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Eine neue synergetische Antioxidantienmischung

zum Schutz von Produkten

D. Hauck

Kosmetische Produkte sind im Laufe ihres Lebenszyklus Sauerstoff ausgesetzt. Dies bringt verschiedene Probleme mit sich, so
etwa die Bildung von Allergenen und Sensibilisatoren wie Peroxiden, Gerlichen und Ranzigkeit, die Zersetzung von Wirk-
stoffen durch Oxidation, Anderungen der olfaktorischen Duftstoffe oder auch die Auslésung pathologischer Hauptprobleme
wie Mallorca-Akne. Das fertige Produkt muss folglich mit dem richtigen Antioxidans-Verfahren geschiitzt werden, um diese
Probleme zu minimieren. Diese Studie belegt, dass StoppOx® — eine neuartige, synergetische Antioxidantienmischung — im
Vergleich zum Ublicherweise verwendeten BHT gut oder sogar besser abschneidet. Bewertet wurden das antioxidative und das
Radikal-Potential bei Exposition gegentber UV-Strahlen, Sauerstoff und Warme.

Einleitung

Hersteller von Kosmetika mussen fur die Oxidationsstabilitat
von Parfim, Olen und Kosmetikwirkstoffen sorgen. Gelingt
das, steigt die Haltbarkeit der Produkte und die Marke erfreut
sich mehr Beliebtheit unter den Verbrauchern. Eine weitere
Herausforderung, mit der sich die Herstellerfirmen konfron-
tiert sehen, ist die Bildung von reizenden Substanzen und
Allergenen aufgrund oxidierender Duftstoffverbindungen.
(Abb. 1)

Duftstoffallergene, die beim Menschen Immunreaktionen
hervorrufen, sind teilweise bereits Bestandteil des pflanzli-
chen Ausgangsmaterials. Andere Allergene hingegen bilden
sich im Laufe des Produktlebens aufgrund von Oxidation. Das
Hauptziel bei der Entwicklung von StoppOx®, einem neuen,
natlrlichen Antioxidationsmittel des deutschen Herstellers All
Organic Treasures, bestand darin, die Bildung von aus Oxida-

0, in Kosmetika

Zersetzung von
Kosmetikbestandteilen

Peroxide
Ly Reizung/Haut

Sensibilisator:
Ly Allergie

S )

Abb.1 Sauerstoff in Kosmetika

tion entstehenden Allergenen und reizenden Substanzen wie
Peroxid (die, anders als Allergene, bei Hautkontakt lediglich
negative, nicht aber mit dem Immunsystem in Zusammen-
hang stehende Reaktionen hervorrufen) zu verhindern.

Doch auch ein Nebeneffekt hat sich als fir die Schonheitsindus-
trie héchst interessant herausgestellt: dass namlich StoppOx®
dazu in der Lage ist, die Produkthaltbarkeit zu verlangern. Es
besteht aus einer Vitamin E-Zusammensetzung (nicht etwa
isoliertem a-Tocopherol, sondern einer Mischung verschiede-
ner Tocopherole) und aus Reisschalen gewonnenem Ethylfe-
rulat sowie Hopfenextrakt (INCI: Sonnenblumendl, Humulus
lupulus, Tocopherol, Ethylferulat).

Das SCCS GUTACHTEN [1] zu Duftstoffallergenen in Kosme-
tikprodukten von 2012 besagt: ,Experimentelle und klini-
sche Studien haben gezeigt, dass bestimmte Duftstoffe Pre-
haptene sind, d.h. ihr Sensibilisierungspotential erhéht sich
aufgrund von Oxidation (Autoxidation) an der Luft merklich.
Die klinischen Studien belegen, dass durch Autoxidation ge-
bildete Allergene beim Menschen schwere Kontaktallergien
auslésen kénnen”.

,Die Oxidation von Prehaptenen durch Luft kann bis zu ei-
nem gewissen Grad verhindert werden, indem durch be-
stimmte MaBnahmen bei Umgang und Lagerung mit den
Inhaltsstoffen und Endprodukten deren Kontakt mit der Luft
weitgehend verhindert wird und/oder man geeignete Antio-
xidationsmittel zuftigt”.

Eine weitere Herausforderung in Zusammenhang mit der Bildung
von Peroxiden in (Sonnenschutz-)Produkten ist die Tatsache, dass
sie Mallorca-Akne ausloésen kénnen [2]. In diesem Fall reagieren
die Peroxide Uber die Lichtenergie mit im Sonnenschutzmittel ent-
haltenen oder gelegentlich auch hauteigenen Lipiden.

AuBerst gut dokumentiert ist, dass der Duftstoff Teebaumél
unter Oxidation Sensibilisatoren wie das Endoperoxid Asca-
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ridol bildet [3,4]. Aus diesem Grund haben wir fir die vor-
liegende Untersuchung Teebaumdl verwendet. Wenn es um
die Kontrolle freier Radikale in von vielen Branchen genutzten
Materialien geht, gilt BHT (Butylhydroxytoluol) noch immer
als die effizienteste BezugsgroBe. Von daher wurde auch BHT
in die Testszenarien einbezogen.

Bewertet wurden das antioxidative und das Radikal-Potential
bei Exposition gegentber UV-Strahlen, Sauerstoff und Warme.

Material und Verfahren
Die antioxidative Power (AP) [5,6]

Mit Hilfe des neuen Verfahrens der antioxidativen Power (AP)
lasst sich die gesamte antioxidative Power der Wirkstoffe
(d.h. der enthaltenen Pflanzenextrakte Vitamine usw.) durch
Uberwachung der Reduzierung gegeniiber einem stabilen
Prafradikal — Diphenyl-picrylhydrazyl (DPPH) — mit ESR-Spek-
troskopie bestimmen. Das AP-Verfahren nutzt die bewahrte
DPPH-Methode, tut dies jedoch mit dem gro3en Unterschied,
dass sowohl die antioxidative Kapazitat als auch die antio-
xidative Aktivitat dazu dienen, die untersuchte Antioxidans
zu charakterisieren. Zu diesem Zweck werden verschiede-
ne Konzentrationen der Wirkstoffe in Echtzeit mit Hilfe der
ESR-Spektroskopie untersucht und der Rickgang der Spins
der Prufradikalen entsprechend fir jeden Satz aufgezeichnet.
Mit dieser innovativen Technik lassen sich zusatzlich wichtige
kinetische Informationen gewinnen, denen die meisten ande-
ren Prufverfahren keinerlei Beachtung schenken. So flieBen
sowohl| die Reaktionszeit als auch das Reduktionspotential
der Antixodantien in die Berechnung der AP ein.

AP = x° freie Radikale/mg*min

Die errechnete AP wird in antioxidativen Einheiten (AE) aus-

gedrlckt, wobei 1 AE der Aktivitat von einer 1 ppm Lésung

reinem Vitamin C (Ascorbinsdure) als Richtwert entspricht.

Diese Methode stellt ein schnelles und allgemein anwendba-

res Verfahren zur Berechnung der AP fiir zahlreiche sehr un-

terschiedliche Arten von Substanzen dar.

Das AP-Verfahren bietet:

(1) eine standardisierte Analysemethode mit referenzierten
Ergebnissen

(2) einen aussagekraftigen Vergleich der Wirkstoffe hinsicht-
lich ihrer Fahigkeit zum Einfangen freier Radikaler und/
oder Beenden radikaler Kettenreaktionen

(3) ein System zur Kontrolle von Abweichen innerhalb von
oder zwischen Produkten und zum Bereitstellen von Qua-
litatsstandards, die im Hinblick auf Qualitatskontrolle und
Wirksamkeitsanspriche referenziert sind.

Das AP-Verfahren ermoglicht eine funktionsféhige Qualitats-
kontrolle wahrend des gesamten Produktionsprozesses. Dank
ihm kénnen die Rohstoffe ausgewahlt werden, die die hochs-
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te antioxidative Aktivitat aufweisen. Somit ist es von grund-
legender Bedeutung fir Qualitatskontrollen bei der Uberprii-
fung von langfristiger Stabilitdt und Lagerbedingungen und
stellt ein wichtiges neues Instrument bei der Entwicklung
neuartiger Produkte von hoher antioxidativer Aktivitat dar.

Radikales Potential (RP)

Dieses Verfahren basiert auf der Reaktion zwischen Peroxiden
und lipiden Radikalen und UV-Strahlung. Werden lipidische
Radikale dem UV-Licht ausgesetzt, kommt es zu radikalen
Kettenreaktionen. Diese Radikalen kénnen mit Hilfe der Elek-
tronenspinresonanz (ESR) bestimmt werden.

Mit dem RP-Verfahren kénnen unter anderem Fette, Ole,
Emulsionen oder auch Geschmacksstoffe untersucht werden.
Um die unterschiedlichen Rohstoffe zu vergleichen und ver-
schiedene Arten von Radikalen ausfindig zu machen, mussen
die Prufsubstanzen in einer Emulsion verflUssigt werden. Die-
se Emulsion selbst darf keinerlei chemischen Bestandteile ent-
halten, die die Bildung von Radikalen beeinflussen oder mit
dem UV-Licht reagieren kénnten (wie etwa ungesattigte Lipi-
de, PEG-Emulgatoren oder Metallionen). So entschied man
sich fur eine neutral Kosmetikcremebasis (Physiogel hypoal-
lergene Feuchtigkeitscreme). Diese Emulsion kann hydrophile
und lipophile Ausgangsmaterialien aufnehmen.

Messung des antioxidativen Potentials

Die antioxidative Kapazitat und Reaktivitat wurden mit Hilfe
der Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR) gemessen. Da
mit diesem spektroskopischen Verfahren freie Radikale quanti-
fiziert werden und es auch auf opake, zahflussige und farbige
Proben anwendbar ist, eignet es sich besonders gut zur Unter-
suchung von Antioxidationsmitteln in Kosmetikprodukten. Die
hier erorterten Messungen wurden mit dem X-Band ESR Spek-
trometer Miniscope MS 300 (Magnettech, Deutschland) un-
ter Anlegung folgender technischer Parameter durchgefihrt:
Schwungbreite 60 G, Verstarkungsgrad 100, Aussteuerung
1 G, Dampfung 7 mW, zentraler Bereich 3365 G, Zeitkons-
tante 0,14 Sek. Mit Hilfe der BestimmungsgroBe der antioxi-
dativen Power (AP) kdnnen sowohl! die Reaktionsfahigkeit als
auch die Geschwindigkeit von Antioxidantien gemessen wer-
den. Das Priifradikal DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, Sig-
ma-Aldrich, Minchen, Deutschland) dient als Detektormole-
kdl. Mindestens 3 Konzentrationen der Messprobe wurden in
EtOH (99 %) aufbereitet und dem DPPH zugegeben, um eine
Ausgangsradikalkonzentration von 0,1 mM zu erhalten. Der
Ruckgang der Signalintensitat der verschieden konzentrierten
Messproben wurde in unterschiedlichen zeitlichen Interval-
len wahrend der Reaktion aufgezeichnet, bis eine Sattigung
erreicht war und alle antioxidativ aktiven Molekule mit dem
Prufradikal reagiert hatten.

Aus diesen Intensitaten wurde fur jeden Satz Konzentratio-
nen eine erste kinetische Ordnung abgeleitet. Die kinetischen
Parameter dienen zur Berechnung der Reaktionszeit tr, wo-
hingegen die statischen Parameter Anwendung finden bei
der Berechnung des charakteristischen Gewichts wc. Beide
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Parameter werden schlieBlich eingesetzt, um mit Hilfe der fol-
genden Gleichung die AP zu bestimmen:

AP = RA x N (DPPH)/tr x wc

Um verschiedene Antioxidantien direkt vergleichen zu kon-
nen, wurde das AP-Verfahren auf die Aktivitdten von Vita-
min C (Ascorbinsaure, geliefert von Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland, in héchstem Reinheitsgrad) genormt. Die anti-
oxidative Aktivitat einer Losung von 1 ppm Vitamin C ent-
spricht einer antioxidativen Einheit (AE).

Messung des radikalen Potentials

Aufbereitung der Proben

Die Teebaumdle wurden bis zu einer endgdltigen Konzentra-
tion von 10 % (w/w) in die neutrale Emulsion (hypoallergene
Physiogel Creme) eingebracht.

Die so erhaltenen Rezepturen wurden anschlieBend im Ver-
haltnis 1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt.

Den Proben wurden eine semistabile PCA-Spin-Sonde
(2,2,5,5-Tetramethylpyrrolidin-N-oxyl) mit einer Endkonzen-
tration von 0,01 mM zugeflugt, sie wurden in Quarz-Kapil-
larrohrchen gegeben und die Konzentration des Spin-Mar-
kers vor und nach definierten UV-Strahlungsdosen mit Hilfe
der ESR-Spektroskopie Uberwacht. Die PCA-Spin-Sonde ist

Bestrahlungszeit UV-Dosis (J/cm?)

30s 0,696
60 s 1,392
120 s 2,784
180s 4,176
300s 6,960

Tab.1 UV-Dosis und Bestrahlungszeit

lichtbestandig und resistent gegenlber Antioxidantien, re-
agiert jedoch prompt mit den durch das UV-Licht in den Pro-
ben gebildeten freien Radikalen (vorrangig Lipidperoxide und
lipidische Radikale). Die Anzahl der durch das UV-Licht gebil-
deten freien Radikalen kann quantitativ aus einer Kalibrier-
kurve abgelesen werden. HC-AP-RP-01-2017 5.

UV-Bestrahlung

Die UV-Bestrahlung der Proben erfolgte mittels eines UV-So-
larsimulators 300 W Oriel (Newport). Die Bestrahlungsstarke
als ganzheitlicher Wert Uber die Spektralbereiche hinweg
betrug E (UVB=280-320) = 23,5 W/m? bzw. E (UVA = 320-
400nm) = 180 W/m?. Um die Auswirkungen unterschiedli-
cher UV-Dosen zu Uberprifen, wurde die Bestrahlungsdauer
verandert.

Vor jeder Messung wurde die Abstrahlintensitat kontrolliert.

Geréteausstattung

Die Messungen wurden mit Hilfe eines handelstblichen, hoch-
empfindlichen X-Band Labor Elektronenspinresonanz-Spek-
trometers MiniScope MS300 der Firma Magnettech GmbH
Berlin, Deutschland, durchgefthrt.

Die UV-Bestrahlungszeit sowie die entsprechende UV-Dosis
und die mittlere Erythemdosis (MED) sind in Tab.1 darge-
stellt.

Die Ole wurden in einer Konzentration von 10 % (w/w) in die
Basisemulsion (Physiogel) eingebracht. Unmittelbar nach der
Einbringung wurde gemessen und die Proben dann bei 40°C
gelagert. Einmal pro Woche wurden die Flaschchen getffnet
und durchgerihrt. Nach 3 und nach 6 Wochen wurde der RP-
Wert erneut bestimmt.

Ergebnisse und Erorterung
Antioxidative Power (Tab. 2)

Alle Daten sind Mittelwerte, die einer Standardabweichung
von < 5% unterliegen.

. Antioxidative Power
Zeit Produkt =
[ e

T=0 Teebaumol

24__02_17 Teebaumdl + 1 % BHT Lsg.
Teebaumol + 2 % StoppOx® Lsg.

T =3 Woch Teebaumol

17__03_170c & Teebaumdl + 1 % BHT Lsg,
Teebaumol + 2 % StoppOx® Lsg.

T =6 Woch Teebaumol

13_.04.17oc & Teebaumal + 1 % BHT Lsg,

Teebaumol + 2 % StoppOx® Lsg.

0 —
3 13,77

278 0,70
0 -

2 17,90
136 1,27
0 —

0 _
95 1,99

Tab.2 Ergebnisse der Messung der antioxidativen Power

10
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Die antioxidative Power bestimmt die Aktivitat von Antioxida-
tien und Radikalfangern. Je groBer die Fahigkeit einer Prif-
substanz ist, freie Radikale zu neutralisieren und je héher die
entsprechende Reaktionsgeschwindigkeit ist, desto groBer ist
auch die AP:

AP = x° freie Radikale/wc*tr [1]

Geringe wc- und tr-Werte fiihren folglich zu hohen AP-Werten.
Beide Parameter konnen als Indikatoren fir jedes beliebige
antioxidative System verwendet werden.

Die AP-Werte werden gegentber Acorbinsaure (Vitamin C)
referenziert und in antioxidativen Einheiten (AE) ausgedriickt.

T=0

Das Teebaumol (TBO) zeigte keinerlei antioxidative Aktivitat,
obwohl das Prifradikal aufgrund von Peroxidreaktionen im
reinen Ol instabil ist.

Nach Zugabe von 1% der BHT-Losung zeigte sich lediglich
eine duBerst geringe antioxidative Aktivitat. BHT kann als
schwaches und wenig reaktives Antioxidationsmittel betrach-
tet werden.

Die Zugabe von 2 % der StoppOx®-Lésung fihrte zu hoher
antioxidativer Leistung. Die Reaktionszeit von Ethylferulat
wurde ermittelt.

T = 3 Wochen

Keine antioxidative Aktivitat in reinem TBO.

AuBerst geringe Kapazitdt und Reaktivitdt in den TBO- +
BHT-Proben.

Ein geringerer AP-Wert in der TBO+StoppOx®-Probe (49 %
des urspriinglichen Wertes). Beobachtet wurde eine geringe-
re Reaktivitat.

T = 6 Wochen
Keine antioxidative Aktivitat im reinen TBO und in den TBO- +
BHT-Proben.
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Ein geringerer AP-Wert in der TBO+StoppOx®-Probe (34 %
des urspriinglichen Wertes). Die Werte der entsprechenden
Kapazitaten blieben unverandert. Beobachtet wurde eine
geringere Reaktivitat. Die Zugabe von 2 % der StoppOx®-L6-
sung fuhrte zu hoher antioxidativer Leistung.

Radikales Potential

Gemessen wurde die Menge UV-induzierter freier Radikale in
den verdiinnten Proben. Die Ergebnisse sind in Tab.3 darge-
stellt.

Ist die Konzentration der Spin-Falle PCA in der Probe bekannt
(0,01 mM), kann die Reduzierung der PCA berechnet wer-
den. Da zur Reduzierung eines Molekdils der PCA ein Elektron
erforderlich ist, kann die Konzentration an Radikalen im Inne-
ren der Probe mit Hilfe einer Kalibrierkurve ermittelt werden.
Anhand der Untersuchung der Flache unter der Kurve wur-
den folgende Radikalkonzentrationen errechnet.

T=0

In der Placebo-Probe zeigte sich keine Zunahme der durch
UV-Licht induzierbaren freien Radikalen.

Die Zugabe von 10 % der Ole fuhrte zur Bildung einer ho-
heren Anzahl der durch UV-Licht induzierbaren freien Radi-
kalen.

Die Zugabe der antioxidativen Losungen (BHT und StoppOx®)
reduzierte die Anzahl der induzierbaren freien Radikale auf
57 % bzw. 58% im reinen TBO. Die Proben wurden bei
40°C gelagert und werden nach einigen Wochen erneut
analysiert.

T = 3 Wochen

Im reinen TBO zeigte sich ein Anstieg der induzierbaren freien
Radikale von 29,4 auf 55,5 %.

Eine Zugabe der Antioxidationsmittel (BHT und StoppOx®)
fUhrte zu denselben geringen Werten an freien Radikalen, wie
sie zum Zeitpunkt t=0 beobachtet wurden. Nur 35 %-36 %
der freien Radikale im reinen TBO wurden nachgewiesen.

. . L. Induzierte freie induzierte
0 0 -

Placebo (Physiogel)
T=0 Teebaumol TTO 29,4 2,94x1073 0,18x107
24.02.17 Teebaumol + 1 % BHT Lsg. TTO + BHT 16,8 1,68x103 0,18x1073
Teebaumol + 2 % StoppOx® Lsg. | TTO + StoppOx® 17,2 1,72x1073 0,22x107
Teebaumol TTO 41,3 4,13%103 0,40x1073
T; 33‘(‘1";"“’" Teebaumo! + 1 % BHT Lsg. TTO + BHT 14,6 1,46x10° 0,02x10°
Teebaumol + 2 % StoppOx® Lsg. | TTO + StoppOx® 15,1 1,51x103 0,25x1073
Teebaumol TTO 55,5 5,55x103 0,14x1073
T;g Z‘:‘;‘he“ Teebaumdl + 1% BHT Lsg. TTO + BHT 27,9 2,79x103 0,16x10?
Teebaumol + 2 % StoppOx® Lsg. | TTO + StoppOx® 1.3 1,13%x103 0,17x1073

Tab.3 Ergebnisse der Untersuchung des radikalen Potentials
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—e—TTO +BHT
—e— TTO + StoppOx

rel. Anzahl freier Radikale
rel. Anzahl freier Radikale

UV-Bestrahlungszeit, Min.

6 T = Untersuchung nach 3 Wochen

UV-Bestrahlungszeit, Min.

7 T = Untersuchung nach 6 Wochen

rel. Anzahl freier Radikale

UV-Bestrahlungszeit, Min.

Abb.2 Oxidative Stabilitatsprifung unter UV-Bestrahlung

T = 6 Wochen

Im reinen TBO zeigte sich ein Anstieg der induzierbaren freien
Radikale von 29,4 auf 41,3 %.

Eine Zugabe der Antioxidationsmittel (BHT und StoppOx®)
fihrte zu einer deutlichen Reduzierung der Anzahl indu-
zierbarer freier Radikaler. Die Unterschiede zwischen bei Zu-
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