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1 Einleitung

Mikrobielle Kontamination in der Kosmetik kann zum Verderb des Prokuktes
fuhren, und, falls pathogen, ein hohes Gesundheitsrisiko fiir die Verbraucher
darstellen. Die Umsetzung der guten Herstellungspraxis war in den letzten 30
Jahren die Grundlage fiir die Verbesserung der industriellen Qualitatskontrolle
und —analysen. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Methoden zur
Bestimmung der Keimzahl von Mikroorganismen eingesetzt. Das
Amerikanische Arzneibuch gibt vier bakterielle Indikatoren (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp. and Staphylococcus aureus)
an.(USP) Weiterhin enthalt das Europaische Arzneibuch eine zusatzliche
Analyse zur Ermittlung des Niveaus von Enterobakterien. Trotz dieser
Leitlinien ist die Mikrobielle Kontamination immer noch weltweit eine der
Hauptursachen fir Rickrufaktionen von Kosmetik, insbesondere in tropischen
Entwicklungslandern. Daher ist die Verbesserung des
Konservierungsmittelsystems  wichtig: um das Wachstum von
kontaminierenden Mikroorganismen wahrend der Herstellung, Lagerung und
Verwendung durch Verbrauchern, auch bei Verwendung nicht-invasiver

Verpackungen zu hemmen. [1]

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Methoden zur Bestimmung der
Keimzahl in der Kosmetik kennenzulernen und mit einer ausgewéahlte Methode
die Keimzahl in rezepturmafig hergestellten Cremes und Hydrogelen zu
Uberprufen. In dieser Arbeit wurden die Keimzahlen in den Cremes und
Hydrogelen, die in verschiedenen Herstellungsumgebungen hergestellt
wurden, bestimmt, um die Herstellungsumgebung im Labor und die
Wirksamkeit von den in den Cremes und Gelen eingesetzten

Konservierungsstoffen zu kontrollieren.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Definition der Keimzahl

Keimzahl oder auch Keimgehalt ist in der Mikrobiologie der Gehalt eines
Materials an Mikroorganismen, und zwar ihre Anzahl im Verhaltnis zum
Volumen oder zur Masse des Materials, die MaRReinheit ist meistens ml™ bzw.

g’ (BezugsgréRe 1 Milliliter bzw. 1 Gramm). [2]

Die Keimzahlen werden meistens durch die Koloniezahl bestimmt . Um alle
Mikroorganismen einzeln vorliegen zu haben, verteilt man eine bestimmte
Menge des Materials in einem Agarnd&hrboden und bebritet den Nahrboden
unter geeigneten Bedingungen. AnschlieRend zahlt man die gebildeten

Mikroorganismen-Kolonien.

2.2Mikrobiologische Prifung nicht steriler Produkte [3]

Die vermehrungsfahigen Mikroorganismen in nicht sterilen Produkten werden
gezahlt. Das quantitative Auszahlen mesophiler Mikroorganismen( Bakterien
und Pilze) , die unter aeroben Bedingungen wachsen, wird nach den

nachfolgenden vorgestellten Methoden durchgeftihrt.

Eine Substanz oder eine Zubereitung wird in Bezug auf die mikrobiologische
Qualitat nach den Methoden geprift, die den festgelegten Spezifikationen
entsprechen. “Zu diesem Zweck sind die nachfolgend aufgefihrten
Vorschriften einschlie3lich der Anzahl zu enthehmender Proben einzuhalten

und die Ergebnisse sind wie nachfolgend angegeben auszuwerten. ,[3]


http://de.wikipedia.org/wiki/Mikrobiologie
http://de.wikipedia.org/wiki/Mikroorganismus
http://de.wikipedia.org/wiki/Volumen
http://de.wikipedia.org/wiki/Masse_%28Physik%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Ma%C3%9Feinheit
http://de.wikipedia.org/wiki/Liter
http://de.wikipedia.org/wiki/Gramm

Die Vorsichtsmalinahmen werden getroffen, um die mikrobielle Kontamination
des zu prufenden Produkts durch dul3ere Einflisse zu vermeiden. Wenn man
die antimikrobielle Aktivitat des zu prifenden Produkts aufweisen mochte,

muss diese so weitgehend wie moglich entfernt oder neutralisieren werden.

Wenn  oberflachenaktive Substanzen fur die Herstellung der Proben
verwendet werden, missen die Nachweise der Nichttoxizitat der Substanzen
gegenuber den betreffenden Mikroorganismen und der Kompatibilitat der

Substanzen mit den inaktivierenden Substanzen durchgefiihrt werden.

2.3Keimzahlmethoden [3]

Im Ph.Eur. werden drei Methoden (Membtanfiltration, Auszahlen auf
Agarplatten, MPN-Methode) zur Bestimmung der Keimzahl in nicht sterilen
Produkten vorgestellt. Wenn die Aquivalenz mit der Arzneibuchmethode von
anderen mikrobiologische Methoden nachgewiesen wurde, kodnnen die

Methoden auch angewendet werden.

Die gesamten vermehrungsfahgien aeroben Keime kénnen entweder mit der
vorgeschriebenen Membranfilter-Methode oder durch Auszahlen auf
Agarplatten bestimmt werden. Die MPN-Methode zur Bestimmung der
Keimzahl ist im Allgemeinen weniger exakt im Vergleich zu anderen
mikrobiellen Zahimethoden. Aber die MPN-Methode eignet sich besonders gut
fur bestimmte Produktgruppen mit einer sehr geringen mikrobiellen

Ausgangsbelastung.

Fur jeden in Tab.1 genannten Mikroorganismus werden getrennte Prifungen

durchgefthrt.



Mikroorganismus

Zubereitung des

Teststamms

Wirksamkeit der N&hrmedien

Anwendbarkeit der Z&hlmethode

in Gegenwart des Produkts

Gesamtanzahl

aerober Keime

Gesamtanzahl an
Hefen und

Schimmelpilzen

Gesamtanzahl

aerober Keime

Gesamtanzahl
an Hefen und

Schimmelpilzen

Staphylococcus aureus,

Agarmedium mit

Casein- und Sojapepton

Agarmedium mit

Casein- und Sojapepton

Agarmedium mit

Casein- und Sojapepton/

zum Beispiel: oder flUssiges N&armedium MPN: flUssiges
oder flUssiges
ATCC 6538 mit Casein- und Né&rmedium mit Casein-
N&rmedium mit
NCIMB 9518 Sojapepton und Sojapepton
Casein- und Sojapepton
CIP 4.83 <100 KBE <100 KBE
30 bis35 T
NBRC 13276 30 bis35 T 30 bis35 T
18 bis 24 h
<3 Tage <3 Tage
Agarmedium mit
Agarmedium mit
Pseudomonas Agarmedium mit Casein- und Sojapepton
Casein- und Sojapepton/
aeruginosa, Casein- und Sojapepton oder flUssiges
MPN: flUssiges
zum Beispiel: oder flCssiges Né&rmedium
Né&rmedium mit Casein-
ATCC 9027 Né&rmedium mit mit Casein- und
und Sojapepton
NCIMB 8626 Casein- und Sojapepton Sojapepton
<100 KBE
CIP 82.118 30 bis 35 T <100 KBE
30 bis35 T
NBRC 13275 18 bis24 h 30 bis 35 T
<3 Tage
<3 Tage

Bacillus subtilis,

Agarmedium mit

Casein-und Sojapepton

Agarmedium mit

Casein- und Sojapepton

Agarmedium mit

Casein- und Sojapepton/

zum Beispiel:
oder flUssiges oder flUssiges MPN: flUssiges
ATCC 6633
Né&rmedium mit Né&rmedium mit Casein- Né&rmedium mit Casein-
NCIMB 8054
Casein- und Sojapepton und Sojapepton und Sojapepton
CIP 52.62
30 bis35 T <100 KBE <100 KBE
NBRC 3134
18 bis24 h 30 bis 35 T, <3 Tage 30 bis 35 T, <3 Tage
Candida albicans, Sabouraud-Glucose- Sabouraud- Agarmedium mit Sabouraud-
Agarmedium mit
zum Beispiel: Agarmedium oder Glucose- Casein- und Sojapepton Glucose-
Casein- und Sojapepton
ATCC 10231 flUssiges Sabouraud- Agarmedium <100 KBE Agarmedium
<100 KBE
NCPF 3179 Glucose-N&rmedium <100 KBE 30 bis35 € <100 KBE
30 bis35 T
IP 48.72 20 bis25 € 20 bis25 € <5 Tage 20 bis 25 T
<5 Tage
NBRC 1594 2 bis 3 Tage <5 Tage MPN: nicht anwendbar <5 Tage
Sabouraud-Glucose-
Aspergillus niger, Agarmedium oder Sabouraud- Agarmedium mit Sabouraud-
Agarmedium mit
zum Beispiel: Agarmedium mit Glucose- Casein- und Sojapepton Glucose-
Casein- und Sojapepton
ATCC 16404 Glucose und Kartoffeln Agarmedium <100 KBE Agarmedium
<100 KBE
IM1 149007 20 bis25 € <100 KBE 30 bis 35 T <100 KBE
30 bis35 T
IP 1431.83 5 bis 7 Tage oder 20 bis25 T <5 Tage 20 bis25 €
<5 Tage
NBRC 9455 bis zur ausreichenden <5 Tage MPN: nicht anwendbar <5 Tage

Sporenbildung

Tab.1: Zubereitung und Verwendung von Testmikroorganismen




2.3.1 Membranfiltration

Bei dieser Methode werden die steril gelieferten Membranfilter auf die
Filtrationsanlage gelegt. Die nominale PorengroRe der verwendeten
Membranfilters ist maximal 0,45 pym grof3. Auf das Membranfilter wird eine
geeignete Menge der gemald den Schritten( Probenvorbereitung, Insulation,
Verdinnung, Neutralisation/ Elimination der antimikrobiellen Aktivitat)
aufbereiteten Probe aufgebracht. Die Probe soll eine 1 g entsprechende
Menge des Produkts oder eine geringere Menge sein, wenn angenommen
werden kann, dass die Anzahl KBE erhoht sein wird. Das Filter wird nach der
Filtration der Proben mit einem geeigneten Volumen des Verdinnungsmittels
nachgewaschen. Die Bakterien bleiben auf der Membranoberflache haften.
Fur das Auszéhlen der Gesamtanzahl wird das Membranfilter mit einer sterilen
Pinzette auf den Agarmedium mit Casein- und Sojapepton gelegt. Fur das
Auszahlen der Gesamtanzahl an Hefen und Schimmelpilzen (TYMC) wird das
Membranfilter auf Sabouraud-Glucose-Agarmedium gelegt. Die Argarplatten
werden mit dem Deckel nach unten gerichtet, wie in Tab.1 angegeben,

inkubiert und die Kolonien ausgezahlt.

Abb.1 : Membranfiltration [4]



2.3.2 Auszahlen auf Agarplatten

Diese Methode basiert darauf, dass aus einem Keim oder einer Keimgruppe
durch die Bebritung nur eine Kolonie entsteht. Wie bei anderen Methoden
muss die Probe entspreched verdiinnt werden, um eine auszéhlbare Keimzahl
zu erreichen. Bei der Methode lassen sich zwei unterschiedliche Verfahren zur
Beimpfung unterscheiden. Fur jedes Nahrmedium erfolgt das Auszahlen auf

Agarplatten im doppelten Ansatz, um einen Mittelwert zu erhalten.

Plattengussverfahren:

Die Methode ist ein Einmischverfahren. Man pipettiert zuerst 1 ml der Probe in
die leere Petrischale von 9 cm und Ubergiel3t anschlieRend mit Casein- und
Sojapeption oder Sabouraud-Glucose-Agarmedium von héchstens 45 “C. Die

Petrischalen werden wie in Tab.1 angegeben inkubiert.

Diese Methode ist insbesondere fir beweglichen Bakterien geeignet, sonst
schwarmen die Bakterien an die Oberflache und einzelne Kolonien sind
schwer zu erkennen. Bei hoher Keimdichte der Proben bilden die
eingeschlossenen Keime bei diese Methode wesentlich kleinere und
kompaktere Kolonien als auf der Oberflache. Dadurch kdénnen die Kolonien

erkennbar nebeneinander wachsen. [5]

Ausstrichverfahren:

Man gief3t in Petrischalen von 9 cm Durchmesse jeweils 15 bis 20 ml
Agarmedium mit Casein- und Sojapepton oder Sabouraud-Glucose-
Agarmedium von hdchstens 45 °C. Die Agarplatten werden zum Verfestigen
stehengelassen und in einer Laminarflow-Bank oder in einem Inkubator
trocknen gelassen. AnschlieBend wird ein abgemessenes Volumen von

mindestens 0,1 ml der vorbereiteten Probe auf der Oberflache des Agars



ausgestrichen.

‘Diese Methode wird immer dann eingesetzt, wenn es sich um einen
Indikator-Agar handelt, bei dem eine eindeutige Farbreaktion mit den Kolonien
stattfinden muss. Abweichende Farbungen entstehen vor allem bei
eingemischten Kolonien, da beispielsweise unter der Oberflaiche andere

Sauerstoffverhaltnisse herrschen kénnen. ,[5]

2.3.3 MPN-Methode (Mehrfachsatz) [3] [5]

Die MPN-Methode ist eine Methode mit Hilfe von Verdinnungsreihen zur
Bestimmung der Keimzahl im Flissigmedium, bei der das Bakterienwachstum
im Mehrfachansatz bei verschiedenen Verdiinnungen Ruckschlisse lber die
vermeintlich in der Probe enthaltene Keimzahl zulasst. Die Methode hat aber
eine geringere Prazision und Richtigkeit als die Membranfilter-Methode oder
das Auszahlen auf Agarplatten. Insbesondere ist sie kaum geeignet fur das
guantitative Bestimmen von Schimmelpilzen. Aber es ist eine geeignete
Methode fur das Auszahlen der gesamten aeroben Keime, wenn keine

anderen Methoden verfugbar sind. [3]

“‘Die Grundlage des Verfahrens ist ein flissiges Selektivndhrmedium, in dem
durch bestimmte Substrate bei Anwesenheit eines Bakteriums eine
spezifische enzymatische Reaktion stattfindet, die zu einem optischen
Erkennungsmerkmal fiihrt. Dies kann zum Beispiel ein Farbumschlag der
Nahrldsung nach entsprechender Inkubationszeit oder ein fluoreszierendes

Reaktionsprodukt sein. ,[5]



Die Durchfuhrung besteht aus folgenden Schritten: Es werden mindestens 3
Verdunnungsstufe der Proben mit dem Faktor 10 durchgefuhrt. “ Von jeder
Verdinnungsstufe wird 3-mal je 1 g oder 1 ml in ein Kulturréhrchen mit 9 bis
10 ml flussigem Medium mit Casein- und Sojapepton gegeben, das, falls
erforderlich, eine oberflachenaktive Substanz wie Polysorbat 80 oder ein
Agens enthalt, das die antimikrobielle Aktivitat neutralisiert., [3] 9
Kulturréhrchen missen fir eine Reihe von 3 Verdiinnungen folglich inokuliert

werden. Die Kulturrochrchen werden alle héchstens 3 Tage lang bei 30 bis

35 °C inkubiert.

Abb.2 : MPN-Methode

2.4 Auswahl von Methoden[3]

Die Auswahl der Methoden ist abhéngig von Faktoren wie der Art des Produkts
und der fir die Anzahl an Mikroorganismen festgelegten Grenzwerte.

Um die Konformitat mit den Spezifikationen zu bewerten, muss die Prifung mit
der gewahlten Methode an einer Probe ausreichender GroRe durchgefuhrt

werden.



2.5Probenvorbereitung [3]

Die Probenvorbereitung ist abhéngig von den physikalischen Eigenschaften

des zu priufenden Produkts.

Wasserlosliche Produkte:

Das zu prufende wasserlosliche Produkt wird im  LOosungsmittel
(Natriumchlorid-Pepton- Pufferlésung pH 7,0, Phosphat-Pufferlésung pH 7,2
oder flissiges Nahrmedium mit Casein- und Sojapepton) geldst oder mit damit
verdinnt. Normaleweise wird eine 1:10-Verdinnung hergestellt. Falls
erforderlich, kann man die Losung auf einen PH-Wert zwischen 6 und 8
einstellen. Die Ldsung wird nach Bedarf weiter mit dem gleichen

Verdinnungsmittel verdinnt.

Nicht fettartige, wasserunldsliche Produkte:

Das zu prufende Nicht fettartige, wasserunlésliche Produkt wird in einem
Losungmittel  (Natriumchlorid-Pepton- Pufferlosung pH 7,0, Phosphat-
Pufferlosung pH 7,2 oder fliissiges Nahrmedium mit Casein- und Sojapepton)
suspendiert. Normaleweise wird eine 1:10-Verdinnung hergestellt. Um schwer
benetzbare Substanzen leichter suspendieren zu kénnen, kann eine geeignete,
oberflachenaktive Substanz wie Polysorbat 80 (1 g - |-1) der Suspension
zugesetzt werden. Falls erforderlich, kann man die Suspension auf einen
pH-Wert zwischen 6 und 8 einstellen. Die Supspension wird nach Bedarf

weiter mit dem gleichen Verdlinnungsmittel verdinnt.

Fettartige Produkte:
“Das zu prufende Produkt wird in sterilfiltriertem Isopropylmyristat geldst oder
mit der eben erforderlichen Menge an sterilem Polysorbat 80 oder einer

anderen sterilen, nicht wachstumshemmenden, oberflachenaktiven Substanz



gemischt. ,[3] Falls erforderlich, kann man die Mischung auf hdchstens 40 C,
in Ausnahmefallen auf hochstens 45 ‘C erwarmen. Die Supspension wird nach
Bedarf weiter mit dem gleichen Verdinnungsmittel verdinnt. Die Mischung
wird nach sorgfatigen Mischen nach Bedarf in einem Wasserbad bei der
gewilnschten Temperatur gehalten. Eine erforderliche Menge des
ausgewahlten, zuvor erwarmten Verdunnungsmittels wird der Mischung
zugesetzt, um eine 1:10 Verdinnung des Ausgangsprodukts zu erhalten. Die
Mischung wird gerade so lange bei gleichbleibender Temperatur sorgféltig
gemischt, bis sich eine Emulsion gebildet hat. Anschliel3end wird die Mischung
mit einem gewahlten Verdinnungsmittel, das eine geeignete Menge an
sterilem Polysorbat 80 oder einer anderen sterilen, nicht wachstums-

hemmenden, oberflachenaktiven Substanz enthalt, verdinnt.

Flussige und feste Produkte in Form von Aerosolen:

Die Produkte werden fir die nachfolgende Probenahme unter aseptischen
Bedingungen in eine Membranfiltereinheit oder in ein steriles Gefal3 Uberflhrt.
Der gesamte Inhalt oder bei Dosieraerosolen eine festgelegte Anzahl an

Sprihsté3en werden fur jedes zu prufende Behaltnis verwendet.

Transdermale Pflaster:

Die Schutzfolien der Transdermalen Pflaster werden entfernt und die Pflaster
mit der Haftschicht nach oben in sterile Petrischalen aus Glas oder Kunststoff
gebracht. Danach wird die Haftschicht mit einem pordsen, sterilen Material wie
steriler Gaze bedeckt, um das Verkleben der Transdermalen Pflaster zu
verhindern. Die Pflaster werden in ein geeignetes Volumen eines
ausgewahlten Verdunnungsmittels, das inaktivierende Substanzen wie
Polysorbat 80 und/oder Lecithin enthalt, Gberfihrt. Die Pflaster missen mit

dem Losungsmittel mindestens 30 min lang kraftig geschittelt werden.



2.6 Verdinnungsreihe

Die Prufung muss an der Probe durchgefihrt werden, die mit dem
kleinstmdglichen  Verdunnungsfaktor  hergestellt  wurde, um die
Bakterienkolonien z&hlen zu kdnnen. Man muss die Zahl der Bakterien in der
Proben deutlich herunter verdinnen und mehrere Verdinnungsschritte

hintereinander durchfiihren.

‘Eine Verdunnungsreihe ist die Gesamtheit von Loésungen, die fir einen
bestimmten Zweck aus einer konzentrierten Ausgangslésung durch
Verdinnen hergestellt wurden. Dabei unterscheiden sich die als
Verdinnungsstufen bezeichneten Lésungen in ihrem Gehalt.( beispielsweise

in der Stoffmengenkonzentration oder der Massenkonzentration) ,[6]

0,1 ml

0,1 ml 0.1 ml

Abb.3: Beispiel fur eine Verdinnungsreihe [7]


http://de.wikipedia.org/wiki/L%C3%B6sung_%28Chemie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Verd%C3%BCnnung
http://de.wikipedia.org/wiki/Gehaltsangaben
http://de.wikipedia.org/wiki/Stoffmengenkonzentration
http://de.wikipedia.org/wiki/Massenkonzentration

2.7Berechung des Keimgehaltes[8] [9]

Der Mittelwert der Keimzahl wird durch Parallelplattenzéhlung bestimmt. Die
Keimzahl wird immer auf 1 ml oder 1 g der Probe bezogen. Zur Auszahlung
kamen Platten mit Koloniezahlen zwischen 10 und 300 KbE.

Farmiloe'sche Formel:

c=—2€ xd =KBE/ml bzw. KBE/g

" n1x1+n2x01

Coveeens Anzahl der koloniebildenden Einheiten

> C.....Summe aller ausgezéhlten Kolonien

Nni......Anzahl der Ansatze mit der niedrigsten auswertbaren Verdinnungsstufe,
die zur Berechnung herangezogen werden

n,... Anzahl der Ansédtze mit der nachsthbheren auswertbaren
Verdinnungsstufe, die zur Berechnung herangezogen werden

d........ Verdunnungsfaktor der niedrigsten ausgewerteten Verdinnungsstufe:

Hierbei handelt es sich um die auf n1 bezogene Verdinnungsstufe

Werden weniger als 10 Kolonien auf der Platte gefunden — < 10xd

d ist der Faktor der niedrigsten Verdinnungstufe.

Werden mehr als 300 Kolonien auf der Platte gefunden — ,geschatzte

Keimzahl je g oder ml®
Weitere Méglichkeit: 124000 —1,2 x 10° K/ml oder K/g
“‘Das ermittelte Ergebnis wird mit lediglich 2 Stellen angegeben. Die 3. Stelle

wird auf O gerundet. Betragt sie 5, wird abgerundet, wenn die zweite Stelle

eine gerade Zahl ist, und aufgerundet, wenn sie eine ungerade Zahl ist. ,,



Bsp.: 124—120

125—120

135—140
Auswertung der cfu Bestimmung: es werden so genannte cfu — colony
forming units — makroskopisch gezahlt und auf einen ml hochgerechnet

verwendet werden jene Platten, die zwischen 10 und 100 cfu aufweisen,

hier werden alle Parallelen ausgezahlt

Abb.4: Kolonien auf die Agarplatten

>

Rechenbeispiel:

es wurden 0,1 ml (100 pl) einer Suspension der Verdiinnungsstufe 10
ausgespatelt

Verdiinnungsstufe 10 ergibt: 14, 20 und 17 cfu je Parallelplatte (cfu:
Koloniebildende Einheit)

Bildung des Mittelwertes: 17 (Mittelwert darf nur innerhalb von
Parallelplatten, nicht aber zwischen Verdinnungsstufen gebildet werden
(1)

Rechnung:17 /0,1 =1,7 * 10?/ 10 = 1,7 * 10° cfu /ml



2.8Konservierungsstoffe fur kosmetische Mittel

“Konservierungsstoffe im Sinne dieser Verordnung sind Stoffe und Gemische,
die kosmetischen Mitteln Uberwiegend zu dem Zweck hinzugefligt werden, die
Entwicklung von Mikroorganismen in diesen Erzeugnissen zu hemmen.”[10]
“ Als Salze von Konservierungsstoffen gelten die Salze der Kationen Natrium,
Kalium, Calcium, Magnesium, Ammonium und Ethanolamin sowie die Salze
der Anionen Chlorid, Bromid, Sulfat und Azetat. Als Ester von
Konservierungsstoffen gelten Methyl-, Ethyl-, Propyl-, Isopropyl-, Butyl-,
Isobutyl- und Phenylester.”[11]

Gebréauchliche Konservierungsstoffe fir kosmetische Mittel sind Benzoesaure
(Mundpflegemittel:2,5%), Propionsdure und ihre Salze, Formaldehyd und
Paraformaldehyd (+)0,2% (ausgenommen Mundpflegemittel),
2,4-Hexadiensaure. Es gibt aber auch Kosmetikprogramme oder einzelne
Produkte, die ohne Konservierungsstoffe auskommen. Viele
Konservierungsmittel  haben  gesundheits- und  umweltgefdhrdende
Eigenschaften. Die verbreitete Anwendung bringt die groRe Gefahr mit sich,
dass sich resistente Keime bilden, die dann nur noch schwer zu bekdmpfen
sind. AuBerdem greifen die Konservierungsmittel auch den natlrlichen
Schutzmantel der Haut oder wichtige Bakterien in der Mundhéhle an, die den
Korper vor gefahrlichen Infektionen schitzen. Zusatzlich sind viele

Konservierungsmittel Allergene und kénnen Dermatitis verursachen.



3 Praktischer Teil

3.1 Materialien

- Einweg-Wageschalen

- Spateln

- Pistill

- Fantaschale

- Becherglas

- Glasstab

- Salbenkruken mit Schraubdeckel
- Messbecher

- autoklavierbare Reagenzflasche mit Kappe
- PH-Papier

- Petrischalen

- sterile Réhrchen

- Eppendorf Pipetten

- Eppendorf Kivetten

- Drigalskispatel

- Feuerzeug

- Reagenzglasen

- Rohrchenstander

- Markierstift



3.2Chemikalien

Tab.2: Zusammensetzung der Tagescreme: 40 g

A. Ceteareth 129
B. Cetylalkohol 129
C. Glycerolmonostearat 129
D. Octyldodecanol 19
E. Mittelkettige Triglyceride 1lg
F. Glycerol 85% 169
G. Gereinigtes Wasser 32¢
H. Natriumsorbat 0,08 g

Tab.3: Zusammensetzung des Hydrogels: 40 g

I.  Methylhydroxipropylcellulose | 1,29
J. Glycerin 2849
K. Gereinigtes Wasser 369
L. Parfumdl 8-16
Tropfen

Tab.4: Zusammensetzung der Pepton-Pufferldsung: 500 ml

M. Trypton-Wasser 750

Dinatriumhydrogenphosphat | 1,75 g

N
O. Kaliumdihydrogenphosphat | 0,75 g
P

Aqua dest. 500ml




Tab.5: Zusammensetzung der Casein-Soja-Pepton-Agar:

Q. Caseinpepton 179
R. Sojapepton 39
S. Natiumchlorid 50
T. Kaliummono-
259
hydrogenphosphat
U. Glucose-Monohydrat/ 2,5/
wasserfreie Glucose 2,39
V. Wasser R 1000ml
3.3Gerate
- Wasserbad
- Mikrowelle
- Laborwaagen
- Heizruher
- Autoklav
- Brutschrank

Laborschittler

Laminar flow-Bank




3.4 Herstellung von Cremes und Gelen

3.4.1 Herstellungsgruppen

Die Proben wurden in vier Gruppen aufgeteilt. Die Creme-Gruppe A ist die
Gruppe, in welche kein Konservierungsstoff zugesetzt wurde. Im Gegensatz
dazu wurde in die Creme-Gruppe B Konservierungsstoff zugesetzt. Es wurde
in der Creme Natriumsorbat als Konservierungsmittel verwendet. Die Creme A
bzw. Creme B wurden jeweils weiter in zwei Gruppen aufgeteilt. Die
Materialien zur Herstellung von Creme 1.1, 1.2, 1.3, 3.1, 3.2 und 3.3 wurden
mit kochendem Wasser sterilisiert. Die Creme 2 und 4 wurden mit nicht
sterilisierten Materialien hergestellt. 16 verschiedene Proben wurden in dieser
Arbeit hergestellt. 1 Gramm von jeder Probe wurde mit Pufferldosung 3 mal
verdunnt.( 3 Verdinnungsstufen) Die drei verdinnte Proben wurden jeweils
doppelt auf dem Agar ausgestrichen. In der Arbeit wurden insgesamt 96

Agarplatten verbraucht.

Cremes Hydrogele
Creme A. Ohne Creme B. Mit Hydrogel A. ohne Hydrogel b. Mit
Konservierungsstoffe Konservierungsstoffe Konservierungsstoffe Konservierungsstoffe
Creme 1.1: Creme 3.1: Hydrogel 1.1: Hydrogel 3.1:

Materialien mit 100°C
Wasser sterilisieren

Materialien mit 100°C
Wasser sterilisieren

Materialien mit 100°C
Wasser sterilisieren

Materialien mit 100°C
Wasser sterilisieren

Creme 1.2:
nicht gewaschener
Finger angerihrten

Creme 1.1

Creme 3.2:
nicht gewaschener
Finger angerihrten

Creme 1.1

Hydrogel 1.2:
nicht gewaschener Finger
angeruhrten Hydrogel 1.1

Hydrogel 3.2:
nicht gewaschener Finger
angeruthrten Hydrogel 1.1

Creme 1.3:
gewaschener Finger
angerthrten Creme 1.1

Creme 3.3:
gewaschener Finger

angerthrten Creme 1.1

Hydrogel 1.3:
gewaschener Finger
angeruhrten Hydrogel 1.1

Hydrogel 3.3:
gewaschener Finger
angerthrten Hydrogel 1.1

Creme 2:
normale Materialien

Creme 4:
normale Materialien

Hydrogel 2:
normale Materialien

Hydrogel 4:
normale Materialien

Tab.6: 16 Probengruppe




3.4.2 Herstellung der Creme A

Creme A st eine konservierungsstofffreie Tagescreme, einschlief3lich

Cremel.1, Creme 1.2, Creme 1.3 und Creme 2.

Cremel.1l: 39,29

- Pistill, Fantaschale, Becherglas, Glasstab mit 100°C kochendem Wasser
sterisieren

- Fund G in einer mit Pistill und tarierten grol3en Fantaschale zusetzen und
im Wasserbad auf ca.70°C erwarmen

- Abis E auf dem Wasserbad bei etwa 70°C schmelzen

- LOsung FG in Schmelze A-E zugeben und mit Pistill kalt rihren

Cremel.2: 5,18 ¢
- 5gvon Creme 1.1 in eine Salbenkruke Ubertragen

- die Creme mit nicht gewaschenem Finger anriihren

Cremel.3: 5,04 ¢
- 5 gvon Creme 1.1 in eine Salbenkruke Ubertragen

- die Creme mit gewaschenem Finger anrtihren

Creme 2: 13 g

- Pistill, Fantaschale, Becherglas, Glasstab mit Leistungswasser
abwaschen

- F und G in einer mit Pistill und tarierten gro3en zusetzen und auf
Wasserbad auf ca.70°C erwarmen

- Abis E auf dem Wasserbad bei etwa 70°C schmelzen

- Lo6sung FG in Schmelze A-E zugeben und mit Pistill bis kalt riihren



3.4.3 Herstellung der Creme B

Creme B ist eine konservierungsstoffhaltige Tagescreme, einschlief3lich

Creme 3.1, Creme 3.2, Creme 3.3 und Creme 4.

Creme3.1: 40 g

- Pistill, Fantaschale, Becherglas, Glasstab mit 100°C kochendem Wasser
sterilisieren

- 0,08 g Hin G in einer mit Pistill und tarierten grof3en Fantaschale I6sen, F
hinzuwiegen

- L6sung FGH auf ca.70°C erwarmen

- ADbis E auf dem Wasserbad bei etwa 70°C schmelzen

- Ldsung FGH in Schmelze A-E zugeben und mit Pistill kalt rihren

Creme3.2: 5,01 ¢
- 5 gvon Creme 3.1 in eine Salbenkruke Ubertragen

- die Creme mit nicht gewaschenem Finger anriihren

Creme3.3:5¢g
- 5 gvon Creme 3.1 in eine Salbenkruke Ubertragen

- die Creme mit gewaschenem Finger anrihren

Creme 4: 20 g

- Pistill, Fantaschale, Becherglas, Glasstab mit Leistungswasser
abwaschen

- 0,04 g Hin G in einer mit Pistill und tarierten gro3en Fantaschale I6sen, F

hinzuwiegen

- Losung FGH auf ca.70°C erwarmen



- Abis E auf dem Wasserbad bei etwa 70°C schmelzen

- L6sung FGH in Schmelze A-E zugeben und mit Pistill kalt riihren

3.4.4 Herstellung des Gels A

Gel Aist ein konservierungsstofffreies Hydrogel, einschlief3lich Gell.1, Gel 1.2,

Gel 1.3 und Gel 2.

Hydrogel 1.1: 38,6 g

- Pistill, Fantaschale, Becherglas, Glasstab mit 100°C kochendem Wasser
sterisieren

- lund J in einer mit Pistill und tarierten groRen Fantaschale zusetzen und
auf dem Wasserbad bei etwa 70°C schmelzen

- Gekochtes K in Schmelze 1J zugeben und mit Pistill kalt rihren

Hydrogel 1.2: 5,03 g
- 5 gvon Hydrogel 1.1 in eine Salbenkruke Ubertragen

- das Hydrogel mit nicht gewaschenem Finger anriihren

Hydrogel 1.3: 5,04 g
- 5 gvon Hydrogel 1.1 in eine Salbenkruke Ubertragen

- das Hydrogel mit gewaschenem Finger anrihren

Hydrogel 2: 16,42 g

- Pistill, Fantaschale, Becherglas, Glasstab mit Leistungswasser
abwaschen

- lund J in einer mit Pistill und tarierten grof3en Fantaschale zusetzen und

auf dem Wasserbad bei etwa 70°C schmelzen



- Gekochtes K in Schmelze 1J zugeben und mit Pistill kalt rihren

3.4.5 Herstellung des Gels B

Gel B ist ein konservierungsstoffhaltiges Hydrogel, einschlief3lich Gel3.1, Gel

3.2, Gel 3.3 und Gel 4.

Hydrogel 3.1: 34,3 g

- Pistill, Fantaschale, Becherglas, Glasstab mit 100°C kochendem Wasser
sterisieren

- lund Jin einer mit Pistill und tarierten groRen Fantaschale zusetzen und
auf dem Wasserbad bei etwa 70°C schmelzen

- Gekochtes K in Schmelze 1J zugeben und mit Pistill kalt rihren

- 14 Tropfen L dazugeben und rihren

Hydrogel 3.2: 5,04 g
- 5 gvon Hydrogel 3.1 in eine Salbenkruke Ubertragen

- das Hydrogel mit nicht gewaschenem Finger anriihren

Hydrogel 3.3: 5,05 g
- 5 gvon Hydrogel 3.1 in eine Salbenkruke Ubertragen

- das Hydrogel mit gewaschenem Finger anrihren

Hydrogel 4: 18,06 g

- Pistill, Fantaschale, Becherglas, Glasstab mit Leistungswasser
abwaschen

- lund J in einer mit Pistill und tarierten groRen Fantaschale zusetzen und
auf dem Wasserbad bei etwa 70°C schmelzen

- Gekochtes K in Schmelze 1J zugeben und mit Pistill kalt riihren



- das Hydrogel mit nicht gewaschenem Finger anrihren

- 7 Tropfen L dazugeben und rihren

Die 16 hergestellte Proben wurden in den Salbenkruken mit Schraubdeckel

gefullt und beschriftet.

Abb.5 : hergestellte Proben



3.5Analysenmethoden

In dieser Arbeit wurde das Ausstrichverfahren zur Bestimmung der

Gesamtkeimzahl in den Cremes und Gelen gewahlt.

3.5.1 Herstellung von Agarplatten

- Q-Uin V geben und unter Erwarmen auf dem Heizriher gut I6sen

- die Q-V Losung auf Raumtemperatur abkihlen

- PH-Wert von 7,1 bis 7,5 mit Natriumhydroxid-Lésung herstellen

- die hergestellte Lésung im Autoklav 4 Stunden sterilisieren

- die noch heif3e Agar-Losung in Petrischalen giel3en (ca. 0,5 m dick) und
Deckel darauf legen

- die Agarplatten in einer Laminarflow-Bank trocknen lassen

Die Schritte 5,6 wurden in einer Laminarflow-Bank durchgefihrt.



Abb.6 : die vorbereitete Agarplatten

Abb.7 : Laminarflow-Bank



3.5.2 Herstellung von Pufferlésung

- M, N, Oin500 ml P Lésen, gut mischen und auf Gefal3e verteilen.

- Die Losung 15 Minuten bei 121°C autoklavieren

Abb. 8: hergestellte Pufferldsung

3.5.3 Herstellung von Verdiinnungsreihe der Proben

Weil die Tagescreme und Hydrogele wasserléslich sind, wurde die Herstellung
der Verdiinnungsreihen wie nachfolgend durchgefihrt.

1.Verdinnungsstufe----1:10

- 1 g von jeder Probe mittels sterilisiertem Lo6ffel in ein steriles Réhrchen

Ubertragen

- 9ml sterilisierte Pepton-Pufferldung mittels Eppendorf-Pipette dazugeben



die hergestellte 0,1 g/ml Probe-Ldsung mit Laborschuttler homogenisieren

N

.Verdunnungsstufe----1:100

1 ml von 0,1g/ml Probe-Lésung (aus 1. Verdingungsstufe) mittels

Eppendorf-Pipette in ein sterilisiertes Glasréhrchen tbertragen

- 9ml sterilisierte Pepton-Pufferloung mittels Eppendorf-Pipette dazugeben

- die hergestellte 0,01 g/ml Probe-Lésung mit Laborschittler

homogenisieren

w

. Verdiinnungsstufe----1:1000

1 ml von 0,01g/ml Probe-Lésung (aus 2. Verdingungsstufe) mittels

Eppendorf-Pipette in ein sterilisiertes Glasréhrchen tbertragen
- 9ml sterilisierte Pepton-Pufferloung mittels Eppendorf-Pipette dazugeben

- die hergestellte 0,001 g/ml Probe-L6osung mit Laborschittler

homogenisieren

Um die Verdinnungsreihe zu vereinfachen, wurde die Pufferlésung vor dem
Autoklavieren in meheren Glasrohrchen verteilt. In jedes Réhrchen wurden 9
ml Pufferlésung verteilt. Die Glasréhrchen wurden komplett mit Deckel

ummantelt und im Autoklav sterilisiert.

Alle 96 Rohrchen wurden anschlieRend deutlich beschriftet.



Abb. 9: die Emulsion der Tagescreme
Weil die Tagescreme und Pufferldsung eine Emulsion bildeten, musste man

vor jedes Pipettieren die Emulsion gut schiitteln.

Abb. 10: die Gellésung — verdinntes Hydrogel



>l

Abb.11 : vorbereitete sterilisierte Pufferldsung

3.5.4 Pipettieren der Proben auf die Agarplatten

- den Drigalskispatel in Alkohol tauchen und kurz in die entleuchtete
Flamme des Feuerzeug halten, bis der Alkohol abflammt.

- Jeweils 0,1 ml von aller 96 Proben mittels Eppendorf-Pipette auf die
Agarplatten  Ubertragen und mit  sterilisiertem  Drigalskispatel

ausstreichen



Abb.12 : Ausstreichen der Probe auf den Agarplatten

3.5.5 Inkubieren der Agarplatten

Die Agarplatten wurden bis zu 3 Tage bei 37°C umgedreht (Agarseite nach

oben) im Brutschrank inkubiert.



4 Ergebnisse und Auswertung

4.1 Auszéhlen auf Agarplatte

Abb. 13: gewachsene Kolonien in der Creme 1.2

Abb.14 : gewachsene Kolonien in der Creme 1.3



Abb.15 : gewachsene Kolonien in der Creme 3.2

Abb. 16: gewachsene Kolonien in der Creme 3.3




Abb.17 : gewachsene Kolonien im Hydrogel 1.3




Abb.17,18 : negative kontaminierte Agarplatte H1.2 1:10.

Es gab nur auf einer der zwei Platten H1.2 1:10 unzahlbare Kolonien. Kénnte

es sein, dass die Platte kontaminiert war. Die Koloniezahl darauf wurde nicht

beriicksichtigt.
1:10 (0,1g/ml) | 1:100 (0,01g/ml) | 1:2000(0,001g/ml)

Ccil1 — — —

c12 18 1 1

20 2 1

c13 — — 1

c2 — — —

Cc31 — — —




C3.2 1 —
C33 : ;
8 1
C4 — —
H1.1 : :
H12 korZI;\r:ier:;ert o
H1.3 : :
H2 : :
H3.1 : :
H3.2 : :
H 3.3 : zu viel, k;taminiert
- =

Tab.7: Koloniezahl auf alle Agarplatten




4.2 Keimgehalte

1:10 (0,1g/ml) | 1:100 (0,01g/ml) | 1:1000(0,001g/ml)
C1.2 19 1,5 1

C1.3 — — 0,5

C3.2 0,5 — —

C3.3 6 3 —

H1.3 2 — —

Tab.8: mittlere Koloniezahl auf die Agarplatten

Auswertung:
Wie in Abschnitt 2.7 beschrieben :

Cl.2:

1:10 (0,1g/ml) : 19:10-10 = 1900 =1,9-10° KBE/g|
1:100(0.01g/m) - 1.5-10-10-10 = 1500~ 1.5-10*KBE/g —(1,5<10)
1:1000(0.001g/mi):—1-10-10-10-10-= 10000~ 1-10* KBE/g (1<10)

Nur die Platte C1.2 hatte eine Kolonienanzahl zwischen 10 und 300. Die

Keimzahl in der Creme 1.2 betragt 1,9-10° KBE/g.

Die Kolonienanzahl der nachfolgenden Proben ist geringer als 10.

C1.3:

[1:1000(0,001g/ml):  0,5-10-10-10-10 = 5000~ 5-10°KBE/g (0,5<10)|

C3.2:

1:10 (0,1g/ml) : 0,5-10-10 = 50= 5-10 KBE/g (0,5<10)|




C3.3:

[1:10 (0,1g/ml) : 6-10-10 = 600~ 6-10> KBE/g (6<10)

H1.3:
1:10 (0,1g/ml) : 2:10-10 = 200~ 2-:10° KBE/g (2<10)|
Cremes Hydrogele
Creme A. Ohne Creme B. Mit Hydrogel A. ohne Hydrogel B. Mit
Konservierungsstoffe Konservierungsstoffe Konservierungsstoffe Konservierungsstoffe
Creme 1.1: Creme 3.1: Hydrogel 1.1: Hydrogel 3.1:
0 0 0 0
Creme 1.2: Creme 3.2: Hydrogel 1.2: Hydrogel 3.2:
1,9-10° KBE/g 5-10 KBE/g kontaminiert 0
Creme 1.3: Creme 3.3: Hydrogel 1.3: Hydrogel 3.3:
5.10° KBE/g 6-10° KBE/g 2.10° KBE/g kontaminiert
Creme 2: Creme 4: Hydrogel 2: Hydrogel 4:
0 0 0 0

Tab.8: Gesamtkeimzahl in allen 16 Proben




5 Diskussion

Es ist winschenswert, dass die Keimgehalte in den Kosmetik- und
Pflegeprodukten innerhalb 10° KBE/g oder KBE/ml wahrend der Nutzung
durch Verbraucher liegen. Solche Produkte sollten auch frei von potentiell
pathogenen Organismen sein. Dieses Qualitatsniveau wird wéahrend der
Verwendung der Produkte erwartet, trotz der unvermeidlichen
Verunreinigungen durch den Verbrauchern. Die Konservierungsstoffe werden
in der Kosmetik eingesetzt, um die langere Nutzung der Produkte zu erreichen.

[12]

Als Konservierungsstoff wurde in dieser Arbeit Natriumsorbat in den Cremes
eingesetzt. Wie die Tab.8 zeigt, sind die Keimgehalte in den Cremes 1.2 und
1.3 hoher als 10° KBE/g und die in den Cremes 3.2 und 3.2 niedriger als 10°
KBE/g. Die Wirksamkeit von Natriumsorbat wurde nachgewiesen. Die Cremes
1.2 und 3.2 wurden mit nicht gewaschenen Fingern angerihrt. Nach dem
Handewaschen wurden die Keimgehalte in den Cremes 1.3 und 3.3
unerwartet hoher. Es kann sein, dass die Bakterien der Handtucher auf die
Hande Ubertragen wurden. Deswegen ist es wichtig, dass man Handtiicher
regelmalig grundlich wascht. Die Anzahl an Bakterien in den
konservierungsstofffreiern Cremes 1,2 und 1,3 erhdht sich im laufe der Zeit
viel schneller und drastischer als bei den Cremes die Konservierungsstoffe
enthalten .Jeweils eine Agarplatte der Hydrogele 1.2 und 3.3 wurden
kontaminiert und sollten nicht bertcksichtigt werden. Die Keimzahl dieser
Platten wurde als 0 gezahlt. Wie bei den Cremes waren die Keimgehalte der
Hydrogele nach dem Handewaschen hoher(verschmutztes Handtuch). In den
Hydrogelen wurde Parfimoél als Konservierungsmittel eingesetzt. Es wurde in
der Arbeit gezeigt, dass Parfumol eine konservierende Wirkung besitzt. Es gab

mehr Bakterien in den Cremes als in den Hydrogelen. Es kann sein, dass die



Cremes aus mehr Komponenten bestehen und die Herstellung der Cremes in
einem Mehrschritt-Prozel3 durchgefuhrt wurde,der die Kontaminationsrate

erhoéht .

Keine Bakterien wurden in der Creme 2, Hydrogel 4, Hydrogel 2, Creme 4,
Creme 1.1,Creme 3.1, Hydrogel 1.1 und Hydrogel 3.1 gefunden. Es zeigt sich,
dass die Herstellungsumgebung im Labor sauber ist. Es gibt nicht viele
Bakterien auf den Materialien im Labor. Sterilisation der Materialien hatte

keine Auswirkungen auf die Anzahl KBE.



6 Zusammenfassung

Die kontaminierte Kosmetik kdnnte im Extremfall zu einer ernsten Erkrankung
fuhren. Das Niveau der mikrobiologischen Kontamination in nicht sterilen
kosmetischen Produkten darf nicht von dem mikrobiellen begrenzten Standard
abweichen. Bevor die Produkte vermarket werden, wird das mikrobielle
Wachstum durch die Zugabe eines geeigneten Konservierungsmittels in den

Produkten gehemmt. [1]

Obwohl die Verunreinigungen durch den Benutzer unvermeidlich sind, sollten
einige Faustregeln fur den richtigen Umgang mit Kosmetik beachtet werden.
Bevor man die Kosmetika benutzt, sollte man die Hande grindlich waschen.
Die Handtlcher, Pinsel und Schwdmmchen etc sollten regelméf3ig gereinigt
werden. Die Kosmetika sollten vor starken Temperaturschwankungen und
Sonnenlich  geschitzt  werden.  Besonders  Naturkosmetik  ohne
Konservierungsmittel sollte innerhalb weniger Monate aufgebraucht werden.
Kosmetika mit feuchter Konsistenz erméglichen ein besonders schnelles

Wachstum der Bakterien.
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10 Abkirzungsverzeichnis

USP.......coeiirs Pharmacopeial Convention
Ph.Eur........ccoeee Européisches Arzneibuch
MPN.......cooeeeiinn. Most probable number
KBE.....cccooiiiiiiinne Koloniebildende Einheit
TYMC........coeeee total combined yeasts/moulds count
Aqua dest............... Destiliertes Wasser

BSP. Beispiele

CtC. e, und so weiter
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