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Аннотация. Оптические методы определения концентрации глюкозы в растворах яв-
ляются предметом повышенного интереса благодаря их потенциальной экономичности,
портативности и низкой инвазивности. Непосредственное обнаружение глюкозы с исполь-
зованием гигантского комбинационного рассеяния (ГКР) осложнено слабой адсорбцией
глюкозы на металлических поверхностях и малым сечением её рассеяния. В настоя-
щей работе реализована стратегия ферментативного определения концентрации глюко-
зы с помощью ГКР-подложек и машинного обучения, способная обеспечить высокую
чувствительность. Были разработаны сенсоры на основе нетканого материала из по-
ликапролактона и фильтровальной бумаги с восстановленными агрегатами серебряных
наночастиц на поверхности. Для нетканого материала поликапролактона дополнительно
проводилась процедура минерализации. Было определено оптимальное количество цик-
лов (три) выращивания микрочастиц ватерита на поверхности. Увеличение количества
циклов последовательной модификации поверхности поликапролактона микрочастицами
ватерита позволяет получить более однородное заращивание, что наблюдалось на изоб-
ражениях, даваемого сканирующим электронным микроскопом. Был произведен подбор
оптимальных концентраций нитрaта серебра и гидрата аммиака, используемых для мо-
дификации поверхности подложек серебряными наночастицами: 5 моль/л для полика-
пролактона, 2 моль/л для фильтровальной бумаги. Для всех типов сенсоров обучались
модели классификации на основе случайного леса. Наиболее точной моделью при опре-
делении глюкозы в концентрации 1 ммоль/л оказался образец поликапролактона с тремя
последовательными модификациями ватеритом и с серебряными наночастицами, восста-
новленными из растворов нитрaта серебра и гидрата аммиака в концентрации 5 моль/л.
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Abstract. Background and Objectives: Accurate and duly determination of glucose levels is critical for the diagnosis and control of diabetes.
Recently, opticalmethods for glucosedeterminationhavebecome the subject of increased interest due to their potential cost-effectiveness, porta-
bility, and low invasiveness. Raman spectroscopy coupled with surface-enhanced Raman scattering (SERS) substrates demonstrates outstanding
sensitivity through signal amplification and high specificity due to the unique vibrational spectra of targetmolecules. However, direct detection of
glucoseusing SERS is complicatedby theweakadsorptionof glucoseonmetal surfaces and its low scattering cross section. MaterialsandMethods:
Glucose sensorswere constructedon thebasis of polycaprolactone (PCL) scaffoldswhich havebeenmodifiedusing vateritemicroparticles or filter
paper (FP), both of which were then decorated with silver nanoparticle aggregates. The surface of the created substrates was assessed using
scanning electron microscopy (SEM) on a MIRA II (Tescan, Czech Republic). To make the sensors specific for glucose detection, they were coated
with a layer of glucose oxidase (GOx). To analyze the SERS spectra obtained as a result of measurements of aqueous solutions of glucose with
various concentrations on sensors, classification models developed using the ensemble method RandomForestClassifier were used. Confusion
matrices were obtained to assess the ratio of truly classified spectra. Results: Carrying out three cycles of modifying the surface of PCL fibers with
microparticles of calcium carbonate leads to uniform overgrowth of the entire treated area. Additional immobilization of glucose oxidase (GOx)
onto the surface of amatrix of PCL fibers with grown vaterite particles and a reduced layer of silver aggregates has provided selectivity for glucose
detection when examining samples using SERS spectroscopy. The highest sensitivity in determining low glucose concentrations (1 mM) has been
obtained for substrates with three sequential modifications of PCL fibers with vaterite and the reduction of aggregates of Ag nanoparticles from
5 M solutions of silver nitrate and ammonia hydrate with overall accuracy of 92.2%. Filter paper was considered as an alternative to using
PCL-based scaffold. The reduction of silver was carried out without vaterite particles growth by varying the concentration of the reagents used
(AgNO3, NH3·H2O). Sensors based on filter paper after the reduction of silver on the surface from salt solutions with concentrations of 2 M have
shown overall accuracy of 90.2% and the ratio of truly classified 1 mM glucose solution of 88%. Conclusion: Increasing the number of cycles
of sequential modification of the polycaprolactone surface with vaterite microparticles makes it possible to obtain a more uniform overgrowth,
which was observed in SEM images, and, as a consequence, greater ratio of truly classified spectra at lower glucose concentrations. The PCL-
based sensor (PCL/(CaCO3)3/Ag (5 M)) have outperformed FP/Ag (2 M) both with overall accuracy of classification (92.2% versus 90.2%) and
100% of truly classified spectra of 1 mM glucose solution.
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Введение

Обнаружение и точное определение глюко-
зы в биологических жидкостях имеет жизненно
важное значение для диагностики, лечения и мо-
ниторинга диабета. Современное лечение диа-
бета состоит из саморегуляции уровня глюкозы
в крови посредством частого мониторинга и со-
четания диеты, лекарств и инъекций инсулина,
в зависимости от типа диабета. Большинство па-
циентов измеряют уровень глюкозы путем взятия
небольших образцов крови «из пальца» с помо-
щью специального устройства с последующим
непрямым электрохимическим определением пе-
рекиси водорода, образующейся в результате
ферментативного окисления глюкозы глюкозоок-

сидазой [1]. Отбор проб таким способом явля-
ется одновременно болезненным и неудобным.
В результате многие пациенты избегают своевре-
менного проведения теста и не могут адекватно
контролировать уровень глюкозы, рискуя полу-
чить вторичные осложнения. В настоящее время
электрохимическое обнаружение является наи-
более точной технологией, доступной для регу-
лярного использования. Более быстрый, простой
и менее болезненный метод частого измерения
уровня глюкозы принесет большую индивиду-
альную, клиническую и общественную пользу.

Оптические подходы к определению глю-
козы в последние годы привлекли большое
внимание из-за относительно низкой стоимости,
портативности и малой инвазивности или неин-
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вазивности. Применяемая нами спектроскопия
комбинационного рассеяния (КР) в сочетании
с ГКР-подложками обеспечивают чрезвычайно
высокую чувствительность благодаря, во-пер-
вых, усилению сигналов и, во-вторых, специ-
фичности уникальных спектров вибрационных
связей анализируемых молекул. Однако прямое
обнаружение глюкозы с помощью ГКР-подло-
жек затруднено из-за плохой адсорбции глюкозы
на чистую поверхность металлов и малого попе-
речного сечения рассеяния глюкозы [2]. В силу
этого возникающее в результате комбинацион-
ное излучение глюкозы легко перекрывается
сильными фоновыми шумами окружающей сре-
ды [3]. Для решения этих проблем нами было
предложено и использовано несколько подходов
к обнаружению глюкозы с помощью спектро-
скопии гигантского комбинационного рассеяния
(ГКР-спектроскопии).

При прямом обнаружении (без химического
взаимодействия) без использования метки по-
лучаются спектры комбинационного рассеяния
света с пиками «отпечатков пальцев», уникаль-
ными для аналита (например, глюкозы). Раз-
работка эффективных плазмонных материалов
с улучшенными горячими точками или оптими-
зация техники комбинационного рассеяния света,
которые могли бы увеличить коэффициент усиле-
ния, а, следовательно, сигналы комбинационного
рассеяния глюкозы для ее непосредственной де-
текции, являются самыми простыми стратегиями.
В работе [4] исследовали сборку наночастиц яд-
ро/оболочка Au@SiO2 в качестве ГКР-подложек
для успешного обнаружения глюкозы. Концен-
трации глюкозы были оценены в полосах 935
и 1345 см−1 и продемонстрировали возмож-
ность детекции в достаточно широком диапазоне
(10−13–10−12 моль/л; в дальнейшем значение мо-
лярной концентрации для упрощения записи
будем снабжать символом М). Другая стратегия
прямого обнаружения направлена на увеличение
сродства связывания глюкозы с ГКР-подлож-
ками, уменьшение расстояния между глюкозой
и поверхностью и, соответственно, увеличение
ГКР-сигналов. Был предложен и исследован раз-
делительный слой на поверхности подложек для
концентрирования молекул глюкозы в тонком
слое активной области ГКР [1]. Почти во всех ис-
следованиях по обнаружению глюкозы на основе
ГКР с помощью прямого обнаружения не участ-
вуют никакие химические взаимодействия.

В методах непрямого обнаружения исполь-
зуется ГКР-«зондовая» молекула, связанная

с плазмонной поверхностью, которая химически
реагирует или взаимодействует с интересующим
аналитом. Химические изменения молекул-зон-
дов, вызванные аналитом, приводят к измеримым
различиям в сигналах комбинационного рассея-
ния света для некоторых или всех колебательных
мод. Аналит глюкозы приводит к взаимодей-
ствию с молекулой-меткой и образованию
их комплекса, что ведет к соответствующему
изменению сигналов комбинационного рассея-
ния света.

Известны два общих метода непрямого обна-
ружения глюкозы. В одном из них при нанесении
функционализированной поверхности распозна-
ющих молекул на основе бороновой кислоты
глюкоза обратимо образует боронатный эфир
и захватывается на поверхности. Таким образом,
молекулы бороновой кислоты используются как
в качестве структур распознавания глюкозы, так
и в качестве активных молекул комбинационного
рассеяния света. 4-меркаптофенилбороновая кис-
лота (4-MPBA) является наиболее популярной
бороновой кислотой для определения глюко-
зы методом ГКР, возможно, из-за ее сильной
способности связываться как с металлической
поверхностью, так и с глюкозой. В различных
исследованиях представлены подложки, функци-
онализированные 4-MPBA, позволяющие увели-
чить сигнал комбинационного рассеяния света
глюкозы [5–7].

Другой подход – использование фермента-
тивных реакций, в которых продукт (например,
перекись водорода) влияет на ГКР сигналы зон-
дов. Например, образование перекиси водорода
превращало молекулу-зонд в ГКР детектируе-
мый продукт, что было отражено в полученных
спектрах и способствовало эффективному мо-
ниторингу глюкозы [8]. Исследователи также
изучали ферментативные реакции травления Ag-
подложек, которые изменяли ГКР сигналы зонда
при различных концентрациях глюкозы [9].

Большой успех был достигнут при использо-
вании ГКР-подложек для чувствительного и спе-
цифического обнаружения глюкозы. Для полу-
чения ГКР-сигнала от молекулы глюкозы могут
быть использованы как прямые, так и непрямые
стратегии зондирования. Популярное в первые
годы прямое распознавание глюкозы было реа-
лизовано посредством разработки более эффек-
тивных плазмонных субстратов [10], методов,
повышающих эффективность комбинационного
рассеяния света [11], или с помощью страте-
гии функционализированного разделительного
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слоя [12]. Получающиеся в результате сигна-
лы комбинационного рассеяния глюкозы обычно
слабы и легко перекрываются сильными фоновы-
ми шумами окружающей среды. Этой стратегии
обычно не хватает селективности по отноше-
нию к другим сахарам и чувствительности. Эти
проблемы можно решить с помощью стратегии
непрямого обнаружения, в которой использует-
ся ГКР активный зонд [13, 14]. Взаимодействие
зонд-аналит приводит к заметным изменени-
ям сигнала комбинационного рассеяния света.
Подводя итог, можно сказать, что бороновая
кислота и ферментативные реакции являются
двумя популярными жизнеспособными страте-
гиями. Метод непрямой детекции может быть
дополнительно улучшен за счет использования
биомолекулярного распознавания для избира-
тельного обнаружения.

Несмотря на значительный прогресс в обла-
сти изготовления сенсоров глюкозы, основанных
на анализе ГКР спектров образцов, разработка
надежной, высокоселективной и высокочувстви-
тельной сенсорной технологии остается важной
задаче, над которой работают многие научные
группы, разрабатываются подходы для мини-
мально инвазивного, биологически совмести-
мого и количественного определения глюкозы.
В качестве основы для сенсора могут выступать
нетканые материалы, например поликапролактон
(ПКЛ). ПКЛ, линейный синтетический биоразла-
гаемый алифатический полиэфир, относительно
дешев, а его способность принимать различные
формы отличает его от других биоматериа-
лов, используемых при разработке каркасов [15].
Он обладает превосходной термической стабиль-
ностью и одобрен Управлением по санитарному
надзору за качеством пищевых продуктов и меди-
каментов (США) в качестве полиэфира, пригод-
ного для применения в биомедицине [16].

Нередко для анализа данных спектроско-
пии КР и ГКР требуется применение техник
машинного обучения. В частности, в случае
проведения исследования с аналитами разной
концентрации или определения наличия опреде-
ленного компонента в смеси требуется обучение
моделей классификации или регрессии [17]. Вы-
бор модели определяется поставленной задачей
в зависимости от того, необходимо ли про-
водить различие между несколькими классами
или есть необходимость в построении калиб-
ровочной прямой по известным концентрациям
аналита для последующего определения неиз-
вестной концентрации. Также стоит различать

простые, одиночные оценщики (такие, как ме-
тод опорных векторов [18,19]) и ансамблевые
модели [17]. Для последних характерно объ-
единение нескольких одиночных оценщиков для
решения одной задачи. Ансамблевые модели раз-
личают по координации одиночных оценщиков:
параллельной или последовательной их работе;
а также по природе используемых одиночных
оценщиков: одинаковые или разные оценщики
входят в ансамблевую модель.

Целью настоящей работы являлось увеличе-
ние точности определения концентрации глюко-
зы в растворе с помощью ГКР спектроскопии
и последующего анализа получаемых спектров
методами машинного обучения. В качестве сен-
соров были рассмотрены нетканый материал
из ПКЛ и фильтровальная бумага, дополнитель-
но модифицированные серебряными наночасти-
цами для усиления ГКР сигнала. Для придания
специфичности к определению глюкозы полу-
чаемые подложки покрывали глюкозооксидазой
(GOx). Анализ ГКР спектров, полученных при
измерении водных растворов глюкозы разных
концентраций, нанесенных на изучаемые сенсо-
ры, был осуществлен с использованием ансам-
блевой модели классификации «случайный лес»,
основанной на параллельной работе одиночных
деревьев принятия решений.

Материалы иметоды

Получение нетканого материала на осно-
ве поликапролактона. В качестве основы для
разрабатываемых сенсорных структур использо-
вались нетканые материалы из поликапролак-
тона (ПКЛ), а также фильтровальная бумага
(ФБ). Для получения нетканого материала был
приготовлен раствор ПКЛ (80 кДа, 9.4 массо-объ-
емных%) в смеси дихлорметана и диметилфор-
мамида (массовое отношение 77 : 23), итоговую
смесь перемешивали в течение 3 часов. Полу-
ченный раствор набирали в шприц и размещали
в экспериментальной установке для электрофор-
мования. Скорость подачи раствора составляла
0.5 мл/ч, расстояние между электродами 25 см,
ускоряющее напряжение 20 кВ.

Модификация ватеритом нетканого ма-
териала на основе поликапролактона. Части
нетканого материала, выполненного из полика-
пролактона, в первую очередь были модифициро-
ваны микронными частицами карбоната кальция
в модификации ватерита для придания большей
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гидрофильности, получения более развитой по-
верхности и обеспечения возможности иммоби-
лизации различных агентов (серебряные/золотые
наночастицы, глюкозооксидаза). Для этого бы-
ли использованы эквимолярные (0.33 М) соли
хлорида кальция (CaCl2) и карбоната натрия
(Na2CO3). Методика выращивания микронных
частиц ватерита на волокнах нетканого матери-
ала аналогична описанной в работе [20] и за-
ключается в размещении нетканого материала
в одной из солей и последующего добавле-
ния другой соли. В объеме раствора начинает
протекать процесс зародышеобразования и по-
следующего созревания частиц ватерита, в том
числе и на волокнах размещенного в растворе
нетканого материала. Длительность выдержи-
вания модифицируемого материала составляла
30 секунд, после чего осуществлялась промывка
дважды путем погружения нетканого материа-
ла в деионизованную воду. На последнем этапе
обрабатываемый материал помещали в этило-
вый спирт (99.9%), а затем сушили в сушильном
шкафу при 40°С в течение 30 мин. Таким об-
разом, были приготовлены образцы прошедшие
однократную, двукратную и трехкратную про-
цедуру модификации волокон ватеритом: ПКЛ/
(CaCO3)1, ПКЛ/(CaCO3)2, ПКЛ/(CaCO3)3. Про-
цедуру покрытия подложек вторым и третьим
слоем CaCO3 проводили после полного высы-
хания.

Восстановление агрегатов серебряных на-
ночастиц на поверхности волокон ПКЛ +
CaCO3 по реакции серебряного зеркала. Про-
цедура восстановления агрегатов наночастиц
серебра проводилась аналогично описанному
ранее [21]. Образец ПКЛ/(CaCO3)n погружали
в 1 мл раствора AgNO3 на 5 мин в ультра-
звуковой ванне, затем приливали эквимолярный
раствор NH3·H2O. После 30 с воздействия реак-
ционную смесь удаляли, подложки промывали
два раза деионизированной водой. В качестве
восстановителя в реакции «серебряного зерка-
ла» использовался водный раствор аскорбиновой
кислоты (0.5 М, 2 мл), который добавлялся
к реакционной смеси на 1 мин. Ионы Ag+ вос-
станавливаются до металлического серебра из-за
присутствия альдегидной группы в аскорбиновой
кислоте. Полученные образцы вынимали, два-
жды промывали деионизованной водой и один
раз этиловым спиртом, сушили в сушильномшка-
фу при 40°С в течение 30 мин. В серии было
две молярности компонентов реакции (AgNO3,
NH3·H2O): 1 М, 5 М. Таким образом, в ходе

эксперимента было получено 6 типов образ-
цов с использованием двух молярностей AgNO3,
NH3·H2Oи одной, двумя и тремя модификациями
поверхности волокон микрочастицами ватерита.

Восстановление агрегатов серебряных на-
ночастиц на поверхности волокон фильтро-
вальной бумаги. В данной части работы ис-
пользовали методику восстановления агрегатов
серебряных наночастиц на поверхности воло-
кон, указанную выше, но с применением других
концентраций нитрата серебра и гидроксида ам-
мония: 1 М, 2 М и 3 М.

Иммобилизация глюкозоксидазы на по-
верхность разрабатываемых сенсоров. Для
придания специфичности к определению
глюкозы, получаемые подложки покрывали глю-
козооксидазой (GOx). Образцы ПКЛ/(CaCO3)n/
Ag(x M) и ФБ/Ag(y M), где x и y – концентрация
AgNO3, NH3·H2O, размером 5×8 мм помещали
на предметное стекло. По 30 мкл водного раство-
ра GOx (1 мг/мл) добавляли на каждый образец.
В этом случае раствор фермента полностью
покрывал образцы подложек. Подготовленные
таким образом подложки сушили при темпера-
туре 36°С. На подготовленных таким образом
подложках проводили измерения ГКР-сигнала
глюкозы (водные растворы, 1 мМ, 2 мМ и 5 мМ).

Сканирующая электронная микроскопия.
Характеризация поверхности полученных под-
ложек проводилась с помощью сканирующей
электронной микроскопии (СЭМ) на микроскопе
MIRA II (Tescan, Чехия) с использованием детек-
тора обратно-отраженных электронов. В отличие
от детектора вторичных электронов, детектор
обратно-отраженных электронов позволяет ви-
деть тяжелые элементы более яркими, и агрегаты
серебряных частиц (белые скопления) лучше кон-
трастируют с волокнами ПКЛ иФБ (темно-серые
нити) и видны на поверхности микрочастиц вате-
рита.

Спектроскопия гигантского комбинацион-
ного рассеяния. Измерение спектров гигантского
комбинационного рассеяния проводилось на при-
боре Renishaw inVia (Renishaw, Великобрита-
ния). Для данных подложек использовался лазер
532 нм, объектив 50×/0.5 N.A. Для каждого ти-
па подложек регистрировалась карта 10×10 точек
с шагом 1 мкм, время накопления сигнала 5 с на
спектр, мощность лазера 0.05% (15 мкВт на образ-
це). Были приготовлены водные растворы глюко-
зы в концентрациях 1 мМ, 2 мМ и 5 мМ. По 1 мкл
раствора глюкозы каждой концентрации добав-
ляли на подложку. Проводились измерения для
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следующих образцов: подложка ПКЛ/(CaCO3)n/
Ag(x M) или ФБ/Ag(y M), подложка + GOx,
подложка + GOx + глюкоза (1, 2 и 5 мМ). Ре-
гистрация спектров и предварительная обработка
проводились с применением программного обес-
печения (ПО) Renishaw WiRE с использованием
инструментов Cosmic Ray Removal (для удале-
ния случайно возникающих узких и интенсивных
выбросов) и Subtract Baseline (для удаления поли-
номиального фона, аппроксимация проводилась
с использованием полинома 4 степени). Далее
обработка и анализ данных проводился в среде
Jupyter Notebook на языке Python 3. Загрузка дан-
ных проводилась с помощьюWDFReader из паке-
та renishawWiRE. Для анализа данных строились
модели классификации с помощью ансамблевого
метода RandomForestClassifier из библиотеки sci-
kit learn. Для анализа данные делились на обучаю-
щую (train) и проверочную (test) выборки в соот-
ношении 80 : 20 с помощью train_test_split, коли-
чество оптимальных деревьев решений в случай-
ном лесе подбиралось с помощью решетчатого
поиска (GridSearchCV) из sklearn.model_selection.
Визуализация результата анализа проводилась
с помощью seaborn.heatmap матрицы неточно-
стей (confusion_matrix) для проверочной выборки
данных. Для подложек обучалось 2 модели клас-
сификации: бинарная между подложкой и все-
ми остальными спектрами, характеризуемыми
добавлением GOx; многоклассовая между под-
ложками с GOx в зависимости от концентрации
водного раствора глюкозы: 0, 1, 2, 5 мМ. Для
всех моделей определялась точность классифика-
ции методом accuracy_score.

Результаты и их обсуждение

В качестве основы для получения ГКР-под-
ложек использовался нетканый материал ПКЛ.
Такой тип подложки обладает гибкостью, ему
с легкостью можно придать желаемую геомет-
рию. Данные характеристики являются неоспо-
римыми достоинствами при разработке биоло-
гических сенсоров, которые планируются при-
менять в тесном контакте живыми объектами,
в том числе при создании «носимых» сенсо-
ров. Однако, получаемый нетканый материал
достаточно гидрофобен. Поэтому для придания
большей гидрофильности данному материалу
проводилась процедура минерализации его по-
верхности микрочастицами карбоната кальция.
Методика выращивания микронных частиц ва-
терита на волокнах ПКЛ нетканого материала

продемонстрированная в работе [20] открыва-
ет возможность для дальнейшей модификации
поверхности благодаря пористой структуре ново-
образованных поликристаллов ватерита.

На первом этапе работы был произведен
подбор оптимальных концентраций используе-
мых для модификации реагентов. Варьировались
концентрации нитрата серебра и гидрата аммиа-
ка, а также количество циклов синтеза ватерита
на волокнах (рис. 1).

Образцы ПКЛ/(CaCO3)1/Ag(x M) характери-
зовались неравномерным заращиванием микро-
частицами, а, следовательно, и неравномерным
покрытием агрегатами наночастиц серебра при
проведении реакции «серебряного зеркала». По-
верхность ПКЛ/(CaCO3)3/Ag(x M) равномерно
покрыта микрочастицами карбоната кальция,
в то время как поверхность образца ПКЛ/
(CaCO3)2/Ag(x M) представляет собой промежу-
точный вариант. Для дальнейших исследований
подложки с одним циклом заращивания воло-
кон микрочастицами ватерита не использовались
ввиду неравномерности.

Дополнительная иммобилизация глюкозок-
сидазы (GOx) на поверхность матрицы из ПКЛ
волокон с выращенными частицами ватерита
и восстановленным слоем серебра, как ожида-
лось, будет способствовать селективному обна-
ружению глюкозы при исследовании образцов
с помощью спектроскопии ГКР. Для такого опре-
деления характерно уменьшение сигнала GOx
с ростом концентрации детектируемой глюкозы.
Для анализа спектров, полученных после добав-
ления капли глюкозы известной концентрации
на разработанные подложки, строились модели
классификации с помощью ансамблевого метода
на основе деревьев принятия решений – случай-
ного леса (RandomForestClassifier).

Для каждого типа подложки были построены
средние спектры по 100 измерениям (рис. 2, а,
3, а), картирование каждого образца проводилось
по области 10×10 точек. Затем были построе-
ны 2 модели: бинарная, которая должны была
различить образцы подложек без GOx и после до-
бавления GOx (рис. 2, б, 3, б); многоклассовая,
которая должна была различить подложки с GOx
без глюкозы и с GOx с водным раствором глюко-
зы в концентрациях 1, 2 и 5 mМ (рис. 2, в, 3, в).

Так, для подложек ПКЛ/(CaCO3)2/Ag(1 M)
общая интенсивность сигнала ГКР была низкой
(см. рис. 2, а), однако обученная модель класси-
фикатора обладала достаточной точностью (см.
рис. 2, в). Аналогичные измерения и модели
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Рис. 1. Изображения СЭМ в режиме обратно-отраженных электронов образцов ПКЛ/(CaCO3)n/Ag(x M) с разным ко-
личеством циклов модификации ПКЛ ватеритом (n = 1, 2, 3) и разной концентрацией реагентов для восстановления
серебряных агрегатов на поверхности волокон (1 М, 5 М). Изображение СЭМ исходного нетканого материала ПКЛ

(справа). Масштабный отрезок 5 мкм
Fig. 1. SEM images in the electron backscatter mode of PCL/(CaCO3)n/Ag(x M) samples with different numbers of PCL
modification cycles with vaterite (n = 1, 2, 3) and different concentrations of reagents for the reduction of silver aggregates
(1 М, 5 M) on the surface of the fibers. SEM image of the initial nonwoven PCL material (on the right). Scale bar is 5 µm

а/а б/b в/c

Рис. 2. Средние спектры ГКР по 100 измерениям (а): 1 – ПКЛ/(CaCO3)2/Ag (1 M), 2 – ПКЛ/(CaCO3)2/Ag (1 M)/GOx, 3 –
ПКЛ/(CaCO3)2/Ag (1 M)/GOx + 1 мМ глюкоза, 4 – ПКЛ/(CaCO3)2/Ag (1 M)/GOx + 2 мМ глюкоза, 5 – ПКЛ/(CaCO3)2/Ag
(1 M)/GOx + 5 мМ глюкоза; матрица неточностей для бинарного классификатора, сравнивающего спектры подложки
без GOx и с GOx (б); матрица неточностей для многоклассового классификатора, сравнивающего спектры подложек
ПКЛ/(CaCO3)2/Ag(1 M)/GOx с добавлением водного раствора глюкозы в разных концентрациях (в). Точность каждого

классификатора указана над его матрицей неточностей
Fig. 2. Average SERS spectra for 100 measurements (а): 1 – PCL/(CaCO3)2/Ag (1 M), 2 – PCL/(CaCO3)2/Ag (1 M)/GOx, 3 –
PCL/(CaCO3)2/Ag (1 M)/GOx + 1 mM glucose, 4 – PCL/(CaCO3)2/Ag (1 M)/GOx + 2 mM glucose, 5 – PCL/(CaCO3)2/Ag
(1 M)/GOx + 5 mM glucose; confusion matrix for a binary classifier comparing the spectra of a substrate without GOx and with
GOx (b); confusion matrix for a multiclass classifier comparing the spectra of PCL/(CaCO3)2/Ag(1 M)/GOx substrates with
the addition of an aqueous glucose solution in different concentrations (c). The accuracy of each classifier is indicated above its

confusion matrix
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были обучены на измерениях подложек ПКЛ/
(CaCO3)3/Ag(5 M) (рис. 3).

Два других образца из этой серии (ПКЛ/
(CaCO3)2/Ag(5 M) и ПКЛ/(CaCO3)3/Ag(1 M))
продемонстрировали слабую способность для де-
тектирования глюкозы. Уже на этапе добавления
GOx и измерения сигнала ГКР с полученных
подложек наблюдалось резкое снижение интен-
сивности сигнала по сравнению с подложками
без GOx (ПКЛ/(CaCO3)2/Ag(5 M) (рис. 4, а)).
Подложки ПКЛ/(CaCO3)3/Ag(1 M) характеризу-

ются изначально низкой интенсивностью ГКР-
сигнала; добавление GOx привело к увеличению
соотношения сигнал-шум в получаемых спек-
трах (рис. 4, б). Исходя из особенностей в ГКР-
спектрах этих подложек, мониторинг водных рас-
творов глюкозы с их помощью не проводилось.

При оценке возможности использования
приготовленных подложек в качестве сенсоров
на глюкозу, наибольший интерес представляет
способность сенсора определять концентрацию
1 мМ. Эта концентрация является физио-

а/а б/b в/c

Рис. 3. Средние спектры ГКР по 100 измерениям (а): 1 – ПКЛ/(CaCO3)3/Ag (5 M), 2 – ПКЛ/(CaCO3)3/Ag (5 M)/GOx, 3 –
ПКЛ/(CaCO3)3/Ag (5 M)/GOx + 1 мМ глюкоза, 4 – ПКЛ/(CaCO3)3/Ag (5 M)/GOx + 2 мМ глюкоза, 5 – ПКЛ/(CaCO3)3/Ag
(5 M)/GOx + 5 мМ глюкоза; матрица неточностей для бинарного классификатора, сравнивающего спектры подложки
без GOx и с GOx (б); матрица неточностей для многоклассового классификатора, сравнивающего спектры подложек
ПКЛ/(CaCO3)3/Ag(5 M)/GOx с добавлением водного раствора глюкозы в разных концентрациях (в). Точность каждого

классификатора указана над его матрицей неточностей
Fig. 3. Average SERS spectra for 100 measurements (a): 1 – PCL/(CaCO3)3/Ag (5 M), 2 – PCL/(CaCO3)3/Ag (5 M)/GOx, 3 –
PCL/(CaCO3)3/Ag (5 M)/GOx + 1 mM glucose, 4 – PCL/(CaCO3)3/Ag (5 M)/GOx + 2 mM glucose, 5 – PCL/(CaCO3)3/Ag
(5 M)/GOx + 5 mM glucose; confusion matrix for a binary classifier comparing the spectra of a substrate without GOx and with
GOx (b); confusion matrix for a multiclass classifier comparing the spectra of PCL/(CaCO3)3/Ag(5 M)/GOx substrates with
the addition of an aqueous glucose solution in different concentrations (c). The accuracy of each classifier is indicated above its

confusion matrix

а/а б/b

Рис. 4. Средние спектры ГКР по 100 измерениям для подложек: ПКЛ/(CaCO3)2/Ag(5 M) (а), ПКЛ/(CaCO3)3/Ag(1 M) (б)
Fig. 4. Average SERS spectra for 100 measurements of the following substrates: PCL/(CaCO3)2/Ag(5 M) (a), PCL/(CaCO3)3/

Ag(1 M) (b)
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логической, может встречаться в поту при
повышенной концентрации глюкозы в крови [22].
Концентрация глюкозы в поту коррелирует
с ее концентрацией в крови, что может использо-
ваться для неинвазивного измерения биомаркера.
Если в дальнейшем планируется использовать
подложки для детектирования глюкозы в поту,
то важно убедиться, что концентрация 1 мМ явля-
ется детектируемой, и затем тестировать образцы
в диапазоне концентраций 0.05–1.0 мМ.

В серии образцов ПКЛ/(CaCO3)n/Ag(x M)
наиболее интересным с этой точки зрения явля-
ется образец ПКЛ/(CaCO3)3/Ag(5 M) (см. рис. 3).
Этот образец демонстрирует более высокую ин-
тенсивность ГКР сигнала (см. рис. 3, а) по срав-
нению с образцом ПКЛ/(CaCO3)2/Ag(1 M) (см.
рис. 2, а). Несмотря на то, что общая точность
классификации (см. рис. 3, в) ниже, чем у образ-
ца ПКЛ/(CaCO3)2/Ag(1 M) (см. рис. 2, в) (92.2%
по сравнению с 93.8%), стоит обратить вни-
мание на долю правильной классификации для
спектров GOx + глюкоза (1 мМ). Для тестовой
выборки образцов, было верно классифицирова-
но 100%, в то время как для подложек ПКЛ/
(CaCO3)2/Ag(1 M) этот показатель был равен
89%; 5% были неверно классифицированы как

GOx + глюкоза (концентрация глюкозы 2 мМ)
и 6% как GOx (концентрация глюкозы 0 мМ).

Таким образом, увеличение количества цик-
лов последовательной модификации поверхно-
сти поликапролактона микрочастицами ватерита
позволяет получить более однородное заращива-
ние, что наблюдалось на изображениях СЭМ, и,
как следствие, большую точность определения
малых концентраций глюкозы.

В качестве альтернативы использованию
нетканого материала на основе ПКЛ была рас-
смотрена фильтровальная бумага. Поскольку
этот материал изначально гидрофильный, для
модификации его поверхности серебряными
наночастицами не требуется проводить дополни-
тельную процедуру минерализации – покрытие
поверхности микрочастицами карбоната кальция.
Восстановление серебра на поверхности про-
водилось аналогично образцам ПКЛ/(CaCO3)n
(рис. 5). При концентрации используемых ре-
активов (AgNO3, NH3·H2O) 1 М, наблюдается
неравномерное покрытие агрегатами серебря-
ных наночастиц. При увеличении концентрации
нитрата серебра и гидроксида аммония до 2 М
получаемое покрытие становится более рав-
номерным. Когда концентрации реактивов
достигают 3 М, наблюдается заметное сниже-

Рис. 5. Изображения СЭМ образцов фильтровальной бумаги до и после восстановления агрегатов серебряных нано-
частиц по реакции серебряного зеркала с использованием реактивов разной концентрации. Верхний ряд – общий вид,

масштабный отрезок 50 мкм. Нижний ряд – приближенные изображения, масштабный отрезок 20 мкм
Fig. 5. SEM images of filter paper samples before and after reduction of silver nanoparticle aggregates by the silver mirror
reaction using reagents of different concentrations. Top row: general view, scale bar is 50 µm. Bottom row: close-up images,

scale bar is 20 µm
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Фильтровальная бумага/Ag (1 M) / Filter Paper/Ag (1 M)

Фильтровальная бумага/Ag (2 M) / Filter Paper/Ag (2 M)

Фильтровальная бумага/Ag (3 M) / Filter Paper/Ag (3 M)

а/а б/b в/c

Рис. 6. Результаты измерений ГКР и обученных классификаторов для подложек: средние спектры ГКР по 100 измере-
ниям (а); матрица неточностей для бинарного классификатора, сравнивающего спектры подложки без GOx и с GOx (б);
матрица неточностей многоклассового классификатора, сравнивающего спектры подложек с добавлением водного рас-
твора глюкозы в разных концентрациях (в). Точность каждого классификатора указана над его матрицей неточностей
Fig. 6. Results of SERS measurements and fitted classifiers of the following substrates: Average SERS spectra for
100 measurements (a); a binary classifier comparing the spectra of a substrate without GOx and with GOx (b); a multiclass
classifier comparing the spectra of substrates with the addition of an aqueous glucose solution in different concentrations (c).

The accuracy of each classifier is indicated above its confusion matrix

ние количества восстановленных наночастиц.
Предположительно, при такой концентрации об-
разуются очень большие кластеры наночастиц
серебра, слабо связанные с поверхностью во-
локон фильтровальной бумаги. Это приводит

к тому, что агрегаты серебряных наночастиц
остаются в воде и/или в спирте на одном из эта-
пов промывки.

Затем для последующего детектирования
глюкозы к полученным подложкам добавляли
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GOx, и исследовали изменение сигнала ГКР,
измеренного от подложки, подложки+GOx и под-
ложки+GOx + глюкоза в концентрациях 1, 2
и 5 мМ. Аналогично с образцами ПКЛ/(CaCO3)n/
Ag(x M) на полученных данных обучали ансам-
блевую модель классификации – случайный лес
(рис. 6).

Классификатор, обученный на данных с под-
ложки ФБ/Ag (2 M), показал не только лучшую
общую точность (90.2% против 70% для ФБ/
Ag (1 M) и 58.8% для ФБ/Ag (3 M)), Но и бо-
лее точное определение глюкозы в концентрации
1 мМ: 88% верных классификаций, 5%, 3% и 4%
ложно классифицированы как GOx, GOx+2 мМ,
GOx+5 мМ, соответственно.

Заключение

Проведение трех циклов модификации по-
верхности волокон ПКЛ микрочастицами кар-
боната кальция приводят к равномерному за-
ращиванию всей обрабатываемой области. До-
полнительная иммобилизация глюкозоксидазы
(GOx) на поверхность матрицы из ПКЛ волокон
с выращенными частицами ватерита и восстанов-
ленным слоем серебра обеспечила селективность
обнаружению глюкозы при исследовании образ-
цов с помощью спектроскопии ГКР. Наибольшая
чувствительность в определении низких концен-
траций глюкозы (1 мМ) была получена для подло-
жек с тремя последовательными модификациями
волокон ПКЛ ватеритом и восстановлением агре-
гатов Ag наночастиц из 5 М растворов нитрата
серебра и гидрата аммиака. Несмотря на более
низкую общую точность модели классифика-
ции (92.2% по сравнению с 93.8% для образца
с 2 циклами минерализации и использовании
1 М растворов нитрата серебра гидрата амми-
ака), образец ПКЛ/(CaCO3)3/Ag(5 M) показал
отсутствие ложных классификаций для спектров,
измеренных для водного раствора глюкозы в кон-
центрации 1 мМ.

В качестве альтернативы использованию
нетканого материала на основе ПКЛ была рас-
смотренная фильтровальная бумага. Восстанов-
ление серебра было произведено без создания
ватеритных частиц с варьированием концентра-
ции используемых реактивов (AgNO3, NH3·H2O).
Сенсоры на основе фильтровальной бумаги по-
сле восстановления серебра на поверхности
из растворов солей с концентраций 2 M по-
казали наибольшую точность (90.2%), а также
долю верных классификаций (88%) к резуль-
татам измерения растворов глюкозы в малой

концентрации (1 мМ). При сравнении лучших
представителей исследованных серий образцов,
самым перспективным может считаться образец
ПКЛ/(CaCO3)3/Ag(5 M).
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