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Elektronenmikroskopischer Nachweis von Liposomen

in einem Hautpflegegel

T. Miiller, J. Riding, H. Lautenachliger

Einleitumg

Liposome wernden pepenwiirtig in steigendesm Mali in kos-
metischen Formulierungen eingesetzl. Einen besonderen
Siellenwen nehmen dabei die Haupilegegele ein, da hier
weniger mit  Inkempatibilititen der Formulierungshe-
standteile untereinander zu rechnen 151 als zum Beispiel
bei Hautpflegecremes.

Werden Liposome aus pflanzlichen Rohstoffen (z, B, Soja-
Phospholipide) fiir die Herstellung dieser Hawtpflegegele
varwende, so ist s sinnvoll, auch weitere natirliche Foe-
mulierungshestandteile und Hilfsstolfe, wie Gelhildner, Tu
verarbeilen. Ein in dieser Hinsicht sehr gut geeigneter Gel-
hildner ist das Xanthan (Xanthan gum), ein kompbexes
Polvsaccharid, das aus Glucoss-, Mannose-, Glucuronsiu-
re- und Brenztraubensduresinheiten Fusammengesetst ist
{1). Xanthan ist fir die Yerwendung in Kosmetika, Phar-
mazewlika und Lebensmitleln rugelassen. Eine gute Erglin-
zung in XManthan-Formulierungen kénnen aul Grund ihrer
chemischen Zusammensetzung Aloe-vera-Konzentrate (2)
in Nissiger oder pulvriger Form sein,

Methoden zum Machweis wnd zur Charakterisierung von

Liposomen in rein waliriger Dispersion wurden bereits be-
SCOMSDEN |4, 4. LAeT ANAIVISCOE AUTWANG TUl ene in-

wandfreie Cualititskontrolle eings Liposomen-Gels  als
Endprodukt erhisht sich dadurch, dali je nach verwende.
ten Formulierungshestandieilen gef. eine neve Methoden-
entwicklung notwendig wird. Wir berichten im folgenden
iber ein Bewspeel des elektronenmikroskopischen Kach-
weises von Liposomen in sinem Hawipflegegel mit Hilfe
der CGelrierbruchiechnik. Fum "-’i,-rﬁlq:il.'h wyrde eine wiG-
rige Liposomendispersion in analoger Welse priparierl.

Zusammensetzung des lipcsomalan Havipiegegels

[ras Hautpflegegel wird aws handelsGblichen RohstofTen
hergestelln und hat die folgende Zusammensetzung:

LiEs  Lippsomengrundsol (Trockensubstanz) auf der
Basis von Soja-Phospholipiden in Form von Liposo-
men { 1Figes Konzentrat), die spezizll fir disse Formulie-
rung mit cinem wasserlGslichen NMF-Faktor beladen wer-

den (5],

10 Xanthan gum {6,

0,2% Aloe vera (Pulver) (T},

0,4% Konservierungsmittel,

0,05% natdrhiche DulsiolTe,

Wasser ad 100%.

Als Vergleich dizsnt eine |Yoige rein walrige Liposomendis-
persion { 1% Liposomengrendsiofl aul der Basis von 5oja-
Phospholipiden gleicher Zusammensetzung wie oben)

Material und Methodan

Worbemerkung: Um die zv erwartends dragdimensionale
Meatzstruklur eines Geles abbilden zu kénnen, miissen die
cntsprechenden Proben stabilisiert, aufpebrochen, enowis-
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serl und kontrastiert werden, Dhe Gefneriitzung (3, 9, 10)
ermaglicht alle diese Priparationsschritte: Die Yerwen-
dung eines Crvo-Jets erlaubi die Gefrierfixation von bis zu
20 pm dicken Liposomen-Dispersionen {11} und ermig-
licht in Kembination mit der Gelrerbruchiechnik eine na-
turgetreus Abbildung von wilirigen Gelen (12

Priparatlon: Eine Probe des Hawpllegegels und die Yer-
gleichsprobe wurden mitiels gines als »Spacers versende-
ten Gaoldnetzchens (Durchmesser: 3 mm, Dhcke: 20 pm)
aulgenommen und zwischen rwei Kuplerplamchen (Dicke:
0.1 mm) plaziert. Diese »Sandwiches« wurden im zweisei-
tigen Cryo-Jet (QFD 020, Balzers) durch Beschieflen mit
flissigem Propan eingefroren, unier flussigem StickstodT in
einen Doppelabdruckiisch emngetiahrt und in zine Gefrier-
drzanlage (BAF 400, Balzers) eingeschleust. Im Hochvaku-
um {p=< 10" mbar), bzsi einer Ohjekttemperatur von
= 105" C, wurden die Priparatsandwiches aulgebrochen
und bei der gleichen Temperatur wihrend 300 oder 30 Se-
kunden im Hochvakuum exponiert, um Objekiwasser weg-
sublimberen zu lassen. Dabel wurden bel der Probe des

Hautpflegegels zusditelich 2zu  den  Bruchflichen der
Phoephalipid. Membranesn sncrh die Flomente dec Gele

freipelepgt. Die Kontrastierong erfolgte mittels der soge-
nannten Rotations-Portrait-Beschattung (13) unier einem
Winkel von 45°. Dabei betrug die berechnere Schichidicke
der Platin-Kohle-Mischung 2 nm. Die so erhalienen Ab-
drucke {Rephkas) der Praparate worden dber Macht auf
eimer  14%ipen  Matriumhypochlorid-Losung  peceinigl,
mehrmals auf dest. Wasser ibertragen und petrocknst, Dha-
bei blieben die Replikas an den Goldnetzehen hafien wnd
wurden mit diesen in das Transmissions-Elektronenmikro-
skop (TEM) gebracht. Verwendet worde das Gerdil Feis
Ex 109 mit Antkontaminadonselnrichiung (mi Misslgem
Stickstofl gekiihlt), Beschlewnigungsspannung: B0 kY, Die
Vergrolierung wurde mit Testpriiparaten gesichi.

Rasultate

) Hawtpflegegel nach 300 = Sublimationszeat (Abb, 15 Po-
sitivkontrasi: Das Bedamplungsmaterial erscheinm dun-
kel):

[hie Liposome lisgen statistisch verteilt, imcdividuell aber
eng eingebettet im dreidimensionalen Netzwerk des Gels.
Die filamenttse Gelstrukiur ist durch die Wegsublimation
des Wassers Ireigelegt; der Verlawl der BrochNiche im Gel
is1 an aufrecht stehenden, abgerissenen Filamenten er-
kennbar (Pleile in Abb. 1), An diesen Stellen erscheint der
Filamentdurchmesser in natirlicher Giriile {heller Punkt,
umhiillt von dunkel erscheinendem Bedampfungsmaterial)
und betrapt ca. 3 nm. Das Netzwerk ist durch das Schock-
gelmeren gul erhalien, die feinsten Maschen wedsen eine
Weite von ca. 10 nm auf.

b} Willrge Liposomendispersion (Yerglzich) nach 30s
Sublimationszeit (Abbk. 2: Positivkontrast: Das Bedamp-
fungsmaterial erscheint dunkel);



Abb. } Liposomales HautpMegegel sach Gefrerbrach-Pripare.
teoan ind 300 & Sublimationszei

[¥¢ Liposome erscheinen stotistisch vertedlt. Es handelt
sich haupisichlhich um onilamellare Liposome, welche an
der einzigen Bruchstelle der Phospholipidmembran gr-
kennbar sind (Pfeile in Abb, 2, [Dhie Bruchstelle ist sicht-
bar, weil die Oberfliiche der die Liposome umgebenden
Eismasse durch die Sublimation stwis abgesenkl wurde,
Gelegentlich treten von der Kugelform abweichende oder
multilamellare Liposome auf.

Zusammeniassung

Die vorliegende Arbeil it ein Beispiel for die Qualitts-
kaniraolle eines liposomalen Hauwtpflegegels and zzigt die
Kompatibilitat von Liposomen auf der Bama von Soje-
Phospholipiden mit ¢inem Gelbildner vom Typ des Xant-
hans. Die beschriehens Analytik ermbghcht die Abbildung
von Liposormen in ihrer Umgebung und beweist, dall das
Priparat formulierungstechnisch in Ordnung ist.
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