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Streszczenie

Streszczenie

Zalozenia badawcze pracy dotyczyly oceny mozliwosSci zastosowania technik eksploracji
danych w formulowaniu mikroemulsyjnych postaci leku. Obejmowaly trzy glowne etapy:
eksploracje danych i utworzenie systemu wspomagania decyzji, napisanie kodu aplikacji

komputerowej oraz walidacje systemu w praktyce.

Badania zrealizowano z wykorzystaniem metod obliczeniowych i laboratoryjnych. W
ramach czesci obliczeniowej utworzono baze danych zawierajaca liczbowa reprezentacje skladu
ilosciowego i jakosciowego mikroemulsji, przeprowadzono modelowanie heurystyczne,
opracowano system wspomagania decyzji, a takze napisano kod programu ME_DSS do jego
obstugi. Natomiast w oparciu o analize witasciwosci fizykochemicznych i badania stabilno$ci
sporzadzonych mikroemulsji, w ramach czes$ci laboratoryjnej, oceniono efektywnos$¢ predykcji
ME_DSS. W zalozeniach uwzgledniono opracowanie sktadu mikroemulsji do podania na skore

zawierajacej ibuprofen jako modelowa substancje lecznicza trudno rozpuszczalng w wodzie.

Na podstawie piSmiennictwa utworzono zbior danych zawierajacy liczbowa reprezentacje
skladu ilosciowego i jakosciowego mikroemulsji, ktory zawierat okoto 305 000 rekordow. Kazdy z
nich zawieral informacje dotyczace procentowej zawartosci skladnikow mikroemulsji oraz ich
parametry fizykochemiczne w tym liczbe HLB, gesto$¢ fazy olejowej, site jonowa fazy wodnej,
oraz ponad 400 deskryptoréw molekularnych. Na podstawie analizy wrazliwosciowej zredukowano
ilos¢ zmiennych niezaleznych do siedemnastu. Tak przetworzona baza danych stanowila podstawe
do uzycia technik eksploracji danych, tj. sztucznych sieci neuronowych oraz algorytmow
klasyfikacyjnych. Biorac pod uwage rodzaje technik eksploracji danych oraz zastosowana
metodyke 1acznie wytrenowano okoto 60 tysiecy modeli, z ktérych wyselekcjonowano optymalne
do przewidywania obszaru wystepowania mikroemulsji. Do systemu wspomagania decyzji
wlaczono 5 modeli sztucznych sieci neuronowych oraz model RandomForest. Napisano kod
zrédlowy aplikacji komputerowej ME_DSS, ktory umieszczono na serwerze sourceforege.net, jest

ona dostepna na warunkach licencji Wolnego Oprogramowania.

Zastosowanie ME_DSS pozwolilo na predykcje obszaréw wystepowania ponad 1000
ukladow fazowych. Na podstawie wielowartosciowego rankingu wybrano 20 uktadow fazowych i

w oparciu o poréwnanie predykcji ME_DSS z obszarem wystepowania mikroemulsji wyznaczonym



Streszczenie

eksperymentalnie dokonano oceny efektywnosci programu. Do dalszych badan wybrano 20
formulacji mikroemulsji i oceniono ich wilasciwosci fizykochemicznych oraz stabilnos¢. Podobna

ocene dokonano dla dwdéch formulacji z modelowa substancjg lecznicza.
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Summary

Aim of the dissertation was to evaluate the application of data mining techniques in the
process of microemulsion formulation. Three main stages of the work were established: data mining
and the development of the decision support system, writing a code of the computer application and

validation of the system in practice.

Both computational and technological methods were used to carry out the research. As a part
of computational procedure following objectives have been done: the database was created which
contained a numeric representation of qualitative and quantitative composition of the
microemulsion, the heuristics modeling was conducted, the decision support system was developed,
as well as the ME_DSS program code was written. To assess the ME_DSS prediction efficiency
analysis of physicochemical properties and stability studies were made as a part of technological
process. The microemulsion formulation composition was for dermal administration of ibuprofen as

a model sparingly soluble in water drug active pharmaceutical ingredient.

Based on the literature survey a database was created, which contained about 305 000
records, a numeric representation of the qualitative and quantitative composition of the
microemulsion formulations. Each data record contained information about the percentage of the
components of microemulsions and their physical and chemical parameters e.g. the HLB value,
density of the oil phase, ionic strength of the aqueous phase, and more than 400 molecular
descriptors. Based on the results of sensitivity analysis number of independent variables was
reduced to seventeen. The database was further utilized during data mining process in which
techniques as artificial neural networks and classification algorithms were used. Jointly about
60 000 models were trained and tested in order to select the optimal ones to predict the occurrence
of microemulsion. The decision support system was combining the results of five artificial neural
networks and the RandomForest model. Computer application integrating the support system and its

source code was uploaded on the sourceforge.net server under the Open Source license.

ME_DSS application was used to predict microemulsion occurrence in over 1000 phase
triangles. Based on multivariate ranking 20 phase triangles were chosen to assess in laboratory the

efficiency of the ME_DSS. Twenty formulations were chosen to assess their physicochemical

11
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properties and stability. Similar assays were conducted for two microemulsions with drug

substance.

12



Wykaz skrétéw i symboli

Wykaz skrotow i symboli

Skrét/symbol

ADABoost
ADTree

ao

AUC
AUROC

AUROCG;,
AUROC ks

BP

C

G

CMC

CPP

CRC
CRISP-DM
DecisionStump

DOC

DSS
EF
EG
F

FF-SEM
FF-TEM
fsr

FT-PGSE NMR

Ftree
GO
Gl
H
HLB
1Bk

Wyjasnienie skrétu/symbolu

klasyfikator ze wzmacnianiem

algorytm zmiennego drzewa klasyfikacyjnego
powierzchnia hydrofilowego fragmentu tenzydu

pole powierzchni pod krzywa zmian stezenia leku w czasie

pole powierzchni pod wykresem funkcji charakterystyki zaleznosci odbiorca-
nadawca

warto$¢ AUROC, powyzej ktorej wlgczano modele do analizy wrazliwoSciowej
maksymalna wartos¢ AUROC otrzymana w procesie uczenia

wsteczna propagacja, algorytm uczenia sieci neuronowej

liczba niezaleznych skladnikéw

molowe stezenie sktadnika i w mieszaninie [mol/L]

transmisyjna (TEM) i skaningowa (SEM) mikroskopia elektronowa
wspotczynnik upakowania

model sze$ciennych komérek, model Jouffroy-Levinson-De Gennes

metodyka prowadzenia eksploracji danych

algorytm indukcji drzew decyzyjnych

model sferycznych kropli potaczonych strukturami cylindrycznymi, model Talmon-
Prager

systemu wspomagania decyzji
skuteczno$¢ systemu
btad catkowity

liczba stopni swobody, liczba niezaleznych wynikéw obserwacji pomniejszona o
liczbe zwigzkdw, ktére tacza te wyniki ze sobg

skaningowa mikroskopia elektronowa z zamrazaniem i tamaniem prébki
transmisyjna mikroskopia elektronowa z zamrazaniem i tamaniem probki
logarytmiczna funkcja aktywacji wg Bilskiego

technika impulsowej spektroskopii jadrowego rezonansu magnetycznego z
transformacja Fouriera

wariant algorytmu indukcji drzew klasyfikacyjnych
ilos¢ decyzji prawdziwie negatywnych

ilo$¢ poprawnie sklasyfikowanych mikroemulsji
stala (indeks) przypisany grupom hydrofilowym
réwnowaga hydrofilowo-lipofilowa

pamieciowy klasyfikator mimimalno-odleglosciowy
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J48
J48graft
JVM
Kstar

KT

ks

L
LADTree

LTM
MAE
ME
MLP
NBTree
NF

nH

nL
npred
npred0
npredl
0]

p

PCS
PIT

R

r
randomForest

REPTree

RMSE
RotationForest
RSM

SANS

SAXS

SEM
SimpleCart
SMEDDS
SVM

T

Wykaz skrétéw i symboli

drzewo decyzyjne C4.5

wariant drzewa decyzyjnego C4.5

wirtualna maszyna Java

wariant metody k-najblizszych sasiadéw

kotenzyd

stata Boltzmana (ks = —AS,, gdzie AS,, — entropia mieszania)
stata (indeks) przypisany grupom hydrofobowym

wariant drzewa klasyfikacyjnego wykorzystujacy technike szacowania rozktadow
btedu estymacji za pomoca wielokrotnego losowania

dhugos¢ hydrofobowego tanicucha tenzydu

drzewo hybrydowe z funkcja regresji logistycznej

$redni blad uczenia

mikroemulsja

sie¢ neuronowa typu wielowarstwowego perceptoronu
hybrydowe drzewo decyzyjne z klasyfikatorem bayesowskim
sie¢ neuronowo-rozmyta

ilos¢ grup hydrofilowych w czasteczce tenzydu

ilos¢ grup hydrofobowych w czasteczce tenzydu

ilos¢ przewidzianych '1'i '0' facznie

ilos¢ przewidzianych '0'

ilos¢ przewidzianych '1'

faza olejowa

liczba faz

fotonowa spektroskopia korelacyjna

temperatura przemiany fazowej

stata gazowa [J/(mol-K)]

promien kropli [m]

metoda implementujaca algorytm laséw losowych Breimana

wariant drzewa klasyfikacyjnego wykorzystujacy w rozgatezieniach wartosSci
Srednie dla klasy

pierwiastek btedu sredniokwadratowego

hybrydowa metoda implementujgca wiele algorytm laséw losowych Breimana
metoda powierzchni odpowiedzi

technika elastycznego rozpraszania neutronéw pod niskimi katami

technika elastycznego rozpraszania promieni rentgenowskich pod niskimi katami
skaningowa mikroskopia elektronowa

algorytm CART implementujacy funkcje minimalizacji kosztu

systemy samomikroemulgujace

metoda wektoréw nosnych

temperatura [K]
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T/KT
TEM

\%
VotedPerceptron
w
xGood0
xGood1
Y

I

AA

AS

Hi

substancje pomocnicze
AOT
AUDMAA
C12E5

C12E8
C14TAB
CTAB

DDAB

DDAO

DTAB

EDOT

HEMA

IPM

LSS

MMA

NP5

NP9

PEG

PEO R MA 40

Wykaz skrétéw i symboli

tenzyd

mieszanina tenzydu z kotenzydem

transmisyjna mikroskopia elektronowa

Efektywna objetos$¢ czesci hydrofobowej tenzydu
klasyfikator glosujacego perceptronu

faza wodna

prawidtlowo przewidziany brak obecnos$ci ('0") mikroemulsji
prawidlowo przewidziana obecnos¢ ('1') mikroemulsji
napiecie powierzchniowe [N/m]

nadmiar powierzchni [mol/m?] sktadnika i w mieszaninie
zmiana powierzchni kropel podczas emulgowania [m?]
zmiana entropii uktadu, entropia mieszania [J/(mol-K)]

potencjat chemiczny sktadnika i w mieszaninie [J/mol]

bis(2-etylofenylo) sulfobursztynian sodu
akrylooksyundecylodimetyloamnio octan
eter monododecylo-pentaetylenoglikolowy
eter monododecylo-oktaetylenoglikolowy
bromek tetradecylotrimetyloamoniowy
bromek cetylotrimetyloamoniowy

bromek didodecylodimetyloamoniowy
N-tlenek N,N-dimetylo-dodecyloaminy
bromek dodecylotrimetyloamoniow
3,4-etylenodioksytiofen

metakrylan 2-hydroksyetylowy
mirystynian izopropylu

laurylosiarczan sodu

metakrylan metylu

eter izooktylofenylo polioksyetylenowy(5)
eter izooktylofenylo polioksyetylenowy(9)
glikol polioksyetylenowy

metakrylan gamma-metoksy polietylenowy(40) kwasu alfa-undecylowego

S1570, S1170, S170, S770, monoestry sacharozy

S970, P1570, M1695, L1695
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I. Wstep

1. Charakterystyka ukladéow mikroemulsyjnych jako nosnika substancji
leczniczych

Rozw06j nauk medycznych oraz dziedzin pokrewnych, w tym rozw6j badan nad lekiem
stwarza mozliwo$¢ zapewnienia pacjentom skutecznej i bezpiecznej terapii. Dobor leku dla pacjenta
pod wzgledem formy, drogi podania z uwzglednieniem sposobu dawkowania, zmieniajacego sie
stanu chorobowego, predyspozycji osobniczych, przy jednoczesnym przyjmowaniu innych lekéw
przez pacjenta i oddziatywaniu czynnikéw srodowiska stanowi podstawe terapii spersonalizowanej.
Efekt terapeutyczny jest bowiem wypadkowa wielu czynnikéw i procesow, ktore oddziatuja na
substancje czynng w preparacie po jego aplikacji. Zréznicowanie w zakresie form leku, jego cech
fizycznych oraz witasciwosci fizykochemicznych substancji leczniczych daje szanse dokonania

wyboru najlepszego leku dla chorego.

Od wilasciwosci postaci leku dostosowanej do drogi podania zalezy m. in. szybkos$c¢
dystrybucji substancji czynnej do tkanek i narzadéw. Z tego m. in. wzgledu nadanie substancji
leczniczej formy, ktéra zapewni zamierzony efekt terapeutyczny, przy zachowaniu bezpieczenstwa

stosowania jest zasadniczym celem projektowania postaci leku.

Odnotowuje sie ogromny postep w zakresie technologii farmaceutycznej. Bogata jest oferta
postaci leku o zr6znicowanej strukturze dla kazdej z dr6g podania. Opracowywana posta¢ leku musi
by¢ precyzyjnie zdefiniowana pod katem skladu recepturowego, fizycznej struktury oraz
stabilnoSci, w oparciu o analize oddzialywan wszystkich czynnikéw, w tym procesu

technologicznego na jakos$¢ postaci leku.

Nieprzerwanie trwaja badania dotyczace nowych rozwigzan lub modyfikacji wczesniej
opracowanych w zakresie poprawy dostepnosci farmaceutycznej i biologicznej substancji
leczniczych. Ten kierunek badan jest pozadany z uwagi na zwiekszajaca sie iloS¢ substancji
leczniczych, charakteryzowanych jako trudno lub praktycznie nierozpuszczalne w wodzie. Ocenia
sie, ze 70% w grupie nowo syntetyzowanych substancji nalezy do II lub IV grupy
biofarmaceutycznego systemu klasyfikacji (ang. Biopharmaceutics Classification System, BCS)

[108]. Wlasciwosci te w zasadniczy sposob rzutuja na szybkos$¢ uwalniania i wchtaniania. Poprawe
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tych parametrow mozna uzyska¢ w wyniku tworzenia odpowiedniej struktury postaci leku poprzez
dobér wiasciwych dla miejsca aplikacji substancji leczniczych i procesu technologicznego.

Przykladem tego typu rozwiazan jest jest tworzenie mikroemulsji i ukladow samoemulgujacych.

Wedhig definicji Danielssona i Lindmana, mikroemulsje to izotropowe, termodynamicznie
trwatle, przezroczyste lub lekko opalizujace ciecze, w ktorych jeden lub wiecej tenzydéw shuzy do
przeprowadzenia znacznych iloSci hydrofilowej i lipofilowej fazy w uklad makroskopowo

jednofazowy [43].

Uklady samoemulgujace (ang. Self-Emulsifying Drug Delivery System, SEDDS) sa
izotropowymi mieszaninami oleju i tenzydu (surfaktantu), czasem z dodatkiem hydrofilowego
rozpuszczalnika (kosolwentu). W Srodowisku wodnym pod wplywem mieszania mogq tworzy¢

mikroemulsje okreslane jako SMEDDS (ang. Self-Microemulsifying Drug Delivery System).

Liczne zalety mikroemulsji wynikajace z ich fizycznych wlasciwosci, zwlaszcza
przezroczystosc¢ i stabilno$¢ kwalifikujq je w grupie postaci leku, ktére poprzez oddzialywanie ich
formy maja wpltyw na poprawe dostepnosci farmaceutycznej i biologicznej substancji leczniczej.
Uklady fizyczne o stopniu rozproszenia fazy wewnetrznej ponizej 140 nm znajdujq zastosowanie
jako nosniki substancji leczniczych, zwlaszcza trudno rozpuszczalnych w wodzie (II i IV klasa
BCS). W przypadku substancji leczniczych rozpuszczalnych w wodzie, stabo przepuszczalnych
przez blony komorkowe (III klasa BCS) proponowane sa modyfikowane SEDDS jako podwojne
samoemulgujqce uklady lipidowe SDEDDS (ang. Self-Double-Emulsifying Drug Delivery System),
czyli mieszaniny emulsji w/o i hydrofilowego tenzydu, ktére po wprowadzeniu do Srodowiska

wodnego tworza uklady w/o/w.

Od ponad 30 lat uklady mikroemulsyjne sq przedmiotem badan w licznych osrodkach
naukowych, a zainteresowanie tq formg leku zwieksza sie systematycznie od potowy lat 80-tych.
Fakt ten obrazuje liczba publikowanych artykuléw w poszczeg6lnych latach dotyczacych
mikroemulsyjnych postaci leku. Wg danych z portalu Web of Science® w okresie od 1985 do 2015

roku liczba ww. publikacji zwiekszyla sie ponad dwudziestokrotnie (ryc. 1a).

Pierwsze opracowania dotyczyly aplikacji leku na skére w formie mikroemulsji o/w w celu
uzyskania dzialania miejscowego przeciwbolowego (lidokaina) i przeciwzapalnego (indometacyna,
diklofenak) [31, 61, 118]. Przedmiotem dalszych zainteresowan byly transdermalne uklady
mikroemulsyjne typu o/w zawierajace blokery kanaléw wapniowych (felodypina) lub uktady typu

w/0 zawierajace beta-blokery (propranolol) [119, 211]. Od potowy lat 90-tych réwnolegle badania
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dotyczyly doustnych formulacji mikroemulsyjnych, czego efektem jest wprowadzenie do
lecznictwa  preparatu  peptydowego  Sandimmun®  Neoral w  postaci  systemu

samomikroemulgujacego [181].

Coraz wiecej publikowanych danych dotyczy mozliwosci stosowania tej postaci leku w

przypadku podania pozajelitowego, do oka i na blony $luzowe (ryc. 1b).

300 80 = doustnie
= NA SkOre
250 70 do oka
60 == nNa btony $luzowe
= = m— D0z ajelitowo
g 20 g 50
= =
S 150 S 40
a Q
g S 30
¥ 100 ]
4 3 20
50
10
1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 1990 1995 2000 2005 2010 2015
Rok Rok
a b

Rycina 1. Liczba publikacji z zakresu mikroemulsji. a) z dziedziny nauk o leku; b) wedlig ich drogi podania.
Utworzono na podstawie danych z portalu Web of Science®.

Poprawa dostepnosci biologicznej substancji leczniczych, niezaleznie od drogi ich podania ,
moze by¢ uzyskana poprzez zmiane wilasciwosci fizykochemicznych substancji leczniczej w celu
uzyskania poprawy rozpuszczalnosci lub zmiany wiasciwosci blon komoérkowych. Struktura
ukladow mikroemulsyjnych sprzyja zamknieciu wiekszej ilosci substancji leczniczej. Uzyskanie
formulacji odpowiedniej jakoSci wymaga wiasciwego doboru sktadnikow pod wzgledem

jakoSciowym i iloSciowym, zapewniajacym trwato$¢ takiego uktadu.

1.1. Skiad uktadéw mikroemulsyjnych.

Mikroemulsje oprocz fazy wodnej i olejowej zawieraja mieszanine tenzydu (surfaktantu) i

kotenzydu/kosolwentu. Powstaja bez duzego nakladu energii mechanicznej, co stanowi zalete z
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punktu widzenia technologicznego. Sa to wiec uklady powstajace spontanicznie, o znacznie
rozbudowanej powierzchni wewnetrznej, gdyz Srednica czastek nie przekracza 140 nm. Dzieki
takim wiasciwosciom rozproszenie $wiatta jest niewielkie, co daje efekt przezroczystosci lub
lekkiej opalescencji. Stabilno$¢ struktury mikroemulsji moze by¢ zaburzona poprzez wprowadzenie
dodatkowych substancji, zar6wno substancji leczniczych, jak i substancji pomocniczych np.

korygujacych wartos¢ pH.

Zasadniczym problemem jest jednak dobor skladnikéw gwarantujacych bezpieczenstwo
stosowania ukladéw mikroemulsyjnych. Zwraca sie uwage na rodzaj i wlasciwosci oleju, tenzydow,
stezenie tenzydu i iloSciowy stosunek olej/woda/tenzyd/kotenzyd (tab. 1). W mikroemulsyjnych
formulacjach faza olejowa jest znaczacym skladnikiem, gdyz moze by¢ rozpuszczalnikiem dla
wielu substancji leczniczych. W tym celu stosowane sg oleje roslinne np. olej rycynowy, sojowy,
stonecznikowy, dlugotancuchowe i Sredniotancuchowe triglicerydy kwasow tluszczowych (LCT,

C18/C18:1/Cis; MCT, Cg/Cy0), wolne kwasy thuszczowe, a takze ich estry etylowe i metylowe.

Tabela 1. Przyklady substancji stosowanych do sporzadzania mikroemulsji [46, 107, 111, 113, 120, 121, 124, 125, 139,
163, 172].

tenzydy

. kotenzydy/
faza olejowa
amfoteryczne niejonowe jonowe kosolwenty

olej rycynowy lecytyna, polisorbat 20, sodu dokuzynian, makrogolo-6-
0czyszczony, N,N-dimetylolaurylo-  polisorbat 80, sodu glicerydu oleinian,
olej stonecznikowy lizyna, makrogolo- laurylosiarczan, poliglicerolu-3
oczyszczony, glicerydow bromek oleinian,
izopropylu oleiniany, dodecylotrimetylo-  triacetyna,
mirystynian, makrogolo- amoniowy, etanol,
izopropylu glicerolu bromek butanol,
palmitynian, hydroksy- heksadecylotri- alkohol
triglicerydy stearynian, metyloamoniowy, izopropylowy,
nasyconych makrogolo- sacharoza,
kwasow glicerolu sorbitol.

tluszczowych o
Sredniej dtugosci
tancucha

rycynooleinian,
poloksamery,
sorbitanu
stearynian,
oleinian,
laurynian,
palmitynian
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Sposrod wymienionych olejow, Sredniotancuchowe triglicerydy charakteryzuja sie lepszymi
wlasciwoSciami rozpuszczania substancji czynnej, lepszq stabilnoscia m. in. wynikajaca z
odpornosci na dzialanie czynnikow utleniajgcych oraz latwiejszq penetracja do filmu
miedzyfazowego [141, 142]. Zwtlaszcza frakcjonowane $redniotancuchowe triglicerydy
otrzymywane z oleju kokosowego sa uznane przez FDA (ang. Food and Drug Administration,
Agencja Zywnosci i Lekéw) jako bezpieczne w stosowaniu [183]. Ich uzycie umozliwia tworzenie
mikroemulsji w temperaturze pokojowej o zréznicowanym skladzie recepturowym. Z kolei mono-,

di- i triglicerydy wplywaja na zwiekszenie wchlaniania substancji poprzez nablonek jelitowy.

Do sporzadzania mikroemulsji stosowane sa przede wszystkim tenzydy amfoteryczne i
niejonowe o zroznicowanej budowie strukturalnej czasteczek. Tenzydy te charakteryzuja sie
roznymi wartosciami liczby HLB, w zakresie od 1 do 45 (dla niejonowych tenzydéw od 1 do 20), a
takze odmiennym momentem dipolowym, wspétczynnikiem upakowania (ang. Critical Packing

Parameter, CPP) i temperaturg topnienia [95, 111, 125].

Liczba HLB (ang. Hydrophilic-Lipohilic Balance), wprowadzona przez Griffina [74, 75],
okresla zalezno$¢ pomiedzy czescia hydrofilowa i hydrofobowa czasteczki tenzydu. Pod koniec lat
50-tych Davies zaproponowat metode obliczania HLB oparta na klasyfikacji grup chemicznych w
czasteczce, ktora uwzglednia rodzaj elementow strukturalnych wchodzacych w skiad tenzydu

(réwnanie 1) [45]:

HLB=[(nHXH)—(nLXL)]+7 (1),
gdzie:
H, L — state (indeksy) przypisane odpowiednio grupom hydrofilowym (H) i hydrofobowym

(L),

nH, nL - ilo$¢ grup hydrofilowych (nH) i hydrofobowych (nL) w czasteczce tenzydu.

Zgodnie z rownaniem (1) wartos¢ HLB zalezy od iloSci grup hydrofilowych i
hydrofobowych (nH, nL) w czasteczce tenzydu oraz od sity oddziatywania poszczeg6lnych grup
atomo6w (H, L). Tenzydy rozpuszczalne w wodzie, o liczbie HLB > 10 stosuje sie do sporzadzania

mikroemulsji typu o/w (ryc. 2a), natomiast rozpuszczalne w oleju, o liczbie HLB ponizej 10 sa
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sktadnikami mikroemulsji w/o (ryc. 2e). Stosujac tenzydy, lub mieszanine tenzydéw o wypadkowej

wartosci HLB »~ 10 mozna otrzymac uklady o strukturze dwuciagtej (ryc. 2c).

Koncepcje wspétczynnika upakowania (CPP) wprowadzong przez Israelachvili i wsp. [95],
stosuje sie w obliczeniach majacych na celu przewidywanie typu, ksztalttu i rozmiaru agregatow

tenzydow w wodzie (rownanie 2):

v
CPP=—— 2),
al )

gdzie:
V — efektywna objetosc¢ czesci hydrofobowej tenzydu,
a, — powierzchnia hydrofilowego fragmentu tenzydu,

l. — dhugosc tancucha weglowodorowego tenzydu.

Wartos$¢ CPP jest wprost proporcjonalna do efektywnej objetosci hydrofobowego fragmentu
tenzydu (V) i odwrotnie proporcjonalna do powierzchni hydrofilowej (a,) oraz dlugosci tancucha

weglowodorowego tenzydu (1) [95].

Wspélczynnik upakowania (CPP) odzwierciedla w jaki sposéb rozne rodzaje sit na granicy
faz, jak np. elektrostatyczne czy van der Waalsa oddziatujq na cze$¢ hydrofilowa i hydrofobowa
czasteczki tenzydu. Wspétczynnik CPP okres$la preferowang geometrie czasteczki surfaktantu, ktérg
moze ona tworzy¢ w wodzie. Wplyw zmiany CPP tenzydéw na struktury powstajace w sSrodowisku
wodnym przedstawiono na rycinie 2. Tenzydy, ktoérych struktura molekularna przypomina ksztatt
stozka adsorbuja sie na powierzchni kontaktu fazowego o duzej krzywiznie (ryc. 2a i 2e). Z kolei
tenzydy, ktorych przestrzenna struktura czasteczek jest zblizona do Scietego stozka (ryc. 2b i 2d) lub

cylindra (ryc. 2c) tworza wydtuzone micele lub struktury lamelarne [94].
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mniejsze V, wieksze | i a, wieksze V, mniejsze | i a,

A ',' a

20
.

10

13 1/2 1 2 3 CPP

Rycina 2. Zalezno$¢ liczby HLB od wspoétczynnika upakowania, zmodyfikowane wg [94].

(CPP - wspotczynnik upakowania; V - efektywna objetos¢ czesci hydrofobowej tenzydu; a, - powierzchnia hydrofilowa;
l. - dlugos$¢ tancucha hydrofobowego).

Zmiany w skladzie mikroemulsji moga powodowaC rowniez zmiany wartosci CPP
tenzydow. Zastosowanie substancji o matej masie czasteczkowej np. maslan etylu, kaprylan etylu
jako fazy olejowej skutkowaC moze przemieszczaniem sie czasteczek fazy olejowej pomiedzy
hydrofobowymi tancuchami weglowodorowymi tenzydu. Spowoduje to zwiekszenie efektywnej
objetosci czesci hydrofobowej (V) tenzydu, a w konsekwencji wzrost wartos$ci CPP. Nie stwierdza
sie takiego wplywu na warto$¢ wspolczynnika CPP w przypadku uzycia jako fazy olejowej
substancji o wiekszej masie czasteczkowej np. oleinianu etylu, Miglyolu®812N. Sila jonowa fazy
wodnej, poprzez wptyw na hydrofilowa cze$¢ tenzydu (a,), moze modyfikowa¢ wartos¢ CPP
tenzydow jonowych. Wzrost sity jonowej fazy wodnej powoduje zmniejszenie efektywnej
powierzchni hydrofilowego fragmentu tenzydu (a,), tym samym wzrost warto$ci CPP. Oprécz
oddzialywan jonowych zmiany rozpuszczalnoSci czesci hydrofilowej w fazie wodnej moga
modyfikowa¢ warto$¢ CPP tenzydu, co stwierdzono po dodaniu glicerolu i sorbitolu do fazy wodnej
[215]. Z tego wzgledu substancje hydrofilowe dodaje sie do fazy wodnej jako kosolwenty w celu
ulatwienia formowania mikroemulsji. Rowniez temperatura wptywa na zmiane warto$ci CPP.

Udowodniono to na przykladzie tenzydow niejonowych (Brij®). Na skutek wzrostu temperatury
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moze dojs¢ do dehydratacji grup polioksyetylenowych, co rzutuje na zmiane wartosci CPP, a w

konsekwencji nawet na rozdzielenie faz.

Lecytyna jako skladnik naturalny, bedacy mieszaning fosfolipidow o wlasciwosciach
amfoterycznych, ze wzgledu na zgodnos$¢ biologiczng i nietoksyczno$é, stosowana jest w
formulacjach do podania doustnego lub pozajelitowego [121]. Tenzydy niejonowe takie jak
poloksamer, estry polioksysorbitanu i kwaséw thiszczowych (polisorbat 20 i polisorbat 80) lub
polioksyetylenu i kwaséw thuszczowych (makrogologlicerolu rycynooleinian) charakteryzuja sie
niewielka toksycznoscig, zgodnoscia z wieloma substancjami leczniczymi, a pH ma niewielki
wplyw na ich wilasciwosci. Odgrywaja role w zwiekszeniu rozpuszczalnos$ci substancji leczniczych,
a przez to w uzyskaniu mikroemulsyjnej postaci leku o skutecznym ich stezeniu. Tenzydy jonowe
ze wzgledu na dzialanie draznigce, sa rzadziej stosowane, zazwyczaj jako tenzydy pomocnicze w
celu zwiekszenia obszaru wystepowania mikroemulsji. Tenzydy o pojedynczym tancuchu
hydrofobowym, np. sodu laurylosiarczan lub tworzace wigzania dipol-dipol, np. makrogolu eter
laurylowy, Brij®30, usztywniaja film miedzyfazowy i zmieniajq jego krzywizne [164]. Obecnie
wzrasta zainteresowanie fluorowanymi surfaktantami do stabilizacji ukladow mikroemulsyjnych
charakteryzujacymi sie silniejszym dzialaniem powierzchniowo czynnym oraz stabszym dziataniem

hemolitycznym [134].

Obecnos¢ kotenzydéw sprzyja obnizeniu napiecia powierzchniowego do wartosci bliskich
zeru, co zapewnia stabilno$¢ ukladu, zwiekszenie elastycznosci filmu miedzyfazowego [29, 30, 89,
113, 163]. Jako substancje o matej masie czasteczkowej wbudowuja sie pomiedzy czasteczki
tenzydu filmu miedzyfazowego. Zazwyczaj stosowane s3: alkohole S$redniotanicuchowe,
krotkotancuchowe aminy i kwasy alkanowe takie jak: dekanol, triacetyna lub poliglicerolo-3
oleinian. Jako kosolwenty znajduja takze zastosowanie czasteczki o matej masie czasteczkowej oraz
wysokiej polarnosci np.: etanol, butanol, glikol propylenowy (tab. 1) [107, 124, 139, 163].
Przypisuje sie im zdolnos¢ rozluzniania polaczen miedzy czasteczkami tenzydu oraz rozpuszczania

wiekszych ilosci substancji leczniczej w fazie lipofilowej.
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Skifad ilosciowy mikroemulsji okresla sie w oparciu o dane eksperymentalne. Pomocne w
tym wzgledzie jest tworzenie diagramu fazowego tj. tréjkata Gibbsa w formie tréjkata
rownobocznego, ktorego wierzchotki odpowiadaja poszczegolnym skiladnikom. Podstawowe
sktadniki stosowane do sporzadzania mikroemulsji, zaleznie od ich wzajemnego stosunku, moga w
rézny sposob wzajemnie oddziatywac tworzac rézne uklady. Nie wszystkie kombinacje sktadnikow
na calej powierzchni diagramu fazowego prowadza do uzyskania mikroemulsji. W niektorych
przypadkach obszar trojkata fazowego odpowiadajqcy tworzeniu mikroemulsji moze by¢ znacznie
ograniczony. Oprocz mikroemulsji moga powstawac¢ emulsje, micele lub odwrocone micele.
Zaleznie od struktury chemicznej tenzydu, temperatury, po osiagnieciu krytycznego stezenia
micelarnego zaré6wno w $rodowisku wodnym jak i olejowym moga tworzy¢ sie micele. Odwrdcone
micele o odwrotnej orientacji grup hydrofilowych i lipofilowych powstaja w rozpuszczalnikach
olejowych i wéwczas wewnetrzna faza ma charakter hydrofilowy. Obydwie formy micelarne moga
mie¢ wplyw na skuteczno$¢ dzialania substancji leczniczej poprzez zwiekszenie ich
rozpuszczalnosci lub przedtuzenie uwalniania np. hydrofilowych substancji czynnych. Na rycinie 3
przedstawiono schematycznie diagram fazowy 2z zaznaczeniem regionéw tworzenia sie

poszczegolnych ukladow.

olej

tenzyd

G woda

olej

dwuciagta ME

odwrécona micela

woda

micela ME w/o

woda olej

emulsja

Rycina 3. Schemat diagramu fazowego Gibbsa uktadu olej/tenzyd/woda, zmodyfikowane na podstawie [125].
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W przypadku gdy rozpatruje sie tworzenie ukladow mikroemulsyjnych z czterema lub
wieksza iloScig skladnikéw stosuje sie pseudo-trojsktadnikowy diagram fazowy, ktérego jeden z
wierzchotkéw tréjkata rownobocznego opisany jest ukladem dwuskladnikowym: olej/woda,
woda/tenzyd/kotenzyd, olej/tenzyd/kotenzyd. Na podstawie reguty faz J. W. Gibbsa okresla sie
obszar izotropowy mikroemulsji. Regula faz pozwala na identyfikacje liczby zmiennych, tj. stopni
swobody w zaleznosci od sktadu ukladu przy zachowanej stalej temperaturze i ci$nieniu. Zaleznos¢

ta opisywana jest nastepujacym rownaniem:
F=C—P+2 (3),
gdzie:

F - liczba stopni swobody, mozliwych niezaleznych zmian bez jakoSciowej zmiany uktadu,

przyjmuje wartosci liczb naturalnych 0, 1, 2, 3 itd.
C - liczba niezaleznych sktadnikow,
P - liczba faz.

Przyklad wyznaczonego eksperymentalnie obszaru mikroemulsji na diagramie fazowym

przedstawiono na rycinie 4.

Miglyol® 812N

Brij® 96/
Capmul® MCM 90 80 70 60 50 10 30 20 10 Woda

Rycina 4. Diagram fazowy Gibbsa. Obszar mikroemulsji (kolor niebieski) wyznaczony doswiadczalnie. Wspétrzedne
punktu okreslajg sktad mikroemulsji: Brij® 96/Capmul® MCM (1+1) 32%, Miglyol® 812N 48% i woda 20%.
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Konstruowanie diagraméw fazowych jest czasochlonne, zwlaszcza gdy celem jest doktadne
wyznaczenie obszaru wystepowania mikroemulsji. Jest to spowodowane czasem potrzebnym do
uzyskania stanu rownowagi ukladu, ktory znacznie sie zwieksza w miare zblizania sie do granicy
wyznaczanego obszaru. Ogrzewanie i stosowanie ultradzwiekow, zwlaszcza w przypadku tenzydow
niejonowych, moga ten proces przyspieszyC. Proces wyznaczania obszaru wystepowania
mikroemulsji zazwyczaj polega na przygotowaniu serii mieszanin dwuskladnikowych i
miareczkowanie ich trzecim skladnikiem, a nastepnie oceny wizualnej mieszaniny po kazdej
dodanej porcji trzeciego skladnika. Nalezy zwroci¢ szczeg6lna uwage na precyzyjna kontrole
temperatury oraz unika¢ obserwacji ukladu w stanie metastabilnym. Jednakze ten ostatni wymaég
moze by¢ trudny do spelienia z uwagi na dlugi czas ustalania sie stanu réwnowagi

termodynamicznej ukladu i stosunkowo duza trwatos¢ stanow metastabilnych [125].

1.2. Struktura uktadow mikroemulsyjnych.

Uktad mikroemulsjyny charakteryzuje sie okre$long mikrostrukturg. Na granicy faz olejowej
i wodnej zlokalizowane sa czasteczki tenzydu. Czasteczka zwiazkdw powierzchniowo czynnych
zawiera polarng grupe hydrofilowa oraz apolarny region, ktéry zwykle posiada wieksza objetos¢
molekularng, szczegdlnie w przypadku tenzydow jonowych. Po rozproszeniu w wodzie tenzydy
tworza samoorganizujace sie struktury w roznych stanach réwnowagowych, ktérych charakter
bezposrednio wynika z wzajemnego oddzialywania sit miedzyczasteczkowych i entropii uktadu.
Tenzydy takze asocjuja w niewodnych rozpuszczalnikach. Zmiana kierunku ulozenia tenzydu jest
spowodowana zmniejszeniem energii swobodnej ukladu podczas rozpuszczania. Gdy tenzydy
wprowadza sie do dwéch cieklych faz nie mieszajacych sie ze soba, ich czasteczki ustawiajg sie w
sposéb zorientowany na powierzchni miedzyfazowej, co pod wzgledem termodynamicznym jest
bardzo korzystne. W wyniku tego procesu moze powsta¢ wiele faz o strukturze mikro- lub

makroskopowej, ktorej przykladem jest optycznie izotropowa mikroemulsja (ryc. 5).

Zgodnie z modelem kroplowym faza rozproszona otoczona jest filmem utworzonym z
tenzydu i kotenzydu. Od napiecia miedzyfazowego zalezy stabilno$¢ mikroemulsji. Oprocz
uktadéw typu w/o lub o/w, mikroemulsje moga charakteryzowac sie strukturg dwuciagla, okreslang

jako sie¢ kanalikow wody w matrycy olejowej (ryc. 5 a — c).
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Rycina 5. Struktury mikroemulsji. a) mikroemulsja typu w/o; b) mikroemulsja typu o/w; c) mikroemulsja o strukturze
dwuciaglej. Zmodyfikowane na podstawie [120].

Na rycinie 5 schematycznie przedstawiono trzy typy mikroemulsji, ktére moga powsta¢ w
zalezno$ci od skladu ilosciowego. Kazda ze struktur jest inna, ale wspolna ich cechg jest
wystepowanie filmu tenzydu na granicy fazy wodnej i olejowej. Rycina 5 przedstawia
mikroemulsje o/w i w/o jako kuliste struktury (ryc. 5 a,b) — w rzeczywistosci moga one byc¢
asymetryczne, czesto przyjmujac ksztaltt wydtuzonej elipsoidy. Mikroemulsje typu o/w powstajg w
uktadach, w ktérych zawartos¢ fazy olejowej jest mata. Z kolei, gdy udziat objetoSciowy wody jest
niewielki, wtedy powstaje mikroemulsja typu w/o. W przypadku podobnych ilosci fazy olejowej i
wodnej moggq tworzy¢ sie struktury dwucigglte, w ktérych zaréwno faza wodna jak i olejowa

przenikaja sie wzajemnie stabilizowane filmem miedzyfazowym zawierajacym tenzyd.

Winsor wprowadzit klasyfikacje uktadow mikroemulsyjnych wyrdzniajac cztery ich rodzaje
[218]. Mikroemulsje zakwalifikowane do typu IV, okreslit jako izotropowe uklady, w ktérych ,nie
wystepuje wolna faza olejowa ani wodna, i wraz z tenzydem sq wzajemnie solubilizowane”. Sq po

dzien dzisiejszy rozpatrywane jako nosniki substancji leczniczej.

1.3. Stabilnos¢ uktadéw mikroemulsyjnych.

O stabilnosci uktadéw mikroemulsyjnych decyduje szereg czynnikow m. in.:
* ilo$¢ i rodzaj zastosowanego oleju, tenzydu i kotenzydu,

* wilasciwosci substancji leczniczej oraz jej ilos¢,
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* sila jonowa fazy wodnej,

e temperatura przechowywania [121, 124, 126, 164].

Proces tworzenia mikroemulsji przebiega spontanicznie, gdy entalpia swobodna (AG)
ukladu ma warto$¢ ujemng. Zalezno$¢ zmiany entalpii swobodnej ukladu od napiecia

powierzchniowego (y) oraz zmiany entropii uktadu (AS) opisuje nastepujace réwnanie:

AG=yAA-T AS (4),
gdzie:
AG - zmiana entalpii uktadu [J/(mol-K)],
y — napiecie powierzchniowe,
AA — zmiana powierzchni kropel podczas emulgowania,
T — temperatura [K],

AS — zmiana entropii uktadu, entropia mieszania [J/(mol-K)].

Poprzez dobér odpowiednich skladnikow fazy olejowej oraz mieszaniny tenzydu i
kotenzydu mozna obnizy¢ napiecie powierzchniowe do wartoSci, przy ktérych proces tworzenia
mikroemulsji przebiega spontanicznie. W wiekszoSci przypadkéw warto$¢ AS jest znacznie
mniejsza od energii wynikajacej ze zmiany napiecia powierzchniowego oraz powierzchni kropel.
Jezeli zawarto$¢ fazy olejowej w mikroemulsji wynosi 10%, $rednica kropli 100 nm i napiecie na
granicy faz olej/woda 10 mN/m, to energia powierzchniowa takiego uktadu wynosi ok. 0.3 kJ/m?,
a iloczyn TAS ok. 3-107 kJ/m®. Woéwczas iloczyn temperatury i entropii mieszania moze by¢

pominiety. W takim przypadku mozna zastosowac uproszczong forme réwnania (5):

AG=yAA (5)
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Z powyzszego rownania wynika, Ze spontaniczny przebieg procesu jest warunkowany
ujemna entalpia swobodna (AG). Podczas tworzenia mikroemulsji sumaryczna powierzchnia kropli
ukladu wzrasta, wiec skladnik AA w réwnaniu (5) jest zawsze dodatni. Dlatego, aby entalpia
swobodna byla ujemna, to drugi ze skladnikow rownania, napiecie powierzchniowe, musiatby by¢
ujemny [125]. Jednakze Leitao [126] oraz Kumar i Mittal [121] wykazali, Ze stabilne mikroemulsje
mozna uzyskac przy niskich, ale nie ujemnych, wartosciach napiecia powierzchniowego w graniach
od 10* mN/m do 10° mN/m [121, 126]. Woéwczas w rownaniu (4) iloczyn napiecia
powierzchniowego i zmiany powierzchni jest mniejszy od iloczynu temperatury i zmiany entropii
ukladu (yAA < TAS), a entalpia swobodna ujemna. Maksymalng warto$¢ napiecia
powierzchniowego (y) dla kropel mikroemulsji o srednicy r mozna obliczy¢ w oparciu o réwnanie 6

[46]:

- 2
4ntr

(6),

gdzie:

ks - stata Boltzmana [J/K],
T — temperatura [K],

r — promien kropli [m],

y - napiecie powierzchniowe [N/m].

Zastosowanie pojedynczego tenzydu jest czesto niewystarczajace do utworzenia stabilnej
mikroemulsji i uzyskania bardzo niskiego napiecia powierzchniowego. Dlatego zwykle stosuje sie
dodatek kotenzydu. Réwnanie Gibbsa dla ukladéw wielosktadnikowych charakteryzuje zaleznos¢
napiecia powierzchniowego od skladu filmu miedzyfazowego i potencjalu chemicznego (1)

sktadnikow mieszaniny:

dy=- (I};-dp)~=> (I:R-T-d In(C)) )

i i

gdzie:
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dy - zmiana napiecia powierzchniowego [N/m] po wprowadzeniu sktadnika i,
I'; - nadmiar powierzchni [mol/m?] sktadnika i w mieszaninie,

Ui — potencjat chemiczny skladnika i w mieszaninie [J/mol],

C: - molowe stezenie sktadnika i w mieszaninie [mol/L],

R - stala gazowa [J/(mol-K)],

T — temperatura [K]

Przy zatozeniu, ze film miedzyfazowy tworzy tenzyd o stezeniu C. i kotenzyd o stezeniu
Cko, a w fazie wodnej i fazie olejowej nie stwierdza sie ich obecno$ci, wéwczas nadmiar

powierzchni (I'woda = Tolej) jest rowny 0, to rownanie (7) mozna wyrazi€ w postaci:
0 Cw Cku
yo/w=yo/w_J‘0 Fte.R'T'ln(Cte)_J\O Fko'R'T'ln(Cko) (8)

Z rownania 8 wynika, ze napiecie powierzchniowe moze by¢ obnizone poprzez zwiekszenie
nadmiaru powierzchni I, i I'v,. Wbudowanie tenzydu i kotenzydu w film miedzyfazowy powinno

nastepowac jednoczes$nie, przy zatozeniu braku interakcji pomiedzy nimi.

O stabilnoSci mikroemulsji decyduje rowniez temperatura przechowywania. Przy
wzrastajacych wartos$ciach temperatury ukladu wigzania wodorowe grup hydrofilowych tenzydu
zostaja ostabione, przez co slabsze jest oddzialywanie czasteczek tenzydu z woda. W tych
warunkach wzrasta hydrofobowos$¢ niejonowych tenzydéw, zmniejsza sie ich stezenie w fazie
wodnej, natomiast zwieksza sie w fazie olejowej, co wptywa na krzywizne filmu miedzyfazowego
kropelek mikroemulsji. Shinoda i wsp. [196] wprowadzili pojecie temperatury przemiany fazowej
(ang. Phase Inversion Temperature, PIT) i powiazali ja z liczba HLB. JezZeli temperatura uktadu jest
nizsza od temperatury przemiany fazowej, wowczas krzywizna filmu miedzyfazowego jest
dodatnia, i tworzy sie mikroemulsja typu o/w. Jezeli temperatura uktadu wzrasta powyzej wartosci
PIT, mikroemulsja typu o/w przeksztalca sie w mikroemulsje typu w/o, gdyz zmienia sie krzywizna

filmu miedzyfazowego z dodatniej na ujemna. Jezeli temperatura uktadu jest zblizona do
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temperatury przemiany fazowej, wtedy dochodzi do spontanicznych zmian krzywizny filmu i

tworzy sie mikroemulsja typu dwuciggltego.

Przy opracowywaniu postaci leku nalezy wzig¢ pod uwage podatnos¢ struktury
mikroemulsyjnej na zmiany jej sktadu. Dotyczy to zar6wno wprowadzania do ukladu substancji
leczniczych, jak i pomocniczych. W zaleznosci od drogi podania, korekta moze by¢ wymagana ze
wzgledu na pH preparatu, cisnienie osmotyczne lub jego smak. Z tego wzgledu konieczna jest
kontrola utrzymywania odpowiedniej struktury mikroemulsyjnej oraz eliminacja interakcji
dodawanych skladnikow ze skladnikami mikroemulsji. Uzycie buforow lub substancji
izotonizujacych wplywa na wartos¢ sily jonowej fazy wodnej. Wraz ze zwiekszeniem stezenia
jonow w fazie wodnej zmniejsza sie powierzchnia ukladu izotropowego. Efekt ten jest widoczny
zwlaszcza w mikroemulsjach zawierajacych tenzydy jonowe, np. sodu laurylosiarczan. Zmniejsza
sie stopien dysocjacji tenzydu, a takze warto$¢ potencjatu zeta kropelek fazy rozproszonej [20].
Efekt zmniejszenia powierzchni regionu jednofazowego jest w mniejszym stopniu zaznaczony w
mikroemulsjach zawierajacych tenzydy niejonowe [114, 121]. Ponadto zwiekszenie stezenia jonow
sprzyja przesunieciu krzywizny filmu miedzyfazowego w kierunku wartosci ujemnych, a wiec
powstawaniu uktadéw typu w/o. Feuredi-Milhofer [62, 221] badajac mikroemulsje typu w/o o
skladzie woda, izooktan i dioktylu sulfobursztynian sodu, wykazat Zze wprowadzony do uktadu

aspartam wbudowuje sie w film miedzyfazowy i pelni funkcje kotenzydu.

1.4. Mikroemulsyjne postacie leku, metody oceny ich jakosci.

Mikroemulsje sa przedmiotem wielokierunkowych badan pod katem aplikacyjnego
zastosowania, przede wszystkim jako postaci leku do podania doustnego, na skore, do oka oraz
pozajelitowo (tab. 3). Ich zalety i wady przedstawiono w tabeli 2. Zainteresowanie ta forma leku
wynika z faktu, ze ok. 50% substancji leczniczych nalezy do grupy trudno lub praktycznie
nierozpuszczalnych. Ostatnie dane wskazuja, ze ponad 70% substancji nowo zsyntetyzowanych,
okreslanych mianem ,kandydat na lek” charakteryzuje sie trudng rozpuszczalnoscia w wodzie

[108].

Nie zawsze latwa jest do przewidzenia reakcja in vivo po podaniu leku w formie
mikroemulsji, zar6wno jako bezwodnej jak i zawierajacej faze hydrofilowa. Przyczyn ograniczenia

wchlaniania substancji leczniczej moze by¢ wiele. Zwraca sie uwage przede wszystkim na te o
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charakterze biofarmaceutycznym. W przypadku aplikacji doustnej analizuje sie m.in. wplyw

czynnikow fizjologicznych:
* sposob dystrybucji substancji leczniczej w obu fazach,

* wplyw surfaktantu na stabilno$¢ uktadu in vivo oraz mozliwo$¢ oddzialywania jako

promotora wchlaniania,

» wielkos¢ stopnia rozproszenia w Srodowisku fizjologicznym,
* wplyw formy leku na perystaltyke przewodu pokarmowego,

* miejsce wchlaniania substancji leczniczej oraz jej szlak metaboliczny.

Tabela 2. Zalety i wady mikroemulsji.

zalety wady
tatwy proces technologiczny bez koniecznosci stabilno$¢ zalezna od czynnikow zewnetrznych np.
stosowania duzych naktadow energii i temperatura, pH, dodatkowe skfadniki

specjalistycznej aparatury,

przy duzych stezeniach tenzyddw / kotenzydow
przezroczysto$¢, mate rozmiary fazy rozproszonej negatywne oddziatywanie na btone komérkowa.
(<140 nm),

wiasciwosci solubilizujgce,
duza powierzchnia kontaktu,
mniejsza lepkosé w poréwnaniu z emulsjami,

stabilno$¢ termodynamiczna,

W zakresie formulowania doustnych mikroemulsyjnych postaci leku wykazano lepsza
dostepno$¢ biologiczng substancji leczniczych dzieki poprawie ich rozpuszczalnosci, ochronie
przed enzymatyczng hydroliza oraz zwiekszenie szybkoSci wchlaniania mikroemuls;ji.
Oddzialywanie tenzydow na wiasciwosci blon komodrkowych ulatwia przenikanie substancji
leczniczej. Tak wiec uklady mikroemulsyjne zapewniaja lepsze wchianianie substancji leczniczej
nie tylko ze wzgledu na wilasciwosci solubilizujgce, ale réwniez promujace wchianianie. Poza
czynnikami technologiczno-fizykochemicznymi istotng role odgrywaja czynniki anatomiczno-

fizjologiczne, zwlaszcza perystaltyka przewodu pokarmowego, jego unaczynienie oraz pH
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srodowiska wchianiania. Ponadto struktura bton biologicznych i ich wlasciwosci decyduja o

przepuszczalnosci czasteczek substancji leczniczej, tym samym jej biodostepnosci.

Tabela 3. Przyklady substancji leczniczych opracowanych w formie mikroemulsji dla r6znych drég podania leku.

droga podania

substancje lecznicze

postaé leku

piSmiennictwo

na skoére

do oka

doustnie

pozajelitowo

na blony Sluzowe

metotreksat, diklofenak, kwas
pseudolarowy B, kurkumina, kwas
flufenamowy, dl-praeruptorina A,
resweratrol, naproksen,
gryzeofulwina, karnozyna, ditranol,
worykonazol, terbinafina,
sylimaryna, takrolimus, anty-TNF,
pentoksyfilina

deksametazon, pilokarpiny
chlorowodorek, witamina A,
ewerolimus, cyklosporyna,
prednizolon, diklofenak sodowy,
amfoterycyna B, tymololu
maleinian, ofloksacyna,
worykonazol, tropikamid,
ryboflawiny fosforan,
gatyfloksacyna

mirycetyna, glimepiryd, pueraryna,
trokserutyna, kurkumina,
donepezil, kapsaicyna,
brewiskapina, sylimaryna,
raloksyfenu chlorowodorek,
doksorubicyny chlorwoodorek,
symwastatyna, fenofibrat

dihydrojasminian metylu,
cyklosporyna, etopozyd,
lorazepam, itrakonazol, docetaksel,
amfoterycyna B

syldenafil, kwetiapina, fenytoina,
rywastygmina, sakwinawir

zele ME, ME typu o/w i w/o

ME typu w/o i o/w, zel ME
powstajacy in-situ, zele z ME,
SMEDSS

ME typu o/w, SMEDDS, ME
typu o/w, matryce HPMC z
ME, liofilizowana ME

ME typu o/w

aerozol z ME do stosowania
w jamie ustnej, aerozol z ME
do nosa

[5, 10, 16, 32, 57,
72,73, 86, 90, 91,
101, 115, 165, 168,
178, 213, 230]

[17, 33, 55, 56, 80,
85, 102, 105, 110,

122, 129, 132, 138,
212]

[19, 60, 76, 78
106, 127, 128, 135,
136, 173, 184, 217,
220, 232]

[42, 44, 98, 103,
180, 222, 225]

[3, 92, 191, 192,
195]

HPMC, hydroksypropylometyloceluloza; ME, mikroemulsje; SMEDDS, systemy samomikroemulgujace;

Dodatek do uktadu mikroemulsyjnego tenzyddéw, takich jak np. Brij® 96, Cremophor® EL,

Cremophor® RH40 i polisorbat 80, moze zmniejsza¢ biodostepno$¢ substancji leczniczych z

formulacji zawierajacych lipidy, jezeli zalezy ona od szybkosci hydrolizy thuszczéw [164]. Jezeli
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substancja lecznicza jest silnie lipofilowa, to po przeniknieciu do enterocytu moze byc¢
transportowana wraz z lipoproteinami, w tym gtdwnie chylomikronami, do uktadu limfatycznego, a
stamtad przewodem piersiowym przedostaje sie do krazenia ogolnego. Ta droga wchlaniania
substancji leczniczej zwana transportem limfatycznym pozwala na ominiecie watrobowego efektu
pierwszego przejscia. Ten mechanizm wchlaniania tlumaczy dlaczego maloczasteczkowe,
lipofilowe substancje lecznicze, tj. piroksykam lub klopidogrel wprowadzone do ukladéw
mikroemulsyjnych typu o/w ze wzgledu na dobra rozpuszczalnos¢ w triglicerydach posiadaja
wieksza dostepnos¢ biologiczng po podaniu doustnym [11, 169]. Triglicerydy o zr6znicowanej
dhugosci tancuchéw sa najczeSciej stosowane jako promotory transportu limfatycznego [28, 97].
Wykazano w badaniach in vitro na szczurach, ze dhugotaricuchowe triglicerydy sa znacznie bardziej
efektywne w promowaniu transportu przez uktad limfatyczny, niz uklady zwierajace $rednio- lub

krotkotancuchowe triglicerydy [28].

Zwigkszenie wchianiania uzyskano takze w przypadku peptydow, tj. wazopresyny, insuliny,
tripeptydu RGD w ukladach mikroemulsjnych typu w/o [88, 182, 188]. Faza olejowa pehi role
ochronng przed oddzialywaniem enzymow proteolitycznych w przewodzie pokarmowym. Ponadto
niektdre tenzydy tj. polisorbat 80 (Tween® 80) lub makrogologlicerolu rycynooleinian (Cremophor®
EL) hamujq aktywnos$¢ P-glikoproteiny odpowiedzialnej za usuwanie substancji leczniczej z

enterocytow z powrotem do $wiatla jelita cienkiego [93].

Za szczegOlne osiggniecie nalezy uzna¢ wprowadzenie do lecznictwa preparatu
Sandimmun® Neoral z cyklosporyna [181]. Uklady te w $rodowisku wodnym ptynéw
fizjologicznych pod wplywem perystaltyki przewodu pokarmowego tworza mikroemulsje.
Uzyskano w ten sposob lepsza dostepnos¢ biologiczng substancji leczniczej niz w przypadku
klasycznej formy leku Sandimmun® Wykazano okolo dwukrotne zwiekszenie stezenia
maksymalnego cyklosporyny we krwi (Crmax), skrocenie czasu jego wystepowania, zwiekszenie pola
powierzchni pod krzywa stezenie-czas (AUC) oraz zmniejszenie roznic osobniczych. Przyklady

preparatéw wprowadzonych do lecznictwa zebrano w tabeli 4.
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Tabela 4. Przyklady preparatéw w formie mikroemulsji i uktadéw samoemulgujacych.

nazwa

substancja
lecznicza

producent

postac leku

podanie doustnie

Sandimmun Neoral® cyklosporyna

Novartis

ptyn doustny, kapsutki miekkie,
zawierajgce SMEDDS

Gengraf® cyklosporyna Abbott Laboratories ptyn doustny, kapsuiki twarde,
zawierajgce SMEDDS

Sigmasporin® cyklosporyna Laboratorio Libra ptyn doustny, kapsutki miekkie,

Microral zawierajgce SMEDDS

Fortovase® sakwinawir Roche Laboratories kapsutki miekkie, zawierajgce
SMEDDS

Norvir® rytonawir Abbott Laboratories kapsutki miekkie, zawierajgce
SMEDDS

podanie na skdre

Solvium® ibuprofen Chefaro (Akzo) zel, aerozol

Anestafoam®* lidokaina Onset aerozol

Capsoft®™ cynkopiron, Egsto-Pharm krem, aerozol

deksapentenol
Contrafungin®* klotrimazol Pharmagalen krem

* - produkt wycofany

Mikroemulsje rozpatrywane sa réwniez jako posta¢ leku korzystna w terapii
dermatologicznej. W celu wywolania dzialania leczniczego substancja czynna, w zaleznosci od jej
wlasciwosci, dyfunduje poprzez ochronng warstwe rogowa do zZywych warstw naskorka lub do
skéry wiasciwej. Podanie substancji leczniczych w formie mikroemulsji ma te zalete, ze dzieki
wlasciwosciom solubilizujacym ukladu nanonosnikowego wieksze jest stezenie substancji
leczniczej niz w klasycznych preparatach, przez to po aplikacji na skdére powstaje korzystny
gradient stezen na granicy faz preparat/warstwa rogowa i zwieksza sie aktywno$¢ termodynamiczna
substancji leczniczej. Ponadto obecno$¢ tenzydéw i kotenzydéw w skladzie formulacji sprzyja
ulatwieniu przenikania substancji leczniczej do glebszych warstw skory na skutek zwiekszenia
przepuszczalnosci warstwy rogowej. Oddzialywanie na miedzykomoérkowe struktury lipidowe
warstwy rogowej poprzez zaburzenie ich uporzadkowania lub uptynnienia sprzyja temu procesowi.

Zakres zainteresowan badawczych obejmuje substancje o dzialaniu immunosupresyjnym,
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cytotoksycznym, przeciwgrzybiczym, oraz substancje z grupy niesteroidowych lekow

przeciwzapalnych i polifenoli o dziataniu przeciwutleniajacym (tab. 3).

Wiasciwosci mikroemulsji takie jak: klarownos¢, mozliwos¢ wyjatlawiania, stabilnosc,
kwalifikuja je do stosowania w terapii okulistycznej. Z uwagi na koniecznos¢ uzycia surfaktantow,
opracowanie mikroemulsyjnej formulacji wymaga doglebnej analizy witasciwosci skladnikow ze
wzgledu na wrazliwos$¢ narzadu wzroku. W fazie opracowan sa przede wszystkim mikroemulsje
typu o/w. Pozytywne wyniki badan uzyskano dla pilokarpiny, chloramfenikolu, retinolu i substancji
z grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych, fluorochinolon6éw, immunosupresyjnych,
glikokortykosteroidéw oraz substancji obnizajacych cisnienie $rodgatkowe (tab. 3). W przypadku
lewobunololu uzyskano zwiekszenie przenikania substancji leczniczej przez warstwy rogéwki

dzieki wprowadzeniu do fazy olejowej pary jonowej z kwasem kaprylowym [63].

W terapii okulistycznej zwraca sie uwage na mozliwos¢ uzyskania efektu przedtuzonego
dziatania. Na przykladzie mikroemulsji z pilokarping (izopropylu mirystynian, lecytyna, glikol
propylenowy, makrogol 200) wykazano w badaniach in vivo efekt przedluzonego dzialania
pomimo, ze nie stwierdzono w badaniach in vitro przedhuzonego jej uwalniania [84]. Efekt ten
przypisuje sie zwiekszonej dostepnosci biologicznej pilokarpiny w formie mikroemulsji i/lub
wydhuzeniu czasu kontaktu z powierzchnig gatki ocznej. Krople te charakteryzowata mata lepkos¢,
odpowiedni wspotczynnik refrakcji kwalifikujacy formulacje do celéw terapii okulistycznej, a takze

brak dziatania draznigcego.

Mikroemulsja do podania dozylnego poddawana jest nie tylko ocenie jakosci postaci leku,
ale takze kontroli in vivo odpowiedzi hemodynamicznej. Na przyktadzie opracowanej formulacji z
felodyping o skladzie: Miglyol® 810N (MCT), lecytyna sojowa (Epicuron® 200), makrogol 400,
makrogolo-12-hydroksystearynian i etanol wykazano, Ze jej dwuciagla struktura po rozcienczeniu
ulegla przemianie do uktadu o/w o wielkosci kropel fazy wewnetrznej w granicy od 60 do 200 nm.
Po dozylnej aplikacji mikroemulsji szczurom nie stwierdzono znaczacego wplywu na rownowage
kwasowo-zasadowa, saturacje, stezenie elektrolitow w surowicy, ciSnienie krwi oraz na czestosc¢

akcji serca [39].

Natomiast w przypadku winkrystyny, po aplikacji pozajelitowo formulacji mikroemulsyjnej,
wykazano w badaniach in vivo ponad 5-krotnie wieksze stezenie winkrystyny w komorkach guza

histiocytarnego u myszy, przy jednoczesnie okoto 2-krotnie nizszym stezeniu substancji leczniczej
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w sercu, watrobie i Sledzionie po podaniu roztworu. Uzyskano w ten sposob zwiekszenie wartosci
pola powierzchni pod krzywa stezenie-czas (AUC) oraz okreséw pottrwania winkrystyny (tos) w
fazie dystrybucji i eliminacji. Swiadczy to o poprawie dostepnosci biologicznej winkrystyny z
postaci mikroemulsyjnej [100]. Zadowalajace wyniki uzyskano rowniez dla innych substancji
leczniczych, m. in. o dzialaniu cytotoksycznym (docetaksel), przeciwgrzybiczym (itrakonazol,

amfoterycyna B) oraz immunosupresyjnym (cyklosporyna) (tab. 3).

Do oceny jakosci mikroemulsyjnych postaci leku stuza nowoczesne metody analityczne
m.in.: mikroskopia elektronowa, rozproszenia promieniowania oraz rozproszenia neutronow,

rezonans magnetyczny, spektroskopia, reologia, elektrochemia [2].

Dzieki rozwojowi metod mikroskopii elektronowej mozliwa jest bezposrednia obserwacja
struktury mikroemulsji, w tym uktadow dwuciaglych oraz kropelek fazy rozproszonej. W analizie
obrazéw stosowana jest transmisyjna (TEM) i skaningowa (SEM) mikroskopia elektronowa w celu
zbadania wewnetrznych i powierzchniowych mezofaz nanostruktur. Na uwage zastuguje
modyfikacja technik mikroskopowych, polegajaca na zamrozeniu probki przy uzyciu cieklego azotu
(ang. Freeze Fracture Transmission Electron Microscopy, FF-TEM; ang. Freeze Fracture Scanning
Electron Microscopy, FF-SEM). Analiza przygotowanej probki pozwala na identyfikacje struktury
mikroemulsji bez modyfikacji jej sktadu [23, 116, 123].

Techniki elastycznego rozpraszania promieni rentgenowskich (ang. Small-Angle X-ray
Scattering, SAXS) i neutronow (ang. Small-Angle Neutron Scattering, SANS) pod niskimi katami
sa stosowane w celu okreSlenia ksztattu, wielkosci czastek oraz morfologii ukiladow
mikroemulsyjnych. Zidentyfikowano w ten sposéb np. obecnos$¢ kubicznych struktur w
mikroemulsji typu dwuciaglego [206]. Techniki rozproszenia niskokatowego zastosowano do
opracowania mikroemulsyjnych modeli strukturalnych, np.: szeSciennych komérek (CRC - ang.
Cubic Random Cell Model, model Jouffroy-Levinson-De Gennes), modelu sferycznych kropli
polaczonych strukturami cylindrycznymi (DOC — ang. Disordered Open Connected Model, model
Talmon-Prager) oraz modelu Berk'a (ang. Random Wave Model) [21, 198, 228]. Potwierdzono takze
wystepowanie agregatow tenzydow obecnych w mieszaninach olej-woda-tenzyd [124] oraz

okreslono nature penetracji oleju do filmu miedzyfazowego mikroemulsji [53].

Technika impulsowej spektroskopii jadrowego rezonansu magnetycznego z transformacjq
Fouriera (ang. Fourier Transform Pulsed-Gradient Spin—Echo Nuclear Magnetic Resonance, FT-

PGSE NMR) stosowana jest do identyfikacji mikrosSrodowiska ukladu mikroemulsyjnego,
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mobilnosci faz, zdolnosci sktadnika do przemieszczania sie w jednodornym Srodowsku, jak réwniez

okreslania typu mikroemulsji [117].

Techniki spektroskopii dielektrycznej stosuje sie do oceny struktury i dynamiki przejscia
fazowego ukladow mikroemulsyjnych. Pomiar wielkoSci czastek fazy rozproszonej dokonywany
jest takze przy uzyciu fotonowej spektroskopii korelacyjnej (PCS). Spektroskopowe techniki
emisyjne postuzyly m. in. do okreSlenia lokalizacji solubilizowanych w mikroemulsji substancji

czynnych [12, 148, 187, 224].

Badanie lepkosci uktadu mikroemulsyjnego stuzy okresleniu typu mikroemulsji. Wykazano,
ze mikroemulsje zawierajace struktury kuliste, charakteryzuja sie znacznie niZsza wartosciq

lepkosci niz mikroemulsje zawierajqce struktury lamelarne lub cylindryczne [121, 194].

Badanie przewodnictwa elektrycznego ma na celu okreslenie typu fazy cigglej w uktadach
mikroemulsyjnych, a takze okreSlenie punktu przemiany fazowej podczas zmiany skiadu

iloSciowego lub temperatury uktadu [137].
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2. Drazenie danych - ,,data-mining”.

Drazenie danych (ang. Data-Mining), inaczej zwane tez odkrywaniem wiedzy,
wydobywaniem, eksploracja lub ekstrakcja danych. Technika ta integruje wiele metod
obliczeniowych m. in. z zakresu statystyki, systemOow baz danych, sztucznej inteligencji,
optymalizacji, obliczen rownoleglych i uczenia maszynowego. Idea drazenia danych (ang.
Knowledge Discovery in Databases, Database Mining) polega na automatycznym odkrywaniu
nieoczywistych, dotychczas nieznanych, zalezno$ci, zwiazkéw, podobienstw, prawidtowosci lub
trendow nazywanych wzorcami w duzych repozytoriach danych. Ciagly wzrost technicznych

mozliwosci gromadzenia i analizy danych umozliwia stosowanie tego typu narzedzi.

Do technik stuzacych eksploracji danych zalicza sie m. in.: wizualizacje na wykresach,
metody statystyczne, metody uczenia maszynowego w tym modelowanie z wykorzystaniem
sztucznych sieci neuronowych, algorytméw drzew decyzyjnych, metod ewolucyjnych, logiki

rozmytej, zbiorow przyblizonych (ryc. 6).

B = / _________

[ -l
|

AN

Rycina 6. Techniki drazenia danych.

Podziat systemoéw eksploracji danych moze by¢ dokonany ze wzgledu na:

* rodzaj bazy danych, np. bazy danych relacyjne, transakcyjne, obiektowe lub magazyny

danych wymagaja uzycia systeméw przestrzennych, tekstowych, rozpoznajacych
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podobienistwa w szeregach czasowych, analizujacych strumienie danych lub obrazy

graficzne,

* charakter eksplorowanych danych i funkcjonalnosci zdobywanej wiedzy, np. analiza
charakterystyki, dyskryminacji, asocjacji, korelacji, klasyfikacji, przewidywania,

klasteryzacji, analiza zmian i odchylen, analiza ewolucji,

* uzyta technike, np. zorientowane na baze lub magazyn danych, uczenie maszynowe,
statystyka, wizualizacja, rozpoznawanie wzorcOw, sztuczne sieci neuronowe itd. oraz
klasyfikacja ze wzgledu na stopien ingerencji uzytkownika — systemy autonomiczne,

interaktywne, zapytan,

* zastosowanie, np. systemy eksploracji danych przystosowane do analizy DNA, finanséw,

danych telekomunikacyjnych, wiadomosci e-mail itp.

W celu zapewnienia jednolitosci procesu eksploracji danych wprowadzono szereg
standardowych procedur postepowania. Metodyka CRISP-DM (ang. Cross Industry Standard
Process for Data Mining) zostala opracowana i zastosowana przez firmy bedace Swiatowymi
liderami w dziedzinie eksploracji danych tj. DaimlerChrysler, AG, SPSS, NCR, oraz OHRA. Proces
eksploracji danych w metodyce CRISP-DM opisywany jest jako hierarchiczny zlozony proces
modelowania. Sklada sie z szeSciu etapoOw: zrozumienie problemu, zrozumienie danych,
przygotowanie bazy danych, modelowanie, walidacja modelu, wdrozenie [219]. Schemat metodyki

CRISP-DM przedstawiono na rycinie 7.

W ramach etapu ,,zrozumienie problemu” przeprowadzana jest wstepna eksploracja danych,
tzn. okreslane sq cele modelowania oraz warunki przeprowadzenia eksperymentu. Podczas etapu
»Zrozumienia danych” okre$la sie Zrédla danych, z ktoérych zostanie utworzona baza danych oraz
wymagania poszczegélnych proceséw wdrazanych w pdZniejszych etapach. Ponadto w tym etapie
realizowane sg zadania majqce na celu wydobycie istotnej domeny wiedzy, selekcji oraz taczenia
danych, identyfikacji zagadnien jakoSciowych tj. redundancja, niekompletnos¢, btedne lub

brakujace dane oraz postawienie wstepnych hipotez lub weryfikacji zalozonego celu eksploracji.

Przygotowanie bazy danych obejmuje nastepujace zadania: wybor techniki i algorytméw

uczenia, wstepng obrobke zbiorow danych, czyli czyszczenie z informacji nadmiarowych lub
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btednych, selekcje zmiennych kluczowych, integracje i formatowanie danych oraz wprowadzanie

szumow i podziatu na zbiory uczace i testowe.

Rycina 7. Metodyka CRISP-DM. Etapy procesu eksploracji danych. Zmodyfikowane na podstawie [219].

W ramach etapu ,modelowanie” stosowane sa wybrane techniki drazenia danych na
zbiorach wczesniej przygotowanych. Ma to na celu odkrycie wzorcow w bazie danych. Podczas
etapu modelowania realizowane sa dwa niezalezne zadania: analiza bazy danych oraz ekstrakcja i
interpretacja wiedzy z bazy danych. Pierwsze zadanie zwiazane jest z zastosowaniem trzech

podstawowych metod analizy zbioréw: klasyfikacji, asocjacji i klasteryzacji.

Poszukiwanie asocjacji w bazie danych polega na odkrywaniu réznego rodzaju nieznanych,
ukrytych zaleznosci. Najczesciej metody asocjacji dotycza odkrywania zaleznosci pomiedzy
obiektami. Miary statystyczne pozwalajg na okreslenie przedzialu ufnosci stawianych hipotez. Z
kolei celem klasteryzacji jest poszukiwanie grup lub struktur w zbiorze klasy obiektow, ktore

charakteryzujq sie pewnym podobienstwem na podstawie cech opisujacych elementy.

Klasyfikacyjna metoda analizy zbioréw polega na przypisaniu obiektéw do grup lub klas

poprzez generalizowanie posiadanej wczesniej informacji o cechach znanych obiektéw. Przyklady
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metod wykorzystywanych w klasyfikacji to: naiwny klasyfikator bayesowski, drzewa decyzyjne,

sieci neuronowe, regulty decyzyjne, maszyny wektoréw wspierajacych.

Etap ,walidacji modelu” obejmuje ocene wstepnie wyselekcjonowanego modelu o
najlepszej jakosci, z punktu widzenia p6zZniejszego wdrozenia. Oznacza to, ze poszczegOlne etapy
prowadzace do jego otrzymania sa jeszcze raz analizowane. Okre$lane sa takze zagadnienia, ktére
podczas modelowania nie ujeto w spos6b wystarczajacy. Proces walidacji modelu koniczy decyzja o

wdrozeniu modelu.

Zdobyta wiedza na podstawie analizy modelu predykcyjnego zostaje uporzadkowana w
kolejnym etapie ,,wdrozenie” tak, aby uzytkownik mégt w prosty sposob z niej skorzysta¢. W tym
celu wlacza sie modele predykcyjne do aplikacji komputerowych, ktére ulatwiaja procesy
podejmowania decyzji. Ponadto systemy wspomagania decyzji sa testowane w oparciu o wyniki z

danych eksperymentalnych.

Rodzaj danych oraz pdzniejsze zastosowanie wynikéw determinuje uzycie odpowiednich
algorytméw i metod eksploracji danych. Ze wzgledu na réznorodno$¢ zastosowanych technik
obliczeniowych, proces eksploracji danych powinien generowaC duzq ilos¢ modeli. Podczas
drazenia danych mogga zosta¢ uzyte trzy typy modeli matematycznych: modele czarnej skrzynki
(ang. black-box), do ktorych zalicza sie sztuczne sieci neuronowe, modele szarej skrzynki (ang.
grey-box) np. sieci rozmyte, wizualizacja danych lub reprezentacja w postaci drzew decyzyjnych,
oraz modele biatej skrzynki, do ktérych zaliczy¢ mozna réwnania matematyczne opisujace

zaleznoSci w bazie danych.

2.1. Techniki drqzenia danych, drzewa decyzyjne i sztuczne sieci neuronowe

Drzewa decyzyjne

Drzewa decyzyjne sa graficznym systemem wspomagania procesu decyzyjnego
powiazanego z teorig zbioréw i teoria decyzji. Metoda drzew decyzyjnych jest przydatna w
rozwigzywaniu wielowymiarowych zagadnien. Analogicznie do ro$lin, drzewo decyzyjne sktada sie
z korzenia, gatezi oraz lisci. Korzen jest pierwszym rozgatezieniem drzewa i tworzy go losowo
wybrany atrybut lub zestaw atrybutow. Galezie odchodzace od korzenia reprezentuja wartoSci

atrybutow. Zakonczone sa weztami, ktore stanowia dalszy podziat atrybutow. Ostatnimi weztami sa
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liScie, w ktérych zebrane s informacje dotyczace ilosci obserwacji przewidzianego atrybutu.
Przyklad drzewa decyzyjnego przedstawiono na rycinie 8. Model drzewa uwzglednia dwa wezly
decyzyjne (1, 3) oraz trzy wezly koncowe (3 — 5). W oparciu o analize struktury drzewa

»

decyzyjnego mozliwe jest sformutowanie regut logicznych w postaci ,jezeli ..., to ...”.

...................................

<47.35 247.35

[ i

Rycina 8. Drzewo klasyfikacyjne utworzone podczas eksperymentu numerycznego.

(Elipsy - wezly decyzyjne, prostokaty — wezty koncowe. ME — mikroemulsja. IloSci obserwacji oraz etykiety klasy
przewidywanej z podaniem kryterium podziatu zaznaczone na liniach taczacych wezty)

Drzewa klasyfikacyjne sq szeroko wykorzystywane w naukach stosowanych takich jak:
medycyna, genetyka, botanika, psychologia, czy nauki komputerowe. Przy ich pomocy w prosty

spos6b mozna przedstawic graficznie wyniki, co ulatwia ich analize i interpretacje [210].

Sztuczne sieci neuronowe

Sztuczne sieci neuronowe (ang. Artificial Neural Networks, ANNs) to matematyczne modele
i algorytmy, programy komputerowe zaprojektowane w celu symulacji przetwarzania informacji w
sposéb analogiczny do ludzkiego moézgu [147, 150]. Sie¢ zbudowana jest z wielu elementow
zorganizowanych w warstwy podjednostek, tzw. sztucznych neuronow lub jednostek
przetwarzajacych potaczonych ze sobg wagami (ryc. 9). Sie¢ gromadzi wiedze poprzez wykrywanie
wzorcow oraz zwiazkow pomiedzy danymi i uczy sie przez doSwiadczenie, a nie programowanie.
Pierwsza probe opracowania matematycznego modelu neuronu podjeli w 1943 roku McCulloch i
Pitts [147]. Zbudowany przez nich neuron, podobnie jak biologiczny, posiadat wiele wejS¢ oraz
jedno wyjscie. Sygnal wejsciowy po przemnozeniu przez tzw. wspolczynniki wagowe i

zsumowaniu daje na wyjsciu wartos¢ 0 (brak pobudzenia) lub 1 (pobudzenie) w zaleznoSci czy
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suma jest wieksza od wartosci progowej (funkcja aktywacji). Posta¢ funkcji aktywacji wiazacej
sygnatly wejSciowe neuronu z jego wyjsciem determinuje typ neuronu. Sztuczne sieci neuronowe, o

wiecej niz jednej warstwie ukrytej, zalicza sie czasami do klasyfikatorow nieliniowych.

1
W, — wartosci wag synaptycznych S - sumator
Xo1,5 — Sygnaty wejsciowe neuronu f(x) — funkcja aktywacji

y — sygnat wyjsciowy

Rycina 9. Tréjwarstwowa sztuczna sie¢ neuronowa. W nazwie umieszcza sie liczbe warstw ukrytych tacznie z warstwa
wyjsciowa.

W celu uzycia sztucznych sieci neuronowych o cigglych funkcjach aktywacji, do
rozwigzywania zadan klasyfikacyjnych konieczne jest zastosowanie progu decyzyjnego.
Separowaltby on pobudzenia komoérki wyjsciowej, a takze przeksztatcenie bazy danych z rekordami

lingwistycznymi do rekordéw o charakterze liczcbowym.

Logika rozmyta (ang. Fuzzy-Logic), przyklad logiki wielowarto$ciowej, jest narzedziem
uzywanym w eksploracji danych do ekstrakcji wiedzy. Stanowi ona odrebny system logiczny, ktory
jest sciSle powigzany z teorig zbioréw rozmytych. Logika rozmyta odrzuca wnioskowanie oparte na
klasycznej logice dwuwartoSciowej zaproponowanej przez Arystotelesa i stanowi jej uogoélnienie.
Zgodnie z teoria zaproponowana przez Zadeha [226] liczby nie sa Scisle okreslone, jak ma to
miejsce w logice klasycznej. Pomiedzy stanem 0 (falsz), a stanem 1 (prawda) wprowadzone sg

wartosci posrednie, ktére wyrazane sq jako pewne prawdopodobienstwa opisane funkcjami
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przynaleznoS$ci. Duza prostota modelu, ze wzgledu na operowanie regutami logiczymi, elastyczno$¢
struktury przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej skutecznosci sprawiaja, ze systemy logiki
rozmytej sg latwe w interpretacji. Ponadto zaleta zastosowania logiki rozmytej jest mozliwosc
prowadzenia obliczen na podstawie pojec lingwistycznych [27, 226]. Logika rozmyta znalazla
wiele zastosowan w systemach elektronicznego sterowania pojazdami, maszynami, procesach
eksploracji danych lub w tworzeniu systeméw eksperckich. W potaczeniu z sieciami neuronowymi

stanowi cenne narzedzie majace zdolno$¢ uogolniania wiedzy [150].

2.2. Drgzenie danych w technologii postaci leku

Pod koniec XX wieku rozwdj technologii komputerowych i postepujaca miniaturyzacja
sprzetu elektronicznego, znacznie zwiekszyly mozliwosci obliczeniowe komputerow oraz
gromadzenia i przetwarzania danych. Wzrosto zainteresowanie metodami uczenia maszynowego
takze w zakresie technologii postaci leku. Wyr6zni¢ nalezy trzy kierunki badan: optymalizacje
skladu formulacji zwlaszcza z substancjami trudno rozpuszczalnymi w wodzie, modyfikacje
procesOw technologicznych w zakresie doustnych postaci leku oraz ocene szybko$ci uwalniania

substancji leczniczej.

Pierwsze publikacje dotyczyly zastosowania sztucznych sieci neuronowych do
przewidywania szybkosci uwalniania substancji leczniczych z hydrofilowych matryc zawierajacych
pochodne celulozy. W przypadku maleinianu chlorfeniraminy dane uczace stanowita topologiczna
baza danych dla 15 formulacji z hydrofilowymi matrycowymi polimerami, tj.
karboksymetyloceluloza, hydroksypropylometyloceluloza, hydroksyetyloceluloza i
hydroksypropylocelulozg. Wytrenowana sie¢ neuronowa uczona algorytmem propagacji wstecznej
przewidywata dwie zmienne wyjsciowe: wykladnik réwnania szybkosci uwalniania oraz czas, po
ktérym uwolnito sie 50% substancji leczniczej. Sprawno$¢ modelu neuronowego oceniano,
porownujac wyniki z klasyczng metoda RSM (ang. Response Surface Methodology). Znacznie
nizsze bledy generalizacji w przypadku sieci neuronowych, daly podstawe uzycia modeli

neuronowych w badaniach preformulacyjnych [6].

Modele sztucznych sieci neuronowych zastosowano do optymalizacji skladu formulacji
stalych rozproszen z trzema rodzajami polimeréw, sporzadzonych metoda odparowania lub

stapiania. Zbior uczacy zostal utworzony na podstawie danych eksperymentalnych dla 26
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formulacji zawierajacych substancje lecznicza oraz jako no$nik makrogol, poliwinylopirolidon lub
hydroksypropylometyloceluloze. Zmienne wejsciowe stanowily: metoda sporzadzania, ilo$¢
substancji leczniczej, parametry procesu, tj. temperature stapiania oraz rodzaj zastosowanego
polimeru, a takze indeks konektywnoSci oraz warunki badania in vitro (czas). Zmienna zalezng byta
ilos¢ rozpuszczonego ketoprofenu ze stalych rozproszen. Jako$¢ modelu oceniano na postawie
pierwiastka bledu s$redniokwadratowego (ang. Root Mean Squared Error, RMSE). Opracowany
model neuronowy, o bledzie generalizacji 8% (RMSE), dal podstawe skonstruowania systemu
eksperckiego. Sie¢ neuronowa prawidtowo identyfikowala odwrotnie proporcjonalng zaleznosc¢
szybkoSci rozpuszczania substancji leczniczej od jej zawartoSci w stalym rozproszeniu. W
eksperymencie numerycznym symulowano zastosowanie systemu eksperckiego do poszukiwania
optymalnego skladu statych rozproszen z chlorowodorkiem papaweryny. Na podstawie zadanego

profilu uwalniania, system prawidtowo przewidziat sktad 6 z 8 formulacji [150, 155].

W zakresie zastosowania technik drazenia danych w kontekscie mikroemulsyjnych postaci
leku pozytywne efekty uzyskali Agatonovic i wsp. [4]. Do opracowania modelu przewidujacego
obszary wystepowania mikroemulsji na diagramach Gibbsa uzyto algorytmow sieci neuronowych o
radialnych funkcjach bazowych (ang. Radial Basis Functions, RBF). Zbior uczacy liczyl 4680
rekordow i zostal utworzony na podstawie danych eksperymentalnych z 20 réznych trojkatow
fazowych skladajacych sie z czterech rodzajéw tenzydéw, dwodch kotenzydéw i jednego oleju.
Model neuronowy, na podstawie 4 zmiennych wejsciowych, tj. ilosci poszczegdlnych sktadnikow
oraz liczby HLB, identyfikowal obszar mikroemulsji, cieklego krysztatlu lub emulsji. Sprawnos¢
systemu oceniano na podstawie obszaru wystepowania mikroemulsji wyznaczonego
eksperymentalnie, ktéry pokrywat sie z obszarem przewidzianym. Wyniki generalizacji wynosity
okoto 70% pozytywnie przewidzianego regionu wystepowania mikroemulsji i 96% pozytywnie
przewidzianego regionu wystepowania emulsji. Opracowany model neuronowy postuzyt do
optymalizacji mikroemulsyjnej postaci leku z rifampicyng i izoniazydem. Uzyskano stabilng
mikroemulsje o sktadzie: 21.06% woda, 23.68% Miglyol 812, 27.63% Imwitor 308, 27.63% Crillet
3 oraz rifampicyne, o stezeniu 150 mg/mL i izoniazyd 100 mg/mL, ktoérej wlasciwosci nie zmienity

sie po 6 miesigcach przechowywania w temperaturze 25°C.

Sieci neuronowe realizujace regresje uogolniona (ang. Generalized Regression Neural
Network, GRNN) zastosowano do przewidywania granicy obszaru mikroemulsji o skladzie:
izopropylu mirystynian, olej, kaprylokapronianu makrogol-8, tenzyd oraz poliglicerolo-6

distearynian i hydroksystearynian makrogologlicerolu jako kotenzydy. Baze wiedzy skonstruowang
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na podstawie prac eksperymentalnych podzielono na zbiory uczacy i testowy, ktére zawieraty
odpowiednio 21 i 6 rekordéw. Zmienne zalezne, tj. proporcja stezenia tenzydu do kotenzydu oraz
fazy olejowej do mieszaniny tenzyd/kotenzyd, stanowily dane wejSciowe. Zaleta modelu
sktadajacego sie z 4 warstw ukrytych bylo okreslenie maksymalnej ilosci wody, ktorej dodatek nie
powodowal destabilizacji mikroemulsji. Sprawno$¢ modelu oceniona na podstawie

znormalizowanego pierwiastka btedu sredniokwadratowego (NRMSE) wynosita 2% [48].

Zagadnieniami o podobnym charakterze zajmowali sie Taha i wsp. [207, 208]. W oparciu o
68 formulacji wyselekcjonowanych z piSmiennictwa utworzono zbiér uczacy dla narzedzi
modelowania. Skiad iloSciowy formulacji oraz 70 deskryptorow molekularnych stanowity dane
wejSciowe. Zmienng niezalezng byla wyrazona w procentach powierzchnia, ktéra zajmuje
mikroemulsja w trojkacie Gibbsa. Stosujac wsteczng regresje krokowa uwzgledniono 16
deskryptorow, ktore mialy wplyw na poprawe jakosci modelu, wsrod ktorych znalazty sie m.in.
deskryptory zwigzane z ladunkiem i ksztaltem czasteczek skladnikéw mikroemulsji. Koncowy
model uzyskano stosujac techniki eksploracji danych, tj. wieloczynnikowej regresji liniowej (ang.
Mulivariate Linear Regression, MLR) oraz programowania genetycznego (ang. Genetic
Programming, GP). Warto$ci wspotczynnika determinacji R* od 0.81 do 0.93 byly podstawa
pozytywnej oceny sprawno$ci modeli opartych na zaleznoSciach pomiedzy struktura chemiczna
sktadnikbw mikroemulsji i wlasciwosciami fizykochemicznymi (ang. Quantitative Structure
Property  Relationships, QSPR). Wykazano przydatnos¢ zastosowania programowania
genetycznego oraz wieloczynnikowej regresji liniowej w potaczeniu z technikami modelowania

molekularnego do przewidywania powierzchni obszaru wystepowania mikroemulsji.

Jeirani i wsp. [99] przewidywali warto$¢ napiecia powierzchniowego fazy wodnej dla
mikroemulsji sktadajacej sie z polisorbatu 80, alkoholu izopropylowego i roztworu chlorku sodu.
Zbior uczacy oparty na danych eksperymentalnych zawierat 20 formulacji. Stezenie sktadnikow
fazy wodnej stanowily zmienne niezalezne, natomiast napiecie powierzchniowe na granicy fazy
woda/n-oktan bylo zmienng zalezng. Na podstawie czworosciennej matrycy stosujac technike
planowania doswiadczen (ang. Design of Experiment, DoE) utworzono liniowy model
matematyczny. Na podstawie réznicy pomiedzy zmierzong warto$cia napiecia miedzyfazowego a
przewidziang przez liniowy model oceniono btad predykcji NRMSE na poziomie 1.5%. Model
zastosowano do okreSlenia stezenia skladnikéw, ktérych wartos¢ napiecia powierzchniowego
bylaby najmniejsza. Przewidziang warto$¢ napiecia powierzchniowego, 0.1435 dyn/cm, uzyskano

dla mikroemulsji o skladzie alkohol izopropylowy 2.43%, chloreku sodu 2.53%, polisorbat 80
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1.33% i woda 93.71%, i byla ona bliska wartosci wyznaczonej eksperymentalnie 0.1457 dyn/cm
[99].

Opracowano takze matematyczny model do przewidywania maksymalnej ilos¢ limonenu,
jaka mozna wprowadzi¢ do fazy wodnej o skladzie: dokuzan sodu, dodekanol i roztwér chlorku
sodu. Do obliczen zastosowano zalozenia modelu dwucigglego mikroemulsji zgodnego z siatka
usrednionej krzywizny (ang. Net-Average Curvature Model). W rownaniach opisujacych model
uwzgledniono zmienne niezalezne, tj. sktad iloSciowy formulacji, wiasciwosci fizykochemiczne
takie jak, gestoS¢, krytyczne stezenie micelarne oraz deskryptory molekularne, tj. masa
czasteczkowa, powierzchnia i dlugos¢ fragmentéw hydro- i lipofilowych. Przy zawartosci fazy
olejowej mniejszej od 12%, przewidywania modelu i obserwacje eksperymentalne byly zgodne.
Wilaczenie deskryptorow molekularnych do procesu modelowania pozwolilo na okreSlenie
zaleznosSci pomiedzy wprowadzong iloscia fazy olejowej, a strukturg tenzydu. Wykazano, ze
zawartosc¢ oleju w mikroemulsji mozna zwiekszy¢ poprzez zwiekszenie nadmiaru powierzchni oraz

dhugosci tancucha tenzydu [201].

Sztuczne sieci neuronowe stosowano rowniez do przewidywania sSrednicy czastek fazy
rozproszonej mikroemulsji sporzadzonych przy uzyciu homogenizatora wysokocisnieniowego.
Baza danych liczaca 60 rekordow powstala w oparciu o charakterystyke formulacji mikroemulsji
zawierajacych budezonid, triglicerydy Sredniotanicuchowych kwaséw ttuszczowych, polisorbat 80,
etanol i roztwér chlorku sodu. Zmiennymi zaleznymi byty: sklad iloSciowy formulacji oraz ilos¢ i
szybko$¢ dostarczania energii w procesie homogenizacji. Otrzymany model neuronowy
charakteryzowat sie wspétczynnikiem R? wynoszacym 0.89. Wykazano, ze na $rednice czastek fazy
rozproszonej ma wplyw nie tylko ilos¢, ale takze szybko$¢ dostarczania energii podczas
homogenizacji. Selekcja zmiennych kluczowych pozwolila na stworzenie zestawu wytycznych
wskazujacych na optymalne warunki do otrzymania mikroemulsji o pozadanej wielkoSci czastek

fazy wewnetrznej [9].

W badaniach dotyczacych przewidywania rozpuszczalnosSci substancji leczniczych w
samoemulgujacych uktadach (ang. Self-Emulsifying Drug Delivery Systems, SEDDSs) zastosowano
metode wieloczynnikowej regresji liniowej i modele sztucznych sieci neuronowych. Utworzono
baze danych eksperymentalnych, ktora zawierala 132 rekordy dla 6 substancji leczniczych,
pochodnych kwasu 2-arylopropionowego, z grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych.

Oprocz skiadu ilosciowego, do zbioru uczacego dotaczono wyliczone deskryptory molekularne

50



Wstep

sktadnikéw, tj. moment dipolowy, parametry elektrostatyczne, energie najwyzej i najnizej
obsadzonego orbitala molekularnego (Enomo, Erumo), logD, objeto$¢ molekularng, indeks Weiner'a.
W porownaniu z modelami linowymi, w przypadku modeli neuronowych uzyskano nizszy Sredni
btad uczenia (ang. Mean Absolute Error, MAE) oraz wyzszg warto$¢ wspétczynnika korelacji R?,
odpowiednio 1.2% i 2.3% oraz 0.993 i 0.949. Na podstawie analizy statystycznej otrzymanych
modeli ustalono, Ze rozpuszczalnos¢ badanych zwigzkow w SEDDSs jest wprost proporcjonalna do
ich lipofilowo$ci, odwrotnie proporcjonalna do indeksu topologicznego czasteczki i jej
sumarycznego tadunku, a takze zalezy od momentu dipolowego, deskryptorow kwantowych i

strukturalnych czasteczki [35].

Sieci neuronowe o logice rozmytej postuzyly rowniez do rozwigzywania probleméw w
zakresie prac technologicznych z zastosowaniem kompaktora walcowego. Baze danych
eksperymentalnych obejmowaty 62 formulacje. Parametrami wejSciowymi modelu byty parametry
urzadzenia, tj. kat kompresji, predko$¢ obrotowa, sita nacisku walcéw oraz wilasciwosci fizyko-
mechaniczne proszkow, tj. gesto$¢ nasypowa i po ubiciu, indeks Carra, wspétczynnik Hausnera.
Zmienne niezalezne stanowity wilasciwos$ci granulatu, tj. porowatosc¢ i gestoS¢. Sprawnosc¢ predykcji
oceniano na podstawie warto$ci wspotczynnika determinacji (R?), ktéry dla opracowanego modelu,
w zaleznosci od przewidywanych wiasciwosci granulatu, wynosit od 0.81 do 0.97. W wyniku
modelowania okre$lono zestaw regul lingwistycznych przedstawiajacych zaleznos$ci pomiedzy

predkoscig obrotowa kompaktora, katem kompresji, a wlasciwosciami uzyskanego granulatu [144].

Techniki drazenia danych, m. in. programowanie genetyczne, sztuczne sieci neuronowe oraz
wieloczynnikowa regresja liniowa zostaly takze zastosowane do poszukiwania czynnikéw
wplywajacych na Srednice mikroczastek kopolimeru kwasu mlekowego i glikolowego (PLGA)
zawierajacych peptydy [203] oraz ziaren granulatu uzyskanego w procesie mielenia w milynie
oscylacyjnym [109]. W obydwu eksperymentach numerycznych najnizsze bledy generalizacji
uzyskano dla rownan matematycznych, odpowiednio 5.4 i 2.3% (NRMSE). Analiza powierzchni
(RSM) odpowiedzi uzyskanych réwnan matematycznych pozwolila na ustalenie krytycznych

parametrow wptywajacych na srednice mikroczastek PLGA oraz ziaren granulatu.

Bourquin i wsp. [24] zastosowali sztuczne sieci neuronowe do optymalizacji procesu
bezposredniego tabletkowania. Zbior uczacy dla sieci neuronowej stanowita baza danych 205
formulacji  tabletek, o skladzie: mikrokrystaliczna celuloza, stearynian magnezu,

karboksymetyloceluloza, krzemionka koloidalna i modelowa substancja lecznicza. Zmienne
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wejsciowe stanowity: sklad iloSciowy masy tabletkowej, czas i sita nacisku stempla oraz twardos¢
tabletek. Czas rozpadu, odpornos¢ na $cieralnosc i szybko$¢ uwalniania substancji leczniczej byty
zmiennymi wyjSciowymi. W badaniach zastosowano model wielowarstwowej sieci uogdlnionej
(ang. Generalised Feedforward Multilayer Perceptron Network, GFMLP). Przydatno$¢ systemu
neuronowego oceniano w porownaniu z klasyczng metoda RSM. Oba modele wykazywaty podobne
wspélczynniki  determinacji (R?) dla przewidywanych wiasciwosci, tj. twardosci tabletek i
szybkosSci uwalniania substancji leczniczej od 0.83 do 0.98. Stwierdzono, ze modele sztucznych
sieci neuronowych sa bardziej odporne na jakoS¢ statystycznego planowania eksperymentu w
poréwnaniu z klasyczng metoda. Wysoka warto$¢ wspotczynnika determinacji, wieksza od 0.9,
sugeruje mozliwo$¢ zastosowania sztucznych sieci neuronowych w pracach preformulacyjnych

dotyczacych bezposredniego tabletkowania.

Metody programowania genetycznego, algorytmy oparte na drzewach decyzyjnych i
systemach rozmytych zostaly uzyte do przewidywania frakcji czastek drobnych w postaciach do
podania wziewnego [167]. Utworzono zbidér uczacy w oparciu o wyselekcjonowane z
piSmiennictwa 91 formulacji. Zmienne niezalezne modelu stanowity: warunki badania,
charakterystyka numeryczna powierzchni czastek, deskryptory molekularne substancji leczniczej
oraz topologiczne kodowanie skiladu formulacji. Koncowy model uzyskano stosujac techniki
eksploracji danych, tj. sztuczne sieci neuronowe oraz programowanie genetyczne. Uzyskane
wartoSci NRMSE na zewnetrznym zbiorze danych na poziomie 8.6% wskazuja na dobre
wlasciwosci generalizacyjne modelu. Ponadto na podstawie przeprowadzonej analizy rownania
matematycznego metodga RSM wskazano, ze na ilos¢ frakcji czastek drobnych wplyw ma nie tylko
zawarto$¢ substancji leczniczej oraz przeptyw powietrza w impaktorze kaskadowym, ale takze

wspOtczynnik skosnosci profilu powierzchni czastki (Rsk).

W zakresie przewidywania przez sztuczne sieci neuronowe szybko$ci uwalniania substancji
leczniczej uzyskano pozytywne wyniki w badaniach dotyczacych opracowania dwukomorowego
doustnego systemu terapeutycznego (ang. Osmotic-Controlled Release Oral Delivery System,
OROS®) typu push-pull z substancjami trudno rozpuszczalnymi w wodzie. Do eksploracji danych
zastosowano m.in. sztuczne sieci neuronowe, serwer baz danych SQL oraz jezyk programowania
VB.NET. System ekspercki skonstruowano po przeanalizowaniu kilkuset formulacji. Czes¢
obliczeniowq stanowita sie¢ neuronowa przewidujgca profile uwalniania substancji leczniczej. Na
przykladzie famotydyny wskazano zakres mozliwosci wykorzystania systeméw obliczeniowych w

pracach formulacyjnych. Po wprowadzeniu zadanego profilu uwalniania famotydyny system
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zaproponowat sklad trzech formulacji, w tym iloS¢ i rodzaj substancji pomocniczych do
wytworzenia rdzenia tabletki, sklad i ilo$¢ roztworu do powlekania oraz $rednice tabletki i otworu
dozujacego. Sposrod zaproponowanych trzech formulacji jedna speilniata przyjete wymagania

dotyczace podobienstwa profilu uwalniania (f2) z zadanym profilem [231].

Przewidywanie uwalniania substancji peptydowych z kopolimeru kwasu mlekowego i
glikolowego (PLGA) réwniez bylo przedmiotem prac z zakresu technik eksploracji danych [204,
227]. Zbidér uczacy zostal utworzony na podstawie danych zebranych z piSmiennictwa dla 68
formulacji. Zmienne wejSciowe stanowily: ilos¢ substancji leczniczej, parametry procesu, tj. metode
sporzadzania, iloSci uzytych substancji pomocniczych, a takze deskryptory molekularne substancji
leczniczej oraz warunki badania szybkosci uwalniania. Zmienng zalezng byla ilo$¢ rozpuszczonych
substancji peptydowych 2z mikroczastek PLGA. Jako$s¢ modelu oceniano na postawie
znormalizowanego pierwiastka bledu sredniokwadratowego (NRMSE). Opracowane modele
obliczeniowe uzyskane w  procedurze dziesieciokrotnego wzajemnego  sprawdzania
charakteryzowaly sie NRMSE okoto 15%. Ponadto na podstawie analizy modeli zidentyfikowano
krytyczne parametry wplywajace na szybko$¢ uwalniania substancji leczniczej z mikroczastek
PLGA, do ktdrych zaliczono: parametry procesu, tj. stosunek kwasu mlekowego do glikolwoego,
stezenie alkoholu poliwinylowego w fazie wewnetrznej i zewnetrznej, stopien enkapsulacji,
wielkos¢ mikroczastek, metode sporzadzania, warunki badania, tj. pH i czas uwalniania oraz
deskryptory chemiczne substancji peptydowych, tj. indeks Szegeda, punkt izoelektryczny oraz

strukture czwartorzedowa.

Takze inne techniki drazenia danych m.in. programowanie genetyczne zastosowano do
przewidywania szybkosci uwalniania substancji leczniczej ze stalych lipidowych ekstrudatow
[152]. Zbior danych zostal utworzony na podstawie wynikow uwalniania substancji leczniczej z
ekstrudatow skladajacych sie z diprofiliny, tristearyny i glikolu polioksyetylenowego 20 000.
Wytrenowane sieci neuronowe zastosowano nie tylko do predykcji, ale takze do wzbogacenia
zbioru uczacego. Blad generalizacji (NRMSE) uzyskanego rownania matematycznego na podstawie

nowego zbioru uczacego wynosit okoto 2%.

Oprocz przewidywania szybkosci uwalniania, sztuczne sieci neuronowe zostaty takze uzyte
do oecny wlasciwosci peletek [157], tj. czasu po jakim uwolnito sie 50% substancji leczniczej i
kulisto$ci peletek. Baza danych zostala utworzona na podstawie danych z piSmiennictwa dla 227

formulacji peletek wytworzonych metoda ekstruzji i sferonizacji zawierajacych osiem modelowych
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substancji leczniczych i sze$¢ substancji pomocniczych. Kazda formulacja byta scharakteryzowana
poprzez deskryptory molekularne dla substancji leczniczej i pomocniczej, a takze parametry
procesu ekstruzji i sferonizacji takie jak predko$¢ obrotowa ekstrudera, ilo$¢ otworéw w tarczy,
predkos¢ obrotowa traczy sferonizatora i czas sferonizacji oraz czas i temperatura suszenia peletek,
a takze ilosci uzytych substancji pomocniczych. Opracowany model sztucznych sieci neuronowych
charakteryzowat sie dobra zdolno$cia generalizacji dla kulisto$ci i czasu po jakim uwolnito sie 50%

substancji leczniczej, odpowiednio 9.5% i 8% (NRMSE).

Prowadzono takze badania nad utworzeniem modelu korelacji in vitro - in vivo przy uzyciu
sieci neuronowo-rozmytych. Zbidr uczacy utworzono na podstawie wynikow eksperymentalnych
uwalniania probukolu z dwoch formulacji, tj. samonanoemulgujacych (ang. Self-Nanoemulsifying
Drug Delivery Systems, SNEDDS) i roztworu olejowego oraz parametrow dostepnosci biologicznej.
Formulacja samomikroemulgujaca (ang. Self-Microemulsifying Drug Delivery Systems, SMEDDS)
postuzyta do walidacji modelu. Otrzymany model skladat sie z czterech moduléw, tzw. asocjacji,
ktére przetwarzaly wejscia, warto$ci rozpuszczonego probukolu, na wyjscia, tj. stezenie probukolu
w surowicy $wini. W badaniach in vitro zastosowano model dynamicznej lipolizy w celu okreslenia
ilosci uwolnionego probukolu z uktadow. Uzyskano zadowalajaca wartos¢ wspotczynnika korelacji
0.91 dla zbioru walidacyjnego. Zwrocono uwage na konieczno$C poszerzenia bazy danych i
wektora wejSciowego np. o sklad iloSciowy formulacji, aby model posiadat wieksze zdolnosci
generalizacyjne i moégl postuzy¢ do optymalizacji skltadu formulacji na podstawie zadanych

wiasciwosci farmakokinetycznych [59].
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II. Cel i zalozenia pracy.

Narzedzia obliczeniowe takie jak uczenie maszynowe i techniki modelowania
matematycznego sq coraz szerzej stosowane w naukach farmaceutycznych w zakresie technologii
farmaceutycznej m.in. w celu opracowania i doboru parametrow technologicznych wytwarzania
postaci leku i jej optymalizacji. Obecnie opracowane systemy sa dostosowane do waskiej
przestrzeni eksperymentalnej, co nie pozwala na uzyskanie zadowalajacych mozliwosci

generalizacyjnych utworzonych modeli.

Rozwigzaniem powyzszego problemu jest zebranie reprezentatywnej dla opracowywanego
zagadnienia bazy danych, jej przetworzenie i akwizycja zawartej w niej wiedzy oraz konstrukcja

oprogramowania do wspomagania procesu formulacji, tzw. systemu wspomagania decyzji.

Celem pracy byla ocena przydatnosci systemu wspomagania decyzji w projektowaniu
mikroemulsyjnych postaci leku poprzez zastosowanie technik drazenia danych do utworzenia
modeli wchodzacych w sklad systemu eksperckiego oraz weryfikacji w zakresie prac

eksperymentalnych.
Cel pracy realizowano w oparciu o nastepujace cele czastkowe:

» zaprojektowanie bazy danych do zastosowania tzw. technik drazenia danych,

* modelowanie heurystyczne, w tym, modelowanie z zastosowaniem sztucznych sieci
neuronowych oraz modelowanie z zastosowaniem innych technik drazenia danych ze
szczegblnym uwzglednieniem klasyfikatoréw drzew decyzyjnych: RandomForest, SVM,
ADABoost, ADTree, J48, IBk, KStar, VotedPerceptron, RotationForest, DecisionStump,
FTree, J48graft, LADTree, LTM, NBTree, REPTree, SimpleCart,

* ekstrakcja regut logicznych z sieci rozmytych i zastosowanie klasyfikatoréw drzew

decyzyjnych do ich agregacji,
* przygotowanie maszyny wnioskujgcej systemu wspomagania decyzji,

* napisanie aplikacji komputerowej z interfejsem graficznym scalajacej wybrane modele,
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* weryfikacje systemu wspomagania decyzji, poprzez wykonanie i ocene wlasciwosci

fizykochemicznych  mikroemulsji sporzadzonych na podstawie wynikow prac

obliczeniowych.

Opracowanie systemu wspomagania decyzji znajduje uzasadnienie w kontekscie prac

formulacyjnych w celu maksymalizacji prawdopodobienstwa otrzymania mikroemulsji przy

minimalizacji nakladéw eksperymentalnych. W zalozeniu system ma wspomagaC proces

opracowywania nowych formulacji, szczeg6lnie w przypadku, gdy substancja pomocnicza nie

zostata wczesniej zbadana pod katem zdolnoS$ci do tworzenia mikroemulsji [151].

W zwigzku z powyzszym przyjeto nastepujace zalozenia badawcze:

zastosowane narzedzia eksploracji danych pozwola na przetworzenie duzej iloSci
danych dotyczacych sktadu iloSciowego i jakoSciowego mikroemulsji oraz wybor

optymalnych architektur do systemu wspomagania decyzji,

wprowadzenie deskryptorow chemicznych do opisu skladu formulacji umozliwi
przewidywanie obszaru wystepowania mikroemulsji dla sktadnikow, ktére nie byly

wczesniej prezentowane systemowi w procesie uczenia,

wybor odpowiedniego narzedzia programistycznego pozwoli na stworzenie
aplikacji komputerowej integrujacej wybrane modele obliczeniowe w tzw. system
wspomagania decyzji,

przygotowanie procedur numerycznych i doswiadczalnych w celu walidacji

systemu wspomagania decyzji,

zaprojektowanie prac doswiadczalnych w celu wytypowania za pomocg ME_DSS

mikroemulsji spelniajgcych wymagania dla ww. postaci leku.

Sformutowane zatozenia badawcze realizowano w oparciu o przedstawiona w rozdziale III

metodyke badan.
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III. Metodyka badan.

1. Substancje, materialy i aparatura, oprogramowanie.

1.1. Substancje.

» Ibuprofen - Shasun Chemicals and Drugs Ltd., Indie,

* Brij® 96 (Brij® 97, Brij® 010) - Fluka / Croda, Szwajcaria / Wielka Brytania,
* Capmul® MCM - Abitec Corporation, Stany Zjednoczone,

* Cytrynian trietylu — AppliChem, Niemcy,

* Izopropylu mirystynian — Cognis, Niemcy,

* Kwas ortofosforowy (V) - POCh Gliwice, Polska,

* Labrasol® - Gattefosse, Francja,

* Laurylosiarczan sodu - POCh Gliwice / Sigma-Aldrich, Polska / Stany Zjednoczone,
* Makrogol 400 - Sigma-Aldrich, Stany Zjednoczone,

* Metanol do chromatografii HPL.C - POCh Gliwice, Polska,

* Miglyol® 812N - Caesar & Loretz GmbH, Niemcy,

* Propylenowy glikol - Sigma-Aldrich, Stany Zjednoczone,

« Tween® 80 - POCh Gliwice / Croda, Polska / Wielka Brytania,

*  Wodorotlenek sodu - POCh Gliwice, Polska.

1.2. Materiaty.

Bibuta filtracyjna,

* Filtry ,,strzykawkowe” o $rednicy poréw 0.22pum Millex® -GS — Merck Millipore, Stany

Zjednoczone,
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Filtry membranowe o S$rednicy porow 0.22 pym z octanu celulozy - Sartorius AG,

Goettingen, Niemcy,

Filtry membranowe Porafil®>-TE o $rednicy por6w 0.22 pm z politetrafluoroetylenu -

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Dueren, Niemcy,

Fiolki chromatograficzne, zakrecane, przezroczyste 1.5 mL — Agilent Technologies, Stany

Zjednoczone,

Kolumna chromatograficzna z wypetlieniem RP phenomenex®Kinetex 2.6 pm C-18 —

Phenomenex, Stany Zjednoczone,

Sprzet jednorazowego uzytku (koncéwki do pipetowania, strzykawki i igly jednorazowego

uzytku, rekawice lateksowe).

1.3. Aparatura.

Aparat do pomiaru wielkosci czastek fazy rozproszonej metoda fotonowej spektroskopii
korelacyjnej Malvern Zeta Sizer Nano ZS z automatycznym titratorem - Multi Purpose

Titrator MPT 2, Marvern, Wielka Brytania,

Komory klimatyczne HPP 110 Memmert, Biichenbach, Niemcy,
Konduktometr mikrokomputerowy CC-551 Elmetron, Zabrze, Polska,
Mieszadto magnetyczne MS-15HS Wigo, Pruszkow, Polska,

pH-metr mikrokomputerowy CPC-505 Elmetron, Zabrze, Polska,
Refraktometr Abbego model PZO RL-1, Warszawa, Polska,
Spektrofotometr UV-1800 UV-VIS Shimadzu, Kioto, Japonia,
Tensjometr Kriiss GmbH, Hamburg, Niemcy,

Waga analityczna MS105DU/M, Mettler Toledo, Stany Zjednoczone,
Waga laboratoryjna AJ-420, Vibra, Japonia,

Wiréwka laboratoryjna MPW 221, Mechanika Precyzyjna, Warszawa, Polska,
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* Wiskozymetr Haake VT 550 Thermoscientific, Waltham, USA,

*  Wysokorozdzielczy skaningowy mikroskop elektronowy z dzialem polowym 7600F,
wyposazony w mikrosonde rentgenowska i przystawke ,,Cryo-SEM", JEOL (FE-SEM),

Tokio, Japonia,
*  Wysokosprawny chromatograf cieczcowy HPLC Agilent 1260 Infinity, Santa Clara, USA,

*  Wytrzasarka IKA KS 130 basic, Staufen im Breisgau, Niemcy.

1.4. Oprogramowanie.

* Nets2010,

*  WEKA (v3.6),

* Phase_diagr,

* Marvin, moduty MarvinSketch, molconv, cxcalc (v2.9),

* Learn_conv,

e FErase O,
* Preproc,
 Eddan3,

* Classif_compute,
* Imagel (v1.47),

* NetBeans (v6.8).

Wszystkie obliczenia wykonano w komputerach klasy PC wyposazonych w system Linux,
procesory Xeon lub rownowazne i co najmniej 8GB pamieci RAM. Komputery byty polaczone ze

soba przy uzyciu sieci lokalne;j.
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2. Charakterystyka oprogramowania uzytego w procesie eksploracji
danych.

W modelowaniu sztucznych sieci neuronowych zastosowano program Nets2010 [149]
napisany w jezyku programowania Object Pascal srodowiska programistycznego Lazarus. Program
Nets2010 shuizy do testowania i analizy sztucznych sieci neuronowych w komputerze klasy PC.
System Nets2010 zostal przystosowany do przetwarzania bardzo duzych zbioréw danych
zawierajacych miliony rekordow przy wektorze wejSciowym skladajacym sie z tysiecy zmiennych.
Whbudowana funkcja eksportu architektury sieci do formatu rozumianego przez kompilator jezyka
Java (funkcja ,,Export to Java”) ulatwia dalsze przetwarzanie otrzymanego modelu. Program
Nets2010 umozliwia wykonanie analizy wrazliwosciowej dla sieci typu wielowarstwowego
perceptronu (ang. Multilayer Perceptron, MLP) oraz wyboru metody defuzyfikacji dla sieci
neuronowo-rozmytych i eksport ekstrahowanych z nich regut do pliku tekstowego (funkcja ,,Export
ANN structure”). W celu zdefiniowania architektury sieci neuronowej i parametrow jej uczenia
uzyto interfejsu graficznego programu. Natomiast prace w trybie wsadowym, czyli bez ingerencji
uzytkownika do treningu i analizowania zestawOw sieci. W celu rozpraszania obliczen zastosowano
program Xdissolve, ktory jest rozszerzeniem do programu Nets2010. Pozwolito to na automatyzacje

tworzenia zadan dla jednostek obliczeniowych pracujacych w systemie sieciowym.
Ponadto opcje programu Nets2010 umozliwiaja wybranie:

* typu sieci — perceptron wielowarstwowy (MLP), sie¢ z kontrapropagacja (CP) lub sie¢
rozmyta (NF),

e algorytmu uczenia — propagacja wsteczna (BP) z modyfikacjami takimi jak: technika
momentu, zanikajace wspotczynniki uczenia, algorytm delta-bar-delta; algorytm Kohonena,

warstwy kontekstu, sieci hybrydowe, gaz neuronowy,

* architektury sieci — liczba komorek wejsciowych i wyjsciowych, liczba warstw ukrytych

(maksymalnie 9) i budujacych je komorek (do 99999 komérek w warstwie),
» iloSci iteracji, wartos¢ epoki,

* parametrow uczenia i funkcje aktywacji — sigma, alfa, funkcja sigmoidalna, a-x, a/x, In(|x|),
sin(x), cos(x), tanh(x), funkcja fsr wg Bilskiego [22]; istnieje mozliwos$¢ zdefiniowania

indywidualnych parametréw dla kazdej warstwy,
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* funkcji kosztu — funkcja kwadratowa, logarytmiczna lub funkcja Hampela [166].

WEKA [83] (ang. Waikato Environment for Knowledge Analysis) to projekt wolnego
oprogramowania (ang. Open-Source) zaimplementowany w jezyku programowania Java majqcy na
celu zbudowanie Srodowiska ulatwiajacego prace z algorytmami uczenia maszynowego do
rozwigzywania probleméw eksploracji danych. Ekran z gléwnym menu, podzielony jest na kilka

modulow:

* Explorer - gléwny modut oferujacy dostep do najwazniejszych funkcjonalnosci, posiada
szereg rozwigzan utatwiajacych uzytkownikowi przeprowadzenie analiz (fatwa konfiguracja
parametrow, kontrola kolejnosci wykonywania analiz, parametry domyslne, podpowiedzi

kontekstowe),

* Simple CLI - interfejs tekstowy (ang. Command Line Interface, CLI), dostep do

funkcjonalnosci systemu poprzez wpisywanie komend tekstowych,

* Experimenter — zaprojektowany, aby umozliwi¢ przeanalizowanie, ktéra metoda (np.
klasyfikacji lub regresji) i jaki zestaw parametréw jest najlepszy dla naszego problemu, w
module  zastosowano rozwigzania umozliwiajgce  przeprowadzania  zlozonych

eksperymentéw obliczeniowych na wielka skale,

* KnowledgeFlow - interfejs graficzny, pozwalajacy zaprojektowa¢ schemat potokowego
przetwarzania danych, wykorzystujac technike ,,przeciagnij i upusc¢” (ang. ,,drag-and-drop”)

mozemy tatwo laczy¢ bloki reprezentujace poszczegdlne etapy analizy.

Do zalet srodowiska WEKA nalezy zaliczy¢: obszerny zestaw narzedzi do przetwarzania
wstepnego danych (ang. Preprocessing), algorytmy uczenia maszynowego i metody oceniajace ich
efektywnos¢, przyjazny graficzny interfejs uzytkownika, w tym, narzedzia do wizualizacji danych

oraz wygodne Srodowisko do poréwnania efektywnosci algorytmow.

Program Phase_diagr postuzyt do skanowania plikow graficznych tréjkatéw Gibbsa pod
katem koloru pikseli: czarny — wystepuje mikroemulsja, bialy — brak mikroemulsji. Po przeliczeniu
wspohrzednych prostokatnych pliku graficznego na wspohrzedne w trojkacie fazowym Gibbsa
opisujacym sklad mikroemulsji eksportuje sie je do pliku tekstowego, co umozliwia dalsza ich
obrobke. W wyniku skanowania w pliku tekstowym zapisywane sa trzy wspétrzedne (faza olejowa /
tenzyd / faza wodna) danego punktu trojkata Gibbsa oraz 0 lub 1 w zaleznos$ci czy dany sktad

iloSciowy odpowiada mikroemulsji, czy tez nie.
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Obliczenia deskryptoréw molekularnych wykonano przy uzyciu programu Marvin firmy

ChemAxon [146]. Jest to zestaw narzedzi umozliwiajacy rysowanie modeli zwigzkéw chemicznych

(modut MarvinSketch), projekcji ich struktury w przestrzeni (modut MarvinView i MarvinSpace)

oraz predykcji podstawowych parametréw fizykochemicznych i deskryptorow chemicznych

czasteczek (modut cxcalc) [41]. Ponadto modut molconv pozwala na szybka optymalizacje

struktury pod wzgledem minimalizacji energii czasteczki.

Podczas przygotowywania bazy danych i przeksztalcania sygnalu wyjsciowego sieci

neuronowych uzyto nastepujacych programow:

Learn_conv postuzyl do generowania par zborow testowy-uczacy; pliki uczace i testowe
wybierane sg z plikéw tekstowych opisujacych poszczegolne formulacje w sposéb losowy

lub sekwencyjny,

Erase_0 zastosowano w celu usuniecia kolumny zmiennych, ktérych wartosci sg state —

dane te sq zbedne, a ponadto przeszkadzajq w procedurze skalowania uzywanej w Nets2010;

Preproc uzyto do wstepnego przetwarzania rekordow danych tj. normalizacji za pomoca

normy euklidesowej, rownowazenia klas, binaryzacji,

Eddan3 zastosowano do wstepnej obrobki danych tj. multiplikacji rekordow z nakladaniem

szumu o zadanej amplitudzie i znaku,

Classif_compute zastosowano w celu obliczenia btedu klasyfikatoréw.

Uzyto takze jezyka powloki bash do napisania skryptow. Mialo to na celu automatyzacje

operacji na plikach tekstowych oraz uruchamiania programéw z poziomu linii komend. Obrébke

bazy danych wykonano przy uzyciu arkusza kalkulacyjnego Calc pakietu biurowego LibreOffice

2012-2014, wersja 3.4 — 4.2. Z kolei analize obrazu z mikroskopu skaningowego przeprowadzono

przy uzyciu programu ImageJ [1].
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3. Eksploracja danych.

3.1. Przygotowanie maszyny wnioskujqcej.

Baza danych zostala sporzadzona na podstawie wynikow badan realizowanych w Katedrze
oraz na podstawie danych z piSmiennictwa (tab. 6). Przeglad piSmiennictwa zostal wykonany pod
katem mozliwosci zdigitalizowania danych dotyczacych sktadnikow mikroemulsji w bazie danych

PubMed®, SCOPUS® oraz ScienceDirect®.

Przy uzyciu programu Phase_diagr obrébce cyfrowej poddano trojkaty fazowe
Gibbsa [150]. W celu lepszej identyfikacji granic regionu mikroemulsji uzyto skanowania z
kompresjg 50 i algorytmem Intelliscan. Do zbioru danych wiaczono formulacje mikroemulsji tréj- i
czterosktadnikowych zawierajace tenzyd (T), kotenzyd (KT), faze olejowa (O), faze wodng (W)

oraz tenzyd pomocniczy (TP).

W wyniku skanowania otrzymano pliki tekstowe, zawierajace trzy wspétrzedne punktu w
trojkacie Gibbsa odpowiadajace zawartosci poszczegdlnych sktadnikow mieszaniny oraz binarng

informacje o obecnosci lub braku mikroemulsji.

Dane dotyczace skladu iloSciowego mikroemulsji wzbogacono o deskryptory molekularne
poszczegblnych skladnikow. W tym celu, kazdej substancji pomocniczej przyporzadkowano
chemiczny wzor strukturalny. W przypadku substancji, ktére stanowily mieszanine zwigzkow
chemicznych, deskryptory obliczano jako srednia wazong na podstawie procentowej zawarto$ci

sktadnikbw w mieszaninie wg réwnania (9):

gdzie:
w;i — procentowa zawarto$¢ skladnika,
di — wartos¢ deskryptora,

X - S$rednia wazona deskryptora.
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struktura trojwymiarowa czgsteczki

Dreiding energy Balaban index Maximal projection area (--)

95.3 4.63 9332 (.)

deskryptory molekularne opisujace
czgsteczke

Rycina 10. Schemat otrzymywania deskryptoréw przy pomocy programu Marvin.

Plaskie wzory strukturalne, poddano optymalizacji przestrzennej, przy uzyciu narzedzia
molconv [158]. Konformer o najnizszej energii stanowit strukture gotowa do przeprowadzenia
obliczen deskryptorow molekularnych, ktore zostalty wyliczone przy uzyciu narzedzia cxcalc [41].
W celu automatyzacji wyzej wymienionych procedur napisano skrypt w powloce systemowej bash.
Schemat metodyki przyjetej podczas wyliczania deskryptorow przy uzyciu programu Marvin
przedstawiono na rycinie 10. Komendy wsadowe uzyte w programie cxcalc, ktére warunkowaty

ilos¢ otrzymanych deskryptoréw przedstawiono w tabeli 5.
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Tabela 5. Lista komend zastosowanych w programie cxcalc warunkujaca ilo$¢ i jako$¢ otrzymanych deskryptoréw

czasteczkowych.
Grupa Grupa
deskryptoréw Komendy cxcalc deskryptoréw Komendy cxcalc
formula avapol
} topologyanalysistable dp
Analiza . axxpol
composition tadunek
elementarna ) - ayypol
icomposition
azzpol
mass
Konformacja hasvalidconformer WyI|czenl|a enumerationcount
Markush'a
Lzomer doublebondstereoisomercount Wspotczynnik logd
y resonantcount podziatu logp
asa
psa
asymmetricatomcount
balabanindex
bondcount
chiralcentercount
connectedgraph
cyclomatichumber i
dreidingenergy pka
fragmentcount P
. acceptorcount
hararyindex
Geometryczna : , Inne donorcount
hyperwienerindex
. o msacc
maximalprojectionarea
. L . msdon
maximalprojectionradius L
refractivity

minimalprojectionarea
minimalprojectionradius
molecularsurfacearea
plattindex

randicindex
szegedindex
wienerindex
wienerpolarity
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Wstepne przetwarzanie danych.

Otrzymany poprzez akwizycje danych zbior zostal podzielony na podzbiory uczace i
testowe zgodnie z procedura 10-krotnego wzajemnego sprawdzania (zbiory ,,10cv”) przy uzyciu
programu Learn_conv (zbiory ,,orig”). Procedura ta polega na 10-krotnym wylaczeniu z podzbioru
uczacego 10% formulacji i utworzeniu podzbioru testowego. Ma to na celu zwiekszenie
wiarygodnosci otrzymanych wynikow, poniewaz kazdy z dziesieciu modeli dla jednej architektury
trenowany jest na podzbiorze uczacym, a jego wiarygodno$¢ sprawdzana jest na podstawie
ewaluacji danych na zbiorze testowym. Cale trojkaty fazowe byly przydzielane losowo, bez

zwracania do podzbioréw uczacych i testowych.

W celu poprawy zdolnosci generalizacyjnych modeli utworzono dodatkowe pary zbiorow
uczacych i testowych, wprowadzajac szum o amplitudzie +5% i dwukrotnie wieksza liczba
rekordow (zbiory ,;rand5x2”). Procedure przeprowadzono przy pomocy programu Eddan3. Aby
dostosowa¢ dane do dziedziny funkcji aktywacji sieci neuronowych w przypadku tych modeli,

zastosowano liniowe skalowanie w przedziatach <0.2 ; 0.8> i <-0.8 ; 0.8> (zbiory ,,scale”).

Dla zbioru danych o zredukowanej liczbie wejS¢ ujednolicono rozktad dystrybucji
liczebnosci poszczegolnych klas. Stosujac program Preproc, utworzono zbiory o zréwnowazonej
liczebnosci klasy '1' (obecno$¢ mikroemulsji), ktére oznaczono jako ,balance_plus” lub o

zmniejszonej liczebnosci klasy '0' (brak mikroemulsji), ktore oznaczono jako ,,balance_minus™.

Wstepne przetwarzanie bazy danych polegalo takze na usunieciu ze wszystkich zbioréw

kolumn o warto$ciach statych lub réwnych zero przy uzyciu programu Erase_0.

Powyzsze procedury mialy na celu jak najlepsze odwzorowanie warunkéw uczenia
zblizonych rzeczywistym, tak aby uzyska¢ najlepszy model dla przysziego zastosowania w
systemie wspomagania decyzji przewidujacego wystepowanie obszarow mikroemulsji dla
nieznanych sktadnikéw formulacji. Notacje wykorzystang przy opisywaniu architektur sztucznych

sieci neuronowych przedstawiono na rycinie 11.
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{ANN_architektura} {zbiér_uczacy} {warunki_uczenia}

{ANN_architektura} przedstawia liczbe warstw ukrytych i neuronéw w kazdej z nich oraz funkcje

aktywacji np.: 7_5_3 fsr oznacza 3 warstwy ukryte z 7, 5, 3 neuronami w kazdej z nich oraz
funkcje aktywaciji fsr

{zbiér_uczacy} odnosi sie do liczy wejS¢ w zbiorze (np.: 17_in), przetwarzania zbioru:

rébwnowazenie klas (balance_plus, balance none, balnace_minus), zaszumianie (orig —
brak zaszumiania i rand — z zaszumianiem) oraz zrédto danych (10cv = 10-krotna wzajemna
walidacja, base = caly zbiér danych)

{warunki_uczenia} przedstawia liczbe iteracji (np. 5m = 5,000,000)

Rycina 11. Notacja wykorzystana przy opisywaniu architektur sztucznych sieci neuronowych.

Redukcja wektora wejsciowego — analiza wrazliwosciowa.

Préba utworzenia duzej liczby modeli na pelnym zbiorze danych bylaby nieefektywna i
czasochtonna. Ponadto duza ilos¢ atrybutéw (zmiennych) w bazie byla skorelowana ze soba i miata
charakter nadmiarowy, przez co mogla zwieksza¢ blad generalizacji. Dlatego przeprowadzono
redukcje wymiarowosSci wektora wejsciowego, ktérej celem bylo wyodrebnienie podzbioru
zmiennych do otrzymania optymalnego modelu sztucznych sieci neuronowych. W pracach
obliczeniowych zastosowano metodyke, ktora wykorzystuje modele sztucznych sieci neuronowych
do okre$lenia wzglednego wptywu kazdej zmiennej na jako$¢ modelu [204]. Na podstawie analizy
wynikéw przeprowadzono redukcje wektora wejSciowego i selekcje zmiennych kluczowych. W
pierwszym etapie analizy wrazliwoSciowej wytrenowano zestaw 189 architektur sieci
wielowarstwowego perceptronu (MLP) z algorytmem wstecznej propagacji (BP) i czterema
funkcjami aktywacji: liniowa (lin), tangensem hiperbolicznym (tanh), sigmoidalng (sigma) oraz
funkcja fsr, zaproponowana przez Bilskiego i wsp. [22]. Architektury sieci MLP skladaty sie z 1 do
6 warstw ukrytych, a kazda z warstw zawierala od 2 do 200 neuronéw. Kryterium cierpliwosci
techniki ,,jog-of-weights” ustawiono na 100 000 iteracji. Wybrano dwa punty konicowe uczenia sieci
5000000 i 10000000 iteracji. Modele do przeprowadzenia analizy wrazliwoSciowej zostaty
wybrane na podstawie zaleznosci czuloSci systemu od jego specyficznodci, ktorym dla

klasyfikatorow binarnych jest AUROC (ang. Area Under Receiver Operator Curve), pole
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powierzchni pod wykresem funkcji charakterystyki zalezno$ci odbiorca-nadawca. Kryterium

wiaczenia modeli sieci do analizy wrazliwosciowej okreslono zgodnie z réwnaniem 10:

AUROC, <90%-AUROC, . (10)
gdzie:
AUROCG;, — wartos¢ AUROC, powyzej ktorej wiaczano modele do analizy wrazliwosciowej,

AUROC ks — maksymalna warto§¢ AUROC otrzymana w procesie uczenia.

Selekcje zmiennych przeprowadzono na podstawie analizy kumulacyjnych wartoSci
wrazliwosci. Kryterium wyboru punktu odciecia stanowit spadek wrazliwosci kolejnej zmiennej w

poréwnaniu z poprzednia wiekszy niz 5%.

Modelowanie - sztuczne sieci neuronowe.

W procesie modelowania z zastosowaniem sztucznych sieci neuronowych uzyto 5-ciu
zbioréw danych o zredukowanym wektorze wejSciowym i podzielonych zgodnie z procedura 10-
krotnego wzajemnego sprawdzania (,,10cv”): z dodatkowym szumem (,rand”), skalowanych

» »

(,,scale”), z rownowazonymi klasami (,,orig_balance_plus”, “orig_balance_minus”) i oryginalnych
(,,orig”).

Modelowanie neuronowe bylo powadzone przy uzyciu symulatora sztucznych sieci
neuronowych Nets2010. Podczas modelowania neuronowego zostaly wykorzystane sieci typu
wielowarstwowego perceptronu (MLP) ze wsteczng propagacja jako algorytmem uczenia (BP) oraz
z technika momentu i algorytmem delta-bar-delta, a takze systemy logiki rozmytej (ang. Neuro-

Fuzzy, sieci neuronowo-rozmyte, NFs) [157].

Podobnie, jak podczas uzyskiwania modeli stuzacych do analizy wrazliwoSciowej, tak i w
przypadku otrzymywania modeli neuronowych, sieci MLP zawieraly od 1 do 6 warstw ukrytych i
od 2 do 200 neuronéw, natomiast sieci NFs miaty tylko jedna warstwe ukryta i 5 do 100 neurondw.

Kryterium cierpliwos$ci, zapobiegajace zablokowaniu sie sieci w minimum lokalnym ustawiono na
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100 000 iteracji. Wszystkie komérki w danej sieci posiadaly zawsze te sama funkcje aktywacji.
Komorki w przylegajacych warstwach byly polaczone na zasadzie ,kazdy z kazdym”. Funkcja
kosztu byta zawsze funkcja kwadratowa. Wykorzystane zostaty cztery funkcje aktywacji: liniowa

(lin), tangens hiperboliczny (tanh), sigmoidalna (sigma) oraz funkcja fsr [22].

Systemy rozmyte mialy najprostsza architekture, opracowang przez Mamdaniego [186], z
liniowa funkcja aktywacji i tzw. MISO, czyli ,wiele wejs¢, jedno wyjscie”. Ustalono metode
defuzyfikacji jako M-SLIDE, a regulom nadawano warto$ci na podstawie losowo wybranych

rekordow danych.

Wybrano cztery punkty konicowe uczenia na poziomie 1 000 000, 5000 000, 10 000 000 i
20 000 000 iteracji. Tak duza liczba iteracji wynikata z ustawienia epoki uczenia, czyli powt6rzenia
iteracyjnej procedury uczenia, na 1. Dla przykladu, gdy epoka uczenia wynosi 1 i baza danych
zawiera okoto 300 000 rekordow, a prog koncowy uczenia ustawiony jest na 1 000 000 iteracji,

pojedyncza sie¢ moze 3-krotnie korzystac z tych samych wektoréow wejsciowych podczas uczenia.

Kontrole procesu uczenia sieci prowadzano na podstawie warto$ci pierwiastka bledu

Sredniokwadratowego, RMSE (ang. Root Mean Squared Error), ktéra obliczano wg rownania (11):

(11)

gdzie:
m; - warto$¢ wyjsciowa sieci,
m, — warto$¢ oczekiwana,

n — ilo$¢ rekordéw zbioru testowego.

Poniewaz wyjscie sieci neuronowych, ze wzgledu na uzycie ciagtych funkcji aktywacji,
uzyskiwato wartosci liczb rzeczywistych, dlatego konieczne stato sie okreslenie progu decyzyjnego.
W tym celu wyniki uzyskiwane przez sieci poddano analizie klasyfikacyjnej przy uzyciu programu
Classif_compute, ktory automatycznie dobieral prog decyzyjny, na podstawie maksimum warto$ci

AUROC, co pozwolito na ostateczng ocene jakosci modeli sieci neuronowych.
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Po wyselekcjonowaniu najlepszych sieci neuronowych, w celu sprawdzenia odpornosci na
przypadkowos¢ uczenia sieci, zastosowano technike ,multi-startu”. Polega ona na wielokrotnej,
losowej inicjalizacji tej samej sieci neuronowej. Powstale w ten sposéb modele neuronowe réznig
sie punktem poczatkowym procesu uczenia. Zastosowano 10-krotny ,,multi-start” na jednej parze

zbioréw danych uczacy-testowy z uzyciem wybranych modeli neuronowych [204, 227].

Lacznie przygotowano okoto 60 tysiecy modeli, z ktérych wyselekcjonowano optymalne

narzedzia przewidywania obszaru wystepowania mikroemulsji.

Modelowanie - algorytmy klasyfikacji

Podczas procesu eksploracji danych, na zbiorze o zredukowanej liczbie wejs¢, zostaty
wytrenowane i przetestowane takze algorytmy drzew decyzyjnych: J48, ADTree, RotationForest,
RandomForest, ADTree, J48, FTree, J48graft, LADTree, NBTree, REPTree, pamieciowy
klasyfikator mimimalno-odlegtosciowy — IBk, klasyfikator ze wzmacnianiem - ADABoost, metody
wektorow nosnych - SVM, klasyfikator glosujacego perceptronu — VotedPerceptron oraz inne

klasyfikatory tj. KStar, DecisionStump, LTM, SimpleCart.

Klasyfikatory drzew decyzyjnych tj. J48, ADTree, RotationForest, RandomForest opieraja
sie na analizie zbioréw, gdzie kazdy przyklad jest opisany przez zestaw atrybutow. Dopuszcza sie,
ze cigg przykladow moze zawiera¢ bledy, jak rowniez moze zawiera¢ atrybuty nieposiadajace
okreslonej wartoSci. Metody te bardzo dobrze radza sobie z problemami nieliniowymi po

wczesniejszej dyskretyzacji danych ciggtych.

Klasyfikator pamieciowy mimimalno-odlegtosciowy tj. IBk to podstawowy algorytm do
wzmacniania, metody, dzieki ktérej z duzej liczby stabych klasyfikatorow mozna otrzymac¢ jeden

lepszy.

Klasyfikator ze wzmacnianiem ADABoost oparty jest na metodzie, u ktoérej podstaw lezy
idea poprawy dokladnosci dzialania algorytmu uczacego. Technika ta polega na stosowaniu
sekwencji prostych modeli, przy czym kazdy kolejny model przyktada wieksza ,,wage” do tych

obserwacji, ktore zostaty btednie zaklasyfikowane przez poprzednie modele.

72



Metodyka badan.

Forma dziatania algorytmu metody wektoréw nosnych (ang. Support Vector Machines,
SVM) polega na znalezieniu hiperptaszczyzny rozdzielajacej z maksymalnym marginesem punkty

nalezgce do dwoch klas w rozpatrywanym przypadku brak ME —'0' lub jej obecnos¢ —'1'.

Klasyfikator glosujacego perceptronu (ang. Voted Perceptron, VP) jest modyfikacja
algorytmu perceptronu Rosenblatt'a. Algorytm ten sekwencyjnie analizuje dane i stosuje
podstawowy wzor na modyfikacje wag (wspotczynnikéw plaszczyzny), gdy dany punkt danych jest
zle sklasyfikowany. Algorytm zapamietuje wszystkie posrednie stany wektora wag, a takze zlicza
dla kazdego z nich tzw. liczbe przezyd, tj. liczbe iteracji, w ktorych kolejne punkty nie zmienity

stanu danego wektora.

W tym zakresie do badan uzyto oprogramowania WEKA [83] w trybie wsadowym, ktére
umozliwia uzycie ww. zbioru algorytmow uczenia maszynowego przeznaczonych do eksploracji
danych. Na wstepnym etapie modelowania stosowano podstawowe ustawienia algorytmow.

Natomiast po wyselekcjonowaniu najlepszego, prébowano zoptymalizowac jego parametry.

Ocena sprawnosci modeli.

Podstawowa miarg oceny sprawnosci modeli byto pole powierzchni pod krzywa zaleznos$ci
czutosci systemu od jego specyficzno$ci (AUROC, ang. Area Under Reciver Operator Curve, pole
powierzchni pod wykresem funkcji charakterystyki zaleznosci odbiorca-nadawca), ale w celu

lepszego zr6znicowania dodatkowo zastosowano piec innych miar:
* ilos¢ decyzji prawdziwie negatywnych (GO) tj. wtedy, gdy model nie przewiduje istnienie
mikroemulsji, ktorej w rzeczywistosci nie zaobserwowano — obliczana jako procent catosci

zbioru testowego (réwn. 12),

* ilos¢ poprawnie sklasyfikowanych mikroemulsji (G1) obliczana jako procent iloSci

wszystkich zaobserwowanych mikroemulsji w zbiorze testowym (réwn. 13),

* skuteczno$¢ systemu (EF) obliczany jako procent blednie sklasyfikowanych rekordow
niezaleznie od decyzji sieci klasyfikujacej obszary jako '1' lub '0', obliczany wzgledem

catosci zbioru testowego (rown. 14),
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* blad catkowity (EG) obliczany jako procent réznicy decyzji modelu i sumy prawidlowo

przewidzianych punktow lacznie, obliczany wzgledem catoSci zbioru testowego (réwn. 15),

* blad klasyfikacji (C1) obliczany jako procent iloSci punktéw srodka geometrycznego
obszaréw przewidzianych przez system i potwierdzonych eksperymentalnie jako uklad
mikroemulsyjny (réown. 16); miare te zastosowano do oceny skuteczno$ci systemu

wspomagania decyzji testowanym na zbiorze danych eksperymentalnych.

X
GO: Good 0 (12)

n pred 0

X
Gl: Good1 (13)

n pred1

EF= XGood1 T XGood 0 (14)

pred

n —\ X +X
EG: pred (Goodl GOOdO)‘lOO% (15)

n pred

CGood )
Clzwlm % (16)

triang

gdzie:

XGoodl, XGoodo — Prawidlowo przewidziana obecnos¢ ('1") lub brak ('0") mikroemulsji
Npred1, Npredo — 1108€ przewidzianych '1'i'0’

Npred — 110$€ przewidzianych '1' i '0' facznie

Ccood — liczba srodkow geometrycznych przewidywanych przez system, lezacych w

wyznaczonych eksperymentalnie obszarach mikroemulsji

Gibbsgiang — liczba wszystkich obszaréw mikroemulsyjnych wyznaczonych eksperymentalnie

Aby w pehi okresli¢ zdolnosci generalizacji modeli, do oceny miary AUROC zastosowano

technike progu ustalanego empirycznie. W tym celu wykorzystano program Classif _compute, ktory
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automatycznie dobrat prég klasyfikacji tak aby zmaksymalizowa¢ warto§¢ AUROC. Warto$¢ progu

stanowila granice, powyzej ktérej wyjscie modelu traktowane jest jako '1', a ponizej ktorej jako '0'.

Ekstrakcja regut logicznych z sieci rozmytych.

Ekstrakcje regul przeprowadzono przy wykorzystaniu zbioréw o zredukowanej liczbie
wejs¢. Wybrane sieci rozmyte trenowano zgodnie z procedurg 10-krotnego wzajemnego
sprawdzania, a nastepnie przy uzyciu wbudowanej funkcji ,,Export ANN structure” w programie
Nets2010, eksportowano ich reguly logiczne do pliku tekstowego. Poniewaz ekstrahowane reguty
naleza do zbioru liczb rzeczywistych, w kolejnym kroku przeprowadzono binaryzacje wyjscia
(obecnos¢ '1" lub brak '0'" mikroemulsji), a wejscia przeskalowano w przedziale od wartosci
minimalnej do wartosci maksymalnej danego wejscia wzgledem oryginalnej bazy danych. Kazdej
wartosci danego wejscia i regule przyporzadkowano jeden z pieciu poziomow (,najnizszy” <
,Hhiski” <, $redni” < ,wysoki” < ,najwyzszy”) lingwistycznie okreslajac wielkos¢ danego czynnika.
Tak przygotowangq tablice danych poddano analizie przy uzyciu algorytmu drzewa decyzyjnego w
programie WEKA. Uzyskane drzewo decyzyjne postuzylo do okresSlenia regul powstawania

mikroemulsji.

Konstrukcja systemu wspomagania decyzji.

Na podstawie wczesniej przeprowadzonych doswiadczen i analiz zostaly wylonione
najlepsze modele do utworzenia systemu wspomagania decyzji (ang. Decision Support System,
DSS) przewidujace mozliwos¢ powstania mikroemulsji. Optymalne modele do implementacji
zostaly wybrane na podstawie zaleznosci czulo$ci systemu od jego specyficznosci, AUROC. W
optymalnym przypadku AUROC wynosi od 0.9 do 1.0. Zalozono, ze poszczegdlne modele moga
mie¢ dowolne struktury i techniki przetwarzania danych, moga by¢ takze uczone w niezalezny od
siebie sposdb. Zastosowanie roznych algorytméw przetwarzania danych spowoduje wzajemne
uzupehienie sie modutéw, przez co zdolnosci klasyfikacyjne beda lepsze niz pojedynczych modeli.

Wylonione modele maja mozliwo$¢ przewidywania powstania mikroemulsji zaréwno z juz
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prezentowanych, jak i z nowych zestawow danych (nowych skladnikéw) nie prezentowanych

podczas procesu uczenia.

Po wyselekcjonowaniu najlepszych modeli heurystycznych przeprowadzono prace nad ich
polaczeniem i utworzeniem nowego modelu wyzszego rzedu (ang. Ensemble Systems) [175].
Przetestowano wszystkie mozliwe kombinacje architektur sieci neuronowych o najlepszych
wynikach oraz modeli opartych na klasyfikatorach drzew decyzyjnych, w celu empirycznego
doboru optymalnych modeli wchodzacych w sklad systemu wyzszego rzedu. Zastosowano dwie

techniki shuzace taczeniu modeli: metode glosowania i metode usredniania wynikow.

Metoda glosowania polega na agregacji wynikdw binarnych dla poszczegélnych modeli.
Ostateczna decyzja podejmowana jest na podstawie wyniku glosowania, gdzie wiekszo$¢ glosow
wygrywa. Metoda usredniania wynikow polega na obliczeniu Sredniej arytmetycznej z wartoSci
wyjsciowych dla wszystkich modeli, a nastepnie okreSlenie progu klasyfikacji tak, aby

zmaksymalizowac¢ wartos¢ AUROC.

Wyboér modeli do utworzenia systemu wspomagania decyzji prowadzono na podstawie

ponizszych kryteriow:
* rodzaju algorytmu — drzewa klasyfikacyjne, sieci neuronowe,
» warto$ci AUROC dla faczonych modeli,

* wzrostu wartosci G1, przy jednoczesnie nie zmienionej, lub nieznacznie mniejszej wartosci

GO.

3.2. Napisane oprogramowanie do obstugi systemu wspomagania decyzji.

Reczna obstluga utworzonego systemu wspomagania decyzji bylaby czasochtonna i
niepraktyczna. Z tego wzgledu zaprojektowano i napisano w jezyku Java oprogramowanie
ME_DSS (ryc. 21 - 24, str. 104 - 107), shuzace do obstugi modeli. Wybor jezyka programowania

warunkowaty jego cechy:

* przenosnos¢ - program mozna uruchomi¢ na kazdym systemie i sprzecie, w ktorym

uruchomiona jest wirtualna maszyna Java (ang. Java Virtual Machine, JVM),
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* wsparcie ze strony tworcow srodowiska — dostepne jako Open-Source, zintegrowane

Srodowiska programistyczne, np. Eclipse, BlueJ, NetBeans, IntelliJIDEA

* mozliwos¢ tworzenia aplikacji graficznych — biblioteki i narzedzia zaimplementowane w
jezyku Java pozwalaja na tworzenie aplikacji okienkowych wyswietlanych w trybie

graficznym,

* automatyczne zwalnianie nieuzywanych zasobéw pamieci (ang. Garbage Collection).

Ze wzgledu na dostepnos¢, czestos¢ aktualizacji i dobrg dokumentacje zdecydowano o
zastosowaniu Srodowiska NetBeans IDE (GPL2, v6.8, Oracle Corporation) do napisania kodu

programu ME_DSS.
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4. Weryfikacja systemu wspomagania decyzji w praktyce.

4.1. Ograniczanie przestrzeni eksperymentalnej.

Substancje pomocnicze wymienione w rozdziale III.1 (str. 57) zakwalifikowano do czterech
grup: tenzyd, kotenzyd, tenzyd pomocniczy i faza olejowa. Nastepnie utworzono zbior danych
wejsciowych dla programu ME_DSS, ktéry zawieral wszystkie mozliwe kombinacje sktadnikow,
przy czym mieszaniny tenzyd-kotenzyd-tenzyd pomocniczy wystepowaly w 9 mozliwych
stosunkach ilosciowych: 1+1+0, 1+4+0, 10+9+1, 1+9+0, 9+1+0, 1+9+10, 1+1+1, 9+1+10, 10+1+9.
W ten sposob wygenerowano dane wejsciowe dla trojkatow Gibbsa, ktorych reprezentacje na
diagramach fazowych przewidziano przy uzyciu programu ME_DSS. System przewidziat
powstanie mikroemulsji w 1008 tréjkatach Gibbsa, ktére nastepnie poddano ocenie z uwagi na

wielowartosciowe kryterium regulowe w nastepujacej postaci:

* co najmniej jeden skladnik nie wystepuje w bazie danych uczacych systemu

(0/10/20/30/40),
* zawartos¢ wody (0-10),
» w przypadku zawartos$ci laurylosiarczanu sodu stezenie ponizej 2.5% (0/10).

Na podstawie sumy punktéw ww. kryterium sporzadzono ranking potencjalnych trojkatow,
sposrod ktorych wybrano 20 znajdujacych sie najwyzej (ME1 — ME20), dla ktorych nastepnie
wyznaczono obszar wystepowania mikroemulsji eksperymentalnie. Na tej podstawie oceniono

zdolno$¢ generalizacji systemu.

Z danych z piSmiennictwa wynika, ze zawarto$¢ wody, fazy olejowej oraz stosunek ilosci
tenzydu do kotenzdyu sg jednymi z istotnych parametréw wplywajacych na szybkos¢ przenikania
substancji leczniczej przez skore [79, 117, 229]. Zhang i Michniak-Kohn ustalili, Ze mikroemulsje
w ktorych zwieksza sie ilos¢ wody lub zwieksza sie iloSC oleju przy stalej ilosci wody
charakteryzujg sie szybszym przenikaniem substancji leczniczej przez skore [229]. Z tego wzgledu
do dalszych badan, sposrod formulacji ktérych sktad iloSciowy odpowiadal punktom s$rodka

geometrycznego przewidzianego ksztattu przez ME_DSS, wybrano takie, ktore po dodaniu wody w
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ilosci min. 40% utrzymywaty wciaz charakter izotropowy. Na podstawie ww. kryterium powstata

seria ,,a” 10 formulacji, ktérej odpowiada réwniez 10 formulacji serii ,,b”.

Dalsze ograniczenie przestrzeni eksperymentalnej przeprowadzono na podstawie badan
stabilno$ci. Sposréd tacznej liczby 20 formulacji wybrano 10 mikroemulsji, po 5 z serii ,,a” i ,,b”,
do ktorych inkorporowano modelowa substancje leczniczq trudno rozpuszczalng w wodzie.

Schemat przyjetej metodyki do ograniczenia przestrzeni eksperymentalnej przedstawiono na rycinie
12.

Srodek geometryczny ksztaltu
przewidzianego przez ME_DSS

Zwiekszenie
i zawartosci fazy

— wodnej w
| i+ stosunkudo !
L b1 ukladow serii @

Formulacje stabilne w komorach
klimatycznych
Wielko$¢ czastek fazy rozproszonej

Rozpuszczanie substancji leczniczej :
H (ibuprofen) :

Rycina 12. Zastosowana metodyka podczas ograniczania przestrzeni eksperymentalnej.
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4.2. Sporzqdzanie mikroemulsji.

W celu okreslenia obszarow wystepowania mikroemulsji w trojkatach Gibbsa odwazano do
zlewki tenzyd lub tenzyd i kotenzyd i faze olejowa w proporcjach: 1+9, 2+8, 3+7, 4+6, 5+5, 6+4,
7+3, 8+2 i 9+1. Masa mieszaniny wynosita kazdorazowo 5.0 gramoéw. Skladniki mieszano przy
uzyciu mieszadla magnetycznego (300 obr./min) zaopatrzonego w plyte grzewcza (temp.
35°C+1°C) do momentu rozpuszczenia wszystkich sktadnikéw lub uzyskania homogennej dyspersji,
a nastepnie dodawano z biurety po 0.25 mL wody destylowanej do masy 20 g, przy zachowaniu

cigglego mieszania. Klarowno$¢ sporzadzonych ukltadéw oceniano wizualnie.

4.3. Sporzqdzanie mikroemulsji z ibuprofenem.

Do sporzadzenia mikroemulsji o réznej zawartosci ibuprofenu w granicach od 0.1% do 20%
(0.1%, 0.2%, 0.5%, 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%) wybrano uktady serii ,,a” i ,,b” o najlepszych
parametrach. Substancje leczniczg rozpuszczano w bezwodnej mikroemulsji i uzupetniano woda

destylowana do 10 graméw. Klarownos¢ sporzadzonych ukltadéw oceniano wizualnie.

4.4. Badanie wiasciwosci fizykochemicznych mikroemulsji.

Wiasciwosci  fizykochemiczne wybranych ukladéow mikroemulsyjnych oceniano na
podstawie badan wspétczynnika refrakcji, napiecia powierzchniowego, wielkos$ci czastek fazy

rozproszonej, pH, gestosci, lepko$ci, zmetnienia, typu mikroemulsji oraz jej stabilnosci.
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4.4.1. Pomiar wspotczynnika refrakcji.

Do oznaczenia wspétczynnika refrakcji uzyto refraktometru Abbego PZO RL-1. W tym celu
na oczyszczong spirytusem powierzchnie pryzmatu naniesiono zakraplaczem kilka kropel badanej
mikroemulsji. Po naprowadzeniu krzyza na linie graniczng w okienku okularu ze skali odczytano
wspOtczynnik refrakcji. Jako cieczy kalibracyjnej uzyto wody destylowanej. Pomiary wykonywano

w temperaturze okoto 25°C.

4.4.2. Pomiar napiecia powierzchniowego.

Pomiar napiecia powierzchniowego prowadzono przy uzyciu tensjometru K-12 V 6.02
Kriiss GmbH, Hamburg, Niemcy, metoda wynurzeniowa z uzyciem ptytki Wilhelmiego. Pomiaru
dokonywano w temperaturze okoto 22°C. Przed kazdym pomiarem plytke przemywano woda
destylowana, mieszaning acetonu i alkoholu etylowego, a nastepnie wyzarzano w ptomieniu palnika

przez okoto 2 minuty. Dla kazdej probki pomiar powtarzano trzykrotnie.

4.4.3. Pomiar wielkosci czqstek fazy rozproszonej.

Srednig wielko$¢ czastek fazy rozproszonej (d50) okre$lono metoda dyfrakcji promienia
lasera (PCS) przy uzyciu Malvern Zetasizer Nano RS. Zdjecia mikroemulsji wykonano przy uzyciu
wysokorozdzielczego skaningowego mikroskopu elektronowego z dzialem polowym 7600F metoda
zamrazania i lamania (ang. Freeze-Fracture). Pomiar S$rednicy czastek fazy rozproszonej

wykonywano w programie ImageJ na podstawie analizy obrazu z mikroskopu [1].

4.4.4. Pomiar pH.

Pomiar pH dokonywano przy uzyciu pH-metru mikrokomputerowego CP-505 Elmetron -
metoda potencjometryczna. Przed kazdym pomiarem aparat byl kalibrowany z uzyciem

wzorcowych roztworéow buforowych. Pomiar pH przeprowadzano w statej temperaturze okoto
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22°C, przy uzyciu elektrody kombinowanej ESAgP-301W. Pomiar powtérzono trzykrotnie dla
kazdej z probek.

4.4.5. Pomiar gestosci.

Badanie gestosci wzglednej przeprowadzono wg FP X (Monografia ,,Gesto$¢ wzgledna”,
2.2.5). Pomiar wykonano w temperaturze 20°C. W tym celu przed badaniem wazono piknometr, a
nastepnie wypeliano go mikroemulsjq i ponownie wazono. Poréwnujac mase tej samej objetosci

mikroemulsji i cieczy o znanej gestosci (wody) obliczano gesto$¢ wzgledna.

4.4.6. Pomiar lepkosci dynamicznej.

Badanie lepkosci przeprowadzono przy uzyciu wiskozymetru Haake VT 550, z cylindrem
NV dla objetosci probki 9 mL. Kazdorazowo wyznaczano krzywe plyniecia w zakresie 10 - 800 1/s,
a pomiaru lepkosci dynamicznej dokonywano przy wartosci naprezenia Scinajacego 170 - 350 1/s.

Badanie lepkosci prowadzono w temperaturze 22°C, a kazdg prébke analizowano trzykrotnie.

4.4.7. Okreslenie typu mikroemulsji.

Typ mikroemulsji okreslano, stosujgc mieszanine barwnikéw: blekitu metylenowego i
Sudanu III. Na szkietku podstawowym umieszczano kilka kropel mikroemulsji i mieszano z
kilkoma miligramami barwnika. W przypadku obecnosci mikroemulsji typu o/w obserwowano

kolor czerwony, a w przypadku wystepowania mikroemulsji typu w/o niebieski.

4.4.8. Pomiar stopnia zmetnienia.

Zmetnienie mikroemulsji badano metoda turbidymetryczng wg FP X. Pomiar polegal na

analizie intensywnos$ci Swiatla emitowanego przez zrédlo i Swiatla docierajacego do detektora
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spektrofotometru, po przejsciu przez kuwete z badang probka. W celu wyznaczenia tej zaleznoS$ci
zastosowano spektrofotometr UV-1800 UV-VIS Shimadzu. Krzywa wzorcowa wyznaczono w

zakresie 0 — 200 NTU (ryc. 13).

120

f(x) = - 0.294x + 98.164
100 R = 0.995

80

60

%T

40

20

0 50 100 150 200 250
NTU

Rycina 13. Krzywa wzorcowa oznaczenia zmetnienia metodq turbidymetryczna z uzyciem spektrofotometru.

Zdolno$¢ mikroemulsji do rozcienczania woda oceniano, dodajac do 1 mL mikroemulsji
rownowazng ilos¢ wody. Pozytywny wynik testu notowano, gdy nie wystepowalo zmetnienie

mikroemulsji.

4.5. Badanie stabilnosci.

Stabilnos¢ wybranych ukladow mikroemulsyjnych bez substancji leczniczej, oceniano na
podstawie badan prowadzonych w komorach klimatycznych. Test polegal na przechowywaniu
probek w komorach w temperaturze 25°C+2°C i wilgotnosci 60%+5%, przez 30 dni, a nastepnie
ocenie wizualnej, pomiarze pH, lepkosci, przewodnictwa, zmetnienia, napiecia powierzchniowego,

wspotczynnika refrakcji i gestosci badanych ukladow.
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W celu ustalenia istotnos$ci statystycznej zmian wiasciwosci fizykochemicznych obliczono
wartosci p dwustronnego testu t-Studenta przy zalozeniu hipotezy zerowej H,: ,nie istnieje
statystycznie znaczgca roznica pomiedzy mikroemulsjga przed i po przechowywaniu w komorze
klimatycznej przez 30 dni (25°C, 60% RH)”. Hipoteze alternatywna zdefiniowano jako H;: ,,istnieje
statystycznie znaczgca réznica pomiedzy mikroemulsja przed i po przechowywaniu w komorze
klimatycznej przez 30 dni (25°C, 60% RH)”. Istotne statystycznie roznice wykazano w przypadku
odrzucenia hipotezy Hy i przyjecia hipotezy alternatywnej H; gdy p < a/2 dla poziomu istotnoSci
a = 0.05. W tym przypadku przyjmowano hipoteze alternatywna H;, dla przedzialu ufnosci CI =
95%. Ze wzgledu na brak mozliwosci wyliczenia odchylenia standardowego dla gestosci i
wspotczynnika refrakcji obliczono wzgledna réznice (S [%]) pomiedzy warto$ciami zmierzonymi

przed i po przechowywaniu w komorze klimatycznej na podstawie rownania (17):

|Xt30_XtO|
=t 100% (17)

t

rel —

gdzie,

X, X0 — warto$ci wiasciwosci fizykochemicznych odpowiednio przed i po 30 dniowym

badaniu w komorze klimatycznej.

Stabilnos¢ ukladow mikroemulsyjnych zawierajacych substancje lecznicza oceniano na

podstawie badan prowadzonych w komorach klimatycznych oraz testu wahadtowego.

Test wahadlowy polegal na cyklicznym zamrazaniu i rozmrazaniu probki. Podczas jednego
cyklu prébke przechowywano przez 72 godziny w temperaturze -4°C, nastepnie przez kolejne 72
godziny w temperaturze 40°C w komorze klimatycznej (75% RH). Po kazdym cyklu dokonywano
analizy wizualnej ewentualnych zmian wygladu lub rozkladu mikroemulsji. W trakcie badania

wykonano 6 cykli zamrazania i rozmrazania.

Trwato$¢ substancji leczniczej w mikroemulsji oceniano oznaczajac jej zawarto$¢ metoda
HPLC w prébkach bezposrednio po sporzadzeniu oraz po 1, 3, 7, 14, 21, 28 i 30 dniach
przechowywania w komorach klimatycznych w temperaturze 25°C+2°C oraz wilgotnosci wzglednej

60%+5%.
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4.6. Oznaczanie zawartosci ibuprofenu metodq wysokosprawnej chromatografii cieczowej.

Badanie zawartos$ci ibuprofenu w mikroemulsjach prowadzono z uzyciem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej odwroconych faz (HPLC-RP). Krzywa wzorcowa wyznaczono w zakresie
stezenia ibuprofenu w badanej probce od 5 do 500 pg/mL (ryc. 14). Obliczona wzgledna precyzja
funkcji kalibracji wyniosta 0.53%, a odzysk wynosit w przyblizeniu 99.5% i 99.8% dla
spodziewanych stezen ibuprofenu 50 i 100 pl/mL. Specyficzno$¢ metody oznaczono poréwnujac
widmo UV ibuprofenu oraz probki zawierajacej mieszanine substancji pomocniczych (ryc. 15).

Powtarzalnos¢ wynikéw byta wieksza niz 99%.
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f(x) = 11.69453x + 10.62548

5000 R2 = 0.99994
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Rycina 14. Krzywa wzorcowa oznaczenia stezenie ibuprofenu w badanych prébkach metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej.

Faze ruchomg stanowita mieszanina kwasu ortofosforowego (V) o pH = 2.5 i metanolu w
stosunku 75:25 (V/V). Zastosowano jako faze stacjonarng kolumne phenomenex®Kinetex C-18
(100 mm x 4.6 mm x 2.6 pm). Szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 1 mL/min, a objetos¢
nastrzyku 5 lub 10 pL. Detekcji dokonywano przy dlugosci fali 220 nm. Kazdorazowo przed
analiza prébke rozcienczano roztworem wodorotlenku sodu o stezeniu 0.1 mol/L w stosunku

1:1000.
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DADT, 2.746 (0.3 mAU, -] of 0460601.0
DADY, 3368 (0.4 mAU, -) 0 046.0601.0
DAD1, 2853 (248 mAU. -) of 046-0601.0

100-|

T T T T T T T T
220 240 200 280 300 220 220 20 e o

Rycina 15. Specyficznos$¢ metody.

(Kolor zielony - widmo UV ibuprofenu o stezeniu 100 pg/mL; kolor czerwony - widmo UV mieszaniny skladnikdw
mikroemulsji (1:1000)).
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IV.  Wyniki.

1. Ocena przydatnosci narzedzi eksploracji danych do przewidywania
powstawania mikroemulsji.

Na podstawie przegladu piSmiennictwa i wynikow badan wykonywanych w Katedrze
utworzono zbioér danych zawierajacy liczbowa reprezentacje skladu iloSciowego i jakoSciowego
mikroemulsji. Wstepna obrébka danych polegata na redukcji wektora wejSciowego. Usunieto w ten
sposob nadmiarowe zmienne niezalezne. W procesie eksploracji danych opracowano
m. in. modele obliczeniowe sztucznych sieci neuronowych o skomplikowanej architekturze,
RandomForest i sieci neuronowo-rozmyte. Modele sieci neuronowych i RandomForest
charakteryzowaly sie dobrymi zdolnoSciami predykcyjnymi, z tego wzgledu wlaczono je do
systemu wspomagania decyzji. Ze wzgledu na mozliwo$¢ utworzenia zbioru regut, sie¢ neuronowo-

rozmyta postuzyta do ekstrakcji wiedzy z bazy danych.

Baza danych.

Sposrad okoto 300 publikacji wyselekcjonowano dane z 40 artykuldéw, z ktérych lgcznie
wybrano 158 tréjkatow fazowych Gibbsa (tab. 6). Baza danych sklada sie z okoto 305 000
rekordow i zawiera informacje o sktadzie ilosciowym oraz jakoSciowym mikroemulsji. W tym celu
zastosowano moduty molconv i cxcalc programu Marvin. Kazdy rekord danych zawierat informacje
dotyczace procentowej zawartosci sktadnikow mikroemulsji oraz ich parametry fizykochemiczne w
tym liczbe HLB, gestos¢ fazy olejowej, site jonowa fazy wodnej, indeksy konektywnosci oraz
deskryptory molekularne. Na tej podstawie wyodrebniono 424 zmienne niezalezne. Ostatnim
elementem byta pojedyncza zmienna kodujaca obecnos¢ (1) lub brak mikroemulsji (0) dla danego

skltadu podanego na wejsciu systemu (ryc. 16).
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numer zmiennej
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zawartosc:
sktad ilosciowy Olelltie(ncg;dvlf)(% W),
mikroemulsji kotenzydu (KT),
tenzydu pomocniczego (TP)

obecnos¢ lub brak : )
mikroemuls;ji zmienna zalezna

Rycina 16. Konstrukcja bazy danych.

Tabela 6. Sktad jakoSciowy bezwodnych mikroemulsji bedacych podstawa zbudowania bazy danych.

Sktadniki
Tenzyd NG A Faza olejowa Pismiennictwo
y pomocniczy* ]

alkohol cynamonowy [162]
bis(2-etylofenylo) heptan [159]
sulfobursztynian
sodu heptan, izopropylu mirystynian, maslan

etylu, Miglyol® 812N, oktanian etylu, olej [104]

sojowy oczyszczony, tributyryna
akrylooksyun-
decylodimetylo- metakrylan metylu [65]
amniooctan
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Sktadniki
PiSmiennictwo
Tenzyd Kotenzydl‘.l'enz*yd Faza olejowa
pomocniczy
Brij® 30 heptan, izopropylu mirystynian, Miglyol® [104]
812N, oktanian etylu, olej sojowy
oczyszczony
1-hepten, heksadekan, heptan, izopropylu
. : [143]
mirystynian, oktadekan
.
Brij” 35 maslan etylu, Miglyol® 812N, oktanian [216]
etylu, oleinian etylu, olej sojowy,
tributyryna
Brij® 78 1-hepten, heptan [143]
Brij® 96 mleczan n-butylu [70]
1-hepten, heksadekan, heptan, izopropylu [143]
mirystynian, Miglyol® 812N, oktadekan
o maslan etylu, Miglyol® 812N, oktanian [216]
Brij® 97 - ! .
etylu, oleinian etylu, olej sojowy
oczyszczony, tributyryna
butanol tetradekan [68]
1-hepten, heptan, izopropylu mirystynian, [143]
Brij® 98 olej sojowy oczyszczony
Brij® 92 parafina ciekta [70]
C12E5 dekan [82]
C12ES8 pentanol dodekan [67]
C14TAB HEMA MMA [36]
Cremophor® . o
RHA0 etanol Miglyol® 840 [177]
heksanol [185]
pentanol [77, 223]
CTAB butanol 2,2,4-trimetylopentan [214]
HEMA MMA [36]
pentanol cykloheksan [223]
. . ® .
DDAO maslan_ etylu, Miglyol® 812N, oktanian [216]
etylu, tributyryna
DTAB DDAB’ 2,2,4-trimetylopentan [40]
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Sktadniki
PiSmiennictwo
Tenzyd KotenzydITenz*yd Faza olejowa
pomocniczy
HEMA MMA [37]
L1695 butanol dodekan [69]
pentanol [223]
cykloheksan [145]
butanol
LSS heptan [25]
heksanol dekan [176]
pentanol dodekan [189, 190]
Lutensol® ON110 EDOT [81]
® izopropanol/ .
Lutrol® F68 Span® 80 kwas olejowy [169]
M1695 butanol dodekan [69]
NP9 NP5 cykloheksan [54, 66, 130, 133]
P1570 butanol dodekan [69]
tetraglikol/ : . .
PEG 40 stearate oleinian glicerolu’ izopropylu mirystynian [197]
PEO R MA 40 HEMA MMA [64]
dodekan [69]
S1170 butanol
tetradekan [112]
dodekan, heksadekan, tetradekan [69]
S1570 butanol
Miglyol® 812N [58]
S170
S770 butanol dodekan [69]
S970
Silwet® L7607 dodekanol [71]
Triton®X100 pentanol [223]
Tween® 20 alkohol cynamonowy [162]
Tween® 21 heptan, izopropylu mirystynian, Miglyol® [104]
812N, oktanian etylu, olej sojowy
oczyszczony
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Sktadniki
PiSmiennictwo
Tenzyd Kotenzydl‘.l'enz*yd Faza olejowa
pomocnhiczy
Tween® 40 Imwitor® 308 izopropylu mirystynian [174]
Span® 20 oleinian etylu [8]
olej palmowy oczyszczony [140]
Tween® 80 g'g;‘r‘]‘g g'gll izopropylu mirystynian [15]
Span® 80
olej palmowy oczyszczony [140]
Span® 85
Tween® 81 heptan, izopropylu mirystynian, Miglyol®
812N, oktanian etylu, olej sojowy
oczyszczony
heptan, izopropylu mirystynian, Miglyol® [104]
812N, oktanian etylu, olej sojowy
Tween® 85 oczyszczony

bis(2-etylofenylo)

sulfobursztynian sodu izopropylu mirystynian

AUDMAA - akrylooksyundecylodimetyloamnio octan, CTAB — bromek cetylotrimetyloamoniowy, C12E5 - eter monododecylo-
pentaetylenoglikolowy, C12E8 - eter monododecylo-oktaetylenoglikolowy, C14TAB — bromek tetradecylotrimetyloamoniowy,
DDAB - bromek didodecylodimetyloamoniowy, DDAO - N-tlenek N,N-dimetylo-dodecyloaminy, DTAB - bromek
dodecylotrimetyloamoniow, EDOT — 3,4-etylenodioksytiofen, HEMA - metakrylan 2-hydroksyetylowy, MMA — metakrylan metylu,
NP9 - eter izooktylofenylo polioksyetylenowy(9), NP5 - eter izooktylofenylo polioksyetylenowy(5), PEG - glikol
polioksyetylenowy, PEO R MA 40 — metakrylan gamma-metoksy polietylenowy(40) kwasu alfa-undecylowego, S1570, S1170,
S$170, S770, S970, P1570, M1695, L1695 — monoestry sacharozy, LSS — laurylosiarczan sodu.

Redukcja wektora wejsciowego.

Wstepne przetwarzanie bazy danych polegalo na usunieciu wejs¢, ktorych wartosci byly
stale, przy uzyciu programu Erase_0. W konsekwencji zredukowano zbior danych z 424 do 407
wejsc.

Zmniejszenie ilosci zmiennych niezaleznych zwykle prowadzi do redukcji bledu
generalizacji oraz poprawienia mozliwosci predykcyjnych modelu. Modelowanie przy uzyciu
catego zbioru zawierajacego 407 wej$¢ byloby procesem nieefektywnym i czasochtonnym. Przed
przystapieniem do uzycia narzedzi eksploracji danych odrzucono zmienne nadmiarowe,

zmniejszajace efektywno$¢ modeli (ryc. 17 - 18).
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Tabela 7. Charakterystyka dziesieciu najlepszych wzgledem warto$ci AUROC sieci neuronowych wytrenowanych na
calym zbiorze danych.

Architektura ANN AUROC G1 [%] GO0 [%] Prég [%]
200_100_80_40_20_10_fsr_orig 0.95 65.09 95.53 62
200_80_40_20_fsr_orig 0.94 71.18 93.84 51
15 7 5 fsr_orig 0.93 62.8 95.15 52
20_16_8 4 fsr_orig 0.93 70.31 93.34 47
20_16_8_4 sigma_orig 0.93 67.61 94.81 53
20_sigma_orig 0.93 61.96 94.17 44
40_10_5_fsr_orig 0.93 65.71 93.79 43
40 10_5_sigma_orig 0.93 66.27 94.21 37
60_20_8_fsr_orig 0.93 64.58 94.23 47
60_20_8_sigma_orig 0.93 65.58 94.31 37

G1 - ilos¢ poprawnie sklasyfikowanych mikroemulsji; GO - ilo$¢ decyzji prawdziwie negatywnych (brak mikroemulsji); AUROC -
pole powierzchni pod wykresem funkcji charakterystyki zaleznoSci odbiorca-nadawca.

T 29%

@) 23%

KT ‘ 18%

‘ 16%

10%

4%
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0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%

Rycina 17. Wyniki kumulatywnej wrazliwos$ci zbioru liczacego 407 zmiennych w poszczeg6lnych grupach zmiennych.
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Rycina 18. Wartosci wrazliwosci [%] dla wyselekcjonowanego siedemnastowejSciowego wektora.

Wszystkie wybrane sieci neuronowe, ktore zastosowano w analizie wrazliwosciowej,
charakteryzowaty sie warto$cia pola powierzchni pod wykresem funkcji charakterystyki zalezno$ci
odbiorca-nadawca (AUROC) wieksza lub réwng 0.93. Ilo$¢ pozytywnie zaklasyfikowanych
mikroemulsji wynosita od 62 do 71%, a iloS¢ pozytywnie rozpoznanych obszarow bez

mikroemulsji byla wieksza od 93%. Sie¢ 200_80_40_20_fsr_orig, ztozona z 4 warstw ukrytych, z
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logarytmiczng funkcja aktywacji wg Bilskiego (fsr), trenowana na oryginalnym zbiorze danych
charakteryzowala sie najwiekszym odsetkiem prawidlowo rozpoznanych mikroemulsji (G1), tj.
ponad 71%. Z kolei sie¢ 200_100_80_40_20_10_fsr_orig najtrafniej przewidywata obszary, barku
obecnos$ci mikroemulsji. Stwierdzono ponad 95% prawidlowo rozpoznanych wartosci GO (tab. 7).
W celu wykonania analizy wrazliwoSciowej zmiennych wejsciowych uzyto sieci
neuronowych trenowanych na calym zbiorze danych. Spos$réd nich wybrano 10 sieci
charakteryzujacych sie najwyzszq wartoscia AUROC (tab. 7). Sieci te postuzyly do utworzenia
rankingu wrazliwosci. Jako punkt odciecia zmiennych w rankingu przyjeto wartos¢ 5% dla

gradientu wzglednej wrazliwosci.

Modelowanie heurystyczne.

Zredukowany zbior danych z siedemnastoma zmiennymi wejsciowymi poddano procedurze
wstepnego przetwarzania. W jej wyniku uzyskano pie¢ zbioréw tj., z dodatkowym szumem
,rand”), skalowanych (,scale”), z réwnowazonymi klasami (,,orig_balance_plus”,
”orig_balance_minus”) i oryginalnych (,,orig”), podzielonych na zbiory uczace i testowe zgodnie z
procedurg 10-krotnego wzajemnego sprawdzania. Tak przygotowane zbiory danych postuzyly do
wytrenowania modeli heurystycznych. Jako kryterium oceny sprawnosci modeli przyjeto: pole
powierzchni pod wykresem funkcji charakterystyki zaleznosci odbiorca-nadawca (AUROC), ilos¢

poprawnie sklasyfikowanych mikroemulsji (G1) oraz ilo$¢ decyzji prawdziwie negatywnych (GO).

Wytrenowano i przetestowano okolo 60 000 wariantow modeli sztucznych sieci
neuronowych. Jako osobny wariant modelu traktowano zaréwno architekture sieci neuronowej jak
tez i ilos¢ krokOw uczenia oraz zastosowany typ wstepnego przetwarzania zbioru uczacego: ,,rand”,
»scale”; ,orig_balance_plus”, “orig_balance_minus” i ,orig”. Na podstawie uzyskanych warto$ci
AUROC oraz po zredukowaniu redundantnych architektur i krokéw uczenia wybrano 5 sieci
neuronowych, ktore postuzyly do opracowania systemu wspomagania decyzji (tab. 9, 11).
Analizowane sieci neuronowe posiadaly od dwoch do trzech warstw ukrytych. W przewazajacej
czesci funkcja aktywacji byla logarytmiczna funkcja aktywacji wg Bilskiego (fsr). O dobrym
dopasowaniu swiadczg wartosSci AUROC w granicach od 0.83 do 0.85, a takze GO w zakresie od 89
do 93%. W celu ustalenia stabilno$ci modeli, wyselekcjonowane architektury sieci wytrenowano
ponownie z zastosowaniem tzw. techniki multistartu (tab. 8). Odchylenie od Sredniej arytmetycznej

dla modeli trenowanych zgodnie z procedura 10-krotnego wzajemnego sprawdzania wynosito dla

AUROC, G1 i GO, odpowiednio 0.58%, 1.97% i 0.83%.
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Tabela 8. Wyniki badan stabilno$ci modeli sztucznych sieci neuronowych. Podano warto$ci $rednie z dziesieciu modeli
+ odchylenie standardowe.

Zbiér AUROC G1 GO
10cv 0.84 + 0.58% 60.72 + 1.97% 89.76 + 0.83%
cata baza danych 0.91+0.27% 75.83 +1.67% 95.05 + 0.52%

Tabela 9. Wyniki dwudziestu najlepszych sieci neuronowych wytrenowanych na zbiorze danych 17in_10cv. Kolorem
czerwonym oznaczono sieci wiaczone do komitetu ekspertow.

Architektura ANN AUROC G1 G0 Prég [%] Iteracje Zbioér

40 10 5 fsr 0.85 50.15 92.51 84 10 min orig_balance_minus
40 10 5 fsr 0.85 48.34 92.42 86 20 min orig_balance_minus
60 20 8 fsr 0.84 53.01 91.44 83 20 min orig_balance_plus
40 10 5 fsr 0.84 48.1 92.8 84 5 min orig_balance_minus
120_80_40_20_fsr 0.84 4511 93.57 57 5min orig
60_20_8 sigma 0.84 57.11 89.24 75 10 min orig_balance_plus
7 5 fsr 0.84 52.16 90.39 82 20 min orig_balance_minus
15 7 5 fsr 0.84 4357 93.53 87 10 min orig_balance_plus
120 50 30 20 10 fsr 0.84 509 91.74 59 20 min orig
200_80_40_20_fsr 0.84 422 93.74 57 5min orig

7 5 fsr 0.84 55.39 89.48 80 10 min orig_balance_minus
7 5 fsr 0.84 51.75 90.22 80 5 min orig_balance_minus
40 10 5 fsr 0.83 47.24 91.79 85 5 min orig_balance_plus
60_20_8 fsr 0.83 47.07 91.88 85 5min orig_balance_minus
80_40_20_10 fsr 0.83 4574 92.14 90 5min orig_balance_minus
15 7 5 fsr 0.83 42.83 93.06 88 5 min orig_balance_plus
60_20 8 fsr 0.83 41.65 93.36 87 5min orig_balance_plus
120 80 40 20 fsr 0.83 38.64 94.97 79 20 min orig
60_20_8 sigma 0.83 48.74 90.91 75 5 min orig_balance_plus
20_sigma 0.83 4591 91.21 43 10 min orig

G1 - ilo$¢ poprawnie sklasyfikowanych mikroemulsji; GO — ilo$¢ decyzji prawdziwie negatywnych; AUROC - pole powierzchni pod
wykresem funkcji charakterystyki zaleznosci odbiorca-nadawca.

Uwzgledniono 17 algorytméw klasyfikacyjnych, tj. RotationForest, RandomForest, NBTree,
LTM, REPTree, J48, SimpleCart, Ftree, J48graft, LADTree, Bk, BayesNetworkClassifier,
ADABoost, ADTree, SVM, DecisionStump i VotedPerceptron, na podstawie ktorych wytrenowano
170 modeli przy uzyciu Srodowiska WEKA. Sposrod nich, modele RotationForest, RandomForest i

NBTreeModel uzyskaly wartos¢ AUROC wieksza niz 0.8. Najkorzystniejszym z punktu widzenia
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przewidywania obszarow mikroemulsyjnych byt model RandomForest, dla ktérego wartos¢ G1
wynosita 55%. Wlaczono go do komitetu ekspertéw (tab. 10). Podczas dalszej optymalizacji
parametrow charakterystycznych dla tego algorytmu ustalono, ze zwiekszenie ilosci drzew nie
wplynelo znaczaco na poprawe wynikdw badan. Ponadto ograniczenie wielkosci pojedynczych
drzew i zmniejszenie ilosci losowo wybieranych zmiennych przy kazdym rozgalezieniu ponizej 5
niekorzystnie wptynelo na jako$¢ modelu. Z tego wzgledu zdecydowano o zastosowaniu algorytmu

RandomForest z ustawieniami standardowymi, ktory wiaczono do systemu wspomagania decyzji.

Tabela 10. Wyniki testowania algorytméw obliczeniowych $rodowiska WEKA na zbiorze 17in_10cv_orig. Kolorem
czerwonym oznaczono model wiaczony do komitetu ekspertow.

Algorytm EG EF Gl GO0 AUROC
RotationForest 14.55 0.85 53.94 93.53 0.89
RandomForest 14.36 0.86 55.13 93.44 0.88
NBTree 16.55 0.83 54.57 91.01 0.83
LTM 16.81 0.83 59.97 89.04 0.79
REPTree 16.96 0.83 52.47 91.03 0.76
J48 15.78 0.84 60.50 90.19 0.76
SimpleCart 16.24 0.84 56.25 90.80 0.75
Ftree 17.11 0.83 56.01 89.51 0.75
J48graft 15.12 0.85 56.70 92.08 0.74
LADTree 20.27 0.80 10.54 97.77 0.74
IBk 16.81 0.83 58.06 89.70 0.74
BayesNetworkClassifier 29.79 0.70 59.31 72.71 0.73
ADABoost 20.99 0.79 11.23 96.51 0.73
ADTree 20.92 0.79 10.99 96.63 0.71
SVM 16.10 0.84 34.33 96.68 0.66
DecisionStump 21.05 0.79 0.00 100.00 0.55
VotedPerceptron 20.98 0.79 9.83 96.82 0.53

EG - blad catkowity, EF — skuteczno$¢ systemu, G1 — ilo§¢ poprawnie sklasyfikowanych mikroemulsji; GO — ilo$¢ decyzji
prawdziwie negatywnych; AUROC - pole powierzchni pod wykresem funkcji charakterystyki zaleznosci odbiorca-nadawca.
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Tabela 11. Sieci neuronowe wchodzace w sktad komitetu ekspertéw. Proces uczenia przeprowadzono na zbiorze

10cv_orig.

Architektura ANN EG EF Gl1 GO AUROC Prog [%]
40 10 5 fsr_balance_minus_10m 16.2 0.84 50.2 925 0.85 84
60_20_8_ fsr_balance_plus_20m 165 0.84 53.0 914 0.84 83
60_20_8 sigma_balance plus 10m 174 0.83 57.1 89.2 0.84 75
120 50 30 20 10 fsr_balance none_20m 16.7 0.83 50.9 91.7 0.84 59
7 5 fsr_balance_minus_10m 175 0.82 554 89.5 0.84 80
RandomForest_100trees_1000maxnodes_5mtry 143 0.86 55.1 934 0.88 -
Komitet ekspertow, metoda gtosowania (ECV) 16.3 0.84 64.9 88.5 0.77 -
Komitet ekspertow, metoda usredniania (ECA) 154 0.85 534 9238 0.87 75

Sposréd sieci neuronowo-rozmytych wybrano model 50_lin_fuzzy, ktérego wartos$¢

AUROC wynosita 0.69. Nastepnie przy uzyciu programu Nets2010 uzyskano 50 regut logicznych o

charakterze liczbowym (tab. 12). Otrzymane reguty numeryczne przeksztatcono w ich reprezentacje

lingwistyczng. Uzyskane w ten sposéb zbior poddano analizie przy uzyciu algorytmu drzewa

decyzyjnego (RandomTree) w programie WEKA. W procedurze modelowania utworzono drzewo

sktadajace sie z 17 lisci i 5 rozgatezien (ryc. 19). Model charakteryzowat sie wysoka wartoscia

AUROGQC, tj. 0.97 oraz bltedem catkowitym mniejszym niz 15%. W celu latwiejszej interpretacji

regut w tabeli 13 przedstawiono zakresy liczbowe dla poszczegdlnych przedziatow.

Tabela 12. Wyniki testowania sze$ciu sieci neuronowo-rozmytych wytrenowanych na zbiorze danych 17in_10cv.
Kolorem czerwonym oznaczono sie¢ z ktdrej uzyskano reguty logiczne.

Architektura sieci G1 GO AUROC Prég[%] Iteracje Zbiér
50_lin_fuzzy 13.41 96.83 0.69 88 20 min orig
90_lin_fuzzy 11.17 97.79 0.63 80 20 min orig
70_lin_fuzzy 10.29 97.52 0.64 95 20 min orig
70_lin_fuzzy 9.64 97.78 0.63 95 10 min orig
100_lin_fuzzy 9.34 97.84 0.58 87 20 min orig
95 _lin_fuzzy 9.25 98.3 0.71 86 1 min orig
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Tabela 13. Zakres liczbowy pozioméw zmiennych przyjetych dla ekstrakcji regut logicznych.

deskryptor ilosci indeks energia
poziom pIT fragmentéw Balabana T konformacyjna zawartos¢ TP [%]
czasteczki T KT [kcal/mol]

Najnizszy  0; 2.45 1;1.2 1.61; 2.21 0;6.4 0;14.1

Niski 2.46;4.9 13;1.4 2.22;2.82 6.5;12.8 14.2;28.1

Sredni 4.91;7.36 15;1.6 2.83; 3.42 12.9;19.2 28.2;42.2

Wysoki 7.37;9.81 1.7;1.8 3.43; 4.03 19.3; 25.6 42.3;56.3
Najwyzszy 9.82; 12.3 1.9;2 4.04; 4.63 25.7; 32 56.4; 70.
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najnizszy

Rycina 19. Graficzna reprezentacja modelu drzewa decyzyjnego uzyskanego po agregacji regut logicznych

otrzymanych z sieci neuronowo-rozmytej. Wezly decyzyjne stanowia elipsy, a wezly koncowe to prostokaty. W
weztach koncowych w nawiasach zaznaczono ilo$¢ obserwacji prawdziwych/falszywych dla danego atrybutu. ME,

obecnos¢ mikroemulsji.
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obslugi systemu wspomagania decyzji.

Charakterystyka opracowanej aplikacji komputerowej ME_DSS do

W celu ulatwienia obstugi systemu wspomagania decyzji, przy przewidywaniu obszaréw

mikroemulsji na podstawie skladu jakoSciowego i ilosciowego formulacji napisatem kod

oprogramowania ME_DSS (ryc. 20). Podstawe systemu stanowi graficzny interfejs uzytkownika

(ang. Graphical User Interface, GUI) z zaimplementowanym systemem wspomagania decyzji

opartym na modelach sztucznych sieci neuronowych i modelu RandomForest.

File

e Microemulsion DSS

Welcome

Draw Gibbs Trianale

ME_DSS_GUI
Application based on Decision Support System
for Microemulsion Region Predictions

Copyright (C) 2012 Jakub Szlek

This program is free software: you can redistribute it and/or modify it under the terms of the GNU General
Public License as published by the Free Software Foundation, either version 3 of the License, or (at your
option) any later version.

This program is distributed in the hope that it will be useful, but WITHOUT ANY WARRANTY, without even
the implied warranty of MERCHANTABILITY or FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE. See the GNU

General Public License for more details

You should have received a copy of the GMNU General Public License along with this program. If not, see <http:
Jiwrwrw. gmu. org/licenses/>.

This file incorporates work covered by the following copyright and permission notice

Copyright (c), 2009-2012, Milosz Polak , Weka interpreter public API use instead Inferpreter class, e-mail
milosz. polak@uj. edu.pl

Copyright (c) 2009-2012, Aleksander Mendyk, ann.interpreter, e-mail: mfmendyk@ cyf-kr edu.pl

3

Show phases

Batch mode
Generate inputs
Analyze&Report

Help

References

License

Copyright (c), 2002-2012, University of Waikato, Hamilton, Mew Zealand, Alex Seewald (original Commnd-line

oLLE
WYDZIAL UTYCZNY

Ganeral options

Save ME ” Load ME ” Clear Gibbs Triangle H Clear All || Draw triangle

Consale output:

nD

Rycina 20. Okno tytulowe programu ME_DSS.

Program sklada sie z 18 klas i ponad 5 000 linii kodu. Aplikacja ME_DSS posiada 4 gléwne

moduty:

* modul rysowania diagraméw fazowych (ryc. 21),
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modut predykcji pojedynczych punktow na diagramie fazowym oraz calych diagraméw

fazowych,

modut generowania formulacji do predykcji (ryc. 23),

modut do automatycznej optymalizacji sktadu mikroemulsji ze wzgledu na zadane kryteria

dotyczace zawartosci fazy wodnej i olejowej ukltadu mikroemulsyjnego (ryc. 24).

File

g Loaded MEfilename:

(’ tamp\atejm rr_D2.csw
w1

JA%N
4

e :\, 30
%giégi - §§§f\v Water phase
A 40

| Welcome |
Draw Gibbs Triangle
Show phases
Batch mode
Processed ME
Generate inputs
Analyze&Report
Help
References

License

neral options

ene
| Save ME ” Load ME ” Clear Gibbs Triangle || Clear All || Draw triangle |

Consele output:
Loaded ME: termplate_form_0Z.csv
ME of template_form_02.csv region was dramn

uf»

Rycina 21. Okno modutu rysowania tréjkatow Gibbsa.

Ponadto w programie umieszczono dokumentacje i instrukcje dotyczaca zasad korzystania z
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dostepnych funkcji. Kazdy z moduléw dziala niezaleznie i moze by¢ wybidrczo zastosowany
podczas eksperymentu numerycznego. Modele stanowia odrebne pliki Zrodlowe kodu. Zaleta
aplikacji jest mozliwo$¢ ich zmiany. Wowczas wymagana jest ponowna kompilacja plikow
zrédlowych. Sklad iloSciowy i jakoSciowy formulacji moze by¢ definiowany recznie lub z
wykorzystaniem trybu automatycznego, tj. pracy w petli. Program posiada takze funkcje
generowania formulacji plikow wejsciowych do przewidywania obecnosci mikroemulsji. W trybie

recznym podawane sg zakresy deskryptorow chemicznych i odstepy pomiedzy generowanymi
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wartosciami oraz proporcja tenzydu/kotenzydu/tenzydu pomocniczego. W trybie automatycznym
podawane s3 w kolejnych kolumnach wartosci, z ktoérych generator ma utworzy¢ macierz
wszystkich mozliwych kombinacji. Po wygenerowaniu plikow wejsciowych dla systemu, kolejnym
etapem jest przewidywanie obecnosci mikroemulsji. Uzytkownik moze wybra¢ pomiedzy
przewidywaniem pojedynczego punktu na diagramie fazowym pojedynczej formulacji lub kilku
formulacji. Kazdy tréjkat fazowy zapisywany jest w oddzielnym pliku tekstowym, ktéry moze by¢

przeksztatcony w graficzny obraz tr6jkata Gibbsa z zaznaczonymi obszarami mikroemulsji.

Przy uzyciu modulu generatora mozna przewidzie¢ obszar wystepowania mikroemulsji.
Wprowadzono réwniez do programu modu} automatycznej optymalizacji. Analiza przewidzianych
obszaréw mikroemulsji polega na okre$leniu granicznych ilosci fazy wodnej i olejowej, przy ktorej
powstanie mikroemulsja. Raport zawiera nazwy plikow formulacji, posortowane zgodnie ze

wzrastajaca powierzchnig mikroemulsji, spelniajacych kryteria wyboru.

Opracowane oprogramowanie dostepne na licencji GNU GPL v3 jest darmowe i otwarte
(ang. Open-Source). Aplikacja oraz pliki Zrodlowe umieszczone sa na serwerze sourceforge.net

(http://sourceforge.net/projects/medss/), szeroko znanym na S$wiecie serwisie udostepniajacym

Wolne Oprogramowanie. Program zostal aktualnie pobrany okoto 300-krotnie przez uzytkownikow
z 28 krajow z Europy, Azji, Ameryki Pdinocnej i Poludniowej, Afryki oraz Australii (ryc. 22).
Pojawila sie rowniez zwrotna komunikacja od jego uzytkownikéw $wiadczaca o zainteresowaniu

tego typu oprogramowaniem.

Program moze by¢ uruchomiony na dowolnym komputerze z zainstalowana maszyna
wirtualna Java (ang. Java Virtual Machine, JVM). Java jest technologia dostepna w kazdym szeroko
stosowanym systemie operacyjnym dzieki czemu ME_DSS moze by¢ uruchomiony w dowolnej
konfiguracji sprzetowo-programowej. Oprogramowanie zostalo przetestowane pod systemem
operacyjnym Linux i Windows, zarowno na instalacjach natywnych jak tez i maszynach
wirtualnych [202]. Jest to aktualnie jedyny na Swiecie tego typu program komputerowy
wyposazony w graficzny interfejs uzytkownika i dostepny darmowo dla dowolnego systemu

operacyjnego.
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Rycina 22. Kraje z ktérych pobierano programu ME_DSS. Skala barwna odzwierciedla ilos¢ pobran.

File
Qualitative valuss Welcome
Draw Gibbs Triangle
Show phases
Batch mode
DreEn. KO-TE from: to |0 Step (0.5 Processed ME
G te i L
Balln OL-PH from: [4.19| to [4.19] Step 0.5 | enerate inputs
Quantitative values Analyze&Report
Max.ProjAr. OL-PH from: |70.2| te |70.2| Step 0.5 Help
Balin T& from: [4.63] to [4.63] step [0.5 HETBIEnces
OL-PH to Step License
Conn.Gra. TE from: |0 to |0 Step (0.5
4 4 J Ratio KO-TE from: |1 to |1 Step |0.25
Dre.En TE from: |85.3| te |95.3| Step |0.5
Ratio TE from: |1 to |1 Step |0.25
Fr.Co. TE from: |2 ta (2 Step 0.5
Ratio MISC-TE from: |1 to |1 Step (0.25
Bl TE from: |0 to [0 Step 0.5
WA-PH to Step
pH=14.00 TE frem: |0 to |0 Step 0.5
PiEn TE from: |27.5| te [27.5| st=p 0.5
HLB TE from: |10.2| te |10.2| Step |0.5
lon.Str. WA-PH frerm: |0 L] Step 0.5
Use Internal Data Start Generating Inputs Restore Default Values
[JUse external file Start & Save ‘ | Restore Default Values
General options
Save ME || Load ME || Clear Gibbs Triangle ” Clear All ” Draw triangle |

oMo BT
Loaded ME: template_form_02.csv

ME of termplate_farm_02.csv region was drawn
Set formulstions batch mods state changsd.

Rycina 23. Okno modutu generowania formulacji mikroemulsji do predykcji.
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File

List of loaded files Welcome
template_form_02.csv Draw Gibbs Triangle
template_form_03.csv Show phases
template_form_04.csv Batch mode
Processed ME
Generate inputs I
Analyze&Report
Hel
References

License

Provide Data to Analyze
Rank formulations with WA-PH % content more than: 65
Rank formulations with OL-PH % content more than: |15

Load files, Analyze & Save raport

| Load calculated ME files H Analyze & Save raport ‘

General options

Save ME ” Load ME ” Clear Gibbs Triangle || Clear all ” Draw triangle ‘
CoatET S e
Using data in WA-PH % Field
Using data in OL-PH % Field
Raport saved!

Rycina 24. Okno modutu do automatycznej optymalizacji sktadu mikroemulsji.
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3. Zastosowanie programu ME_DSS do sporzadzania mikroemulsji.

Sktadniki mikroemulsji, zaleznie od wiasciwosci i ich funkcji usystematyzowano w 4
grupach: olej, tenzyd, kotenzyd i ew. tenzyd pomocniczy (tab. 14). Biorgc pod uwage stosunek
ilosciowy skladnikéw i ich rodzaj, przy uzyciu ME_DSS wygenerowano predykcje obszarow
mikroemulsji dla 1008 tréjkatow fazowych Gibbsa. Sposréd nich, na podstawie
wielowartoSciowego kryterium regulowego (rozdz. I11.4.1) wytypowano dwadziescia trojkatow
fazowych (tab. 15), z ktorych kazdy spelnial minimum jeden warunek, tj. co najmniej jeden ze
skladnikéw nie wystepowal w zbiorze uczacym. Poshuzyly one do oceny efektywnosci predykcji

ME_DSS.

Walidacja ME_DSS na przyktadzie sporzqdzonych mikroemulsji.

Ocene sprawnosci systemu przeprowadzono na podstawie zastosowanych dwoch miar.
Pierwsza bylo porownanie polozenia Srodka geometrycznego ksztaltu przewidzianego przez
ME_DSS i obszaru mikroemulsji wyznaczonego eksperymentalnie (réwn. 16, rozdz. II1.3.1, str.
73), co jest uzasadnione najwiekszym prawdopodobienistwem uzyskania mikroemulsji posrodku
przewidzianego obszaru. Drugg miarg byto porownanie eksperymentalnie wyznaczonych punktow

w polu trgjkata z przewidzianymi przez ME_DSS obszarami (rown. 12 — 15, rozdz. I11.3.1, str. 73).

Tabela 14. Substancje pomocnicze uzyte do sporzadzania mikroemulsji.

T KT TP (0]

Capmul® MCM, Brij® 96,  glikol propylenowy,
" PEG400, cytrynian cytrynian trietylu,
trietylu Labrasol®, Capmul® MCM

Brij® 96, LSS, Tween® 80
Labrasol®, PEG400

IPM, Miglyol® 812N,
Capmul® MCM

Sposrod dwudziestu tréjkatéw fazowych przewidzianych przez system ME_DSS w
dziewietnastu przypadkach potwierdzono eksperymentalnie obecnos¢ ukladéw izotropowych.

Poréwnanie polozenia srodka geometrycznego obszaru przewidzianego przez ME_DSS i obszaru
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mikroemulsji wyznaczonego eksperymentalnie wskazuje, Ze system poprawnie przewidziat
potozenie obszaru mikroemulsji w czternastu z dwudziestu tréjkatéw fazowych uzyskujac 70%
skuteczno$¢ wg miary C1 (réwn. 16, rozdz. I11.3.1, str. 73). Srodek geometryczny przewidzianego
ksztaltu obszaru mikroemulsji dla ukladéw MEO1 — ME05, ME0O7 — ME09, ME13, ME14, ME16, ME17,
ME19, ME20 (ryc. 25 - 29, 31 - 33, 37, 40, 41, 43, 44) znajdowal sie wewnatrz obszaru mikroemulsji
wyznaczonego eksperymentalnie. W przypadku dwoch kolejnych uktadéw tj. ME06 i ME12, Srodek
geometryczny znajdowal sie na granicy obszaru wyznaczonego eksperymentalnie (ryc. 30, 36).
Natomiast obszary mikroemulsji ME10, ME11, ME15, ME18 zostaty blednie przewidziane przez system
(ryc. 34, 35).

Tabela 15. Sklad jako$ciowy ukladow wyznaczonych przez program ME_DSS.

tréjkat stosunek
Gibbsa T KT ™ o T+KT+TP

ME1 Brij® 96 - 1+1+40

ME2 LSS - IPM 4+1+0
Capmul® MCM

ME3 Tween® 80 - 1+1+0

ME4 Brij® 96 - Miglyol® 812N 1+1+0

ME5 LSS Brij® 96 1+9+10

PG IPM
ME6 Tween® 80 1+9+10
ME7 Brij® 96 Labrasol® 4+1+1
Miglyol® 812N

MES8 1+1+1

— Tween® 80 Capmul® MCM TEC

ME9 1+1+1

ME10 Labrasol® - IPM 1+1+0

ME11 PEG400 - 1+1+0

ME12 LSS 1+10+9

ME13 Tween® 80 Capmul® MCM 1+1+1
PEG400

ME14 Brij® 96 IPM 1+1+1

ME15 LSS PG 1+10+9

ME16 Capmul® MCM 1+1+1

~— Labrasol® Brij® 96

ME17 - 1+1+0

ME18 Brij® 96 - Capmul® MCM 1+1+0
TEC

ME19 Tween® 80 - 1+1+0

ME20 Labrasol® Brij® 96 - Miglyol® 812N 1+1+0

LSS, laurylosiarczan sodu; IPM, izopropylu mirystynian; TEC, cytrynian trietylu; PG, propylenowy glikol.
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Eksperymentalne okreslenie obszaru wystepowania mikroemulsji stalo sie podstawag do
utworzenia zewnetrznego zbioru walidacyjnego. Obszary trojkatow fazowych probkowano w celu
okreslenia obecnosci (liczba 1) lub braku (liczba 0) mikroemulsji stosujac metode miareczkowania
bezwodnych mikroemulsji woda. W ten sposéb dla kazdego trojkata uzyskano 765 punktow
stanowigcych zewnetrzny zbior walidacyjny. Lacznie zbior skladal sie z 15300 punktéw
wyznaczonych eksperymentalnie, wsrod ktorych 1900 stanowity punkty, w ktérych obserwowano
powstanie mikroemulsje, a 13 400 stanowily punkty, w ktérych mikroemulsja nie powstala.
Przewidziane przez ME_DSS obszary wystepowania mikroemulsji wraz z wyznaczonymi

eksperymentalnie obszarami przedstawiono na rycinach 25 — 44.

Tabela 16. Walidacja ME_DSS na zewnetrznym zbiorze eksperymentalnym.

GO Gl EF EG C1
ME_DSS 90.44% 52.51% 0.857 14.25% 70%

C1, ilos¢ poprawnie przewidzianych srodkéw geometrycznych obszaru mikroemulsji; EG, blad catkowity; EF, skuteczno$¢ systemu;

G1, ilos¢ poprawnie sklasyfikowanych mikroemulsji; GO, ilo$¢ decyzji prawdziwie negatywnych.

Poréwnujac punkty wyznaczone eksperymentalnie z obszarem mikroemulsji przewidzianym
przez ME_DSS, wyliczono parametry charakteryzujace jakoS¢ opracowanego systemu (tab. 16).
Program ME_DSS przewidzial powstanie mikroemulsji w 994 punktach na 1900 oraz brak
wystgpienia mikroemulsji w 12 134 na 13 400 punktéw. Blad catkowity (EG) na poziomie 14%,
ilo$¢ poprawnie sklasyfikowanych mikroemulsji (G1) 52% i ilo$¢ decyzji prawdziwie negatywnych
(GO) na poziomie 90% sa porownywalne z otrzymanymi wczesniej wynikami uzyskanymi dla sieci
neuronowych trenowanych na zbiorach utworzonych zgodnie z procedura 10-krotnego wzajemnego

sprawdzania [150].
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ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny $Srodek
przewidzianego ksztaltu

wybrana formulacja ME

Rycina 25. Obraz tréjkata ME1 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony
eksperymentalnie.

ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

¢ [

geometryczny $rodek
przewidzianego ksztaltu

30

40

50

70

80

90

30 20 10

Rycina 26. Obraz tréjkata ME2 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony
eksperymentalnie.
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ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny Srodek
przewidzianego ksztattu

wybrana formulacja ME

90

Rycina 27. Obraz trdjkata ME3 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony
eksperymentalnie.

ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny $rodek
przewidzianego ksztaltu

wybrana formulacja ME

60

70

80

a0

Rycina 28. Obraz trojkata ME4 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony
eksperymentalnie.
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ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny Srodek
przewidzianego ksztaltu

wybrana formulacja ME

60
70
a0
g\ \
20 10

Rycina 29. Obraz tréjkata ME5 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar

eksperymentalnie.

Rycina 30. Obraz tréjkata MEG

eksperymentalnie.

@]

w

mikroemulsji wyznaczony

]
L 4
o

ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny Srodek
przewidzianego ksztattu

wybrana formulacja ME

30

40

90

30

20 10

wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony
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Rycina 31. Obraz

eksperymentalnie.

Rycina 32. Obraz
eksperymentalnie.

Wyniki.

ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny Srodek
przewidzianego ksztattu

wybrana formulacja ME

y

y N AVae

J Vi /a
4 ’ é /’/ /\ 60
30 / 70
20, 2N ‘x E7h 80

.
L/
70

90

22 T

80

trojkata ME7 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony
7 ME przewidziana
% przez ME_DSS
D ME wyznaczona
eksperymentalnie
‘ geometryczny Srodek
przewidzanego ksztaltu
30
40
50
/\ 60
70
80
90
T w
30 20 10

trojkata ME8 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony
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ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny $rodek
przewidzianego ksztattu

wybrana formulacja ME

A
P AvA

90

Rycina 33. Obraz tréjkata ME9 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony
eksperymentalnie.

ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny Srodek
przewidzanego ksztaltu

60

70

80

0

20 10

Rycina 34. Obraz trojkata ME10 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony
eksperymentalnie.
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ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny $rodek
przewidzianego ksztaltu

60

70

80

90

20 10

Rycina 35. Obraz tréjkata ME11 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony
eksperymentalnie.

o
W ME przewidziana
A przez ME_DSS
a0 10 D ME wyznaczona
eksperymentalnie
geometryczny $rodek
80 20 ‘ przewidzianego ksztattu
70 30
60 40

50 /\ 50
40 /\ 60

30, Vo3 70

20, 80

1 /N

90 80 70 60 50 40 30 20 10

Q0

Rycina 36. Obraz trojkata ME12 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony
eksperymentalnie.
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a0

%,
L]
.

ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny Srodek
przewidzianego ksztattu

30

—
ava

50 50
40 60
29 80
W :
T 90 80 70 60 50 40 30 20 10
Rycina 37. Obraz trdjkata ME13 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar

eksperymentalnie.

mikroemulsji

ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny $rodek
przewidzianego ksztaltu

60

70

80

0

20 10

wyznaczony

Rycina 38. Obraz tréjkata ME14 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony

eksperymentalnie.
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Q0 10

80 20

¢ [0

ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny $rodek
przewidzianego ksztaltu

70 30

e o

40

50

. a
i

60

80

90 80 70 60 50 40 30 20 10

Rycina 39. Obraz trojkata ME15 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony

eksperymentalnie.

(@) [ ME przewidziana
ﬁ przez ME_DSS
D ME wyznaczona
a0 10 eksperymentalnie

’ geometryczny $rodek

przewidzianego ksztaltu

80 20
0 wybrana formulacja ME
FO 30
60 40
50, 50
40 M 1 60
*
30, 70
20, 80
1 = { 90
T W
90 80 70 60 50 40 30 20 10

Rycina 40. Obraz tréjkata MEI16 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony

eksperymentalnie.
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ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny Srodek
przewidzianego ksztaltu

wybrana formulacja ME

Rycina 41. Obraz tréjkata ME17 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony

eksperymentalnie.

[
*

ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny $rodek
przewidzianego ksztattu

30

Q0

20 10

Rycina 42. Obraz trojkata ME18 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony

eksperymentalnie.
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ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny Srodek
przewidzianego ksztatu

60

70

80

0

90 80 70 60 50

Rycina 43. Obraz tréjkata ME19 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji

eksperymentalnie.

a0
80

70

40

10

20

30

20 10

ME przewidziana
przez ME_DSS

ME wyznaczona
eksperymentalnie

geometryczny Srodek
przewidzianego ksztaltu

wybrana formulacja ME

40

wyznaczony

Rycina 44. Obraz trdjkata ME20 wygenerowany przez ME_DSS oraz obszar mikroemulsji wyznaczony

eksperymentalnie.
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Wlasciwosci fizykochemiczne sporzqdzonych mikroemulsji.

Sposrod analizowanych 20 tréjkatow Gibbsa (ME1 — ME20, tab. 15), do oceny wiasciwosci
ukladéw mikroemulsyjnych wybrano 10 tr6jkatow fazowych, w ktérych zidentyfikowano uktady o
najwiekszej powierzchni obszaru mikroemulsyjnego. Wybrano dwa punkty z wyznaczonego
obszaru dla kazdego ukladu tj. punkt odpowiadajacy srodkowi geometrycznemu przewidzianego

»

obszaru mikroemulsji oznaczony litera ,a” oraz punkt lezacy w obrebie eksperymentalnie
wyznaczonego obszaru mikroemulsyjnego, ale o zawartosci wody wiekszej o co najmniej 20% w
stosunku do formulacji ,,a” (,,b”). W ten sposob okreSlono sktady 20 uktadéw mikroemulsyjnych,
15 czterosktadnikowych zawierajacych faze wodng, olejowa, tenzyd i kotenzyd oraz piec
wzbogaconych o tzw. tenzyd pomocniczy (tab. 17). Po ich sporzadzeniu dokonano oceny ich

wiasciwosci fizykochemicznych oraz stabilnosci.

Stosujac metode barwnikowa stwierdzono, ze mikroemulsje serii ,,a” sa uktadami typu w/o,
z wyjatkiem ukladu MES5a, natomiast uklady serii ,b” sa typu o/w, z wyjatkiem ME4b. Po
rozcienczeniu wodg w rownej ilosci w stosunku do ich masy trzy uktady sposréd mikroemulsji typu
w/o (ME1la, ME3a, ME17a) oraz cztery uklady typu o/w (ME3b, ME16b, ME17b, ME20b) byly klarowne.

Pozostate uktady zaréwno serii ,,a” i ,,b” ulegly zmetnieniu lub rozwarstwieniu.

Analize eksploracyjng danych charakteryzujacych badane mikroemulsje przeprowadzono
przy uzyciu techniki klasteryzacji hierarchicznej. Zastosowanie tej techniki pozwolito ustali¢
wspolne cechy formulacji, ktore sprzyjaly powstawaniu stabilnych mikroemulsji. Metoda
klasteryzacji polega na grupowaniu elementow w klasy, w ten sposéb aby ich skladowe byly
podobne do siebie, a jednocze$nie poszczegblne grupy byly jak najbardziej zr6znicowane. Wyniki
klasteryzacji hierarchicznej sa przedstawiane w formie drzewa zwanego dendrogramem [200]. Do
przeprowadzenia analizy wybrano pakiet pvclust srodowiska statystycznego R, ktory oprocz
klasteryzacji umozliwia takze ocene prawdopodobienstwa wyodrebnienia poszczeg6lnych klas, tzw.
separowalno$¢ [199]. Podstawe do utworzenia bazy danych stanowily wyniki wiasciwosci
fizykochemicznych 17 formulacji przedstawionych w tabeli 18. Formulacje MES5a, MESb i ME6a
zostaly wykluczone z uwagi na otrzymane w badaniach wartosci zmetnienia spoza zakresu

wyznaczonego na podstawie krzywej wzorcowej (tab. 18).

W wyniku przeprowadzonej klasteryzacji hierarchicznej, z prawdopodobienstwem p=95%,

wyodrebniono dwie grupy mikroemulsji (ryc. 45):
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e ME4b, ME7b, ME9b, ME16b — klaster K1

Wyniki.

* MEla, ME3a, ME3b, ME4a, ME6b, ME7a, ME9a, ME16a, ME17a, ME17b, ME20a, ME20b — klaster K2

Tabela 17. Sktad mikroemuls;ji serii ,,a” i serii ,,b”.

sktad ilo$ciowy [%]

formulacja T KT TP (0] WITIKT/TP/O

NS e cwmwew- e BESI@s
mgg Tween®80  Capmul® MCM - IPM % ; igf 1/02}3;5/ /1'0/ 29
mgj‘g Brij® 96 Capmul® MCM - Miglyol® 812N 28 ; ?22/01/75/ /4_0/ -
m;gg Tween® 80 Glikol prop. Capmul® MCM IPM ég ﬁ %3; ; ;6/13{ 16.7740
mg;g Brij® 96 Capmul® MCM Labrasol® Miglyol® 812N ég ; 28 ; E/Sé /7'150/ 40
mggg Tween® 80 TEC Capmul® MCM IPM 2; lli03 //1103}311)]}31'2 /85
m;gg Labrasol® Brij® 96 Capmul® MCM IPM 22 5 (}316/61/16/5; ; 2766 /15
NSl owes - camrwon 28RS0
mggﬁ Labrasol” Brij” 96 ] Miglyol® 812N 4213.{52/72/1.2275//_2/1225 /-110

IPM, mirystynian izopropylu; LSS, laurylosiarczan sodu
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Tabela 18. Wiasciwosci fizykochemiczne badanych uktadéw mikroemulsyjnych.

napiecie

formulacja pH [pJ;?(Y\rl%dnictwo [ggel"s]:E]SC I[?r?ll(:ss(]: fl\r:;?lg?ienie ‘:(I;rpaékigjziynnik F'z"'\lv;::]z IS E:irl)(roemulsji ::(;:(r:\iiiﬁ\;vodq B
MEla 579+£0.02 47.77£0.92 0.9485 101.3£0.9 1222+0.14 1.425 28.62+0.11 w/o + K2
ME3a 473+£0.02 41.93+042 0.9723 90.3+1.6 2.04 +£0.03 1.424 28.62 £ 0.03 w/o + K2
ME4a 5.39+0.03 112.63+£0.90 0.9692 78.4+1.0 2.04 £0.02 1.434 28.85+0.13 w/o - K2
ME4b 5.36 £0.01 253.00 = 3.00 0.9921 93.3+£6.5 5.94 £0.16 1.407 27.74 £0.06 w/o - K1
ME6a 5.43+0.02 0.56+0.08 0.9511 30.0+2.7 > 200 1.426 28.27 £ 0.06 w/o - -
ME7a 4,86 £0.00 29.67£0.21 0.9893 109.1+£1.3 7.29+£0.09 1.441 30.37 £0.04 w/o - K2
ME9a 577+£0.00 0.56+0.14 0.9371 28.4£0.6 0.70+£0.01 1.436 29.05+£0.13 w/o - K2
ME16a 3.11+£0.05 8850+0.71 0.9562 28.1+0.3 3.78 £0.04 1.415 29.91+£0.42 w/o - K2
ME17a 5.17+£0.05 3243+0.17 1.0274 113.6 £0.7 0.31+£0.00 1.442 29.90 £ 0.08 w/o + K2
ME20a 6.02+0.07 16.60+0.31 1.0136 176.7+1.4 0.84+£0.02 1.437 30.62 £ 0.09 w/o - K2
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Tabela 18 cd. Wiasciwosci fizykochemiczne badanych uktadéw mikroemulsyjnych.

DT EE 2l przewodnictwo gestosé lepkosé zmetnienie  wspoétczynnik napi_ecie . typ rozcien- A
[uSicm] [g/mL] [mPa-s] [NTU] refrakcji Frg‘ll\lvll:;r]z BT mikroemulsji czanie woda

ME1b 5.68+0.02 14.43+0.31 0.9805 476.8+20.8 27.22+1.03 1.383 36.22 + 0.66 o/w - -
ME3b 5.45+0.01 25.90+0.72 0.9896 1106 +7.1 166.26 £+1.95 1.368 32.74 +0.58 o/w + K2
ME5a 7.65+0.01 152.83+0.45 0.9728 47044.4 > 200 1.421 b.d. o/w - -
MESb 5.70+0.02 444.00 +1.00 1.0086 9.6+04 > 200 1.369 30.31+£0.13 olw - -
ME6b 5.59+0.05 33.03+0.85 1.0092 23.7x0.1 30.18 +0.03 1.373 28.38 £ 0.05 o/w - K2
ME7b 5.38+0.00 321.00 + 2.65 1.0023 57.3+1.8 1.70 £ 0.04 1.381 29.70+£0.10 olw - K1
ME9b 4,66 +0.01 251.33+4.04 0.9925 449+ 2.6 93.55+0.06 1.385 28.81 + 0.06 o/w - K1
ME16b 540+ 0.01 259.33+2.52 0.9821 499+ 0.6 18.81+£0.15 1.374 28.35+0.03 olw + K1
ME17b 5.46 £0.01 34.53+0.35 1.0105 1220+14 67.35+0.01 1.361 27.23+0.08 o/w + K2
ME20b 5.35+0.04 125.60+0.72 1.0060 8.6+0.1 0.32+0.03 1.358 29.81 + 0.02 o/w + K2
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Klaster K1 zawieral trzy mikroemulsje typu o/w (ME7b, ME9b, ME16b) i jedna typu w/o
(ME4b), zas klaster K2 cztery uklady typu o/w (ME3b, ME6b, ME17b i ME20b) i osiem ukladéw typu
w/0 (MEla, ME3a, ME4a, ME7a, MESa, ME16a, ME17a i ME20a). Ze wzgledu na odmienne wiasciwosci
fizykochemiczne od pozostaltych formulacji mikroemulsja ME1b nie zostala przyporzadkowana do

zadnego z klastrow (ryc. 45).
Na podstawie warto$ci srodkowych witasciwosci fizykochemicznych z klastréw K1 i K2
wykazano, ze najwieksze roznice pomiedzy klastrami dotycza nastepujacych parametrow:

przewodnictwa, lepkoS$ci oraz stopnia zmetnienia uktadow (tab. 19).

ME9b
ME7b
ME17b

o
S _
o
o
O p—
[+]
87
o
8 |
T ©
c
S 3
1S W
> g | = Klaster K2
8 F
g 99
n
3 92
o o
£ oS - Klaster K1 94 ’
> (8]
5 T 100
© ‘ =l 99 = @ B
8 @ 99
’7—‘ ‘ g g9 96
O —
Q
[(e]
w
=

ME16b
ME20b

Rycina 45. Dendrogram dla klasteryzacji hierarchicznej wlasciwosci fizykochemicznych mikroemulsji. W
rozgatezieniach podano wartoSci procentowe przyblizonego nieobcigzonego estymatora prawdopodobienstwa
wyodrebnienia poszczegdlnych klas mikroemulsji.

(Niebieska linia ciggla — mikroemulsje klastra K1; niebieska przerywana linia — mikroemulsje klastra K2; kolor czarny
uklady typu o/w, z6tty w/o).
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W pierwszej grupie (klaster K1) znajdujq sie uklady o medianie wartosci przewodnictwa
256.2 pS/cm, lepkosci 53.6 mPa-s oraz stopniu zmetnienia 12.4 NTU. Mikroemulsje klastra K2
charakteryzowaly sie 8-krotnie nizszq wartoscig przewodnictwa, okoto 2-krotnie wyzszq lepkoscia

oraz 4-krotnie nizszym stopniem zmetnienia (tab. 19).

Tabela 19. Wartosci sSrodkowe (mediana) wiasciwosci fizykochemicznych mikroemulsji klastra K1 i K2. W nawiasach
podano odchylenie kwartylne.

witasciwosci klaster
fizykochemiczne K1 K2

pH 5.37 (0.31) 5.42 (0.27)
Przewodnictwo [uS/cm] 256.2 (11.1) 33.8 (14.6)
Gestos¢ [g/mL] 0.992 (0.003) 0.989 (0.022)
Lepkos¢ [mPa-s] 53.6 (8.8) 95.8 (41.5)
Zmetnienie [NTU] 12.4 (16.3) 2.9 (8.0)

Wspotczynnik refrakcji

1.383 (0.006)

1.425 (0.032)

Napiecie powierzchniowe 28.58 (0.42) 29.05 (0.70)
[MN/m]

Ocene struktury mikroemulsji poszczeg6lnych klastrow wykonano na podstawie analizy
obrazu zdje¢ z mikroskopu skaningowego wykonanych metoda zamrazania i tamania. Na podstawie
wyliczen odleglosci euklidesowej wiasciwosci fizykochemicznych poszczegélnych uktadéw
wybrano reprezentatywne obrazy dla kazdego z klastrow K1 (ME16b), K2 (ME17b) oraz
mikroemulsje ME1b (ryc. 46). Nastepnie przy uzyciu programu ImageJ [1] obrazy przeskalowano i
wykadrowano, a deskryptory charakteryzujace tzw. chropowato$¢ amplitudowa prébek obliczono
uzywajac rozszerzenia SurfCharJ [38]. Parametry amplitudowe opisujace badany materiat
wprowadzajq statystyczng informacje na temat ksztattu, rozktadu wysokosci oraz podstawowych
wiasnosci probki. Obliczone parametry chropowatosci obejmowaty m.in. skosnos¢ (Rsk) i kurtoze
profilu powierzchni (Rku), maksymalng wysoko$¢ pikéw (Rp) i zaglebien (Rv) oraz

znormalizowana wzgledem topologii powierzchnie probki (SA).

Jezeli powierzchnia probki charakteryzuje sie symetrycznym rozkladem wysokosci pikow
wtedy wartosci parametru Rsk sa zblizone do 0. Jezeli na powierzchni probki obecne sa piki i

zaglebienia o zmiennej amplitudzie wowczas deskryptor ten przyjmuje wartosci dodatnie, zwykle
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wieksze od 1. Kurtoza profilu powierzchni (Rku) jest miarg splaszczenia powierzchni w
poréwnaniu z rozkladem normalnym, dla ktérego parametr ten przyjmuje warto$¢ 0. Wartosci
ujemne sg charakterystyczne dla szerokich i ptaskich pikéw, natomiast wartosci ujemne wskazuja

na obecnos¢ wyzszych i bardziej waskich pikow.

Na podstawie odchylen wzglednych wykazano, Ze najwieksze rdoznice w parametrach
chropowatos$ci dotyczq skosnosSci (Rsk) i kurtozy profilu powierzchni (Rku) oraz znormalizowanej
wzgledem topologii powierzchni probki (SA). Natomiast w przypadku maksymalnej wysokosci

pikow (Rp) i zaglebien (Rv) odchylenia wzgledne byly niewielkie (tab. 20).

Tabela 20. Deskryptory powierzchni obliczone na podstawie analizy obrazu zdje¢ z mikroskopu skaningowego.

formulacja Rsk Rku Rv Rp SA
ME1b 0.982 1.3391 -95.4197 127.0202 435.5652
ME16b 0.6157 0.1659 -96.8978 109.6927 479.1176
ME17b 0.1476 -0.3038 -93.8894 100.3515 282.3092
Sret ME1b [%)] 122.27 210.30 3.15 34.64 45.18
Sl ME16b [%]  135.52 990.30 4.63 24.31 50.17
Se ME17b [%]  882.45 695.39 4.83 35.88 124.00

Na podstawie wartosci chropowatoSci obrazow mikroemulsji wykazano, ze uklad ME17b
charakteryzuje sie symetrycznym rozkladem pikéw i dolin (Rsk zblizony do 0), ktérych ksztak jest
ptaski (ujemna wartos¢ Rku). W konsekwencji powierzchnia przetamu probki jest najmniejsza (SA
okolo 282). Charakterystyka ukladu ME17b wskazuje na obecnos¢ w strukturze wydhizonych,

ptaskich aglomeratow czastek fazy rozproszonej (ryc. 46, niebieski owal).

Z kolei mikroemulsja ME16b charakteryzuje sie obecnoscia wiekszej ilosci pikow (Rsk okoto
0.61) o ksztalcie zblizonym do paraboli (Rku = 0.16). Charakterystyka mikroemulsji ME16b
wskazuje na obecno$¢ sieci kanaléw oraz nielicznych zaglebien, ktoére odpowiadaja micelom

usunietym z powierzchni w trakcie przygotowywania probki (ryc. 46, niebieskie owale).
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Rycina 46. Obrazy mikroemulsji wykonane przy uzyciu skaningowej mikroskopii elektronowej z zamrazaniem i
}amaniem probki (a). Topologiczne przeksztalcenie obrazéw wykonane przy uzyciu programu ImageJ (b).

(Linia ciagta - mikroemulsje klastra K1; linia przerywana - mikroemulsje K2)

Uktad ME1b, ktory nie zostat przyporzadkowany do ktéregos z klastréw posiadat odmienng
strukture o czym wybitnie $wiadczq obliczone wartosci chropowatosci. Charakterystyka
numeryczna wskazuje na obecnos¢ wiekszej liczby pikow (Rsk = 0.98), ktore sa waskie i strzeliste

(Rku = 1.3391) (ryc. 46).
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Dalszy etap eksploracji danych stanowito poszukiwanie zaleznosci pomiedzy formulacjami
mikroemulsji w klastrach K1 i K2. W tym celu analizujac korelacje przy uzyciu pakietu corrplot
srodowiska statystycznego R wyznaczono wspotczynniki korelacji liniowej (r) dla wiasciwosci

fizykochemicznych (ryc. 47).

Wyznaczone wspotczynniki korelacji liniowej okreSlaja stopien zgodnoSci pomiedzy
zmiennymi i przyjmujg warto$ci z przedziatu <-1; 1>. Znak wspoétczynnika korelacji informuje o
kierunku korelacji, natomiast bezwzgledna wartoSc o sile zwigzku. Jezeli wartosci te sq bliskie 1 lub
-1 to wartosci sa ze soba skorelowane a punkty rozlozone sa wzdliz prostej. Przyjmuje sie
bezwzgledne wartosci wspotczynnika korelacji: 0.2 < r < 0.4 korelacja niska, 0.4 < r < 0.6 korelacja
umiarkowana, 0.6 < r < 0.8 korelacja wysoka, 0.8 < r < 0.9 korelacja bardzo wysoka, 0.9 <r < 1.0
korelacja praktycznie pelna. Wysoka wartos¢ wspolczynnika korelacji nie zawsze oznacza
wystepowanie zaleznosSci przyczynowo-skutkowej miedzy badanymi zmiennymi. Ponadto zwraca
sie uwage na test istotnoSci wspétczynnika korelacji, ktéry wskazuje na wiarygodnos¢ korelacji,

ktéra zalezy m.in. od liczebnoSci préby.

Wartosci wspotczynnikéw r dla mikroemulsji klastra K1, wskazujace na korelacje
praktycznie pelng, uzyskano w przypadku wartosci zmetnienia i pH (r = -0.98) oraz lepkosci i
wspotczynnika refrakcji (r = 0.9) (ryc. 47 a). ROwnoczes$nie korelacje te sa istotne statystycznie.
Wartos$ci pH ukladéw klastra K1 byty skorelowane negatywnie ze stopniem zmetnienia. W zwiazku
z tym mikroemulsje ME4b, ME7b i ME16b, ktorych wartosci pH mieScity sie w granicach od 5.36 do
5.40 charakteryzowaly sie niskim stopniem zmetnienia, mniejszym niz 19 NTU. Z kolei mniejsze
wartosci pH charakteryzujace uklad ME9b towarzyszyly wiekszemu stopniowi zmetnienia uktadu
(93 NTU). Sposréd mikroemulsji klastra K1 warto$ciami wspétczynnika refrakcji 1.374 i 1.385
charakteryzowaly sie ukltady ME16b i ME7b o lepkosci odpowiednio okoto 50 mPas i 57 mPa's. W

przypadku uktadu ME4b wieksza warto$¢ wspotczynnika refrakcji (1.407) byta zwigzana z wieksza

lepkoscig mikroemulsji (93.3 mPa-s).
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Rycina 47. Matryce korelacji liniowej wlasciwosci fizykochemicznych, a) klastra K1, b) klastra K2. W okregach
podano wartosci wspotczynnika korelacji (r). Wartosci przekreslone wskazuja na brak istotnosci (p > 0.01).
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Z kolei dla klastra K2 najwyzszq warto$¢ wspotczynnika korelacji, ktéra zarazem byla
jedyna wartosciq istotng statystycznie, wykazano dla przewodnictwa i lepkosci (r = -0.46) (ryc. 47
b). W zwiazku z powyzszym istnieje umiarkowana sila negatywnej korelacji wartosci
przewodnictwa oraz lepkosci uktadow klastra K2. Na przyklad sposréd mikroemulsji klastra K2

uklady ME1a, ME7a, ME17a, ME20a, ME3b, ME17b charakteryzowaly sie warto$ciami lepkosci od okoto

101 mPa's do okoto 177 mPa-s, ktorym towarzyszyly wartosci przewodnictwa od 26 do okoto 48

pS/cm. Z kolei w przypadku mikroemulsji trzech ukladéw (ME4a, ME16a, ME20b) mniejszym

wartosciom lepkosci, odpowiednio 78, 28 i 8.6 mPa-s, towarzyszyly wartosSci przewodnictwa

wieksze niz 113, 89 i 126 pS/cm.

Wyniki uzyskane w analizie korelacyjnej klastra K1 i K2 wskazuja na duze zréznicowanie
pomiedzy badanymi ukladami. Sa one takze zbiezne z wynikami klasteryzacji hierarchicznej i

dodatkowo uzasadniaja wybor dwoch klastrow sposrod badanych mikroemulsji.

Stabilnosc¢ sporzqdzonych mikroemulsji.

Ocene stabilnosci wilasciwosci fizykochemicznych dokonano w oparciu o wyniki pomiaru:
pH, przewodnictwa, gestosci, lepkoSci, zmetnienia, wspoOlczynnika refrakcji, napiecia
powierzchniowego oraz Srednicy czastek fazy rozproszonej metoda dyfrakcji promieni lasera po 30

dniowym okresie przechowywania w komorze klimatycznej (temp. 25°C/60 % RH) (tab. 21).

Na podstawie poroOwnania wartosci p testu t-Studenta z przyjetym poziomem istotnosci
a = 0.05 okreSlono statystycznie znaczace (p < 0.025) r6znice wiasciwosci fizykochemicznych
badanych uktadéw klastra K1 i K2. Wykazano takze wplyw typu mikroemulsji na zmiane wartoSci

WWw. parametrow.

Wartosci pH oraz przewodnictwa wszystkich uktadéw klastra K1 po 30 dniowym okresie
przechowywania w komorze klimatycznej (temp. 25°C/60 % RH) zmienily sie w istotny
statystycznie sposob. W przypadku klastra K2 pH i przewodnictwo ukladow ME9a, ME17a oraz ME3b
nie uleglo istotnym statystycznie zmianom. Warto$ci pH i przewodnictwa mikroemulsji ME1b, ktora

nie zostala przyporzadkowana do zadnego z klastréw nie ulegly zmianom.
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Istotne statystycznie zmiany zmetnienia wykazano w przypadku jednej mikroemulsji klastra
K1 (ME4b) oraz dwdch mikroemulsji klastra K2 (ME4a, ME6b). Wszystkie wymienione uktady po
przechowywaniu w komorze klimatycznej (30 dni, 25°C/60% RH) charakteryzowaly sie
zmetnieniem wiekszym niz 200 NTU. Ponadto dla ww. mikroemulsji stwierdzono istotng

statystycznie zmiane warto$ci lepkosci.

Poréwnujac wartosci wzglednych roznic (Sw. [%]) gestosci oraz wspoiczynnika refrakcji

badanych ukladéw wykazano ich niewielkie zmiany, maksymalnie 0.37%.

Ze wzgledu na wysoka polidyspersyjnos¢ mikroemulsji ME7b klastra K1 nie bylo mozliwe
okreslenie dla niej srednicy czastek fazy rozproszonej metoda dyfrakcji promieni lasera. Z tego
wzgledu wielko$¢ te obliczono na podstawie zdje¢ z mikroskopu skaningowego z wykorzystaniem

narzedzi analizy obrazu programu ImageJ [1]. Wyliczona Srednica czastek wyniosta 130 nm.

Na podstawie analizy istotno$ci statystycznej zmian wilasciwosci fizykochemicznych
badanych mikroemulsji do dalszych badan wybrano 14 ukiadéw, trzy z klastra K1 (ME7b, ME9b,
ME16b), dziesie¢ z klastra K2 (ME1la, ME3a, ME7a, ME9a, ME16a, ME17a, ME20a, ME3b, ME17b, ME20b)
oraz uktad ME1b. Uklady te charakteryzowaly sie najwiekszq stabilnoscig po przechowywaniu w
komorze klimatycznej przez 30 dni (25°C/60% RH) oraz Srednica czastek fazy rozproszonej nie

przekraczajaca 130 nm (tab. 22).
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Tabela 21. Wiasciwosci fizykochemiczne badanych uktadéw mikroemulsyjnych po przechowywaniu w komorze klimatycznej przez 30 dni (25°C/60% RH).

Kolorem czerwonym oznaczono formulacje odrzucone w badaniach stabilnosci.

napiecie

formulacja pH przewodnictwo gestos¢ lepkosé zmetnienie wspé*c_z_ynnik powierzchniowe typ B rozci_er'\- Klaster
[uSicm] [g/imL] [mPa-s] [NTU] refrakcji [mNIm] mikroemulsji czanie woda

MEla 5.66 +0.06 49.37 +0.18 0.9492 101.1+13 12.14 £ 0.22 1.425 28.63 +0.02 wlo + K2
ME3a 4.88 +0.01 39.45+0.47 0.9731 90.8+2.9 202+0.1 1.423 28.62 +0.04 w/o + K2
ME4a 5.33+0.01 131.04 +0.69 0.9695 849+19 > 200 1.434 29.01 +0.04 o/w . K2
ME4b 543 +£0.02 91.98 +0.65 0.9919 185.8+10.4 >200 1.408 27.75+0.03 o/w . K1
ME6a 548 +£0.01 0.92 +0.05 0.9523 65.2+21 > 200 1.428 28.62+0.25 wio _ }
. 4.81+0.02 30.56 +0.32 0.9894 1086+1.0  7.24+0.05 1.438 30.29 +0.10 wio i K2
ME9a 5.75+0.02 0.70+0.11 0.9370 28.7+£0.5 0.69 +0.04 1.434 28.92+0.04 wlo . K2
ME16a 3.22+0.01 77.11 +0.52 0.9557 295+27 3.75+£0.09 1.413 29.78 £0.13 wio _ K2
ME17a 5.13+0.03 32.87 +0.67 1.0273 113.1+1.0 0.26 £ 0.04 1.441 30.00 £ 0.06 w/o + K2
ME20a 5.86+0.02 17.50 +0.27 1.0133 1759+1.0 0.89+0.08 1.436 30.66 £ 0.17 wlo . K2
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Tabela 21 cd. Wlasciwosci fizykochemiczne badanych uktadéw mikroemulsyjnych po przechowywaniu w komorze klimatycznej przez 30 dni (25°C/60% RH).
Kolorem czerwonym oznaczono formulacje odrzucone w badaniach stabilnosci.

oM R [l przewodnictwo gestos¢ lepkosé zmetnienie  wspoétczynnik napi_ecie . typ rozcien- NS
[uSicm] [gimL] [mPa-s] [NTU] refrakcji Fn‘:‘lilvllr‘;r:r EAITERTS mikroemulsji czanie woda

ME1b 548 +0.45 14.69 +0.36 0.9801 4545+21.3 27.01+0.22 1.383 36.15+0.45 o/w } )
ME3b 5.23+0.64 26.15+0.17 0.9894 107.8+4.4 167.81 £ 0.95 1.369 32.37+£0.08 olw + K2
ME5a 7.47 £0.06 580.95+0.21 0.9723 54133.3 > 200 1.424 b.d o/w _ }
ME5b 5.37+£0.02 338.11 £ 0.67 1.0081 11.2+0.2 > 200 1.364 30.26 £ 0.22 olw _ }
ME6b 523+0.01 44.42+255 1.0095 421 +1.9 > 200 1.378 28.47 +0.23 olw ~ K2
ME7b 5.20+0.02 308.99 +1.02 1.0028 57.0+1.2 1.78 £0.33 1.382 29.62 £ 0.04 o/w } K1
MESb 4.41 +0.02 263.38 £ 0.95 0.9929 443+1.0 94.04 +0.38 1.388 28.84 +0.03 olw } K1
ME16b 5.05+0.02 277.11 +3.58 0.9827 492+04 18.54 £ 0.25 1.378 28.35+0.06 olw + K1
ME17b 5.06 +0.02 36.81 +0.26 1.0103 1229+1.6 67.28+0.12 1.364 27.23+£0.03 olw + K2
ME20b 4.96 +0.02 130.06 + 1.07 1.0065 8.3+0.1 0.29 +0.02 1.356 29.81 +0.07 olw + K2
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Tabela 22. Wartosci p dwustronnego testu t-Studenta oraz wzgledna réznica (S:.) dla warto$ci zmierzonych przed i po
przechowywaniu w komorze klimatycznej przez 30 dni (25°C, 60% RH).

Kolorem czerwonym oznaczono formulacje odrzucone w badaniach stabilnosci.

wartosé p Srel [%]
formulacja przewodni- s _ napiecie .. Wwspétczynnik
pH ctwo lepko$é zmetnienie powux(zechmo gestosé refrakcji
ME1la 0.024 0.042 0.837 0.623 0.884 0.07 0.00
ME3a 0.000 0.002 0.807 0.757 0.909 0.08 0.07
ME4a 0.030 0.000 0.006 0.000 0.115 0.03 0.00
ME4b 0.006 0.000 0.000 0.000 0.749 0.02 0.07
ME6a 0.018 0.003 0.000 0.000 0.079 0.13 0.14
ME7a 0.018 0.016 0.625 0.448 0.265 0.01 0.21
ME9a 0.196 0.261 0.542 0.696 0.176 0.01 0.14
ME16a 0.020 0.000 0.423 0.626 0.644 0.05 0.14
ME17a 0.300 0.332 0.517 0.248 0.174 0.01 0.07
ME20a 0.019 0.019 0.466 0.353 0.758 0.03 0.07
ME1b 0.485 0.392 0.264 0.747 0.892 0.04 0.00
ME3b 0.584 0.586 0.593 0.284 0.335 0.02 0.07
ME5a 0.007 0.000 0.000 0.000 b.d. 0.05 0.21
ME5b 0.000 0.000 0.003 0.000 0.750 0.05 0.37
ME6b 0.000 0.002 0.000 0.000 0.557 0.03 0.36
ME7b 0.000 0.002 0.822 0.698 0.247 0.05 0.07
ME9b 0.000 0.007 0.728 0.092 0.480 0.04 0.22
ME16b 0.000 0.002 0.168 0.184 0.932 0.06 0.29
ME17b 0.000 0.001 0.504 0.498 1.000 0.02 0.22
ME20b 0.000 0.004 1.000 0.223 0.942 0.21 0.15
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Rycina 48. Mikroemulsje serii ,,a” bezposrednio po sporzadzeniu i po 30 dniach przechowywania w komorze
klimatycznej (25°C, 60% RH).
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Rycina 49. Mikroemulsje serii ,,b” bezposrednio po sporzadzeniu i po 30 dniach przechowywania w komorze
klimatycznej (25°C, 60% RH).
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Rycina 50. Zmiany Srednicy czastek fazy rozproszonej mikroemulsji serii ,,a” po przechowywaniu w komorze

klimatycznej (25°C, 60% RH).
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Rycina 51. Zmiany Srednicy czastek fazy rozproszonej mikroemulsji serii ,,b” po przechowywaniu w komorze

klimatycznej (25°C, 60% RH).
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Mikroemulsje z substancjq leczniczq.

Zgodnie z przedstawiong wczeSniej metodykq badan (rozdz. III.6.4. str. 84) oznaczono
zawarto$¢ ibuprofenu w wybranych uktadach mikroemulsyjnych. Najwieksze stezenie ibuprofenu
tj. 15 i 10% stwierdzono w czteroskladnikowych mikroemulsjach klastra K2, zawierajacych
Labrasol®, Brij® 96, Capmul® MCM lub Miglyol® 812N i wode, ME17a i ME20a. W kolejnych pieciu
mikroemulsjach, tj. MEla, ME3a, ME7a, ME9a, ME16a maksymalna ilo$¢ rozpuszczonego ibuprofenu
wynosita 5%, a w ME20b 2%. W przypadku pozostatych mikroemulsji klastra K2, tj. ME3b oraz
ME17b juz niewielka zawarto$¢ ibuprofenu, tj. 0.1% powodowala rozdzial faz. Natomiast w
przypadku klastra K1, tylko mikroemulsja ME7b po rozpuszczeniu 0.2% substancji leczniczej nie

ulegla zmianie (ryc. 52).

ME1l7a ME20a ME20b ME7b

Zawartosé

ibu{r\:/;;)vt/t]anu 15% 10% 2% 0.2%

Rycina 52. Mikroemulsje z ibuprofenem. Na dalszej $ciance fiolki widoczna jest biata etykieta.

Mikroemulsje zawierajace substancje leczniczgq zostaly poddane badaniu stabilnoSci w
oparciu o test wahadtowy (rozdz. I11.4.5, str. 84). W mikroemulsjach ME20a10IB typu w/o oraz
ME20b2IB typu o/w zawierajacych odpowiednio 10% lub 2% ibuprofenu nie stwierdzono zmian
Swiadczacych o wytraceniu sie substancji leczniczej. Mikroemulsje te wybrano do oceny
wlasciwosci fizykochemicznych bezposrednio po sporzadzeniu, po przechowywaniu w komorze
klimatycznej (25°C/60% RH) w poréwnaniu z mikroemulsjami bez substancji leczniczej. Z tego
wzgledu wykonano analize wiasciwosci fizykochemicznych ww. ukladéw i poréwnano z

mikroemulsjami bez substancji lecznicze;j.

140



Wyniki.

PowyzZsza analiza wykazala, ze obecno$¢ substancji leczniczej wplywa na zmiane wartosci
pH, przewodnictwa oraz lepkosci uktadow mikroemulsyjnych. Wartos¢ pH ulegla zmniejszeniu o
0.7 i 1.3 odpowiednio dla mikroemulsji ME20a10IB i ME20b2IB. Zmiane te przypisuje sie
wprowadzone] substancji leczniczej o charakterze stabego kwasu (ibuprofen, pKa = 4.5) [51]. W
przypadku mikroemulsji typu o/w (ME20b2IB) wartos¢ przewodnictwa zwiekszyla sie w zakresie od
125.6 pS/cm (ME20b) do 141.8 pS/cm, a lepko$¢ o 3.1 mPa-s. Natomiast w przypadku mikroemulsji
typu w/o (ME20a), uzyskano ponad dwukrotnie mniejszq warto$S¢ przewodnictwa 7.5 pS/cm dla

mikroemulsji ME20a101B oraz zmniejszenie lepkosci o okoto 25 mPa-s (ME20a101B).

Analiza wynikéw badan stabilnosci ww. mikroemulsji zawierajacych ibuprofen po 30
dniach przechowywania w komorze klimatycznej (25°C, 60% RH) wskazuje na brak istotnych
statystycznie zmian w zakresie lepkosSci, zmetnienia, napiecia powierzchniowego, wspotczynnika
refrakcji oraz gestosci. Obie mikroemulsje pozostalty klarowne. Analiza $rednicy czastek fazy
rozproszonej wykazata niewielkie roznice w zakresie od 10 do 44 nm (tab. 23). Istotne statystycznie
zmiany dotyczyly jedynie pH oraz przewodnictwa ww. ukladéw. Wartos¢ pH w obu
mikroemulsjach ulegla zmniejszeniu o 0.1, a wartos¢ przewodnictwa zwiekszyla sie o 0.56 pS/cm i

3.67 pS/cm odpowiednio dla mikroemulsji ME20a10IB i ME20b21B.

12

10 B-—g———— - —-— —— —a—a

Zawarto$¢ ibuprofenu [%]
[}

01 3 7 14 21 28 30
Czas [dni]

—&— ME20a10lB —¥— ME20b2IB

Rycina 53. Zawartos$¢ ibuprofenu w mikroemulsjach przechowywanych w komorach klimatycznych (25°C, 60% RH).
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Metoda HPLC potwierdzono réwniez stabilnos¢ substancji leczniczej w ww.
mikroemulsjach. Wzgledne odchylenia zawartosci ibuprofenu bezposrednio po sporzadzeniu oraz

po 30 dniowym okresie przechowywania mieScity sie w granicach od 1.3 do 3.8% (ryc. 53).
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Tabela 23. Wlasciwosci fizykochemicznych badanych ukladéw mikroemulsyjnych.

. s < I p - napiecie
formulacja d50 [nm] pH E’J;?:vn?]dnmtwo ?;hs‘:t]sc I[f‘f::z(]: Frl\lnTeLtjr]nenle :ﬁfﬂgjziynmk powierzchniowe typ
[mN/m]

mikroemulsja bez substancji leczniczej
ME20a 28 6.02+0.07 16.60+£0.31 1.0136 176.7£1.4 0.84+0.02 1.438 30.62+0.09 w/o
ME20b 10 5.35+0.04 125.60+0.72 1.0086 8.6+0.01 0.32+0.03 1.358 29.81+0.02 o/w

mikroemulsja z ibuprofenem, t = 0 dni
ME20a10I1B 18 5.30+0.05 7.54+1.16 1.0110 151.2+1.7 1.58+0.46 1.442 30.65+0.05 w/o
ME20b2IB 6 4.09+0.02 141.80+0.54 1.0073 11.7+0.7 0.25+0.69 1.363 29.60+0.01 o/w

mikroemulsja z ibuprofenem, t = 30 dni, 25°C/60% RH

ME20al10IB 62 5.20+0.02* 8.10+0.07 1.0113 151.3+0.8 1.68+0.30 1.442 30.74+0.12 w/o
ME20b2IB 16 3.99+0.01* 145.47+0.52* 1.0071 10.6+1.7 0.31+0.02 1.365 29.58+0.06 o/w

* - istotne statystycznie zmiany, przyjecie hipotezy Hj, p < 0.025
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V. Omowienie i dyskusja wynikow.

Zwiekszajaca sie ilosci substancji leczniczych trudno lub praktycznie nierozpuszczalnych w
wodzie sklania do poszukiwania nowych rozwigzan w zakresie form leku o zwiekszonej
dostepnosci farmaceutycznej i biologicznej. Mikroemulsyjne postacie leku ze wzgledu na
wlasciwosci fizykochemiczne moga by¢ rozpatrywane jako nosniki substancji leczniczych.
Z technologicznego punktu widzenia najwieksza trudno$¢ w formulowaniu mikroemulsyjnych
postaci leku stanowi doboér sktadu ilosciowego oraz jakosciowego formulacji odpowiedniego dla
danej substancji leczniczej i dostosowanego do drogi podania. W Swietle tych faktow wszelkie
dzialania zmierzajace do modyfikacji poszczego6lnych etapow w procesie projektowania leku
zyskuja na znaczeniu. W ten obszar wpisuje sie m.in. opracowanie systemow wspomagania decyzji
do przewidywania obszaru wystepowania ukladow mikroemulsjynych. System taki, oprocz cech
badawczych polegajacych na automatycznej akwizycji i generalizacji wiedzy, moze by¢
zastosowany w przemys$le do wykonywania wysokowydajnych testow przesiewowych (ang. high
throughput screening, HTS) in silico w celu efektywnego poszukiwania i znajdywania optymalnych

sktadow formulacji mikroemuls;ji.

W zwiazku z tak postawionym zalozeniem badawczym zastosowano techniki eksploracji
danych do opracowania systemu wspomagania decyzji, ktéry przewiduje formowanie ukiladow
mikroemulsyjnych na podstawie ich skladu iloSciowego i jakoSciowego. W tym celu na podstawie
piSmiennictwa utworzono baze danych i opracowano modele obliczeniowe. Zaprojektowano i
napisano takze w jezyku Java kod aplikacji komputerowej ME_DSS do obstugi systemu
wspomagania decyzji opartego na ww. modelach. ME_DSS to pierwszy tego typu program
komputerowy wyposazony w interfejs graficzny i opublikowany na licencji wolnego
oprogramowania. Stosujagc ME_DSS przewidziano obszary wystepowania mikroemulsji w
przypadku ponad 1000 ukladow fazowych. Nastepnie dokonano oceny wiasciwosci
fizykochemicznych oraz stabilnosci wybranych 20 formulacji. Wyniki analizy danych
eksperymentalnych postuzyty do oceny sprawnosci modeli na zewnetrznym zbiorze walidacyjnym.
Stosujac ME_DSS do poszukiwan in silico optymalnych skladéw mikroemulsji ze wzgledu na
zadane wczesniej kryteria otrzymano dwa stabilne uklady mikroemulsyjne o zawartosci 10 i 2%

ibuprofenu.
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Ocena i analiza wynikow zastosowanych narzedzi eksploracji danych.

Narzedzia uzyte do eksploracji bazy danych, tj. sztuczne sieci neuronowe oraz algorytmy
oparte na drzewach decyzyjnych (randomForest), postuzyly do zidentyfikowania kluczowych
zmiennych niezaleznych wchodzacych w sklad modeli, na bazie ktérych utworzono system
wspomagania decyzji. Opracowany program, ktérego podstawa jest szeroka baza danych, zaré6wno
pod katem ilo$ci zmiennych (407) i rekordow (ponad 300 000), moze by¢ uzyty zaréwno do
interpolowania wartosci, jak tez do ich ekstrapolacji, tj. przewidywania obszaré6w mikroemulsji o
skladzie nie prezentowanym podczas procesu uczenia. Wyboér programu cxcalc pakietu Marvin do
obliczania deskryptorow chemicznych podyktowany byt nabytym doswiadczeniem w trakcie prac z
zakresu mikroczastek kopolimeru kwasu mlekowego i glikolowego (PLGA) [204]. Ponadto
program umozliwia obliczenie deskryptorow molekularnych dla czasteczek sktadnikow

mikroemulsji o masie czasteczkowej wiekszej niz 1000 Da.

Redukcje wektora wejSciowego przeprowadzono po wykonaniu analizy wrazliwosciowej,
do ktorej wiaczono 10 modeli sieci neuronowych. Porownanie uzyskanych wynikéw uczenia sieci
neuronowych na pelnej bazie danych z ich architekturami wskazuje, Ze poprzez zastosowanie
modeli o wiekszej iloSci warstw i wiekszej liczbie neuronow uzyskano lepsze rezultaty predykcji
obszaré6w mikroemulsji. Powyzsze obserwacje sa zgodne z nowym podejSciem do uczenia
sztucznych sieci neuronowych tzw. deep-learning [47]. Zaklada ono, ze regiony sieci neuronowych
o skomplikowanej architekturze mogg automatycznie wydobywac¢ cechy najbardziej istotne dla
czesci zbiorow danych. W zwigzku z tym sieci o wiekszej liczbie warstw ukrytych i wiekszej
liczbie neuronow charakteryzuja sie mniejszymi bledami generalizacji w przypadku duzych
zbioréw danych [87, 155].

Analize rankingu wrazliwo$ci zmiennych przeprowadzono w oparciu o doswiadczenie
zdobyte podczas eksperymentu numerycznego, ktory dotyczyt oceny wiasciwosci peletek
sporzadzonych metoda ekstruzji i sferonizacji [157]. Rozpatrujac ranking wrazliwosci tylko dla
grupy wyselekcjonowanych 17 zmiennych wykazano, ze na proces tworzenia oraz stabilnosc¢
mikroemulsji wplywaja m.in. takie czynniki jak ilos¢ fazy wodnej, stosunek ilosci fazy olejowej do

ilosci tenzydu oraz liczba HLB tenzydu [8, 14, 15, 20, 30].

146



Oméwienie i dyskusja wynikow.

Wyniki badan w zakresie rodzaju zmiennych niezaleznych wskazuja, ze oprdocz skladu
ilosciowego istotny wptyw na predykcje systemu ma sktad jakoSciowy, ktéry zostat wyrazony w
postaci deskryptorow chemicznych wiasciwosci przestrzennych i elektrycznych czasteczek.
Podobne wnioski przedstawili Taha i wsp. [207, 208] oraz Chen-Wen i wsp. [35], ktorzy rowniez
wykazali wpltyw wartosci deskryptoréw opisujacych wiasciwosci elektryczne oraz przestrzenne
tenzydu, kotenzydu i oleju na proces formowania mikroemulsji.

Taha i wsp. [207, 208] wykazali, Ze zwiekszajac stosunek ilosci tenzydu do kotenzydu
mozna zwiekszy¢ ilos¢ wody w ukladzie mikroemulsyjnym. Podobng zaleznos$¢ stwierdzono w
przeprowadzonych badaniach wilasnych w oparciu o eksperymenty numeryczne z uzyciem
ME_DSS. W formulacjach zawierajacych Brij®96, Labrasol® i Miglyol®812N, tj. ME20 i ME7,
zwiekszajac stosunek tenzydu do kotenzydu z wartosci (1+1) do wartosSci (4+1) uzyskano

zwiekszenie powierzchni przewidzianej mikroemulsji o 16% (ryc. 31, 44).

Modelowanie za pomoca sztucznych sieci neuronowych przeprowadzono na zbiorze danych
skladajagcym sie z siedemnastu wejs¢, przygotowanym zgodnie z procedura 10-krotnego
wzajemnego sprawdzania. Sposrod 60 000 wytrenowanych modeli najlepsze wyniki wartoSci
AUROC uzyskano dla sieci dwu-, trgj- lub pieciowarstwowych, ktorych kazda warstwa ukryta
skladata sie z co najmniej 5 neuronéw. Znaczng przewage architektur stanowia sieci o funkcji
aktywacji fsr [22]. W wiekszosci przypadkéw do wytrenowania bardziej ztozonych sieci potrzebna
byla wieksza ilos¢ iteracji, tj. 10 lub 20 milionow. Powyzsze obserwacje s zgodne z
charakterystyka sieci wielowarstwowych zawartg w piSmiennictwie [150, 155, 156, 166, 175, 193].
Doswiadczenia wilasne z zakresu zastosowania metod obliczeniowych [152, 203, 227] umozliwity

wlaczenie do systemu eksperckiego modeli o optymalnych zdolno$ciach predykcyjnych.

Model neuronowo-rozmyty 50_lin_fuzzy postuzyt do ekstrakcji numerycznego zbioru regut
logicznych na podstawie ktorych utworzono drzewo decyzyjne (ryc. 8). Analiza galezi tego drzewa,
ktére wskazuja na powstawanie ukladéow mikroemulsyjnych prowadzi do uzyskania nastepujacych

reguk:

* do sporzadzenia mikroemulsji powinien by¢ uzyty tenzyd (T), ktérego punkt izoelektryczny

(pD) jest mniejszy niz 9.81,

* jezeli wartosc¢ liczbowa punktu izoleketrycznego (pl) tenzydu (T) mieSci sie w granicach od
2.46 do 4.9, konieczny jest dodatek tenzydu pomocniczego (TP) w iloSci mniejszej niz

56.3%,
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* jezeli warto$¢ liczbowa punktu izoelektrycznego (pI) tenzydu (T) jest mniejsza niz 2.46
powstanie mikroemulsji uzaleznione jest od deskryptora iloSci fragmentéw jego czasteczki,

ktéra powinna wynosic¢ od 1.3 do 1.8,

* jezeli wartosc liczbowa punktu izoelektrycznego (pI) tenzydu (T) jest mniejsza niz 2.46 oraz
warto$¢ deskryptora ilosci fragmentéw czasteczki jest w graniach od 1.3 do 1.4 powstanie
mikroemulsji uzaleznione jest dodatkowo od wartosSci indeksu Balabana tenzydu, ktora

powinna wynosic¢ od 2.22 do 4.03,

* jezeli wartosc liczbowa punktu izoelektrycznego (pI) tenzydu (T) jest mniejsza niz 2.46 oraz
wartos¢ deskryptora ilosci fragmentéw czasteczki jest w graniach od 1.7 do 1.8 to powstanie
mikroemulsji uzaleznione jest od energii konformacyjnej kotenzydu (KT), ktorej warto$¢

powinna sie mieSci¢ w granicach od 12.9 do 32 kJ/mol.

Zbudowany system wspomagania decyzji oparto na komitecie ekspertow tj. zlozeniu
szeregu modeli, ktorych kolektywna odpowiedZ stanowi rezultat pracy calego systemu.
Zastosowano opisang w piSmiennictwie [153] zasade redundantnosci, ktora stanowi, zZe sprawnos¢
predykcyjna komitetu ekspertéw jest wieksza niz ktdregokolwiek jego elementu z osobna.
Doswiadczenie zdobyte przeze mnie podczas wczesniejszych prac eksperymentalnych z zakresu
integracji systemow wspomagania decyzji w aplikacji komputerowej [167, 204] pozwolilo na
wlaczenie do ME_DSS zaré6wno modeli sztucznych sieci neuronowych jak i modelu
RandomForest. Moja praktyka informatyczna zaowocowala takze wprowadzeniem szeregu
oryginalnych modutéw do generowania i optymalizacji formulacji. Podejmowane wcze$niej przez
innych badaczy proby polaczenia sieci neuronowych i RandomForest nie prowadzily do
implementacji ich w oprogramowaniu takim jak ME_DSS, dlatego pod tym wzgledem zastosowany

w niniejszej pracy system wspomagania decyzji mozna uznac za nowatorski [154].

Ponadto sposob kodowania bazy danych dla aplikacji ME_DSS z uwzglednieniem
deskryptorow molekularnych skladnikow mikroemulsji zapewnia zdolno$¢ do przewidywania
wystepowania mikroemulsji, w przypadku zastosowania substancji pomocniczych nie
wystepujacych w bazie danych. Zostalo to przedstawione na przykladzie poprawnego
przewidywania przez ME_DSS obszaréw wystepowania mikroemulsji zawierajgcych Labrasol® i

Capmul® MCM (ryc. 34, 41).
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Zaleta programu ME_DSS jest jego modularna budowa (ryc. 54), dzieki ktérej w oparciu o
standardowy system JUnit mozna niezaleznie testowa¢ kazdy modul. Latwiejsze staje sie wowczas
wyszukiwanie i eliminacja wszelkich btedéw programu. Definicja wszystkich gtéwnych klas jako
publicznych umozliwia rowniez prosta ich dostepnosc¢ z kazdego modutu, co poprawia elastycznos¢
kodu oraz jego czytelno$¢. Wymienione wyzej cechy programu predestynujq go do pracy grupowej,
co umozliwia réwniez licencja Open Source, na jakiej ME_DSS zostal opublikowany. Wg
najlepszej wiedzy autora jest to jedyny tego typu program komputerowy, ktory posiada graficzny
interfejs uzytkownika oraz jest dostepny darmowo dla dowolnego systemu operacyjnego,
umozliwiajac tym samym prace z wykorzystaniem maszyn o niewygorowanych parametrach

technicznych, a co za tym idzie i cenie.

i public class ot
| public class {..} ‘! public class {..}
1 public class {...}

public class i} . i public class Vi
public class {.} public class t.} | public class £
public class () i public class (i) ]
A
public class {..} public class {...} public class {..}
public class {...} | public class {.} i

Rycina 54. Moduly sktadowe aplikacji ME_DSS.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan wykazano, ze zastosowanie technik drazenia
danych pozwala na analize wielowymiarowych zagadnien. Opracowane modele umozliwiajg ocene
zaleznoS$ci pomiedzy skladem jakosciowym i iloSciowym formulacji a powstawaniem mikroemulsji.
Nalezy podkresli¢, ze selekcja zmiennych wejsciowych oraz budowanie modeli zostato
przeprowadzone bez zadnych zalozen teoretycznych analizowanych zagadnien, czyli na podstawie

tzw. modelowania empirycznego, opartego o dane eksperymentalne.
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Ocena przydatnosSci systemu wspomagania decyzji w oparciu o wilasciwosci fizykochemiczne
sporzqdzonych mikroemulsji.

W oparciu o wielowartosciowy ranking spo$réd ponad 1000 ukltadéw fazowych wybrano 20
formulacji mikroemulsji, ktére poddano ocenie wiasciwosci fizykochemicznych. Uklady te
zawieraly co najmniej jeden skladnik, ktory nie wystepowal w bazie danych uzytej do opracowania
systemu wspomagania decyzji. Ocena wiasciwosci fizykochemicznych badanych ukladéw miata na
celu zawezenie przestrzeni eksperymentalnej oraz wybor stabilnych mikroemulsji, do ktérych
wprowadzano ibuprofen jako modelowa substancje leczniczq. Zwrécono uwage w szczegdlnosci na
lepkosc¢ oraz przewodnictwo mikroemulsji jako czynniki najbardziej réznicujace uklady nalezace do

klastra K1 i K2.

Ocena lepkosci w rozcienczonych uktadach mikroemulsyjnych opiera sie na regule
Einsteina, n, = 1 + 2.5®, ktéra dotyczy zaleznosci lepkosci ukladow dyspersyjnych (n,) od utamka
molowego fazy rozproszonej (®) [161]. Jednakze przy wyzszej wartos$ci utamka molowego nie
znajduje ona uzasadnienia, poniewaz zwiekszenie ilosci wody w ukladach typu w/o prowadzi do
zwiekszenia Srednicy czastek fazy rozproszonej i ich agregacji, co wiaze sie ze zwiekszeniem
lepkosci uktadéw [13]. Dalsze zwiekszenie ilos¢ fazy wodnej powoduje zmiane struktury
mikroemulsji na dwuciagla, a jej lepkoS¢ osigga wartos¢ maksymalna. Rozcienczanie ukiadu
dwuciaglego prowadzi z powrotem do zmniejszenia jego lepkosci [7]. Z kolei zmiany
przewodnictwa mikroemulsji wraz ze wzrostem ilo$ci wody w mieszaninie zwigzane sg z lepkoscia
i struktura wewnetrzng ukladow [125]. W ukladach typu w/o wzrost przewodnictwa w miare
zwiekszania udzialu fazy wodnej thumaczy sie zwiekszajaca sie liczba czastek fazy rozproszonej, na
powierzchni ktorych gromadza sie ladunki. Tworzeniu struktury dwuciaglej towarzyszy wzrost
przewodnictwa, ktory zwigzany jest z formowaniem w strukturze wewnetrznej kanaléw
zawierajacych faze wodng lub agregatéw czastek fazy rozproszonej dzialajacych jak nosniki
fadunkow elektrycznych [121, 161]. Przejscie uktadu dwuciaglego do typu o/w zwigzane jest z
ustabilizowaniem sie warto$ci przewodnictwa na ogét na nizszym poziomie w stosunku do
mikroemulsji dwuciaglej [131, 160]. Do oceny zaleznosci pomiedzy przewodnictwem i lepkoscia
ukladow rozproszonych stosuje sie empiryczng regule Waldena, ktora dotyczy stalej wartosSci
iloczynu lepkosci i przewodnictwa. W przypadku niektorych mikroemulsji zwiekszenie udziatu

fazy wodnej prowadzi do zwiekszenia lepkosci ukladéw i zmniejszenia przewodnictwa [205].
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Jednakze na podstawie badan wykazano, Ze regula ta nie obowigzuje dla czeSci ukladéw i

obserwuje sie zwiekszenie wartosci przewodnictwa wraz ze wzrostem lepkos$ci uktadéw [170, 171].

W Swietle tych faktéw charakterystyka lepkosci i przewodnictwa reprezentatywnych
mikroemulsji klastra K1 i K2, tj. ME16b i ME17b, wskazuje, ze tylko uklad ME17b spelia regule
Waldena. Ponadto warto$¢ wspétczynnika korelacji lepkosci i przewodnictwa mikroemulsji klastra
K2 (r = -0.46) Swiadczy o wystepowaniu odwrotnie proporcjonalnej zaleznosci warto$ci
przewodnictwa od lepkosci. W przypadku siedmiu ukladéw mikroemulsyjnych klastra K2: ME1a,
ME3a, ME7a, ME17a, ME20a, ME3b, ME17b 0 wartosSciach przewodnictwa mniejszych niz 48 pS/cm,
wartosci lepkoSci byly wieksze niz 90 mPa's, a kolejne dwie mikroemulsje (ME16a, ME20b)
charakteryzowaty sie 2-krotnie wiekszymi warto$ciami przewodnictwa (> 89 juS/cm) oraz 3-krotnie
mniejszymi wartoSciami lepkosci (< 28 mPa-s). Roznice te w przypadku badanych ukiadow
mikroemulsyjnych klastra K1 i K2 (ME16b i ME17b) mozna tlumaczy¢ odmienng struktura
wewnetrzna. Do jej oceny postuzono sie analiza obrazéw z mikroskopu skaningowego wykonanych
technika zamrazania i tamania [18, 96]. Analizowane uklady zawieraly jako tenzyd Labrasol®,
kotenzyd Brij® 96 oraz mirystynian izopropylu lub Capmul® MCM jako faze olejowa, a ilo$¢ wody
wynosita odpowiednio 65 i 77.5%. Pomimo duzej zawartoSci wody w obu uktadach, na podstawie
obrazéw mikroskopowych zidentyfikowano obecnos¢ struktury dwuciagtej. Jak wynika z danych z
piSmiennictwa uklady zawierajace niejonowe tenzydy mogq charakteryzowac¢ sie strukturg

dwuciagla niezaleznie od iloSci wody w uktadzie (10 - 90%) [26].

Bioragc pod uwage wyniki badan stabilnosSci, mikroemulsje zaliczone do klastra K2
charakteryzowaly sie mniejsza zmiennoscia wiasciwosci fizykochemicznych od pozostatych,
sporzadzonych na podstawie wskazan systemu ME_DSS. Formulacje z grupy klastra K2 (ME20a,
ME20b) zostaly wybrane do dalszych badan, oceny ich wtasciwosci. Po rozpuszczeniu ibuprofenu
jako modelowej substancji leczniczej stwierdzono zmiane wartosci parametrow takich jak pH,
przewodnictwo i lepkos$¢. Jednoczesnie nie wykazano zmian ich cech fizycznych, a srednica czastek
fazy rozproszonej miescita sie w granicy od 16 do 62 nm. Wartosci pH obu mikroemulsji
zmniejszyly sie odpowiednio o0 0.7 i 1.3. Natomiast mniejsze wartosci przewodnictwa oraz lepkosci
uzyskano w przypadku ME20a, a wieksze w przypadku ME20b. Podobne zjawiska, tj. zmniejszenie
pH, przewodnictwa i lepkosci stwierdzita Djekic [51] w badaniach mikroemulsji zawierajacych
ibuprofen oraz Labrasol® jako tenzyd. Wprowadzenie substancji leczniczej do uktadu spowodowato
zmniejszenie wartosci pH o okoto 1, przewodnictwa o okoto 10 pS/cm oraz lepkosci o okoto 100

mPa-s. Z kolei Djordjevic [52] w badaniach mikroemulsji zawierajacych Labrasol® wykazata
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zwiekszenie lepkoSci oraz przewodnictwa po rozpuszczeniu amfiflowej substancji leczniczej
(diklofenak dietyloaminy). Dane z piSmiennictwa wskazuja na to, iz zmiany wartosci
przewodnictwa oraz lepkos$ci zwigzane sq m.in. z silg oddziatywania czastek fazy rozproszonej
pomiedzy sobg [170, 172, 174, 209]. Odnoszac ten fakt do otrzymanych wynikow badain mozna
przypuszczac, ze rozpuszczenie ibuprofenu w ukladzie mikroemulsyjnym ME20a spowodowato
zmniejszenie sity oddzialywania czastek fazy rozproszonej, natomiast w przypadku ukladu ME20b
zwiekszenie sity oddziatywania i wieksza agregacje czastek fazy rozproszonej. Jednakze

potwierdzenie wystepowania tych zjawisk wymagatoby przeprowadzenia dalszych badan.

Pomimo, ze ME_DSS nie zostat zaprojektowany do przewidywania powstania mikroemulsji
z substancja lecznicza, wykazano jego uzyteczno$¢ podczas zawezenia przestrzeni
eksperymentalnej w celu wyselekcjonowania potencjalnych ukladow mogacych by¢ nosnikami
substancji leczniczej. Uzyskane formulacje zawierajace 2% i 10% substancji leczniczej wskazuja,
ze dzieki zastosowaniu ME_DSS mozna ulatwi¢ proces poszukiwania potencjalnych skladow
jakos$ciowych i iloSciowych w badaniach preformulacyjnych. Na podstawie danych z piSmiennictwa
wynika, ze najczesciej formutuje sie mikroemulsje zawierajace 5% ibuprofenu [34, 49, 50, 179],
dlatego wart jest podkreslenia fakt otrzymania stabilnej mikroemulsji zawierajacej dwukrotnie

wieksza ilos¢ substancji leczniczej.
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Whnioski

V1. Whnioski

1. Narzedzia eksploracji danych, tj. sztuczne sieci neuronowe oraz drzewa decyzyjne sa
przydatne do projektowania mikroemulsyjnych postaci leku oraz nadaja sie do

implementacji w postaci aplikacji komputerowej jako tzw. system wspomagania decyzji.

2. Predykcja obszaru wystepowania mikroemulsji zalezy nie tylko od skladu ilosSciowego, ale
takze skladu jakoSciowego formulacji, ktory wyraza sie poprzez deskryptory molekularne

poszczegolnych jej sktadnikow.

3. Kodowanie skiladu jakoSciowego mikroemulsji za pomoca ww. deskryptorow
molekularnych pozwala na przewidywanie ukladow mikroemulsyjnych o nieznanym

dotychczas skladzie jakoSciowym, co zostalo potwierdzone w pracach laboratoryjnych.

4. Opracowana aplikacja komputerowa ME_DSS spelia kryteria walidacji zewnetrznej
prowadzonej zarowno numerycznie jak tez podczas prac formulacyjnych i jest jedynym
aktualnie darmowo dostepnym komputerowym systemem wspomagania formulacji

mikroemulsji z graficznym interfejsem uzytkownika.

5. Prace doswiadczalne potwierdzily mozliwos¢ uzyskania mikroemulsji z modelowa
substancja lecznicza w procesie formulacji wspomaganej systemem komputerowym

ME_DSS pracujacym w trybie wysokowydajnych testéw przesiewowych (HTS) in silico.
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