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A R T I C L E I N F O   
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А Н Н О Т А Ц И Я    Тема сверхвысоких разведений является предметом постоянных дискуссий на протяжении многих лет, главным образом по причине того, что возможности анализа таких разбавленных растворов ограничены. В связи с этим были проведены исследования просвечивающей (трансмиссионной) электронной микроскопии (ПЭМ) для оценки морфологических характеристик высоко разведенных растворов золота на основе этанола и воды; для каждого типа раствора исследовали три степени потенцирования (6C, 30C и 200C). Кроме того, алгоритмы комбинационного рассеяния (оно же - рамановская спектроскопия) и глубокого обучения (ГО) использовались для анализа трех степеней потенцирования очищенной воды, неочищенной воды и растворов золота на основе очищенной воды. Три партии были оценены для каждой рассматриваемой категории, и способность различать все исследуемые  классы между потенциями внутри каждой группы или между классами в пределах одной и той же степени потенцирования была представлена и обсуждена в корреляции с результатами ПЭМ. С помощью ПЭМ были выявлены различные формы организации для трех степеней потенцирования, тогда как модель управляемого рекуррентного блока (УРБ) показала большую точность (88 %) для распознавания всех классов, точность более 90 % для различения образцов внутри каждой группы и более 95 % точности классификации в пределах одной и той же степени потенцирования, если использовались необработанные спектры комбинационного рассеяния. Таким образом, этот набор методов (ПЭМ-ЭДРС и рамановская спектроскопия в сочетании с ГО) может быть успешно использован для характеристики и дифференциации высоко разведенных растворов, образующихся в результате потенцирования. Кроме того, учитывая результаты, полученные в результате исследования дискриминации с участием всех 11 классов и подхода наращивания данных, метод спектральной сегментации можно рассматривать как ценную стратегию для повышения точности прогнозирования модели.   
1. Введение Потенцирование — это процесс, включающий последовательные разведения и встряхивания (энергичная встряска); впервые он был введен немецким врачом Самуилом Ганеманом, который заметил, что растворы веществ, подвергшиеся этому процессу, оказывают биологическое действие на человека – с терапевтическими доказательствами [1]. На сегодняшний день используется множество гомеопатических средств, и они очень хорошо описаны [2–6]; они получены из самых разных веществ, которые подвергаются потенцированию для получения целебных свойств. Несколько обстоятельных теорий пытались объяснить действие гомеопатических препаратов. [7–11]. Воздействие встряхивания (энергичная встряска) на некоторые фармацевтические препараты, такие как Эхинацея 10-2, Баптизия 10-3, Баптизия 10-4, Luffa 10-4 и Spongia 10-6 были недавно выделены с 

помощью испарения капель и статистического анализа; образцы были изготовлены в соответствии с правилами Европейской фармакопеи для гомеопатических препаратов, и авторы использовали 0, 10 или 100 встряхиваний. Результаты показали существенные различия для всех исследованных препаратов [12]. Более того, влияние механических ударов (т. е. взбалтывания, падения) на белковые растворы хорошо известно, а меры по смягчению этих эффектов были исследованы и предложены в некоторых исследованиях [13,14]. Однако в гомеопатии встряхивание и разведение являются важным инструментом для приготовления препаратов. Основная проблема, связанная с потенцированными растворами в высоких разведениях (30С, 200С и т. д.), превышающих число Авогадро, которое устанавливает предел разведения (12С), за которым исходное вещество не может присутствовать, заключается в том,     
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что исходный материал не может быть обнаружен даже в малом количестве[15]. Тем не менее, в исследовании, основанном на лекарствах, полученных из металлов, группа исследователей Чикрамане (Chikramane et al.) [10] продемонстрировала наличие исходных материалов в форме наночастиц в экстремальных разведениях 30C и 200C методом просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ), дифракции электронов и атомно-эмиссионной спектроскопии с индуктивно связанной плазмой (ICP-AES). На протяжении многих лет для характеристики гомеопатически приготовленных препаратов использовались различные методы, подчеркивающие существование определенных структур даже в сильно разбавленных лекарствах [16–24]. Однако в научном сообществе хорошо известно, что эксперимент Бенвенисте [25] вскоре после обнародования его результатов был признан ложным, это признал научный комитет, направленный журналом Nature в лабораторию автора, как объяснил Джордж Витулкас в своей работе 
«Полемика о памяти воды» [26]. Вода является особым растворителем, играющим важную роль в биологических и химических процессах [27]. Поэтому понимание аномальных свойств жидкой воды представляет постоянный интерес, и было проведено множество экспериментальных и теоретических исследований для понимания ее структуры [28,29]. Тем не менее, структура и динамика воды до сих пор являются предметом постоянных дискуссий [30]. Чувствительность ОН-валентной моды к различным локальным средам позволяет использовать колебательную спектроскопию для изучения структуры и динамики жидкой воды [28]. Исследование жидкой воды с помощью инфракрасной и рамановской спектроскопии выявило широкие пики в OH-валентной зоне, что указывает на множественный подлежащий вклад (от различных веществ, вызванный различными локальными расположениями водородных связей), в то время как отдельные пики можно ясно увидеть в спектрах льда [31].   В 2009 году в Sun [32] проанализировали жидкую воду в условиях окружающей среды методом рамановской спектроскопии (комбинационного рассеяния света) и предложили деконволюцию 
OH-валентной зоны на пять подзон. Однако из-за сложности структуры воды и высоких разведений исследуемых растворов такой анализ представляет собой весьма трудную задачу. Чтобы решить эти трудности, к рамановским сигналам для анализа и обучения данных были применены хемометрические методы, а в последнее время и модели машинного обучения (МО) [33]. Алгоритмы МО в настоящее время набирают все большую популярность в применении к классификациям [34,35]. В последнее время традиционные методы и методы алгоритмов глубокого обучения успешно применяются для распознавания спектров комбинационного рассеяния различных сложноструктурных материалов (например, минералов) или классификации высокоразмерных спектроскопических данных [36–38].       Глубокое обучение (ГО) — это подобласть МО, которая существенно более основательная, чем методы, основанные на проектировании функций, которые использовались в прошлом. Подходы ГО имеют множество преимуществ, в том числе экономят время, не требуют создания функций и дают превосходные результаты. Искусственные нейронные сети, часто называемые ИНС, являются предшественниками методов глубокого обучения. ИНС состоят из входного слоя, одного или нескольких средних уровней (слоев) и выходного слоя. Эти подходы часто готовятся посредством обучения с учителем (контролируемое обучение), что означает, что для набора данных в процессе обучения используются заранее определенные метки. Сверточная нейронная сеть (СНС) [39], одна из наиболее представительных ГО-сетей, представляет собой тип нейронной сети с прямой обратной связью, которая использует сверточные операции и очень большое количество фильтров. Существует множество различных типов сверточных алгоритмов обучения, которые можно использовать в соответствии 

с желаемой задачей. Обычно двумерные модели СНС используются для приложений, управляемых изображениями. Управляемый рекуррентный блок (УРБ) [40,41] и одномерные модели СНС используются для решения задач прогнозирования или классификации на основе временных рядов. Основная мотивация заключается в том, что рекуррентные модели обладают потенциальной способностью сохранять долгосрочные связи между данными о последовательностях. Эти подходы оказывают существенную помощь в решении проблемы исчезающего градиента [42].       В настоящей работе исследуется структурная организация потенцированных растворов золота на этанольной и водной основах, гомеопатическое средство Аурум металликум (AUR). Три высоко разбавленных (6C, 30C и 200C) раствора AUR были подвергнуты ПЭМ-анализу в двух независимых лабораториях, расположенных в Румынии и Турции.  Различная организация этих растворов была подтверждена обеими лабораториями. Выбор этих сотенных разведений был мотивирован необходимостью исследования растворов, содержащих малые количества исходного вещества, даже превышающие число Авогадро (т.е. исследовались два последних разведения из указанных трех). 
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Рамановские спектры (спектры комбинационного рассеяния) были также получены для различных потенцированных растворов на водной основе (очищенная вода (ОВ), неочищенная вода (НВ) и раствор золота на основе ОВ (AUR)) и обработаны алгоритмами ГО для исследования способности моделей УРБ различать все эти растворы и классифицировать образцы по исследуемым категориям (AUR, ОВ и НВ) или по трем уровням потенцирования (6C, 30C и 200C). ГО использовалось для оценки его эффективности при классификации Рамановского спектра (спектров комбинационного рассеяния света). Предполагается, что спектральные значения комбинационного рассеяния света представляют собой значения временных рядов; следовательно, мы применили рекуррентную нейронную сеть. Мы провели эксперименты с моделью УРБ, поскольку она решает как проблему исчезающего градиента, так и проблему скорости. Таким образом, мы проверили возможность использования этого подхода классификации в сочетании с рамановской спектроскопией для анализа водных растворов, полученных после потенцирования. Полученные нами результаты позволили доказать, что данный набор методов (ПЭМ-ЭДРС и рамановская спектроскопия в сочетании с ГО) может быть успешно использован для характеристики и дифференциации высоко разведенных растворов, образующихся в результате потенцирования. 
2. Материалы и методы 

 
2.1. Материалы Все исследуемые растворы были приготовлены компанией 
Korres (Афины, Греция), сертифицированной Национальным агентством по лекарственным средствам (EOF – Греция). Эти растворы были произведены в соответствии с Немецкой гомеопатической фармакопеей (GHP), с соблюдением руководящих принципов надлежащей производственной практики (GMP) [43] и с учетом процедур Европейской фармакопеи для испытаний на соответствие, за некоторыми четко указанными исключениями. В частности, исключения касаются растворителей, используемых на заключительном этапе процесса приготовления: 50 % (объем/к объему) этанола для растворов на основе этанола и очищенная вода для растворов на водной основе. Растворы были разделены в зависимости от исходного материала на три группы: очищенная вода (ОВ), неочищенная вода (НВ) и Aurum Metallicum (AUR). Для каждой категории были приготовлены три степени разведения (6C, 30C и 200C), причем три партии каждой степени разведения производились в разные дни. Обозначение C связано с сотенным разведением и означает 1 часть концентрированного раствора/ранее потенцированного раствора на 99 частей элюента (масса/масса). Для образцов ОВ и НВ целью было приготовление потенцированных растворов, аналогичных лекарственным растворам по всем параметрам, за исключением отсутствия активного лекарственного вещества. ОВ (соответствие Европейской Фармакопее – Ph. Eur.) обычно используется для приготовления гомеопатических препаратов, а НВ частично очищается. По данным компании Korres типы воды, использованные в данном исследовании, имели следующие характеристики: PW – проводимость 0.7–0.88 µS/cm, pH 6.4–6.8, NO–3 <0.2 ppm, и ионы металлов, Al < 3–5 ppb, As < 0.005 ppm, Pb 0.00032 ppm, Cd < 0.001 ppm, Hg < 0.0005 ppm (всего у тяжелых металлов 0.00682 ppm, предел < 0.1 ppm); ГВ - проводимость 196 µS/cm, pH 7.8, HCO–3 66 ppm, Cl– 22 ppm, NO–3 9.8 ppm, Na+ 15 ppm, Ca2+ 10 ppm, Mg2+ 8.8 ppm, 
CO2 9.7 ppm.  Таким образом, в качестве исходного материала использовали очищенную воду и неочищенную воду соответственно (по Ph. Eur.). Очищенную воду (по Ph. Eur.) также использовали в процессе разведения и, в связи со специфическими экспериментальными целями, использовали и в процессах приготовления растворов 30C и 200C на основе ОВ и НВ. 

Для категории AUR сначала применялся метод, основанный на растирании Aurum Metallicum с моногидратом лактозы в качестве носителя до степени 4C; затем, чтобы получить потенцию 6C в жидкой форме, в протоколе использовалась очищенная вода (в соответствии Ph. Eur.) для приготовления потенции 5C и 30% этанол (м/м) для производства разведения 6C в жидкой форме. Начиная с 6C и до 29C и соответственно до C199, в процессе приготовления использовалась очищенная вода (по Ph. Eur.). Конечные потенцированные растворы 30С и 200С были приготовлены с использованием 50% этанола (объем/к объему) для растворов AUR на основе этанола. В связи с конкретными экспериментальными целями очищенная вода (по Ph. Eur.) использовалась в процессах приготовления растворов AUR 30С и 200 на водной основе.  
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2.1.1. Просвечивающая электронная микроскопия Для исследований ПЭМ использовались два типа образцов 
AUR; первый тип, AUR, приготовленный в 50%-ном растворе этанола, был проанализирован в Румынии и обозначен E-AUR, тогда как второй тип AUR был приготовлен только на очищенной воде (ОВ) и подвергался анализу в Турции (обозначается W-AUR). Для обоих типов AUR были исследованы три потенцированных образца: 6С, 30С и 200С. 
2.1.2. Рамановские исследования Для рамановских исследований использовали три типа растворов: очищенную воду (ОВ), неочищенную воду (НВ) и AUR. Дополнительно для групп ОВ и НВ рассматривались непотенцированные образцы (эталонные образцы тех типов воды, которые использовались для потенцирования) и три типа потенцированных образцов воды (6С, 30С и 200С); для каждого типа проб потенцированной воды готовили три партии в три разных дня. Для категории AUR исследовались только потенцированные растворы на водной основе. Это означает, что всего было рассмотрено 12 образцов для ОВ, 12 образцов для НВ и 9 образцов для AUR. 
2.2. Методы 

 
2.2.1. Процедуры ПЭМ и ЭДРС в Румынии Структурно-морфологическую характеристику образцов AUR проводили на сканирующем просвечивающем электронном микроскопе (STEM) Hitachi HD-2700, оснащенном детектором вторичных электронов (SE), детектором проходящих электронов (TE) (Hitachi High Tech., Япония). и пистолетом с холодной автоэмиссией, предназначенный для получения изображений высокого разрешения (HRTEM) с разрешением 0,144 нм. Сетки ПЭМ с углеродным покрытием обрабатывали 6 мкл (микролитр) потенцированных растворов AUR, которые предварительно встряхивали 10 раз для гомогенизации. Через 1–2 мин. излишки жидкости промокали фильтровальной бумагой Whatman Grade 1 и оставляли сетки высыхать на воздухе. Образцы анализировались с помощью системы 
STEM, работающей при напряжении 200 кВ. Для исследований ЭДРС использовалась двойная система ЭДРС, состоящая из кремниевого дрейфового детектора (SDD) X-Max N100TLE (Oxford Instruments). 
2.2.2. Процедуры ПЭМ и ЭДРС в Турции 

TEM-изображения трех потенций (6C, 30C и 200C) AUR были получены с использованием ПЭМ Hitachi HT 7800, работающего при ускоряющем напряжении 100 кВ. После 10-кратного встряхивания каждого образца 1 каплю капали на сетку с углеродным покрытием и давали высохнуть в чистой среде. ЭДРС-анализ образцов проводился с использованием прибора Oxford Instruments X-MaxN, подключенного к тому же устройству ПЭМ, для подтверждения присутствия золота. Гистограммы, подготовленные для румынских и турецких изображений ПЭМ, были реализованы на основе данных, полученных с помощью программного обеспечения ImageJ (NIH, США). 
2.2.3. Рамановская спектроскопия        Рамановские спектры (спектры комбинационного рассеяния света) записывали на рамановском спектрометре NRS-3300 (Jasco, Япония), оснащенном детектором с зарядовой связью (CCD) с использованием лазерного (зеленого света) возбуждения с длиной волны 514,5 нм. Растворы анализировали в капиллярных трубках  (Marienfeld, Германия) диаметром 1,5–1,6 мм. Объектив Olympus 
UMPLFL 20X, решетка 600 л/мм, оптическое сечение 0,1х6 мм, время экспозиции 120с и три сканирования использовались для регистрации спектров комбинационного рассеяния света примерно от 72 см-1 до 4020 см-1.     Пик 521 см-1, соответствующий Si, использовался для калибровки спектрометра. Необработанные и зашумленные данные 

не были очищены от шума и не сглажены, а выбросы не были удалены из набора данных. Предварительная обработка данных включала два основных этапа и осуществлялась с помощью Spectra 
Manager (JASCO) и OriginPro 2023 (OriginLab Corporation). На первом этапе предварительной обработки данных был выбран интервал волновых чисел от 180 до 4000 см-1 и ограничено количество функций до уровня менее 13 000, применив метод сплайнов 3-го порядка с шагом данных 0,3. Эти данные были дополнительно нормализованы до [0,1] и учтены для исследования ГО как необработанные рамановские данные (данные комбинационного рассеяния света). Второй шаг включал процесс вычитания базовой линии (bg), который применялся в OriginPro к данным, полученным перед нормализацией на первом этапе. Чтобы применить процесс bg, были выполнены следующие шаги: определяемый пользователем режим базовой линии, метод 2-й производной (нули) для обнаружения опорной точки, привязка к спектру, метод линейной интерполяции и такое же количество точек базовой линии, что и во входных данных. [44]. Полученные данные были дополнительно нормализованы до [0,1] перед их использованием при построении наборов данных, предварительно bg-обработанных, для исследования ГО. 
2.2.4. Глубокое обучение        Исследования ГО проводились с использованием языка программирования Python и Colab Pro, который обеспечивает ускоренную вычислительную среду. Модель УРБ была построена и обучена с использованием библиотеки Keras 2.12.0. Графический процессор Colab Tesla T4 использовался для обучения модели с большим размером пакета. Tesla T4 имеет в общей сложности 2560 ядер CUDA, а также 3,7 вычислительных ядра, 15 ГБ памяти и видеопамять GDDR6. Кроме того, для анализа и объяснения полученных результатов использовался пакет Sklearn 1.2.2. Более подробная информация о протоколе исследований ГО представлена в файле дополнительных материалов и на рисунках S1 и S2. 
3. Результаты Чтобы определить способность предложенного нами метода характеризовать различные растворы и потенции, мы сначала нацелились на определение свойств образцов с помощью ПЭМ-анализа. 
3.1. Исследование ПЭМ ПЭМ — ценный инструмент, предоставляющий фундаментальные данные об организации наноматериалов; эти знания очень важны для понимания и развития материаловедения, а также для областей, в которых используются высоко разведенные растворы, которые также состоят из наноструктур. 
3.1.1. Аурум металликум 6С На рис. 1 представлены несколько ПЭМ-изображений, полученных с помощью двух разных инструментов (см. раздел «Методы») для потенции 6C AUR. Для подготовки проб использовались две разные среды: первая среда представляла собой 50%-ный раствор этанола объем/к объему, который использовался для анализов образцов AUR в Румынии (E-AUR 6C). Второй средой была очищенная вода, которую использовали для образцов, исследованных в Турции (W-AUR 6C). Н е с м о т р я  н а  о с н о в н ы е  р а з л и ч и я  в  р а с т в о р и т е л я х ,  п о л у ч е н н ы е  П Э М -и з о б р а ж е н и я  в е с ь м а  с х о ж и  п о  ф о р м е  н а н о ч а с т и ц . Однако размер наночастиц зависит от типа растворителя. Это проявляется на гистограммах двух образцов, что указывает на более мелкие наночастицы для E-AUR 6C, чем для W-
AUR 6C (рис. 1C и G), скорее всего потому, что этанол более 
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эффективен в качестве стабилизирующего агента, чем вода. Данные ЭДРС (вставки к рис. 1 и рис. S3 и S4) показывают сопоставимое процентное содержание золота (Au) в обоих образцах, а также наличие кремния (Si) и кислорода (O) (медь (Cu) 
— из сетки). 
3.1.2. Аурум металликум 30С Кроме того, была исследована эффективность потенция 30C AUR; Рис. 2 и рис. S5-S8 показывают изображения ПЭМ, данные ЭДРС и результаты картирования ПЭМ-ЭДРС для этой потенции. Здесь стоит отметить сходство двух образцов E-AUR 30C и W-AUR 30C с точки зрения формы наноструктуры и внешнего вида примесей. Как и в предыдущем случае, у потенции 6C, размер наночастиц/наноструктур потенции 30C имеет тенденцию быть меньше для E-AUR, чем для W-AUR (рис. 2C и G); такое поведение объясняется способностью этанола действовать как эффективный стабилизирующий агент. Более того, гистограммы на рис. 1 и 2 указывают на меньшие наноструктуры в E-AUR 30C, чем в E-AUR 6C, и значительное уменьшение размера более чем на 150 нм по сравнению с образцами на водной основе; эти крупные структуры отчетливо видны в W-AUR 6C, но в образце W-AUR 30C они видны только в следах. Это значительное изменение между профилями двух потенций, 6C и 30C, появляется после процесса потенцирования, который включает в себя несколько последовательных разведений и встряхиваний. 
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Рис. 1. Данные ПЭМ для потенции 6C AUR. Изображения ПЭМ (A-C) и гистограммы относительной частоты размеров наночастиц для образцов AUR на основе этанола и (D-G) для образцов на водной основе; вставка – данные ЭДРС для отмеченных точек или суммарный спектр. 
3.1.3. Аурум металликум 200С        Характеристики потенции 200С показаны на рис. 3 и рис. S9-S11 и были получены путем анализа двух образцов (E-AUR 200C – приготовлено с использованием водного 50 %-ного раствора этанола (объем/к объему) и W-AUR 200C – получают только с использованием очищенной воды). Здесь также присутствует общая тенденция, наблюдаемая для потенций 6С и 30С; а именно, размер наноструктур в образце E-AUR 200C меньше, чем в W-AUR 200C, как показано на гистограммах на рис. 3. Более того, для обоих образцов 200C наночастицы крупнее, чем наночастицы, наблюдаемые при потенции 30C, и сильно отличаются по размеру и форме от наночастиц в потенции 6С (рис. 1-3). Четкая организация и полное отсутствие примесей внутри некоторых кластерных сборок AUR 200C видны на рис. 3B. Более 

того, оба образца AUR 200C демонстрируют преимущественный    разветвленный режим сборки (рис. 3А и D), а наличие в этих кластерах небольших количеств примесей, таких как Si и Fe, демонстрируют данные ЭДРС, представленные на вставке к рис. 3 и рис. S9 и S11B.   



C. Berghian-Grosan et al. Journal of Molecular Liquids 401 (2024) 124537 

7 

 

 

 

 
Рис. 2. Данные ПЭМ для потенции 30С AUR. ПЭМ-изображения (A-C) и гистограмма относительной частоты размеров наночастиц для образцов AUR на основе этанола и (D-G) для образцов на основе воды; вставка - данные ЭДРС для отмеченных точек или суммарный спектр. 
3.2. Исследования рамановской спектроскопии и глубокого обучения         После проведения ПЭМ-исследований можно рассмотреть возможность использования такого быстрого и неразрушающего метода анализа исследуемых растворов как рамановская спектроскопия. В связи с тем, что более крупные сборки наблюдались при ПЭМ для образцов на водной основе, и с учетом особенностей комбинационного рассеяния водно-этанольных растворов, рамановская спектроскопия применялась только к растворам на водной основе. Цель состояла в том, чтобы исследовать преобразования, которые появляются в трех группах/категориях: ОВ, НВ и AUR. ОВ обычно используется для приготовления гомеопатических средств, тогда как НВ представляет собой частично очищенную форму воды; эти виды воды обладают разными характеристиками. Здесь отметим низкую проводимость образцов ОВ (0,7–0,88 мкСм/см) и низкие уровни ионов в них (NO–3 <0,2 ppm, Al < 3–5 ppb, общее количество тяжелых металлов 0,00682 ppm); кроме того, образцы НВ имеют более высокую проводимость (196 мкСм/см), а также более высокие концентрации различных ионов (нитрата, бикарбоната, натрия и  

 др.). Более подробную информацию смотрите в разделе «Материалы и методы». 
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 Потенцирование проводилось с образцами ОВ, НВ и AUR, приготовленными в три разных дня, чтобы получить три партии потенцированных образцов в потенциях 6C, 30C и 200C. ОВ и НВ обычно не потенцируются для промышленного производства и коммерческого применения; процедура потенцирования была применена к ним только в данном исследовании. Таким образом, 33 образца были проанализированы методом рамановской спектроскопии. Каждый образец анализировался в 5 точках для получения репрезентативных данных по исследуемым растворам. Всего классификации было подвергнуто 165 спектров комбинационного рассеяния (диапазон 180-4000 см-1). Необработанные и bg-обработанные спектры комбинационного рассеяния, полученные в ходе эксперимента, для различных степеней потенцирования (6C, 30C и 200C) исследуемых типов образцов (ОВ, НВ и AUR) представлены на рис. S12-S17.  
3.2.1. Классификация всех классов с помощью глубокого обучения с 

использованием модели УРБ Результаты классификации рамановского спектра для 11 различных классов, полученные с использованием обученной модели УРБ, показаны на рис. 4; рассматривались как необработанные, так и предварительно bg-обработанные наборы данных. Матрица путаницы отображается для предоставления сводной информации о количестве случаев, в которых модель УРБ точно или ошибочно предсказала результат. 
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Рис. 3. Данные ПЭМ для потенции 200С AUR. ПЭМ-изображения (A-C) и гистограмма относительной частоты размеров наночастиц для образцов на основе этанола и (D-G) для образцов на водной основе; вставка – данные ЭДРС для отмеченных точек или суммарный спектр.Модель демонстрирует очень хорошую способность распознавания при сравнении трех исследованных категорий; таким образом, она демонстрирует большую эффективность в различении категорий 
AUR, ОВ и НВ при рассмотрении необработанных данных комбинационного рассеяния света (рис. 4А). При этом можно отметить точность 88 % (табл. 1); это значение можно считать очень хорошим, особенно если принять во внимание большое сходство между исследуемыми классами. Это значение составляет чуть менее 90 % и, в основном, представляет собой результат неправильного отнесения, полученного для разных степеней потенцирования или эталонных образцов, принадлежащих к одной и той же категории; между тремя исследованными классами - AUR, ОВ, НВ зарегистрировано всего 3 неправильных отнесения (один образец AUR200C был связан с НВ200C, а два образца НВ30C были отнесены к AUR6C и AUR200C соответственно).  Таким образом, для категории AUR три других неправильных отнесения были из-за сходства между разными степенями потенцирования внутри группы. Подобное поведение наблюдалось и в группах ОВ и НВ. Ошибок, связанных с дифференциацией ОВ с образцами AUR или НВ, не было. В группах ОВ и НВ правильное распознавание наблюдалось для уровня потенции 200С, тогда как для остальных степеней   

 потенцирования ошибочное отнесение было в количестве образцов до 5 образцов (этот максимум был достигнут в классе 
PW6C).   
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 Однако, когда модель УРБ была применена к предварительно 
bg-обработанному набору данных, результаты показали точность всего 59% (рис. 4B и таблица 1). В трех исследуемых группах были получены серьезные неправильные результаты классификации, но были также некоторые неправильные отнесения к образцам, не входящим в соответствующую группу. Эти результаты показывают, что плохая способность распознавания модели связана с потерей информации, которая произошла, когда к данным комбинационного рассеяния света применялось вычитание фона. Группы AUR и НВ, по-видимому, подвержены этому больше всего (рис. 4B). В таблице 1 представлен углубленный анализ показателей эффективности предлагаемого подхода. Значения точности, полноты и f1 для каждого класса определялись независимо. Результаты экспериментов показали, что макропоказатели f1 для двух наборов данных составили 0,88 и 0,59. Примечательно, что категории ОВ, ОВ6C, ОВ30C и ОВ200C имеют стабильный уровень распознавания в обоих наборах данных. Когда учитываются значения полноты, модель имеет тенденцию недооценивать точность классификации образцов НВ30C. Из полученных результатов можно сделать вывод, что в целом дискриминационная способность этой модели для данных НВ несколько ограничена. Кроме того, в этой работе исследуется использование хорошо известного подхода машинного обучения, в частности метода опорных векторов (SVM), для категоризации рамановских данных. 



C. Berghian-Grosan et al. Journal of Molecular Liquids 401 (2024) 124537 

11 

 

 

 

 
Fig. 4. Матрица путаницы модели УРБ для (A) необработанных и (B) предварительно bg-обработанных данных всех исследованных категорий.  

Таблица 1 Результаты классификации получены на основе необработанных и вычтенных из базовой линии (предварительно bg-обработанных) рамановских данных. (PW-очищенная вода, UW-неочищенная вода).             
% 

 По сравнению с методом глубокого обучения (УРБ), традиционный метод машинного обучения (SVM) дал самые низкие показатели точности для двух наборов данных. Учитывая эти результаты, было проведено более углубленное исследование, а именно использован подход интеллектуального наращивания данных для увеличения размера набора данных. Таким образом, с помощью стратегии спектральной сегментации каждый спектр комбинационного рассеяния света был разделен на более мелкие сегменты. Размеры сегмента оказались равными 1х1024. Например, если размер выборки равен 1х12 733, всего будет получено около 12 уникальных сегментов. Исходный набор данных содержит 15 экземпляров для определенного класса. По завершении процедуры сегментации размер набора данных изменится до 1980х1024 и будет состоять из 11 отдельных классов. Таким образом, размер выборок на класс становится 180. Затем набор данных разделяется, при этом 80% выделяется для обучения, а оставшаяся часть резервируется для целей тестирования. Пятикратная перекрестная проверка была применена для измерения производительности нашей модели УРБ на полученных наборах данных сегментации. При таком подходе было обнаружено, что существует прямая связь между увеличением размера сегмента и снижением производительности. Экспериментальные результаты, 

представленные на рис. S18 и в таблице S1, полученные с использованием образцов из тестовых наборов, демонстрируют, что наша модель УРБ достигает высокого показателя точности 99,45 % для необработанных данных и идеального показателя точности 100 % для предварительно bg-обработанных данных по 11 классам.  Даже если дальнейшие исследования, а именно с привлечением бОльшего количества образцов, необходимо проводить еще до предложения стратегии спектральной сегментации как наиболее подходящей для экспериментов, содержащих большое количество классов, эту стратегию можно рассматривать как ценный подход по приращению данных для нашего типа данных. 

 GRU        SVM  

unpretreated    bg-pretreated    unpretreated    bg-pretreated    

prec re f1  prec re f1  prec re f1  prec re f1  

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 

Accuracy: 88 

0.88 
% 

0.88  0.62 
Accuracy: 59 

0.59 
% 

0.59  0.61 
Accuracy: 61 

0.61 
% 

0.61  0.36 
Accuracy: 35 

0.35 0.35   
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3.2.2. Классификация потенций внутри каждой группы с помощью 

глубокого обучения с использованием модели УРБ       Уровень распознавания, полученный с помощью метода ГО в каждой категории (AUR 6C, AUR 30C, AUR 200C, ОВ), (ОВ, ОВ 6C, ОВ 30C, ОВ 200C) и (НВ, НВ 6C, НВ 30C, НВ 200C) анализировали с использованием необработанных и предварительно bg-обработанных рамановских данных, и результаты сравнивали с точки зрения значений производительности. На рис. 5 показаны результаты экспериментов после применения стратифицированной 15-кратной перекрестной проверки (ПП). Чтобы распределить образцы для проверки и обучения, мы использовали метод 15-кратного дробления, при котором 11 образцов отбираются для проверки, а остальные образцы предназначены для обучения. Для группы AUR в качестве эталонного образца использовался класс непотенцированная ОВ. В случае AUR и ОВ полученные матрицы путаницы показывают, что были получены точности 98% и 78%, рис. 5A,D. В результате была показана точность 90 и 75 % для группы ОВ, рис. 5B,E, тогда как для группы НВ были получены значения точности 92 % и 68 %, рис. 5C,F. В целом, группы ОВ6C и НВ30C имеют низкий показатель по сравнению с другими классами. После проведения общего анализа становится ясно, что в группе AUR меньше всего случаев неправильных классификаций и что большинство ошибочных классификаций происходит из-за большой степени сходства между классами 6C и 30C. 
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Рис. 5. Производительность модели глубокого обучения для оценки дискриминации внутри каждой группы с использованием (A-B-C) необработанных данных и (D-E-F) предварительно bg-обработанных данных.    

Рис. 6. Производительность модели глубокого обучения для оценки дискриминации внутри каждой степени потенцирования с использованием (A-B-C) необработанных данных и (D-E-F) предварительно bg-обработанных данных. 
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3.2.3. Классификация внутри одной степени потенцирования с 
помощью глубокого обучения с использованием модели УРБ Также, была проанализирована производительность ГО в различении классов в пределах одной степени потенцирования на основе их спектров комбинационного рассеяния света (рис. 6). При классификации уровней потенцирования мы рассматривали пять классов, включая потенцированные образцы AUR, ОВ и НВ, а также непотенцированные образцы ОВ и НВ в качестве эталонных образцов. Анализ результатов показал, что для потенции 6C значения точности 99 % (без предварительной обработки) и 84 % (предварительно bg-обработанные) были получены на основе модели УРБ. Значения точности 95 % (без предварительной обработки) и 83 % (предварительно bg-обработанные) также были обнаружены для потенции 30C. Для потенции 200C модель УРБ дала значения точности 96 % (без предварительной обработки) и 77 % (предварительно bg-обработанные). Таким образом, наилучшая производительность модели УРБ наблюдалась в случае растворов низкого разведения (6C). 
4. Обсуждение Хорошо известно, что необходимо найти надежные методы эффективного определения отличительных признаков сверхвысоких разведений. В этом исследовании мы показываем, что можно использовать набор методов (ПЭМ-ЭДРС и рамановская спектроскопия в сочетании с ГО) для успешного определения характеристик и дифференциации высоко разведенных растворов, полученных в результате потенцирования. ПЭМ-ЭДРС можно использовать для оценки состава и морфологии любого коллоидного раствора. Здесь мы показываем, что этот метод эффективен даже для высоко разведенных растворов, позволяя нам получать ценную информацию, относящуюся к каждой степени потенцирования, и, таким образом, различать их, создавая изображения, каждое из которых может быть соотнесено с каждой потенцией.       В качестве общих результатов исследования можно отметить, что морфология раствора AUR 6C кажется похожей на морфологию обычных коллоидных растворов наночастиц золота [45]; размер наночастиц золота зависит от природы сырья, используемого в процессе синтеза. В случае двух других потенций AUR, 30C и 200C, их дизайн, по-видимому, регулируется конструкционным законом, который предсказывает стратегическое проектирование новых архитектур на основе законов физики [46]. Кремний (Si) и кислород (O) — два элемента, повсеместно присутствующие в образцах AUR 30C, в то время как изолированные наночастицы, содержащие примеси, такие как железо (Fe), титан (Ti), кальций (Ca), магний (Mg) и алюминий (Al) видны в образце E-AUR 30C, составные компоненты которого меньше (рис. 2 и рис. S5-S7). Эти примеси либо происходят из используемого растворителя, либо могут образовываться во время процесса потенцирования путем растворения из стеклянных пробирок (например, Si или Ti). Причина, по которой эти примеси настолько очевидны в потенции 30С, может быть связана с размером компонентов средства, которые меньше, чем компоненты двух других потенций (6С и 200С), как показано на гистограммах рис. 1C и G, 2C и G, а также 3C и G. Кроме того необходимо выделить нитевидный профиль, наблюдаемый в образце 
W-AUR 30C (рис. 2D), появление некоторых структур на основе углерода (C) в E-AUR 30C (рис. S7B) ) и присутствие золота в двух образцах потенции 30C (вставка на рис. 2 и рис. S5 и S8B). Все эти результаты исследования предполагают различную организацию потенций 6С и 30С AUR и указывают на наличие как наночастиц, так и кластерных сборок в образцах 30С.    Т а к и м  о б р а з о м ,  ч е т к а я  ф о р м а  п р и м е с е й  в  в и д е  н а н о ч а с т и ц  и  н и т е в и д н ы е / к л а с т е р н ы е  с б о р к и ,  о б р а з о в а н н ы е  и з  м е л к и х  с т р у к т у р ,  п о з в о л я ю т  п р е д п о л о ж и т ь ,  ч т о ,  п о  к р а й н е й  м е р е  д л я  A UR  3 0 C ,  н а б л ю д а е м а я  о р г а н и з а ц и я  с в я з а н а  в  

п е р в у ю  о ч е р е д ь  н е  с  с и с т е м а м и  н а н о ч а с т и ц ,  а  с к о р е е  с  к р у п н ы м и  с б о р к а м и  ( к л а с т е р а м и )  м е л к и х  с т р у к т у р .   В е р о я т н е е  в с е г о ,  э т и  к л а с т е р ы  с о д е р ж а т  т а к ж е  м о л е к у л ы  э т а н о л а  и  в о д ы  ( в  E -
A U R )  и л и  в о д ы  ( в  W - A UR ) ,  а  п р и м е с и ,  и з о л и р о в а н н ы е ,  и л и  с в я з а н н ы е  с  э т и м и  к р у п н ы м и  с б о р к а м и ,  в ы г л я д я т  к а к  н а н о ч а с т и ц ы  ( ч е т к а я  к р у г л а я  ф о р м а  и  р а з л и ч н ы е  р а з м е р ы ) .  Х о т я  з о л о т о  б ы л о  о б н а р у ж е н о  в о  в с е х  и с с л е д о в а н н ы х  о б р а з ц а х ,  н а  и з о б р а ж е н и я х  к а р т и р о в а н и я  П Э М - Э Д Р С  о н о  в ы г л я д и т  р а з б р о с а н н ы м  п о  п о в е р х н о с т и  с е т к и .  Результаты, полученные для образцов AUR 200C, свидетельствуют о расширенной организации молекул AUR 200C, что указывает на существование стабильных и организованных структур на большей площади. Примеси присутствуют в виде крупных сборок (рис. S10B); таким образом, в результатах картирования ПЭМ-ЭДРС можно увидеть крупные примеси (микронного масштаба), такие как Si, Al, Fe и O, связанные вместе. Нитевидный профиль можно также отметить для образцов W-AUR 200C (рис. 3A, 3D), а также появление некоторых структур на основе углерода (C) в E-AUR 200C (рис. S10A и S10C), а также наличие золота в двух типах исследованных образцов 200С (вставка в рис. 3 и рис. S9 и S11B).  
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      Некоторые из этих результатов подтверждаются публикациями; например, присутствие золота даже в высоких потенциях (30С и 200С) AUR, выходящих за пределы числа Авогадро, было показано также в работах групп исследователей Чикрамане [10] и Раджендрана [47]. В работе группы Чикрамане элементный состав частиц ПЭМ был идентифицирован методом дифракции электронов выбранной области (SAED) и подтвержден 
ICP-AES-анализом [10]. Исследование Раджендрана подчеркивает идею о том, что наночастицы обнаруживаются в основном в масштабе квантовых точек во всех растворах [47]; размеры их частиц примерно аналогичны нашим данным. Эта нанокорпускулярная (в форме наночастиц) картина также подтверждается нашими выводами, но, кроме того, наши результаты показывают, что структура AUR сочетает в себе наночастицы и кластерные структуры, состоящие из меньших или более крупных наноструктур. Такие кластерные структуры более очевидны у высоких разведений, выходящих за пределы числа Авогадро, и на них влияют характер растворителя и степень потенцирования; чем выше потенция, тем более разветвленными и крупными являются образующиеся структуры. Распространение этой организации на бОльшую область должно привести к созданию более стабильных структур, которые могли бы соответствовать конструкционному закону замысла и эволюции в природе, как описано Бежаном и Лоренте [46]. В дополнение к исследованию ПЭМ-ЭДРС мы исследовали, могут ли методология, основанная на рамановской спектроскопии, и ГО классифицировать решения, которые существенно не отличаются по структуре, например: i) растворы ОВ и НВ, которые демонстрируют тонкие различия, поскольку НВ, используемая в этих экспериментах, это, по существу, частично очищенная вода, используемая в косметике, и ii) растворы ОВ и AUR, где различия обусловлены присутствием очень низких концентраций золота в образцах AUR. Более того, сложность и динамика структур на водной основе дают реакцию в исследуемой области комбинационного рассеяния света (особенно в ОН-валентной зоне), как представлено в работе в Sun [32] и у ряда других авторов [28–31].         Результаты, полученные для всех трех исследованных ситуаций (классификация всех классов, классификация потенций внутри каждой группы (AUR, ОВ и НВ) или классификация в пределах одного и того же уровня потенцирования (6C, 30C и 200C), демонстрируют, что подходы ГО можно использовать для легкого и эффективного распознавания различных классов. В наборе данных с удаленной базовой линией (а именно, предварительно bg-обработанных) модель УРБ не может отразить совокупно тенденцию данных. Чтобы добиться лучших результатов для предварительно bg-обработанных данных, мы использовали квантовую нормализацию. Более того, в этом случае метод пакетной нормализации применялся только после окончательного плотного слоя модели. Модель с двумя стадиями распознавания может быть предложена в качестве расширения текущего исследования. Первая модель будет отвечать за определение типа выборки, тогда как вторая модель сможет разделить тестовые выборки на подклассы внутри класса типа выборки. Эта процедура занимает значительно больше времени, но считается, что она дает более высокие результаты. Более того, основываясь на результатах, полученных в исследовании дискриминации с участием всех 11 классов и на подходе наращивания данных, использование метода спектральной сегментации можно рассматривать как ценную стратегию повышения точности прогнозирования модели. 
5. Выводы В целом, анализируя результаты, полученные с помощью ПЭМ-ЭДРС и методологии, основанной на рамановской спектроскопии и алгоритмах ГО, мы можем утверждать, что эти методы могут быть 

успешно использованы для характеристики сверхвысоких разведений. Этот набор методов выявил модальность, которая может быть основой для выявления различий у разных средств в соответствии с природой исходных веществ, использованных для приготовления этих средств, или может позволить дифференцировать образцы на основе их степени потенцирования. Этот подход позволяет анализировать высоко разведенные растворы в гораздо большем масштабе, чем это было возможно в прошлом.  
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        Приложение A. Дополнительные материалы Дополнительные данные к этой статье можно посмотреть онлайн на сайте  https://doi. org/10.1016/j.molliq.2024.124537. 
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