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Kosmetische Produkte auf der Basis von W/O-Emulsionen sind seit langem in Verwendung
und weit verbreitet. Aber nicht nur in der Kosmetik, sondern auch in der Pharmazie und im
Lebensmittelbereich werden W/O-Emulsionen eingesetzt. Bei dieser Emulsionsart sind
Wassertropfchen in einer Lipidphase verteilt. Anders als bei den mit Wasser verdiinnbaren
O/W-Emulsionen vermischen sich daher W/O-Emulsionen nicht ohne mechanische
Einwirkung mit hinzugefugtem Wasser. Das hat einen wesentlichen Einfluss auf die
mikrobiologische Stabilitdt, die Durchfihrung von Untersuchungen zur mikrobiologischen
Reinheit und von Konservierungsbelastungstests (KBT), aber auch auf die Interpretation
entsprechender Testergebnisse. Da die mikrobiologische Stabilitat ein wesentlicher Aspekt
der Produktqualitat ist und im Rahmen der Sicherheitsbewertung eine zentrale Rolle spielt,
sind die Fragen der Untersuchungsmethodik und der Ergebnisbewertung von wesentlicher
Bedeutung. Kosmetische W/O-Formulierungen haben immer schon Probleme und Fragen
methodischer Art in der mikrobiologischen Untersuchungspraxis aufgeworfen, so dass die
KBT-Ergebnisse in diesem Fall nicht in gleichem Mal fur die Bewertung der
mikrobiologischen Qualitat und Sicherheit des Produktes herangezogen werden kénnen, wie
dies bei anderen Produkttypen der Fall ist. Die Griinde hierflir werden zusammengefasst und
es werden Ansatze aufgezeigt, was bei der Versuchsdurchfilhrung zu beachten ist, wieweit
Testergebnisse Uiberhaupt relevante Aussage liefern kbnnen und welche zusatzlichen
Aspekte zu beachten sind, um eine Sicherheitsaussage fiir kosmetische Produkte dieses
Rezepturtyps zu erhalten.

1. W/O-Emulsionen und mikrobielle Kontaminanten

W/O-Emulsionen sind dadurch charakterisiert, dass in einer auReren lipophilen Phase
(kontinuierliche Phase) Wassertrdopfchen als innere Phase (hydrophile, disperse Phase)
vorliegen (ABB. 1). Fur die Herstellung der Emulsion werden grenzflachenaktive Substanzen
(Tensiden, Emulgatoren) benétigt, die zur Stabilisierung der Emulsion flihren. Sie bestimmen
die Grenzflachenspannung an den Ol-Wasser-Grenzflachen. Die Stabilitat kann durch
zusatzliche andere Bestandteile (z.B. Hydrokolloide) noch verbessert werden. Sowohl durch
die Formulierung als auch durch den Herstellungsprozess werden die physikalischen
Eigenschaften der Emulsion bestimmt. Relevante GroRen hierbei sind das
Phasenvolumenverhaltnis, sowie die TropfchengrofRe resp. die TropfchengroRenverteilung.
Die entstehenden Emulsionen kénnen durch entsprechende Bedingungen als flissige,
halbfeste oder hochviskose Produkte vorliegen und Aspekte wie Trépfchengréfie und
Emulsionsstabilitat ergeben sich als produktspezifische Eigenschaften.

Die Fahigkeit von Mikroorganismen, in einem Kosmetikum zu Uberdauern oder sich zu
vermehren, ist immer von der Wasserverfligbarkeit abhangig. Die Verhaltnisse in einer W/O-
Emulsion kénnen sicher nicht mit einem wasserfreien Produkt gleichgesetzt werden, aber
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das Wasser in der Rezeptur ist auf die disperse Phase beschrankt, wodurch die
Wasserverfiigbarkeit deutlich eingeschrankt ist. Dadurch ist eine Gefahrdung durch eine
mikrobielle Kontamination als gering zu bewerten, denn die 6I- oder fettreiche Basis dieser
Produkte (kontinuierliche Phase) lasst als vom Wasser isolierter Bereich ein mikrobielles
Wachstum nicht zu (1, 2).

Hinsichtlich der Kontaminationsgefahrdung sind in diesem Zusammenhang auch Art und
Zeitpunkt der Produktkontamination von Bedeutung. Es muss zwischen einer intrinsischen
und einer extrinsischen Kontamination unterschieden werden. Im Falle der intrinsischen
Kontamination erfolgt der Eintrag der Kontaminanten im Produktionsprozess, also wenn die
Emulsionsstruktur noch nicht ausgebildet ist. Mikroorganismen kdnnen so leicht in die
Wasserphase der Emulsion gelangen. Bei der extrinsischen Kontamination handelt es sich
um einen Eintrag von Mikroorganismen in das fertiggestellte Produkt, also die vorliegende
intakte Emulsion, wodurch der Zugang zu Wasser weitgehend verhindert wird.
Literaturdaten zeigen, dass bei der intrinsischen Kontamination einer W/O-Emulsion
Mikroorganismen, die in die dispergierten Wassertropfchen gelangen, eine Gefahrdung flr
die Emulsion darstellen. Allerdings ist dies nur der Fall, wenn die Mikroorganismen in der
Lage sind, Bestandteile der Emulsion zu metabolisieren (z. B. durch Lipasen, Hydrolasen)
und es zu einem mikrobiellen Wachstum und damit einer Zerstérung der W/O-Emulsion
kommt. Auch die Abgabe extrazellularer Verderbnis-Faktoren (z.B. verschiedene Lipide)
tragen zur Emulsionszerstérung bei (3). Beschrieben werden solche Effekte beispielsweise
mit einigen Pseudomonas-Stammen. Die Gefahrdung hangt auch von der GroRRe der in der
Olphase dispergierten Wassertropfen ab (Trépfchengrdfe und Trépfchenverteilung): Je
kleiner die Wassertropfen sind, desto schwieriger ist es flr enthaltene Mikroorganismen zu
Uberleben (4).

Eine andere Situation stellt sich bei der extrinsischen Kontamination dar. Die Kontamination
erfolgt in der spateren Herstellungsphase, nachdem die Emulsion fertiggestellt ist, oder beim
Gebrauch des Fertigproduktes. Mikroorganismen, die in die lipophile, aul3ere Phase
gelangen, sind Ublicherweise nicht in der Lage, durch diese Phase zur dispergierten
Wasserphase hin zu durchzudringen und so sind nur wenige Tropfchen mit geringen
Mikroorganismenzahlen zu erwarten, die keine wesentliche Gefahrdung bedeuten (5). Dies
wird auch in einer Studie mit E. coli und C. albicans als Testkeime in einer halbfesten W/O-
Formulierungen bestatigt (6,7).

Diese Bewertung der Kontaminationsgefahrdung bei der Produktanwendung (extrinsische
Kontamination), ist gerade bei Fragen zum Konservierungsbelastungstest (s. a. Kapitel 2)
und zur Bewertung der mikrobiologischen Produktsicherheit (s. a. Kapitel 3) zu beachten.
Allerdings muss neben solcher grundsatzlichen Einschatzung von W/O-Emulsionen bei der
Bewertung der mikrobiologischen Produktsicherheit unbedingt die Situation des
Einzelprodukts berlcksichtigt werden. Dies ist erforderlich, da ein breiter Spielraum
hinsichtlich Formulierung und Herstellungsbedingungen (z.B. Art des Emulgators,
Stabilisatoren, pH-Abhangigkeit, Phasenvolumenverhaltnis, Tropfchengrélienverteilung) und
Produkttypen (z.B. Lotion, hochviskose Cremes) gegeben ist, wodurch Unterschiede sowohl
bei der Untersuchung als auch hinsichtlich der mikrobiologischen Stabilitat/Anfalligkeit
anzunehmen sind. Fur die verlassliche Aussage zur mikrobiologischen Stabilitat jedes
Produktes ist daher eine gleichbleibende Qualitdt von Formulierung und Herstellung zu
fordern (GMP-Anforderung!).

Selbst wenn bei Vorliegen einer entsprechenden Emulsionsqualitat eines W/O-Produktes
eine grundsatzliche mikrobiologische Stabilitat vorauszusetzen ist, ist die Auspragung
solcher Schutzeigenschaften an bestimmte Produkteigenschaften gebunden. Damit
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erscheint es angeraten, in Abhangigkeit der Produkteigenschaften zusatzlich eine
Konservierung durch antimikrobielle wirksame Zusatze zu verwenden. Daraus wiederum
ergibt sich das Erfordernis, die Wirkung in einem KBT zu Uberprifen.

2. Mikrobiologische Untersuchungen von W/O-Emulsionen

Mikrobiologische Untersuchungen von W/O-Emulsionen werden in zwei Versuchsansatzen
erforderlich. Zum einen sind in der Entwicklungsphase KBTs und zum anderen sind in
verschiedenen Prozess-Kontrollen Untersuchungen zur mikrobiologischen Reinheit der
Produkte erforderlich.

Fir den KBT werden nach der Standardmethoden gemaf DIN EN ISO 11930 (8,9) zunachst

Testmikroorganismen als wassrige Beimpfungssuspension in das Produkt eingebracht. Nach

vorgegebenen Testzeiten ist dann durch entsprechende Untersuchungen die Veranderung

der Ausgangskeimzahl zu bestimmen, um die Anforderungen der Keimzahlreduzierung zu

Uberprifen. Die Untersuchungen in diesem zweiten Schritt im KBT nach der Kontamination

des Prufmusters stellt eine Untersuchung zur mikrobiologischen Reinheit dar, wie sie auch in

den Prozess-Kontrollen durchzufiihren ist (s. 2.2).

Die fehlende Wassermischbarkeit (s.a. Kapitel 1) erfordert fiir die mikrobiologischen

Untersuchungen von W/O-Produkten besondere Beachtung der methodischen

Vorgehensweise, um verlassliche Ergebnisse zu erhalten. Folgende Anforderungen sind zu

beachten:

Konservierungsbelastungstest:

. Die Produktkontamination durch eine wassrige Testkeimsuspension muss zu

einer maglichst gleichmafigen Verteilung der Mikroorganismen fiihren, um eine
gute Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten und

. um eine weitreichende Wirksamkeit des Konservierungsmittels sicherzustellen.
Untersuchungen auf Mikroorganismengehalt:
. Um alle vorhandenen Mikroorganismen zu erreichen ist ein ,Aufbrechen” der
Emulsionsstruktur und eine ausreichende Durchmischung erforderlich, um damit
. eine moglichst gleichmaRige Verteilung fiir verlassliche Ergebnisse zu erhalten.
. Die Nachwirkung von Konservierungsstoffen muss durch ausreichende

Neutralisierung verhindert werden.

Ein wesentliches Problem, dass immer wieder bei der Untersuchung von W/O-Emulsionen
beobachtet wird, sind schwankende Versuchsergebnisse. Dies ist bei der
Ergebnisbewertung ausreichend zu berucksichtigen (s. a. 3.2).

21 Konservierungsbelastungstest

Bei wassermischbaren oder gar wasserldslichen Produkten ist der KBT in der
Standarddurchfiihrung nach der Norm DIN EN ISO 11930 problemlos durchfiihrbar, da der
Test flr solche Produkte konzipiert wurde. Im Falle von nicht wassermischbaren Produkten
ergeben sich bereits bei der im Test vorgesehenen Kontamination durch eine wassrige
Testkeim-Suspension (i.d.R. 1% des Mustervolumens) Probleme. Ohne mechanische
Bearbeitung wirde diese Keimsuspension lediglich auf dem zu testenden Produkt aufliegen.
In der Regel wird daher die Suspension durch Einriihren in das Produkt eingearbeitet. Auch
andere Einarbeitungsarten werden vorgefunden (z.B. Walzenstuhl, Homogenisator). Diese
Arbeitsschritte kdbnnen in Abhangigkeit von Emulsionsformulierung und Viskositat zu
unterschiedlichen Durchmischungserfolgen fuhren. Der Arbeitsschritt sollte moglichst
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standardisiert durchgefuhrt werden (z.B. hinsichtlich der Ruhrzeit), selbst wenn hier naturlich
Grenzen gesetzt sind. Es ist zu beachten, dass durch die Einarbeitung auch eine
Veranderung oder eine punktuelle Zerstérung der Emulsionsstruktur erreicht werden kann.
Beispielsweise kann dies zu einer Koaleszenz von Wassertropfchen fuhren.

Bei der Einarbeitung wird zwar eine gewisse gleichmaRige Verteilung des Inokulats erreicht,
die der Reproduzierbarkeit des Tests forderlich ist. Aber das Inokulat wird nicht homogen mit
der im Produkt vorhandenen Wasserphase vermischt werden kénnen, da diese in diskreten
Wassertropfchen vorliegt. Vielmehr werden weitere Wassertropfchen gebildet, die
mehrheitlich isoliert von der Wasserphase vorliegen und die Testmikroorganismen enthalten
(ABB.2A). Ein Eindringen der Testmikroorganismen in die intakten Wassertropfchen
(disperse Phase) durch die kontinuierlich Fettphase ist nicht in groRerem Umfang
anzunehmen (6,7).

Der Beimpfungsschritt im KBT stellt in der beschriebenen Form weitgehend eine ,kiinstliche*
Testsituation dar, die grundsatzlich von der Kontamination unter Praxisgegebenheiten
abweicht. Beim Gebrauch von W/O-Produkten ist bei Produktentnahme auf/mit der Hand ein
wesentlicher Wassereintrag in das in der Verpackung verbleibende Restprodukt nicht
vorhanden. Im Test dagegen werden erhebliche Wassermenge eingebracht und zusatzlich
wird durch die mechanische Einbringung in das Produkt die urspringliche Wasserverteilung
in der Emulsion (Tropfchen) mehr oder weniger beeintrachtigt und der ,Schutzcharakter” der
Emulsion (begrenzte Wasserverfligbarkeit) kann mindestens teilweise zerstort werden. Es
gibt daher durchaus Uberlegungen, die KBT-Durchfiihrung bei W/O-Emulsionen zu
verandern, um dadurch eine verbesserte Praxisangleichung zu erreichen (10,11) — allerdings
fehlt die systematische Umsetzung, um die Wirkungsweise solcher Mal3inahmen zu belegen.
Zum einen gibt es den Vorschlag, den praxisfremden Wassereintrag zu verringern und nur
noch ein Volumen von 0,1 % bei der Inokulation zu verwenden. Das andert allerdings an den
grundsatzlichen Gegebenheiten, wie sie oben beschrieben wurden, nichts. Um eine
mikrobielle Vermehrung oder einen statischen Effekt leichter zu erkennen, wird vom PCPC
vorgeschlagen, die Ausgangskeimzahl von 105 KBE/g auf 103-104 KBE/g zu reduzieren (2,
12). Da bei verringerten Ausgangskeimzahlen Ergebnisschwankungen noch eher beobachtet
werden und Reduktionseffekte, wie in der Norm vorgegeben, nicht mehr nachweisbar sind,
wird alternativ empfohlen, eine Verringerung der Reduktionsanforderung unter Beibehaltung
der urspringlicher Ausgangskeimzahl vorzunehmen. Darlber hinaus wurde auch Uberlegt,
ob nicht die Kontamination tUber einen Keimtrager (z.B. Glassand) eingebracht werden
koénnte, um die Wasserbelastung des Emulsionssystems zu vermeiden.

Hinsichtlich der Konservierungswirkung, die im KBT Uberpruft werden soll, sind aus dieser
Grundsituation gewisse Schllsse zu ziehen. Der Nachweis der antimikrobiellen Wirkung
durch den Emulsionscharakter ist nicht im KBT méglich, da zusatzliches Wasser zugefligt
wird und die Testmikroorganismen sich als extrinsische Kontamination auf3erhalb der
dispersen Wassertropfchen befinden. Soweit eine Konservierungswirkung durch
antimikrobiell wirksame Inhaltsstoffe (Konservierungsmittel nach Anhang V der Kosmetik-VO
(13), andere antimikrobielle wirksame Substanzen) erreicht werden soll, sind der
Stoffcharakter und die Diffusionsbedingungen zu beachten. Die Konservierungswirkung ist
nur im wassrigen Bereich zu erwarten, wo auch die Mikroorganismen vorzufinden sind. Da
die meisten Konservierungsmittel vorwiegend lipophil sind, reichern sich die Wirkstoffe
vermehrt in der kontinuierlichen Emulsionsphase an und sind nur in geringerer Konzentration
in der dispergierten Wasserphase anzutreffen. Die zugefihrten Testmikroorganismen liegen
nicht homogen verteilt in Wassertropfchen vor und werden daher nur ungleichmafig
wirksamen Konservierungsmittel-Konzentrationen ausgesetzt sein (1, 2, 12). Entscheidend
ist letztlich, in welcher Konzentration Konservierungsstoffe in den wassrigen Bereichen
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vorhanden sind, um Mikroorganismen abzutoten oder zumindest sie an einer Vermehrung
wirksam zu hindern. Hierflir wird auch die Herstellungsmethode von Bedeutung sein. Folglich
ist eine Ungleichverteilung von Wirksamkeitsbereichen in dem Produkt bei der KBT-Priifung
durchaus wahrscheinlich (ABB. 2A).

2.2 Keimzahlbestimmung von W/O-Emulsionen

Eine Produktuntersuchung zur Feststellung vorhandener Mikroorganismen stellt zum einen
den zweiten Abschnitt des KBT dar (Bestimmung der Zahl der Testmikroorganismen) (s.
2.1), zum anderen ist eine solche Untersuchung bei allen Kontrolluntersuchungen (Keimzahl
und Art vorhandener Mikroorganismen) erforderlich und spielt gerade bei der
Fertigproduktkontrolle im Rahmen der Freigabeuntersuchung eine wesentliche Rolle (s.a.
Kapitel 3.2).

Im KBT wird nach der kinstlichen Kontamination zu definierten Zeitpunkten die Keimzahl der
Mikroorganismen im Testprodukt bestimmt, um die Absterbekinetik zu ermitteln. Zu diesem
Zweck wird jeweils mindestens 1 g des beimpften Testmusters enthommen. Um alle
lebenden Mikroorganismen zu erfassen, wird die Produktprobe nicht nur mit dem
Verdinnungsmedium (wassrige Pufferldsung) vermischt, sondern es erfolgt zur
Verbesserung der Wassermischbarkeit die Zugabe eines Tensids (z.B. Tween 80,
Isopropylmyristat) (Verhaltnis: 1g Produkt, 1 g Tensid und 8 g Verdliinnungsmedium)
wodurch eine Phaseninversion bzw. eine Zerstérung/ein Aufbrechen der Emulsion (ABB. 2B)
erreicht wird. Dies ist eine gangige Methode zur Untersuchung von nicht wassermischbaren
Produkten (14,15). Vorsicht ist geboten, falls fur diesen Aufarbeitungsschritt eine Erwarmung
von Prifprodukt und Tensid vorgenommen wird. Die Erwarmung kann zu einer
Wirkungserhdhung vorhandener antimikrobieller Inhaltsstoffe flhren oder das Tensid in der
vorliegenden hohen Konzentration kann selbst eine antimikrobielle Wirkung zeigen. Daher
sollte die Erwarmung immer hinsichtlich der Temperatur und der Zeit (maximal 40°C,
maximal 15 Minuten) begrenzt sein. Entscheidend ist, dass mit diesem Schritt der
Aufarbeitung auch die Wirkung einer vorhandenen Konservierung gestoppt werden muss. Es
ist daher zu prifen, wieweit eine ausreichende Neutralisierung erreicht wird oder ob weitere
Neutralisierungszusatze zum Verdinnungsmedium oder dem verwendeten Nahrmedium,
das im nachsten Schritt flr die Auszahlung verwendet wird, erforderlich werden
(Methodenvalidierung (15)). Aufgrund der Zielsetzung dieser Untersuchung ist es irrelevant,
dass die Emulsion des Produktes bei der Aufarbeitung zerstort wird.

In der gleichen Weise wie hier fur den Konservierungsbelastungstest ist die Aufarbeitung fur
alle Kontrolluntersuchungen des Produktes vorzunehmen (Keimzahlbestimmung,
Identifizierung vorhandener Mikroorganismen). Auch bei diesen Untersuchungen ist immer
eine ausreichende Neutralisierung sicherzustellen, damit nicht falsch-negative Ergebnisse
resultieren.

3. Ganzheitliche Bewertung der mikrobiologischen Produktsicherheit

Die mikrobiologische Produktsicherheit kosmetischer Produkte muss durch verschiedene
Malnahmen abgesichert werden, die im Rahmen der Sicherheitsbewertung zu Uberprifen
sind. Eine verlassliche Durchfiihrung ist nur bei systematischer, ganzheitlicher
Vorgehensweise mdglich (15,16). Selbst wenn der Konservierungsbelastungstest nach DIN
EN ISO 11930 fur die mikrobiologische Produktsicherheit ein wesentliches Kriterium darstellt,
darf er nicht als ausschlieR3liches Bewertungskriterium verstanden werden. Gerade fir W/O-
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Produkte ist dieser Test nur bedingt aussagekraftig. So sind die Testaussagen auf die
spezifischen Produktgegebenheiten auszurichten und die Sicherheitsaussage ist durch die
Uberpriifung verschiedener weiterer Faktoren zu stiitzen. Der mikrobiologische Experte
muss aus den Prifergebnissen und Einflussfaktoren eine produktspezifische
Sicherheitsbewertung erstellen. Das vorliegende Kapitel fasst die hierfir im Falle von W/O-
Produkten relevanten Gesichtspunkte zusammen. Hierbei werden Bezlige zu den
Ausfuhrungen in den Kapiteln 1 und 2 vorgenommen, ohne dass hier nochmals die Details
beschrieben und die Literaturverweise benannt werden.

3.1 Erfahrungen zur mikrobiologischen Stabilitat von W/O-Emulsionen

Produkte auf W/O-Basis werden seit langem im kosmetischen Bereich verwendet, ohne dass
sich Hinweise auf ein erhdéhtes mikrobiologisches Gefahrdungsrisiko ergeben hatten.
Beispielsweise zeigen Safety Gate-Daten (ehemals Rapex) (17), dass es sich bei den 108
Ruckrufmeldungen von Kosmetika im Zusammenhang mit mikrobiologischen Befunden der
Jahre 2011 - 2020 wohl in maximal 9 Fallen (8%) um eine W/O-Emulsion gehandelt haben
konnte - genaue Angaben zur Produktform weisen die Meldedaten leider nicht auf. Diese
Zahl kann ohnehin nur als Hinweis dienen, da aufgrund fehlender Daten eine Bezugsgrolie
hinsichtlich des Anteils von W/O-Formulierungen unter den Kosmetikprodukten im Markt
nicht anzugeben ist. Auch in einer Zusammenstellung des BAV Instituts in Offenburg, die
Ergebnisse mikrobiologischer Untersuchungen nach DIN EN ISO 17516 (18) in den Jahren
2018/2019/2020 fir Kosmetikhersteller aufzeigt (ABB. 3), werden Proben von W/O-
Rezepturen mit einer Grenzwertuberschreitung nicht haufiger festgestellt als bei sonstigen
Rezepturen.

ABB. 3 enthalt daruber hinaus einen Vergleich von KBT-Ergebnissen bei W/O-Emulsionen
und anderen Rezepturarten. Angesichts der beschriebenen methodischen Schwierigkeiten
und Ergebnisschwankungen bei der KBT-Durchfiihrung mit W/O-Emulsionen ist es nicht
verwunderlich, dass bei dieser Produktgruppe Uberdurchschnittlich haufig Testergebnisse
gefunden werden, die die Anforderungen der DIN EN ISO 11930 nicht erfillen. Im Hinblick
auf die grundsatzlichen Erfahrungen, dass W/O-Produkte hinsichtlich der mikrobiologischen
Produktsicherheit keine erhéhten Auffalligkeiten gegentiber anderen Produktgruppen
aufweisen, ist hieraus der Schluss zu ziehen, dass in vielen Fallen die nicht erreichten
Testanforderungen nur durch die mangelnde Testeignung bedingt sind.

3.2 Fachgerechte Priifungsdurchfiihrung

Da die Testmethode des KBT (nach DIN EN ISO 11930) fiir die Untersuchung
wasserldslicher oder wassermischbarer kosmetischer Rezepturen bestimmt ist, ergeben sich
methodische Probleme bei der Anwendung flir nicht wassermischbare Rezepturen wie W/O-
Emulsionen. Erfahrungsgemal tauchen daher Ergebnisschwankungen resp. eine verringerte
Reproduzierbarkeit von Ergebnissen auf. Um derartige negative Effekte zu reduzieren, ist
eine fachgerechte Prufdurchfiihrung (s. Kap. 2) (Fertigkeit und Erfahrung der durchfiihrenden
Personen!) zu beachten.

Bei schwankenden Ergebnissen ist es sinnvoll, eine Absicherung durch einen erweiterten
Prifumfang vorzunehmen. Fur den KBT ist es ohnehin empfehlenswert, nicht nur eine
einzelne finale Testung zu verwenden, sondern wahrend des Entwicklungsprozesses
mehrere Prifungen mit der festgelegten Methode durchzufiihren und hieraus eine
aussagekraftige Endbewertung abzuleiten. Fir die Keimzahlbestimmung zu den
Testzeitpunkten kann nach gutem Mischen des Testproduktes die Entnahme mehrerer
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Proben und die Ermittlung eines Durchschnittswertes zu besser bewertbaren Ergebnissen
fihren. Es ist sicher zu stellen, dass in keinem Fall Trends zu einer Vermehrung der
Mikroorganismen vorhanden sind.

Bei Kontrollen zur Reinheitsprufung und bei Freigabeuntersuchungen sollte bei der Kenntnis
von Ergebnisschwankungen immer eine héhere Musterzahl eingesetzt werden, als dies
Ublicherweise der Fall ist. Fur die Freigabeuntersuchung ist darliber hinaus eine erhdhte
Anzahl von Produktgebinden ggf. verteilt Uber die Charge zu untersuchen.

3.3 Konservierungswirkung in W/O-Emulsionen

In Kosmetikprodukten auf W/O-Basis werden Ublicherweise zwei Konservierungssysteme
zusammen eingesetzt. Zum einen flhrt bereits der Rezepturcharakter der Emulsion durch
eine eingeschrankte Wasserverfligbarkeit zu einer mikrobiologischen Stabilitdt. Diese Art der
antimikrobiellen Wirkung kann allerdings nicht im KBT nachgewiesen werden, da bei dem
Test der Rezeptur zusatzliches Wasser zugeflihrt wird (Testkeimsuspension) und die
Testmikroorganismen als extrinsische Kontamination in nicht-dispersen Wassertropfen
vorliegen. Eine vergleichbare Ausgangssituation findet sich in anderen Fallen einer
rezepturbedingten mikrobiologischen Stabilitat (z.B. wasserfreie Formulierungen,
Formulierungen mit niedrigen aw-Werten), wo ebenfalls der KBT nicht anwendbar ist (s. ,low
risk products® entspr. DIN EN ISO 29621) (19).

Da der Umfang der Wasserverfligbarkeit flir mikrobielle Kontaminanten von den chemisch-
physikalischen Gegebenheiten der Einzelformulierung abhangig ist (s.u.), werden zum
anderen in W/O-Emulsionen antimikrobiell wirksamer Substanzen (Konservierungsmittel
nach Anhang V der Kosmetik-VO (13) oder andere antimikrobiell wirksame Inhaltsstoffe)
zugesetzt. Haufig kann eine Wirkungsférderung durch kombinierte andere Inhaltsstoffe
beobachtet werden (booster-Effekt). Eine derartige Konservierungswirkung kann allerdings
nur im wassrigen Bereich des Produktes auf dort vorhandene Mikroorganismen
angenommen werden. Abgesehen vom Wirkspektrum der eingesetzten Wirkstoffe ist
entscheidend, dass in den wassrigen Bereichen des Produktes ausreichende
Konzentrationen (ggf. auch unterstiitzender Inhaltstoffe) vorhanden sind. Die meist lipophilen
Konservierungsmittel reichern sich vermehrt in der kontinuierlichen Emulsionsphase an und
sind nur in geringerer Konzentration in der dispergierte Wasserphase (Verteilungseffekt,
Bioverfugbarkeit) und nicht ausreichend dispergierten Wasserbereichen (z.B. durch
Koaleszenz, aber nicht homogen verteilt, so dass sich ungleichmaflige Wirkbereiche im
Produkt ergeben) vorhanden. Die Verteilungsbedingungen sind beeinflussbar durch
geeignete Phasenzuordnung der Wirkstoffe oder durch Verwendung von Lésungsvermittlern
in der Formulierung.

Wenn auch die zusatzliche Konservierung als Absicherung unter bestimmten Bedingungen
(z.B. intrinsische Kontaminanten in der dispersen Wasserphase, in wassrigen Bereichen der
Rezeptur) wichtig ist, ergibt sich die Frage, ob die KBT-Anforderungen aus der DIN EN ISO
11930 in allen Fallen gerechtfertigt sind. Gerade bei stabilen Emulsionen (Wassertropfchen
mit geringem Durchmesser, geringe Tendenz zu Tropfchenkoaleszenz, hohe Viskositat)
erscheint es ausreichend, verringerte KBT-Anforderungen zu verwenden, da durch die
kleinen Wassertropfchen die Zahl mdglicher Kontaminanten und deren Gefahrdungspotential
als gering zu bewerten ist. Die antimikrobielle Wirksamkeit der Emulsionsstruktur fuhrt hier
bereits zu einer hohen mikrobiologische Produktstabilitat. Mit abnehmender
Emulsionsstabilitat (zunehmende wassrige Bereiche) allerdings erhoéht sich die Bedeutung
der Konservierungszusatze und entsprechend sind verscharfte KBT-Anforderungen
einzusetzen. Gerade bei KBT-Anforderungen (Testbedingungen und Bewertungskriterien),
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die produktspezifisch festgelegt werden und u.U. eine Abweichung von der Norm darstellen,
ist die grundsatzliche Forderung nach Bestatigung der KBT-Ergebnisse durch Beobachtung
der Praxissituation (Marktbeobachtung/Reklamationsverfolgung, Betriebskontrollen) (15) hier
ausdricklich zu unterstreichen. Auch zusatzliche Gebrauchstests kénnen hilfreiche Hinweise
zur Produktsicherheit geben (20).

3.4 Absicherung spezifischer Produkteigenschaften

Der Produktcharakter hat einen wesentlichen Einfluss auf die Testdurchfihrung/
Reproduzierbarkeit beim KBT und bei Kontrolluntersuchungen und damit auf eine valide
Sicherheitsbewertung. Jedes Einzelprodukt aus der Gruppe der W/O-Emulsionen kann durch
Rezepturgestaltung und Herstellungsweise unterschiedliche chemisch-physikalische
Emulsionsparameter aufweisen (z.B. Phasenvolumenverteilung, Trépfchengrolle,
Viskositatseinstellung), die fir die Priferfordernisse und einen moéglichen
Kontaminationsablauf — sowohl extrinsische als auch intrinsische Kontamination - von
Bedeutung sind. Daher erfordert die mikrobiologische Produktsicherheit eine ausreichende
Festlegung und Uberprifung der Produkteigenschaften (16). Eine verlassliche
Rezepturverwendung, gleichbleibende Herstellungsbedingungen und qualitatssichernde
Kontrollen werden auch durch die Kosmetik-GMP (DIN EN I1SO 22716) (21) gefordert. Bei
der Sicherheitsbewertung sollten daher auch produktspezifisch folgende zusatzliche Aspekte
beachtet werden:

. Festlegung geeigneter mikrobiologischer Reinheitsanforderungen
(Gesamtkeimzahl, Ausschluss spezifischer Mikroorganismen).
. Sicherstellung einer gleichbleibend stabilen W/O-Emulsion (chemisch-

physikalische Parameter durch geeignete Rezeptur, Herstellung und relevante
Prifparameter) (— Abhéangigkeit der mikrobiologischen Sicherheit von

Produktparametern).

. Ausreichende Hygienemalinahmen im Rahmen der Herstellungsablaufe (22) (—
Zielsetzung: Vermeidung einer intrinsischen Kontamination).

. Ausreichende mikrobiologische Kontrollen und Reinheitsuntersuchungen im

Rahmen der Produktion und zu Freigabezwecken (— Beachtung der
Untersuchungsmethode und ausreichender Zahl von Prufmustern).
. Anweisungs-/Warnhinweise fur den Gebrauch, soweit sinnvoll und erforderlich.

Stand: Juli 2021
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Wasser-in-Ol-Emulsion (W/O) Ol-in-Wasser-Emulsion (O/W)

ol ° ¢ )
o O ¢ o © ® [ ] ol
o ° o
o °
° o o o
°
o © o o , —— auBerePhase
Wasser <8 o = ° ° Wasser
® ° °
[ [ ]

® o .\
l innere Phase l
nicht mit Wasser mischbar mit Wasser mischbar

ABB. 1. Schematische Darstellung unterschiedlicher Emulsionstypen. Bei einer W/O ist das

Wasser in der Emulsion von Ol umgeben, daher ist die Wasserverfligbarkeit fir
Mikroorganismen in W/O-Emulsionen beschrankt.
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Wasser-in-Ol-Emulsion (W/0) Ol-in-Wasser-Emulsion (O/W)

A) Beimpfung des Produktes mit Mikroorganismen
(Konservierungsbelastungstest)

Beimpfung des Produktes mit

<«—— Mikroorganismen —_—
\ (wassriges Milieu).
. /f
& Lv
&
Mikroorganismen verteilen sich nicht Mikroorganismen verteilen sich optimal in
optimal in W/O Produkten, da Ol die O/W Produkten, da Wasser die aulRere
auRere Phase der Emulsion ist. Phase der Emulsion ist.
[ ] [

Die Mikroorganismen sind nicht
® &—
(] geo ¢ ~ homogen verteilt.

(]

«® e . . o
[ o 0 9 Mikroorganismen in wassrigem
° [ ® Milieu kénnen sich homogen in
o © der auBeren, wassrigen Phase

o
. .
O o ©* L o verteilen.
e
®

° °
° ° .\ Die Konservierung in
Emulsionen wirkt in der
Wasserphase.

Je nach Konservierungsmittel,
kénnte dieser durch/aus der Ol-
Phase diffundieren und auf die
eingeimpften Mikroorganismen
wirken (Konzentration in der
Wasserphase abhangig von Art
und Diffusion des Wirkstoffes).

Direkte Interaktion zwischen
Mikroorganismen und
Konservierungsmitteln in der
Wasserphase.

ABB. 2A. Schematische Darstellung der methodischen Einschréankungen bei der
Durchfihrung eines KBT an nicht wassermischbaren kosmetischen Produkten (W/O-
Emulsion) bei der Inokulation der wassrigen Mikroorganismen-Suspension in das Produkt
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Wasser-in-Ol-Emulsion (W/O) Ol-in-Wasser-Emulsion (O/W)

B) Wiederfindung der Mikroorganismen
(Konservierungsbelastungstest und Reinheitsuntersuchung)

Um W/O-Emulsion mit wassriger Phase

mischen zu kénnen, ist zuerst Vorab?Beha_ndIung der .
Folgendes erforderlich: Em”'s'°'? mit Tween 80 nlgh t
- Produkt : Tween 80 (1:1) er?forderllch, dg O/W-Emulsion
- Evtl. leichtes Erhitzen des Tween 80 Mt WasSermischbar:
und Produktes (maximal 40 °C /10
Min). *
Neutralisationspuffer (z. B. Lecithin, Tween
80 und Histidin) wird dem Produkt (bzw.
Produkt + Tween 80) beigemischt, um
wachstums-hemmende Substanzen zu
neutralisieren.
* vorder Neutralisierung kann bei Erwarmung eine Neutralisation und Auflésung der
Wechselwirkung zwischen Konservierungs- Emulsion erfolgen gleichzeitig mit
mittel und Tween 80 auftreten. ausreichender Durchmischung.

ABB. 2B. Schematische Darstellung der methodischen Einschrankungen bei der
Durchfuhrung eines KBT an nicht wassermischbaren kosmetischen Produkten (W/O-
Emulsion) bei der Riickgewinnung der Test-Mikroorganismen durch Produktaufarbeitung (Teil

B: auch methodische Vorgehensweise bei Reinheitsuntersuchungen)
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KBT nicht W/O Mikrobiologie nicht W/O

1051;

5% 4249;2%
]

6428;3%

s A =B m=mwederAnochB m <RW = >RW;<GW = >GW

KBT W/O Mikrobiologie W/O

287;2%-,125;1%

mA =B mwederAnochB E<RW E>RW;<GW m>GW

ABB. 3 Vergleich von Untersuchungsergebnissen: W/O-Emulsionen im
Konservierungsbelastungstest (DIN EN ISO 11930) und in

Reinheitsuntersuchungen (DIN EN ISO 17516) (Untersuchungszahlen aus dem BAV
Institut, 2018/2019/2020):

Konservierungsbelastungstest: Erfiillung der Anforderungen nach Kriterium A / nach
Kriterium B und Nicht-Erfiillung der Kriterien A und B.

Reinheitsuntersuchungen: Richtwerte werden erfiillt (< RW), Richtwerte werden
nicht erfillt (> RW; < GW), Grenzwerte werden nicht erfillt (> GW). (Grenzwert (GW):
Angaben der Norm; RW = 10 % des GW)
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