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Темата за много високите разреждания е обект на непрекъснат дебат от години главно поради ограничените 
възможности за анализ на такива разредени разтвори. За тази цел бяха проведени проучвания с трансмисионна 
електронна микроскопия (TEM) за оценка на морфологичните характеристики на силно разредени разтвори на злато с 
разтворители етанол и вода като за всеки тип разтвор бяха изследвани три нива на потенциране (6C, 30C и 200C). В 
допълнение бяха включени Раманова спектроскопия и алгоритми за дълбоко обучение (DL) за анализ на трите нива 
на потенциране на пречистена вода, непречистена вода и пречистени разтвори на злато на водна основа. За всяка 
разглеждана категория бяха определени три партиди. Разгледаха се и се обсъдиха разграничителните способности на 
методите в сравнение с резултатите от ТЕМ между всички изследвани класове, между потенциите във всяка група 
или между класовете в рамките на едно и също ниво на потенциране. С помощта на ТЕМ бяха установени структурни 
подредби за трите нива на потенциране, докато моделът на затворена повтаряща се единица (GRU) показа голяма 
точност (88%) за разграничаване на всички класове, над 90% точност за разграничаване на пробите във всяка група и 
над 95% точност за класифициране в рамките на същото ниво на потенциране при използване на необработени 
Раманови спектри. По този начин наборът от методи (TEM-EDX и Раманова спектроскопия в комбинация с DL) може 
успешно да се използва за описване и диференциране на силно разредени разтвори, получени след потенциране. 
Освен това въз основа на резултатите, получени от проучването за определяне на всичките 11 класа и алгоритъма за 
увеличване на данните, използването на метода за спектрална сегментация може да се разглежда като ценна стратегия 
за повишаване на точността на прогнозиране на модела. 

 

 
1.  Увод  

Потенцирането е процес, който включва последователни разреждания и 

сукусии (енергично разклащане). За първи път е въведено от немския лекар 

Самуел Ханеман, който наблюдава, че разтворите на вещества, които са 

претърпели този процес, имат биологичен ефект при хората – с терапевтични 

доказателства [1]. Към днешна дата се използват огромен брой хомеопатични 

лекарства с отлично документирано действие [2–6]. Добиват се от много 

разнообразни източници, които се подлагат на потенциране, за да придобият 

своите лечебни свойства. В опит да се обясни действието на хомеопатичните 

лекарства са представяни няколко задълбочени хипотези [7–11]. 

Въздействието на сукусията (енергично разклащане) върху някои 

фармацевтични препарати, като Echinacea 10−2, Baptisia 10−3, Baptisia 

 

10−4, Luffa 10−4 и Spongia 10−6, беше изяснен наскоро чрез 
помощта на изпаряване на капчици и статистически анализи; 
пробите са произведени в съответствие с правилата на 
Европейската фармакопея за хомеопатични лекарства и авторите са 
използвали 0, 10 или 100 сукусионни удара. Резултатите показват 
значителни разлики за всички изследвани препарати [12]. Освен 
това механичните удари (като възбуждане, накапване) върху 
протеиновите разтвори водят до добре познати ефекти, за чието 
намаляване са проведени няколко проучвания [13,14]. В 
хомеопатията обаче разтърсването заедно с разреждането 
представляват основен начин за приготвяне на лекарствата. При 
потенцирани разтвори във високи разреждания (30C, 200C и т.н.) отвъд 
числото на Авогадро, определящо пределно разреждане 12 С,  
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над което вече няма изходна субстанция, основният проблем идва от това, 
че не се очаква изходният материал да бъде открит дори в най-минимално 
количество [15]. Въпреки това в проучване, направено при лекарства, 
получени от метали, Чикрамейн и кол. [10] демонстрират чрез 
трансмисионна електронна микроскопия (TEM, електронна дифракция и 
индуктивно свързана плазмено-атомно-емисионна спектроскопия (ICP-

AES) наличието на изходните вещества под формата на наночастици в 
много високи разреждания от 30C и 200C. През годините са използвани 
различни техники за описване на хомеопатично приготвени лекарства, 
като се подчертава наличието на специфични структури дори в силно 
разредени лекарства [16–24]. Добре известно е сред научната общост, че 
скоро след публикуването на резултатите експериментът на Бенвенисте 
[25] е определен като неверен от научна комисия, изпратена от списание 
Нейчър в лабораторията на автора, както е посочено в статията на Джордж 
Витулкас Спор относно паметта на водата [26]. 

Водата е разтворител със специални свойства, който играе важна роля 
в биологичните и химичните процеси [27]. Затова е налице непрекъснат 
научен интерес към аномалните свойства на водата като течност и са 
проведени много експериментални и теоретични изследвания, за да се 
разбере нейният строеж [28, 29]. Въпреки това структурата и динамиката 
на водата все още са предмет на непрекъснат дебат [30]. Чувствителността 
на разтягане на OH към различните среди позволява използването на 
вибрационна спектроскопия при изследване на структурата и динамиката 
на течната вода [28]. Изследването на течната вода чрез инфрачервена и 
Раманова спектроскопия разкрива широки пикове в областта на разтягане 
на ОН, което предполага много скрити взаимодействия, разнобразни по 
вид и обусловени от различни локални комбинации от водородни връзки, 
докато отделни пикове могат ясно да се видят в спектрите на леда [31]. 
През 2009 г. Sun [32] анализира течна вода в условията на околната среда 
чрез Раманова спектроскопия и предложи деконволюция в пет подленти на 
областта на разтягане на ОН. Сложната структура на водата и високите 
разреждания на изследваните разтвори обаче прави подобен анализ 
изключително трудна задача. За да се преодолеят тези пречки, към 
Рамановите сигнали за анализ и обучение на данни [33] бяха приложени 
хемометрични техники и съвсем наскоро – модели за машинно обучение 
(ML).[33]. 

ML алгоритмите стават в момента все по -популярни в 
приложенията за класификация [34,35]. Наскоро традиционните 
методи и алгоритмите за дълбоко обучение бяха успешно 
приложени за разграничаване на Рамановите спектри при 
различни сложни материали (напр. минерали) или 
класифициране на високоразмерни спектроскопични данни [36 –
38]. 

Дълбокото обучение (DL) е разновидност на ML, която е значително 
по-стабилна от методите, базирани на инженеринг на функции, използвани 
в миналото. Методите на DL имат много предимства, като пестят време, не 
изискват изработване на признаци и дават по-добри резултати. 
Изкуствените невронни мрежи, често известни като ANN, са 
предшественици на DL методите. ANN се състоят от входно ниво, едно 
или повече междинни нива (слоеве) и изходно ниво. Тези методи често се 
изграждат чрез контролирано обучение, което означава, че се използват 
предварително определени класификации за набор от данни в процеса на 
обучение. Конволюционната невронна мрежа (CNN) [39] – една от най-

представителните DL мрежи, е вид невронна мрежа с права връзка, която 
използва конволюционни операции и много голям брой филтри. Има 
много различни, базирани на конволюция видове алгоритми за обучение, 
които могат да се използват според желаната задача. Обикновено 2-D CNN 

моделите се използват за приложения, управлявани от изображения. 
Моделът на затворена повтаряща се единица (GRU) [40,41] и 1-D CNN 

моделът се използват за решаване на задачи за прогнозиране или 
класификация, базирани на времеви серии. Ключов момент е, че 
повтарящите се модели имат потенциалната способност да запазят 
дългосрочни връзки между последователно подредени данни. Тези модели 
предоставят значителна помощ при разрешаването на проблема с 
изчезващия градиент [42].  

Настоящият труд изследва структурата на потенцирани 
разтвори на основата на етанол и вода на злато  на хомеопатично 
лекарство, наречено Aurum metallicum (AUR). Три високо 

разредени (6C, 30C и 200C) разтвора на AUR са анализирани с ТЕМ 
от две независими лаборатории, разположени в Румъния и Турция. 
И двете лаборатории подтвърждават различните структури на 
разтворите. Изборът на тези стотични разреждания е мотивиран от 
необходимостта да се изследват разтвори, съдържащи малки 
количества от първоначалното вещество, дори отвъд числото на 
Авогадро (т.е. последните две изследвани разреждания). Бяха 
получени също Раманови спектри за различни потенцирани 
разтвори на водна основа (пречистена вода (PW), непречистена 
вода (UW) и разтвор на злато на основата на  PW (AUR)) и 
обработени от DL алгоритми, за да се изследва способността на 
моделите на GRU да разграничават между всички тези разтвори и 
класифицират пробите в рамките на изследваните категории (AUR, 
PW и UW) или в рамките на трите нива на потенциране (6C,  30C и 
200C). DL беше използван за оценка на ефективността за 
класификация на Рамановите спектри. Прие се, че Рамановите 
спектри са времеви редове, поради което се приложи повтаряща се 
невронна мрежа. Проведохме експерименти с модела GRU, тъй като 
той решава както проблема с изчезващия градиент, така и проблема 
със скоростта. По този начин проверихме дали този 
класификационен модел има достатъчен капацитет да бъде 
използван в комбинация с Раманова спектроскопия за анализ на 
разтвори на водна основа, получени след потенциране. Получените 
от нас резултати ни позволиха да докажем, че този набор от методи 
(TEM-EDX и Раманова спектроскопия в комбинация с DL) може да 
се използва успешно за описание и диференциране на силно 
разредени разтвори, получени след потенциране 

 

2. Материали и методи 

2.1. Материали 

Всички изследвани разтвори са изготвени от компанията Korres 
(Атина, Гърция)  – компания, сертифицирана от Националната 
агенция по лекарствата (EOF –  Гърция). Тези разтвори са 
произведени в съответствие с Германската хомеопатична 
фармакопея (GHP) и при спазване на препоръките за Добра 
производствена практика (GMP) [43] и придържане към тестовете 
за потвърждение на Европейската фармакопея за тестове при ясно 
посочени изключения. По-конкретно, изключенията се отнасят до 
разтворителите, използвани в последния етап от процеса на 
приготвяне: 50% v/v етанол за разтвори на основата на етанол и 
пречистена вода за разтвори на водна основа. Разтворите бяха 
категоризирани въз основа на изходния материал в три групи: 
пречистена вода (PW), непречистена вода (UW) и Aurum 
metallicum (AUR). За всяка категория бяха подготвени три нива на 
потенциране (6C, 30C и 200C) с три партиди от всяко ниво на 
потенциране, произведени в различни дни. Системата за 
означаване C е свързана със стотичн о разреждане и означава 1 
част от концентрирания разтвор/предварително потенциран 
разтвор към 99 части елуент (маса/маса).  
За PW и UW пробите трябваше да се приготвят потенцирани разтвори, които 
са аналогични на лекарствените разтвори във всяко отношение, с изключение 
на липсата на активна лекарствена съставка. PW (съответствие съгласно 
Европейската фармакопея – Ph. Eur.) обикновено се използва за приготвяне 
на хомеопатични лекарства, докато UW е частично пречистена. Типовете 
вода, използвани в това проучване, имат следните характеристики, както е 
посочено от компанията Korres: PW – проводимост 0,7-0,88 µS/cm, pH 6,4-6,8, 

NO – <0,2 ppm и метални йони, Al <3-5 ppb , As <0,005 ppm, Pb 0,00032 ppm, 

Cd <0,001 ppm, Hg <0,0005 ppm (общо тежки метали 0,00682 ppm, граница 
<0,1 ppm); UW - проводимост 196 µS/cm, pH 7,8, HCO – 66 ppm, Cl – 22 ppm, 

NO – 9,8 ppm, Na+ 15 ppm, Ca2+ 10 ppm, Mg2+ 8,8 ppm, CO2 9,7 ppm. Така 
пречистена вода и съответно непречистена вода по Ph. Eur. са използвани 
като изходен материал. Ph. Eur. пречистена вода също се използва в процеса 
на разреждане и поради специфичните експериментални цели в процесите на 
приготвяне на 30C и 200C PW и UW разтвор. 

За категория AUR беше включен метод, базиран на тритурация на Aurum 
metallicum с лактоза монохидрат като носител, първо до ниво 4C; след това, за 
да се получи течна потенция 6C, протоколът използва пречистена вода 
(съответствие съгласно Ph. Eur.) за приготвяне на потенция 5C и етанол 30% 
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(m/m) за изработване на течно разреждане 6C. Започвайки от 6C и до 29C, и 

съответно до 199C, в процеса на приготвяне се използва Ph. Eur. пречистена 
вода. Крайните потенцирани разтвори от 30С и 200С бяха приготвени с 
етанол 50% (v/v) за базирани на етанол AUR разтвори. Поради 
специфичните експериментални цели Ph. Eur. пречистена вода е използвана 
в процесите на приготвяне на 30C и 200C, базирани на вода AUR разтвори. 
2.1.1 Трансмисионна електронна микроскопия 

За изследванията на ТЕМ бяха включени два вида проби от AUR; 
първият тип AUR, приготвен в 50% v/v разтвор на етанол, беше анализиран 
в Румъния и означен с E-AURA, докато вторият тип AUR беше приготвен 
само в пречистена вода (PW) и беше анализиран в Турция (означен с W-

AUR). И за двата вида AUR бяха изследвани три потенцирани проби, а 
именно 6C, 30C и 200C. 
2.1.2. Раманови проучвания 

За Рамановите проучвания са използвани три вида разтвори: пречистена 
вода (PW), непречистена вода (UW) и AUR. За PW и UW групите 
допълнително разгледахме непотенцирани проби (референтни проби от 
видовете вода, използвани за процеса на потенциране) и три вида 
потенцирани водни проби (6C, 30C и 200C); за всеки тип потенцирани 
водни проби бяха приготвени три партиди в три различни дни. За 
категорията AUR бяха изследвани само потенцираните разтвори на 
водна основа. Бяха подготвени общо 12 проби за PW, 12 проби за UW и 
9 проби за AUR. 
2.2.  Методи 

2.2.1. TEM и EDX процедури в Румъния  

Структурното и морфологично описание на пробите на AUR е 
осъществена на сканиращ трансмисионен електронен микроскоп 
(STEM) Hitachi HD-2700, оборудван с детектор за вторични 
електрони (SE), детектор за предавани електрони (TE) (Hitachi 
High Tech., Япония) и пистолет за излъчване на студено поле, 
предназначен за изображения с висока разделителна способност 
(HRTEM) с разделителна способност 0,144 nm. Покритите с 
въглерод ТЕМ решетки се обработват с 6 µl от потенцираните 
разтвори на AUR, които преди това бяха сукусирани 10 пъти за 
хомогенизиране. След 1-2 минути излишната течност се попива с 
филтърна хартия Whatman клас 1 и решетките се оставят да 
изсъхнат на въздух. Пробите бяха анализирани с помощта на 
системата STEM, работеща при 200 kV. За EDX изследванията 
беше използвана двойна EDX система, състояща се от X -Max 

N100TLE силициев дрейф детектор (SDD) (Oxford Instruments)..  
2.2.2. TEM и EDX процедури в Турция  

TEM изображения на трите потенции (6C, 30C и 200C) на AUR бяха 
получени с помощта на ТЕМ Hitachi HT 7800, работещ при ускоряващо 
напрежение от 100 kV. След като всяка проба беше разтърсена 10 пъти, 
върху решетка с въглеродно покритие се капна 1 капка и се остави да 
изсъхне в чиста среда. EDX анализът на проби беше извършен с помощта 
на Oxford Instruments X-MaxN, свързан към същото TEM устройство, за да 
се потвърди наличието на злато. 
Хистограмите, подготвени както за румънските, така и за турските TEM 
изображения, бяха реализирани въз основа на данни, получени със софтуер 
ImageJ (NIH, САЩ). 
 

2.2.3. Раманова спектроскопия 

Рамановите спектри бяха записани на Раманов спектрометър NRS-

3300 (Jasco, Япония), оборудван с детектор със свързано зарядно 
устройство (CCD), използвайки 514.5 nm лазерно възбуждане (зелена 
светлина). Разтворите се анализират в стъклени капилярни тръби 
(Marienfeld, Германия) с диаметър 1,5-1,6 mm. За записване на спектрите 
на Раман от приблизително 72 cm-1 до 4020 cm-1 бяха използвани обектив 
Olympus UMPLFL 20X, решетка 600 l/mm, процеп 0,1 × 6 mm, време на 
експозиция от 120 s и три сканирания. За калибриране на спектрометъра 
беше използван пикът от 521 cm-1, съответстващ на Si. Необработените и 
шумови данни не са премахнати или изгладени, а от набора от данни не са 
отстранени отклоненията. Предварителната обработка на данни 
включваше две основни стъпки и беше направена със Spectra Manager 
(JASCO) и OriginPro 2023 (OriginLab Corporation). При първата стъпка на 
предварителна обработка на данни се избра интервал на вълново число от 
180 до 4000 cm-1 и се ограничи броят на характеристиките до под 13000 
чрез прилагане на сплайн метод от 3-ти ред със стъпка на данните от 0,3. 

Тези данни бяха допълнително нормализирани до [0,1] и взети като 
необработени Раманови данни за DL изследване. Втората стъпка включваше 
процес на извеждане на нулевата линия (bg), който беше приложен в 
OriginPro към данните, получени преди нормализиране от първата стъпка. За 
да се приложи bg процесът, бяха извършени следните стъпки: дефиниран от 
потребителя режим на нулева линия, метод на 2-ра производна (нули) за 
откриване на опорна точка, прилепване към спектър, метод на интерполация 
на линията и същия брой базови точки като входни данни [44]. Получените 
данни бяха допълнително нормализирани до [0,1] преди използването им при 
съставянето на предварително обработените с bg набори от данни за 
изследването DL. 

2.2.4.  Дълбоко обучение  

Изследванията с DL бяха извършени с помощта на езика за програмиране 
Python и Colab Pro, който осигурява ускорена изчислителна среда. 
Моделът GRU е изграден и обучен с помощта на библиотеката Keras 
2.12.0. За обучение на модел с голям размер на партида беше използван 
GPU Colab Tesla T4 с общо 2560 CUDA ядра, както и изчислителни 3.7, 15 
GB памет и GDDR6 VRAM. Освен това беше използван пакетът Sklearn 
1.2.2 за анализиране и обяснение на получените реултати. Повече 
подробности относно протокола за DL разследвания са представени във 
файла с допълнителни материали и фигури S1 и S2. 
 

3.  Резултати 

За да установим въможностите на предложения от нас метод за 
описание на различни разтвори и потенции, първоначално се 
насочихме към определяне на свойствата на пробите чрез TEM 
анализ. 
 

3.1.  Изследване с TEM  

 

TEM е ценен инструмент, който предоставя основни данни за 
устройството на наноматериалите . Тези познания са от голяма 
важност за разбирането и развитието на материалознанието, както 
и за области, използващи силно разредени разтвори, които също са 
съставени от наноструктури.  

 

3.1.1.  Aurum metallicum 6C 

Фиг. 1 представя няколко ТЕМ изображения, получени с два 
различни инструмента (вижте раздела Методи) за потенция 6C на 
AUR. Използвани са две различни среди за подготовка на пробите – 

първата среда е 50% v/v разтвор на етанол, който е използван за AUR 
пробите, анализирани в Румъния (E-AUR 6C). Втората среда беше 
пречистена вода, използвана за пробите, изследвани в Турция (W -AUR 

6C). 

Въпреки съществените разлики в разтворителите получените ТЕМ 
изображения са доста сходни по отношение на формата на 
наночастиците. Размерът на наночастиците обаче зависи от вида на 
разтворителя. Това се установява в хистограмите на двете проби, които 
показват по-малки наночастици при E-AUR 6C, отколкото при W-AUR 

6C (фиг. 1C и G), най-вероятно защото етанолът е по-ефективен като 
стабилизиращ агент от водата. Данните EDX (графики към Фиг. 1 и 
Фигури S3 и S4) показват сравними проценти злато (Au) в двете проби 
и наличието на силиций (Si) и кислород (O) (медта (Cu) е от 
решетката). 

 

3.1.2.  Aurum metallicum 30C 

 

Освен това беше изследвана потенция 30C на AUR; Фиг. 2 и Фиг. S5-S8 

показват TEM изображенията, EDX данните и резултатите от 
картографирането на TEM-EDX за тази потенция. Тук си струва да споменем 
приликите между двете проби – E-AUR 30C и W-AUR 30C, по отношение на 
формата на наноструктурата и появата на примеси. 
 

Както в предишния случай, потенция 6C, размерът на 
наночастиците/наноструктурите на потенция 30C е с тенденция да бъде по-

малък за E-AUR, отколкото за W-AUR (фиг. 2C и G); това поведение се 
обяснява със способността на етанола да действа като ефективен 
стабилизиращ агент. Освен това хистограмите на фиг. 1 и 2 показват по-

малки наноструктури в E-AUR 30C 
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Фиг. 1. TEM данни за AUR потенция 6C. (A-C) TEM изображения и хистограма на относителната честота на размерите на наночастиц ите за пробите на 
базата на етанол на AUR и (D-G) за  пр об и те  на  вод на  осн о ва ; добавени – EDX д а н н и  з а  м а р к и р а н и т е  т о ч к и  и л и  с ум а р н и я  с п е к т ъ р  

 

от E-AUR 6C и значително намаление на размера с повече от 150 nm 
спрямо пробите на водна основа; тези големи структури се виждат ясно в 
W-AUR 6C, но в пробата W-AUR 30C се установяват само следи. 
Значителната промяна в профилите на двете потенции 6C и 30C се появява 
след процеса на потенциране, който включва няколко последователни 
разреждания и сукусии. 

3.1.3. Aurum metallicum 200C 

Характеристиките на потенцията 200C са илюстрирани на 
Фиг. 3 и Фиг. S9-S11 и са получени чрез анализиране на две 
проби (E-AUR 200C – приготвен с помощта на воден 50% v/v 
разтвор на етанол, и W-AUR 200C – получен само с пречистена 
вода).  

Общата тенденция, наблюдавана за потенции 6C и 30C, също присъства 
тук; по-точно размерът на наноструктурите в пробата E-AUR 200C е по-

малък от тези в W-AUR 200C, както се вижда от хистограмите на Фиг. 3. 
Освен това и за двете проби 200C наночастиците са по-големи от 
наблюдаваните наночастици при потенция 30C и са много различни по 
размер и форма от наночастиците при потенция 6C (Фиг. 1-3). 

Различна организация и пълна липса на примеси в някои клъстери AUR 
200C се виждат ясно на Фиг. 3B. Освен това и в двете проби AUR 200C 
преобладава модел на разклонено свързване (Фиг. 3A и D) и наличието на 
малки количества примеси като Si и Fe в тези клъстери се демонстрира от 
EDX данните, представени във вмъкването на Фиг. 3, Фиг. S9 и S11B. 
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Фиг. 2. TEM данни за AUR потенция 30C. (A-C) TEM изображения и хистограма на относителната честота на размерите на наночастиц ите за пробите на 
базата на етанол на AUR и (D-G) за  пр об и те  на  вод на  осн о ва ; добавени – EDX д а н н и  з а  м а р к и р а н и т е  т о ч к и  и л и  с ум а р н и я  с п е к т ъ р  

 
3.2.  Раманова спектроскопия и изследвания за дълбоко обучение 

След провеждане на изследванията с ТЕМ може да се използва бърз и 
недеструктивен метод като Раманова спектроскопия за анализ на изследваните 
разтвори. Рамановата спектроскопия беше приложена само към разтворите на 
водна основа поради по-големите струпвания в пробите на водна основа, 
наблюдавани при ТЕМ и специфичните особености на Рамановата спектрометрия 
при водно-етанолните разтвори. Целта беше да се изследват преобразуванията, 
които се появяват в три групи/категории: PW, UW и AUR. PW обикновено се 
използва за приготвяне на хомеопатични лекарства, докато UW е частично 
пречистена форма на вода. Тези видове вода имат различни характеристики. Тук 
отбелязваме ниската проводимост на PW пробите (0,7-0,88 µS/cm) и техните 
ниски нива на йони (NO –<0,2 ppm, Al <3-5 ppb, общо тежки метали 0,00682 
ppm); освен това UW пробите имат по-висока проводимост (196 µS/cm), както и 
по-високи концентрации на различни йони (нитрат, бикарбонат, натрий и др.). 
Вижте раздела Материали и методи за повече подробности. 

 

Потенцирането беше приложено към PW, UW и AUR проби, приготвени в 
три различни дни, за да се получат три партиди от потенцирани проби при 
потенции 6C, 30C и 200C. PW и UW обикновено не се потенцират за 
комерсиални цели; процедурата за потенциране е приложена към тях само за 
това проучване. По този начин бяха анализирани 33 проби чрез Раманова 
спектроскопия. Всяка проба беше анализирана в 5 точки, за да се получат 
представителни данни за изследваните разтвори. Общо 165 Раманови спектри 
(диапазон 180-4000 cm-1) бяха подложени на класификационното изследване. 
Суровите и предварително обработени чрез bg Раманови спектри по време на 
този експеримент за различни нива на потенциране (6C, 30C и 200C) на 
изследваните типове проби (PW, UW и AUR) са показани на Фиг. S12-S17. 

3.2.1. Класифициране на всички класове с дълбоко обучение чрез 
използване на модела GRU  

Резултатите от класифицирането с Раманова спектрометрия за 11 
различни класа, получени с помощта на обучения GRU модел, са 
показани на Фиг. 4 . Бяха разгледани както необработените, така и 
предварително обработените с bg набори от данни . 
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Фиг. 3. TEM данни за AUR потенция 200C. (A-C) TEM изображения и хистограма на относителната честота на размерите на наночастиц ите за пробите на 
базата на етанол на AUR и (D-G) за  пр об и те  на  вод на  осн о ва ; добавени – EDX д а н н и  з а  м а р к и р а н и т е  т о ч к и  и л и  с ум а р н и я  с п е к т ъ р  

 

Матрицата на объркване се представя за обобщение на броя на случаите на 
правилно или погрешно предсказване на резултата с модела на GRU. 
Моделът демонстрира много добър капацитет за разпознаване при 
сравняване на трите изследвани категории; по този начин той показва 
голяма ефективност при разграничаване между категориите AUR, PW и 
UW, когато се вземат необработени данни от Раманова спектрометрия 
(Фиг. 4A). В този случай може да се отбележи точност от 88% (Таблица 1); 
тази стойност може да се счита за много добра, особено ако се вземат 
предвид големите прилики между изследваните класове. Тази стойност, 
която е малко по-малко от 90%, представлява най-вече резултат от грешни 
присвоявания, генерирани за различни нива на потенциране или 
референтни проби, принадлежащи към същата категория; само 3 грешни 
присвоявания са регистрирани между трите изследвани класа – AUR, PW, 

UW (една проба от AUR200C беше свързана с UW200C и две проби от 
UW30C бяха разпределени съответно с AUR6C и AUR200C). 

По този начин за категорията AUR другите три грешни 
присвоявания се дължат на приликите между различните нива на 
потенциране в групата. Подобно поведение се наблюдава и в 
групите PW и UW. Няма грешки, свързани с диференцирането на 
PW от AUR или UW проби. В рамките на групите PW и UW се 
наблюдава правилно разпознаване за нивото на потенция 200C, 

докато при другите нива на потенциране до 5 проби бяха погрешно 
присвоени (този максимум беше достигнат в клас PW6C).  

Въпреки това, когато моделът GRU беше приложен към предварително 
обработения с bg набор от данни, резултатите показаха точност от само 59% 
(Фиг. 4B и Таблица 1). Основни неточности в класифицирането бяха 
получени в рамките на трите изследвани групи, но имаше и някои грешни 
присвоявания на проби извън правилната група. Тези резултати показват, че 
слабият капацитет за разпознаване на модела се дължи на загубата на 
информация, когато към Рамановите данни е приложено изваждане на фона. 
Групите AUR и UW изглеждат най-засегнати (Фиг. 4B). 

Таблица 1 представя задълбочен анализ на стойностите на 
ефективност на предложения подход. Стойностите за прецизност, 
recall и f1 за всеки клас бяха независимо определени. Резултатите 
от експериментите показват, че макро f1 резултатите за двата 
набора от данни са 0,88 и 0,59. По-специално, категориите PW, 
PW6C, PW30C и PW200C имат стабилни нива на разпознаване и в 
двата набора от данни. Когато се вземат предвид стойностите за 
recall, моделът има тенденция да подценява точността на 
класификацията на пробите UW30C. От констатациите може да се 
заключи, че като цяло дискриминационната сила на този модел за 
UW данните е донякъде ограничена.  
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Фиг. 4. Матрица на объркване на модела  GRU за (A) необработени и (B) bg-предварително обработени данни от всички изследвани 
категории 

 

Таблица 1 

Класификация на резултатите, получени с необработени (unpretreated) и извадени от базовата линия (предварително обработени (bg-pretreated) Раманови 
данни  
 GRU    

 
f1 

SVM    

 
f1 

unpretreated  
f1 

bg-pretreated unpretreated  
f1 

bg-pretreated 

prec                  re prec                  re prec                  re prec                  re 

AUR200C 0.88                  1.00 0.94 0.73                  0.53 0.62 0.64 0.60 0.62 0.35                  0.40 0.38 

AUR30C 1.00                  0.87 0.93 0.60                  0.40 0.48 0.52 0.73 0.61 0.10                  0.13 0.11 

AUR6C 0.81                  0.87 0.84 0.63                  0.80 0.71 0.36 0.33 0.34 0.17                  0.20 0.18 

PW 0.78                  0.93 0.85 0.71                  0.67 0.69 0.75 0.80 0.77 0.55                  0.80 0.65 

PW200C 0.83                  0.67 0.74 0.46                  0.73 0.56 0.53 0.53 0.53 0.50                  0.53 0.52 

PW30C 0.92                  0.80 0.86 0.73                  0.53 0.62 0.65 0.73 0.69 0.50                  0.40 0.44 

PW6C 0.88                  1.00 0.94 0.57                  0.53 0.55 0.64 0.47 0.54 0.17                  0.13 0.15 

UW 0.88                  0.93 0.90 0.55                  0.73 0.63 0.69 0.73 0.71 0.18                  0.13 0.15 

UW200C 0.93                  0.87 0.90 0.78                  0.47 0.58 0.64 0.60 0.62 0.58                  0.47 0.52 

UW30C 0.85                  0.73 0.79 0.42                  0.53 0.47 0.50 0.40 0.44 0.29                  0.27 0.28 

UW6C 0.94                  1.00 0.97 0.64                  0.60 0.62 0.80 0.80 0.80 0.55                  0.40 0.46 

macro avg 0.88                  0.88 

Accuracy: 88% 

0.88 0.62                  0.59 

Accuracy: 59% 

0.59 0.61 

Accuracy: 
61% 

0.61 0.61 0.36                  0.35 

Accuracy: 35% 

0.35 

 
 

Освен това изследването проучва използването на добре 
познат подход за машинно обучение, по-специално поддържащи 
векторни машини (SVM), за категоризиране на Раманови данни. 
В сравнение с метода на дълбоко обучение (GRU), 
традиционната техника за машинно обучение (SVM) даде най -

ниските резултати за точност за двата набора от данни . 

Като се имат предвид тези резултати, беше проведено по-задълбочено 
проучване и беше приложен метод за увеличаване на данните. По този начин, 
чрез използване на стратегия за спектрално сегментиране, всеки Раманов 
спектър беше разделен на по-малки сегменти. Установено е, че размерите на 
сегмента са 1x1024. Например, когато размерът на извадката е решен да бъде 
1x12733, се получават общо около 12 уникални сегмента. Оригиналният 
набор от данни съдържа 15 екземпляра за определен клас. След завършване 
на процедурата по сегментиране наборът от данни се преоразмерява до 
1980x1024 и се състои от 11 отделни класа. Така размерът на пробите за клас 
става 180. След това наборът от данни се разделя, като 80% се разпределят за 
обучение, а останалата част е запазена за целите на тестването. За измерване 
на ефективността на нашия GRU модел върху получените набори от данни за 
сегментиране беше приложено петкратното кръстосано валидиране. 
Следвайки този подход, беше установено, че има пряка връзка между 
увеличаването на размера на сегмента и намаляването на 

производителността. Експерименталните резултати, представени на Фиг. 
S18 и Таблица S1, получени чрез включване на проби от наборите за 
тестване, демонстрират, че нашият GRU модел постига висока оценка на 
точност от 99,45% за необработени данни и перфектна оценка на точност 
от 100% за предварително обработени (bg-ML) данни в 11 класа. Дори ако 
трябва да се направят допълнителни изследвания, т.е. включващи по-

голям брой проби, преди да се предложи стратегията за спектрално 
сегментиране като най-подходяща за експерименти, съдържащи голям 
брой класове, тази стратегия може да се счита за ценен подход за 
увеличаване на данните за нашия тип данни. 

3.2.2. Класифициране на потенции във всяка група с 
дълбоко обучение чрез използване на модела GRU  

Степента на разпознаване, получена с метода DL във всяка 
категория (AUR 6C, AUR 30C, AUR 200C, PW), (PW, PW 6C, PW 
30C, PW 200C) и (UW, UW 6C, UW 30C, UW 200C) , беше 
анализирана чрез включване на необработени и предварително 
обработени с bg Раманови данни. Резултатите бяха сравнени по 
отношение на стойностите на ефективността. Фигура 5 илюстрира 
резултатите от експериментите след прилагане на стратифицирано 
15-кратно кръстосано валидиране (CV).  
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Фиг. 5. Ефективност на модела за дълбоко обучение за оценка на дискриминацията във всяка група, използвайки (A -B-C) необработени и (D-E-F) bg-
предварително обработени данни 

 

 

Фиг. 6. Ефективност на модела за задълбочено обучение за оценка на дискриминацията в рамките на всяко нив о на потенциране, използвайки (A-B-C) 
необработени и (D-E-F) bg-предварително обработени данни 
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За да разпределим  проби  за целите на валидирането и  

обучението, използвахме техника на 15 -кратно разделяне, при  

която 11 извадки бяха избрани за валидиране, а  останалите 
извадки  – за обучение. За групата на AUR като референтен  беше 
използван класът PW, който не е потенциран . 

В случая на AUR срещу PW получените матрици на объркване 
показват, че са получени 98% и 78% точност, Фиг. 5A, D.  
Резултатите показват точност от 90 и 75% за PW групата, Фиг. 5B, 

E, докато за UW групата са получени стойности на точност от 92% 
и 68%, Фиг . 5C, F. Като цяло групите PW6C и UW30C имат по-

ниски резултати в сравнение с другите класове. След извършване 
на общ анализ става ясно, че групата AUR има най-малко случаи на 
погрешни класификации и че повечето грешки възникват поради 
голямата степен на прилика между класовете 6C и 30C.  

3.2.3. Класифициране в рамките на едно и също ниво на 
потенциране с дълбоко обучение чрез използване на 
модела GRU  

Освен това беше анализирана ефективността на DL при 
разграничаването на класове в рамките на едно и също ниво на 
потенциране въз основа на техните Раманови спектри (Фиг. 6). При 
категоризирането на нивата на потенциране разгледахме пет класа, 
включително потенцираните проби AUR, PW и UW и непотенцираните 
проби PW и UW като референтни. Анализът на резултатите показа, че 
при 6C потенциите са получени стойности на точност от 99% 
(необработени) и 84% (bg-обработени) от модела GRU. Стойности на 
точност от 95% (необработени) и 83% (bg-обработени) също бяха 
открити за 30C потенциите. За 200C потенциите моделът GRU дава 
стойности на точност от 96% (необработени) и 77% (bg-обработени). 
Така най-доброто представяне на модела GRU се наблюдава в случай 
на разтвори с ниско разреждане (6C). 

4. Дискусия 

Необходимостта от намиране на надеждни техники за ефикасно 
описване на много високи разреждания е добре известна. В това 
проучване показваме, че е възможно да се използва набор от 
методи (TEM-EDX и Раманова спектроскопия в комбинация с DL) 
за успешно характеризиране и диференциране на силно разредени 
разтвори, получени след потенцирането. TEM -EDX може да се 
използва за оценка на състава и морфологията на всеки колоиден 
разтвор. Тук показваме, че тази техника е ефективна  дори за силно 
разредени разтвори, което ни позволява да получим ценна 
информация, свързана с всяко ниво на потенциране , и по този 
начин да ги разграничим чрез създаване на изображение, което 
може да бъде свързано с всяко ниво на потенциране.  

Като общо наблюдение морфологията на разтвора AUR 6C 
изглежда подобна на тази на познатите колоидни разтвори от 
златни наночастици [45]; размерът на златните наночастици зависи 
от естеството на суровините, използвани в процеса на синтез. При 
другите две потенции на AUR  – 30С и 200С, структурата се 
определя от съзидателния закон, който предвижда стратегическо 
изграждане на нови структури, базирани на закона на физиката. 
[46]. 

Si и O са двата елемента, присъстващи навсякъде в пробите 
AUR 30C, докато изолирани наночастици,  съдържащи примеси като 
желязо (Fe), титан (Ti), калций (Ca), магнезий (Mg) и алуминий (Al) 
се виждат в проба E-AUR 30C, чиито структурни единици са по-

малки (Фиг. 2 и Фиг. S5-S7). Тези примеси произхождат или от 
използвания разтворител, или се образуват по време на процеса на 
потенциране чрез разтваряне от стъклените флакони (напр. Si или 
Ti). Причината, поради която тези примеси са толкова забележими 
в потенция 30C, може да се дължи на размера на лекарствените 
частици, които са по-малки от тези на другите  две потенции (6C и 
200C), както е изобразено на хистограмите на Фиг. 1C и G, 2C и G, 
и 3C и G. В допълнение трябва се обърне внимание на 
нишковидният профил, наблюдаван в пробата W -AUR 30C (Фиг. 
2D), присъствието на въглеродни структури (C) в E -AUR 30C (Фиг. 
10B) и наличието на злато в двете проби с потенция 30C (добавка 
на Фиг. 2 и Фиг . S5 и S8B). 

Всички тези наблюдения предполагат различна структура на 
потенциите на AUR 6C и 30C и показват наличието както на 
наночастици, така и на клъстерни струпвания в пробите 30C. По 
този начин ясната форма на наночастици на примесите и 
нишковидните/клъстерни струпвания, образувани от малки 
структури, насочват към хипотезата, че поне за AUR 30C 
наблюдаваната структура не е представена от наночастици, а от 
големи струпвания (клъстери) от малки частици. Най -вероятно тези 
клъстери съдържат също молекули етанол и вода (в E -AUR) или 
вода (в W-AUR), докато примесите, свободни или свързани с тези 
големи струпвания, се явяват като наночастици (с ясна кръгла 
форма и различни размери). Въпреки че златото се открива във 
всички изследвани проби, то изглежда разпръснато върху 
повърхността на решетката в картографските изображения на TEM -

EDX. 

Резултатите, получени за пробите AUR 200C , представят голям 
обем на молекулите AUR 200C, което  показва наличието на 
стабилни и сложни частици структури върху по -голяма площ. 
Примесите присъстват като големи групи (Фиг. S10B); по този 
начин големи примеси (в мащаб от микрони), като Si, Al, Fe и O, 
свързани заедно, също могат да се видят в резултатит е от 
картографирането на TEM-EDX. Нишковидният профил може да 
бъде отбелязан и за пробите W-AUR 200C (Фиг . 3A, 3D), както и 
присъствието на въглеродни (C) структури в E -AUR 200C (Фиг. 

S10A и S10C) и наличие на злато в двата типа изследвани проби от 
200C (вложка на Фиг. 3 , Фиг. S9 и S11B). 

Някои от тези резултати са подкрепени от литературни източници: 

наличието на злато дори при високи потенции (30C и 200C) на AUR, които са 
извън числото на Авогадро, е представено в статиите на Чикрамейн и 
колектив [10] и Раджендран [47]. В разработката на Чикрамейн и колектив 
елементният състав на ТЕМ частиците е идентифициран чрез електронна 
дифракция на избрана площ (SAED) и потвърден чрез ICP-AES анализ [10]. 
Проучването на Раджендран подчертава идеята, че във всички разтвори се 
срещат наночастици предимно от мащаба на квантовите точки [47]; 
размерите на частиците им се доближават до нашите данни. Тази представа 
за наночастиците също се подкрепя от нашите открития, но в допълнение 
резултатите ни показват, че структурата на AUR съчетава наночастици и 
клъстери, съставени от по-малки или по-големи наноструктури. Тези 
клъстери се наблюдават повече при високите разреждания, които са извън 
числото на Авогадро, и се влияят от природата на разтворителя и от нивото 
на потенциране; колкото по-висока е потенцията, толкова по-разклонени и 
по-големи са формираните структури. Разширяването на тази подребда върху 
голяма площ би трябвало да доведе до структури, които са по-стабилни, и 
биха могли да бъдат в съответствие с конструктивния закон за подреждане и 
еволюция в природата, както е описано от Bejan и Lorente [46]. 

В допълнение към изследването TEM-EDX проучихме дали методология, 
базирана на Раманова спектроскопия и DL, е в състояние да класифицира 
решения, които не се различават значително по структура, като i) PW срещу 
UW решения, показващи фини разлики, тъй като UW, използвана в тези 
експерименти, по същество е частично пречистена вода, използвана в 
козметиката, и ii) PW срещу AUR разтвори, където разликите се дължат на 
наличието на много ниски концентрации на злато в AUR пробите. Нещо 
повече, сложността и динамиката на структурите на водна основа 
предизвикват реакция в изследваната Раманова област (особено диапазона на 
разтягане на OH), както е показано от Сън [32] и няколко други автори [28–
31]. 

Резултатите, получени за всичките три проучени възможности – 

класифициране на всички класове, класифициране на потенции във всяка 
група (AUR, PW и UW) или класифициране в рамките на едно и също ниво 
на потенциране (6C, 30C и 200C), показват, че DL подходите могат да се 
използват за лесно и ефективно разпознаване на различни класове. В набора 
от данни с премахната нулева линия (а именно bg-предварително 
обработени) GRU моделът не е в състояние да улови цялостно тенденцията 
на данните. За да постигнем по-добри резултати за bg-предварително 
обработени данни, използвахме квантована нормализация. В този случай 
обработването с партидна нормализация е приложено само след последния 
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плътен слой на модела. Модел с два етапа на разпознаване може да се използва 
като продължение на настоящото изследване. Първият модел може да се използва 
за определяне на типа на пробата, докато вторият – за разделяне на тестовите 
проби на подкласове в рамките на класа на типа на пробата. Този процес отнема 
значително повече време, но се смята, че дава превъзходни резултати. Освен това 
въз основа на резултатите, получени за определянето на всичките 11 класа и 
подсилване на данните, използването на метода за спектрална сегментация може 
да се разглежда като ценна стратегия за повишаване на точността на 
прогнозиране на модела. 

5. Заключение 

Като цяло чрез анализиране на резултатите, получени от TEM-EDX и 
методологията, базирана на Раманова спектроскопия и DL алгоритми, можем 
да твърдим, че тези методи могат да бъдат успешно използвани за 
характеризиране на много високи разреждания. Този набор от методи показа 
качества, които могат да бъдат основа за разграничаване на различни 
лекарства в съответствие с естеството на изходните вещества, използвани за 
приготвяне на лекарствата, или да позволи определяне на проби в зависимост 
от тяхното потенциране. Този подход позволява анализ на силно разредените 
разтвори в много по-голям мащаб, отколкото беше постижимо в миналото. 
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Приложение A.  Допълнителен материал 

Допълнителни данни към тази статия могат да бъдат  отркити на 
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