben,
Cremes vom W/O-Typ mit Sudanrot-Losung. Auf einem Objekttrager wurden jeweils
zwei Tropfen Farbstofflosung und zwei Tropfen Probe (ca. 100mg) nebeneinander
aufgetragen, so dass sich ihre Oberflachen berihrten. Wenn die Substanzen nicht

nach 15 min ineinander diffundierten, wurden sie mit einem Glasstab vermischt.
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Die HLB-Werte der Emulgatormischungen wurden nach folgenden Gleichungen be-
rechnet:

X+y+..+z=1,

X, Y, ...z = Anteile x bis z der jeweiligen Emulgatoren an der Emulgatormischung

Gleichung 3-14

X (HLB(2) + y [HLB(2)+...+z[HLB(n) = HLB(ges) ,
HLB(1), ....HLB(n) = HLB-Werte der Komponenten 1 bis n,
HLB(ges) = HLB-Wert der Emulgatormischung

Gleichung 3-15: Mischungsformel

HLB:ZOE@—%Q,
M

Mo = Molekulargewicht des lipophilen Emulgatoranteils, M = Molekulargewicht des

Emulgators

Gleichung 3-16: Berechnung des HLB-Wertes nach Griffin

Im Gegensatz zu W/O-Systemen leiten Cremes vom O/W-Typ und ambiphile
Cremes den elektrischen Strom. Zur Feststellung der Phasenlage wurde deshalb der

Leitwert der Zubereitungen als Mittelwert von drei Messungen bestimmit.

G = 1/R,
mit G = Leitwert [uS], R = elektrischer Widerstand [kQ]
K = (1/R)-(IIA),

mit K [uS/cm], | = Lange des Leiters [cm], A = Querschnitt des Leiters [sz]

Gleichungen 3-17 und 3-18

Fur die polarisationsmikroskopische Untersuchung wurde ein Tropfen Substanz mit
einem Glasstab auf einen Objekttrager aufgebracht und mit einem Deckglaschen
ausgestrichen. Das Praparat wurde unter dem Polarisationsmikroskop betrachtet. Es
wurde geprift, inwiefern sich die inneren Strukturen der Praparate unterschieden

und ob sie sich wahrend der Lagerung verandert hatten.
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3.5.3. Ergebnisse

Alle Rezepturen lieBen sich mit Methylenblau-Lésung etwas besser anfarben als mit
Sudanrot-Losung, wobei die Methylenblau-Losung erst nach 5 min den Rand des
Salbentropfens benetzte. Nach drei Tagen wurde Rezeptur 3.10 von einem dinnen
Film Sudanrot-Losung tberzogen. Durch Mischen mit einem Glasstab wurden alle

drei Zubereitungen nach 5 s von den beiden Pruflosungen gefarbt.

Nachfolgend werden die berechneten HLB-Werte der Emulgatormischungen sowie
lipohile und hydrophile Anteile der Zubereitungen aufgefuhrt. Propylenglycol wurde

mit einem berechneten HLB-Wert von 9 keiner Phase zugeordnet.

Rezep- | HLB- Hydrophiler Lipophiler Anteil Anteil Propy- Leitwert
tur Wert Anteil [%6] [%] lenglycol [%] [uS]

1.7 6 55 45 - 3.10°
3.10 8 53 32 15 5.10
4.2 8 53 34 13 4107

Tabelle 3-15: Hydrophile / Lipophile Charakterisierung

Rezeptur 1.7 (Abbildung 3-11) hatte einen hohen Anteil anisotroper Strukturelemen-
te, die im polarisationsmikroskopischen Bild als gelbe und blaue Bestandteile zu er-
kennen waren. Dabei traten polygonale Tropfchen unterschiedlicher Grél3e auf. Die
Inhomogenitat aulRerte sich in einer schlechten Streichfahigkeit beim Auftragen auf
die Haut.

Auch bei Rezeptur 3.10 (Abbildung 3-12) waren kristalline Strukturen zu erkennen,
aber keine Tropfchen. Abbildung 3-13 zeigt die Aufnahme von Rezeptur 3.10, die in
der Zahnkolloidmuhle angefertigt wurde, mit polygonalen Strukturen bis etwa 13 um
Durchmesser, ohne Anisotropie. Die Strukturelemente unterschieden sich bei visu-
eller Betrachtung kaum hinsichtlich Form und GréRRe. Sie erschienen im Bild als
netzartiger Verbund.

Abbildung 3-14 zeigt eine Aufnahme von Rezeptur 4.2 nach manueller Herstellung,
die eine fir Cremes typische isotrope Struktur hatte [114]. Die Rezepturen 4.2 nach

Herstellung im Stephan Mischer (Abbildung 3-15) und nach Herstellung in der Zahn-
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kolloidmuihle (Abbildung 3-16) zeigten keine anisotropen Strukturelemente und be-
standen wie auch die zuvor beschriebenen Zubereitungen aus polygonalen Trépf-
chen, die wie bei der in der Zahnkolloidmuhle hergestellten Rezeptur 3.10, netzartig
miteinander verknupft waren. In Abbildung 3-17 und Abbildung 3-18 sind die Auf-
nahmen von Rezeptur 4.2 nach sechsmonatiger Einlagerung zu sehen. Nach der
Einlagerung waren anisotrope Strukturelemente auskristallisierter Bestandteile zu

erkennen [115].

Aus den vorliegenden Ergebnissen konnte eine Phasenlage nicht eindeutig bestimmt
werden. Die Farbetests, die polarisationsmikroskopischen Aufnahmen (vor allem
Abbildung 3-12, Abbildung 3-14, Abbildung 3-17, Abbildung 3-18), die HLB-Werte
und das Verhaltnis von hydrophilen und lipophilen Anteilen weisen darauf hin, dass
Cremes mit ambiphilem Charakter vorliegen. Aufgrund der hohen Leitwerte konnte
es sich nicht um W/O-Emulsionen handeln, deren Leitfahigkeit nahe 0 uS/cm ist. Die
von Nirnberg et al. [115] ermittelten Leitffahigkeiten von W/O-Cremes lagen zwi-
schen 0,2 und 0,3 uS/cm, von ambiphilen Cremes zwischen ca. 2 und 84 uS/cm und
von O/W-Cremes zwischen ca. 84 und 130 uS/cm. Die Zubereitungen enthielten kei-
ne Elektrolytzusatze. Die Leitwerte der Rezepturen 1.7, 3.10, und 4.2 lagen aber
sehr hoch, was einerseits in dem hohen Elektrolytgehalt begriindet war, andererseits
darauf hindeutete, dass es sich hier um ambiphile Cremes oder O/W-Systeme han-
delte.

Das Insektenschutzmittel der US-Army (Abbildung 3-19) hatte die gleichen netzarti-
gen Strukturen und eine ahnlich isotrope Struktur wie die Rezepturen 3.10 und 4.2,
die in der Zahnkolloidmuhle hergestellt worden waren. Sie farbte sich mit Methylen-
blau-Lésung und war somit eine Creme vom O/W-Typ.

VivisunO Creme liel3 sich ebenfalls mit Methylenblau-Lésung anfarben. Unter dem
Mikroskop war die fir Emulsionen charakteristische Struktur aus einer dispersen
Phase mit runden Oltrépfchen unterschiedlicher GroRRe erkennbar (Abbildung 3-20).

Anisotrope Strukturelemente konnten nicht gefunden werden.
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Abbildung 3-11: Rezeptur 1.7 (Herstel- Abbildung 3-12: Rezeptur 3.10 (Herstel-
lung im Stephan Mischer) lung im Stephan Mischer)

Abbildung 3-13: Rezeptur 3.10 Bw (Her-  Abbildung 3-14: Rezeptur 4.2 (Herstel-

stellung in der Zahnkolloidmuhle) lung in der Salbenschale)
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Abbildung 3-15: Rezeptur 4.2 (Herstel- Abbildung 3-16: Rezeptur 4.2 Bw (Her-
lung im Stephan Mischer) stellung in der Zahnkolloidmiihle)

Abbildung 3-17: Rezeptur 4.2 nach Abbildung 3-18: Rezeptur 4.2 nach
sechsmonatiger Einlagerung bei 35°C sechsmonatiger Einlagerung bei 35°C
und 80 % rF (Herstellung im Stephan Mi- und 80 % rF und 4°C im Wechsel (Her-
scher) stellung im Stephan Mischer)
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Abbildung 3-19: Insektenschutzmittel der  Abbildung 3-20: VivisunO Creme
US-Army
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3.6. Viskositatsmessungen

Wegen mdglicher Korrelation von Fliel3verhalten und Freisetzungsprofil wurde mit
Hilfe von Viskositdtsmessungen das Flie3verhalten verschiedener Zubereitungen

charakterisiert.

Nachfolgend werden einige wichtige Begriffe dazu erlautert:

Man unterscheidet das Fliel3verhalten von idealviskosen und strukturviskosen Sub-
stanzen. Unter Viskositat (n) versteht man die Zahigkeit von Substanzen. Idealvisko-
sitdt oder Newtonsches Flie3en bedeutet, dass die Zahigkeit einer Substanz mit zu-
nehmender Scherkraft bzw. Schubspannung (1) linear abnimmt und in gleichem Mal3
bei Verringerung der einwirkenden Scherkraft wieder zunimmt. Die Schubspannung
und das Geschwindigkeitsgefalle (Schergefalle, Deformationsgeschwindigkeit) D, mit
dem sich die einzelnen Schichten, aus denen sich eine Substanz zusammensetzt,
gegeneinander verschieben, sind zueinander proportional.

Strukturviskositat ist abhangig vom inneren Aufbau der Substanzen, bei denen sich
die Viskositat mit zunehmender Schubspannung verringert.

Substanzen mit plastischem FlieRBverhalten beginnen erst dann zu flieRen, wenn eine
bestimmte auf die Substanz einwirkende Kraft Giberschritten wird. Man spricht in die-
sem Fall von einer FlieRgrenze [116]. Danach nimmt die Viskositat mit zunehmender
Krafteinwirkung ab. Dies geschieht nicht notwendigerweise linear.

Besitzen die Substanzen keine Flie3grenze, werden sie als pseudoplastische Sub-
stanzen bezeichnet.

Im Unterschied dazu ist dilatantes FlieBverhalten durch Viskositatszunahme bei zu-
nehmender Scherkrafteinwirkung charakterisiert. Bei plastisch flieRenden Gelen
kommt es haufig vor, dass bei abnehmender Scherbeanspruchung der Wiederauf-
bau der inneren Struktur langsamer ist als ihre Zerstorung durch einwirkende Scher-
krafte. Damit nimmt die Zahigkeit der Substanz zeitverzdgert zu, und man spricht von
Thixotropie. Tritt ein zeitverzdgerter struktureller Wiederaufbau bei dilatanten Sub-
stanzen auf, so bezeichnet man dieses Phdnomen als Rheopexie [117].

Zusatzlich kdnnen hohe Scherkréfte die innere Struktur von Substanzen vollig zer-
storen, z.B. bei Joghurt, so dass ein Wiederaufbau nicht mehr méglich ist. Einige
Substanzen zeigen auch zusammengesetztes Flie3verhalten, bei dem sich plasti-

sches und dilatantes FlieRen abwechseln. Die folgenden Graphiken verdeutlichen,
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wie sich die Schubspannung mit dem Schergefélle bei unterschiedlichem FlieRver-

halten verandert.

v

D

Abbildung 3-21: Idealviskositat (Newton-
sches FlieRverhalten)

v

D

Abbildung 3-23: Pseudoplastisches

FlieRverhalten

FlieRgrenze

v

D

Abbildung 3-22: Plastisches FlieRverhal-

ten

v

D

Abbildung 3-24: Thixotropie (- Scher-
verflissigung, — zeitverzdgerte Scher-

verfestigung)
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Abbildung 3-25: Dilatanz Abbildung 3-26: Rheopexie (- Scher-

verfestigung, — zeitverzogerte Scherver-

flissigung)

3.6.1. Gerate und Materialien

» Fur die Viskositatsmessungen wurde ein Rotationsviskosimeter der Fa. Haake,
Viscotester] VT550, mit Zylinder-Becher-Messeinrichtungen und Temperiergefafld
verwendet. Fur niedrig viskose newtonsche Flissigkeiten mit einer dynamischen
Viskositat von 1 mPals bis 20000 mPals eignet sich die Messeinrichtung NV
(Abbildung 3-27) mit dem Drehkorper NV 807-0713 und Messbecher NV 807-
0702, fur Cremes mit Viskositaten von 10 mPa X s bis 8[10° mPals die Messein-
richtung SV-DIN 53019/ISO 3219 (Abbildung 1-2).
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Zylinder Zylinder

Becher Substanz

Becher Substanz

Abbildung 3-27: Messeinrichtung NV Abbildung 3-28: Messeinrichtung SV-DIN

In Tabelle 3-16 sind charakteristische GroRen der Messeinrichtungen aufgelistet.

Messeinrichtung NV  SV-DIN
Messkorper:

Radius (innen) R; [mm] 20,10 10,56
Hohe | [mm] 60,00 31,45
Messbecher:

Radius (auf3en) R, [mm] 20,50 11,55
Radienverhaltnis R./R; 1,02 11,0847
Spaltweite [mm] 0,35 0,9
Fullvolumen [cm?3] 9,0 14,0
Systemfaktoren:

f [Pa/N[Gm] 36,3 3694
M [min/s] 5,41 1,29

Tabelle 3-16: Abmessungen der Messeinrichtungen

* Die Messungen wurden mit Hilfe der RheoWin Pro 26 Software ausgewertet.

* Untersucht wurden die Rezepturen 1.7, 3.10, 4.2, das Insektenschutzmittel Bw,
Autanl LOsung, das Insektenschutzmittel der US-Army und VivisunJ Creme. Re-
zeptur 4.2 wurde durch unterschiedliche Verfahren hergestellt:

a) im 100 g-Malf3stab in der Fantaschale
b) wie auch die Rezepturen 1.7 und 3.10 im 3 kg-Mal3stab in einem Stephan Uni-
versalmischer UM12 Nr.: 458930 bei maximaler Drehzahl und
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C) in einem 120 kg-Ansatz mit einer Zahnkolloidmuhle, Fryma, Fabr.-Nr. M13628,
Bj. 1989. Die in der Stephan-Muhle hergestellte Rezeptur 4.2 wurde nach sechs-
monatiger Lagerung bei 35°C und 80 % rF sowie bei 35°C und 4°C im Wechsel

nochmals getestet.

3.6.2. Methode

Die Substanzen wurden so in die Messbecher eingefllt, dass jeweils der gesamte
Zylindermantel von der Zubereitung benetzt war. Die Messung wurde mittels PC ge-
startet, wodurch der Drehkorper mit einer vorgegebenen, dem Geschwindigkeitsge-
falle proportionalen Drehzahl angetrieben wurde. Nach dem Funktionsprinzip fir die-
ses Rotationsviskosimeter wird der Drehbewegung aufgrund der Zahigkeit der Sub-
stanz ein Widerstand entgegengesetzt, der als Drehmoment (T) an einer Messwelle
erfasst wird. Ein eingebauter Rechner berechnet aus Drehzahl, Drehmoment und
Geometrie der Messeinrichtungen die Werte fur die dynamische Viskositat (n) in
mPals, Schubspannung (1) in Pa und Geschwindigkeitsgefalle (D) in s™.

Dabei bestehen folgende Beziehungen [118]:

Gleichung 3-19

Ausgehend von der Messung des Drehmoments und unter Beriicksichtigung der Ge-

reateabmessungen und -konstanten gilt:

=100

Gleichung 3-20
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und

Gleichung 3-21

Durch Einsetzen in Gleichung 3-19 erhalt man:

T
=™

Gleichung 3-22

Aufgrund der Geratesymmetrie berechnen sich f und M folgendermalien:

__ 001
2L [R®
Gleichung 3-23
nR;
M=—F"233—~
15[{R? - R?)
Gleichung 3-24
n: dynamische Viskositat [mPals]
T Schubspannung [Pa]
D: Geschwindigkeits- oder Schergefélle [1/s]
Ri: Radius des Rotors (Innenzylinder [m]
Ra: Radius des Messbechers (AulRenzylinder)
[m]
L: Lange des Rotors [m]
n: Drehzahl des Rotors [1/min]
T: Drehmoment [NGm]

Systemfaktor [min/s]
f: Systemfaktor [Pa/Ncm]
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Mit Hilfe der Temperiervorrichtung wurde die Temperatur auf 20°C+0,05°C einge-
stellt und mit einem eingebauten Temperaturfihler kontrolliert. Die Losungen wurden
mit der Messeinrichtung NV bis zu einem maximalen Geschwindigkeitsgefélle von
600 s vermessen, mit 100 Messpunkten in 243,3 s (2,4 s/Messpunkt). Fiir die
halbfesten Zubereitungen eignete sich die Messeinrichtung SV-DIN. Zur Erstellung
einer Aufwartskurve bis zu einem Geschwindigkeitsgefalle von 400 s™ wurde firr die
Aufnahme von 100 Messpunkten ein Zeitsegment von 2,4 s/Messpunkt eingestellt.
Im Umkehrpunkt wurde 60 s lang bei konstanter Drehzahl rotiert und anschlie3end
zur Aufnahme der Abwartskurve das Geschwindigkeitsgefalle bis 0 s™* erniedrigt, mit
einem Zeitsegment von 2,4 s/Messpunkt und 100 Messpunkten insgesamt. Bestimmt
wurden die dynamische Viskositat und die Schubspannung der Substanzen, die in
Diagrammen Uber das Geschwindigkeitgefalle aufgetragen wurden.

Wie in der USP 24/NF 19 fur Carbomergele vorgeschrieben ist, wurde die Viskositat
in mPals, dies entspricht der vorgeschriebenen Einheit cPoise, zusatzlich bei 20

Umdrehungen pro Minute (UpM) bestimmt.

3.6.3. Ergebnisse

Die Viskositat von Rezeptur 1.7 von 33550 mPals nahm mit zunehmender Deforma-
tionsgeschwindigkeit ab (Abbildung 3-30), wobei sich bei Erniedrigung der Deforma-
tinsgeschwindigkeit eine Hysterese durch einen zeitverzogerten Wiederaufbau der
inneren Struktur erkennen lie3. Abbildung 3-30 zeigt, dass zunachst eine Flie3gren-
ze bei 200 bis 250 Pa uberschritten werden musste, bis die Zubereitung zu fliel3en
begann. Die Substanz zeigte plastisches FlieRverhalten mit Thixotropie. Die Visko-
sitat bei 20 UpM wurde mit 9534 mPals bestimmt. Der Kurvenverlauf in Abbildung

3-30 ist wegen Schwankungen aufeinanderfolgender Messwerte unregelmanig.

Abbildung 3-31 zeigt die Viskositatskurve von Rezeptur 3.10 mit einer hohen An-
fangsviskositat von 17700 mPals. In Abbildung 3-32 erkennt man plastisches Fliel3-
verhalten mit Thixotropie. Die Viskositat bei 20 UpM lag bei 6485 mPals.

Die Anfangsviskositéat von Rezeptur 3.10 Bw war mit 27850 mPals hoher als bei Re-
zeptur 3.10 und zeigte ebenso wie diese plastisches Fliel3verhalten mit zeitverz6-
gertem Wiederaufbau der inneren Struktur (Abbildung 3-33 und Abbildung 3-34). Die
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Schubspannung bei dem jeweiligen Schergefalle war insgesamt hoher als bei Re-
zeptur 3.10. Bei 20 UpM hatte sie eine Viskositat von 8162 mPals.

Die in einer Salbenschale hergestellte Rezeptur 4.2 hatte zu Beginn der Messung
eine Viskositat von 62170 mPals, die insgesamt mit zunehmender Deformationsge-
schwindigkeit abnahm, aber bei 100 s™ kurzzeitig eine Viskositatserhohung erfuhr
(Abbildung 3-35). Die Flie3kurve in Abbildung 3-36 zeigt, dass die Schubspan-
nungswerte bei zunehmender Deformationsgeschwindigkeit stark schwankten. Ab
200 s™ blieb die Schubspannung nahezu konstant und anderte sich auch bei ab-
nehmender Deformationsgeschwindigkeit kaum. Bei 20 UpM wurde eine Viskositat

von 16782 mPals bestimmt, die bis zum Wendepunkt auf 455 mPals sank.

Rezeptur 4.2 , im Stephan Mischer hergestellt, hatte zu Beginn der Messung eine
Viskositat von 3598 mPals, die damit um das 17-fache niedriger war als nach Her-
stellung in der Salbenschale. Sie zeigte pseudoplastisches Flie3verhalten, hatte also
keine FlieRgrenze, aber ebenso eine zeitlich verzogerte Zunahme der Viskositét bei
abnehmender Deformationsgeschwindigkeit (Abbildung 3-37 und Abbildung 3-38).
Die Viskositat bei 20 UpM wurde mit 1828 mPals bestimmt und war somit 9 mal

niedriger als bei der manuell hergestellten Zubereitung.

Die gleiche Rezeptur, angefertigt in der Zahnkolloidmihle (4.2 Bw), hatte anfangs
eine Viskositat von 8196 mPals und eine FlieRgrenze sowie eine zeitverzégerte Vis-
kositatsabnahme bei abnehmender Deformationsgeschwindigkeit (Abbildung 3-39
und Abbildung 3-40). Die Viskositat bei 20 UpM betrug 1756 mPals.

Die eingelagerten Zubereitungen waren auch im Stephan Mischer hergestellt worden
und hatten gleich wie die frisch angefertigte Formulierung keine Fliel3grenze
(Abbildung 3-42 und Abbildung 3-44). Bei beiden verlief der Wiederaufbau der inne-
ren Struktur zeitverzogert.

Die Rezeptur, die bei 35°C und 80 % rF eingelagert worden war, hatte zu Beginn der
Messung eine Viskositat von 1799 mPals (Abbildung 3-41) und von 998 mPals bei
20 UpM. Nach Einlagerung im Schaukelverfahren waren die Anfangsviskositat mit
2932 mPals (Abbildung 3-43) und die Viskositat bei 20 UpM mit 1465 mPals hdher.
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Die Formulierung der US-Army hatte eine Viskositat von 18662 mPals (Abbildung
3-45), die zunachst niedriger wurde, aber im Verlauf der Messung zunahm und nach
dem Umkehrpunkt bei 400 s™ bei abnehmendem Geschwindigkeitsgefélle tber der
Viskositat der Aufwartskurve lag (Abbildung 3-47). Aus der Aufwartskurve des Fliel3-
diagramms (Abbildung 3-46) erkennt man, dass die Schubspannung bei einer De-
formationsgeschwindigkeit von ca. 40 s™ ein Minimum durchlief und anschlieRend
anstieg, wobei Scherverfestigung eintrat, so dass die Abwartskurve bei abnehmen-
der Deformationsgeschwindigkeit im Bereich von 400 bis ca. 220 s™ tiber der Auf-

wartskurve lag. Die Viskositat bei 20 UpM wurde mit 5452 mPals bestimmt.

Vivisun Creme zeigte plastisches FlieBverhalten mit Thixotropie (Abbildung 3-49)
und eine Anfangsviskositat von 13660 mPals. Bei 20 UpM betrug die Viskositat 3444
mPalis.

Autan[]-S Lotion zeigte aufgrund gleichbleibender Viskositat newtonsches FlieRver-
halten (Abbildung 3-50 und Abbildung 3-51), aus der Ausgleichsgeraden konnte eine
Viskositat von 12 mPals berechnet werden (R = 0,998).

Das Insektenschutzmittel Bw hatte mit 4 mPals eine 3-fach niedrigere Viskositét als

Autan[J-S Lotion. Wie aus Abbildung 3-52 und Abbildung 3-53 hervorgeht, lag auch

hier newtonsches Flie3verhalten vor (R = 0,993).
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Zubereitung

Viskositat bei 20 UpM

FlieRverhalten

[mPals]
1.7 9534 plastisch-thixotrop
3.10 6485 plastisch-thixotrop
3.10 Bw 8162 plastisch-thixotrop
4.2 (Salbenschale) 16782 -
4.2 1828 pseudoplastisch-thixotrop
4.2 Bw 1756 plastisch-thixotrop
4.2 K 998 pseudoplastisch-thixotrop
42 S 1465 pseudoplastisch-thixotrop
Insektenschutzmittel der 5452 -
US-Army
VivisunJ Creme 3444 plastisch-thixotrop
Autan[J-S Lotion 12 idealviskos
Insektenschutzmittel Bw 4 idealviskos

Tabelle 3-17: Viskositat bei 20 UpM und FlieRverhalten
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Abbildung 3-43: Viskositat von Rezeptur  Abbildung 3-44: Flie3verhalten von Re-
4.2 S nach sechsmonatiger Lagerung im zeptur 4.2 S nach sechsmonatiger Lage-
Schaukeltest (Herstellung im Stephan rung im Schaukeltest (Herstellung im
Mischer) Stephan Mischer)
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3.7. In-vitro-Freisetzung

Die Freisetzungskinetik von Wirkstoffen aus Arzneizubereitungen spielt eine wichtige
Rolle fur Wirksamkeit und Wirkdauer von Arzneimitteln. Deshalb wurde die Ge-
schwindigkeit der Freisetzung von DEET aus verschiedenen Zubereitungen mit der

Franz-Zelle (Diffusionszelle) getestet.

3.7.1. Gerate und Materialien

» Die Freisetzungsuntersuchungen erfolgten mit den Rezepturen 1.7, 3.10 und 4.2.
Die Formulierungen wurden im 3 kg-Mal3stab in einem Stephan Universalmischer
UM12 bei maximaler Drehzahl hergestellt. Rezeptur 4.2 wurde zusatzlich in einem
120 kg-Ansatz mit einer Zahnkolloidmuhle, Fryma, Fabr.-Nr. M13628, Bj. 1989 in
der Apotheke des Zentralkrankenhauses der Bundeswehr in Koblenz hergestellt.
Zum Vergleich wurde die Freisetzung aus dem Insektenschutzmittel Bw, dem In-
sektenschutzmittel der US-Army und der beiden Handelspréaparate Autan(]-
Ldsung und Vivisun[J-Creme getestet.

» Die Franz-Zelle (Abbildung 3-54) besteht aus zwei Teilen: einer Abgabeeinheit, in
der die zu prifende Zubereitung auf eine Membran aufgetragen wird (Donorpha-
se), und einer Akzeptoreinheit, in der sich die Akzeptorlésung fur den Wirkstoff
befindet. Zur Temperierung ist die Zelle ist von einem mit Wasser gefillten Heiz-
mantel umgeben. Durch ein Probenentnahmerdhrchen kdnnen aus der Mitte der
Akzeptorldsung Proben entnommen werden. Das Volumen der Franz-Zelle be-

tragt 34 ml, der Durchmesser der Abgabedffnung 2,7 cm.

Donorphase
Membran —» Probenent-
nahme
Heizmantel —»
B Akzeptorphase

( @ ) Magnetriihrer

Abbildung 3-54. Schematischer Aufbau der Diffusionszelle
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* Als Membran wurde ein aufgeschnittener Dialyseschlauch aus Cellulose, Zellu
Trans, Roth, ArtNr. E6581, Ch.B. 7254 mit einer Wandstarke von 28 pm verwen-
det.

* Temperiert wurde mit einem Lauda-Thermostat, Typ K2.

» Die Proben wurden mit einer 500 ul-Eppendorfpipette enthommen.

* Weitere Substanzen:

Dimeticon 350, Th.Goldschmidt, Diethylether, Hydroxypropyl-3-cyclodextrin, Acros
Organics, Acetonitril, Fa. J.T. Baker, CH.-B. 0023410002, frisch hergestellter S6-
rensen Phosphat-Puffer pH 5,5 aus Na,HPO4 (1,4508 g) x 2H,0 und KH,PO4
(21,8147 g) zu 1000 ml in Wasser geldst, einfach destilliertes Wasser

3.7.2. Methode

Zunachst wurde die Membran ca. 24 h in Wasser eingelegt, um sie vorquellen zu
lassen. Damit kein Wasser von der Akzeptorphase in die Donorphase gelangen
konnte, wurde die Membran in eine 2 %-ige Losung von Dimeticon 350 in Diethyle-
ther getaucht und anschlieliend zum Abdampfen des Ethers eine halbe Stunde lie-
gen gelassen. So konnte sich ein Silikonfilm mit der durchschnittlichen Masse von
9,5 mg auf der Membran bilden. Ca. 1,0 g Creme bzw. 0,5 g Losung, dies entsprach
einer "infinite dose”, wurden auf die im Oberteil befestigte Membran eingewogen und

gleichmaflig mit einem Metallspatel verteilt.

Die "infinite dose” hat den Vorteil, dass der Wirstoff in einem Uberschuss im Donor
vorliegt und die Freigabe nur von der Beschaffenheit der Grundlage abhangt. Die
Ergebnisse sind besser reproduzierbar [119] als bei einer "finite dose”, die einer the-
rapeutisch applizierten Dosis entspricht. Um das Abdampfen von Substanz aus dem
Donor zu verhindern, wurde dieser mit Aluminiumfolie abgedeckt. Das Akzeptorme-
dium bestand aus Sérensen-Phosphat-Puffer, pH 5,5, dem zur Ldslichkeitsverbesse-
rung von DEET 2 % Hydroxypropyl-B-cyclodextrin zugesetzt wurde. Dadurch konnten
im Akzeptormedium annahernd "sink-Bedingungen” erreicht werden [120]. Die Los-
lichkeit von DEET im Akzeptormedium wurde zu 1,2 (£ 0,1) g/100 ml bestimmt (n =
3). Ein Einfluss auf die Gehaltshestimmung von DEET war nicht zu beftirchten [120].
Das Wasserbad wurde auf 32°C temperiert. In vorher festgelegten Zeitabstanden

wurden mit der Eppendorfpipette jeweils 500 ul Probe aus der Mitte der Losung ent-
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nommen und durch frisches Akzeptormedium ersetzt. Die Proben wurden in einen

50 ml Messzylinder mit einer Mischung aus Acetonitril/Wasser (1:1) im Verhaltnis

1:100 verdunnt. Die Lésungen wurden in HPLC-Flaschchen abgefullt und vermes-

sen.

Die zum Zeitpunkt t freigesetzte Masse wurde folgendermal3en berechnet:

m o %d |:FlP [:B,4+ m—l |N/P
FISId VAkz

Der Faktor 3,4 ergab sich aus dem Volumen des Akzeptormediums (34 ml) und ei-

nem Verdunnungsfaktor von 0,1 aufgrund der unterschiedlichen Aufbereitung der

HPLC-Probe- und Referenzldsung.

Gleichung 3-25

Daraus ergab sich die pro cm? freigesetzte Wirkstoffmenge nach:

Mi-1:

Mstg:

F|p:

FIStd:

VAkz:
Vp:

mdA:

mt/A:&OOO

d?t%

Gleichung 3-26

freigesetzte Masse zum Zeitpunkt t [mg]

freigesetzte Masse zum Zeitpunkt t-1 [mg]

Masse (Einwaage) des Standards [mg]

Peakflache der Probe

Peakflache des Standards

Volumen des Akzeptormediums (= 34 ml)
entnommenes Probevolumen

pro Flache freigesetzte Masse zum Zeitpunkt t [ug/cm?]
Membranflache [cm?]

Membrandurchmesser [cm?]

Die Gehaltsbestimmung durch HPLC erfolgte nach der Vorschrift in Kapitel 3.2.2.
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3.7.3. Ergebnisse
Nach 1 h setzte Rezeptur 1.7 2,3 +1,0 mg/cm2 DEET frei (Abbildung 3-55). Die pro

Flache kumulativ freigesetzte DEET-Menge stieg anschlieBend annéhernd linear mit
einer mittleren Geschwindigkeit von 17 pg/(cm2min) an (R = 0,985). Nach 7 h waren

8,4 +1,3 mg/cm? freigesetzt.

Im Gegensatz dazu hatte Rezeptur 3.10 nach 1 h noch keinen Wirkstoff freigesetzt
(Abbildung 3-56). Erst nach 2 h konnte eine DEET-Menge von 0,7 0,2 mg/cm? ge-
messen werden. Danach stieg die freigegebene Menge mit durchschnittlich 16
pg/(cm2min) (R = 0,993) bis auf 5,7 £0,8 mg/c:m2 an. Die Lag-Zeit betrug 59 min.

Rezeptur 4.2 zeigte nach 1 h eine freigesetzte Wirkstoffmenge von 0,4 +0,4 mg/cmz?
und nach 6 h von 4,6 0,7 mg/cm?, die nach 7 h auf 4,7 +0,6 mg/cm? anstieg
(Abbildung 3-57). Durch lineare Regression wurde aus der Freisetzungskurve eine
Freisetzungsgeschwindigkeit von 13 pg/(cm?2min) berechnet (R = 0,980). Danach

ergab sich eine Lag-Zeit von 25 min.

Wie aus Abbildung 3-58 zu erkennen ist, setzte Rezeptur 4.2 Bw den Wirkstoff zu-
nachst sehr langsam frei. Sowohl nach 1 h als auch nach 2 h war die gemessene
Menge mit 0,1 £0,2 mg/cm? konstant. Danach stieg sie mit 10 pg/(cmz2min) linear (R
=0,997) bis auf 3,1 £0,5 mg/cm? an. Aus der Regressionsgeraden zwischen 2 und 7

h berechnete sich eine Lag-Zeit von 93 min.

Die bei 35°C und 80 % rF eingelagerte Rezeptur 4.2 K setzte nach 1 h 0,2 £0,4
mg/cm? und nach 7 h 4,5 £0,5 mg/cm? DEET frei. Aus der linearen Regression ergab

sich eine durchschnittliche Freisetzungsgeschwindigkeit von 11 pg/(cm2min) (R =
0,982) und eine Lag-Zeit von 51 min (Abbildung 3-59).

Die im Schaukelverfahren bei 35°C und 4°C im Wechsel eingelagerte Rezeptur 4.2
S setzte nach 1 h bereits 1,7 £0,3 mg/cm2 DEET frei, weshalb sich keine Lag-Zeit
bestimmen liel3. Danach wurden durchschnittlich 14 pg/(cmz2in) bis zu 7,1 £2,2

mg/cm? freigegeben (Abbildung 3-60).
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Das Insektenschutzmittel der US-Army hatte wahrend des Experiments zwei zeitlich
unterschiedliche Verlaufe der Wirkstofffreisetzung (Abbildung 3-61). Zwischen 1 h
und 4 h wurden im Mittel 6 pug/(cm2in) (R = 0,992), nach 4 h 41 pg/(cm2min) (R =
0,983) freigesetzt. Die freigesetzte Menge lag nach 1 h bei 1,2 £1,5 mg/cmz, nach 4
h bei 2,4 £1,5 mg/cm2 und nach 7 h bei 10,1 +1,0 mg/cm2. Aus dem zweiten Teil der
Graphik ergab sich eine Lag-Zeit von 187 min.

VivisunJ Creme zeigte eine Freisetzung von durchschnittlich 15 pg/(cm?2tin) (R =
0,987). Aus dem Verlauf des Graphen liel3 sich keine Lag-Zeit bestimmen (Abbildung
3-62). Die anfangs freigesetzte DEET-Menge lag nach 1 h bei 1,0 £0,9 mg/cm?, nach
7 h bei 6,4 £1,0 mg/cmz2.

Autan[J-S Lotion (Abbildung 3-63) gab zwischen 1 h und 4 h im Durchschnitt 63
pg/(cm2min) (R = 0,968) frei mit einer berechneten Lag-Zeit von 20 min. Danach
flachte die Freisetzungskurve ab. Die freigesetzten DEET-Mengen betrugen nach 1 h
1,3 £2,3 mg/cm?, nach 3 h 10,6 +0,6 mg/cm?, nach 4 h 13,1 £0,8 mg/cm? und nach 7
h 15,9 1,7 mg/cm?, was 80 % der eingesetzten DEET-Menge entsprach.

Die Freisetzungsgeschwindigkeit des Insektenschutzmittels Bw lag zwischen 1 und 3
h mit 145 pg/(cm2min) (R = 0,998) hoher als bei den anderen Zubereitungen. Fir die
Freisetzung wurde aus der Regressionsgeraden eine Lag-Zeit von 56 min berechnet.
Die Wirkstoffmengen betrugen nach 1 h 0,9 +0,1 mg/cm?, nach 3 h 18 +0,4 mg/cm?
und nach 7 h 22 +0,3 mg/cmz. Bei Versuchsende waren insgesamt 73 % der einge-
setzten DEET-Menge freigesetzt worden. Nach 3 h flachte auch hier die Freiset-
zungskurve ab (Abbildung 3-64).
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Die folgenden Abbildungen zeigen die DEET-Freisetzung aus verschiedenen Zube-

reitungen (Fehlerbalken = Standardabweichung):

5 23 E oo
’ v Zit [min] v ¥ ’ v 2;i—:‘it [min] N ®
Abbildung 3-55: Rezeptur 1.7, n =3 Abbildung 3-56: Rezeptur 3.10,n =3
C il
O/ 121) 20 30 40 OJ_L - I(DJ‘ ZID 30 40 50
Zeit [min] Zeit[min.]
Abbildung 3-57: Rezeptur 4.2, n =3 Abbildung 3-58: Rezeptur 4.2 Bw, n =3
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Abbildung 3-59: Rezeptur 4.2 K, n =3 Abbildung 3-60: Rezeptur 4.2 S,n=2
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Abbildung 3-63: Autanl-Lotion, n =3 Abbildung 3-64: Insektenschutzmittel Bw,
n=2
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Die Freisetzungsgeschwindigkeiten unterschieden sich, mit Ausnahme des Insekten-

schutzmittels der US-Army, kaum voneinander (Tabelle 3-18).

Rezeptur 1.7 hatte von den im Rahmen dieses Projektes entwickelten Zubereitungen

die hochste Freisetzungsgeschwindigkeit und eine negative Lag-Zeit, die auf eine

spontane Wirkstofffreisetzung zu Versuchsbeginn schliel3en lasst. Die DEET-

Freisetzung von Rezeptur 4.2 Bw verlief dagegen am langsamsten und war mit einer

Lag-Zeit von 93 min verzogert. Die Freisetzungsgeschwindigkeiten der eingelagerten

Rezepturen 4.2 K und 4.2 S unterschied sich nicht deutlich von 4.2. Bei Rezeptur 4.2

S lag aber ebenso wie bei 1.7 und VivisunJ Creme die Lag-Zeit im negativen Be-

reich.

Die niedrig-viskosen Losungen Autanl]-S Lotion und das Insektenschutzmittel Bw

setzten den Wirkstoff deutlich schneller frei als die Cremes.

Zubereitung Steigung [ug/(cn-min)  Lag-Zeit [min]
1.7 17 -
3.10 16 59
4.2 13 25
4.2 Bw 10 93
4.2 K 11 51
4.2 S 14 -
Insektenschutzmittel der US-Army 41 187
Vivisund Creme 15 -
Autan0-S Lotion 63 20
145 56

Tabelle 3-18: Freisetzungsgeschwindigkeit (Steigung) und Lag-Zeit der verschiede-

nen Zubereitungen
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3.8. Bewegungsmesskammer

Um den Aufenthalt von Aedes aegypti in Abhangigkeit von Repellent- bzw. Attrac-
tantquellen zu testen, wurde eine Bewegungsmesskammer aus Glas, Holz und Me-
tall mit 500 mm L&nge, 370 mm Breite und 40 mm Hohe gebaut, deren Boden und

Seitenteile mit einem Netz aus Polyester (Polyethylenterephthalat) der Maschen-

weite 200 um ausgekleidet wurden.

Abbildung 3-65: Bewegungsmesskammer

Ihrem Konzept lag die Vorstellung zugrunde, dass sich die Insekten bei ihren Bewe-
gungen an Konzentrationsgradienten von Stoffen orientieren, die sie mit den Anten-
nen wahrnehmen. Auf einer Schmalseite wurde mit Hilfe einer Haltevorrichtung ein
95 mm x 415 mm groRRer Filterpapierstreifen eingeftihrt (in Abbildung 3-65 links), der
mit der Losung eines Repellents oder Attractants getréankt oder mit einem Prufpréapa-
rat beschichtet war. Von dieser Quelle breitete sich der Wirkstoff durch Diffusion im
Gasraum der Kammer aus. Stromungen im Prifraum mussten dabei vermieden
werden. Auf der der Quelle gegeniberliegenden Schmalseite wurde die Konzentrati-
on des Wirkstoffs in der Gasphase abgesenkt, indem Raumluft mit konstanter Ge-
schwindigkeit (10 I/h) durch einen in ganzer Breite davor liegenden Kanal mit qua-
dratischem Querschnitt gesaugt wurde, der von der Messkammer durch Filterpapier
getrennt war. Dadurch wurde ein Gasaustausch durch Diffusion gewahrleistet, der
Ubertritt von Luftwirbeln und Konvektionsstromungen wurde jedoch durch die feinpo-

roése Barriere verhindert. Nach dem 1. Fick’schen Diffusionsgesetz (Gleichung 3-27)
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stellte sich in der Messkammer innerhalb eines bestimmten Zeitraums ein Fliel3-
gleichgewicht zwischen Wirkstoffabgabe aus dem Quellkompartiment und Abgabe
an das Senkenkompartiment ein. Dadurch entstand im Prifraum ein linearer Kon-

zentrationsgradient.

M _pade
dt dx

Gleichung 3-27

Der Zustand nach Gleichgewichtseinstellung wird als "Steady State” bezeichnet. Die
Verzdgerungszeit, mit der sich das Gleichgewicht einstellt, wird "Lag-Time” genannt.
Die hdchste Wirkstoffkonzentration im Gasraum herrscht unmittelbar an der Quelle
und wird durch das Verteilungsgleichgewicht zwischen Zubereitung und Gasphase
bestimmt. Vor der Diffusionsbarriere der Senke ist die Wirkstoffkonzentration im
"Steady State” nahe Null (Abbildung 3-66 und Abbildung 3-67).

Co=1 linearer Cs=0
Konzentrationsgradient in
der Kammer

Abstand Abstand Abstand

Abbildung 3-66: Schichtenmodell der Diffusion und Verteilung von Substanzen im
Steady State, links: Substanzquelle mit Cq = 1, Mitte: Messkammer mit linearem

Konzentrationsabfall, rechts: Substanzsenke mit Cs =0

Masse Steady State Masse Steady State Masse Steady State

Lag-Timé

Zeit " Zeit " Zeit

Abbildung 3-67: Anderung der Masse in der Quelle, der Kammer und der Senke vor

und nach Erreichen des Fliel3gleichgewichts
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Nach der Ausgangsuberlegung sollten die Insekten ihren Aufenthaltsort in Abhangig-

keit von der Substanzkonzentration in der Gasphase an unterschiedlichen Stellen

der Kammer auswahlen oder ihr Bewegungsmuster abhangig vom Konzentrations-

gradienten in der Kammer andern.

Die Aufenthaltsorte der Insekten wurden zeitabhangig mit Hilfe von PC-gestltzten

Bildauswertungsverfahren bestimmit.

3.8.1. Gerate und Materialien

Fur die Untersuchungen an Insekten wurde ein Prototyp der Bewegungsmess-
kammer aus Acrylglas angefertigt. Das Polyacrylat wurde jedoch an einigen Stel-
len durch DEET zerstort, so dass eine zweite Kammer aus Glas gebaut wurde,
deren Boden und Seitenteile mit einem Netz aus Polyester (Polyethylen-
terephthalat) ausgekleidet waren.

Die fur die Aufzucht von Gelbfiebermiicken (Aedes aegypti) bendtigten Eigelege
wurden von Herrn Prof. Meier, Institut fir Medizinische Parasitologie der Univer-
sitdt Bonn, zur Verfiigung gestellt. Die Zucht erfolgte in einem Klimaschrank (Fa.
Weiss) bei 26°C und kunstlichem Tag-Nacht-Rhythmus. Die Larven wurden mit

Tetraminl Fischfutter, die Adulten mit 10 %iger Glucose-LOsung gefuttert.

Digitale Videokamera, DMK 3002/C, Fa. DMK / DBS:

- Effektive Pixel 752 x 582

— Pixelgrosse 8,6 x 8,3 um

- monochrom

Filterpapier zur Vermeidung von Turbulenzen innerhalb der Kammer, Teefilter Ci-
liald, Fa. Melitta, Minden

Filterpapierstreifen (95 mm x 415 mm), ohne Angaben

PC (400 MHz, 128 MB), Bildauswertungssoftware Image-Pro Plus 4.0, Media Cy-
bernetics, L.P.

Quecksilberthermometer (Messbereich 5 - 42°C), ohne Firmenangabe, Haar-
Hygrometer (Messbereich 0 - 100 % rF), ohne Firmenangabe
Schwebekoérper-Volumenstrommessgerat, Platon, Nr. 61 BHS
UV-Photospektrometer, Shimadzu, UV-260, Serien-Nr. 1231575
Vakuumpumpe, Fa. Vacuubrand, Wertheim, Ser. Nr. 17990919 94
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*  Ammoniak-LOdsung 25 %, M;: 17,03, Merck, Darmstadt

*  Ammoniumchlorid, M;: 53,49, Merck, Darmstadt

* Edenor V850, Mischung aus Vorlauffettsduren, Henkel, Disseldorf
» Milchsaure 90 %, M;: 90,08, Merck, Darmstadt

* Natriumlactat-Losung 50 %, M;: 112,1, Merck, Darmstadt

Versuchsbedingungen:

* Beleuchtung:

- Die Bewegungsmesskammer wurde mit zwei 18 W Leuchtstoffrohren von der
Unterseite (Gegenlicht) ausgeleuchtet. Uber den Rohren war eine weiR-opake
Kunststoffabdeckung angebracht, um diffuses Streulicht zu erzeugen, so dass
die Kammer moglichst gleichmaRig ausgeleuchtet war.

» Die Temperatur in der Kammer betrug wahrend der Versuche 26 - 29°C, der Luft-
druck 995-1021 mbar und die relative Luftfeuchte 62 -83 %.

» Die Mucken wurden mit Hilfe eines Gerates in die Kammer eingebracht, das aus
einem 32,5 cm langen Acrylglas-Zylinder mit 3,0 cm Aul3en- und 2,6 cm Innen-
durchmesser und einem darin beweglichen Acrylglas-Kolben bestand, dessen
Flache (Auendurchmesser: 2,5 cm) ein fur Micken undurchléassiges Netz bildete.
Dadurch wurde verhindert, dass beim Einbringen der Insekten Luft aus dem Zylin-

der in die Kammer gedrtickt und der DEET-Gradient gestért wurde.

——— Kolben

l— Netz

% *
* X %

* <+— Miuicken

Abbildung 3-68: Gerat zum Einbringen der Mucken in die Kammer (schematisch)
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3.8.2. Methoden

Der Abluftkanal, in Abbildung 3-69 auf der rechten Seite der Messkammer darge-
stellt, war mit einem PVC-Schlauch verbunden, der zu einem Volumenstrommesser
fuhrte, mit dem ein konstanter Luftstrom (10 I/h) eingestellt wurde. Von dem Volu-
menstrommesser wurde die Luft tber einen weiteren Druckschlauch in die Auffang-

flussigkeit einer Waschflasche, die mit einer Vakuumpumpe verbunden war, geleitet.

Oberhalb der Messkammer war im Abstand von ca. 50 cm eine Digitalkamera ange-
bracht, mit der in bestimmten Zeitabstadnden Bilder aufgenommen und computerge-

stutzt ausgewertet werden konnten.

Kamera | PC

kammer

i

Volumen- Waschflasche  Vakuum-
strommesser pumpe

Abbildung 3-70: Systemaufbau, schematisch

Bestimmung des Zeitpunkts der Einstellung eines Fliel3gleichgewichts

Ein 95 x 415 mm grol3er Filterpapierstreifen wurde mit reinem DEET oder Formulie-
rungen getrankt bzw. beschickt (10 g +3 g), auf einem Probenhalter aus Weil3blech
befestigt und an der dem Abluftkanal gegeniberliegenden Schmalseite der Kammer

angebracht. Er diente als Quelle.
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Die zur Einstellung des "Steady State” erforderliche Zeit wurde bestimmt, indem der
Luftstrom durch eine mit 100 ml Propylenglycol gefiillte Waschflasche geleitet und
die DEET-Konzentration in der WaschflUssigkeit spektralphotometrisch bei einer
Wellenlange von A = 230 nm bestimmt wurde. Der Volumenstrom wurde auf 10 | Luft
pro Stunde eingestellt. Die Temperatur in der Kammer lag zwischen 26°C und 28°C.

Die Probenentnahmen erfolgten stindlich.

Zunachst wurde das Experiment ohne das Filter durchgefuihrt, das dazu diente auf
der Schmalseite des Senkenkompartiments Luftverwirbelungen zu verhindern. Der
Abluftkanal war nur durch ein Polyesternetz von der Kammer getrennt. Die abge-
dampfte DEET-Menge wurde in Sammelintervallen von 1 h in Propylenglycol aufge-
fangen und UV-photometrisch bestimmt. Es zeigte sich, dass die DEET-Menge be-
reits nach 1 h linear zunahm (Abbildung 3-71), was darauf hindeutete, dass der
Steady State erreicht war. Die Korrelation der Messpunkte mit der Regressionsgera-
den war dabei mit R = 0,999 sehr gut. Aus der Geradensteigung wurde eine Ver-
dampfungsgeschwindigkeit von 0,27 mg/h ermittelt. Jedoch liel3 sich bei diesem Ver-
such keine Lag-Zeit bestimmen, die den Zeitpunkt der Einstellung des Fliel3gleich-
gewichts angezeigt hatte, da die Ausgleichsgerade die Ordinate bei 0,1 mg schnitt.
Wegen seines geringen Dampfdrucks (0,75 Pa bei 20°C) verdampft DEET sehr
langsam [121].

Die Sammelintervalle konnten nicht kleiner gewahlt werden, da in entsprechend klei-
nen Zeitabschnitten die DEET-Mengen so gering gewesen waren, dass ihre Absorp-
tion nicht mehr im linearen Bereich des Lambert-Beerschen Gesetzes gelegen hatte.
Vorversuche hatten gezeigt, dass die Werte kleiner Sammelintervalle stark streuten
(Variationskoeffizienten z.T. tGber 50 %). Da die Zunahme der DEET-Menge wahrend
des gesamten Versuchsablaufs linear anstieg, konnte davon ausgegangen werden,
dass sich bereits ein Flie3gleichgewicht eingestellt hatte und dass auch nach 8 h die

Wirkstoffquelle noch nicht erschépft war.

Das gleiche Experiment wurde mit einem Filter vor der Substanzsenke wiederholt.
Die Konzentration nahm pro Stunde um 0,1 mg zu, auch hier lag der Ordinatenab-
schnitt mit 0,02 mg Uber dem Ursprung des Koordinatensystems, so dass keine Lag-
Zeit bestimmt werden konnte (Abbildung 3-72).
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Das Experiment zeigte, dass die Geschwindigkeit, mit der DEET in die Auffangflus-
sigkeit diffundierte, durch das Filter herabgesetzt wurde, woraus demzufolge ein
kleinerer Konzentrationsgradient in der Kammer resultierte . Das Filter stellte somit
eine Diffusionsbarriere fir DEET dar. Die groRRere Streuung der Werte in dem Ver-
such ohne Filter liel3 auf die Bildung von Luftwirbeln in der Kammer schliel3en, die
durch das Absaugen der Luft hervorgerufen wurden und zur Stérung des Fliel3-

gleichgewichts fuhrten.

L

20

154

10+

Masse DEET [mg]

054

00 , . . , .
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Zeit[h]

Abbildung 3-71: Kumulativ aufgetragene Menge DEET [mg], die in 100 ml Propy-
lenglycol aufgefangen wurde, n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung, R = 0,999,

Steigung = 0,27 [mg/h], ohne Diffusionsbarriere
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Abbildung 3-72: Kumulativ aufgetragene Menge DEET [mg], die in 100 ml Propy-
lenglycol aufgefangen wurde, n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung, R = 0,999,

Steigung = 0,10 [mg/h], mit Filterpapier als Diffusionsbarriere

Bewegungsanalyse

Innerhalb des Zeitintervalls von ca. 1 h bis 7 h nach Einbringen der Wirkstoffquelle,
d.h. nach der Einstellung des Steady State und bevor die Wirkstoffquelle erschopft
war, wurden Bewegungsexperimente mit Insekten durchgefihrt. Pro Experiment
wurden 7-50 Stechmuicken mit Hilfe des Acrylglaskolbens in die Mitte der Kammer
eingebracht. Dabei wurde durch vorsichtige Handhabung darauf geachtet, dass eine
Stérung des ruhenden Gasvolumens weitgehend vermieden wurde. Mit Hilfe einer
Digitalkamera wurden einzelne Bilder aufgenommen, die computergesttitzt ausge-

wertet werden konnten.

Die Versuchsdauer betrug 30 min, dabei wurde innerhalb von 3 min jeweils 1 Bild

aufgenommen.
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Bildanalyse

Jedes der digitalisierten Bilder bestand aus einem Beobachtungsfeld von 640 x 480
Pixeln. Ein Pixel entsprach der Flache eines Quadrates mit einer Kantenlange von
ca. 0,8 mm. Da es sich um Schwarz-Weil3-Bilder handelte, wurde jedem Pixel ein
durch 8 Bits definierter Grauwert zugeordnet. Image-Pro Plus 4.00 verwendet eine
Skala von 256 Graustufen, wobei ein Pixelwert von 0 schwarz und ein Wert von 255
weil bedeutet [122].

Bevor Mucken in die Messkammer eingebracht wurden, wurde zunachst ein Hinter-
grundbild der leeren Kammer erstellt.

Von den Aufnahmen der Versuchsreihen wurde dieses Hintergrundbild subtrahiert,
um einzelne Bestandteile der Kammer im Bild zu entfernen, da sie bei der Auswer-
tung storten. Anschliel3end wurde der Bildausschnitt (AOI = Area of interest) festge-
legt, in dem die Mlcken gezahlt und deren Aufenthaltskoordinaten bestimmt werden
sollten. Bildflachen (Area) von ca. 1-40 Pixel mit Graustufen von 0- ca. 120 wurden
als Mucken definiert.

Jedoch wurden bei jedem Versuch die Pixel- und Graustufenwerte korrigiert, da die
Messkammer nach Reinigung leicht verschoben war und die an einem stufenlos ver-
stellbarem Stativ befestigte Kamera neu eingestellt werden musste.

Die folgenden Abbildungen reprasentieren den typischen Ablauf einer Bildanalyse.
Die Wirkstoffquelle befindet sich am linken, die -senke am rechten Bildrand. Als

Testsubstanz wurde in diesem Beispiel Rezeptur 4.2 verwendet.
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Abbildung 3-73: Hintergrundbild

Abbildung 3-74: Messkammer mit Miicken
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Abbildung 3-75: Bild nach Hintergrundkorrektur

Abbildung 3-76: Mickenzahlung nach vollstandiger Bildbearbeitung und Festlegung
der notwendigen Einstellungen (z.B. AOI mit Bildursprungskoordinaten: x = 10, y =
10 und Endkoordinaten : x = 635, y = 450; Graustufen: 0-125)

Anmerk.: Im Anhang wurde ein Beispiel-Macro zu diesem Versuch eingeflgt.
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Aufenthalt von Aedes aegypti

Unter der Annahme, dass sich die Insekten bei Abwesenheit von Substanzquellen
weder auf der Seite des Quellkompartiments noch auf der gegentuberliegenden Seite
bevorzugt aufhalten, wurde zuné&chst auf Gleichverteilung der Miuicken gepruft. In
Vorversuchen wurde beobachtet, dass sich die Insekten vorwiegend an senkrechten
Oberflachen der Kammer absetzten und sich nicht, wie zun&achst vermutet, in
Schwarmen bewegten oder alternativ dazu gleichmaf3ig im gesamten Innenraum
verteilten. Der Probenhalter wurde dazu mit dem reinen Lésungsmittel Propylengly-
col beschickt.

Die Insekten wurden in die Mitte der Kammer eingebracht, und es wurde gezéhlt,
wieviele sich

a) auf den beiden Seiten der Kammer von jeweils 250 mm Breite parallel zur Quelle
("Quellhalfte") und Senke ("Senkenhalfte™) hin (Abbildung 3-77)

sowie

b) an senkrechten beziehungsweise waagerechten Flachen (Abbildung 3-78) auf-

hielten.

v

—250 mm —»

v

Quelle mit Senke mit
Probenhalter Abluftkanal

Abbildung 3-77: Skizze der Bewegungsmesskammer in Aufsicht
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Quelle mit Senke mit
Probenhalter Abluftkanal

Abbildung 3-78: Skizze der Bewegungsmesskammer in Aufsicht, senkrechte Fla-

chen: hellgrau, waagerechte Flachen: weiss

Eine genauere Bestimmung der Entfernung der Micken in x-Richtung von der jewei-
ligen Substanzquelle schien nicht sinnvoll zu sein, da sie sich in Gegenwart von

Stoffen bevorzugt an einer Schmalseite der Kammer aufhielten (vgl. Abbildung 3-76).

Attractants

Geier [123] zeigte mit der konventionellen Versuchsanordnung, dem Y-Rohr, dass
eine wassrige Losung von 89 mmol /I Milchsaure und 80 mmol /I Ammoniumchlorid,
aufgrund eines Synergismus von Milchsaure und Ammoniak, anziehend auf Aedes
aegypti wirkt. Bei der Versuchsapparatur, die Geier benutzte, befindet sich an einem
der drei Enden eine Freisetzungskammer mit Micken, an einem anderen Ende die
zu testende Substanz und am dritten Natriumchlorid-Losung (10 mmol/l), Milchs&ure-
/ Natriumlactat-Lésung (9 mmol/l bzw. 80 mmol/l) oder Ammoniaklésung (ohne
Konz.-Angabe) als Referenzsubstanz. Bei seinem Experiment zeigte sich, dass 83,5
% der Mucken die Freisetzungskammer verliel3en, 44 % der Versuchstiere das At-
tractant und 1 % die Kontrollkammer mit Milchs&ure- / Lactat-Pufferlésung anflogen.
Anhand von drei wassrigen Lésungen (Tabelle 3-19) wurde in der Bewegungskam-
mer die anziehende Wirkung einzelner Substanzen, die typischerweise im menschli-
chen Schweil3 enthalten sind, untersucht. Zur Dampfdruckerniedrigung enthielten die
Ldsungen 30 % Propylenglycol, der bei Vorversuchen (s. 3.8.3) keinen Eigeneffekt

auf das Verhalten der Micken gehabt hatte.
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Substanzen Attractant 1 Attractant 2 Attractant 3

Ammoniumchlorid [103,0 mmol/l 100,0 mmol/l 1,0 mol/l

Ammoniak - 74,0 mmol/l 0,7 mol/l
Milchséaure 100,7 mmol /l 100,0 mmol/l 1,0 mol/l
Natriumlactat - 50,0 mmol/l 0,5 mol/l

Tabelle 3-19: Zusammensetzung der Attractant-Losungen

Repellents

Um einen Zusammenhang zwischen der aufgetragenen DEET-Menge und der Re-
pellent-Wirkung zu untersuchen, wurde der Probenhalter mit DEET-LOsungen in
Propylenglycol in Konzentrationen von 0,001 % bis 100 % DEET beschickt. Tabelle
3-20 gibt an, wieviel DEET pro Flache Filterpapier jeweils aufgetragen wurde. Die
DEET-Dosis auf der Haut betragt bei Stechtests 20 - 500 pg/cmz2 [31, 98].

Fur die Versuche wurde ein minimaler Stichprobenumfang von 10 Mucken pro Ver-
such angesetzt, mit jeweils drei Wiederholungen fir eine DEET-Konzentration, so
dass ein Gesamtstichprobenumfang von 30 Miicken pro Konzentration erhalten wur-
de. Zum Telil reichte die Anzahl der herangeziichteten Micken jedoch nicht aus, um
die minimalen Stichprobenumfange zu erzielen. Deshalb wurde aus Grunden der
statistischen Sicherheit die Zahl der Versuche bei DEET-Konzentrationen von 100 %
und 1 % erhoht.

Da die jeweils aufgetragene DEET-Menge bei Versuchen mit 0,1 %igen DEET-
Losungen nur noch 1/100 bis 1/20 der fur die Anwendungspraxis relevanten DEET-
Menge betrug, wurde die Anzahl der Versuche erhoht.

Die Hintergrundbearbeitung eines Versuchs mit 0,001 %iger DEET-LOsung schlug
fehl. Da der Gesamtstichprobenumfang von zwei Experimenten aber tber 30 Muk-

ken lag, wurde der Versuch nicht wiederholt.
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DEET-Konzentration 0,001% 0,01% 0.1% 1% 10 % 100 %
Aufgetragene Menge [pug/cm?] 0,18 1,71 28,74 185,42 1988,59 16918,20
0,20 1,99 19,91 180,85 2077,36 16639,19
2,39 20,70 197,84 2353,84 15573,87
23,36 217,88 17831,33
204,95

Tabelle 3-20: DEET-Konzentrationen und die dazu aufgetragenen DEET-Mengen

pro Flache

Ausgewéhlte Rezepturen

Rezepturen, die hinsichtlich ihrer Haftfestigkeit (Kapitel 3.2) und Lagerstabilitat (Ka-

pitel 3.1.3) anderen uberlegen waren, wurden mit Hilfe der Bewegungsanalyse un-

tersucht.

Tabelle 3-21 zeigt die DEET-Mengen, die pro cm? Filterpapier aufgetragen wurden.

In einem zusétzlichen Experiment wurde getestet, ob Edenor V 8507, ein Gemisch

aus Kokosnuss-Vorlauffettsduren, repellierende Wirkung zeigt.

Rezepturen 1.7 3.10 4.2
DEET-Gehalt [%] der Rezepturen 34,9 29,4 30,7
Aufgetragene Menge [mg/cm?] 7,21 6,50 7,17
538 6,74 6,21
6,25 5,80 5,62

Tabelle 3-21: Pro Versuch aufgetragene Menge DEET
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Langzeitversuche

In je einem abschlieRenden Versuch wurde getestet, ob nach dem Auftragen praxis-
relevanter Mengen (Tabelle 3-22) eine zeitliche Begrenzung der Repellentwirkung zu
erkennen ist. Die gesamte Versuchsdauer wurde auf neun Stunden erhoht, wobei
unmittelbar nach Einbringen der Micken sowie zu jeder vollen Stunde ein Bild auf-

genommen wurde.

Wegen der unterschiedlichen Substanzeigenschaften wie Viskositat und Spreitungs-
verhalten auf dem Filterpapierstreifen variierten die aufgetragenen Mengen der Zu-

bereitungen stark (Tabelle 3-22).

Rezeptur 1.7 3.10 4.2 BW uUS- Autan
Army

Aufgetragene Menge [pg/cm?] 2425,5 507,1 950,0 4583 1752,5 385.0

DEET-Gehalt [%] 34,9 29.4 30,7 31,7 38.6 22.0

Tabelle 3-22: Pro Versuch aufgetragene Menge DEET

Im Vergleich zu den DEET-Zubereitungen wurde das Handelspraparat Bio-
Hautschutz[J getestet, das als wirksamen Bestandteil eine Vorlauf-
Fettsduremischung enthélt. Insgesamt wurde davon eine Menge von 4,64 mg Zube-

reitung pro cm? Filterpapier aufgetragen.

Statistische Auswertung

Zeitunabhédngige Auswertung

Die Mucken auf der Quell- und der Senkenhalfte wurden gezahlt. Pro Versuchsreihe
von 10 Bildern wurde durch Bildung des arithmetischen Mittels der Anzahl Micken
auf jeweils einer Kammerhalfte, unter Vernachlassigung maoglicher zeitlicher Einflis-

se auf das Verhalten der Micken, ein mittlerer Aufenthalt angegeben. Da Mittelwerte
(X,,X%,,Xs,...%, ) unterschiedlich groRer Stichprobenumféange (n,,n,,n,,...n,) mehrerer
Messreihen (k) zusammengefihrt werden sollten, wurde der durchschnittliche Auf-

enthalt der Insekten mit Hilfe des gewogenen arithmetischen Mittelwertes berechnet
[110].
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_n (X, + N, X, +...+n X,
n

X

gew

Gleichung 3-28

Die Standardabweichung (s) der Mittelwerte vom gewogenen Mittel wurde folgen-

dermalen berechnet:

S:\/sf(nl—lwsi(nz—1)+...+sf(nk =
n-k

Gleichung 3-29

Dabei waren 512, szz...,sk2 die Varianzen der verschiedenen Messreihen.

Um zu prifen, ob sich

a) in der Quell- oder Senkenhélfte bzw.

b) auf senkrechten oder waagerechten Flachen gleich viele Micken aufhielten
(Prufung auf Gleichverteilung), wurde der nicht-parametrische x2 -Test durchge-
fuhrt.

Er eignet sich fir Datensatze von diskreten Haufigkeitsverteilungen, deren Daten aus

der Menge der nattrlichen Zahlen sind, wie es bei der Miickenzahlung der Fall war,

und die Anzahl der Stichproben groRRer oder gleich zwei ist (k = 2). Die Nullhypothese

(Ho) lautet: Die ermittelten Werte ( f,) unterscheiden sich nicht statistisch signifikant
von einem Erwartungswert (e ). Ho wird angenommen, wenn die Prifgrof3e x2 kleiner

ist als der tabellierte Wert x3,.« mit v Freiheitsgraden und der Irrtumswahrscheinlich-
keit a [110, 112]. Die Testgro3e wurde nach Gleichung 3-30 berechnet:

2

M,mitFG:v:k-lund e =n—2‘

X = k
1=1 91

Gleichung 3-30

Dabei war nder Stichprobenumfang und f, die Anzahl der Mucken auf der Quell-

halfte (fur die Prufung von a)) bzw. die Anzahl der Micken auf den senkrechten Fla-

chen (fur die Prufung von b)).
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Far den Erwartungswert g galt, dass sich sowohl in der Quell-, als auch in der Sen-

kenhélfte bzw. sowohl auf den waagerechten, als auch auf den senkrechten Flachen

jeweils die Halfte der Micken aufhielten.

Da sich x2 -Werte additiv verhalten, liel3 sich eine Gesamtprifgrof3e aus der Summe

der einzelnen PrifgréoRen bestimmen [110].

2 2 2 2 2 H — _
Xgs = X1 T Xt X3t A X7, MEFEG=V =V, +V, +V+. 4V,

Gleichung 3-31

Zeitabhédngige Auswertung

Mit Hilfe des gewogenen arithmetischen Mittels wurden die relativen Haufigkeiten
des Aufenthalts von Insekten in der Kammer berechnet und in Diagrammen utber die
Zeit aufgetragen. Dadurch sollte ermittelt werden, ob sie sich zeitabhangig in der

Kammer verteilen.

3.8.3. Ergebnisse

Aufenthalt von Aedes aegypti

Bei Vorversuchen fiel auf, dass sich die Micken in der Messkammer nur selten be-
wegten, stattdessen auf den Moskitonetzen auf den Seitenteilen der Kammer ab-
setzten und zumeist in Ruhe dort verharrten, Tabelle 3-23 zeigt das Ergebnis von 4
Versuchen, bei denen jeweils 10 Bilder mit einem mittleren Stichprobenumfang von n

= 38,8 Micken ausgewertet wurden.

153



Experimenteller Teil

Versuch | Anzahl der Anzahl der Micken | Anteil [%] der Micken
Nr. Mucken auf auf
=n senk- |waage- senk- waage-
rechten |rechten rechten rechten
Flachen |Flachen Flachen Flachen
1 36 30(2,6) [6(2,9 83,3(7,2) |16,7 (8,1)
2 35 30(2,77 |5(1,6) 85,7 (7,7) |14,3 (4,6)
3 36 29 (3,6) |7 (3,5 80,6 (10,0)|19,4 (9,7)
4 48 39(55) (94,2 81,3 (11,5)|18,7 (8,8)
Summe 155 128 27
gew.
arithmet. 32,4(4,0)(7,1(3,3) |82,0(10,1)[18,0(8,4)
Mittel

Tabelle 3-23: Aufenthalt von Ades aegypti auf den Seitenflachen und auf dem Boden
der Bewegungsmesskammer, in Klammern: Standardabweichung bzw. Variations-
koeffizient [%]

Die Nullhypothese (Ho) fir den x° -Test, alle Miicken verteilen sich auf senkrechten

wie auf waagerechten Flachen gleich, muss mit xz(ber) =335> Xz(o,o5, 36) = 51,00 des-
halb abgelehnt werden. Die Flache der Seitenteile betragt 6,96 dmz, die des Bodens
18,50 dm?. Dies bedeutet, dass sich pro dm? Seitenflache 4,7 und pro dm? Grundfla-

che 0,4 Mucken aufhielten.

Verhalten gegentliber Attractants

Zunachst wurde untersucht, ob Propylenglycol einen Einfluss auf den Aufenthalt der
Insekten ausubt. Tabelle 3-24 verdeutlicht, dass sie sich gegenliiber dem Lésungs-
mittel indifferent verhielten und weder die der Probenquelle noch die der Probensen-

ke zugewandte Seite bevorzugten.*

* In den Uberschriften der Tabellenspalten werden die Quellhalfte mit "QH", die Senkenhéalfte mit "SH"
und das gewogene arithmetische Mittel mit " arithm.MW,,," abgeklirzt.
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Rezeptur Anzahl Versuche  Anzahl Miicken (QH),  Anzahl Mlicken (SH),
(Gesamtstichpro- arithm.MWgey, arithm.MWgew
benumfang nyes) (StdAbw) (StdAbw)

Propylenglycol 7 (183) 13,1 (2,1) 13,9 (2,4)

Attractant 1 3(90) 12,1 (4,0) 16,5 (3,9)

Attractant 2 3(79) 13,4 (1,8) 12,0 (2,1)

Attractant 3 3(81) 12,1 (1,8) 16,0 (1,8)

Tabelle 3-24: Aufenthalt von Aedes aegypti in Gegenwart von Propylenglycol als in-

differentem Losungsmittel und Attractant-Mischungen

Der x2 -Test stitzt die Nullhypothese (Hp) auf dem 5 %-Niveau, dass sich in Gegen-
wart des Losungsmittels gleich viele Micken auf der Quell- bzw. Senkenhélfte auf-
halten mit X°per = 34,7 < X%0.05, 63) = 82,53. Es wurden 7 Versuche durchgefiihrt und
im Abstand von 3 min jeweils 10 Bilder aufgenommen und ausgewertet, mit einem
mittleren Stichprobenumfang von n = 26,1 Micken.

Die Nullhypothese muss fir Attractant 1 mit einem mittleren Stichprobenumfang n =
29,9 abgelehnt werden, da xz(ber) =63,8> X2(0,05, 27y = 40,11. Dies bedeutet, dass sich
in der Halfte des Senkenkompartiments mehr Insekten aufhielten als in der gegen-
Uberliegenden Halfte. Fur die Attractant-Losungen 2 und 3 ist Hp nicht abzulehnen
mit xz(ber) fur Attractant 2 = 31,6 und xz(ber) fur Attractant 3 = 12,3. Die mittleren Stich-
probenumfange betrugen flr Attractant 2 = n = 26,6 und fur Attractant 3 = n = 26,9.

Die Versuche wurden dreimal wiederholt.
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Abbildung 3-79: Relative Haufigkeit [%] des Aufenthalts von Aedes aegyptiin der der

Quelle zugewandten Seite der Kammer

Betrachtet man die relative Haufigkeit, mit der sich die Micken in der der Senke zu-
gewandten Halfte aufhielten, entdeckt man zwischen den Versuchen mit reinem L6-
sungsmittel und den Attractants 2 und 3 keinen Unterschied. Auch wéahrend der ge-
samten Versuchsdauer konnte keine Tendenz zur Richtungsanderung erkannt wer-
den. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Geier zeigten die drei Attractant-

Mischungen hier keine anziehende Wirkung auf die Insekten (Abbildung 3-79).

Verhalten gegentiber Repellents

Die Mittelwerte in Tabelle 3-25 verdeutlichen, dass Losungen vom 0,01 % DEET in
Propylenglycol bis 100 % DEET eine deutliche Fluchtreaktion der Insekten auslosen.
Bei einer Konzentration von 0,001 % DEET in Propylenglycol, dies entspricht einer
aufgetragenen DEET-Menge von ca. 0,2 pg/cm? auf dem Filterpapier, lasst sich kei-

ne Repellent-Wirkung mehr feststellen.
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Rezeptur Anzahl Versuche  Anzahl Miicken (QH),  Anzahl Miicken (SH),
(Gesamtstichpro- arithm.MWgey, arithm.MWgey,
benumfang nyes) (StdAbw) (StdAbw)

0,001 % DEET 2 (48) 16,7 (2,9) 10,4 (2,6)

0,01 % DEET 3 (36) 2,3(1,4) 9,5(3,3)

0,1 % DEET 4 (188) 13,2 (2,8) 34,1 (3,8)

1 % DEET 5 (63) 2,2 (1,4) 13,2 (1,5)

10 % DEET 3 (35) 2,0 (1,4) 7.1 (1,4)

100 % DEET 4 (53) 2,0 (1,4) 15,2 (1,7)

Tabelle 3-25: Aufenthalt von Aedes aegypti in Gegenwart verschiedener Losungen

von DEET in Propylenglycol

Fur die Losung von 0,001 % DEET liegt der xz(ber)-Wert unter dem tabellierten Wert,
was bedeutet, dass die Nullhypothese Hy, die Micken halten sich auf beiden Halften
der Kammer gleich haufig auf, angenommen werden kann. Bei allen anderen DEET-
Losungen wird sie abgelehnt. In Tabelle 3-26 sind die berechneten und tabellierten

x°-Werte mit den entsprechenden Freiheitsgraden aufgelistet.

Rezeptur )(Z(be,) )(z(tab) fir das Signifikanzniveau Anzahl der Freiheitsgrade
a=0,05
0,001 % DEET | 15,6 28,87 18
0,01 % DEET 85,3 40,11 27
0,1 % DEET 214,0 51,00 36
1% DEET 175,8 61,66 45
10 % DEET 69,6 51,00 36
100 % DEET 145,5 61,66 45

Tabelle 3-26: x>-Werte fiir Versuche mit verschiedenen Losungen von DEET in Pro-
pylenglycol

Aus Abbildung 3-80: Relative Haufigkeit [%] des Aufenthalts von Aedes aegyptiin
der der Quelle zugewandten Halfte der Kammer erkennt man, dass die Insekten bei
0,001 % DEET-L6sung wahrend der gesamten Versuchsdauer gleichmaRig auf bei-

den Halften der Kammer verteilt waren. Auch bei den anderen Experimenten war
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keine zeitabhangige Anderung der Aufenthaltsorte zu bemerken. Die relative Haufig-
keit, mit der sich die Mucken in der Quellhalfte aufhielten, unterschied sich bei
DEET-Konzentrationen von 0,01 % bis 100 % kaum.

2.9,

rel. Hafigkeit [94

25888888

DEET0001% N\
DEET001% N\
DEET01% ..
Pae DEET1% ]
DEET 10%

DEET 100%

Abbildung 3-80: Relative Haufigkeit [%] des Aufenthalts von Aedes aegyptiin der der
Quelle zugewandten Halfte der Kammer

Die DEET-Konzentration fur einen repellierenden Effekt wurde bei diesen in-vitro-

Versuchen fur Bereiche nachgewiesen, die grof3er als 0,01 % DEET in Propylengly-
col waren, was einer aufgetragenen DEET-Menge von ca. 2 pg/cm? entsprach. Dar-
aus folgt, dass die wirksame Dosis zwischen ca. 1 ug/cm2 (0,001 % DEET in Propy-

lenglycol) und 2 pg/cm2 (0,01 % DEET in Propylenglycol) lag.

Verhalten gegentiber ausgewéhlten Rezepturen und Vorlauffettsduren
Die Rezepturen 1.7, 3.10, 4.2, das Insektenschutzmittel Bw und die Vorlauffettsau-
remischungen sind im in-vitro-Experiment wirksam (Tabelle 3-27 und Abbildung

3-81). Eine Tendenz zur Anderung des Aufenthaltsorts wahrend der Versuchsdauer
ist aus den Ergebnissen nicht zu erkennen.
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Rezeptur Anzahl Versuche  Anzahl Mticken (QH), = Anzahl Mlicken (SH),
(Gesamtstichpro- arithm.MWgew arithm.MWgew
benumfang nyes) (StdAbw) (StdAbw)

Edenor V 850 1(15) 3,93,2) 11,4 (1,8)

BW 2 (39) 4,9 (3,5) 13,3 (2,7)

1.7 2 (36) 1,7 (1,2) 16,4 (2,1)

3.10 2 (60) 3,8(1,5) 26,2 (2,5)

4.2 2 (64) 2,5(1,4) 31,3 (3,6)

Tabelle 3-27: Aufenthalt von Aedes aegypti in Gegenwart von Repellent-

Formulierungen und Vorlauffettsauren tber 30 min

Abbildung 3-81: Relative Haufigkeit [%] des Aufenthalts von Aedes aegyptiin der der

Quelle zugewandten Halfte der Kammer
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Berechnet man die xz-Werte fur die verschiedenen Zubereitungen (Tabelle 3-28),
muf3 die Nullhypothese Hy: Alle Micken halten sich in beiden Halften der Kammer
gleich haufig auf, zu gunsten der Alternativhypothese abgelehnt werden. Alle Zube-
reitungen hatten einen repellierenden Effekt, der jedoch nach Vergleich der x*-
Werte, bei der Kokosnuss-Vorlauffettsauremischung (Edenor V 85[01) am schwéch-

sten und bei Rezeptur 4.2 am starksten ausgepragt war.

Rezeptur )(Z(be,) )(z(tab) fir das Signifikanzniveau Anzahl der Freiheitsgrade
a=0,05

Edenor Vv 850 | 27,4 16,9 9

BW 79,8 28,87 18

1.7 123,4 28,87 18

3.10 174,7 28,87 18

4.2 236,8 28,87 18

Tabelle 3-28: xz-Werte fir Versuche mit verschiedenen DEET-Zubereitungen, Beob-

achtungszeitraum: 30 min

Langzeitversuche

Um einen Eindruck von zeitabhdngigen Reaktionen der Insekten auf Repellent-
Formulierungen zu bekommen, wurden Einzelversuche tber 9 h durchgefihrt.

Aus Tabelle 3-29 ist zu erkennen, dass der Anteil der Miicken in der Quellhélfte bei
fast allen Formulierungen im Mittel kleiner war als der Anteil auf der der Wirk-
stoffsenke zugewandten Halfte. Ausnahme ist das Insektenschutzmittel der US-

Army, bei dem sich die Insekten durchschnittlich mehr in der Quellhalfte aufhielten.

Betrachtet man die zeitabhangige Anderung der Aufenthaltsorte bei Rezeptur 1.7
(Abbildung 3-82), zeigten die Miicken bereits wenige Sekunden, nachdem sie in die
Mitte der Kammer eingebracht worden waren, eine Fluchtreaktion. Nur 15 % der Tie-
re befanden sich auf der der Quelle zugewandten Seite.

Bei den Rezepturen 4.2 und 3.10 befanden sich zu Versuchsbeginn noch ca. 25 %
der Mucken in der Nahe des Quellkompartiments. In Gegenwart von Rezeptur 3.10
(Abbildung 3-83) stieg der prozentuale Anteil der Miicken auf der der Quelle zuge-

wandten Seite der Kammer nach 5 h auf tGiber 50 % an, so dass keine Repellentwir-
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kung mehr festgestellt werden konnte. Bei Rezeptur 4.2 (Abbildung 3-84) erreichte

dieser Anteil erst nach 8 h die 50 %-Marke. Die Wirkstarke von Rezeptur 3.10 war

bei dieser Untersuchung geringer als die der Rezepturen 1.7 und 4.2.

Das Praparat Bio-Hautschutz[d (Abbildung 3-86) bewirkte, dass sich wahrend der

gesamten Zeit ca. 25 - 40 % der Mucken in der Nahe der Wirkstoffquelle aufhielten,
bei dem Insektenschutzmittel BW (Abbildung 3-88) waren es 30 - 40 %. Beide Zube-

reitungen hatten demzufolge eine geringere Wirkstérke als die Rezepturen 1.7, 4.2
und Autanl]-S Lotion (Abbildung 3-85).

Rezeptur Anzahl Versuche  Anzahl Miicken (QH),  Anzahl Miicken (SH),
(Gesamtstichpro- arithm.MWgew arithm.MWgew
benumfang nyes) (StdAbw) (StdAbw)

1.7 1(13) 1,7 (1,0) 11,5 (1,7)

3.10 1 (11) 5,0 (1,6) 6,1 (2,1)

4.2 1(12) 2,6 (2,4) 9,4 (2,6)

Autan(1-S 1(7) 4,2 (2,8) 12,7 (2,9)

Lotion

Bio Haut- 1(17) 6,0 (1,6) 11,4 (1,2)

schutz[J

US-Army 1(19) 12,2 (3,8) 6,9 (3,5)

BW 1 (15) 57 (1,3) 9,1(2,0)

Tabelle 3-29: Aufenthalt von Aedes aegypti in Gegenwart von Repellent-

Formulierungen tber die Dauer von 9 h
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In den folgenden Graphiken ist der Aufenthalt von Aedes aegypti als relative Haufig-

keit [%] bei einer Versuchsdauer von 9 h dargestellt.

Hl Quelle Hl Quelle
[ Senke [ ] Senke

rel. Haufigkeit [%]
o BB 858383888

rel. Haufigkeit [%]
o B B8 Ss 3883888

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 3-82: Rezeptur 1.7, n =13 Abbildung 3-83: Rezeptur 3.10, n = 11
Hl Quelle Hl Quelle
[ Senke [ ] Senke

rel. Haufigkeit [%]
o BB 858383888

rel. Haufigkeit [%]
o B B8 Ss 3883888

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 3-84: Rezeptur 4.2, n =12 Abbildung 3-85: Autanl]-S Lotion, n =17
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Hl Quelle Hl Quelle
[ Senke [ ] Senke

rel. Haufigkeit [%]

rel. Haufigkeit [%]
o B B8 Ss 3883888

Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 3-86: Bio-Hautschutz[1, n = 17 Abbildung 3-87: Insektenschutzmittel der
US-Army, n =19

Hl Quelle
[ ] Senke

rel. Haufigkeit [%)]

Zeit [h]

Abbildung 3-88: Insektenschutzmittel der

Bundeswehr, n = 15
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Ein xz-Test zeigt, dass sich die Micken wahrend der gesamten Versuchsdauer in

Gegenwart der Zubereitungen 3.10, Bio Hautschutz[d und dem Insektenschutzmittel

BW in keiner der beiden Kammerhalften bevorzugt aufhielten.

Das Insektenschutzmittel der US-Army hatte unter diesen Versuchsbedingungen

sogar leicht anziehende Wirkung auf die Tiere. Es hielten sich in der Quellhélfte si-

gnifikant mehr Insekten auf als in der Senkenhalfte (X2<ber) =20> )(2(0,05 -9y = 16,9).

Rezeptur Xwen X a) fiir das Signifikanzniveau Anzahl der Freiheitsgrade
a=0,05

1.7 37,8 16,9 9

3.10 5,8 16,9 9

4.2 27,7 16,9 9

Autan-S Loti- | 29,2 16,9 9

on

Bio 9,7 16,9 9

Hautschutz[

US-Army 20,0 16,9 9

BW 4.4 16,9

Tabelle 3-30: x>-Werte fiir Versuche mit verschiedenen DEET-Zubereitungen tiber 9

h
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4. Diskussion und Ausblick

In dieser Arbeit wurden in-vitro-Untersuchungen und Laborversuche an Micken zur
Entwicklung eines Insektenrepellents mit verbesserter Wirkdauer durchgefuhrt. In
einem Parallelprojekt unter der Leitung von Dr. M. Theisohn (Inst. fir Pharmakologie
der Universitat Koln) wurde in den Jahren 1998 und 1999 im ZinstSanBw Koblenz
(LabAbt | / LabGr Med. Zoologie, Dr. Faulde) die Wirksamkeit von Zubereitungen in
Humanexperimenten unter Laborbedingungen gegen Aedes aegypti gepruft [31].
Die Studien wurden mit den Rezepturen 1.7, 3.10 und einer Zubereitung, deren
Grundlage auf Rezeptur 3.10 basierte, in die als zuséatzlich wirksamer Bestandtell
eine Kokoso6l-Vorlauffettsduremischung (Edenor V 850) eingearbeitet worden war,
getestet. Aus galenischer Sicht war die zuletzt genannte Zubereitung jedoch man-
gelhaft, da sie zu Phasentrennung mit Agglomeratbildung neigte und sich deshalb
nur schwer auf die Haut auftragen liel3.

Als Referenz diente das Insektenschutzmittel BW. Dabei wurde jedem Probanden
sowohl das Test- als auch das Referenzpraparat auf einer vorher festgelegten Fla-
che der Unterarme verabreicht. Die unbehandelten Hautareale wurden mit Hilfe von
OP-Folie vor den Angriffen der Insekten geschutzt. In einer ersten Versuchsreihe
wurde von Rezeptur 1.7 und dem Insektenschutzmittel BW eine DEET-Menge von
jeweils 490 ug/cm2 auf die Unterarme der Probanden aufgetragen. Beide Zuberei-
tungen boten mehr als 11 Stunden Schutz, und ein signifikanter Unterschied bzgl.
der Wirkdauer konnte nicht festgestellt werden. Daraufhin wurde die applizierte Do-
sis bei den Folgeversuchen halbiert. Die Schutzdauer der Rezepturen 1.7 und 3.10
waren mit ca. 6 Stunden signifikant langer als die Schutzdauer des Insektenschutz-
mittels BW mit ca. 4 Stunden.

Der Vergleich von Rezeptur 3.10 und der Kokos-Vorlauffettsdure-haltigen Zuberei-
tung zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Schutzzeit
(ca. 6 h), aber das Stechverhalten der Miicken a&nderte sich. Die Miicken vermieden
bei der Anwendung der Kokos-Vorlauffettsauremischung den Ful3kontakt mit der
behandelten Haut und setzten sich auf der angrenzenden OP-Folie ab, um zu ste-

chen.

Ein Stechtest mit Rezeptur 4.10 unter Einbeziehung anderer Vektoren, z.B der Gat-
tungen Anopheles oder Culex, und die Erprobung der Zubereitungen im Feldver-

such, die vorzugsweise als kontrollierte Untersuchungen unter Verwendung einer
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bereits eingeflihrten Zubereitung als Referenz durchgefuhrt werden sollten, waren
logische nachste Schritte.

Bisher wurde die Wirksamkeit ausschlie3lich an Miicken der Spezies Aedes aegypti
untersucht, der Nachweis der Repellent-Wirkung auf andere krankheitsiibertragende
Arthropoden steht noch aus.

Wahrend der Anfertigung dieser Arbeit wurde der neue Wirkstoff Bayrepell als In-
sekten-Repellent eingefuhrt, der in diesem Zusammenhang auch in Betracht zu zie-
hen ware.

Die fur die Stabilitatsprifung verfigbare Zeitspanne war mit 6 Monaten relativ kurz.
Die Ergebnisse legen zwar nahe, dass die neu entwickelte Zubereitung mit der Be-
zeichnung Rezeptur 4.2 die erforderliche Haltbarkeit von funf Jahren besitzt, ein voll-
standiger Nachweis kann aber nur durch Lagerversuche erbracht werden, die sich

Uber die gesamte vorgesehene Haltbarkeitsfrist erstrecken.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Creme-Formulierungen entwickelt, deren
Haftfestigkeit bei gleichem DEET-Gehalt deutlich groR3er ist als bei alkoholischen
Ldsungen. Sie wurde bei der Formulierung mit der Bezeichnung 4.2 um das 30-
fache im Vergleich zu dem Insektenschutzmittel BW erhdht. Wesentlich fir die Ver-
besserung ist der Einsatz von Carbomeren ( PemulenO Tr 1 NF) und Bis-diglyceryl-
polyacyladipat (Softisan 6490), das bereits als Hilfsstoff in einem zugelassenen Arz-
neimittel verwendet wird.

Durch quantitative Auswertung des Bewegungsmusters von Aedes aegypti wurde
gezeigt, dass die neuen Zubereitungen hinsichtlich der initialen Repellent-Wirkung
den alkoholischen Losungen mindestens gleichwertig sind.

In in-vitro-Freisetzungsuntersuchungen (Franzzelle) wurden die neuen Formulierun-
gen gegenuber alkoholischen Repellentzubereitungen verglichen. Es stellte sich her-
aus, dass das Ausmal und die Geschwindigkeit der Permeation des Wirkstoffs aus
der Grundlage durch den Einsatz von hochmolekularen Hilfsstoffen und Viskosi-

tatserhohung der auf3eren Phase deutlich verringert werden konnte.

Viskositadtsmessungen und polarisationsmikroskopische Untersuchungen liel3en
durch das Herstellungsverfahren und die Lagerung bedingte Unterschiede bei den
Formulierungen erkennen.

Durch die Herstellung von Zubereitungen im Gro3ansatz mit einer Zahnkolloidmuhle
konnte der Dispersitatsgrad gegeniber der Herstellung in Salbenschale und Ste-
phanmischer erhéht und eine optisch gleichmassige Tropfchengrdsse erreicht wer-
den. Einige Formulierungen zeigten nach Herstellung in der Salbenschale anisotrope
Strukturen, die auf Auskristallisierung von Emulgatorbestandteilen schlief3en liel3en,
und unregelmé&Rige Abwartsverlaufe von Fliel3kurven, was auf Inhomogenitat dieser
Formulierungen hindeutete. Ansonsten war das Flie3verhalten aller neu entwickelten
Zubereitungen plastisch- oder pseudoplastisch-thixotrop.

Nach sechsmonatiger Lagerung bei unterschiedlichen Bedingungen konnten Visko-
sitditsabnahme, das Auftreten anisotroper Strukturen und eine geringe Zunahme des
Wirkstoffgehalts innerhalb der fir Arzneimittel festgelegten Grenzen beobachtet

werden.
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Rezeptur 4.2 war nach sechsmonatiger Lagerung im Schaukeltest sowie unter tropi-
schen Bedingungen optisch stabil. Sie war den anderen getesteten Zubereitungen
hinsichtlich Haftfestigkeit, Repellentwirkung und Wirkstofffreisetzung in den in-vitro-
Experimenten Uberlegen oder gleichwertig.

Ob mit diesen Untersuchungen das Ziel einer Verlangerung der Wirkdauer in tropi-
schen Klimazonen erreicht wurde, kann im Labormodell nicht gezeigt werden. Hierzu

sind Feldversuche erforderlich, die tber den Rahmen dieser Arbeit hinausgehen.
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6. Anhang

6.1. Symbole und Abkirzungen

Statistische Gréf3en:

)(2 TestgroRRe fur xZ-Test

e Erwartungswert bei einem x>-Test

f ermittelter Wert bei einem xz-Test

F TestgroRRe fur den F-Test und Varianza-
nalyse

FG, v Freiheitsgrade

H TestgroRe fur den H-Test

Ho Nullhypothese

Ha Alternativhypothese

K, | Anzahl der Versuche oder Messreihen

n; Stichprobenumfang der i-ten Gruppe

U Mittelwert der Grundgesamtheit

R Rang
Standardabweichung einer Stichprobe

s? Varianz einer Stichprobe

o Standardabweichung der Grundgesamt-
heit

o’ Varianz der Grundgesamtheit

t TestgroRRe fur den t-Test

Ui, Uy TestgroRRen fur den U-Test fur die 1. bzw.
2. Stichprobe

Xij j-ter Messwert der i-ten Gruppe

X; Mittelwert der i-ten Gruppe

X

Mittelwert einer Stichprobe
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Physikalische Gréf3en

O T 2 3 <@ =5 00

-4 4 =

—~

Flache

Konzentration
Konzentration im Akzeptor
Konzentration im Donor
Diffusionskoeffizient
Schergefalle

dynamische Viskositat
Flux

Masse
Gesamtwirkstoffmenge
Avogadrokonstante

Druck

pro Flacheneinheit freigegebene Wirk-
stoffmenge

allgemeine Gaskonstante
absolute Temperatur
Drehmoment
Schubspannung
Umdrehungen pro Minute
Weg
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6.2. Rezepturen

Insektenschutzmittel Bundeswehr
Chargen A015202 und E518801
Vers.-Nr. 6840-12-192-5468

Inhaltsstoffe:

N,N-Diethyl-m-toluamid 30,0

Olivendl -ohne Angabe-
Lavendelol -ohne Angabe-
2-Propanol -ohne Angabe-

Insektenschutzmittel der US-Army
6840-01-284-3982
EPA Est. No. 50678-NJ-001

Inhaltsstoffe:

N,N-Diethyl-m-toluamid 31,58
Andere Isomere 1,75
Inerte Hifsstoffe 66,67
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Vivisun Anti-Mucken-Loto
PZN 7408833

Charge T 507/1

EDV-Nr. 77180

Inhaltsstoffe:
Wasser
N,N-Diethyl-m-toluamid
Glycerylstearat
PEG-100-stearat
Glycerol
Pentylenglycol
Octyloctanoat
Wasser

Aloe barbadensis
Zitronensaure
Ascorbinsaure
Cetylstearylalkohol

Parfim

Acrylat/Cyp.30 Alkylacrylat-crosspolymer

Carbomer 980
Natriumhydroxid
Diethylphthalat
Ethanol

-ohne Angabe der Mengen--
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AutanJ-S Lotion

Art. 601

Inhaltsstoffe:

N,N-Diethyl-m-toluamid 20,0

Macrogol 400 -ohne Angabe-
2-Propanol -ohne Angabe-
gereinigtes Wasser -ohne Angabe-
Aroma -ohne Angabe-

Insektenschutzcreme Bw 3.1 = Rezeptur 3.10

Charge A 029001 (vgl. Kapitel "Formulierungsansatze”)

Insektenschutzcreme Bw 4.2 = Rezeptur 4.2

Charge A 028701 (vgl. Kapitel "Formulierungsansatze”)
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6.3. Beispiel-Macro fur die Auswertung von Bewegungsexperimenten

Mtickenzéhlung in 4 Bereichen der Kammer
Sub count_reiheRp 421()

ipRect.left = 10 » Festlegen des Ursprungs der zu be-
ipRect.top = 10 trachtenden Bildfliche (10,10 /
ipRect.right = 635 635,450), Angabe in Pixel

ipRect.bottom = 450

ret = IpAoiCreateBox(ipRect)
ret = IpOpBkgndSubtract(0, 0) * Hintergrundkorrektur
ret = IpSCalSetOrigin(10.0, 10.0)

ret = IpSCalSetName("reiher42")

ret = IpSegSetAttr(SETCURSEL, 0)

ret = IpSegSetAttr(CHANNEL, 0)

ret = IpSegPreview(CURRENT_C T)

ret = IpSegSetRange(0, 0, 125) » Festlegen der
ret = IpSegPreview(CURRENT_C_T) Graustufen

ret = IpBlbSetRange(0, 125)

ret = IpBlbSetFilterRange(BLBM_AREA, 3.0, 50.0)

Festlegen der Fléche,
die als Miicken erkannt

werden sollten

ret = IpBlbSetFilterRange(BLBM_CENTRX, 10.0, 635.0) [ Festlegen der Skalierung in
ret = IpBlbSetFilterRange(BLBM_CENTRY, 10.0, 450.0) X- und y-Richtung

ret = IpBlbCount()
ret = IpBlbUpdate(0)
ipBins(0) = 0.0
ipBins(1) = 156.25
IpBins(2) = 312.5
IpBins(3) = 468.75
ipBins(4) = 625.0
ret = IpBlbShowSingleClass(4, ipBins(0), 4, 1)

ret = IpBlbSaveClasses(", S_LEGEND+S_DDE)

» Einteilung des Bildes in 4 gleich grol3e
Fléachen in x-Richtung (parallel zur

Wirksoffquelle bzw. -senke)
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ret = IpBlbShowSingleClass(0, ipBins(0), 0, 0)
ret = IpBlbShow(0)
End Sub
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