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Streszczenie

Niniejszg prace poswiecono metodom optycznym stosowanym do pomiaréw i monitorowania
wybranych parametrow tkanek biologicznych oraz fantomoéw imitujgcych tkanki i ptyny biologiczne.
Metody optyczne i ich zastosowania przedstawione w rozprawie miaty na celu adaptacje istniejgcych
metod optycznych do nowych zastosowan, a takze opracowanie i realizacje czujnikéw $wiattowodowych
i zbadanie wiasciwosci materiatdw o potencjale zastosowania w fantomach odzwierciedlajgcych

optyczne wtasciwosci tkanek lub ptynéw ustrojowych.

W pracy opisano poznane podczas badan metody takie jak spektroskopia absorpcyjna,
interferometria i refraktometria realizowana w technikach $wiattowodowych, ktére pozwolity
na opracowanie wiasnych czujnikobw. Niniejsza praca obejmuje opisy konstrukcji czujnikow
Swiattowodowych oraz systemow pomiarowych, jak réwniez prezentacje wynikow i analizy pomiaréw
eksperymentalnych. Omodwiono zalety oraz specyficzne wymagania czujnikdw w kontekscie
zastosowan do pomiaréw materiatéw biologicznych. Opracowane czujniki $wiattowodowe zastosowano
do detekcji biomarkeréw charakterystycznych dla wiruséw oraz infekcji wirusowych. Zaproponowano
wykorzystanie metod spektroskopowych, ktére zaimplementowano do pomiaréw i monitorowania zmian
w widmie absorpcyjnym w ztozonych matrycach biologicznych, jakimi sg sScieki oraz ludzki mocz.
Przedstawiono wyniki badan nad opracowaniem fantomu ludzkiego moczu, odzwierciedlajgcego widmo
absorpcyjne w zakresie UV-VIS oraz przydatnos$¢ do walidacji uktadéw pomiarowych. Przeprowadzono
réwniez przeglad aktualnego stanu wiedzy oraz pomierzono wybrane wiasciwosci optyczne produktow

spozywczych, ktére mogg odwzorowywac wtasciwosci optyczne ludzkiej tkanki.

W zakonczeniu pracy podsumowano catosS¢ przeprowadzonych badan, omawiajgc gtowne
osiggniecia doktoranta oraz przedstawiajgc dalsze perspektywy badan w obszarze optycznych metod

pomiarowych.



Abstract

This dissertation is devoted to optical methods used for the measurement and monitoring
of selected parameters of biological tissues and phantoms that mimic tissues and biological fluids.
The studies presented in this work aimed to develop and implement fiber-optic sensors, to adapt existing
optical techniques to new applications, and to investigate the properties of materials with potential use

in phantoms replicating the optical characteristics of tissues or bodily fluids.

The dissertation describes the methods explored during the research, including absorption
spectroscopy, interferometry, and refractometry implemented in fiber-optic configurations, which
enabled the development of original sensing solutions. This work encompasses detailed descriptions
of the construction of fiber-optic sensors and measurement systems, as well as the presentation and
analysis of experimental results. The developed fiber-optic sensors were applied to the detection
of biomarkers characteristic of viruses and viral infections. Spectroscopic techniques were proposed,
implemented, and adapted for the measurement and monitoring of changes in the absorption spectrum
of complex biological matrices, such as wastewater and human urine. The results of research on the
development of a human-urine phantom reproducing the UV-VIS absorption spectrum are also
presented. Moreover, a review of the current state of the art was conducted, and selected optical

properties of food products that may mimic the optical behavior of human tissues were measured.

Finally, the dissertation concludes with a summary of the main achievements of the doctoral

candidate and outlines future research perspectives in the field of optical methods.
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Wykaz skrotéow i oznaczen

A — absorbancja

CCD — matryca swiatloczuta z sekwencyjnym odczytem tadunku (Charge-Coupled Device)
CRP - biatko C-reaktywne

CMOS - komplementarny pétprzewodnik tlenkowy (Complementary Metal-Oxide-Semiconductor)
ELISA — test immunoenzymatyczny fazy statej (Enyme-Linked Immunosorbent Assay)
FPI — interferometr Fabry’ego Perota (Fabry-Perot Interferometer)

FTIR — spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera

® — faza wigzki

| — natezenie promieniowania

IgG — Biatko immunoglobulina G

L — dlugos¢ wneki interferometru

LED - dioda elektroluminescencyjna (Light-Emitting Diode)

A\ — dtugos¢ fali promieniowania

ML — uczenie maszynowe (Machine Learning)

NIR - zakres bliskiej podczerwieni

OSA — analizator widma optycznego

OD - gestos¢ optyczna

PBS - sdl fizjologiczna buforowana fosforanami

PCT - prokalcytonina

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (Polymerase Chain Reaction)

Rl — wspétczynnik zatamania (Refractive Index)

RNA - kwas rybonukleinowy

SLD - dioda superluminescencyjna

SMF — $wiattowdd jednomodowy

UHT — obrobka wysokotemperaturowa (Ultra-High Temperature)

UV-VIS - zakres bliskiego ultrafioletu oraz swiatta widzialnego

ZUM — zakazenie uktadu moczowego



1. Wprowadzenie

Metody optyczne sg obecnie powszechnie stosowane ze wzgledu na wysokg czutos¢, szybkos¢
detekciji, biokompatybilno$¢ [1]. W odréznieniu od wielu klasycznych metod analitycznych, umozliwiajg
bezinwazyjny pomiar lub przy minimalnej ingerencji w badang strukture [2]. Jest to szczegdlnie cenne
w badaniach medycznych, gdzie liczy sie bezpieczenstwo pacjenta, a liczba probek moze byc¢
ograniczona. Optyczne techniki pomiarowe nadajg sie do miniaturyzacji, obecnie implementowane
sg rozwigzania tgczgce caty sensor na jednej pltytce [3]. Innym podejsciem jest wykorzystanie
Swiattowodu jako gtowicy pomiarowej, w ten sposéb mozliwe sg pomiary mniejszych objetosci prébki
réwniez w trudnych srodowiskach [4]. Swiattowodowg gtowice pomiarowg mozna zaimplementowaé
w odlegtosci kilometréw od aparatury pomiarowej oraz tworzyé rozproszone sieci czujnikowe [5].
Poprzez postep technologiczny wzrosta dostepnos$é Zzrodet promieniowania optycznego i detektorow,
miedzy innymi dzieki rozwojowi optycznych technologii telekomunikacyjnych. Sprawia to, ze metody
optyczne stajg sie coraz tatwiej dostepne i chetnie implementowane w zastosowaniach przemystowych,
srodowiskowych i biomedycznych [6].

W niniejszej pracy skupiono sie na technikach optycznych bazujgcych na analizie sygnatu
w dziedzinie widma optycznego. Techniki te obejmujg szeroki zakres metod, ktére umozliwiajg analize
na podstawie interakcji promieniowania optycznego z badang materig [7]. W ten sposéb mozliwe jest
uzyskanie informacji o wtasciwosciach fizycznych i chemicznych obiektu, a takze monitorowanie zmian

na podstawie obserwacji zmian widma [8].

Jednym z gtéwnych celéw badan bylo opracowanie wiasnych czujnikow sSwiattowodowych,
w oparciu o wiedze zdobytg podczas pracy z poznanymi metodami optycznymi podczas prowadzonych
badan. W celu wykonania czujnikéw sSwiattowodowych na konhcach telekomunikacyjnych widkien
Swiattowodowych wykonano modyfikacje geometryczne majgce na celu wprowadzenie dodatkowej
modulacji do wynikowego widma. Dodatkowo modyfikacja zwiekszyta powierzchnie dla warstwy
sfunkcjonalizowanej do detekcji biomarkeréw. Zaprezentowano dziatanie czujnikéw na przyktadzie
detekcji RNA wiruséw [A, B] oraz przeciwciat [C] na podstawie monitorowania zmian rejestrowanego
widma. Glowice pomiarowe pozwalajg na pomiary in situ, a pomiar mozliwy jest w interwale kilkunastu
sekund. Potencjalne zastosowania czujnikow obejmujg nie tylko badania kliniczne, ale réwniez
monitorowanie zmian stezenia biomarkerow w srodowisku, np. w $ciekach. Prace nad czujnikami
Swiattowodowymi do detekcji biomarkeréw byty ostatnim etapem prac, wczesniejsze badania obejmujg

wykorzystanie technik spektroskopowych oraz swiattowodowej interferometrii.

Spektroskopia, jako jedna z kluczowych techniki analizy w dziedzinie widma, umozliwia identyfikacje
sktadu chemicznego, ilosciowe oznaczenie oraz monitorowanie reakcji na podstawie
charakterystycznych widm emisyjnych i absorpcyjnych [9,10]. Pomiar technikami spektroskopowymi
zazwyczaj zajmuje kilka sekund. Umozliwia analize bez stosowania znacznikow i odczynnikdw
chemicznych [11]. Dzieki temu metoda jest szybka i nie zaburza wiasciwosci badanej tkanki.
Jest to metoda uniwersalna z szerokim zastosowaniem w badaniach tkanek biologicznych, przez

mozliwosé zastosowania w obszarach od biologii oraz chemii przez monitorowanie metabolizmu



komodrek [12], zmian skérnych [13] do diagnostyki nowotworéw [14]. W zaleznosci od techniki,
spektroskopia moze obejmowac zakres widma promieniowania elektromagnetycznego w szerokim

zakresie dtugosci fal od ultrafioletu, az po promieniowanie rentgenowskie [15,16].

Spektroskopia absorpcyjna UV-VIS stosowana jest w analizie tkanek biologicznych [17-19].
Do gtéwnych zalet metody nalezy szybki czas detekcji oraz mozliwos¢ pomiaru w niewielkich
objetosciach prébki co jest istotne w przypadku badania materiatéw biologicznych. Redukcja
wymaganej objetosci materiatu biologicznego umozliwia przeprowadzanie analiz w sytuacjach
ograniczonej dostepnosci probek, takich jak badania u noworodkéw, jednoczesnie zmniejszajgc
ingerencje w organizm pacjenta [20]. Natomiast krétki czas detekcji jest szczegdlnie istotny
w diagnostyce ostrych standéw klinicznych, gdzie szybkie wdrozenie odpowiedniego postepowania
terapeutycznego moze znaczaco poprawi¢ rokowanie pacjenta i ograniczy¢ ryzyko powiktan [21].
Dodatkowo, rozwdj technologii optoelektronicznych umozliwia miniaturyzacje systemow
spektroskopowych oraz pozwola na stosowanie zasilania bateryjnego, co jest szczegdlnie istotne
w kontekscie rosngcego zapotrzebowaniu na urzadzenia diagnostyczne dziatajgce w terenie oraz

przytdzkowe, umozliwiajgce szybkie uzyskanie wynikow bezposrednio przy pacjencie [22].

W pracy przedstawiono badania oraz analize optyczng w ptynnych materiatach biologicznych
z wykorzystaniem spektroskopii absorpcyjnej w zakresie UV-VIS. Zaprezentowano metode optycznag
opartg na spektroskopii do szybkiej klasyfikacji zmian w moczu spowodowanych przez zakazenie ukfadu
moczowego oraz zmiany urosepsowe [D]. Decyzje o badaniach w moczu podjeto ze wzgledu
na nieinwazyjnos¢ poboru prébki moczu oraz mozliwie szeroki zakres parametréw diagnostycznych
[23,24]. Doswiadczenie w pomiarach spektroskopowych na ptynnych probkach biologicznych
o ztozonym skfadzie przyczynito sie do wyboru kolejnego obiektu badan jakim byty Scieki. Opracowano
i zaimplementowano metode spektroskopowa, ktéra postuzyta do monitorowania dynamiki zmian
stezenia biomarkeréow w Sciekach [E]. Nadzér Sciekdw umozliwia wczesne wykrywanie nowych

zagrozen zdrowotnych oraz ognisk chorob [25].

Kolejng technikg umozliwiajgcg analize sygnatu w dziedzinie widma optycznego jest interferometria
niskokoherencyjna. Przy wykorzystaniu zjawiska interferencji fal mozliwe jest precyzyjne okreslanie
grubosci warstw oraz wspétczynnika zatamania [26,27]. Na podstawie zmian wspotczynnika zatamania
mozna wskaza¢ na roznice w strukturze badanej probki, w tym wskaza¢ obecnos¢ zmian
patologicznych, np. w tkankach i krwi [28,29]. Interferometr jest mozliwy do zrealizowania
przy wykorzystaniu swiattowoddw, co zostato przedstawione w niniejszej pracy. Przedstawiono badania
majgce na celu charakteryzacje optyczng wybranych produktéw spozywczych [F], jako kluczowy
parametr wybrano wspétczynnik zatamania i jego zmiane w funkcji temperatury. Uzyskane wyniki mogg
postuzy¢ zaréwno do wytworzenia fantoméw imitujgcych tkanki biologiczne jak rowniez mogg zostac

wykorzystane do kontroli $wiezo$ci produktéw spozywczych.

Wraz z rozwojem metod pomiarowych pojawita sie potrzeba stworzenia odpowiednich materiatéw
walidacyjnych. Materiaty biologiczne sg trudne do standaryzacji, ze wzgledu na ztozonos¢ skifadu,
dodatkowo ulegajg procesom degradacji, przez co ich parametry mogg ulegaé¢ zmianie, dlatego rosnie

zapotrzebowanie na fantomy imitujgce wtasciwosci optyczne tkanek [30]. Parametry fantoméw mogg
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by¢ stabilne w czasie, umozliwiajg testowanie metod optycznych w warunkach kontrolowanych
bez potrzeby uzyskiwania zgdd bioetycznych. Wtasciwie zaprojektowany fantom odwzorowuje wybrane
wiasciwosci optyczne, takie jak wspétczynnik zatamania czy absorpcja na wybranym zakresie diugosci
fal [31]. Fantomy mozna dostosowywaé do specyfiki badan i symulowaé rézne stany patologiczne [32].
W pracy przedstawiono realizacje fantomu imitujgcego widmo absorpcyjne moczu [G].

Gtéwne zadania badawcze zrealizowane w ramach pracy koncentrowaty sie na opracowaniu,
adaptacji oraz weryfikacji wybranych technik optycznych w kontekscie zastosowania w analizie
materiatéw biologicznych i Srodowiskowych, a takze opracowanie wtasnych czujnikow jako gtéwny cel

pracy. Majgc na uwadze powyzsze, celem pracy stato sie zweryfikowanie tezy: czujnik swiattowodowy

zbudowany z wykorzystaniem telekomunikacyjnego sSwiattowodu jednomodowego moze stuzyé

do efektywnej detekcji wybranego biomarkera w ztozonej matrycy biologiczne;j.

Weryfikacja tezy zostata zrealizowana w oparciu o obszary badawcze pracy, ktérg mozna podzieli¢

na kilka zasadniczych segmentéw:

e opracowanie i realizacja czujnikow swiattowodowych do detekcji biomarkerow [A, B, C].

o skupiono sie na projekcie i budowie czujnika Swiattowodowego zakohczonego
mikrosferg pokrytg warstwg do selektywnej detekcji wybranych materiatow
biologicznych. W ramach pracy opracowano, wykonano i przetestowano sensory
optyczne do wykrywania RNA wiruséw SARS-CoV-2 [A],

o nhastepnie zrealizowano i zbadano kolejny czujnik $Swiattowodowy zakonczony
mikrosferg pokrytg warstwg selektywng na RNA wirusa grypy typu A [B],

o zrealizowano i przetestowano trzeci rodzaj sensora Swiattowodowego zmieniajgc
wykrywany biomarker, opracowujgc w ten sposob detekcje biatek 1gG [C],

e implementacja i adaptacja istniejgcych metod optycznych do nowych zastosowan:

o dostosowanie i implementacja techniki spektroskopowej do warunkéw specyficznych
dla analizowanego ztozonego biologicznie materiatu. Przeprowadzono badania w celu
szybkiej klasyfikacji pacjentéw ze stanem urospestycznym [D], jak réwniez do nadzoru
stezenia biomarkera w $ciekach jako wskaznikdéw zagrozen srodowiskowych [E],

o implementacja niskokoherentnego interferometru Fabry’ego-Perota do pomiaréw
wspotczynnika zatamania produktow spozywczych [F], majgcych potencjat
do wykorzystania jako materiat na fantomy,

e opracowanie fantomow, ktére odzwierciedlajg optyczne wtasciwosci cieczy ustrojowych [G].
Wytworzone fantomy stuzg jako materiat walidacyjny do optycznych uktadéw pomiarowych

w warunkach laboratoryjnych.

Praca skifada sie z siedmiu rozdziatow. Rozdziat 1 jest wprowadzeniem omawiajgcym techniki
optyczne poznane oraz wykorzystane podczas badan. Rozdziat opisuje cel i gtdbwne zadania badawcze.
Rozdziat 2 omawia projekt i realizacje czujnikow swiattowodowych do detekcji biomarkeréw. Czujniki
umozliwiajg selektywng detekcje i zostalty zaprojektowane do detekcji RNA wirusa. Kolejny

zaprojektowany czujnik umozliwia detekcje biatka immunoglobuliny G, biomarker postuzyt
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do monitorowania zmian stezenia w $ciekach. W rozdziale 3 i 4 opisano implementacje technik
spektroskopowych do nowych zastosowan. Rozdziat 3 przedstawia badania laboratoryjne
z wykorzystaniem spektroskopii absorpcyjnej do klasyfikacji pacjentéw ze stanem uroseptycznym.
Natomiast rozdziat 4 przedstawia wykorzystanie spektroskopii absorpcyjnej do nadzoru zmian stezenia
CRP w s$rodowisku ($ciekach). Rozdziat 5 omawia zalety, zastosowania oraz kierunki rozwoju metod
optycznych oraz fantoméw imitujgcych tkanki. W rozdziale zawarto wyniki pomiaréw produktow
spozywczych mogacych postuzy¢ do wykonania fantoméw oraz walidacji metod optycznych. Zbadany
zostat wpltyw temperatury na zmiane wspotczynnika zatamania. W ramach rozdziatu 6
opisano zrealizowany fantom moczu odzwierciedlajgcego widmo optyczne moczu pacjentow w zakresie
UV-VIS. Powstaly fantom cechuje sie prostym skiadem i stuzy do walidowania metod
spektroskopowych. Rozdziat 7 podsumowuje wyniki rozprawy i wskazuje mozliwe kierunki dalszych

praz zwigzanych z tematem.

Przedstawione w niniejszej rozprawie badania stanowig przyktad interdyscyplinarnego
podejscia badawczego, taczgcego fotonike, optoelektronike oraz inzynierie biomedyczng. Potgczenie
wiedzy z wielu dziedzin umozliwia opracowanie nowatorskich rozwigzan technologicznych, ktore
odpowiadajg na aktualne wyzwania w obszarze monitorowania zmiany parametrow w probkach
biologicznych oraz szybkiej i nieinwazyjnej diagnostyki medycznej. Wykazano, ze techniki optyczne,
wspierane przez rozwdj fantomdéw, majg istotny potencjat zarébwno w kontekscie badan
nad wiasciwosciami materiatdw biologicznych, a takze do nadzoru dynamiki zmian w czasie
rzeczywistym w celach diagnostycznych. Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze metody optyczne stanowig
perspektywiczng droge do tworzenia narzedzi wspomagajacych zaréwno badania podstawowe,
jak i praktyke kliniczna.
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2. Wykorzystanie metod optycznych do detekcji biomarkeréw

W rozdziale przedstawiono opracowanie oraz walidacje czujnikow swiattowodowych do detekgc;ji
wybranych biomarkerow. Badania przeprowadzone zostaty przy uzyciu zrealizowanych czujnikow
Swiattowodowych zakonczonych mikrostrukturg. Modyfikowane czota swiattowodow zostaty dodatkowo
pokryte warstwami umozliwiajgcymi przytgczenie RNA wirusa do gtowicy czujnika. Cze$¢ badan
dotyczacych detekcji RNA wirusa SARS-CoV-2 przy wykorzystaniu czujnika zakonczonego mikrosferg
zostata opisana w artykule [A]. W podrozdziale 2.2 przedstawiono czujnik swiattowodowy wraz z opisem
detekcji RNA grypy typu A, cze$¢ badan zawarto w artykule [B]. Prace nad czujnikami do detekgc;ji
biomarkeréw w srodowisku zawarto w podrozdziale 2.3, przedstawione wyniki prac nad zastosowanie

czujnika swiattowodowego do detekcji przeciwciat w $ciekach opublikowano w artykule [C].

Wktad doktoranta

Dziatanie opracowanych czujnikow swiattowodowych przedstawiono na przyktadzie wykrywania
RNA wiruséw. W pracy [A] zawarto opis detekcji RNA wirusow SARS-CoV-2, w pracy [B] przedstawiono
realizacje czujnika do detekcji RNA wirusa grypy typu A. W celu wykonania sensora czoto swiattowodu
zostato zmodyfikowane tworzgc mikrosfere, ktéra nastepnie zostata pokryta warstwg bioaktywna,
do ktorych selektywnie wigza sie czasteczki RNA wybranego wirusa. Doktorant jest pierwszym autorem
w publikacji [A, B], odpowiadat za projekt i konstrukcje czujnika. Wykonywat modyfikacje geometryczne
czujnika, ktére nastepnie przekazywat do pokrycia warstwami w celu umozliwienia detekcji RNA wirusa.
Byt wspotodpowiedzialny za integracje sensoréw z uktadem oraz kalibracje dziatania uktadu, jak rowniez
pomiary. Doktorant brat udziat w pisaniu manuskryptu, wykonat analize danych oraz byt wspotautorem
tekstu poréwnujgcego czujnik z innymi metodami oraz opracowat wnioski. W pracy [A] jest autorem
abstraktu, podrozdziatu 2.2, rozdziatu 3 i 5, a takze wspodtautorem rozdziatu 1, 4 oraz podrozdziatu 2.1.
W pracy [B] jest autorem rozdziatu 3, podrozdziatu 2.2 oraz wspoétautorem rozdziatu 1, 4 i 5 oraz

podrozdziatu 2.1. Samodzielnie wykonat wszystkie ilustracje zawarte w manuskryptach [A, B].

Badania nad czujnikiem do detekcji przeciwciat IgG w Sciekach przedstawione zostaty w pracy
[C]. Doktorant zaangazowany byt w przeprowadzanie eksperymentéw przy wykorzystaniu
Swiattowodowego czujnika z mikrostrukturg. Byt wspotwykonawcg pomiaréw optycznych, ktore
nastepnie przygotowat do walidacji i dalszej analizy przy wykorzystaniu algorytméw uczenia
maszynowego. Analiza wykazata mozliwos¢ implementacji optycznej metody w celu monitorowania
zmian w $ciekach w czasie rzeczywistym. Wktadem doktoranta w manuskrypt jest wspoétautorstwo

w pisaniu podrozdziatu 2.2 oraz 3.3.

Aktualny stan wiedzy

Aktualnie ztotym standardem do detekcji materiatu genetycznego wiruséw sg testy bazujgce
na reakcji tancuchowej polimeraza (PCR). Metoda PCR 2z odwrotng transkrypcjg (RT-PCR)
charakteryzuje sie wysokg czutoscig umozliwiajgc wykrywanie niskich stezenn RNA na poziomie 1 aM,
jednak czas potrzebny na przeprowadzenie analizy wynosi zazwyczaj kilka godzin [33]. W przypadku

monitorowania rozprzestrzeniania sie ognisk wirusa, dtugi czas analizy moze ogranicza¢ przydatnos$c¢
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metody w warunkach wymagajacych szybkiego reagowania. Do monitoringu dynamicznie rozwijajacych
sie ognisk zakazen wirusowych, czas uzyskania wyniku staje sie kluczowym parametrem
determinujgcym skuteczno$¢ dziatann epidemiologicznych. Przedstawiane czujniki Swiattowodowe
oferujg przewage funkcjonalng, umozliwiajg detekcje biomarkeréw na przyktadzie RNA wirusa w czasie
nawet kilku sekund. Dodatkowymi atutem czujnikdw Swiattowodowych jest mozliwos¢ budowy
rozproszonej sieci czujnikow [5,34]. Taka architektura moze zosta¢ zastosowana w systemach

wczesnego ostrzegania, diagnostyce masowej oraz przy zdalnym monitoringu zdrowia publicznego.

Opracowane czujniki mozna poréwnywacé z innymi rozwigzaniami w technice $wiattowodowe;.
W literaturze przedstawiono czujniki Swiattowodowe do detekcji biomarkerow, ktére rdznig sie
wykrywanym biomarkerem (np. fragmentami RNA [A, B], biatkami [35] czy metabolitami [36,37]).
Biomarkery réznig sie specyficznodcig diagnostyczng oraz momentem wystgpienia najwyzszego
stezenia. Dla przyktadu biomarker CRP jest znacznikiem zapalenia, jest niespecyficznym biomarkerem,
ktérego poziom wzrasta w przypadku infekcji, ale réwniez podczas urazéw, reakcji alergicznej czy
wystgpienia nowotwordw. Stuzy do oceny intensywno$ci zdarzenia i kontrolowania postepdw leczenia.
Do specyficznych biomarkeréw mozna zaliczy¢é 1gG, jako znacznik odpowiedzi immunologicznej,
oznacza to, ze jego stezenie wzrasta podczas infekcji, alergii lub jako odpowiedz na szczepienie.
Wystepowanie IgG swiadczy o przebytym kontakcie z konkretnym patogennem. Kolejnym specyficznym
biomarkerem jest RNA, za pomoca ktérego mozna wykry¢ wirusy, jego najwiekszg zaletg jest mozliwos¢
detekcji jeszcze przed wystgpieniem objawéw choroby.

Czujniki swiattowodowe rbéznig sie wykorzystanym zjawiskiem dziatania (np. operuja
na zmianach wspétczynnika zatamania [38], absorpciji, przesunieciach widma [39], fluorescenc;ji [40] czy
wzmocnieniu plazmonowym [41]). Istotne s3g réwniez zastosowane typ wtdkna. Powszechnie stosuje sie
Swiattowody polimerowe oraz z krzemionki (wtdkna szklanego). Kluczowymi réznicami pomiedzy
materiatami do produkcji swiattowodow jest zakres dtugosci fal, na ktérych operujg, ttumiennosc,
Srednica rdzenia, elastycznos¢ i wytrzymatos¢ temperaturowa [42]. Widkna polimerowe cechujg sie
najnizszym ttumieniem w zakresie widzialnym o wartosci rzedu setek dB/km, jest to warto$¢ znaczaco
wyzsza w poréwnaniu do swiattowdddw szklanych, ktorych ttumienno$é spada ponizej 0,2 dB/km
w oknach transmisyjnych w bliskiej podczerwieni [43]. Dlatego swiattowody polimerowe stosuje sie
zazwyczaj w zastosowaniach krotkodystansowych, natomiast widkna szklane do transmisji sygnatu
na dtugi dystans. Warto wspomnieé, ze wtdkna polimerowe cechujg sie wyzszg aperturg numeryczna,
przez co fatwiej je sprzegngé z uktadami optycznymi. Standardowo wtdkna polimerowe sg wielomodowe
i majg srednice rdzenia zazwyczaj w rozmiarze rzedu od 250 ym do 1 mm, pozytywnie wptywa
to na wytrzymatos¢ i elastycznosé. Dla poréwnania standardowe witdkna szklane majg srednice rzedu
8-10 um dla swiattowoddéw jednomodowych i 50-62,5 um dla $wiattowodow wielomodowych [44].
Ostatnim istotnym parametrem do poréwnania jest odpornos¢ temperaturowa, widkna polimerowe
w zaleznosci od materiatu mogg wytrzymaé temperatury rzedu 200°C, natomiast widkna szklane,

np. krzemionkowe mogg pracowac nawet przy temperaturach powyzej 1000°C [45].

Warto tez wspomnie¢ o mozliwosci wykonania modyfikacji geometrycznych w $wiatlowodzie,
ktére obejmujg m.in. przewezki [46], wneki w rdzeniach [47] czy mikrosfery [A, B]. Modyfikacje
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umozliwiajg wykorzystanie, np. powierzchniowego rezonansu plazmonowego albo zmniejszenie wptywu
niepozgdanych zjawisk. Zdecydowano sie poréwnaé czujniki za pomocg wartosci granicy detekcji oraz
czasu potrzebnego do analizy, przyjmujac te wartosci jako parametry krytyczne czujnikéw. W tabeli 1

przedstawiono reprezentacyjne metody do detekcji biomarkerdow.

Tabela 1. Poréwnanie wybranych metod detekcji biomarkeréw, na przyktadzie RNA i DNA

Limit
Metoda Biomarker Czas analizy . Ref.
detekcji

Swiattowodowy czujnik z Zaprezentowane

RNA kilkanascie sekund 0,1fM
mikrosferg czujniki
Swiattowdd z krysztatami pomiar w czasie

RNA 10 fM [38]
fotonicznymi rzeczywistym
Swiatlowodowy
. DNA 30 sekund 1nM [39]
interferometr
Swiattowdd z siatkami

DNA kilkanascie sekund 1.87 nM [48]
Bragga
Swiattowdd z

Kwas
powierzchniowym ) 30 sekund 1aM [41]

nukleinowy
rezonansem plazmonowym
Swiattowodowy czujnik z

DNA n.r. 0.1fM [46]
przewezkg

pomiar w czasie
Elektrochemiczny RNA . 0.1 pM [49]
rzeczywistym

RT-PCR RNA do kilku godzin ~1aM [50,51]

2.1Projekt gtowicy czujnikdw Swiattowodowych oraz konstrukcja uktadu
pomiarowego

Projektujgc czujnik swiattowodowy nalezy uwzglednié caty system pomiarowy, ktéry sktada sie
ze zrodta promieniowania optycznego, detektora, czujnika, niezbednego osprzetu swiattowodowego

oraz badanego obiektu.

Do detekcji zmian wywotanych obecnoscig biomarkeréw zdecydowano wykorzystaé zjawisko
interferencji. Interferometr mozna zbudowa¢ zaréwno na $wiattowodzie jednomodowym,
jak i wielomodowym. Konfiguracja jednomodowa cechuje sie wyzszg rozdzielczoscig spektralng, przez
co widmo jest fatwiejsze w interpretacji, ze wzgledu na wyrazne prazki interferencyjne. Interferometr

zbudowany w konfiguracji ze swiattowodem wielomodowym, moze zapewnia¢ wyzszg moc sygnatu.

Biorgc pod uwage analize materiatdw oraz che¢ wykonania mozliwie czutego sensora
bazujgcego na zjawisku interferencji zdecydowano sie na zastosowanie jednomodowego widkna
szklanego. Wybdr argumentuje sie gtéwnie ze wzgledu na mozliwe lepsze rozdzielczosci spektralne,
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nizsze tlumienie, tatwiejszg dostepnos$¢ widkien jednomodowych w przypadku szklanych swiattowodow
oraz potencjalng mozliwos¢ integracji czujnikédw z istniejgcymi systemami telekomunikacyjnymi.
Wybrano swiattowdd SMF-28 cechujgcy sie ttumiennoscig ponizej 0,32 dB/km dla dtugosci fali 1310 nm
oraz ttumienno$cig ponizej 0,18 dB/km dla dtugosci fali 1550 nm [52]. Wtdkno szklane pokryte powtokg

ochronng miato srednice 250 ym, natomiast samo widkno szklane 125 um.

Jako detektor zastosowano analizator widma optycznego (OSA) Ando AQ6319 od firmy
Yokogawa o rozdzielczosci dtugosci fali w zakresie 0,02-2 nm, umozliwiajgcy pomiar widmowy
w zakresie 600-1700 nm. Szeroki =zakres pracy oraz wysoka rozdzielczos¢ pozwalajg
na zarejestrowanie do 50001 punktow prébkowania danych. Wybdér OSA podyktowany byt potrzebg

pomiarow o mozliwie wysokiej rozdzielczosci, jest to najdrozszy element uktadu.

W kolejnym etapie podjeto decyzje o doborze zrodta Swiatta odpowiedniego do wymagan
eksperymentu. Aby zaobserwowac zjawisko interferencji, zrédlo promieniowania optycznego musi
cechowac sie koherencjg. Wysokg dtugos¢ drogi koherencji zapewniajg lasery, ktorych waskie widmo
i stabilno$¢ fazowa czynig je odpowiednimi, natomiast cechujg sie bardzo wysoka wrazliwo$cig
na drgania i zmiany temperatury. Alternatywg dla laseréw w uktadach z interferometrem sg diody
superluminescencyjne, emitujgce szerokie widmo o znacznie krétszej diugo$ci drogi koherenciji
w poréwnaniu do lasera [53]. W praktyce oznacza to, ze prgzki interferencyjne sg widoczne tylko przy
matej réznicy drég optycznych, co ogranicza wptyw niepozgdanych odbic¢ i zaktécen. Z tego wzgledu
czesciej znajdujg zastosowanie m.in. w tomografii optycznej czy pomiarach tkanek biologicznych [54].
Zaprojektowany czujnik bazuje na zmianach w warstwie pokrywajgcej swiattowod, dlatego optymalnym
rozwigzaniem jest zrédto niskokoherencyjne. Zdecydowano sie na wybor diody superluminescencyjnej
SLD-1310-18-W od firmy FiberLabs, ktérej centralna ditugos¢ fali wynosi 1310 nm, jest to wartos¢
w oknie transmisyjnym wybranego Swiattowodu i standardem w telekomunikacji. Szerokosc¢ spektralna

zrédta wynosi 52 nm, a jego moc wyjsciowa to 18 mW.

Wybrane zrédto, detektor oraz swiattowdd potgczono sprzegaczem optycznym dzielagcym moc
wigzki w proporcji 50/50. Nastepnym krokiem bylo wykonanie gtowicy sensora bazujgc
na swiattowodzie. Wykorzystano wczesniej zdobyte doswiadczenie i zaproponowano wykonanie
mikrosfery na koncu $wiattowodu, dzieki czemu wneka interferometru ma statg dlugos¢ i znajduje sie
miedzy rdzeniem, a czotem $wiattowodu sfunkcjonalizowanym do detekcji biomarkerdw,
jak przedstawiono na rysunku 1. Takie rozwigzanie eliminuje konieczno$¢ stosowania dodatkowego
zwierciadta, dodatkowo zmniejsza wptyw drgan na uktad oraz zwigksza powierzchnie czofa

Swiattowodu, jest istotne w przypadku funkcjonalizacji czujnika.
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 Warstawa funkcyjna
/

_Ptaszcz swiattowodu

Rdzen swiattowodu

Zrodio

B b Detektor

Whneka interferencyjna

Rysunek 1. Schemat gtowicy $wiattowodowego czujnika z zaznaczeniem kluczowych wigzek dla
zjawiska interferencji

Wigzka odbita na granicy tworzonej przez rdzen i ptaszcz nie ulega zmianie, natomiast zmianie
ulega wigzka odbita od granicy czofa swiattowodu. Zmiany struktury warstwy pokrywajgcej swiattowdd
spowodowane np. uszkodzeniem, temperaturg lub przytgczeniem czgsteczek bedg zmieniac
wiasciwosci optyczne co przyczyni sie do zmiany w rejestrowanym widmie interferencyjnym. Poprzez
analize zmian w widmie mozliwe jest monitowanie obecnosci biomarkeréw w probce. Schemat uktadu
pomiarowego przedstawiono na rysunku 2, elementy sktadowe mozna w tatwy sposdb zmienia¢ w celu

dostrojenia uktadu do potrzeb.

Detektor

Gtowica Badany
pomiarowa roztwor

Sprzegacz

Zrodto

Rysunek 2. Schemat uktadu pomiarowego z wykorzystaniem czujnika $wiattowodowego do badan
biomarkerow

Realizacje gtowicy przedstawiono na rysunku 3. Mikrosfery na czole wybranego swiattowodu
wykonano o s$rednicy ok. 285 ym, wybrana $rednica zapewnia odpowiednig widocznos¢ prgzkow
interferencyjnych w widmie dla dtugosci fali 1330 nm. Do formowania zmian na czole $wiattowodu

wykorzystano spawarke swiattowodowg (FSU 975, Ericsson), ktérej tuk elektryczny nadtapiat wtokna
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umozliwiajac formowanie soczewki. Sterujac moca tuku, czasem dziatania oraz pozycjg czota wzgledem
tuku, mozna dostosowywac rozmiar powstatej struktury. Tak powstata baze dla glowicy mozna
nastepnie sfunkcjonalizowa¢ do detekcji biomarkeréw. Kolejnym krokiem jest natozenie warstwy
adhezyjnej dla warstwy biologicznej, np. ziota, tak przygotowang powierzchnie pokryto sondami
do identyfikacji biomarkerdéw.

Swiattowod mikrosfera warstwa adhezyjna sondy

' | |

Rysunek 3. Schemat realizacji gtowicy czujnika. Wykonanie mikrosfery na czole $wiattowodu,
nastepnie przygotowanie warstwy adhezyjnej. Przytgczenie sond do identyfikacji biomarkerow

2.2 Swiattowodowy czujnik do detekcji RNA wiruséw

Opracowano projekt unikalnej konstrukcji Swiattowodowego interferometru, z uwzglednieniem
wymagan detekcji RNA. Wybor biomarkera jakim jest RNA podyktowany jest jego zastosowaniem
w diagnostyce infekcji wywotanych konkretnym patogenem, a jego gtéwng zaletg jest wystepowanie
w organizmie jeszcze przed pojawieniem sie objawéw klinicznych [55]. Potrzeba opracowania nowych
sensorow tego typu wynika z koniecznosci szybkiej i precyzyjnej diagnostyki pacjentow, zwtaszcza
w celu prowadzenia nadzoru epidemiologicznego. Detekcja RNA wiruséw umozliwia wczesne
ostrzeganie o potencjalnych ogniskach zakazen, jak réwniez monitorowanie rozprzestrzeniania sie

patogendw.

Wykonane czujniki stuzg do wykrywania (1) RNA wiruséw Sars-Cov-2, (2) RNA grypy typu A.
Gtowicg pomiarowg pozostat jednodomowy Swiattowdd, wykorzystywany w telekomunikacji. Na korcu
czota Swiattowodu wykonana zostata mikrosfera, na ktérej nastepnie wykonano biofunkcjonalizacje
dostosowang do detekcji konkretnego wirusa. Pierwszym krokiem byto pokrycie gtowicy cienkg warstwg
Zlota, zdecydowano sie na warstwe 100 nm. Warstwa ta utatwita dalszg biofunkcjonalizacje, zwiekszajac
adhezje kolejnych warstw. Grubo$¢ zostata wybrana w sposéb umozliwiajgcy dalsze promieniowanie
wigzki optycznej do kolejnych warstw. Ztota warstwa zostata zmodyfikowana z wykorzystaniem Tris(2-
karboksyetylo)fosfiny i agarozy w celu przyczepienia wczesniej przygotowanych sond

oligonukleotydowych, selektywnych na konkretne wigzania fragmentéw DNA lub RNA. Ostatnim
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krokiem jest umieszczenie gtowicy w roztworze 11-mercaptododekanolu w celu umozliwienia
elastycznego ruchu sondom, poprawiajgc wydajnos¢ czujnika. Tak przygotowana gtowica pomiarowa
umozliwia selektywng detekcje RNA wiruséw poprzez hybrydyzacje do sondy na gtowicy czujnika.
Poprzez zmiane sond oligonukleotydowych mozna modyfikowa¢ metode na wykrywanie innych

patogenow.

Warstwa ztota zostata naniesiona metoda fizycznego osadzania z fazy gazowej wykorzystujgc ztoto
o czystosci 99.999% od firmy Kurt J.Lesker, USA. Nastepne warstwy naktadano poprzez zanurzenie
czota swiattowodu w celu naniesienia sond oligonukleotydowych. Gtowica pomiarowa byta w tym czasie
poditgczona do analizatora, przez co mozliwa byta obserwacja zmian widma zwigzanych ze zmianami
na czole $wiattowodu. Rezultat zjawiska interferencji, mozna zaobserwowac¢ we wigzce propagowanej
do odbiornika. Od réznicy faz wigzek zalezy modulacja czestotliwosé spektralnej rejestrowanego

sygnatu pomiarowego. Zarejestrowany rozktad widmowy mocy mozna opisa¢ wzorem:

Iout (V) = SW)[1 + V, cos(Bp(»))], (1)
gdzie v jest czestotliwoscig, S(v) jest rozkladem widma mocy zrédia promieniowania,
Vowidocznos¢ prazkéw (kontrast) sygnatu pomiarowego, Ag opisuje réznice fazy wigzek, zaleznos¢

tg mozna opisa¢ wzorem:

4AmRIvL  4mRIL
===, @)

gdzie c jest predkoscig swiatta w prézni, A jest centralng dtugoscig fali zrédta promieniowania,

Ap(v) =

RI to wspotczynnik zatamania wewnatrz wneki interferencyjnej, a L to to dtugos$¢ wneki interferometru.
Zmiana wspotczynnika zatamania Swiatta, zmiany temperatury, czyli zmiany na powierzchni czujnika
powodujg modyfikacje efektywnej drogi optycznej. Zmiany dtugosci drogi optycznej powodujg
przesuniecie faz pomiedzy interferujgcymi wigzkami, co jest widoczne w rejestrowanym rozktadzie
widmowym. W ten sposéb dokonywano walidacji, ze warstwa faktycznie zostata wykonana

na swiattowodzie (rys. 4).
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Rysunek 4. Zarejestrowane zmiany widma podczas naktadania kolejnych warstw na gtowice
opracowanego czujnika swiattowodowego, a) glowica pokryta ztotem, b) gtowica pokryta ztotem oraz
warstwg funkcyjng, c) glowica pomiarowa zanurzona w prébce zawierajgcej RNA wirusa w roztworze

PBS.
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Kazda kolejna warstwa dotgczona do czota swiattowodu powoduje zmiany wiadciwo$ci optycznych,
zmiany te mozna zaobserwowa¢ w widmie odbieranym z czujnika. Pierwsza zmiana jest zwigzana
z intensywnoscig rejestrowanego sygnatu, spowodowane jest to rosngcg reflektancja spowodowang
akumulacjg molekut doczepionych do czota $wiattowodu. Kolejng mniej dominujacg zmiang jest
przesuniecie widma sygnatu. Przesuniecie to jest zwigzane ze zmiang wspoiczynnika zatamania,

powodowane m.in. poprzez przytgczenie RNA do warstwy na gtowicy pomiarowe;.

2.21 Detekcja RNA wirusa SARS-CoV-2

Pierwszy opracowany czujnik z warstwg do detekcji RNA SARS-CoV-2 zostat poddany badaniom,
ktérych celem byto wykrycie RNA wirusa SARS-CoV-2 o stezeniu 1 pM w PBS. Jest to wartos¢ RNA,
ktéorg mozna znalez¢ w wymazie pacjenta. Pierwszy pomiar referencyjny zostat przeprowadzony
w czystym PBS. Nastepne pomiary zostaty przeprowadzane w przygotowanej probce PBS zawierajgcej
RNA w okreslonym stezeniu rownym 1 pM. Glowica czujnika zanurzona byta przez 10 minut.
Juz w pierwszej minucie zaobserwowano znaczgcg zmiane widma, dynamika zmian w kolejnych 9
minutach byta znaczgco mniejsza. Oznacza to, ze w ciggu pierwszej minuty doszto do wiekszos¢ fgczen
RNA z biofunkcjonalizowana warstwg na powierzchni czujnika. Zarejestrowane widma przedstawiono

na rysunku 5.

——PBS
——1 pM RNA w PBS (1 min)
50 T——1PMRNA w PBS (10 min)
= 132|5.5 132|5.0 132IB.5 1327.0
e Diugosé fali [nm]
0
‘o
o
=
2
>
0]
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EE \
1.0

T T T T T T T T T 1
1315 1320 1325 1330 1335 1340
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Rysunek 5. Zarejestrowane widmo roztworu referencyjnego PBS oraz roztworu pomiarowego z RNA
wirusa w PBS. Pomiar zapisany po 1 minucie oraz 10 minutach zanurzenia gtowicy w roztworze
pomiarowym.

Detekcja RNA wirusa moze odbywac¢ sie zardwno poprzez obserwacje zmian intensywnos$ci
rejestrowanego widma jak i przesuniecia jego maksiméw lub miniméw. Zaobserwowano,
ze dominujgcym efektem jest zmiana intensywnos$ci widma, co utatwia jego interpretacje, niz efekt
przesuniecia potozenia widma. Analiza widm wykazata wzrost intensywnosci o 10,2% na dtugosci fali

1326nm dla pomiaru prébki zawierajgcej 1pM RNA w PBS po 1 minucie zanurzenia w stosunku
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do pomiaru prébki referencyjnej, czyli czystego PBS. Dla pomiary wykonanego po 10 minutach
zanurzenia czujnika w roztworze pomiarowym stosunek intensywnosci na tej samej dtugosci fali wzrést
0 11,3% w stosunku do pomiaru referencyjnego. Zarejestrowane przesuniecie widma wynosito 0,2 nm
dla obu czaséw pomiarowych. Zarejestrowane zmiany optyczne potwierdzajg dziatanie czujnika oraz
potwierdzajg wystepowanie specyficznych interakcji zachodzgcych na powierzchni sensora. Szybkosc¢
odpowiedzi czujnika otwiera mozliwos¢ potencjalnego zastosowania w systemach detekcji w czasie
rzeczywistym. W przypadku pomiaréw dla stezenia 1 pM RNA wirusa zarejestrowano wyrazne zmiany
intensywnosci sygnatu, co sugeruje, ze czujnik umozliwia zaréwno detekcje nizszych stezen
jak i ilosciowg analize probki.

2.2.2 Detekcja RNA wirusa grypy typu A

Po pozytywnych testach czujnika i walidacji poprawnosci dziatania metody na podstawie detekcji
RNA SARS-CoV-2 przystgpiono do pracy nad kolejnym czujnikiem. Opracowano czujnik do detekgji
RNA grypy typu A. Poprzednie wyniki wskazywaty, ze detekcja nizszych stezen niz 1 pM powinna by¢
mozliwa. Dlatego tym razem przygotowano prébki o nizszych stezeniach, najnizsze testowane stezenie
wynosito 0,1 fM. Jako biomarker postuzyt fragment DNA imitujgcy sekwencje RNA grypy typu A.
Skrécono réowniez czas pomiarowy z 10 minut do 4,5 minuty. Zarejestrowano widma dla 4 stezen
w zakresie 0,1 fM do 10 fM DNA w PBS, surowe dane przedstawiono na rysunku 6. Mozna
zaobserwowac, ze gtéwnie widoczna jest zmiana intensywnosci widma. Na tej podstawie zostata

przeprowadzona dalsza analiza majgca na celu okreslanie stezenia w probce.

— PBS
8 {—— 0,1 fM RNA wirusa w PBS
—— 1 fM RNA wirusa w PBS
11— 10 M RNA wirusa w PBS

Intensywnosé [j.u.]

Intensywnosé [j.u.] T#8.2a
[#2] A
ki

I T & T i T d T i
1312 131 1316, _ 1318 _ 1320
%)tugosc fali [nm]
T T T T T T T T T T T T T T
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Rysunek 6. Zarejestrowane widma roztworu referencyjnego PBS zaznaczonego na czarno oraz trzech
stezen DNA imitujacego RNA wirusa w PBS

Analize przeprowadzono obserwujgc zmiany intensywnosci prazkéw najblizszych wartosci

1320 nm i 1298 nm miedzy pomiarem referencyjnym PBS, a pomiarem wtadciwym. Przeprowadzono
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badania nad czujnikiem analizujgc zmiany intensywnosci widma w funkgji stezenia RNA wirusa grypy.
Zalezno$¢ zmian intensywno$ci prazkéw od stezenia analizowanego biomarkera opisano za pomoca
dopasowania funkcji wyktadniczej do zebranych punktéw pomiarowych, wyniki przedstawiono
narysunku 7. Zaobserwowano, ze dla najnizszego stezenia 0,1 fM, zmiana intensywnosci
zarejestrowanego sygnatu wynosi 11,29%. Natomiast przy wartosci 1 fM dochodzi juz do przesycenia
czujnika. Pomiar dla stezenia 0 nie jest mozliwy do przedstawienia w skali logarytmicznej, dlatego
zdecydowano sie zastosowac logarytmiczng oraz liniowg skale stezenia na oddzielnych wykresach.
Skala pionowa pozostaje liniowa, wykorzystano tg samg funkcje aproksymujgca.

A) B)
T % T B9
S RNAPROBE o~
= <
= ; RNA TARGET 2 n
Q 204 Q 20
— —
Q. o
‘5 151 Q 5 151
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Rysunek 7. Zmiana intensywnos$ci widma w funkgcji stezenia badanego RNA. A) reprezentacja stezen w
skali logarytmicznej, do aproksymacji krzywej nasycenia, B) reprezentacja stezen w skali liniowej
Nastepnie przetestowano charakterystyki czujnika w funkcji czasu (rysunek 8). Zbadano zmiane
intensywnosci maksymalnej wartosci intensywnosci w widmie, czyli wartosci w okolicy 1320 nm
w czasie. Pomiaru dokonywano w interwale 5 sekund. Pomiary przeprowadzono od najnizszego

stezenia do najwyzszego. Wyniki wskazujg na stabilno$¢ czujnika podczas pomiardw.

09 PBS 0.1 M RNA 1M RNA 10 fM RNA

Intenstywnosc [j.u.]

Rysunek 8. Zmiana intensywnosci widma w funkcji czasu. Kolorem czarnym pomiary referencyjny,
nastepnie na pomaranczowo stezenie 0,1 fM DNA w PBS, na zielono stezenie 1 fM, a czerwono 10 fM
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2.3 Swiattowodowy czujnik do detekcji biatka 1gG

Zrealizowano trzeci czujnik bazujgcy na swiattowodzie. Czujnik miat umozliwi¢ zdalny nadzér nad
zmianami w $ciekach w celu wykrywania przeciwciat wiruséw, aby przewidzie¢ potencjalne wystgpienia
ognisk infekcji. Jako biomarker wybrane zostato biatko immuglobiny G, ktére jest rodzajem przeciwciata.
Jego stezenie w organizmie rosnie w odpowiedzi na infekcje, jak réwniez podczas odpowiedzi ukfadu
odpornosciowego na przyjecie szczepionki. Przeciwciata mogg przedostawac sie do sciekow wraz
z ptynami ustrojowymi [56].

Glowica pomiarowa zostata zrealizowana poprzez pokrycie wczesniej opisanej mikrosfery, takiej
samej jak dla czujnikéw do detekcji RNA wiruséw, zmianie ulegta biofunkcjonalizowana warstwa
pokrywajgca mikrosfere. Tak wykonany czujnik umozliwia selektywng detekcje przeciwciat
immunoglobiny 1gG. Do szklanej powierzchni mikrosfery zostat przymocowane grupy aminowe,
do ktérych nastepnie przytgczono biotyne, tak przygotowany $wiattowdd nastepnie zanurzono
w roztworze zwierajgcym biatka S1 wirusa SARS-CoV-2 z awidyng. Zakornczony $wiattowdd
z mikrosferg pokrytg biotyng tworzy silne wigzania z awidyng. Tak przygotowana gtowica umozliwia
nastepnie przytaczenie przeciwciat (biatka 1gG) do biatek S1 wirusa. Spowoduje to zmiany
w biofunkcjonalizowanej warstwie, co objawi sie zmianami w rejestrowanym widmie optycznym.
Przytgczone przeciwciata mozna roztgczy¢ poprzez przeptukanie gtowicy w roztworze PBS, umozliwia
to wielokrotne wykorzystanie gtowicy pomiarowe;j.

Do pomiaréw przygotowano roztwory zawierajgce stezenia przeciwciat (biatka IgG) w zakresie
od 10® mg/ml do 10-" mg/ml w $ciekach. Kazde stezenie zostato zmierzone 10 krotnie, przed kazdym
pomiarem gtowica byla ptukana w roztworze PBS w celu oczyszczenia powierzchni gtowicy.

Zarejestrowane widma przedstawiono na rys 9.

Stezenie [mg/ml]
s () 106 10

—_
<

10¢  s— 10 102 o—

8.0
/ ”
4.8
-3.2

1.6

Ak

AN L 0.0
.._J-Au’{;ﬁ" ;t;- *n//
T T

T T 1 T T T T
1220 1240 1260 1280 1300 1320 1340 1360 1380 1400 1420
Dtugosc¢ fali [nm]

he o AN,
A L $ 5 SNy
1 I

Moc promieniowania optycznego [nW]

Rysunek 9. Widma optyczne zarejestrowane dla réznych stezen przeciwciat w $ciekach. Wykres
wykonany przez dr. inz. Monike Kosowskg
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Wraz ze wzrostem stezenia maleje intensywnosc¢ rejestrowanego sygnatu. Spowodowane jest
to zmiang absorpcji lub rozpraszaniem warstwy bioaktywnej po przytgczeniu do niej przeciwciat.
Przeprowadzona wstepna analiza potwierdzita dziatanie uktadu i samej gtowicy sensora. Zabrane dane
pomiarowe nastepnie postuzyty do analizy z wykorzystaniem algorytmoéw uczenia maszynowego, ktére
na podstawie analizy ksztattu widma z doktadnoscig do 94% okreslajg czy stezenie przeciwciat
przekroczyto warto$¢ 10 mg/ml. Warto$¢ ta moze by¢ zmieniana wedtug potrzeb na podstawie

obserwacji srednich stezen w sciekach.

Osiggniecia przedstawione w rozdziale 2 dotyczg opracowania i realizacji nowych czujnikéw
Swiattowodowych do zastosowan biomedycznych. Otrzymane wyniki dowodzg zatozonej tezie, ze za

pomoc3 czujnika Swiattowodowego zbudowanego z wykorzystaniem telekomunikacyjnego swiattowodu

jednomodowego mozna efektywnie wykrywaé wybrany biomarker w ziozonej matrycy biologiczne;j.

Zrealizowano uktady pomiarowe do monitorowania zmian stezenia biomarkeréw w ptynnych prébkach.
Zaprezentowano trzy gtowice pomiarowe, ktoére zostaty pokryte biofunkcjonalizowanymi warstwami
umozliwiajgcg selektywng detekcje immunoglobiny G lub RNA wirusa na przykladzie SARS-CoV-2

i grypy typu A. Parametry techniczne zaprezentowano w tabeli 2.

Tabela 2. Wybrane parametry techniczne zrealizowanych czujnikéw swiattowodowych

Czujnik SARS-CoV-2 Czujnik grypa typu A | Czujnik immunoglobiny G

Typ Szklany jednomodowy Szklany jednomodowy | Szklany jednomodowy
Swiattowodu (SMF-28) (SMF-28) (SMF-28)
Diugosé fali

1310 nm 1310 nm 1310 nm
roboczej
Zasada Zmiany widma Zmiany widma Zmiany widma
detekcji interferencyjnego interferencyjnego interferencyjnego
Biomarker ) DNA imitujgce RNA o

RNA wirusa SARS-CoV-2 . Przeciwciata 1I9G
docelowy wirusa grypy typu A
Warstwa Ztoto + sondy Zioto + sondy APTES + biotin + avidin +
funcjonalna oligonukleotydowe oligonukleotydowe sonda s1

Zmiana z 0 do 1pM to
Zmiana z 0 do 0.1fM to | Zmiana z 0 do 0,1 mg/mL

Zakres zmiana o intensywnosci o
. L zmiana intensywnosci | to zmiana intensywnosci o
optyczny 10,2% i przesuniecie
] 0 11,29% 8,9%

widma o 0,2 nm
Limit detekcji | 1 pM 0,1 fM 106 mg/mL
Czas

1 minuta <1 minuty < 5 minut
odpowiedzi

Czujnik na przeciwciata IgG umozliwia monitorowanie dynamiki zmiany stezenia w zakresie
stezen do 10 mg/ml do 10" mg/ml. Potwierdzono mozliwo$¢ wielokrotnego uzycia czujnika dzieki

procedurze czyszczenia powierzchni w roztworze PBS. Zrealizowany sensor mozna zintegrowac z
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algorytmami uczenia maszynowego w celu stworzenia systemu do wczesnego ostrzegania
0 przekroczeniu stezenia, do zastosowan srodowiskowych. Kolejny czujnik z selektywng warstwg na
RNA wiruséw, zostat zwalidowany na przyktadzie wirusa SARS-CoV-2. Umozliwit detekcje 1 pM RNA
wirusa na podstawie zarejestrowanych zmian widma po 1 minucie ekspozycji gtowicy w prdbce.
Potwierdzito to mozliwos¢ wykrywania klinicznych stezen RNA oraz potencjat do iloSciowej analizy.
Kolejny wykonany czujnik umozliwit detekcje RNA wirusa grypy typu A w stezeniu 0,1 fM. W poréwnaniu
do ziotego standardu diagnostycznego opracowane czujniki zapewniajg znacznie krotszy czas
uzyskania wyniku, co zwieksza ich przydatnos¢ w systemach nadzoru epidemiologicznego. Rozwiniecie
technologii czujnikéw Swiattowodowych umozliwi budowe rozproszonych sieci czujnikdéw
do monitorowania zagrozen wirusowych w czasie rzeczywistym. Wdrozenie takiego rozwigzania
na duza skale moze wigzac¢ sie z wyzwaniami, takimi jak degradacja warstwy aktywnej pod wptywem
czynnikéw srodowiskowych, m.in. promieniowania UV, oraz koniecznos¢ okresowej wymiany czujnikow
ze wzgledu na mutacje genomoéw wirusowych. Z tych wzgledow przyszly rozwdj prezentowanych
czujnikdw powinien obejmowaé prace nad stabilnoscig i powtarzalnoscig dziatania czujnikow

w warunkach rzeczywistych.
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3. Wykorzystanie spektroskopii absorpcyjnej w analizie ztozonych
ptynnych matryc biologicznych

W rozdziale przedstawiono badania wtasciwosci ptynnych materiatéw biologicznych za pomocag
metod optycznych. Jako pierwsze medium do badah wybrany zostat mocz. Na podstawie spektroskopii
absorpcyjnej opracowano metode analizy zmian w moczu zwigzanych ze stanami uroseptycznymi.
Wyniki badan opublikowano w artykule [D], w ktéorym zawarto klasyfikacje zmian w moczu
spowodowane przez zakazenie ukladu moczowego oraz stany urosepsy przy wykorzystaniu metod

optycznych.

Wktad doktoranta

W pracy [D] poswieconej klasyfikacji probek moczu od pacjentéw z sepsg i zakazeniem uktadu
moczowedo przy wykorzystaniu metody optycznej doktorant jest drugim autorem. Wkfadem doktoranta
jest wspotpracowanie przy opracowaniu metodologii i zaplanowaniu procedur pomiarowych,
przeprowadzenie pomiardow spektroskopowych oraz wykonanie wstepnej analizy danych
i przygotowanie danych do dalszej analizy przy wykorzystaniu algorytméw uczenia maszynowego.
Doktorant brat réwniez udziat w pisaniu manuskryptu: jest autorem podrozdziatu 2.2, 2.3 oraz grafiki 1,
2 oraz wykresu 4, a takze wspétautorem rozdziatu 4. Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw
przeprowadzona zostata klasyfikacja pacjentéw przy wykorzystaniu uczenia maszynowego wykonana

przez mgr. inz. Kacpra Cierpiaka.

Aktualny stan wiedzy

Jednym z probleméw klinicznych obarczonych wysokg $miertelnoscig pozostaje sepsa,
gwattowna reakcja organizmu na infekcje, prowadzgca do niewydolno$ci narzadowej [57]. Pomimo
postepu w terapii, skuteczno$¢ leczenia sepsy w duzym stopniu zalezy od czasu rozpoznania
i wdrozenia kierunkowego leczenia, co czyni szybkg diagnostyke kluczowg [58,59]. Szacuje sie,
ze w przypadku pacjentéw z urosepsg kazda godzina opdznienia we wdrozeniu antybiotykoterapii
prowadzi do spadku wskaznika przezywalnosci o 7,6% [60]. Podkresla to kluczowe znaczenie szybkiej
diagnostyki oraz natychmiastowego rozpoczecia leczenia w przypadku wystgpienia stanéw
septycznych. Urosepsa jest kolejnym stadium zakazenia ukfadu moczowego, w ktérym dochodzi
do odpowiedzi zapalnej w catym organizmie [61]. Opracowana metoda pomiarowa zaprezentowana w
ponizszym rozdziale pozwala na rejestracje subtelnych zmian zwigzanych z obecnoscig metabolitow
i biatek wydzielanych przez bakterie Escherichia coli, gtdwnej przyczynie rozwiniecia urosepsy wsréd
pacjentéw z zakazeniem uktadu moczowego (ZUM) [62]. Co istotne, to rodzaj szczepu bakterii wptywa

na ryzyko dalszego rozwoj zakazenia w kierunku urosepsy.

Spektroskopia UV-VIS jest szeroko wykorzystywang metodg do okre$lenia ilosciowego
i identyfikacji zwigzkéw na podstawie ich charakterystyki absorpcji promieniowania [63]. Wykorzystanie
spektroskopii absorpcyjnej w badaniach prébek biologicznych wigze sie z szeregiem istotnych zalet.
Jedng z kluczowych cech jest krotki czas analizy. Pomiary mogg by¢ wykonywane w czasie bliskim

rzeczywistemu (w kilka sekund). Takie wilasciwosci czynig spektroskopie absorpcyjng metoda
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prawidtowg do integracji w systemach monitorujgcych dynamiczne zmiany parametréw biologicznych
u pacjentow w warunkach klinicznych [64], jak réwniez w sSrodowisku [65]. Obserwacja zmiany
intensywnos$ci rejestrowanego promieniowania moze réwniez stuzyé do pomiaru stezen badanych
zwigzkéw w prébkach biologicznych. Metoda umozliwia identyfikacje obecno$ci wybranych substanciji
na podstawie obserwacji zmian widma bez koniecznosci stosowania znacznikow chemicznych,
co dodatkowo obniza koszty pomiaréw. Przykladowo w literaturze zaraportowano identyfikacji
biomarkerow w moczu na przykfadzie albuminy i kreatyniny, jako metoda wczesnego diagnozowania
cukrzycowej choroby nerek [66]. Niestety, taka identyfikacja jest trudna w realizacji w przypadku prébek
biologicznych, ze wzgledu na ztozono$¢ matrycy. Probki te zawierajg réznorodne czastki, ktére mogag
absorbowac swiatto w tym samym zakresie, co doprowadza do pokrywania sie wielu pikéw absorbanciji.
Z praktycznego punktu widzenia zaletg metody spektroskopowej jest mozliwosé miniaturyzacji uktadu
oraz niewielka objetos¢ probki wymagana do pomiaru rzedu od kilku mikrolitéw do kilku mililitréw, co jest

istotne w przypadku pracy z materiatem o ograniczonej dostepnosci.

Zaproponowang w rozprawie metode wykorzystujgcg spektroskopie absorpcyjng, poréwnano
w tabeli 3 z wybranymi metodami do diagnozy wystgpienia sepsy u pacjenta. Biomarkery takie
jak prokalcytonina (PCT) i biatko C-reaktywne (CRP) wykorzystuje sie jako narzedzia diagnostyczne
na wczesnym etapie oceny pacjenta [67]. Pozwalajg one w ciggu pierwszej godziny oceni¢
prawdopodobienstwo sepsy. Stezenie CRP wzrasta przy stanie zapalnym u pacjenta, ale ze wzgledu
na nieswoisto$¢ wyniku nie mozna przesgdzi¢ o wystgpieniu sepsy bez dalszej oceny klinicznej [68].
PCT jest bardziej specyficzna dla zakazenia bakteryjnego [69], a wysokie stezenie koreluje z ciezkg

infekcja, a trend spadkowy swiadczy o skuteczno$ci terapii.

Tabela 3. Poréwnanie wybranych parametréw metod diagnostyki wystapienia sepsy

Koszt Czas
Metoda wykonania . Czutos¢ Wymagania Ref.
- analizy
analizy
Niskie wymagania
przeszkolenia
Spektroskopia Niski koszt . personelu.
P <op pojedynczego | Kilka sekund | Srednia Wymagana [D]
absorpcyjna . iz
testu znajomos$¢ obstuga
analizatora.
Srednie wymaganie
przeszkolonego
personelu.
Test za Wymagane
Test ELISA kilkadziesiagt Wynik do 5h | Bardzo wysoka procedury. Wyzszy [70,71]
Ztotych udziat czynnika
ludzkiego niz przy
automatycznych
testach.
Koszt od Wysokie wymagania
kilkudziesieciu Y ymag
. . . przeszkolonego
do tysigca Ujawnia patogeny tylko ersonelu do poboru
Przesiew krwi | zitotych, zalezy | Kilka dni u 30-50% pacjentéw z pers PO [72]
! krwi oraz dalszej
od liczby sepsg di
iagnozy
wymaganych .
2 laboratoryjnej.
przesiewéw
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Test za Wynik w Wysoka czutos¢, Wymaga
Testy PCR kilkaset ciggu 2 wykrycie nawet po wykwalifikowanego [50]
ztotych godzin antybiotykach personelu.
Wysoka czuto$¢ na
proces zapalny,
Oznaczanie Testza rowniez na urazy. Niskie wymagane
kilkadziesiat Kilka minut Wozrost zaczyna sig ok ymag [68]
CRP Lo przeszkolenie.
ztotych 6-8h od zakazenia i
uzyskuje szczy po 1-2
dobach
Wymagane
Wysoka czuto$¢ na ggggn&k'\,’kao\fa-
Wynik w infekcje bakteryjne. a plywajg
. Test za . . - na koszt. Obstuga
Oznaczenie . kilkanascie Wzrost zaczyna sie ok )
kilkaset . analizatora lub testu [68,73]
PCT minut 3-6h od momentu :
ztotych N kasetkowego. Nie
zakazenia
wymaga
zaawansowanej
wiedzy.

Wymienione metody nie identyfikujg bezposrednio patogenu. Do potwierdzenia przyczyny
wystgpienia sepsy jako ztoty standard wykorzystuje sie posiew krwi, poniewaz moze dostarczy¢ dowdd
zakazenia poprzez wyizolowanie konkretnego drobnoustroju [72]. W wyniku posiewu dobierany
jest rowniez witasciwy antybiotyk. Zasadniczym ograniczeniem posiewu krwi jest dtugi czas analizy,
nawet kilkudniowy. Obecnie na popularnosci zyskujg testy PCR, ktoére pozwalajg na identyfikacje
patogenu juz w 1-2 godziny. Zaletg jest mozliwo$¢ wykrycia wielu patogenéw rownoczesnie [50]. Wynik
testu PCR nie zalezy od zywotno$ci bakterii, wykrywa DNA nawet po rozpoczeciu antybiotykoterapii.
W ostatnich latach na popularnosci zyskujg testy immunoenzymatyczne ELISA (enyme-linked
immunosorbent assay), ktére umozliwiajg wykrywanie specyficznych markeréw stanu zapalanego
jak 11-6 oraz lipopolisacharysy bakterii gram-ujemnych [74,75], jakimi sg bakterie z rodziny Escherichia
coli. Testy pozwalajg na stosunkowo szybkie oznaczanie biomarkeréw, wynik zazwyczaj w ciggu 4-5
godzin dla dostepnych na rynku testow [71]. Wadg moze by¢ potrzeba odpowiednio przeszkolonego
personelu i przestrzeganie procedur, poniewaz btedy techniczne i nieprawidtowe obchodzenie sie

z prébkami powodujg fatszywe wyniki.

W odpowiedzi na wspominane zapotrzebowanie szybkich metod diagnostycznych oraz
ograniczenia obecnie stosowanych metod, w niniejszej pracy zaproponowano zastosowanie metod
optycznych wspieranych przez algorytmy uczenia maszynowego, ktére umozliwiajg szybka klasyfikacje

zagrozenia wystgpienia stanéw septycznych na podstawie analizy widm absorpcyjnych moczu.

3.1 Implementacja pomiaréw absorpcyjnych w analizie zmian parametrow moczu

Wspotczesna diagnostyka laboratoryjna wykorzystuje analize moczu do rutynowego badania
0golnego, pozwalajgcego na ocene pracy nerek, obecnos¢ biatka, krwi, glukozy oraz zaawansowane
testy stuzgce identyfikacji patogenéw [76]. Celem prezentowanej metody optycznej jest wsparcie
procesu diagnostycznego poprzez szybkg analize optyczng probek moczu. Zastosowanie techniki
spektroskopii umozliwia rdéznicowanie pomiedzy zakazenia uktadu moczowego, a stanami

zagrazajgcymi rozwojem urospesy.
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W ponizszym rozdziale zaprezentowano implementacje spektroskopii absorpcyjnej, jedne;j
z fundamentalnych metod do analizy optycznej. Do badah wykorzystany zostat spektrofotometr
NanoDrop One C (Thermfisher Scientific, USA). Urzgdzenie jako wynik przedstawia widmo w zakresie
UV-VIS, ktére przedstawia absorbancje, czyli zaleznos¢ intensywnosci promieniowania
przechodzacego przez probke do intensywnosé promieniowania, ktére na nig pada. Na podstawie
absorbancji w funkcji dtugosci fali mozliwa jest ocena obecnosci jak i ilosci badanej substancji. Opisuje
to prawo Lamberta-Beera, wedtug ktérego absorbancja roztworu jest wprost proporcjonalna do stezenia

czastek absorbujgcych w roztworze oraz dtugosci drogi optycznej:

A =log,, (170) = kcl, (3)
gdzie, lo — natezenie promieniowania padajgcego na probke, | — natezenie promieniowania
propagujgcego przez probke, A — absorbancja, k — wspodtczynnik pochtaniania promieniowania,

nazywany rowniez wspotczynnikiem absorpcji, ¢ to stezenie, a | to dtugos¢ drogi optycznej.

Dtugos¢ drogi optycznej jest automatycznie dobierana przez urzgdzenie, czym nizsze stezenie
tym dtuzsza dlugosc¢ drogi w celi zoptymalizowania doktadnosci pomiaru. Jako zrédto w urzgdzeniu
wykorzystano lampe ksenonowa, generujgcg promieniowanie o szerokim spektrum, pokrywajgcym
zakres pracy rzgdzenia 190—-850 nm. Matryca CMOS zbudowana z 2048 elementéw stuzy jako detektor,
cechuje sie on doktadnoscig pomiaru absorbancji na poziomie 3% dla 0,97 A i 302 nm. Powtarzalnos¢

pomiaréw typowo wynosi 0,002 A.

3.2 Optyczna metoda klasyfikacji zagrozenia urosepsa

Za pomocg opracowanej metoda spektroskopowej klasyfikacji prébek moczu zbadano prébki
od pacjentéw wczesniej przetestowane laboratoryjnie. Prébki moczu pochodzity od 241 pacjentow
i zostaty pozyskane od Gdanskiego Centrum Klinicznego. U 155 pacjentéw zarejestrowano zmiany
urosepsowe, objawiajgce sie dodatnim wynikiem przesiewu krwi i moczu na obecnosc¢ bakterii z rodziny
Escherichia coli. Natomiast u pozostatych 86 pacjentow potwierdzono zakazenie uktadu moczowego
bez urospesy (negatywny przesiew krwi). Badania podzielono na 3 kroki: przygotowanie proébek,
pomiary, klasyfikacja (rys.10).
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Rysunek 10. Schemat krokéw metody pomiarowej w celu klasyfikacji probek

W pierwszym kroku pobrano prébki moczu od pacjenta oraz przydzielono indeks umozliwiajgcy
pézniejsze sprawdzenie informacji o pacjencie zwigzanych z zakazeniem ukladu moczowego.
Nastepnie z moczu pacjentdw zaszczepiono roztwory sztucznego mocz umozliwiajgcy rozwoj bakterii.
W tak przygotowanych roztworach hodowano bakterie w kontrolowanych warunkach. Przed wiasciwymi
pomiarami spektroskopowymi kazdg prébke poddano inkubacji w celu zapewnienia odpowiedniego
stezenia bakterii w prébce. llos¢ bakterii byta szacowana na podstawie wskaznika gestosci optycznej
(OD), ktéra okreslana jest z przyblizeniem na podstawie widma absorpcyjnego na dtugosci fali 600 nm.
W oparciu o parametr OD szacuje sie stosunek ilosci komérek do objetosci prébki. Ze wzgledu
na czutos¢ metody do nastepnych krokéw wzieto probki z OD na poziomie wyzszym niz 0,2. Z tych
prébek odseparowano supernatant, ktéry poddano pomiarom wiasciwym w celu detekcji zmian

do dyskryminacji prébek na pochodzgce od pacjenta z zakazeniem lub urosepsa.

Opracowana metoda oparta jest na analizie metabolitéw, a nie bezposrednio analizie moczu
pacjenta. Separacja supernatantu pozwolita unikng¢ bezposredniego wptywu bakterii i innych czgstek
stalych rozpraszajgcych na pomiar widma absorpcyjnego. Zarowno do pomiarow wiasciwych
jak i okreslenia wspotczynnika OD wykorzystano spektrofotometr One Drop 2000 od firmy
ThermoFisher. Wykorzystane urzgdzenie rejestruje widmo w zakresie 190 nm do 840 nm z krokiem
co 1 nm. Jako detektor urzgdzenie wykorzystuje 2048 elementowg linijke CCD wykonang na krzemie.
Lampe ksenonowg jako Zrodto o szerokim widmie. Urzgdzenie wymaga niewielkiej objetosci probki,
do badan wykorzystywano po 2 yl. Droga optyczna jest regulowana podczas pomiaréw automatycznie

i miesci sie w zakresie od 0,05 do 1 mm.

Do analizy ograniczono zakres widmowy do regionu 600-750 nm. Wybér tego zakresu wynika
Z jego praktycznosci w kwestii dostepnosci zaréwno zrédet promieniowania jak i detektorow o niskim

koszcie, co wpltywa na potencjalng uniwersalnos¢. Dodatkowo zwezenie zakresu przyczyni
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sie do skrocenia czasu analizy, co jest istotne przy zastosowaniu metod z wykorzystaniem uczenia

maszynowego.

Na rysunku 11 przedstawiono poréwnanie widm absorbancji dla prébek pobranych
od pacjentéw z ZUM oraz urosepsg. Chociaz réznice sg subtelne, to mozna zaobserwowac tendencje
do wyzszych wartosci absorbancji w przypadku prébek od pacjentéw z urosepsa. Istotne zmiany mozna
réwniez zaobserwowac np. na dtugosci fali 620 nm. Zmiany w widmie spowodowane sg obecnoscig
metabolitow i biatek wydzielanych przez bakterie Escherichia coli. Szczepy bakterii réznig sie pod
wzgledem genetycznym, ale rowniez metabolicznym. Nie kazdy szczep jest uropatogenny. Metoda
bazuje na zmianach powigzanych z patogennymi szczepami, ktére mogg wywotaé urosepse. Wstepna
analiza potwierdzita mozliwosc¢ rozréznienia obu grup, jednak ze wzgledu na niewielkg skale zmian oraz
trudnos¢ jednoznacznej klasyfikacji danych spektralnych, zdecydowano sie na zastosowanie
dedykowanych algorytméw uczenia maszynowego. Ich wykorzystanie umozliwia identyfikacje

nieliniowych zaleznosci i wzoréw, co przetozy sie na poprawe skutecznosci klasyfikaciji.

Zmiana absorpgiji [j.u.]

T T T T T T T T I T T T T 1
600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750
Dilugosé fali [nm]

Rysunek 11. Zarejestrowane zmiany absorpcji wzgledem wody, dla prébek od pacjentéw z ZUM oraz
urosepsa

Zarejestrowane widma zostaly podzielone na zestawy trenujgce i walidujgce. Do zestawu
trenujgcego wylosowano 2/3 widm, natomiast do zestawu walidujgcego 1/3. Najlepsze rezultaty
uzyskane zostaly po zastosowaniu algorytmu drzewa decyzyjnego osiggajgc na badanym zestawie
doktadnos¢ klasyfikacji na poziomie 97% na prébki od pacjentéw z zakazeniem uktadu moczowego oraz
pochodzgce od pacjentow, u ktérych wystgpita urosepsa. Najwazniejszymi parametrami dla algorytmu
byty powierzchnia pod widmem absorpcyjnym oraz wariancja zarejestrowanego sygnatu. Dzieki
zastosowaniu algorytméw uczenia maszynowego mozliwa jest automatyzacja procesu klasyfikacji oraz

mozliwo$¢ adaptacji do roznych warunkéw srodowiskowych prébki.
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Podsumowujgc, w powyzszym rozdziale zaprezentowano metode spektroskopowg
do pomiaréw w ptynnych, ztozonych biologicznie materiatach. Wyjatkowos¢ tej metody cechuje odejscie
od bezposredniego pomiaru prébki, w tym przypadku moczu pacjenta. Zamiast bezposredniego
pomiaru przygotowano probke umozliwiajgca analize metabolity. Przez co uniknieto wptywu bakterii
iinnych czgstek statych rozpraszajgcych na pomiar widma absorpcyjnego oraz zwiekszono
bezpieczenstwo biologiczne podczas pomiarow spektroskopowych. Dziatanie metody optycznej
wsparte zostato algorytmami uczenia maszynowego. Dzieki interdyscyplinarnosci zastosowane
rozwigzanie umozliwia szybka klasyfikacje prébek od pacjentéw z zakazeniem uktadu moczowego oraz
pacjentow, u ktérych z zakazenia uktadu moczowego rozwinety sie stany uroseptyczne na podstawie

zmian w widmie UV-VIS. W tabeli 4 przedstawiono parametry metrologiczne zaprezentowanej metody.

Tabela 4. Parametry metrologiczne zaprezentowanej metody optycznej z klasyfikacja prébek

Technika optyczna Spektroskopia UV-VIS

Liczba probek 241, z kazdej probki zabrane po 5 widm

Typ probek Mocz pacjentow

Zakres spektralny 600-750 nm

Rozdzielczos¢ 1nm

Metoda analizy Drzewo decyzyjne, algorytm ExtraTreesClassifier
Czas pomiaru i analizy Do kilkunastu sekund

Doktadnosé Do 97% prawidtowych klasyfikacji pacjentow

Pomiar i klasyfikacja zajmuje kilkanascie sekund, co czyni metode zdolng do testow
przesiewowych. Mozliwe jest w ten sposdb wykrycie na wczesnym etapie stanéw zagrazajgcych zyciu
oraz wczesniejsze rozpoczecie leczenia, co ogranicza $miertelno$¢ spowodowang urosepsa.
W rozdziale 5 zaprezentowano fantom sztucznego moczu, ktéry odzwierciedla widmo optyczne moczu
zdrowych pacjentéw w zakresie 240-500 nm. Fantom umozliwia bezpieczne testowanie metod
optycznych bazujgcych na widmie moczu w powyzszym zakresie, eliminujgc koniecznosé pozyskiwania

prébek od pacjentdw na wczesnym etapie badan.
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4. Optyczna analiza Srodowiskowa z wykorzystaniem spektroskopii
absorpcyjnej

W rozdziale przedstawiono kontynuacje badan wiasciwosci ptynnych materiatéw biologicznych
za pomocg analizy optycznej. Jako obiekt badan postuzyty scieki. Wyniki badan opublikowano w czesé
artykutu [E], przedstawiajgcego wykorzystania spektroskopii do monitorowania zmian wartosci stezenia
biomarkerow w ztozonej matrycy biologicznych jakim sg $Scieki. Opracowana metoda optyczna
umozliwia analize srodowiska, poprzez monitorowanie w czasie rzeczywistym zmian stezenia

biomarkera, na przyktadzie biatko C-reaktywne w $ciekach.

Wktad doktoranta

W pracy [E] przedstawiajgcej monitorowanie zmian biomarkera w $ciekach doktorant
jest pierwszym autorem i wniést gtéwny wkiad w opracowanie metodologii badania.
Zaproponowat wykorzystanie spektroskopii jako metody umozliwiajacej monitorowanie zmian iloSci
biatka C-reaktywnego (CRP) w Sciekach. Indywidualny wkitad doktoranta od pracy [D] obejmowat
przeprowadzenie pomiaréw optycznych Sciekow przy wykorzystaniu spektroskopii absorpcyjnej.
Doktorant dobrat narzedzia pomiarowe oraz zaprojektowat procedure pomiarowg. Pomiary zostaty
przeprowadzone w celu analizy przy wykorzystaniu algorytméw uczenia maszynowego
(przeprowadzona przez mgr. inz. Kacpra Cierpiaka) w celu szacowania zawarto$ci CRP. Doktorant
zadbat o przygotowanie danych, nadzér nad poprawnoscig danych, usuniecie btednych pomiaréw oraz
ich katalogowanie w celu utatwienia analizy algorytmami uczenia maszynowego. Doktorant uczestniczyt
réwniez w przygotowaniu prébek, odpowiedzialny byt za ustalenie wartosci stezen oraz oszacowanie
potrzebnych objetosci ptyndw do badanh. Nastepnie dr inz. Pawet Wityk przygotowat probki do pomiaru
o ustalonych stezeniach CRP. W artykule [E] doktorant jest autorem podrozdziatu 3.2, wspétautorem

rozdziatu 4 i podrozdziatu 2.2. Doktorant przygotowat abstrakt graficzny, rysunek 4, tabele 1 oraz 5.

Aktualny stan wiedzy

Wspotczesna medycyna stoi przed wyzwaniami zwigzanymi zaréwno z indywidualng
diagnostykg pacjentéw, jak i z monitorowaniem zdrowia populacji. Obie strategie, klasyfikacja
indywidualna (z rozdziatu 3) oraz monitoring populacyjny (detekcja sygnatdw ostrzegawczych
w $rodowisku) sg spéjne z aktualnymi kierunkami rozwoju medycyny. Scieki to nie tylko odpad, moga
by¢ traktowane jako ptynna biopsja populacji, co pozwala na monitorowanie zdrowia publicznego.
Ponadto dyrektywa Unii Europejskiej dotyczgca $ciekdw komunalnych wprowadzita obowigzek
monitorowania w s$ciekach parametrow istotnych dla zdrowia, takich jak wystepowanie wirusow
bedacych sygnatem pojawienia sie epidemii [77]. Zastosowanie optycznych metod pomiarowych jako
narzedzi diagnostycznych i nadzorczych moze wspomdc sposob szybkiego ostrzegania oraz
reagowania na rozprzestrzeniajgce sie infekcje, zaréwno w ujeciu jednostkowym jak i populacyjnym
[78].

Grupy badawcze podejmowaty préby analizy zawarto$ci substancji w $Sciekach

przy wykorzystaniu spektroskopii. Przyktadem jest charakterystyka parametréw Sciekowych
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na podstawie transmitancji surowych $ciekdw oraz po oczyszczeniu [79]. Badanie potwierdzito
skutecznos¢ metod spektroskopowych w monitorowaniu jakosci Sciekéw, zastosowanie metody
pozwala na optymalizacje dozowania reagentéw. Innym przykitadem zastosowania spektroskopii UV—
VIS w $ciekach jest detekcja niskich stezen antybiotyku w $ciekach [80]. W przeciwienstwie
do roztwordw laboratoryjnych, Scieki stanowig ztozong matryce, w ktorej sygnaty od biomarkeréw

sg czesto maskowane przez silne tta absorpcyjne materii organicznej i efekty rozpraszania swiatta.

W kontekscie zdrowia publicznego, istotnym markerem stanu zapalnego jest biatko CRP [81].
Jego podwyzszony poziom moze s$wiadczyé o infekcji nawet przed pojawieniem sie objawow
klinicznych. Monitorowanie zmian stezenia biomarkeréw, takich jak CRP na przykiad w $ciekach
miejskich, stanowi nowoczesne narzedzie nadzoru sSrodowiskowego [25]. Dzieki wykorzystaniu
zaprezentowanych technik spektroskopowych mozliwe jest sledzenie dynamiki zmian CRP w czasie
rzeczywistym, co stanowi przewage nad metodami chromatograficznymi [82]. Monitoring zmian
stezenia biomarkerow umozliwia zaawansowana analiza widmowa, np. z zastosowaniem uczenia
maszynowego. Zaproponowana metoda moze postuzy¢ jako system wczesnego ostrzegania przed
ogniskami chordb zakaznych, np. w szpitalach, szkotach czy domach opieki. Przedstawione badania
z pracy [D] miaty na celu monitorowanie podobnie niskich stezen biomarkerow. Na podstawie przeglgdu
literatury stwierdzono, ze jest to pierwsza tego rodzaju implementacja spektroskopii UV-VIS do nadzoru

biomarkerow w $ciekach, przeprowadzana w czasie rzeczywistym i bez dodatkowych znacznikdw.

4.1 Nadzor zmian stezenia CRP w Sciekach przy wykorzystaniu metod optycznych

Przeprowadzone badania miaty na celu monitorowanie zmian stezenia biomarkera CRP
w ztozonej matrycy biologicznej jakg sg Scieki. Jest to ptynna materia zawierajgca zwigzki organiczne
oraz nieorganiczne ze srodowiska oraz pochodzace od ludzi. Wykorzystane do pomiardw Scieki zostaty
wczesdniej scharakteryzowane na podstawie chemicznego zapotrzebowania tlenu, ktéry okresla ilos¢
zanieczyszczen oraz poprzez ilos¢ zawiesin statych, zasadowosci, azotu, fosforenu. Otrzymane Scieki
zostaly rowniez wczesniej scharakteryzowane fizycznie poprzez okreslenie poziomu pH, temperatury
oraz przewodnosci elektrycznej. Scieki zostaly pobrane z oczyszczalni $ciekéw Debogoérze, ktéra
przetwarza $cieki z terenu Gdyni i okolic. Zbiory trwaty przez 3 miesigce (sierpien-pazdziernik 2023)
i tacznie zebrano 14 probek z réznych dni. Byt to pierwszy etap badan, kolejne przedstawiono
na rysunku 12.

Pomiar Pomiar Sciekéw z Poréwnanie Wezesne

referencyjny — podwyzszonym —» pomiaréw oraz .
g Sl o ostrzeganie
Sciekéw stezeniem CRP klasyfikacja

Rysunek 12. Schemat badah majgcych na celu monitorowanie stezenia CRP w $ciekach

Kolejnym krokiem bylo przygotowanie probek sciekéw z dodanym biatkiem CRP w celu
zasymulowania wzrostu stezenia w populacji objetej monitorowaniem. Przygotowano roztwory

o stezeniach na poziomie od 10 do 10-' ug/mL CRP w $ciekach. Jako biomarker zaproponowano biatko
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CRP o czystosci 90-95% (Merck, Niemcy), ktére nie jest specyficznym biomarkierem na patogeny
lub choroby, ale jest biomarkierem standéw zapalnych. Jego stezenie w krwi moze wzrosngé nawet
tysigckrotnie w ciagu kilku godzin od wystgpienia infekcji lub uszkodzenia tkanek, stezenie wtedy moze
wynosic kilkaset ug/ml [83]. Wysoka zmiennos¢ jest zaletg w przypadku préoby monitorowania zmiany
stezenia biomarkera w srodowisku. Dzieki wysokiemu stezeniu w organizmie, mozna zaktadac, ze moze
pojawi¢ sie rowniez w wystarczajgcej do detekcji ilosci w Sciekach [84]. W badaniach srodowiskowych
celem nie jest okreslenie doktadnej wartosci stezenia, tylko monitorowanie zmian poziomu biomarkera

CRP, poniewaz nawet drobne wzrosty mogg oznaczac¢ wystgpienie infekcji w badanej populacji.

Skuteczne monitorowanie zmian stezenia CRP w $ciekach wymaga dobrania odpowiedniej
aparatury pomiarowej. Do rejestracji widm wykorzystano spektrofotometr UV-VIS Nanodrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, USA) przystosowany do pomiaréw prébek ciektych. Kluczowymi parametrami
urzadzenia jest zakres pomiarowy dtugosci fali 200-750 nm przy rozdzielczo$ci widmowej 3 nm.
Parametry te umozliwiajg analize sygnatéw optycznych zwigzanych z obecnoscig biatek oraz
metabolitbw w matrycy biologicznej, jakg sg scieki. Zaletg zastosowania metody spektroskopowej jest
mozliwo$¢ automatyzacji pomiaréw, brak potrzeby stosowania odczynnikéw chemicznych, poniewaz
detekcja odbywa sie bezposrednio na podstawie sygnatu optycznego, ktory jest zbierany kilkanascie

razy na minute.

Analize pomiarow rozpoczeto od charakteryzacji widma probek z 3 miesiecy, pozwolito
to na usrednienie poziomu widma w celu okreslenia szumu tta zwigzanego z naturalng zmiennoscig
sktadu sciekéw. Dodatkowo wykonano mieszanki prébek z réznych dni w celu poprawy analizy wptywu
zmian skfadu matrycy biologicznej na rejestrowane widmo. Kazdg probke mierzono 3 razy
i przeprowadzono normalizacje wzgledem prébki referencyjnej wody. Krzywe przedstawiono na rysunku

13, przedstawiajg widmo po odjeciu pomiaru referencyjnego.
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Rysunek 13. Usrednione widmo optyczne zebranych $ciekdéw wraz z zakresem zmian widma
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Uzyskane widma dla prébek $ciekdw wykazaty réznice w intensywnosci sygnatu
na catym zakresie pomiarowym. Zmiany byty najwieksze na poczatku zakresu pomiarowego, w pasmie
220-450 nm zmiany zwigzane sg miedzy innymi z obecnoscig biatek. Ze wzgledu na ztozono$é matrycy

zdecydowano wesprzeé sie algorytmami uczenia maszynowego w celu dalszej analizy.

Dobrano cechy analizowane przez algorytm takie jak pole pod krzywg absorbancji, wariancja
sygnatu, mediana absolutnego odchylenia, prominencja oraz liczba i szeroko$¢ pikow w wybranym
oknie spektralnym. Celem wykorzystania algorytméw uczenia maszynowego byla klasyfikacja
polegajgca na rozdzieleniu prébki na 2 typy stezen do badan. Wartoscig graniczng byto 107 ug/mL,
zmiana wartosci granicznej jest mozliwa poprzez wprowadzenie zmian do algorytmu. Powstata klasa
z CRP = 107 yg/mL oraz klasa z CRP > 10™ ug/mL. W ten sposoéb algorytm wykorzystany zostanie
do wczesnego ostrzegania, po przekroczeniu ustalonego stezenia na podstawie Sredniej dla danej
monitorowanej populacji. Wartos¢ progowa moze ulegac korekcji w zaleznosci od tta biologicznego,
czyli bazowego stezenia w Sciekach w okre$lonym przedziale czasowym, zmniejszajgc w ten sposob
falszywg detekcje nowych ognisk. Z fgcznie zebranych 1080 widm wylosowano 720 do treningu
algorytmu oraz 360 do testowania. Najlepsze rezultaty uzyskano dla algorytmu drzewa decyzyjnego,
ktory osiggnat doktadnos¢ klasyfikacji na poziomie 68,1%, oznacza to mozliwos¢ wykorzystania metody
do celéw przesiewowych i monitorowania trendéw zmian w Sciekach. Parametry techniczne
opracowanej metody przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Parametry metrologiczne zaprezentowanej metody nadzoru w sciekach

Technika optyczna Spektroskopia UV-VIS

Liczba probek 14 prébek sciekow (pobranych na przestrzeni 3 miesiecy)
Typ prébek Scieki z oczyszczalni

Zakres spektralny 220-750 nm, zarejestrowany z krokiem co 1nm

Zakres pomiarowy Stezenia CRP od 107 ug/mL do 107" pg/mL

Limit detekcji 0,1 pg/L

Metoda analizy Drzewo decyzyjne, algorytm ExtraTreesClassifier

Czas pomiaru i analizy Do kilkunastu sekund

Dokladnos¢ Do 68,1% prawidtowych klasyfikacji stezen

Mozna zaktadac, ze wzrost ilosci pomiaréw i zebranie probek sciekow z diuzszego okresu pozwoli
na optymalizacje dziatania algorytmu, poprzez lepsze usrednienie sciekow lub predykcje skladowych
widma w badanym miesigcu mozliwe bedzie zwiekszenie doktadnosci klasyfikacji. Wyzwania, jakie
mogg wystgpi¢ podczas dalszych badan to wystepowanie zawiesin oraz tymczasowe wystgpienie
zanieczyszczeh chemicznych, jak np. barwniki lub metale ciezkie. Moze to réwniez zostaé

zaimplementowane do algorytmu.

4.2 Miniaturyzacja i integracja spektroskopowego uktadu pomiarowego

Po przetestowaniu metody w warunkach laboratoryjnych, opracowano prototyp, majgcy na celu

miniaturyzacje uktadu do optycznego nadzoru $ciekéw. Koncepcja prototypu systemu wdrozeniowego
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przedstawiona zostata na rysunku 14. Do rury kanalizacyjnej nalezy dotgczy¢ rure obejsciowg, w ktérej
przymocowany zostanie zaprojektowany element rury wyprodukowany w technologii druku 3D. Element
ten zawiera okna umozliwiajgce transmisje wigzki promieniowania optycznego przez badany obiekt
(Scieki). Do pierwszego okna doprowadzono zrddio promieniowanie optycznego, w tym celu
wykorzystano zrédta LED (producent OceanOptic, USA) o srodkowej dtugosci fali odpowiednio 470 nm,
533 nm oraz 635 nm. Do kolejnego okna doprowadzono detektor, spektrometer (Ocean Insight, USA),
ktéry odbiera sygnat optyczny po przejsciu przez medium. Dtugo$¢ drogi optycznej mozna regulowac
zmieniajgc elementy rury wydrukowanej w technologii 3D. W przypadku obiektow o niskiej absorbanciji,
jakimi sg Scieki, ktére w duzej mierze sktadajg sie z wody, dtuzsza droga optyczna moze pozytywnie
wpltynaé na detekcje rejestrowanej absorpcji. Do testéw wybrano dtugos¢ drogi optycznej wynoszacyg

4 cm.

Rura kanalizacyjna
|

Uktad poTniarowy

AN
Rura obejsciowa

Rura (wydruk 3D)
|

Detektor
! Podiaczenie

uktadu
zasilania i
sterowania

-

Zrédto
|

Wiazka Szkietka nakrywkowe

Rysunek 14. Schemat prototypowego ukfadu do nadzoru $ciekdw w rurze kanalizacyjnej

W warunkach laboratoryjnych Zrédto oraz detektor byto zasilane i sterowane z wykorzystaniem
oprogramowania na przenosnym komputerze. Rozwigzanie to mozna w prosty sposéb zaadaptowaé
do zastosowan terenowych poprzez wykorzystanie kontrolerow typu Raspberry Pl w potgczeniu

z zasilaniem bateryjnym. Zrealizowany ukfad prototypowy przedstawiono na rysunku 15.

Pierwszy test przeprowadzono na wydrukowanym w technologii druku 3D szescianie, w ktorym

w dwoch przeciwlegtych, réwnolegltych $ciankach osadzono szkietka nakrywkowe petnigce funkcje
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okien pomiarowych (rysunek 15a). Wnetrze szescianu wypetniono $ciekami, co umozliwito
przeprowadzenie pomiaru. W kolejnym etapie szescian zastgpiono wydrukowanym odcinkiem rury
o identycznym rozstawie okien pomiarowych (rysunek 15b). Uktad pozwolit na odwzorowanie warunkéw

zblizonych do pomiaréw w przewodach kanalizacyjnych.

Wydruk wypetniono wczesniej przygotowanymi $ciekami w celu przeprowadzenia pomiaru
referencyjnego. Nastepnie do prébki dodano biatko CRP, uzyskujac stezenie 10 ug/mL. Badania
przeprowadzono na prébkach sciekéw pobranych w trzech réznych dniach, sygnaty pomiarowe zebrano
dla dtugosci fali 470 nm, 533 nm oraz 635 nm (rysunek 15c-e). Kazdy pomiar wykonano pieciokrotnie,

w odstepach czasu 1 s.

Dla pomiaréw na dtugosci fali 470 nm, kazdy pomiar sciekéw z CRP cechowat sie wiekszg
absorpcjg promieniowania w poréwnaniu z prébkg referencyjng. Zmiana natezenia sygnatu byta inna
dla kazdej proébki. Najmniejsza zarejestrowana zmiana intensywnosci wynosita 0,63%, natomiast
najwyzsza 26,44%. Dla dtugosci fali 533 nm zaobserwowano fluktuacje sygnatu jako nieregularne
wzrosty i spadki natezenia w zaleznosci od dnia poboru prébki. Zjawisko to moze by¢ zwigzane
z obecnoscig zanieczyszczen w prébce, w tym wiekszych czgstek zawieszonych lub obiektéw
ptywajgcych w Sciekach, ktére chwilowo zakidécaty pomiar. Rozwigzaniem na wystepujgcy problem
moze by¢ zwiekszenie ilosci pomiaréw oraz wydtuzenie czasu interwatu pomiarowego. Dla ostatniej
dtugosci fali 635 nm zaobserwowano wzrost natezenia rejestrowanego sygnatu dla kazdej prébki

zawierajgcej CRP.

Na podstawie zarejestrowanych widm przeprowadzono analize wptywu biomarkerow CRP
na wiasciwosci optyczne badanych probek sciekdéw (oznaczonymi kodami 2372, 2396, 2465). Analiza
poréwnawcza przeprowadzono na dtugosci fali 470, 533 oraz 635 nm. Wyznaczono maksymalne
natezenie sygnatu dla kazdej z nich, a nastepnie wartosci te usredniono oddzielnie dla pomiaréw
referencyjnych (Sciekéw) i pomiaréw wiasciwych (sciekdw z CRP). W celu fatwiejszego poréwnania
wplywu biomarkera, obliczono stosunek sredniego natezenia amplitud wystepujacych w prébkach

wiasciwych do referencyjnych:

_lerp @)
k= Iref’

gdzie Icrp to Srednie natezenie sygnatu dla probek zawierajgcych CRP w Sciekach, a Iref to $cieki bez

dodatkowego biomarkera.

Dodatkowo obliczono procentowg zmiane natezenia sygnalu w stosunku do pomiaru
referencyjnego. W tabeli 6 przedstawiono zestawienie obliczonych stosunkéw natezen sygnatéw oraz

zmiany natezenia dla poszczegdlnych dtugosci fal.
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Rysunek 15. Zrealizowany uktad monitorowania $ciekéw a) w kostce, b) w rurze imitujgcej przewdd
kanalizacyjny, c) pomiary natezenia sygnatu dla zrédta 470 nm, d) pomiary natezenia sygnatu dla
zrédta 533 nm, e) pomiary natezenia sygnatu dla zrédta 635 nm
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Tabela 6. Zestawienie zmian parametréw absorbancji dla wybranych dtugosci fali

Ditugos¢ Wspoélczynnik stosunkéw natezen Zmiana natezenia
Kod prébki
fali (Scieki z CRP/$cieki czyste) [%]
2372 0,848 -7,2
2396 0,984 -0,7
470 nm
2465 0,881 -5,5
Srednia 0,904 -4,46
2372 0,780 -10,8
2396 1,398 14,5
533 nm
2465 0,931 -3,1
Srednia 1,036 -0,2
2372 1,160 6,5
2396 1,453 16,2
635 nm
2465 1,45 16,1
Srednia 1,354 12,9

Przeprowadzona analiza wstepna wykazata mierzalne zmiany amplitud natezenia w badanych
prébkach, co potwierdza potencjat zastosowania miniaturowego prototypu w monitorowaniu sciekow.
Dtugoscig fali, przy ktérej dodanie CRP zwiekszylo intensywnos¢ rejestrowanego sygnatu dla
wszystkich prébek jest 635 nm. Odwrotny efekt zaobserwowano dla dtugosci fali 470 nm, dodanie CRP
spowodowato spadek sygnatu. Dla dtugosci 533 nm nie zaobserwowano trendu zmian. Kluczowym
wyzwaniem w dalszej analizie jest wysoka zmienno$é sktadu Sciekdw, co wptywa na zjawisko
rozpraszania Swiatta i moze zaburza¢ otrzymane wyniki. W celu wyeliminowania zakiécen oraz
identyfikacji nieliniowych zalezno$ci, rekomenduje sie zastosowanie algorytméw uczenia

maszynowego, podobnie jak miato to miejsce w metodzie przed miniaturyzacjg do prototypu.

Podsumowujgc, zrealizowana metoda optyczna monitorowania CRP jest kolejng
zaprezentowang implementacjg systemu opartego na spektroskopii UV-VIS. Przedstawiona metoda
dziata jako narzedzie do monitorowania zmian stezenia biomarkera CRP w $ciekach. Taki system moze
by¢ bezobstugowy, rozproszony oraz niedrogi w implementacji, np. w studzienkach kanalizacyjnych.
Proponowana metoda zostata przetestowana laboratoryjnie z wykorzystaniem analizy ML. Badania
z powodzeniem przeprowadzono w ztozonej matrycy biologicznej bedacej wyzwaniem do analizy,
ze wzgledu na ilo$¢ znajdujgcych sie w niej zwigzkéw chemicznych. System monitorowania zostat
przetestowany dla wartosci progowej 10™ ug/mL CRP w $ciekach, wykazujgc zdolnos¢ detekcji
markeréw stanéw zapalnych. Zaprojektowany system mozna podda¢ miniaturyzacji, wykorzystujgc
spektrofotometr UV-VIS potgczony z mikrokontrolerem, dzieki ktéremu mozliwa bedzie analiza
algorytmem ML stezenia biomarkera w czasie rzeczywistym oraz modut transmisji danych w celu
wysytania alertdw do jednostek ochrony zdrowia. Potencjalnymi miejscami wdrozenia systemu mogg
by¢ szkoty, przedszkola, akademiki, jak réwniez cate osiedla mieszkaniowe, szpitale, domy opieki lub

zaktady pracy.
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5. Swiattowodowa interferometria niskokoherencyjna w badaniu
optycznych wtasciwosci produktéw spozywczych imitujgcych
wtasciwosci optyczne tkanek

W rozdziale przedstawiono badania wybranych produktéw spozywczych mogacych petnic¢
funkcje fantomoéw tkanek biologicznych. Badania przeprowadzone zostaly przy uzyciu czujnika
Swiattowodowego bazujacego na interferometrii niskokoherencyjnej oraz refraktometrze. Celem badan
byt pomiar zmian wybranego parametru optycznego w fantomie w funkcji temperatury. W rozdziale
zawarto badania z czes$¢ artykutu [F], gdzie opisano badania nad zmiang wspoétczynnika zatamania
w kurzym jajku. Rozdziat rozszerzony zostat o badania majgce na celu wstepng charakterystyke
wybranych parametréw optycznych napojéw roslinnych.

Wktad doktoranta

W pracy [F], przedstawiono wptyw temperatury na zmiane wspoiczynnika zatamania
w wybranych materiatach biologicznych. Jako obiekt badan postuzyto jajo kurze, ktérego sktadniki,
z0itko i biatko analizowano oddzielnie. Produkt ten moze imitowac tkanki biologiczne. Doktorant
samodzielnie przeprowadzit badania oraz samodzielnie przygotowat publikacje. Do badan zastosowat
uktad niskokoherentncyjnej interferometrii Fabry’ego-Perota do rejestracji sygnatéw optycznych,
z ktérych nastepnie wyznaczyt wspotczynnik zatamania probki dla dtugosci fali 1550 nm. W niniejszym
rozdziale doktorant rozszerzyt badania opisane w pracy [F] o analize wspodtczynnika zatamania
dla dtugosci fali 1050 nm. Przeprowadzit réwniez badania dla innego materiatu biologicznego, jakim
sg mleka oraz napoje roslinne, tym razem w zakresie widzialnym przy wykorzystaniu refraktometru.

Wszystkie grafiki oraz wyniki zawarte w rozdziale zastaly wykonane przez autora.

Aktualny stan wiedzy

Produkty spozywcze, takie jak jaja kurze, mleko czy oleje, sg tatwo dostepne i mogg stuzyc¢ jako
modele odwzorowujgce witasciwosci tkanek biologicznych. Ze wzgledu na zblizony sktad chemiczny
oraz fizyczny do tkanek, produkty spozywcze mogg symulowaé kluczowe wiasciwosci optyczne,
chemiczne lub mechaniczne struktur biologicznych [85]. Dzigeki temu mogg one by¢ zastosowane jako
materiaty referencyjne lub kalibracyjne do walidacji metod optycznych przeznaczonych do pomiaréw
tkanek [86,87]. Dodatkowg zaletg wykorzystania produktéw spozywczych jako fantoméw moze by¢ ich
biodegradowalnos¢ oraz powtarzalno$¢ parametrow, ze wzgledu na procedury pozyskiwania, sktad
oraz systemy bezpieczenstwa zywnosci. Niskie koszty zwigzane z ich pozyskiwaniem oraz brak
koniecznosci zgody komisji bioetycznej umozliwiajg przeprowadzenie szeroko zakrojonych badan,
nawet przy ograniczonych zasobach finansowych, co jest szczegodlnie wazne w fazie wstepnej
opracowywania nowych technologii.

Wybrane produkty spozywcze stanowig ekonomiczne alternatywy dla specjalistycznych
materiatéw syntetycznych czy preparatow laboratoryjnych oraz ograniczajg wykorzystanie zywych
organizmow. W literaturze opisane jest wykorzystanie produktéw spozywczych jako fantoméw, np. jajko

zostato juz wczesniej wykorzystane do pomiaréw ultrasonicznych, jako fantom imitujgcy tkanki [88,89].
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Innym materiatem spozywczym komercyjnie dostepnym jest tofu, ktére rowniez zostato przebadane do
badahn w ultrasonografii, jako zamiennik syntetycznych fantoméw [90]. W przypadku metod
obrazujgcych, np. mammografii, jako fantom wykorzystano warzywa. Przykfadem jest fantom na bazie
baktazana [91]. W przypadku badanh rezonansem jako fantom postuzyta $mietana o r6znej zawartosci
ttuszczu [92]. To tylko przyktady zastosowan obrazujgce, jak szeroki jest zakres produktéw
spozywczych, ktére mogg postuzy¢ jako alternatywa dla fantomoéw syntetycznych w réznych metodach
badawczych. W przypadku ponizszej pracy wybrano produkty w celu imitacji tkanek i probek

biologicznych do walidacji sensoréw optycznych, gtéwnie in situ poprzez czujniki $wiattowodowe.

Jako kluczowy parametr optyczny do opisu wiasciwosci tkanek wytypowano wspotczynnik
zatamania s$wiatta (RI), stanowigcy wielko$¢ diagnostyczng [93,94]. W przypadku produktow
spozywczych zmiana Rl moze mieé¢ zastosowanie m.in. w Kontroli jakosci zywnosci oraz ocenie
Swiezo$ci produktu [95-97]. W tkankach biologicznych zmiany wspétczynnika zatamania niosg istotne
informacje diagnostyczne, na przyktad w kontek$cie wykrywania zmian nowotworowych [98]. Dlatego
monitorowanie dynamiki zmian RI, a nie tylko ustalenie wartosci bezwzglednej, umozliwia Sledzenie
rozwoju procesow patologicznych. Z uwagi na niedostateczng liczbe danych literaturowych dotyczacych
parametrow optycznych produktéw spozywczych, zwlaszcza w zakresie podczerwieni, podjeto decyzje
0 przeprowadzeniu badan majgcych na celu charakterystyke wybranych parametréw optycznych w tym
zakresie. W tabeli 7 zebrano informacje o wspdiczynnikach zatamania badanach produktéw
spozywczych, jak mozna zaobserwowac, wspotczynniki zatamania podawane sg dla dtugosci 589 nm
lub 633 nm. Ponizsza tabela wskazuje, ze brakuje danych odnosnie wspétczynnikéw zatamania

w zakresach bliskiej podczerwieni.

Tabela 7. Wspoétczynniki zatamania wybranych produktéw spozywczych

Produkt Wspoétczynnik zalamania Komentarz Ref.

Pomiar w
temperaturze
23°C, dla dtugosci
fali 589 nm

Dla dtugosci fali
589 nm, brak
Z6itko kurzego jajka 1,413 £ 0,001 informaciji o [100]
temperaturze
podczas pomiaru
Pomiar w
1,3444-1,3469 — 0% tluszczu temperaturze
Mileko krowie 1,3444-1,3483 — 1,5% tluszczu pokojowej, dla [101]
1,3462-1,3525 — 3,5% tluszczu dtugosci fali 633
nm

Pomiar w
temperaturze
30°C, dla diugosci
fali 589 nm

Biatko kurzego jajka 1,3575 [99]

Napoje roslinne 1,345 £ 0,085 — mleko migdatowe [102]

Podczas badan zwrécono uwage na wplyw zmiany temperatury na warto$¢ wspotczynnika
zatamania. Dla materiatdw biologicznych warto§¢ Rl maleje wraz ze wzrostem temperatury,

spowodowane jest to zmiang gestosci badanego produktu wraz z temperaturg [103]. Mozna
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wykorzysta¢ tg zalezno$¢ do lepszego imitowania wspotczynnika zatamania tkanek biologicznych
poprzez utrzymanie fantomu w odpowiedniej temperaturze. W przypadku liniowej zmiany wspoétczynnika
zatamania wraz ze zmiang temperatury mozliwe jest wykorzystanie zaleznosci do walidacji poprawno$ci

dziatania czujnikéw Swiattowodowych.

W trakcie badan szczegdlny nacisk potozono na charakterystyke optyczng w rozszerzonym
zakresie widmowym, obejmujgcym rowniez podczerwien. Takie podejscie umozliwia identyfikacje
materiatdéw do wykorzystania jako materiaty referencyjne lub kalibracyjne, ktére moga by¢ wykorzystane
do walidacji opracowywanych czujnikéw swiattowodowych dziatajgcych w zakresie podczerwieni.
Mozliwosé wykorzystania w tym celu produktéw spozywczych moze obnizy¢ koszt walidacji czujnikow.
Wykonujgc pomiary Rl dla kilku dtugo$ci fali mozna wyznaczyé dyspersje wspotczynnika zatamania.
Okresla ona zmiane wartosci Rl wraz ze zmiang dtugos$ci fali promieniowania. Zjawisko dyspersji mozna

opisa¢ za pomocg modelu Cauchy’ego [104]:

R1(A)=A+%+% ®)

Model ten zaktada, ze wspoétczynnik zatamania maleje wraz ze wzrostem dlugosci fali,
oznaczonej jako A. Wz6r zawiera wspotczynniki empiryczne (A, B, C), charakterystyczne dla danego
materiatu. W praktyce model upraszcza sie do wyznaczenia wspotczynnika A, okreslajgcego wartos¢
RI przy nieskonczenie duzej dtugosci fali i B okreslajgcego wptyw dyspersji zwigzany z obecnoscig
struktur molekularnych badanego obiektu, a warto$¢ C stuzy do korekty zmian dyspersji. Wspotczynnik
C stosowany jest dla krétszych diugosci fali, natomiast dla dluzszych zostaje pomijany ze wzgledu
na znikomg wartos¢, co pozwala uprosci¢ model. Do wyznaczenia dyspersji potrzeba co najmniej dwa
pomiary Rl dla roznych dtugosci fali. Nastepnie aproksymuje sie krzywa z pomiarami, zeby dopasowac
do funkcji Cauchy’ego.

Pomiary produktow spozywczych przeprowadzono w zakresie podczerwieni, co stanowi
niekonwencjonalne, lecz istotne podejscie w kontekscie wyznaczania wspétczynnika zatamania, ktéry
najczeéciej podaje sie dla diugosci fali 589 nm. Swiattowodowe czujniki, oparte na $wiattowodach
telekomunikacyjnych, osiggajg najwyzszg efektywnos¢ dziatania w tzw. oknach transmisyjnych,
zlokalizowanych m.in. przy 1310 nm oraz 1550 nm [105]. Tradycyjne przyrzgdy do pomiaru RlI, takie jak
refraktometry Abbego sg zazwyczaj przeznaczone do pracy w zakresie Swiatta widzialnego [106].
Wynika to z charakterystyki stosowanych Zzrédet promieniowania, detektorow oraz konstrukcji
komponentéw optycznych. Podejmowane sg proby pomiaréw w zakresie bliskiej podczerwieni przez
modyfikacje refraktometréw Abbego, zmieniajgc detektory oraz kompensujgc dyspersje elementow
optycznych wewnatrz urzadzenia [107]. Metoda nie znalazta powszechnego zastosowania, ze wzgledu
na zwiekszong absorpcje wody w zakresie bliskiej podczerwieni (NIR) pomiary czesto stajg sie
nieprecyzyjne ze wzgledu na rozmycie granicy miedzy obszarem catkowitego i cze$ciowego odbicia,
co utrudnia odczyt RI z refraktometru.
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Kolejng metodg umozliwiajgcg pomiar Rl w zakresie podczerwieni jest technika
elipsometryczna [108]. Metoda bazuje na pomiarach zmiany polaryzacji promieniowania po odbiciu od
powierzchni badanej prébki. Chociaz jest uwazany za jedng z najdoktadniejszych metod pomiaru Rl
to jej stosowanie wymaga modelowania na podstawie zmierzonych wspétczynnikow odbicia przy
réznych polaryzacjach, dtugosciach fali i kgtach padania wigzki [109]. Model nastepnie dopasowuje sie
do uzyskania danych pomiarowych, by uzyska¢ wspodtczynnik zatamania, co zwieksza ztozonosc

metody.

Na tle dostepnych rozwigzan czujniki swiattowodowe wyrdzniajg sie mozliwoscig pomiaru Rl
w czasie rzeczywistym [110]. Dzieki transmisji sygnatu optycznego na duze odlegtosci mozliwy jest
réwniez pomiar zdalny. Tylko w miejscu znajdowania sie probki wymagany jest Swiattowod, natomiast
zrodto i analizator moze znajdowac sie w odlegtosci setek kilometrow [111]. Moze to by¢ istotne
w pomiarach w fabrykach, gdzie mogg wystepowac wysokie temperatury, wilgotnosc¢ lub inne trudne
warunki srodowiskowe wykluczajgce prace sprzetu elektrycznego, natomiast nie sg one przeszkodg

do doprowadzenia czujnika $wiattowodowego.

5.1 Uktad pomiarowy z wykorzystaniem interferometru Swiattowodowego

Do pomiaréw wspodiczynnika zatamania zastosowano Swiattowodowy niskokoherencyjny
interferometr typu Fabry-Perot (FPI), ktéry cechuje sie wysokg czutoscig na zmian Rl badanego osrodka
oraz szybkim czasem reakcji [112,113]. Zaproponowane podejscie pozwala na prowadzenie pomiaréw

in situ w czasie rzeczywistym wptywu temperatury na wartos¢ wspotczynnika zatamania Swiatfa.

Do pomiaréw RI probek biologicznych zastosowano konfiguracje FPI, w kiérej wneka
interferencyjna tworzona jest pomiedzy czotem S$wiattowodu, a odbijajgcym materiatem
(np. zwierciadtem Ilub metalem), na ktérym umieszczana jest prébka. Otwarta struktura wneki
interferometru Fabry’ego-Perota jest tatwa do czyszczenia oraz tatwo do niej wprowadzi¢ probke.
Dodatkowo konstrukcja umozliwia tatwg modyfikacje, zaréwno wymiarédw wneki, jaki i dodanie
dodatkowych warstw na koricowke $wiattowodu lub powierzchnie obijajaca, na ktérej umieszczana jest
prébka. Zaproponowana metoda ze Swiattowodowym FPI jest kompaktowa, umozliwia badania in situ

oraz integracje z uktadami Swiattowodowymi.

Zjawisko interferencji w przypadku uktadu Fabry’ego-Perota polega na wielokrotnym odbiciu
wigzki w interferometrze optycznym zdefiniowanym przez dwie odbijajgce powierzchnie [114].
W niniejszej pracy wykorzystano FPI w konfiguracji z wnekg interferencyjng powstatg miedzy czotem
Swiattowodu i prostopadle do niej ustawionym materiatem refleksyjnym, na ktérym umieszcza sie
badang probke.
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Rysunek 16. Schemat przedstawiajgcy wptyw zmiany wspotczynnika zatamania wewngtrz wneki w
niskokoherencyjnym interferencyjnym swiattowodowym czujniku Fabry’ego-Perota na otrzymany
sygnat pomiarowy. a) wneka wypetniona powietrzem Rl = 1, b) wneka wypetniona prébkg o RI > 1,
powoduje to zmiane dtugosci drogi optycznej, co objawia sie w zmianie fazy, widocznej w zmianie
odlegtosci miedzy rejestrowanymi prgzkami Ax

Do Swiattowodu wprowadzana jest wigzka o niskiej koherencji (1), ktéra nastepnie ulega
czesciowym odbiciu (l2) i dalszej transmisji (ls), tworzgcych wneke interferencyjng na powierzchniach
granicznych (S+ — granica czoto $wiattowodu i wneka interferometru oraz S: — granica wneka
interferometru i podtoze dla probki o duzym wspoétczynniku odbicia). W rezultacie wewnagtrz wneki
interferencyjnej dochodzi do superpozycji wielokrotnie odbitych fal optycznych. W wiekszosci
przypadkow wptyw wielokrotnych odbi¢ na sygnat wyjSciowy jest niewielki ze wzgledu na niski
wspétczynnik odbicia promieniowania optycznego na granicy czota swiattowodu i wneki interferometru,
dlatego zdecydowano sie na zastosowanie aproksymacji dwuwigzkowej, tak jak przedstawiono na
rysunku 16. Rezultat zjawiska interferencji, mozna zaobserwowa¢ we wigzce propagowanej
do odbiornika, analogicznie jak w rozdziale 2. Od réznicy faz wigzek zalezy modulacja czestotliwosci
spektralnej rejestrowanego sygnatu pomiarowego. Zmiana wspotczynnika zatamania Swiatta we wnece
interferometru, poprzez wprowadzenie probki lub zmiany jej temperatury, czyli zmiany Rl wewnatrz
wneki, powoduje modyfikacje efektywnej drogi optycznej. Zmiana dtugosci drogi optycznej powoduje
przesuniecie faz pomiedzy interferujgcymi wigzkami, co jest widoczne w rejestrowanym rozktadzie
widmowym. Przedstawione zalezno$ci pozwalajg na wzajemne wyznaczenie parametrow wneki, jej
fizycznej dtugosci przy znanym wspotczynniku zatamania, jak i okre$lenie wartosci wspotczynnika

zatamania osrodka, jesli znana jest geometria wneki.
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Poczatkowy uktad pomiarowy (rys. 17) zbudowano z analizatora widma optycznego (Ando
AQ6319, Yokohama, Japonia), bedgcego procesorem sygnatu optycznego, szerokopasmowego zrodta
promieniowania o dtugosci fali centralnej 1550 nm i szerokosci spektralnej 35 nm (SLD-1550-12,
FiberLabs Inc., Japonia), sprzegacza swiattowodowego 2:1 oraz ptytki grzewczej. Do sprzegacza
przyspawano ok. 1 m odcinka jednomodowego $wiattowodu SMF-28, jednego z najpowszechniegj
stosowanych $wiattowodoéw jednomodowych w systemach transmisyjnych. Uktad wykorzystuje Zrodto
o stosunkowo szerokim widmie w poréwnaniu do lasera. Krotka droga koherencji zrédta pozwala na
wysokg rozdzielczo$¢ osiowg. Dodatkowo uktad pozwala na tatwg zmiane Zrodet Swiatta, w celu
pomiaru parametréw dla innej dtugosci fali. Mikromechaniczny system pozycjonujgcy umozliwia
ustawienie koncowki $wiattowodu prostopadle do powierzchni refleksyjnej, zapewniajgc réwnolegte
i stabilne ustawienie obu ptaszczyzn. Dodatkowo, za pomocg $rub mikrometrycznych mozliwa jest

regulacja dtugosci wneki interferometru z doktadnoscig do 10 um.

OSA

SLD

¢

SPRZEGACZ STOLIK GRZEWCZY

Rysunek 17. Schemat uktadu pomiarowego do badania wptywu temperatury na zmiany Rl prébek
biologicznych. 1-Swiattowdd, 2-prébka, 3-szalka aluminiowa, 4-ptytwa grzewcza
Poprzez analize zarejestrowanego widma z interferencjg mozliwe jest wyznaczenie dtugosci
drogi optycznej, ktéra jest zalezna od wspétczynnika zatamania swiatta wewngtrz wneki interferometru
oraz jej fizycznej dtugosci. Pomiar odstepdéw miedzy prgzkami widmowymi oraz potozenie prazka
centralnego pozwala na wyznaczenie Rl wewnatrz wneki interferencyjnej. Gdy wartos¢ Rl medium

wypetniajgcego wneke jest znana, mozliwe jest wyznaczenie dtugosci wneki.

5.2 Charakterystyka zmian wspotczynnika zatamania wybranych produktow
spozywczych w funkcji temperatury

Badania rozpoczeto od analizy kurzego jaja, ktore dzieki obecnosci zwigzkow biatkowych,
ttuszczy, mineratéw oraz wody w duzym stopniu przypomina wiasciwosciami optycznymi tkanke
biologiczng. Do badan uzyto jaj typu “0”, oznacza to, ze kury miaty dostep do wolnego wybiegu
i karmione byty kaszg bez modyfikacji genetycznych. Z uwagi na niejednorodng strukture jaja, analizie
poddano oddzielnie z6tto i biatko. Kazdorazowo aplikowano po 1 ml probki na aluminiowg szalke.
Aluminiowe podfoze zostato wybrane ze wzgledu na dobrg przewodnos¢ cieplng oraz wystarczajgcg

reflektancje. W przypadku wysokiej straty sygnatu spowodowanej przez straty na odbiciu wigzki, zamiast
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szalki mozna wykorzysta¢ zwierciadto. Nalezy jednak zauwazy¢, ze takie rozwigzanie moze utrudniaé

precyzyjng kontrole temperatury prébki.

Pomiary wykonano w zakresie 25-47°C z krokiem co jeden stopien. Zakres ten odpowiada
temperaturom wystepujgcym w tkankach biologicznych, a ponadto umozliwia monitorowanie jako$ci
produktow spozywczych poprzez analize warunkéw ich sktadowania. Zmiana Rl pod wpltywem
temperatury spowodowana jest czynnikami takimi jak: zmniejszenie gestosci optycznej, gtéwnie przez
rozszerzanie cieplne, zmiany strukturalne biatek oraz aminokwaséw, np. poprzez denaturacje
i deaniminacje. Zatozono, ze po uptywie jednej minuty od momentu stabilizacji temperatury kontrolera,
prébka osigga temperature zgodng z temperaturg stolika grzewczego. Problemem przy zbyt dtugich
pomiarach jest zmiana zawartosci wody w probce, spowodowana parowaniem, co réwniez wptywa na
RI.

Na rysuneku 18 przedstawiono zarejestrowane widma dla kurzych jaj dla nastepujacych
temperatur 35°C oraz 42°C. Jako zrodto wykorzystano diode laserowg o dtugosci fali srodkowej
1550 nm. Mozna zaobserwowaé zmiany zwigzane z przesunieciem fazy, pojawiajgce sie w zmianie
odlegtosci miedzy prgzkami (ilos¢ prgzkéw w widmie) oraz zmiany intensywnosci sygnatu. Zliczajgc
szczyty prgzkéw w zakresie od 1520 do 1580 nm, mozna zaobserwowac spadek liczby prgzkéw.
Dla temperatury 35°C w analizowanym zakresie wystepuje 14 prazkéw, natomiast dla temperatury 42°C
wystepuje 13 prgzkow. Zmiany intensywnosci spowodowane sg niejednorodnoscig badanego materiatu,
gtownie rozmiarem czastek oraz zmianami strukturalnymi powodowanymi wzrostem temperatury,
co wptywa na ttumiennos¢ sygnatu optycznego. Na podstawie zrejestrowanego widma mozliwe jest
okreslenie zespolonego wspotczynnika zatamania, oznacza to, Zze widoczne zmiany w odlegtosci
miedzy prazkami zwigzane sa ze wspotczynnikiem zatamania (czescig rzeczywistg), natomiast zmiany
intensywnos$ci widma zwigzane sg ze wspoéiczynnikiem ekstynkcji okreslajgcym absorpcje

promieniowania (czes¢ urojona).
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Rysunek 18. Zarejestrowane widma dla biatka jaja kurzego dla dwéch wybranych temperatur w celu
przedstawienia widocznych zmian

Procedura wyznaczenia Rl prébki obejmowata rejestrowanie widma przy pustej wnece
interferencyjnej, w ktérej medium stanowito powietrze, ktérego wspoétczynnik zatamania jest znany
i wynosi w przyblizeniu 1,0003. Pomiar ten miat na celu okreslanie dtugosci wneki interferometru.
Podczas pomiaréw starano sie ustawi¢ dtugos¢ wneki na warto$¢ bliskg 200 um, by uzyskac
odpowiednig intensywnos$¢ widma. Odlegtos¢ ta jest adaptowana i zmieniana w zaleznosci od dtugosci
fali srodkowej wykorzystanego zrodta promieniowania. Nastepnie do wneki wprowadzano badang
prébke. Poprzez zmiane medium we wnece zmienit sie Rl, co spowodowato zmiane dtugosci drogi
optycznej, czyli rowniez widma. Nastepnie na podstawie zmierzonego widma oraz znanej geometrii

wneki wyznaczano wspétczynnik zatamania swiatta badanego materiatu. Ze wzoru:

2% L*RI=23/(A; — Ay) (6)
gdzie Aoto Srodkowa dtugos$c fali zrédta, Moraz A2 to dtugosci fali dwdch centralnych prgzkéw
w zarejestrowanym widmie, L to dtugos¢ wneki interferometru, a Rl to wspétczynnik zatamania medium

wypetniajgcego wneke.

Na rysunkach 19 oraz 20 przedstawiono zaleznos¢ wspoétczynnika zatamania od temperatury.
Wraz ze wzrostem temperatury wspétczynnik zatamania maleje. W badanym zakresie spadek RI
dla z¢6ttka jajka wynosi sSrednio 0,0095/°C, dla biatka 0,006/°C. Zgodnie z oczekiwaniami wspoétczynniki
zatamania biatka kurzego oraz z6ttka réznig sie. Rl réwniez rézni sie miedzy poszczegdlnymi prébkami.
Jest to miedzy innymi spowodowane wiekiem jajka, sposobem przechowywania, stanem zdrowia kury,
jej dietg oraz wiekiem. Wspotczynnik zatamania zottka jest wiekszy od biatka, ze wzgledu na wiekszg

koncentracje sktadnikéw odzywczych [115].
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Rysunek 19. Zmiana wspotczynnika zatamania zéttka jaja kurzego wzgledem zmiany temperatury dla
dtugosci fali 1550 nm
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Rysunek 20. Zmiana wspotczynnika zatamania biatka jaja kurzego wzgledem zmiany temperatury dla
dtugosci fali 1550 nm

Uzyskany przedziat wartosci Rl dla zottka w zakresie 1,3 do 1,47 pokrywa zakres Rl istoty szarej
krowiego moézgu. Tkanka ta charakteryzuje sie wysokg zawartoscig bton komérkowych i ttuszczy, ktére
odwzorowuje wiasciwosciami optycznymi kurze zéttko, ktére cechuje sie wysokg zawarto$cig lipidéw.

Wspétczynnik zatamania istoty szarej wynosi ok 1,34 dla dtugosci 1550 nm i temperatury 37°C [116].

Nastepnie w uktadzie zmieniono zrédio, w celu pomiaru na innych dtugosciach fali.
Zdecydowano sie na zrédto o dtugodci fali sSrodkowej 1050 nm. Badania powtérzono dla biatka jaja
kurzego na tej dtugosci fali. Spadek RI w funkcji temperatury Srednio wynosit 0,008/°C, jest to wigksza
wartos¢ niz dla dtugosci fali 1550 nm. Na rysunku 21 wyrysowano zalezno$¢ Rl od temperatury dla
diugosci fali 1050 nm. Dodatkowo zaobserwowano wyzsze warto$ci Rl wzgledem dtugosci fali 1550 nm
dla tych samych temperatur. Jest to zgodne z oczekiwaniami, ze wraz ze wzrostem diugosci fali maleje

wspotczynnik zatamania.
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Rysunek 21. Zmiana wspotczynnika zatamania biatka kurzego wzgledem zmiany temperatury dla
dtugosci fali 1050 nm

Nastepnie przeprowadzono pomiary mleka krowiego UHT 2% ttuszczu przy uzyciu tego samego
uktadu pomiarowego i diodg laserowg o dtugosci fali Srodkowej 1550 nm. Mleko, ze wzgledu na swdj
ztozony sktad obejmujgcy biatka, ttuszcze, weglowodany i sole mineralne, réwniez stanowi interesujacy
model optyczny o wtasciwosciach zblizonych do niektérych tkanek biologicznych. Procedura pomiarowa
pozostata niezmieniona, kazdorazowo aplikowano 1 ml prébki na aluminiowe podtoze i rejestrowano
widmo interferencyjne w wybranym zakresie temperatur. Otrzymane wyniki przedstawione na rysunku
22 pozwolity na okreslenie wartosci wspoiczynnika zatamania mleka oraz jego zmian w funkc;ji
temperatury, co moze mie¢ zastosowanie w kontroli jakosci i monitorowaniu swiezosci produktu.

Warto$¢ wspodtczynnika zatamania maleje zgodnie z oczekiwaniami.

Mleko UHT 2%
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Rysunek 22. Zmiana wspoétczynnika zatamania mleka UHT 2% wzgledem zmiany temperatury dla
dtugosci fali 1550 nm

5.3Badanie napojéw mlecznych za pomocg refraktometru
Badania nad wspoétczynnikami zatamania produktéw spozywczych wzbogacono o pomiary
dla napojéw roslinnych, takich jak napéj sojowy, migdatowy, kokosowy, ryzowy i owsiany. Préby te miaty
na celu poréwnanie ich wtasciwosci optycznych z mlekiem pochodzenia zwierzecego. W poréwnaniu

do mleka, napoje roslinne cechuje nizszy wspétczynnik zatamania. Co istotne, napoje roslinne
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przebadano nie tylko w zakresie bliskiej podczerwieni (rys. 23), ale rowniez w zakresie widzialnym
(rys. 23) przy uzyciu refraktometru w funkcji temperatury. Uzyskane dane mogg stanowi¢ podstawe
do przyszitych badan nad substytutami mleka w kontekscie ich zastosowania jako fantomy optyczne lub

prébki referencyjne w analizach metodami optycznymi.

® Kokos @ Soja Owies @ Migdat @ Ryz

Wspétczynnik zatamania

1,30 — t t t
600 800 1000 1200
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Rysunek 23. Zmiana wspotczynnika zatamania napojéw roslinnych zbadana refraktometrem dla
dtugosci fali 590 nm oraz czujnikiem niskokoherencyjnym dla dtugosci fali 1050 nm i 1310 nm

Zmiany wspofczynnika zatamania w przypadku badanych napoi roslinnych nie sg liniowe.
Spodziewany spadek wartos¢ Rl wraz ze spadkiem dtugosci fali, wystepuje miedzy zakresem
widzialnym, a podczerwieni dla kazdego z badanych napoi. Dla napoju sojowego, owsianego
i migdatowego w badanym zakresie podczerwieni 1050 nm i 1310 nm wystepuje wzrost Rl wraz ze

wzrostem dlugosci fali.

W przypadku pomiaréw w funkcji temperatury charakterystyki zmian RI réznig sie dla kazdego
napoju jak réwniez dla réoznych dtugosci fal. Napoje kokosowe i ryzowe charakteryzujg sie spadkiem RI
wraz ze wzrostem temperatury, takg samg zaleznos¢ obserwowano podczas pomiaréw mleka krowiego
UHT 2%. Dla pozostatych mlek mozna zaobserwowac¢ wzrost wspoétczynnika zatamania dla pomiarow
do okolicy 30°C, nastepnie spadek wspoétczynnika zatamania wraz ze wzrostem temperatury. Zaleznosé
ta jest szczegdlnie widoczna dla nizszych dtugosci fali. Na rys 24. przedstawiono wyniki pomiaréw
charakterystyki zmian wspétczynnika zatamania w funkcji temperatury w zakresie widzialnym. Pomiary

przeprowadzone zostaty przy wykorzystaniu refraktometru.

51



Migdat

1,3600 —
© 135582 ® —— \
C
©
£ o—
S 1,3504 1 —————eo— o
S 13456 1 —— —— °
o
,‘31 ® —— —— ¢
2 13408 / —$——83——¢ 3
1,3360 -
25 30 35 40 45
Temperatura [°C]
Owies
1,365
*— — &1 —e—
o 1360 T — 90—
=4
s S
S 13855
< ¢ —.\F\H
= o—
1,350 1@ — P S
g‘ o— — ——
=3 —@ ———@
1,340 L
25 30 35 40 45
Temperatura [°C]
Kokos
1,354
2 s i ‘.\—Q\.
=
E 1346 19— ——— ———
S o— ———eo—9¢
4
x pe *‘*—____—‘———’“““*“—"———————0———_.
I L =i T ———
g 1338 --' —— ———— o o
g : —3— —$—3—3
1,330 L

25 30 35 40 45

Temperatura [°C]

52

® 400 nm
® 450 nm
@ 490 nm
® 545nm
® 590 nm
® 660 nm
® 700 nm

® 400 nm
® 450 nm
@ 490 nm
® 545nm
® 590 nm
® 660 nm
® 700 nm

® 400 nm
® 450 nm
@ 490 nm
® 545nm
® 590 nm
® 660 nm
® 700 nm



Soja

1,37 T ® 400 nm
® 450 nm
[ — —@— ——-
g —— ® - 490 nm
£ 136 @ ® 545nm
L] o— ———
I —®—@ ¢ 500nm
X
€ ® 660 nm
c - ——
—— —e- —o—o
5 1,35 +9 —0— —— o oo ©®700mm
§ —$—
w -
g LS — —— ———3
134 L
25 30 35 40
Temperatura [°C]
Ryz
1,360 — ® 400 nm
.\"—\Q\O\K‘ ® 450 nm
o 1355 _,\*\.\’\—0\. 490 nm
&
g ® 545nm
& 1350 1
590
= —— ® 590 nm
IS *— w ® 660 nm
g —.\—‘\'\0\‘ ® 700 nm
© - - "
& .
s
20 25 30 35 40 45
Temperatura [°C]
Mleko krowie
1,365 ® 400 nm
® 450 nm
*——— o —
g 13%0 —— ‘.\.\. 490 nm
(]
§ 1555 o— P ® 545nm
8 —’\._\. ® 590 nm
X
< .\—"
% 1,350 ——@—— ® 660 nm
g .w ® 700 nm
o
e Ee— —
§ 1,345 ——— T

1,340
25 30 35 40 45

Temperatura [°C]

Rysunek 24. Zmiana wspoétczynnika zatamania napojow roslinnych oraz mleka UHT 2% w funkcji
zmiany temperatury dla dtugo$ci fali w zakresie widzialnym

Podsumowujgc, celem przeprowadzania pomiaréw optycznych produktow spozywczych jest
wykazanie mozliwosci zastosowania swiattowodowego interferometru w konfiguracji Fabry’ego-Perota
do monitorowania zmian Rl w probkach charakteryzujgcych sie wiasciwosciami optycznymi zblizonymi
do tkanek biologicznych. W rozdziale opisano $wiattowodowy interferometr typu Fabry’ego-Perota,
w ktérym gtowicg pomiarowg byt prostopadle uciety swiattowdd tworzacy wneke interferencyjng

w wolnej przestrzeni ze zwierciadtem. Parametry techniczne metody przedstawiono w tabeli 8.
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Tabela 8. Parametry metrologiczne zaprezentowanej metody z swiattowodowym czujnikiem

do pomiaréw zmian wspétczynnika Rl w produktach spozywczych

Metoda Swiattowodowy interferometr typu Fabry-Perot
Typ swiattowodu Jednomodowy
Typy zrédta 1050 nm 1550 nm
Zakres pomiarowy 1222-1422 nm z krokiem 0,1 nm | 1493-1593 nm z krokiem 0,1 nm
Rozdzielczo$¢ analizatora 0,5nm (odstepna od 0,01-1 nm)
Zakres dtugosci fal
600-1700 nm
analizatora
Zakres dynamiki 60 dB
Badany zakres
30-47°C
temperaturowy
Zakres pomiarowy (RI) 1,2-1,32 1,21-1,3
Srednie zmiany (RI/°C) 0,008 0,006

Zrealizowano gtéwny celem, ktérym byta charakteryzacja RI wybranych produktow
spozywczych w bliskiej podczerwieni. Badania wypetniajg czes¢ liki badawczej, wynikajgcej
z niedostatecznej ilosci danych literaturowych na temat wspodfczynnikéw zatamania produktéw
spozywczych w podczerwieni. Wyniki badanh postuzyty do zbadania mozliwosci zastosowania produktow
spozywczych jako fantomy tkanek. W pracy [F] przedstawiono zarejestrowane zmiany wartosci Rl
wywotane kontrolowang zmiang temperatury, co umozliwito optyczng charakterystyke jaj kurzych w
zakresie dtugosci fal bliskiej podczerwieni. Pomiar rozszerzono o pomiary Rl dla dtugoéci fali 1050 nm.
Dodatkowo przeprowadzono pomiar innych produktow spozywczych takich jak mleka oraz napoje
roslinne. Uzyskane wyniki wskazujg, ze badane prébki mogg zosta¢ wykorzystane jako fantomy tkanek
biologicznych, natomiast wyznaczone charakterystyki wspotczynnika zatamania mogg stanowié
podstawe do detekcji zmian optycznych, istotnych z punktu widzenia monitorowania jakosci produktéw
spozywczych.
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6. Opracowanie i charakterystyka fantomu do walidacji optycznych
metod pomiarowych

Rozdziat jest wynikiem prac nad opracowaniem fantomu odzwierciedlajgcego widmo optyczne

moczu w zakresie widzialnym [G].

Wktad doktoranta

W pracy [G] wraz z mgr. inz. Marig Babinskg (réowny wktad) opracowano sztuczny mocz
z prostym, tatwo dostepnym skiadem. Powstaly sztuczny mocz imituje widmo optyczne ludzkiego
moczu w zakresie 200-540 nm. Opracowany fantom wykorzystany zostat do walidacji metod optycznych
oraz do wstepnych pomiaréw majgcych wykrywaé zmiany chorobowe w moczu. W pracy [G] doktorant

jest pierwszym autorem.

Aktualny stan wiedzy

Stworzenie sztucznego moczu, ktéry wiernie odzwierciedla wiasciwosci fizyczne
oraz chemiczne prawdziwego moczu, stanowi wyzwanie badawcze. Skfad moczu jest zmienny, a jego
zaleznosc¢ od czynnikéw takich jak wiek, ptec, dieta, stan zdrowia oraz przyjmowane leki przez pacjenta
[117], utrudnia opracowanie uniwersalnego modelu. Zastosowanie fantomu zamiast prébek
biologicznych podczas wstepnych pomiarow w celu walidacji metody wigze sie z brakiem koniecznosci
wnioskowania o zgody bioetyczne. Z tego wzgledu rosnie zainteresowanie sztucznymi odpowiednikami,
ktére dodatkowo eliminujg ryzyko zwigzane z obecnoscig patogendw, pozwalajg na zmiany sktadu
w zalezno$ci od potrzeb oraz sg mozliwe do wykonania w laboratorium bez potrzeby pozyskania probek

od pacjentéw.

Fantomy moczu znajdujg zastosowanie w dziedzinie urologii, nefrologii [118,119], gdzie
priorytetem jest uzyskanie sktadu do rozwoju patogendw lub krystalizacji materiatéw w celu symulacji
rozwoju kamicy nerkowej. Innymi dziedzinami sg farmakologia i toksykologia [120,121], gdzie fantom
moczu stuzy jako matryca referencyjna do badan np. na obecnos$¢ narkotykéw. Poszczegdine modele
projektowane sg w zaleznosci od potrzeb aplikacyjnych, mogg skupia¢ sie na odwzorowaniu sktadu
chemicznego, zeby umozliwi¢ hodowle bakterii [122], testowanie metod oczyszczania cewnikow [123],
testowanie rozpuszczalnosci lekow lub sledzenie komorek in vitro [124]. Podejmowane byty juz proby
odwzorowania widma dla metody FTIR (spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera) [125],
gdzie skupiano sie na odwzorowaniu pasm absorpcyjnych konkretnych analitow. W wielu przypadkach
wystarczajgce jest odtworzenie wybranych parametrow, na przyktad pH lub witasciwosci optycznych.
W tabeli 9 przedstawiono przyktadowe sztuczne mocze dostepne do zakupu, jak rowniez raportowane

w artykutach naukowych oraz ich dedykowane zastosowania.

55



Tabela 9. Przyktadowe sztuczne mocze wraz z ich zastosowaniami

Rodzaj Zastosowanie Ref.
. . Zaprezentowany
Widmowy fantom moczu Do badan w zakresie UV-VIS
fantom
Widmowy fantom moczu Do badan optycznych metodg FTIR [125]
Sztuczny mocz do hodowli ) ]
o Do badan kamicy nerkowej [119]

kamieni nerkowych
Sztuczny mocz z przestrajalnym o

Testy korozyjne implantéw [126]
pH (BZ186)
Sztuczny mocz ISO 20696:2018 _

Do testéw cewnikow [127]
(BZ346)
Sztuczny mocz o réznych Do sprawdzania poziomu (28]
kolorach nawodnienia
Sztuczny mocz zapobiegajgc

y. . P galacy Do testowania sensorow [121,129]

wzrostowi bakterii

Istnieje deficyt ustandaryzowanych fantoméw dedykowanych dla zakresu UV-VIS, zwtaszcza
dla metod wykorzystujgcych spektroskopie absorpcyjng. Rozwdj metod optycznych wymusza
opracowanie fantomu w celu mozliwosci kalibracji urzgdzen diagnostycznych i poréwnanie wynikow
miedzy laboratoriami. Dlatego celem byto opracowanie nowego protokotu stabilnego w czasie
sztucznego moczu, ktéry nasladuje parametry optyczne ludzkiego moczu. Skupiono sie na opracowaniu

fantomu imitujgcego wiasciwosci absorpcyjne moczu w zakresie UV-VIS, ktdrego brakuje na rynku.

6.1 Optyczny fantom sztucznego moczu do walidacji metod optycznych

Opracowujgc fantom sztucznego moczu imitujgcego absorbcje moczu w zakresie UV-VIS
skupiono sie na prostym, bezpiecznym i tatwo dostepnym skfadzie. Fantom mozna przygotowaé bez
specjalistycznej aparatury. Do odzwierciedlenia widma wykorzystano jako baze roztwér buforu
fosforanowego (PBS) symulujgcego obecnos¢ soli mineralnych. Potgczenie kwasu cytrynowego
z acetylosalicylowym (dostepna w tabletkach typu aspiryna) wykazuje wtasciwosci spektralnie zblizone
do kwasu moczowego. Napar z czarnej herbaty poprawit widmo dodajgc wtasciwg barwe, jak rowniez
poprzez zawartosc¢ taniny poprawit zakres UV. Opracowany model sztucznego moczu charakteryzowat
sie barwg i wygladem zblizonym do naturalnego moczu, co czyni go odpowiednim do zastosowan
w badaniach wizualnych oraz spektroskopowych, w ktérych istotne jest odwzorowanie rzeczywistych

wiasciwosci probek biologicznych.

Uzyskane widma UV-VIS, wykazaty wysokie podobienstwo pomiedzy prébkami naturalnego
moczu, a fantomem (rys. 25). Rdéznice dotyczyty jedynie intensywnosci sygnatéw, co wynikato
ze zmiennosci biologicznej probek ludzkich. Zarejestrowano dobrg zgodnos$¢ w zakresie 240-540 nm,
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a takze ogolny ksztatt charakterystyki spektralnej. Przeanalizowano réwniez zmiennos$¢ widma fantomu
w czasie, odnotowano wzrost absorpcji w zakresie UV, prawdopodobnie powigzany z procesem

utleniania sie sktadnikéw naparu herbacianego.
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Rysunek 25. Zarejestrowane widma moczu oraz fantoméw moczu, na zdjeciu po lewej w probéwce
mocz oraz fantom moczu po prawej

Zrealizowano cel, ktorym bylo opracowanie nowego protokotu sztucznego moczu,
nasladujgcego parametry optyczne. Opracowanie fantomu moczu wykazato, ze kluczowe wtasciwosci
optyczne cieczy biologicznych mogg byé skutecznie odwzorowane przy uzyciu tatwo dostepnych
sktadnikdéw. Niska cena i tatwos¢ odtworzenia umozliwiajg szerokie zastosowanie rozwigzania
w laboratoriach nieposiadajgcych dostepu do probek biologicznych. Zrealizowany fantom nasladuje
widmo absorpcyjne w zakresie UV-VIS, takich fantoméw brakuje na rynku oraz nie znalaztem
protokotéw w literaturze. Ponadto istnieje mozliwo$¢ modyfikacji sktadu fantomu, co umozliwia
symulacje wybranych standéw patologicznych lub dostosowanie do konkretnych grup pacjentéw.

Wykonany fantom postuzyt do walidacji poprawnosci dziatania uktadu ze spektrometrem.
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7. Podsumowanie rozprawy i dalsze perspektywy

W rozprawie zaprezentowano wyniki badah nad materiatami do fantoméw optycznych
oraz zaprezentowano metody optyczne i czujnik swiattowodowy do badania materiatéw biologicznych.
Przedstawiono opracowanie czujnikéw s$wiattowodowych pokrytych sfunkcjonalizowang warstwg
do detekcji RNA wirusow [A, B] oraz do detekcji przeciwciat [C]. Zaproponowano wykorzystanie technik
spektroskopowych do pomiaréw w ptynnych probkach biologicznych jakim sg Scieki i mocz [D, E] wraz
zfantomem [G]. Scharakteryzowano wspétczynniki zatamania wybranych produktéw spozywczych oraz

zbadano wptyw temperatury na wspétczynnik zatamania [F].

Osiggniecia przedstawione w rozdziale 2 dotyczg opracowania i realizacji nowych czujnikow
Swiattowodowych do zastosowan biomedycznych, co bylo jednym z zadan badawczych. W pracy

zaprojektowano i przetestowano czujniki $wiattowodowe do pomiaréw biomarkeréw:

o W pierwszym zrealizowanym czujniku gtowica pomiarowa zostata zmodyfikowana tworzgc
sfere na czole Swiattowodu, nastepnie na sfere naniesiono warstwy bioaktywne do detekcji
RNA wirusa. Wykonany czujnik zostat przetestowany na przyktadzie RNA wirusa SARS-
Cov-2 umozliwiajgc detekcje 1 pM w PBS. Jest to wartos¢ RNA wystepujgca w wymazach
od chorych pacjentéw. Gtéwng zaletg opracowanego czujnika jest szybki czas detekcji,
nawet w ciggu 1 minuty [A], co dowodzi zatozonej tezie.

e W kolejnym wykonanym czujniku wykorzystano warstwe bioaktywng selektywng
na detekcje RNA wirusa grypy typu A. Uzyskano limit detekcji na poziomie 0,1 fM w PBS
w rownie niskim czasie detekciji [B], co potwierdza zatozong teze.

e Trzeci zrealizowany czujnik swiattowodowy ze zmodyfikowang geometrycznie gtowicg
pokrytg warstwg bioaktywng w celu wykrywania przeciwciat przetestowano w badaniach
w $ciekach. Zademonstrowano dziatanie na przykfadzie przeciwciat IgG wirusa, czujnik
umozliwia pomiary stezer 10 mg/ml do 10! mg/ml w $ciekach. Czujnik umozliwia nadzér
Sciekdéw poprzez monitorowanie zmian stezenia biomarkeréw [C], co dowodzi zatozonej

tezie.

Otrzymane wyniki z trzech zaprezentowanych gtowic czujnikéw dowodzg zatozonej tezie, ze mozna

zrealizowa¢  czujnik _ Swiattowodowy z  wykorzystaniem telekomunikacyjnego  sSwiattowodu

jednomodowego, ktéry moze stuzyé do efektywnej detekcji wybranego biomarkera w ztozonej matrycy
biologiczne;.

Zaprezentowano metode optyczng wspomagang uczeniem maszynowym do detekcji ZUM oraz
urosepsy w rozdziale 3, realizujgc w ten sposob kolejne zadanie badawcze majgce na celu
implementacje i adaptacje istniejgcych metod optycznych do nowych zastosowan. Metoda nie opiera
sie na bezposredniej analizie moczu pacjenta, tylko analizie metabolicznej. Probki zbadano w zakresie
600-750 nm, przez co metoda charakteryzuje sie niskim kosztem, szybkos$cig, tatwo$cig miniaturyzaciji
oraz tatwg mozliwoscig dalszego rozwoju w kierunku identyfikacji innych zmian chorobowych,
rozszerzajgc analize o inne dtugosci fali. Szybkos$¢ pomiaru wraz z analizg jest kluczowym parametrem

innowacyjnoéci metody, dzieki czemu metoda moze stuzyé do wspierania diagnostyki stanow
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uroseptycznych. Zastosowanie algorytmow klasyfikacyjnych pozwolito osiggng¢ doktadnos¢ klasyfikacji

pacjentéw z urosepsg na poziomie do 97% [D].

W rozdziale 4, kontynuowano implementacje i adaptacje istniejacych metod optycznych do nowych
zastosowan. Przedstawiono wykorzystanie techniki spektroskopowej do nadzoru sciekéw. Metoda
optyczna pozwala na monitorowanie zmian stezenia biomarkeréw CRP w $Sciekach. Badania
przeprowadzono na $ciekach zbieranych z okresu 3 miesiecy, analiza z wykorzystaniem algorytmow
uczenia maszynowego wykazata mozliwos¢ ustalania wartoéci dla wczesnego ostrzegania
epidemiologicznego. Dla testowanej wartosci 10* ug/mL CRP w $ciekach algorytm wykrywat

przekroczenie stezenia z doktadnoscig do 68,1% [E].

Przeglad literatury w rozdziale 5 wskazat brak danych lub niewystarczajaca ilos¢ informacjach
na temat parametréw optycznych produktow spozywczych takich jak kurze jaja i mleko. Przedstawione
zostaty badania nad wyptywem temperatury na Rl wybranych produktéw spozywczych takich jak jaja
[G], mleko i napoje roslinne. Pomiary wykonano czujnikiem $wiattowodowym, dostosowanym
do pomiaréw RI prébek biologicznych. Wyniki wykazaty, ze Rl maleje wraz ze wzrostem temperatury.
Zmiany te mogg by¢ korzystne w przypadku tworzenia fantomu imitujgcego wiasciwosci optyczne
tkanek biologicznych. Dodatkowo wyniki badarn mogg postuzyé do monitorowania zmian w zywnosci,

np. powigzanych z zachodzeniem reakcji zwigzanych z zepsuciem poprzez monitorowanie zmian RI.

Ostatnim zadaniem badawczym byto opracowanie protokotu fantomu, ktéry odzwierciedla
wiasdciwosci optyczne cieczy ustrojowych. W pracy opisano opracowanie sztucznego moczu ztozonego
z czterech fatwo dostepnych skfadnikéw: roztworu PBS, kwasu cytrynowego, tabletki aspiryny i naparu
z czarnej herbaty. Celem roztworu byto uzyskanie widma UV-VIS podobnego do ludzkiego moczu.
Poprzez zmiane proporcji oraz dodanie nowych sktadnikow, mozliwe jest imitowanie zmian w widmie
zwigzanych ze zmianami chorobowymi pacjentéw. Opracowany fantom pozwala na testowanie metod
spektroskopowych i czujnikow w warunkach laboratoryjnych bez konieczno$ci uzycia materiatu

biologicznego, co zwieksza bezpieczenstwo pracy w laboratorium [G].

7.1 Osiggniecia naukowe doktoranta

Rezultatem prac badawczych sg publikacje wynikow badan w licznych artykutéw w recenzowanych
czasopismach naukowych. Wyniki zaprezentowano réwniez na wielu miedzynarodowych konferencjach

naukowych. Z najwazniejszych osiggnie¢ doktorant wskazuje:

e Publikacje 10 artykutéw, z czego 8 z listy JCR ( 3 jako pierwszy autor). 7 artykutéw zostato
w catosci zatgczonych do rozprawy.
o Wspdtautorstwo przy sktadaniu patentow:
o EP4537084A1 “A Method of discriminating urinary tract infections”,
o PL445690A1 “Ukiad do wykrywania biatka w prébce materiatu biologicznego w postaci
ptynnej i sposéb do wykrywania biatka realizowany za pomoca tego uktadu”.
e Praca w projektach naukowych zwigzanymi z grantami polskimi:
o Nauka dla Spoteczenstwa w czasie wystepowania zagrozen epidemiologicznych
[NdS/551425/2022/2022] finansowanymi przez MNiSW,
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o Technetium Talent Management Grants ,Badanie parametrow optycznych tkanek
biologicznych i fantoméw tkanek w funkcji temperatury”, kierownik prof. Matgorzata
Szczerska [25/2022/IDUB/I11.4.1/Tc],

o Technetium Talent Management Grants ,Biofotoniczny czujnik do badan
przesiewowych w celu wykrycia biomarkeréw urosepsy” , kierownik prof. Matgorzata
Szczerska [14/1/2024/IDUB/II.4c/Tc],

o Technetium Talent Management Grants ,Interferometr $wiattowodowy jako czujnik
interakcji powierzchni trybologicznej i tkanki biologicznej” , kierownik prof. Malgorzata
Szczerska [7/1/2024/IDUB/I1l.4¢/Tc],

o Plutonium Supproting Student Reserach Teams ,Modyfikowane biochemicznie czujniki
Swiattowodowe do wykrywania biatka w sztucznym moczu”, kierownik prof. Matgorzata
Szczerska [1/2020/IDUB/IN.4.3/Pul].

Praca w projektach naukowych zwigzanymi z grantami miedzynarodowymi:

o COST (Europejski Program Wspétpracy w Dziedzinie Badan Naukowo-Technicznych)
CA 21159 - Understanding interaction light - biological surfaces: possibility for new
electronic materials and devices (PhoBioS).

Stypendysta w projekcie OPUS 23 ,Przetwarzanie wtérnych materialtéw odpadowych
w zoptymalizowane topologicznie hierarchicznie porowate kompozyty w celu dostosowania
Sciezki degradaciji elektrochemicznej trwatych zanieczyszczen organicznych”, finansowanym
przez Narodowe Centrum Nauki, kierownik dr Mattia Pierpaoli.

Liczne prezentacje na konferencjach naukowych oraz zdobycie dwdch nagréd za najlepszag
prezentacje plakatowa:

o Biosensors, 2025, Portugalia

o Advances in 30M, 2024, Rumunia

Dziatalnos¢ popularnonaukowa poprzez organizacje warsztatow w ramach Battyckiego
Festiwalu Nauki, Nocy Naukowcéw, Dni Otwartych PG.

Wsparcie merytoryczne studentéw, jako konsultant techniczny projektéw inzynierskich
i magisterskich.

Zaangazowanie w kotach naukowych ,Optica” i ,Biophoton”.

7.2 Dalsze plany badawcze

Dalsze plany obejmowa¢ bedg gtoéwnie kontynuacje nad zaprezentowanymi czujnikami

Swiattowodowymi oraz fantomami optycznymi. W przypadku czujnikéw $wiattowodowych nalezy

przeprowadzi¢ wiecej testow w réznych warunkach s$rodowiskowych w celu okreslenia trwatosci

czujnika oraz powtarzalnos¢ pomiarow w czasie. Nastepnie nalezy zaimplementowa¢ sensor

w pomiarach w warunkach poza laboratorium, np. w pomiarach w sciekach lub w urzgdzeniach

medycznych.

Kolejnym obszarem sg prace nad pokryciem zaproponowanego typu czujnika kolejnymi warstwami

na inne wirusy, co aktualnie jest realizowane. W celu zaproponowania kolejnej metody diagnostyczne;j
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trwajg badania nad detekcjg kolejnych biomarkeréw, jak rowniez nad ulepszeniem warstwy bioaktywnej,

zwiekszajac jej stabilno$¢ i powtarzalnosc.

Zaprezentowany fantom sztucznego moczu nadal bedzie rozwijany do badan na obecnosé
markerdw chorobowych. Planowane sg badania dla konkretnych scenariuszy diagnostycznych poprzez

dodawanie réznych biomarkeréw do zaproponowanego fantomu.
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Spis rysunkow

Rysunek 1. Schemat glowicy swiattowodowego czujnika z zaznaczeniem kluczowych wigzek dla
zjawiska interferencji otrzymanej w rejestrowanym widmie

Rysunek 2. Schemat metody pomiarowej czujnika swiattowodowego do badan biomarkeréw
Rysunek 3. Schemat realizacji czujnika. Wykonanie mikrosfery na czole swiattowodu, nastepnie
przygotowanie warstwy adhezyjnej. Przylgczenie sond do identyfikacji biomarkerow

Rysunek 4. Zarejestrowane zmiany widma podczas naktadania kolejnych warstw na gtowice
Swiattowodu

Rysunek 5. Zarejestrowane widmo roztworu referencyjnego PBS oraz roztworu pomiarowego z
RNA wirusa w PBS. Gtowica pomiarowa zanurzona byta na 1 minute oraz 10 minut w roztworze
pomiarowym

Rysunek 6. Zarejestrowane widma roztworu referencyjnego PBS zaznaczonego na czarno oraz
trzech stezen DNA imitujgcego RNA wirusa w PBS

Rysunek 7. Zmiana intensywnosci widma w funkcji stezenia badanego RNA. A) reprezentacja
stezeh w skali logarytmicznej, do aproksymacji krzywej nasycenia, B) reprezentacja stezen w
skali liniowej

Rysunek 8. Zmiana intensywnos$ci widma w funkcji czasu. Kolorem czarnym pomiary
referencyjny, nastepnie na pomaranczowo stezenie 0,1 fM DNA w PBS, na zielono stezenie
1 fM, a czerwono 10 M.

Rysunek 9. Widma optyczne zarejestrowane dla réznych stezen przeciwciat w Sciekach. Wykres
wykonany przez dr. inz. Monike Kosowskg

Rysunek 10. Schemat krokéw metody pomiarowej w celu klasyfikacji probek

Rysunek 11. Zarejestrowane zmiany absorpcji wzgledem wody, dla prébek od pacjentéow z ZUM
oraz urosepsg

Rysunek 12. Schemat badah majgcych na celu monitorowanie stezenia CRP w $ciekach
Rysunek 13. Usrednione widmo optyczne zebranych $ciekdéw wraz z zakresem zmian widma
Rysunek 14. Schemat prototypowego uktadu do nadzoru $ciekéw w rurze kanalizacyjnej
Rysunek 15. Zrealizowany ukfad monitorowania $ciekdw a) w kostce, b) w rurze imitujgcej
przewéd kanalizacyjny, c) pomiary intensywnosci sygnatu dla zrédta 470 nm, d) pomiary
intensywnosci sygnatu dla zrédta 533 nm, e€) pomiary intensywnosci sygnatu dla zrédta 635 nm
Rysunek 16. Schemat przedstawiajgcy wptyw zmiany wspotczynnika zatamania wewnatrz wneki
w niskokoherencyjnym interferencyjnym swiattowodowym czujniku Fabry’ego-Perota na
otrzymany sygnat pomiarowy. a) wneka wypetniona powietrzem RI = 1, b) wneka wypetiona
prébkag o Rl > 1, powoduje to zmiane diugosci drogi optycznej, co objawia sie w zmianie fazy,
widocznej w zmianie odlegto$ci miedzy rejestrowanymi prgzkami Ax

Rysunek 17. Schemat uktadu pomiarowego do badania wptywu temperatury na zmiany RI
prébek biologicznych. 1-Swiattowdd, 2-prébka, 3-szalka aluminiowa, 4-ptytwa grzewcza
Rysunek 18. Zarejestrowane widma dla biatka jaja kurzego dla dwoch wybranych temperatur w

celu przedstawienia widocznych zmian
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Rysunek 19. Zmiana wspédtczynnika zatamania Zzoitka jaja kurzego wzgledem zmiany
temperatury dla dtugosci fali 1550 nm

Rysunek 20. Zmiana wspédtczynnika zatamania biatka jaja kurzego wzgledem zmiany
temperatury dla dtugosci fali 1550 nm

Rysunek 21. Zmiana wspétczynnika zatamania biatka kurzego wzgledem zmiany temperatury
dla dtugosci fali 1050 nm

Rysunek 22. Zmiana wspotczynnika zatamania mleka UHT 2% wzgledem zmiany temperatury
dla dtugosci fali 1550 nm

Rysunek 23. Zmiana wspdtczynnika zatamania napojow roslinnych zbadana refraktometrem dla
dtugosci fali 590 nm oraz czujnikiem niskokoherencyjnym dla dtugosci fali 1050 nm i 1310 nm
Rysunek 24. Zmiana wspétczynnika zatamania napojéw roslinnych oraz mleka UHT 2% w funkcji
zmiany temperatury dla dtugo$ci fali w zakresie widzialnym

Rysunek 25. Zarejestrowane widma moczu oraz fantoméw moczu, na zdjeciu po lewej w

probéwce mocz oraz fantom moczu po prawej

Spis tabel

Tabela 1. Poréwnanie wybranych metod detekcji biomarkeréw, na przyktadzie RNA i DNA
Tabela 2. Wybrane parametry techniczne zrealizowanych czujnikow $wiattowodowych

Tabela 3. Poréwnanie wybranych parametrow metod diagnostyki wystgpienia sepsy

Tabela 4. Parametry metrologiczne zaprezentowanej metody optycznej z klasyfikacjg prébek
Tabela 5. Parametry metrologiczne zaprezentowanej metody nadzoru w $ciekach

Tabela 6. Zestawienie zmian parametrow absorbancji dla wybranych diugosci fali

Tabela 7. Wspétczynniki zatamania wybranych produktéw spozywczych

Tabela 8. Parametry metrologiczne zaprezentowanej metody z Swiattowodowym czujnikiem do
pomiaréw zmian wspotczynnika Rl w produktach spozywczych

Tabela 9. Przyktadowe sztuczne mocze wraz z ich zastosowaniami
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ABSTRACT

This study introduces a fiber-optic sensor functionalized with a sensing probe for SARS-CoV-2 RNA detection. The sensor em-

ploys a microsphere design at the sensor's tip, enhanced with a gold layer and oligonucleotide probes, to achieve high sensitivity

and specificity. Utilizing optical interference, the system enables near real-time monitoring of viral RNA at concentrations as low

as 10712M. While the sensor's sensitivity is lower than that of the RT-PCR, it excels in speed, portability, and scalability, making it

suitable for point-of-care diagnostics, environmental monitoring, and large-scale screening. The integration of fiber-optic sensors

with advanced analytical systems further enhances their utility in preventing virus transmission and contamination, highlight-

ing their role in global efforts to combat infectious diseases.

1 | Introduction

In viral diagnostics, a critical challenge lies in the rapid and ac-
curate detection of pathogens or viral particles, enabling timely
responses to health threats. Fiber-optic sensors provide near
real-time measurement capabilities [1], which are crucial for ep-
idemic control and prevention of disease outbreaks. The ability
to deliver quick and reliable results ensures that public health
interventions can be implemented without delay, ultimately
reducing the spread of infectious diseases. Another significant
advantage of these sensors is their biocompatibility. Fiber-optic
probes can be directly positioned in biological samples without
disrupting the native environment, preserving sample integrity
and improving the accuracy of detection [2].

Biosensor based on fiber optics, particularly in medical diagnos-
tics for the detection of viruses, utilizes light modulation within
the fiber to monitor interactions with biological samples. Recent
studies highlight the development of cost-effective optical fiber
biosensors that cover different geometries, vary in biofunction-
alization, and allow for real-time monitoring and miniaturiza-
tion for point-of-care testing [3]. Fiber-optic-based biosensors
have a broad range of applications including CRP detection
[4], vaccinia virus [5], Escherichia coli bacteria [6], cancer cells
[7], antibody detection [8] and numerous other applications [9].
Despite many advantages, challenges such as improving sensi-
tivity remain. However, ongoing developments in materials and
analytical techniques promise to enhance the performance and
applicability of fiber-optic sensors.

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial License, which permits use, distribution and reproduction in any

medium, provided the original work is properly cited and is not used for commercial purposes.
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Beyond medical applications, fiber-optic sensors have demon-
strated utility in environmental monitoring and industrial quality
control [10]. In wastewater analysis, they can identify viral or bac-
terial contaminants, providing valuable insights into the epidemi-
ological trends of communities and aiding in the early detection of
potential outbreaks. Similarly, in the food industry, the rapid de-
tection of pathogens enhances food safety and prevents the distri-
bution of contaminated products [11]. The versatility of fiber-optic
technology extends to its ability to integrate with advanced analyt-
ical systems and automated monitoring platforms. This integra-
tion not only improves detection sensitivity and throughput but
also enables remote monitoring, leading to innovative solutions to
prevent virus transmission and contamination [12].

Our fiber-optic biosensor for the detection of viral RNA represents
an approach that combines advanced optical technologies with
biofunctionalization. The sensor utilizes telecommunication-
grade optical fiber, which has been chemically modified to create a
biofunctionalized layer capable of specifically binding viral RNA.
This design allows for a significant reduction in sample volume,
enhancing measurement stability and reducing the analysis time
to just a few minutes. While the RT-PCR test remains the gold
standard for virus detection due to its high accuracy and speci-
ficity, its reliance on skilled personnel and specialized laboratory
equipment poses limitations in resource-constrained settings [13].
In contrast, fiber-optic sensors offer a promising alternative, par-
ticularly for large-scale screening programs. Their potential for
rapid, automated, and cost-effective operation makes them an at-
tractive option for mass testing during public health emergencies.
As sensor technology and biomolecular recognition continue to
advance, fiber-optic sensors are poised to play a key role in global
efforts to combat infectious diseases.

2 | Material and Method
2.1 | Sensing Probe Functionalization
An optical fiber was modified through a series of precise func-

tionalization steps to enhance its capability for specific RNA
detection. Initially, a microsphere was formed at the tip of the

telecommunications optical fiber (SMF-28, Thorlabs, USA). The
fiber has a diameter of 125um. The tip of the fiber was modified
(Figure 1a) using a fiber-optic splicer (FSU975, Ericsson, Sweden).
This step resulted in obtaining a sphere of 282 um diameter, which
in subsequent steps the active layer of the sensor was applied in the
next steps. This probe design ensures minimizing the influence of
temperature fluctuations and vibrations, an increase in the active
area of the resulting probe, and enables real-time structural integ-
rity monitoring [14]. It is due to a fixed resonance cavity inside the
sensor that allows monitoring its condition during measurements.
Any changes in the probe surface or damage to the probe will be
immediately seen in the measured signal.

In the subsequent step, a thin gold layer (100nm) was deposited
onto the surface of the microsphere using the Physical Vapor
Deposition (PVD) technique (PVD75, Kurt J. Lesker, USA), em-
ploying thermal evaporation. High-purity gold pellets (99.999%)
were placed on a molybdenum evaporation boat to facilitate the
evaporation process. The base pressure within the chamber was
maintained below 10~°Torr, and the deposition rate was set to
5A/s. All process parameters, including the power (which deter-
mined the temperature of the evaporation boat), were precisely
controlled via the KJLC eKlipse software. Material-specific pa-
rameters for gold, such as atomic weight (196.966569 u), coeffi-
cient of thermal expansion (14.2x 107°K1), and density (19.32g/
cm?), were accounted for during the deposition. The thickness
of the deposited gold film was monitored and controlled using
two independent quartz crystal microbalance sensors equipped
with gold-coated crystals. Gold was selected as the material for
coating the microsphere due to its high stability and ease of bio-
functionalization [15]. A thickness of 100nm was intentionally
selected to permit a fraction of the optical signal to penetrate the
gold layer and reach the biochemical layer. As a following step,
the fiber with gold surface was cleaned using a solution of H,SO,
(50mM) and H,0, (10mM) in ultrapure water and subsequently
rinsed thoroughly with ultrapure water. A previously incubated
oligonucleotide probe (5-HS-AAA AAA AAA TGA TGA ACA
GTT TAG GTG AAA CTG ATC T-3' [16]) with TCEP-agarose
was then used to modify the gold surface with a DNA probe.
After 12h, excess unbound DNA was removed by rinsing with
deionized water. The fiber-optic tip was then incubated overnight

/] N/
A\

50 ym

FIGURE1 | (a)Microsphere created at the fiber tip under microscope (b) scheme of sensor's probe.
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ina 5uM MCU (11-mercaptododecanol) solution at 30°C to allow
the DNA probe to attain flexible movement (if not treated, the
probe would remain immobilized on the gold surface, limiting
its interaction efficiency with target molecules) (Figure 1b). After
incubation, the fiber-optic tip was rinsed with PBS and stored in
1xPBS at 4°C until measurements were performed.

2.2 | Measurement Setup

The biophotonic measurement system consisted of a broad-
band light source, which is a superluminescent laser diode with

Q
~
-
]
)

@ =)
1 1

Intensity [a.u.]

—— Gold

a central wavelength of 1330nm (SLD-1310-18-W, Fiberlabs,
USA), a 2x1 fiber-optic coupler (Thorlabs, USA), and a spec-
trum analyzer (Ando AQ6319, Yokogawa, Japan) as a detector.
A sensor head with a biofunctionalized microsphere was spliced
into one of the coupler arms. The sensor's cost, size, and main-
tenance requirements are reduced due to the absence of ex-
ternal mirrors and stabilizing micromechanical components.
Additionally, it simplifies probe placement in the measurement
environment and enhances reliability and operational safety.

In Figure 2, the recorded spectra after the application of succes-
sive layers building the sensor are presented. The sensor uses
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FIGURE 2 | Principle of operation of the microsphere-based fiber-optic sensor, (a) obtained spectra—microsphere with gold layer, (b) obtained

spectra—microsphere with biofunctionalized layer, (c) obtained spectra—functionalized probe immersed in the solution of RNA in PBS.
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the phenomenon of interference to operate. A coherent light was
coupled into an optical fiber. As shown in Figure 2b, in an opti-
cal fiber, there is a core and a cladding with different refractive
indices. At the boundary between these media, the light beam
splits into two parts. One part is reflected back toward the sen-
sor, while the other is transmitted further to the investigated
medium. A cladding and layer of the investigated medium cre-
ate the second boundary. The transmitted beam reflects off this
boundary. As a result, the two reflected beams combine in su-
perposition, creating interference. The phase difference intro-
duced into those beams influences the measurement spectra.
The reflection obtained on the core-cladding boundary is always
constant, while the reflection on the surface of the microsphere
is highly dependent on the properties of the examined medium
or layer that covers the fiber tip.

In the presented sensor, changes in the optical properties occur
within the sensing layer. Surface functionalization with specific
recognition elements ensures that the observed optical responses
result from targeted biochemical interactions. The attachment
of molecules to the sensing layer leads to a modification in the
refractive index, resulting in phase shifts, as well as changes in
absorption occurring in signal intensity change. These changes
in refractive index and absorption appear in the recorded opti-
cal spectrum. While the dominant effect in the presented sensor
is a change in absorption, leading to noticeable signal intensity
changes, the refractive index change inducing phase shifts is
less significant, but still visible in the spectral response.

——PBS
——10"2M of RNA (1 min)
—— 10"2M of RNA (10 mins)

20

Intensity [a.u]
o
1

10 T T T T d
1315 1320 1325 1330 1335 1340

Wavelength [nm]

FIGURE3 | Recorded spectra—sample with Viral RNA in PBS.

TABLE1 | Selected Sars-Cov2 RNA detection methods.

3 | Measurements and Results

This multilayer structure of gold, DNA, and MCU creates an
optically responsive surface, allowing for the real-time detec-
tion of viral RNA through changes in optical properties visi-
ble in obtained spectra. The DNA probe is complementary to
SARS-COV-2 viral RNA. A noticeable change in the recorded
signal intensity is observed, with the intensity increasing pro-
gressively with each additional layer forming the sensor head.
This can be attributed to the rising reflectance caused by
the accumulation of molecules attached to the surface of the
microsphere.

The RNA measurements of viral genetic material (synthetic
SARS-CoV-2 RNA) (ATCC-VR-3276SD, LGC Standards,
Warsaw, Poland) in phosphate-buffered saline (1 xPBS) were
conducted, using solutions prepared at a concentration of
107'2M. This concentration contains the amount of RNA that
can be found in a patient’'s swab. The measurement head was
placed within the prepared liquid samples. The temperature of
the samples was kept constant throughout the experiment at
room temperature. The probe was immersed in the solution for
10min, during which measurements were recorded every min-
ute, resulting in a total of 10 measurements per sample. In the
recorded spectrum (Figure 3), variations in the intensity of most
peaks were observed and a noticeable spectral shift.

From the obtained data, it can be concluded that the sensor is
functioning as expected. Measurements were successfully re-
corded in operational concentration of 107'2M. The highest
increase in intensity was observed at a wavelength of approx-
imately 1326 nm. This increase amounted to 10.2% and 11.3%
for measurements after 1 and 10min of immersion in the RNA
solution in PBS, compared to pure PBS. This time-dependent
growth in signal intensity suggests a progressive binding of
RNA to the sensing surface indicating effective interaction over
time. Analysis of the spectrum reveals not only variations in
signal intensity but also noticeable spectral changes. It can be
made due to the change of the refractive index of the second re-
flected layer made on the boundary fiber-optic probe/measured
sample. When the detecting surface is covered with the attached
virials, the retractive index of this surface changes, hence the
reflection coefficient changes as well. On the other hand, slight

Required

Method Detection limit Analysis time amplification References
Fiber-optic sensor 1pM Near real time (~1 min) No Presented
RT-PCR 0.81 copies/uL (~1aM) ~few hours Yes [18]
Plasmonic photothermal biosensor 0.22pM Near real time No [19]
Electrochemical 0.1pM Near real time No [20]
Capacitive biosensor 10nM ~1h No [21]
CRISPR electrochemical biosensor 0.01fM 3h No [22]
Fluorescent biosensor based on 0.1aM 30-50min Yes [23]

isothermal amplification
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changes in the signal modulation can be attributed to the geo-
metrical changes of the sensors made by the biological layer of
the probe, which are made by attached virials. The observed
optical changes provide clear evidence of specific interactions
occurring at the sensor surface, which opens possibilities for
quantitative analysis and potential application in real-time de-
tection systems.

4 | Discussion

The proposed sensor allows achieving the lowest detectable
concentration at the level of 1pM, which can be recognized as
a lower value compared to PCR methods, which are the gold
standard for SARS-CoV-2 detection [17]. The development of
fiber-optic sensors, especially in terms of increasing their sens-
ing performance, is one of the main directions of development.
However, sensitivity and limit of detection are not the only as-
pects. The described method is significantly faster and does not
require RNA amplification, which simplifies the procedure and
reduces the time and cost of analysis.

Table 1 shows selected methods and parameters for compar-
ison of RNA detection of viruses. The proposed method can
be compared to a biosensor for RNA detection utilizing plas-
monic photothermal effects, which achieved a LOD of 0.22 pM
for SARS-CoV-2 RNA detection without RNA amplification
[19]. Another example that enables near real-time detection
of RNA is the use of electrochemistry, where measurements
were achieved with a detection limit of 26 fM [20]. The elec-
trochemical approach can be combined with the CRISPR tech-
nique, allowing the sensor to detect concentrations as low as
0.01 fM within an analysis time of 3h. Although these meth-
ods exhibit higher sensitivity, the presented approach offers
unique advantages in terms of scalability, portability, and
near real-time monitoring capabilities. Worth mentioning is
the fiber optics aptasensor based on evanescent wave with a
LOD of 740 fg/mL within 6 min read-out time [24]. Compared
to the previously mentioned sensors, it is not based on RNA,
but on virus particle detection. A possible approach to enhanc-
ing the sensitivity of the presented sensor could be the use of
signal enhancement techniques compatible with optical plat-
forms, such as employing nanoparticles to amplify the optical
signal [25].

The primary strengths of our fiber sensor are measurement
time, simplicity, the possibility of integration into a portable de-
vice, and the potential to be used in point-of-care diagnostics.
Additionally, the use of an optical fiber sensor enables the con-
struction of an entire network of sensors. This capability allows
for monitoring over large areas, making it highly suitable for
applications such as environmental sensing or large-scale di-
agnostic systems. With such an implementation, there may be
challenges related to active layer degradation and the limitation
of reuse. It is likely that the future development of bioactive lay-
ers will improve the viability of the sensor.

On the other hand, there is a risk of degradation of surface-
immobilized DNA due to nucleases present in biological samples,
as well as to environmental stressors such as elevated tempera-
ture and UV radiation. Therefore, evaluating the stability and

reproducibility of the sensor over multiple measurement cycles
is necessary to ensure reliability in real samples.

Another significant challenge arises from the high mutation
rates observed in viral genomes. As the sensor is designed to
bind a specific nucleotide sequence, the genetic variation within
the target region may alter the target sequence, leading to loss
of detection capability. This limitation is analogous to the need
for periodic adjustment of influenza vaccines and highlights the
necessity of redesigning DNA probes to effectively detect newly
emerging viral variants.

5 | Conclusion

Optical sensors based on DNA biofunctionalized fiber-optic mi-
crospheres have demonstrated great potential for detecting viral
RNA or other genetic material. By applying appropriate surface
modifications, such as the immobilization of specific nucleic
acid probes, these microsphere-based sensors can achieve high
sensitivity and selectivity in the detection of target sequences.
The sensors’ performance was validated through measurements
of SARS-CoV-2 RNA at a concentration of 10712 M.

The newly developed class of fiber-optic sensor presents a com-
pelling advancement in sensing technology, offering important
improvements over existing sensors of comparable size: shorter
measurement time where a single measurement can be com-
pleted in just 1min, reduced sample volume requirement to
microliters of investigated liquid, pointwise measurement capa-
bility in comparison to some existing sensors that provide only
bulk measurements, and elimination of pre-measurement sam-
ple preparation which simplifies the experimental workflow and
reduces the risk of contamination or alteration of the sample.
The sensor's design also minimizes the influence of external
factors, such as temperature fluctuations, vibrations, and elec-
tromagnetic fields. Overall, the compact size of fiber sensors,
the ability to integrate with optical systems, and the capacity for
real-time monitoring make them a versatile tool in various appli-
cations, including biomedical diagnostics, environmental moni-
toring, and virology research.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Remote wastewater surveillance
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SARS-CoV-2

Optical sensors

Fiber optic sensor

Machine learning

In this study, a remote monitoring sewage system based on optical method is presented for the first time. The
built-in wastewater surveillance system can perform autonomous monitoring with no requirement of sample
collection and its transport to the laboratory. The measurement results can be obtained in real time, the work
operation allows continuous or on-demand mode. The study includes design, development and application of a
biofunctionalized fiber-optic sensor, as well as engaging machine learning algorithms for measured signals
classification. The validated SARS-CoV-2 antibodies sensor has a measurement range of 10”2 mg/mL to 10~}
mg/mL. Known concentrations of Immunoglobulin G (IgG) from 10~® mg/mL to 10~! mg/mL were added to the
tested wastewater samples and then detected by the prepared optical probe. The data obtained were then pro-
cessed and classified by traditional method and selected machine learning algorithms; the results obtained for the
KNeighbors algorithm are Balanced Accuracy of 92.97 % and F1-score of 94.19 %. This study is of significance to
establish a system that can effectively monitor the outbreak of potential infections in society.

1. Introduction able to effectively monitor outbreaks of infectious diseases. Actions
targeted at virus hotspots would increase the efficiency of preventing
further infections by engaging services and funds in areas requiring

intervention.

The outbreak of the COVID-19 pandemic exposed the lack of efficient
public health monitoring and screening techniques. Before control of the

situation was regained, due to vaccination programs and restrictions
preventing its spread [1-3], huge damage was already done: millions of
illness cases and deaths, long-term post-sickness symptoms, inefficient
health care problems, economic slowdown, and deterioration of peo-
ple’s mental health - these are just some of the challenges the world is
facing today. To prevent similar consequences during possible future
epidemic threats, there is a strong need for the development of systems,
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These actions are characterised by huge potential in the context of
possible societal impact. First, fit perfectly into the 2030 Agenda for
Sustainable Development of the United Nations and, moving forward,
the Sustainable Development Goals, in particular Goal 3 — ‘Health’ and
Goal 6 — ‘Water and Sanitation’ [4], acting as a blueprint for the global
sustainable development plan [5]. Second, such activities are also very
much a part of the social responsibility of scientists whose important

Received 30 October 2024; Received in revised form 28 March 2025; Accepted 30 May 2025

Available online 6 June 2025

2666-0539/© 2025 The Author(s). Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).


https://orcid.org/0000-0003-4628-6158
https://orcid.org/0000-0003-4628-6158
https://orcid.org/0000-0002-3163-778X
https://orcid.org/0000-0002-3163-778X
mailto:malszcze@pg.edu.pl
www.sciencedirect.com/science/journal/26660539
https://www.sciencedirect.com/journal/sensors-and-actuators-reports
https://doi.org/10.1016/j.snr.2025.100346
https://doi.org/10.1016/j.snr.2025.100346
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.snr.2025.100346&domain=pdf
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

M. Szczerska et al.

role is to benefit society through their research [6], especially today in
still uncertain post-pandemic reality. Monitoring of chemical pollutants,
pathogens and antimicrobial resistance is also required by revised Urban
Wastewater Treatment Directive, which was approved by members of
European Parliament in April 2024 [7].

One of the most promising approaches for capturing the dynamics
and the dissemination of infectious diseases is wastewater surveillance
[8,9]. The wastewater-base epidemiology (WBE) method may still
passively assess the unbiased trends of COVID-19 burden and may serve
as an early warning system, particularly at the time when clinical sur-
veillance in many countries becomes unreliable due to testing shortages.
WBE was utilized by numerous research groups as well as by local,
regional and national governments [8,10], allowing for the detection of
signals from symptomatic and asymptomatic individuals in a more
cost-effective and expeditious, than traditional clinical monitoring. It
has prompted the European Commission to issue a recommendation for
EU member states to establish a systematic surveillance of SARS-CoV-2
and its variants in wastewater [11].

Various research groups have demonstrated the diverse methods of
SARS-CoV-2 detection in wastewater [12], e.g.: including the direct RNA
extraction from electronegative membranes or after ultrafiltration [13],
RT-qPCR [14,15]. Venugopal et al. proposed a surveillance strategy for
the early detection of coronavirus in wastewater based on nanofiber
technology [16]. The electrospun nanofiber membranes were used as
filters to isolate pathogens and screen for disease-causing pathogens.
The membranes were bioengineered for specific binding to Sars-CoV-2,
ensuring their specificity as potential monitoring-support tool.

However, current manpower-intensive monitoring systems are still
characterized by high costs, the deployment of advanced equipment and
delays in reporting result to the public. Thus, significant efforts have
recently been directed towards replacing point-by-point approaches by
the real-time online monitoring. This involves the automatization of
measuring points and the development of innovative optical fiber sen-
sors, electrochemical sensors and others suited for the reliable
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monitoring of a definite set of contaminants, biological and chemical
markers.

The aim of this research is to present the wastewater remote moni-
toring system to detect SARS-CoV-2 antibodies in liquid wastewater
sample by optical method, and to predict the possibility of outbreaks of
infections which will limit the spread of the virus in society, as shown in
Fig. 1. Antibodies produced after infection or vaccination enter waste-
water through bodily fluids [17], making IgG concentration an indicator
of community infection and immunity levels, as demonstrated by Ste-
phenson et al. [18], who detected antibodies in urban wastewater,
highlighting potential for large-scale monitoring.

Our design includes the application of biofunctionalized fiber-optic
sensors. Not only will they assure high sensibility and resistance to
harsh measuring conditions, small size and weight to facilitate their
installation, but also, they could be integrated with existing fiber-optic
networks because of the use of standard telecommunication elements.

2. Materials and methods
2.1. Materials

2.1.1. Wastewater sample (WWS)

In March 2023, WWSs were collected from the inflow of WWTP
(Wastewater treatment plant) situated in northern Poland. This WWTP
serves a population of 360 000 residents (440 000 PE) and employs an
advanced treatment process that includes mechanical pretreatment and
advanced biological nutrient removal, followed by secondary settling
tanks. The physical and chemical characteristics of the WWSs were
assessed in accordance with the APHA guidelines (2013). The parame-
ters examined included total nitrogen (TN), total Kjeldahl nitrogen
(TKN), and inorganic nitrogen compounds (N—NHj, N—NOs3,
N—NO>), total phosphorus (TP), orthophosphate

(P-PO%’), chemical oxygen demand (COD); all of which were
determined using a XION 500 spectrophotometer (Dr. Lange, GmbH,

WASTEWATER - BASED EPIDEMIOLOGY (WBE)
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Fig. 1. The concept of the real time wastewater surveillance by fiber-optic sensor to monitor potential epidemic outbreaks.
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Germany). Biological oxygen demand over 5 days (BODs) was measured
using the manometric respirometric BOD OxiTop method. Total sus-
pended solids (TSS) were quantified through a gravimetric technique,
and pH, redox potential, and conductivity (cond.) were measured using
a portable multiparameter meter (HL-HQ40d multi, HACH, Germany).
Information about measured parameters values is presented in the
Supplementary — Table S1.

2.2. Methods

2.2.1. Functionalization of the measurement probe

The molecular sieves (3 Io\, Pol-Aura, Poland) were activated in an
oven (10 h, 350 °C) and cooled, then transferred to a 250 mL glass bottle
with tight sealing and filled with dimethyl sulfoxide (molecular biology
grade, Merck, Germany) or acetone (molecular biology grade, Merck,
Germany) (1:1 (v/v)). Finally, left for 72 h to dehydrate the solvents.
The sensor was cleaned extensively by immersing it in HoO2/H2SO4
(WarChem, Poland; ACS reagent, Merck, Germany, respectively) water
solution (10 %, 50 mM respectively at 60 °C) for 30 min. After the
cleaning procedure, the optical fiber with a microsphere was then
immersed in ultrapure water and finally in anhydrous acetone solution
to remove excess moisture (3 times in different solutions, each incuba-
tion lasted 10 min in an anhydrous environment).

The cleaned optical fiber was immersed in freshly prepared of 2 % 3-
Aminopropyltriethoxysilane (99 % purity, Merck, Germany) solution in
anhydrous acetone for 24 h in anhydrous environment - to cover the
optical fiber in amino groups. After the 24 h, the optical fiber was
immersed in anhydrous DMSO (3 times, 10 min of incubation) to remove
excess APTES solution. The cleaned optical fiber with amino groups on
the surface was then immersed in a freshly prepared 10 mM stock so-
lution of NHS-LC-Biotin (95 % purity, Merck, Germany) in anhydrous
DMSO and left for 24 h in an anhydrous environment. Finally, after
incubation, the sensor was immersed in the 1xPBS (Phosphate buffered
saline tablets; Merck, Germany) solution and rinsed several times to
remove unbound biotin and DMSO. To immobilize the probe (S1-
avidin), the stock solution (10 mM) of S1 domain of spike protein con-
jugated with an avidin was prepared in 1xPBS and optical fiber was
immersed in the solution for 1 hour, then rinsed with 1xPBS. The bio-
active layer was fabricated on the microsphere surface [19]. The pre-
pared measurement head is shown in Fig. 2.

2.2.2. Measurement setup

The measurement system was built of a superluminescent diode, an
optical signal analyzer and single-mode optical fibers (SMF-28, Thor-
labs) and a sensor probe which is shown in Fig. 2b During the mea-
surements, a signal generated by the broadband light source with a
central wavelength of 1310 + 20 nm (SLD-1310-18-W, FiberLabs Inc.,
Japan; spectrum width of 52 nm, total output power of 18 mW) was
guided through the 2 x 1 fiber-optic coupler and reflected in the mea-
surement head (operation details in the section below) immersed in the
investigated liquid sample. The measurement signal was then recorded
using an optical spectrum analyzer (ANDO AQ6319, Yokogawa, Japan;
wavelength accuracy of +50 pm; resolution bandwidth set to 0.1 nm).
The measurement series were done using the sensor with a microsphere
created at the end of a standard telecommunication optical fiber.

The measurement probe (Fig. 2a) was immersed for 5 min in the
sample of a certain anti-S concentration, which allowed to observe the
changes in the intensity of signal during attachment of the antigen to the
surface of the sensor. Similarly, the results during the rinsing of the
sensor were recorded. The measurements were performed with a probe
as a reference. The probe was immersed in the pure 1xPBS solution and
then transferred to the dilution of anti-S antibody at 0.01 fg/mL to 100
ng/mL concentration (serial dilutions). The sensor was submerged in the
anti-S antibody solution for 5 min. At each stage, every 2 s the optical
spectra were registered.

Investigated samples contained various IgG concentrations ranging
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Fig. 2. Measurement fiber-optic probe with a biofunctionalized microsphere: a)
the schema of the sensing probe in a working mode. The incident and reflected
light beams are marked in black; b) image of the sensing probe.

from 10712 mg/mL to 107} mg/mL. The decrease of the optical power
depends on IgG concentration as shown in Fig. S2. The characteristic is
linear from 1072 mg/mL to 107% mg/mL, and the sensor achieves
saturation over 10°° mg/mL.

2.2.3. Data processing

Accurate classification of optical interferograms requires a struc-
tured data processing pipeline that transforms raw spectral signals into
well-defined feature representations suitable for machine learning. This
process involves several interdependent stages, see Fig. 3,each contrib-
uting to the reliability and interpretability of the final classification
output.

Signal Acquisition

Raw data acquisition was performed using a fiber-optic interfero-
metric sensor operating at a central wavelength of 1310 + 20 nm. The
reflected spectral signal was captured by an optical spectrum analyzer,
recording changes in the interference pattern resulting from antibody-
antigen interactions at the sensor surface. These interferograms served
as the primary input for downstream processing. To obtain accurate and
reliable results in machine learning, proper data pre-processing is a key
step. The input data must be properly cleaned and transformed so that
the model can learn and predict effectively. Raw interferometric spectra
were pre-processed to enhance signal quality and reduce noise prior to
feature extraction. The primary step involved applying the Savitz-
ky-Golay filter [20,21], a widely used smoothing algorithm that per-
forms local polynomial regression on a sliding window. This method is
particularly advantageous for spectroscopic data, as it reduces
high-frequency noise while preserving critical features such as peak
shape, height, and width — which are essential for reliable peak-based
feature extraction.

Additionally, baseline normalization was performed to correct for
intensity shifts and standardize the amplitude scale across measure-
ments. This ensured that variations in signal strength due to environ-
mental or instrumental factors did not introduce bias in downstream
analysis. The result of this stage was a set of clean, normalized spectra
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Fig. 3. Block diagram of the data processing pipeline used in the classification of wastewater interferograms.

with preserved analytical features, suitable for robust signal interpre-
tation and classification.

Features Treatment

In the proposed approach, the algorithms used do not take raw data
as input. Instead, a feature vector describing the data is used. A total of
54 statistical and morphological features were computed, covering
global signal statistics (mean, variance, skewness, kurtosis, entropy),
localized measures (within the range of detected peaks), and peak-based
morphology descriptors (prominence, width, width-height, inter-peak
distances). These features were derived both from the full spectral range
and from a bounded range between the first and last significant peaks.
The full list of extracted features, along with definitions, is provided in
Supplementary Table S2. This extensive representation allowed the
subsequent machine learning algorithms to exploit not only intensity
variations but also the structural characteristics of the interferometric
patterns. To improve model efficiency and generalization, an iterative
feature selection process was applied, which was preformed taking into
account the previous experience of authors and preliminary tests
developed to determine their classification capabilities according to the
carried inforamation. This features selection process has resulted in
three highly informative features being retained:

e Peaks_P_Var: variance of peak prominence, indicating variability in
peak salience.

e Peaks WH_Max: maximum peak width-height, characterizing the
sharpest spectral features.

e Peaks WH_Std: standard deviation of width-heights, reflecting
signal complexity.

These features demonstrated high discriminative power while
minimizing redundancy, and were used for training the final classifi-
cation models.

To help a deeper understanding of the identified features, it is
necessary to explain two specific metrics: peak height and peak width.
These metrics are essential analytical tools that enable comprehensive
exploration and interpretation of interferograms, a visualization of these
metrics is shown in Fig. 4.

Peak prominence is a widely used metric in signal processing and
data analytics, The prominence of a peak measures how much a peak
stands out from the surrounding baseline. Peak width heights are the
height at which the peak width of the signal is measured.

Machine learning approaches

For classification purposes a diverse group of machine learning
models to capture a broad spectrum of classification strategies has been
selected, which includes instance-based learning (KNeighbor-
sClassifier), ensemble decision trees (ExtraTreesClassifier), probabilistic
inference (GaussianNB), semi-supervised propagation (LabelSpreading),
and gradient boosting techniques (LGBMClassifier). This diversity has
been selected in order to ensure that the used model evaluation does not
rely on a single learning paradigm, but rather explores different algo-
rithmic approaches to identify the most suitable one for the interfero-
metric signal classification task.
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Each model was initially benchmarked using the LazyPredict library,
which enables rapid prototyping and comparative analysis across
dozens of algorithms using consistent data preprocessing and evaluation
metrics. The selected models demonstrated superior performance in
terms of classification accuracy and robustness during the initial
screening, justifying their inclusion in the final comparative study.

A key consideration in the selection process was inference latency, as
the target application requires real-time or near-real-time operation. In
wastewater surveillance, the ability to detect emergent viral markers
within seconds can be crucial for timely epidemiological response. As
summarized in Table 2, all selected models achieved prediction times on
the order of milliseconds to a few hundred milliseconds, making them
suitable for deployment in edge or embedded systems connected to in-
pipe optical sensors.

Furthermore, deep learning models, due to the relatively small
dataset size (n = 157 spectra), which limits the generalization capacity
of high-parameter neural networks, has intentionally been exccluded. In
contrast, classical machine learning algorithms can generalize well with
limited training data, especially when paired with carefully engineered
features. Their lightweight nature, and minimal computational re-
quirements make them ideal candidates for integration in compact,
resource-constrained sensor systems. By systematically evaluating per-
formance across diverse model types and emphasizing both classifica-
tion accuracy and operational feasibility, the selected classification
pipeline is optimized for both scientific rigor and field deployment.

LazyPredict was used to initially benchmark 27 classification algo-
rithms, providing a broad overview of different modeling strategies
under a unified evaluation framework. This enabled efficient identifi-
cation of high-performing candidates without manually configuring
each model, streamlining the model selection process.

Following initial model selection, a dedicated optimization phase
was conducted to improve the performance and generalization capacity
of each classifier. The goal of model optimization was to identify the
most appropriate hyperparameters for each algorithm, reduce over-
fitting, and ensure robustness when applied to unseen spectral data from
wastewater samples.

The optimization process was performed using a combination of grid
search and randomized search strategies, depending on the dimension-
ality of the hyperparameter space for a given model. All searches were
conducted within a cross-validation framework using stratified K-fold
validation (typically 5-fold) to preserve the distribution of class labels
across training and validation folds, which is especially important in
imbalanced datasets.

For each model, the most influential hyperparameters were
prioritized:

e KNeighborsClassifier: number of neighbors (n_neighbors), distance
metric (p), and weighting scheme (weights).

e ExtraTreesClassifier: number of trees (n_estimators), maximum tree
depth (max_depth), and the number of features considered at each
split (max_features).

e GaussianNB: no major hyperparameters were tuned, but pre-
processing steps (e.g., feature scaling) were evaluated to optimize
likelihood estimates.

e LabelSpreading: kernel type (rbf, knn), gamma value for RBF kernel,
and the number of neighbors in graph construction.

e LightGBMClassifier: learning rate (learning rate), number of boost-
ing rounds (n_estimators), tree depth (max_depth), and number of
leaves (num_leaves), among others.

Each model’s hyperparameter combinations were evaluated based
on performance metrics calculated from validation folds, with balanced
accuracy and F1-score prioritized due to the moderate class imbalance in
the dataset. To mitigate the risk of overfitting to training data, early
stopping or regularization parameters (e.g., min_child_samples in
LightGBM) were also tuned where applicable, as summarized in Table 1.
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Table 1
Best Hyperparameter Values for Each Model.
Model Hyperparameter Best Value
KNeighborsClassifier n_neighbors 9
P 2
weights ‘distance’
ExtraTreesClassifier n_estimators 200
max_depth 30
max_features ‘log2’
GaussianNB - -
(Preprocessing) StandardScaler applied
LabelSpreading kernel ‘rbf’
gamma 1.0
n_neighbors 5
LightGBMClassifier learning_rate 0.01
n_estimators 300
max_depth 3
num_leaves 31
min_child_samples 10

All optimization tasks were automated using Scikit-learn’s Grid-
SearchCV and RandomizedSearchCV, and for LightGBM, the native
LightGBM Python API was used with built-in cross-validation functions
for fine-tuning.

This multi-model optimization strategy ensured that each classifier
operated under conditions that maximized its ability to distinguish be-
tween interferometric signals from antibody-positive and antibody-
negative samples, while maintaining computational efficiency suitable
for real-time deployment in the sensor system.

Classification

In the classification stage, each pre-processed and feature-
transformed interferogram was assigned a binary label representing
the presence or absence of detectable SARS-CoV-2 antibodies in the
wastewater sample. The task was approached as a supervised binary
classification problem, where the input to the model was a low-
dimensional feature vector derived from the interferometric signal,
and the output was a class label: positive (antibody present) or negative
(antibody absent or below detection threshold).

The classification pipeline operated on a feature vector consisting of
three engineered variables selected through iterative feature selection.
These variables reflect variations in peak prominence and peak width
characteristics, which encode essential morphological changes in the
interferogram due to antibody binding events.

Multiple machine learning algorithms were applied to this task to
explore different classification paradigms. The selected -classifiers
included:

o KNeighborsClassifier: an instance-based learner that classifies new
data points based on proximity to labeled training instances in the
feature space.

e ExtraTreesClassifier: a randomized ensemble of decision trees that

improves robustness and reduces variance through feature sub-

sampling.

GaussianNB: a probabilistic classifier assuming Gaussian distribution

of features, commonly used for low-dimensional and continuous-

valued input.

LabelSpreading: a semi-supervised model based on graph-based label

propagation, suitable for scenarios where label sparsity is present.

LightGBMClassifier: a gradient boosting framework that builds ad-

ditive models using decision tree learners with a focus on computa-

tional efficiency.

Each classifier was trained using stratified sampling to ensure
consistent class proportions in both training and validation sets. Feature
scaling and transformation were applied where required by model as-
sumptions (e.g., in GaussianNB). All implementations were performed
using the scikit-learn and LightGBM Python libraries under a unified
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evaluation framework.

To evaluate the models, the following metrics were utilized: accu-
racy, balanced accuracy, F1 Score, and Time Taken. All these metrics are
derived from the confusion matrix (1).

TN FP
M= (FN TP> )

e True negative (TN) Refers to the number of correctly classified
negative samples. For example, samples without antibodies have
been classified as not containing antibodies.

True positive (TP) Refers to the number of correctly classified posi-
tive samples. For example, samples with antibodies have been clas-
sified as containing antibodies.

False negative (FN) Refers to the number of incorrectly classified
positive samples as negative. For example, samples with antibodies
have been classified as not containing antibodjies.

False positive (FP) Refers to the number of incorrectly classified
negative samples as positive. For example, samples without anti-
bodies have been classified as containing antibodies.

All performance metrics presented in this paper are intended to
evaluate the predictive capabilities of the machine learning model using
the collected dataset, rather than to evaluate the overall functionality of
the fiber optic sensor itself.

Sensitivity measures the ability of the model to detect positive
samples, metrics useful in cases where it is particularly important to
detect as many positive samples as possible allowing false positive
samples. It is calculated from Eq. (2).

TP

Sensitivity = TP L FN

(2

Specificity measures the ability of the model to detect negative
samples, metrics useful in cases where it is particularly important to
detect as many negative samples as possible, allowing false negative
samples. It is calculated from Eq. (3).

TN

TN + FP 3

Specificity =

Precision indicates what percentage is true positive of all positive
predictions, a useful metric in cases where it is particularly important to
detect only confirmed positive samples, so that the number of False
Positives is as low as possible (4).

TP

TP + FP “)

Precision =

F1 Score is a metric created to combine Sensitivity and Precision; it
is the harmonic average of these two metrics (5). The use of the har-
monic mean rather than the arithmetic mean helps to highlight the
weaker score of one of the base metrics.

(Precision-Sensitivity)
Precision + Sensitivity

(5)

F1 score = 2

Accuracy is the basic and simplest metric of model quality, the ratio
of correctly classified samples to the total number of samples in the
dataset. It offers a general indication of the effectiveness of the model in
predicting the correct labels. However, accuracy may not be reliable
when confronted with unbalanced datasets (6) [22].

TP+ TN
AcCUray = I TN 1 FP 1 FN ©

Balanced Accuracy addresses the issue of class imbalance. It pro-
vides a more accurate evaluation metric when classes have differing
sample sizes. Balanced accuracy is the mean of the sensitivity and
specificity, resulting in a metric that assigns equal importance to every
class (7) [23].
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Balanced Accuracy = — (Sensitivity + Specificity) @)

N~

3. Results and discussion
3.1. The establishment of the fiber

In biological systems, a many simple processes can be described by a
sigmoidal curve. Especially, the processes that involve the binding re-
action of protein to protein. Indeed, as shown in the literature [24], the
kinetics of antigen/antibody bonding in the liquid/liquid phase or in the
liquid/solid phase can be represented by sigmoidal or hyperbolic type
kinetics [25]. The antigen/antibody reactions are considered very fast
and specific, due to this nature, in our understanding we should also
consider the diffusion parameter of forward and reverse reactions. Re-
action between antibodies in 1xPBS solution and with antigen immo-
bilized on a surface of the microsphere could be controlled by the
limitation of the antibodies in the vicinity of the head of the micro-
sphere. The forward reaction of forming the complex is limited by the
surface reaction, then after some time the region close to the micro-
sphere is depleted of antibodies close to the head sensor and thus
diffusion limitation can occur [26]. Additionally, due to the fact that our
methodology is measuring indirect effects of antigen/antibody interac-
tion like change in hydrogen bond pattern, water or salt bridges which
are being observed by the signal decrease at 1500 or 1300 nm, due to
absorption of radiation. Taking the above into consideration, we can
expect extremely fast changes of signal intensity over time after im-
mersion of microsphere head in IgG solution similar to hyperbolic or
sigmoidal shape. In fact, this is what we have observed during the
measurements (Fig. 6).

The measurement series were performed for the prepared liquid
samples containing wastewater and antibodies within the concentration
range of 107 — 10™! mg/ml. Within the measurement procedure, the
fiber-optic head was immersed in the sample (starting with the lowest
IgG concentration) and then rinsed in phosphate buffer solution (PBS).
Each sample was measured 10 times. The representative spectra ob-
tained are plotted in Fig. 5.

It can be noted that the signal changes are dependent on the con-
centration of IgG in the wastewater sample. As the microsphere surface
was biofunctionalized, only selected proteins of SARS-CoV-2 specific IgG
antibodies are attached to the measurement head. The signal modula-
tion and optical power changes in the reflected signal appear as the
antibodies attach to the measurement head surface.

Our research indicates that the sensor, based on S1 protein-coated
optical fibers and designed to detect interactions with IgG antibodies
against SARS-CoV-2 S1, demonstrates high specificity. If detection of
proteins of the size of IgG was possibe, the sensor can effectively
recognize receptor-antigen interactions when immobilized on the fiber
surface. Our experimental results show that due to interactions with
antibodies, the sensor exhibits high selectivity. The lack of significant
binding of other molecules from the wastewater to the fiber surface is
clearly evident in the data obtained both from PBS controls and from
wastewater samples supplemented with IgG. If our sensor was not spe-
cific, the complex matrix of wastewater, containing numerous potential
interfering substances, would likely reveal this issue. However, our
measurements do not indicate significant nonspecific interactions, thus
confirming the high selectivity and efficacy of the sensor under the
intended conditions.

3.2. The traditional data analysis procedure

The information about the measured sample is encoded in the optical
interference spectrum. Signal analysis can be based on overall intensity
changes or specific spectral features (e.g., the number of fringes or the
spacing between interference maxima). In some cases — for example,
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Fig. 5. Representative measurement spectra for wastewater samples with known IgG level. The waterfall plot shows averaged spectra (avg from 10 signals for a given

IgG concentration).

when analyzing prepared standard solutions — a simple analysis of a
single parameter can be sufficient. Fig. 6 shows how the maximum op-
tical power of the sensor signal varied with antibody concentration: the
smallest IgG concentration (10~° mg/mL) produced the highest optical
power (7.18 nW), and the power decreased for higher IgG concentra-
tions, exhibiting a sigmoidal trend as described above. It can be noted
that a simple classification based on a threshold (illustrated by the
horizontal line in Fig. 6) could be attempted, but its accuracy and reli-
ability would be very limited because it considers only one parameter of
the signal.

In our study, we performed a comparison between a traditional
threshold-based classification method and machine learning algorithms,
using a total of 157 collected spectra. We labeled 68 of these as “posi-
tive” (antibodies present, defined as IgG concentration > 107 mg/mL)
and the remaining 89 as “negative” (antibodies not present or below
10~ mg/mL). For the traditional classification based on a single
threshold (as depicted in Fig. 6, considering only the peak optical
power), the overall accuracy was only 38.9 %. The interferograms of
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Fig. 6. Maximum optical power in a function of antibodies concentration in the
waste water sample from 107 to 10!, Exponential fit is marked in red with the
equation and parameters added in the table. Black horizontal line is to guide the
eye through potential classification condition.

both positive and negative samples overlapped significantly (see Fig. 5),
making this one-parameter method highly unreliable. In other words,
many antibody-containing samples were misclassified when using just
an optical power cutoff. This demonstrates that relying on only one
signal feature is insufficient for robust detection. As a result, we turned
to machine learning techniques as an alternative, aiming to utilize
multiple features of the signal for more reliable classification.

3.3. Optimization by machine learning

To enable machine learning classification, each recorded spectrum
was converted into a feature vector that captures key characteristics of
the interferometric signal. Rather than using raw spectral data directly, a
set of descriptive features from each interferogram has been extracted.
Through an iterative feature engineering and selection process (detailed
in the Supplementary Material), authors identified three features as the
most informative for distinguishing positive vs. negative samples: (1)
the variance of the peak prominence, (2) the maximum peak width at
half-maximum of the interference fringes, and (3) the standard deviation
of the peak widths at half-maximum. These features effectively capture
how the presence of antibodies alters the shape and intensity distribu-
tion of the interference pattern.

Fig. 7 illustrates the model accuracy achieved using all extracted
features compared to using only this optimized subset of three features.
Notably, focusing on the top three features yields nearly the same ac-
curacy as using the full feature set, confirming that these chosen features
retain most of the relevant information in the signal.

Furthermore, Fig. 8 shows the relative importance of each individual
feature for the KNeighborsClassifier model. This analysis provides
insight into how each feature contributes to the model’s predictions and
validates our feature selection approach by showing that the identified
features are indeed the dominant drivers in the classification decision.

After defining the feature set, authors evaluated a variety of machine
learning algorithms for the classification task. An initial screening with a
broad range of algorithms (using the LazyPredict library in Python)
identified the top performers, and from these we selected a few repre-
sentative models for detailed comparison. Authors chose to examine the
k-Nearest Neighbors classifier (KNeighborsClassifier), an ExtraTrees
ensemble classifier, Gaussian Naive Bayes, and a LightGBM gradient-
boosted tree classifier. These models were selected because they yiel-
ded high performance in preliminary tests and they represent diverse
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Fig. 8. Importance of individual features for the KNeighbors algorithm.
classification strategies (instance-based, ensemble tree-based, probabi-

listic, and boosting, respectively). In addition, all of these algorithms
offer relatively fast prediction times, supporting the goal of real-time

monitoring. Table 2 summarizes the performance of the selected
models in terms of Accuracy, Balanced Accuracy, F1 Score, and infer-
ence time. All of the machine learning models significantly out-
performed the traditional threshold method, with accuracies up to ~94
% (versus ~39 % for the threshold approach). The balanced accuracy
metric is reported because it accounts for the imbalance between the
classes, and the F1 score is reported as it provides a single measure that
balances precision and recall. The inference times (on the order of only a
few tenths of a second or less) demonstrate that these methods are
feasible for near-real-time implementation.

The KNeighbors classifier achieved the highest performance among

Table 2
Performance metrics for selected models.
Model Accuracy  Balanced F1 Time
Accuracy Score taken
KNeighborsClassifier ~ 94.23 % 92.97 % 9419%  0.04s
ExtraTreesClassifier 92.31 % 92.81 % 92.39 % 0.28 s
GaussianNB 90.38 % 90.03 % 90.44 % 0.02's
LabelSpreading 90.38 % 88.73 % 90.32%  0.05s
LGBMClassifier 88.46 % 87.25 % 88.46 % 0.16 s
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the tested models, with a balanced accuracy of 92.97 % — whereas the
traditional threshold method did not even reach 40 % on this metric.
This result underscores KNeighbors® ability to effectively handle the
class imbalance in our dataset (balanced accuracy gives equal weight to
positive and negative classes). Moreover, the F1 score of 94.19 % con-
firms the model’s excellent precision and recall, indicating a well-
balanced classification that minimizes both false negatives and false
positives. In practical terms, the KNeighbors model is able to detect
positive samples without excessively mislabeling negative samples,
which is crucial for a reliable surveillance system.

The shortcomings of the threshold-based approach are further
illustrated by the confusion matrix for the traditional method (Fig. 9).
Out of 68 positive (antibody-containing) samples, only 15 were correctly
identified as positive (true positives), while the remaining 53 positive
samples were misclassified as negative. This corresponds to an
extremely high false-negative rate — the vast majority of actual positive
cases would be missed by using a single-threshold classifier. Such poor
sensitivity underscores why the simple one-parameter classification is
inadequate for this application.

By contrast, Fig. 10 shows the confusion matrix for the KNeighbor-
sClassifier, demonstrating the greatly improved performance of the
machine learning approach. In the test dataset, 16 out of 17 antibody-
negative samples were correctly classified as negative (true negatives),
with only 1 being misclassified as a false positive. Similarly, 33 out of 35
antibody-positive samples were correctly identified as positive (true
positives), with only 2 false negatives. This result translates to a much
higher true positive rate and substantially lower false negative rate
compared to the traditional method. Overall, the side-by-side compari-
son of Figs. 9 and Fig. 10 highlights how the machine learning model
dramatically reduces misclassification errors relative to the simple
threshold method. These figures visually confirm that our ML-driven
system can accurately distinguish between positive and negative sam-
ples, whereas the conventional threshold approach fails to do so.

In addition to improved accuracy, the machine learning approach
offers the advantage of autonomous, real-time operation. Wastewater
surveillance is increasingly important for public health monitoring and
controlling virus spread [23,24]. Until now, SARS-CoV-2 biomarkers in
wastewater have been detected primarily by laboratory methods (like
RT-qPCR), which require collecting samples, transporting them to a lab,
and performing time-consuming analyses by trained personnel. This
makes the process costly and slow. The biggest advantage of the pre-
sented sensor system is the possibility of installing it directly in a
wastewater pipe to perform label-free, on-demand measurements in real
time. In other words, the system can continuously monitor wastewater
on-site, providing immediate detection of target biomarkers without the
need for manual sample handling. This real-time capability could enable
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Fig. 9. Confusion matrix for traditional method.
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Fig. 10. Confusion matrix for KNeighborsClassifier with test data set.

health authorities to respond much faster to emerging infection
outbreaks.

The idea of such monitoring has been reported in the literature [27,
28] presenting how to expand that system, reporting number of sensors
needed, and their placement in the wastewater system to obtain the
optimal sewage SARS-CoV-2 monitoring system. However, the authors
of that work did not deliver any information about the sensors which can
be used in such a system. From this time, a few constructions of the
SARS-CoV-2 sensors have been developed and presented as sensors
dedicated for wastewater samples analysis. There are mainly electro-
chemical sensors, and even though they are an interesting solution, they
require sample to be collected, pre-treated and placed properly on the
electrodes.

A few groups reported electrochemical sensing of the SARS-CoV-2
RNA in wastewater samples [29,30], on the other hand in work [31],
the developed electrochemical sensors for detecting the specific genes of
the virus are presented. Guerrero-Esteban T. at el. presented electro-
chemical sensors of SARS-CoV-2 Spike 1 in urban wastewater samples
[32]. A nucleic acid-based polymerase chain reaction (PCR) assay was
reported for SARS-CoV-2 determination in sewage [33]. It assures high
sensitivity and specificity, but at the cost of a complicated procedure and
a long analysis. A platform for the SARS-CoV-2 Spike S1 protein was
developed as an electrochemiluminescence immunosensor reaching
limit of detection of 1.2 pg/ml [34].

Tian et al. obtained limit of SARS-CoV-2 viral detection at the level of
260 TU/uL with the use of the Surface Enhanced Raman Scattering [35],
however it should be recognised that even this is optical method, the
sample needs pre-treatment and the measuring procedure takes 40 min.
Furthermore, it is done by the use of Raman Spectroscope which is
expensive optical metrology device. Alafeef et al. presented fluorescence
the SARS-CoV-2 viral sensors with short measurement time of 15 min,
however the samples must be collected and dropped on the sensing assay
[36].

As it was presented above, until now only a few sensors have been
dedicated to work with such a complex biological matrix as wastewater.
Typically, the wastewater surveillance follows the same steps, with the
most important being sampling, the examination of sample and data
analysis [37,38]. Only two solutions are based on the optical sensing,
however, only our solution is fiber-optic based sensor and by the use of
the telecommunication wavelength, gives the opportunity to join the
sensor with internet world-wide network. Furthermore, none of the
presented solutions can offer advantages of our system: continuous,
real-time and label-free monitoring of the wastewater parameters. This
gives opportunity for constant investigation of epidemiology situation
and allows quick and purposeful reaction of the sanitary system.

The fiber optic network is reaching almost every public building in
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this wired world; hence it can be strategically used for data collection.
However, the fiber-optic sensors are rarely used to investigate the pa-
rameters of water. To date, the conducted research focused on clean
water in applications such as security [39], drinking water organic or
inorganic pollutants recognition [40], or water physical parameters
examination such as temperature or salinity [41].

Due to the fact that wastewater seems to be a very harmful and
complex optical matrix, to the best knowledge of authors of this
research, the presented solution is the first where the fiber optic sensor is
developed for detection of antibodies in the wastewater surveillance. It
is in line with key requirements of the revised Urban Wastewater
Treatment Directive [7], which mandates the monitoring of public
health-relevant parameters such as emerging pathogens (including
SARS-CoV-2, influenza and poliovirus) as well as the presence and
removal of antimicrobial-resistant (AMR) bacteria and genes. The
Directive also introduces increasing targets for real-time monitoring.

The accuracy, robustness and reliability of the proposed real-time
monitoring system need to be tested in the challenging conditions of
the sewer network. It is believed, however, that fiber optic sensors
supported by machine learning can ensure data reliability and resolution
even if wastewater flow, level and chemistry is continuously changing.

Practical considerations for real-world deployment: While our results
demonstrate the system’s capabilities in a controlled setting, deploying
this fiber-optic sensor in real wastewater environments will require
addressing several environmental factors. Wastewater is a complex and
harsh medium - it is often highly turbid, carrying suspended solids that
can scatter or absorb light and potentially obscure the sensor’s optical
signal. Flow conditions in sewer pipes can vary (e.g., changes in flow
rate or water level), which might affect the sensor’s immersion or the
stability of the optical measurements. Additionally, long-term operation
will introduce the challenge of biofouling: the buildup of biological
material and debris on the sensor probe can attenuate the signal or alter
the sensor’s response over time.

We anticipate that the machine learning component of our system
can help compensate for some of these issues by distinguishing true
signal changes from noise or baseline drift. For example, the model can
be retrained or calibrated with new data to account for gradual signal
attenuation due to fouling or increased turbidity, thus maintaining ac-
curacy as conditions evolve. Nonetheless, proactive engineering mea-
sures are crucial to ensure reliable long-term performance. The sensor
probe could be enclosed in a protective casing or equipped with a self-
cleaning mechanism (such as periodic flushing, mechanical wipers, or
anti-fouling coatings) to minimize the accumulation of deposits on the
optical surfaces. Implementing a routine maintenance schedule (for
instance, periodic inspection and cleaning of the probe) would help
sustain sensor sensitivity. It may also be beneficial to integrate reference
measurements — for instance, using an optical reference channel or
turbidity sensor — so that the system can correct for signal variations
caused by changes in turbidity or flow. By taking these precautions, the
accuracy, robustness, and reliability of the proposed real-time moni-
toring system can be preserved even under the challenging conditions of
a sewer network. In summary, we are confident that with proper miti-
gation strategies in place, a fiber-optic sensor supported by a robust
machine learning model can deliver consistent and reliable wastewater
surveillance data, despite the inevitable fluctuations in wastewater
composition and flow in real-world deployments.

4. Conclusion

In this work, authors have demonstrated the ability to implement
fiber-optic sensors for the detection of antibodies in wastewater, and
have showed that combining the sensor with machine learning greatly
improves the classification of the measured signals. There is a clear
relationship between the quantity of antibodies in the sample and the
optical interference signal obtained from the sensor. The application of
machine learning algorithms helped organize and interpret these signals
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in a far more reliable way than a simple threshold rule. In fact, the
trained models were able to effectively discern between samples con-
taining antibodies and those lacking antibodies, greatly outperforming
the conventional threshold-based classification approach. The successful
implementation of data preprocessing techniques — notably the careful
selection of meaningful features — contributed to the models’ strong
predictive performance (with the KNeighbors classifier achieving an F1
score above 94 %). This research thus demonstrates the potential of
using biofunctionalized fiber-optic sensors, paired with machine
learning, to achieve continuous real-time monitoring for wastewater-
based epidemiology (WBE). Such a system can serve as an early warn-
ing tool for public health, capable of detecting emerging pathogens in
the community through the sewage network in a timely manner.

The greatest advantages of the proposed solution are its practicality
and wide applicability, which could have a positive impact on public
health and safety. The remote real-time wastewater monitoring system
we present can be deployed in a variety of settings — not only healthcare
facilities (hospitals, hospices, nursing homes), but also educational in-
stitutions (universities, schools, kindergartens) and other public spaces
(government offices, airports, shopping centers, etc.) — essentially any-
where large groups of people converge. By enabling continuous in situ
monitoring of wastewater, the system provides the opportunity for
constant epidemiological surveillance and a prompt, targeted response
by public health authorities when unusual signals (such as a sudden
increase in viral biomarkers) are detected. Ultimately, widespread
implementation of such fiber-optic sensor networks, supported by ma-
chine learning analysis, could significantly strengthen our ability to
prevent and control outbreaks of infectious diseases.

The results would support national government policies to meet their
commitment to effectively monitor and prevent outbreaks of infectious
diseases. It is believed that further optical sensors can be develop for
monitoring of various chemical pollutants and microplastics supporting
EU’s zero pollution action plan [42] and Sustainable Development Goals
of the United Nations, specifically those aimed at promoting sustainable
and smart water management, as well as health and quality of life for all.
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1 | INTRODUCTION

Sepsis is one of the causes of morbidity and mortality in
hospitals. It is estimated that about a quarter of all sepsis
cases is due to urinary tract infection (UTI) [1, 2]. Prompt
administration of the appropriate drug (antibiotic) target-
ing the correct causative agent (bacterium) increases the
chance of patient survival.

The Society of Critical Care Medicine and
the European Society of Intensive Care Medicine
established a sepsis council and in 2016 a new defini-
tion of sepsis was published, calling the guidelines

The study presents an optical method
supported by machine learning for dis-
criminating urinary tract infections from
an infection capable of causing urosepsis.
The method comprises spectra of spec-
troscopy measurement of artificial urine
samples with bacteria from solid cultures
of clinical E. coli strains. To provide a
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of 27 algorithms was tested. We proved that is possible to obtain up to 97%
accuracy of the measurement method with the use of use of machine learning.
The method was validated on urine samples from 241 patients. The advantages
of the proposed solution are the simplicity of the sensor, mobility, versatility,
and low cost of the test.

E. coli, machine learning, optical method, spectroscopy, urine, urospesis

SEPSIS-3 [3]. According to the current definition, “Sep-
sis is a life-threatening organ dysfunction caused by an
abnormal (deregulated) response of the body to infec-
tion (bacterial, fungal, viral).” When the SOFA [4, 5]
value increases by at least 2 points, the risk of mortality
is estimated at about 10% with suspected infection. It is
estimated that there are about 49 million cases of sepsis
per year, with a mortality rate exceeding 23%, which is
20% of all deaths worldwide [6]. Due to its widespread
prevalence, high mortality, and costs related to both
treatment and subsequent consequences of sepsis, it is
both a medical and economic problem on a global
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scale. Hence, in May 2017, the World Health Assembly
(WHA), as the executive body of the WHO, adopted an
important resolution on sepsis, intended to encourage
member countries to make a joint effort to prevent,
diagnose and treat it. Due to its widespread prevalence,
high mortality, and costs related to both treatment and
subsequent consequences of sepsis, it is both a medical
and economic problem on a global scale. Hence, in
May 2017, the WHA, as the executive body of the
WHO, adopted an important resolution on sepsis,
intended to encourage member countries to make a
joint effort to prevent, diagnose and treat it.

Bacterial infections, especially those related to the
urinary tract, are the most common cause of sepsis.
Escherichia coli is most often responsible for urosepsis,
accounting for as much as 52% of cases, followed by
bacteria belonging to Proteus spp. Enterobacter spp.,
Klebsiella spp., and P. aeruginosa [7]. E. coli causes
inflammation of the bladder, which can progress to
acute phase pyelonephritis (15%-50% of cases), and 12%
of these patients later develop bacteremia and sepsis.
For UPEC infections, the possibility of frequent
relapses and complications is observed. It is estimated
that UTIs account for about 10%-20% of all community-
acquired infections and about 40%-50% of nosocomial
infections [8-10].

The presence of bacteria or their products in the uri-
nary tract stimulates a rapid immune response, cytokines
are produced and the neutrophil influx is observed, pro-
inflammatory interleukins (IL-6, IL-8, TNF-a) and nitric
oxide production are produced and nitric oxide is pro-
duced [11-15]. But it is the factors from the TLR family
that recognize uropathogens that initiate an effective
immune response. The epithelial cells of the bladder show
a high expression of TLR 4, while the expression of TLR
4 in the epithelial cells of the kidney is low, which makes
the response to uropathogenic bacteria much weaker
[16, 17] and the kidney-blood barrier may be overcome.

Sepsis diagnosis—in bedside practice, a shortened ver-
sion of the parametric test SOFA, the so-called Quick-
SOFA, allows one to quickly assess the condition of a
patient with an infection. This approach does not require
complicated equipment, but only a device for measuring
blood pressure and observing the patient (altered state of
consciousness, systolic arterial pressure < 100 mmHg, and
respiratory rate per minute (> 22)). Identification of the
etiological agent of sepsis and defining the cause is essen-
tial to institute appropriate treatment. Each hour of delay,
for example, in the administration of antibiotics, reduces
the survival rate among patients by an average of
7.6%/h [7]. In the case of bacteremia, the number of bacte-
ria in the blood may be below 10 CFU/mL, hence such a
low value significantly hinders diagnosis [18]. Therefore, it

is crucial to use sensitive and specific as well as quick diag-
nostic methods to detect the causative agent of sepsis and
to introduce appropriate therapy, which will increase the
survival rate of patients with suspected sepsis.

The method of blood culture on appropriate culture
media called “blood cultures,” has been treated for many
years as the “gold standard” in the diagnosis of sepsis.
Blood cultures are performed for the detection of viable
sepsis organism(s) and large hospital laboratories use
automated continuous blood culture monitoring systems
(BACTEC™ FX/9000, Becton Dickinson, NJ), colorime-
try (BacT/ALERT, bioMérieux, France) or pressure varia-
tions associated with the release and consumption of
gases (VersaTREK, TREK Diagnostic Systems, OH, USA).
However, only 30% of sepsis patients can culture the bac-
teria/fungi responsible for sepsis [19]. This is because the
number of microorganisms present in the circulation
during bloodstream infection is usually low, ranging from
1 to 1 x 10* CFU/mL. In addition, false-negative blood
cultures may be the result of too small a volume of blood
taken for testing [20]. In addition, the drug sensitivity
assessment is most quickly available after 24-72 h. How-
ever, it should be noted that current sepsis treatment
guidelines promote the initiation of antibiotic treatment
within 1-3 h. Therefore, antibiotic therapy is empirical
and is intentionally used as a broad-spectrum therapy to
avoid overlooking the pathogen's sensitivity to the drug.

Currently, the commonly used method to differentiate
generalized inflammatory reaction from sepsis is CRP pro-
tein determination combined with procalcitonin (PCT) in
a patient blood [21]. For this purpose, in the laboratory
immunofluorescent assay can be used and the immuno-
chromatographic point-of-car test for the determination of
PCT [22]. However, for the sepsis diagnosis PCT test has
the highest accuracy with an approximate 80%-90% sensi-
tivity for the identification of serious bacterial infections,
the peak levels of PCT occur 24-48 h after sepsis [23-25].

To diagnose and implement appropriate treatment for
urinary tract infections as quickly as possible, there is a
need to provide a rapid and inexpensive means of diag-
nosing such infections, especially one that allows differ-
entiation of uropathogenic E.coli strains (UPEC). In this
paper, we present the method of discriminating urinary
tract infections from urinary tract infections capable of
causing urosepsis. The proposed method is based on
absorption, allowing the determination of the changes in
radiation intensity, similar to the solutions previously
described by us [26, 27]. The amount of absorbed radiation
depends on the concentration [28] and the presence of
secreted metabolites, and proteins by bacteria in each
supernatant from the urine patient's sample. The proposed
spectrometric technique with a classification algorithm
makes it possible to perform precise measurements easily.

85U80|7 SUOWILIOD BAITID) 3|qedl [dde ayy Aq pausenob afe sajonfe VO ‘8sn JO 3| 10} A%iq1 78Ul UO 48] UO (SUORIPUOD-pUR-SUBIA0D A8 | 1M A eIq 1 BUIUO//:SANY) SUOIIPUOD Pue SWis | 83U 88S *[9202/20/50] Uo Ariqiauluo A8|im ‘ABojouyos 1 JO AisieAlun sepo Aq S6000£202 019 (/200T 0T/10p/uod A8 | Afelq1juljuo//Sdny wouy pepeo|umoq ‘6 ‘€202 ‘8790798T



WITYK ET AL.

OURNAL OF

2 | MATERIALS AND METHODS

Measurements of the absorbance changes resulting in dif-
ferent metabolites/proteins produced during UTI or
being produced by uroseptic E. coli strains were carried
out. The method comprises the absorbance measure-
ments in the spectra range from 600 to 750 nm. By analy-
sis of registered signals, distinguishing urinary tract
infections from urinary tract infections that can cause
urosepsis is possible.

Clinical E. coli strains (241) were obtained from Uni-
versity Clinical Centre in Gdansk from patient's urine/
blood samples. We have collected 86 UTI samples (posi-
tive bacterial culture from urine, negative from blood)
and 155 urosepsis samples (positive bacterial culture
from urine, positive from blood). The collection was done
with accordance with bioethical committee agreement
No. NKBBN/133/2019.

To investigate if the proposed optical method can dis-
criminate urinary tract infections in biological fluids, we
prepared several steps as shown in Figure 1. Mainly: (i)—
the first step, collecting urine samples from the patient
storing the bacteria on cryopreservation beads, then inoc-
ulation of a liquid medium with use of cryopreserved
microorganisms; (ii)—after achieving optical density
(OD) of liquid culture that allowed for further analysis
(OD600 > 0.2), (iii)—samples were separated into super-
natant and pellet; afterwards, (iv)—absorbance measure-
ments of supernatant were conducted; from obtained
data, (v)—the validating set and training set were pre-
pared to validate the model. During the preprocessing
phase (vi), the noise was removed from the spectra and a
specific range for features characterization was chosen.
The two most important ones were selected: the area
under the graph and the variance of the optical signal,
(vii)—finally, classification of patients with UTI and uro-
sepsis upon established criteria.

2.1 | Materials

The minimal medium was prepared according to the fol-
lowing recipe. To 1 L of ultrapure water, 6 g/L disodium
hydrogen phosphate (Molecular Biology Grade, Merck,
Germany), 3g/L potassium dihydrogen phosphate
(Molecular Biology Grade, Merck, Germany), 0.5 g/L
sodium chloride (Molecular Biology Grade, Merck,
Germany), and 1g/L ammonium chloride (Molecular
Biology Grade, Merck, Germany) were added and mixed
until the components dissolved. The final pH of the solu-
tion was set at 7.4 at 25°C. The solution was then auto-
claved at 121°C for 15 min, followed by the addition of
2mL of 1M magnesium sulfate (Molecular Biology
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Diagram of the proposed method of UTI

Grade, Merck, Germany) solution and 20 mL of 20% glyc-
erol solution (Molecular Biology Grade, Merck, Germany).
Both solutions were previously subjected to steric filtration
through a 0.2 pm pore diameter filter.

Sterile liquid medium (10 mL) was inoculated with
use of rejuvenated bacteria from solid culture of clinical
E. coli strains. The culture was then conducted for 24 h at
37°C by shaking at 70 rpm. After incubation, two sets of
measurements were done: (i)—before and (ii)—after cen-
trifugation to separate the supernatant from the bacteria
pellet (4000 x g, 20 min, 25°C). The supernatant was the
sample subjected to absorbance measurements. The sam-
ple preparation scheme is shown in Figure 2.

2.2 | Normalization
Before the supernatant form—set (ii) was measured to
discriminate UTI from urosepsis, and set (i) is measured
for normalization parameter.

A 2mL of liquid before centrifugation (i) was
taken. The culture sample was placed in a measure-
ment system. The absorbance value at 600 nm was then
read, thus the normalizing parameter OD (optical den-
sity at 600 nm) was obtained. Studies have shown that
call density in the sample is proportional to the
OD. The OD is usually defined as the absorbance of the
sample at 600 nm [29]:
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FIGURE 2 Diagram of sample preparation, (i) sample for
checking the number of microbial cells in the sample (OD600
measurement), (ii) sample for absorbance measurement for UTI
discrimination.

N
OD cell density = v (1)

where N is the number of microbial cells and Vis the
volume.

OD parameter informs about the number of microbial
cells in the sample. The needed number of cells depends
on measurement system sensitivity. In our method, we
estimated that if the OD parameter is greater than 0.2 it
indicates that the biological material from the sample can
be used for further preparation. Next, the sample is sepa-
rated into pellets and supernatant to make a set for UTI
and urosepsis discrimination. A sample with supernatant
was placed in the measuring device. Measurements were
performed on each sample, in the range of 190-840 nm
with a wavelength increment equal to 1nm. The
obtained data were normalized using the OD parameter.

2.3 | Measurement system

In the experiment, we used a NanoDrop 2000 Spec-
trophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE).
The wavelength range of the spectrophotometer is
from 190 to 840 nm, with wavelength accuracy equal
to +1 nm and bandwidth equal to 1.8 nm. The absor-
bance measurement accuracy is 3% (at 0.74 Abs at
350 nm).

The device is made of a xenon flashlight as a light
source, a monochromator, and silicon CCD photodiodes
as detectors. The light emitted by the source splits
between the reference channel and the sample channel.
In the sample channel, the light passes through the sam-
ple and propagates to a monochromator, and then
reaches the detector. In the reference channel, the light
propagates directly to the monochromator and then is
detected by a detector. The obtained data are processed
and displayed on the computer.

The absorbance of the supernatant was measured
for the entire wavelength range of 190-840 nm, but
we decided to use only the region of 600-750 nm for

analysis. Using a narrower range for the proposed
method for UTI discrimination analyses will make the
method more versatile and allow the use of the differ-
ent detector.

2.4 | Classification
To understand the different metrics used to evaluate clas-
sifiers, it is important to understand the following terms:

1. True Positive (TP): the model correctly identifies a
positive sample (e.g., a sample labeled as “UROSEP-
SIS” is classified as “UROSEPSIS”).

2. True Negative (TN): the model correctly identifies a
negative sample (e.g., a sample labeled as “UTI” is
classified as “UTI”).

3. False Positive (FP): the model incorrectly identifies a
negative sample as positive (e.g., a sample labeled as
“UTI” is classified as “UROSEPSIS”).

4. False Negative (FN): the model incorrectly identifies a
positive sample as negative (e.g., a sample labeled as
“UROSEPSIS” is classified as “UTI”).

Accuracy is a basic and simple measure of the quality
of a model. It is calculated by dividing the number of cor-
rectly classified samples by the total number of samples.
Mathematically, it can be expressed as:

TP +TN
TP+TN+FP+FN’

Accuracy =

(2)

Balanced accuracy is a measure of the model's ability
to correctly classify both positive and negative samples.

1 TP TN
2

Balanced Accuracy =~ TP P TN n FN) )

Receiver operating characteristic area under the curve
(ROC AUQ) is a metric that measures the ability of a clas-
sifier to distinguish between positive and negative classes.
The ROC curve can be plotted by using Equations (4)
and (5):

TP
TPR=———, (4)
TP+FN
FP
FPR=———. (5)
FP+TN

F1 Score is a metric that measures the ability of a
model to recognize true positives. It is calculated by tak-
ing the harmonic mean of precision and recall:
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2- (Precision - Recall)

F1score = —
Precision + Recall

(6)

Precision is a measure of the proportion of positive
samples that are correctly classified and is calculated as
the number of true positives divided by the sum of the
true positives and FPs

TP

Precision = ———.
TP+ FP

(7)

Recall, on the other hand, is a measure of the model's
ability to detect positive samples, and is calculated as the
number of true positives divided by the sum of the true
positives and FNs, as shown in the following equation:

TP

Recall = TPR = ——— .
eca TP+ FN

(®)

A confusion matrix is a graphical representation of
the performance of a classifier, showing a summary of
the TP, TN, FP, and FN predictions made by the model,
as shown in Figure 3.

3 | RESULTS

To discriminate UTI and urosepsis infections, absorp-
tion measurements were carried out. For this purpose,
urine samples were collected from 241 patients with
confirmed E.coli-induced UTI (86 isolates) and
patients with confirmed E. coli-induced urosepsis
(155 isolates). Samples were then prepared according
to the procedure described in Section 2.1 using the
collected urine. The absorbance measurements were
performed for each of the obtained samples as shown
in Figure 4.

Measurements containing septic material are charac-
terized by lower values of absorbance than measurements
from UTI, but changes are minor therefore further analy-
sis is needed. Of the lack of clear correlations, it was
decided to use artificial intelligence techniques, specifi-
cally machine learning. The main goal was to create
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relatively fast-learning models that would nevertheless
provide a high level of prediction accuracy. For this rea-
son, the models that were used are categorized as weak
learners, The use of the Lazy Predict library made it pos-
sible to test as many as 27 such algorithms. This allows a
preliminary estimate of which groups of algorithms
achieve the best results. To ensure proper verification of
the learned models, the dataset was split into two parts,
two-thirds being used for training and the remaining
one-third being used for testing to validate the model.
During the preprocessing phase, the noise was removed
from the spectra using a low-pass filter and the used spec-
tral range was from 600 to 750 nm. Relevant features
were then selected through feature engineering. From
the 59 features determined based on the strength of the
optical signal, the two most important ones were
selected: The area under the graph and the variance of
the optical signal being the most crucial. The best algo-
rithms have been meta-optimized to improve perfor-
mance. The accuracy results of each of the 27 algorithms
in two cases with and without normalization are shown
in Figure 5. All the presented results were obtained using
the validation dataset.

The following quality metrics were determined for
each of the tested algorithms: ROC AUC, F1, confusion
matrix, and time taken. The results obtained are pre-
sented in Table S1 (for raw data) and Table S2 (for nor-
malized data). The best accuracy for raw data was
obtained by the Extra Trees model at 97%, while for nor-
malized data, the highest accuracy was obtained by the
K-neighbors algorithm at 95%.

The data obtained and the analysis using classifica-
tion allowed for the selection of optical culture parame-
ters allowing for virtually zero-one identification of
individual strains. As can be seen, the best classification
was obtained with use of KNeighborsClassifier classifier
reaching around 95% of accuracy. This is a very high
result taking into consideration that each clinical strain
was different cell culture of a distinct clinical strain with
different OD values. We have prepared the cultures in
three different batches to ensure the quality of data. The
measurements of absorbance were done ungrouped (the
samples of UTI and uroseptic strains were mixed, and
the proper blanks were also introduced between sample
measurements), even though as can be presented in
Tables S1, S2 we have achieved very good classification
results.

The approach used also allowed for the verification of
many classification algorithms, which, based on the col-
lected data, allowed us to distinguish the samples into
two groups with high accuracy. Such a result proves that
the optical parameters of the cell culture and, conse-
quently, the metabolites, and proteins secreted into the
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the literature [30-32], many differences can be observed  Importantly, our approach of cultivating bacteria on a
within the metabolites responsible for the processes of = minimal medium allowed us to verify the optical proper-
energy production in urosepsis bacteria, as well as the ties of bacterial cultures, eliminating the risk of
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contamination of patients’ urine by antibiotics, drugs, or
other substances that come, for example, from the food
chain.

4 | CONCLUSION

The proposed method can be used in medical laborato-
ries, hospitals, and veterinary facilities. The optical tech-
nique can be an alternative to the current method of
measuring procalcitonin in the patient's blood [33] and
blood and urine culture which takes roughly 24 h. Mea-
surements in the proposed solution take a few seconds,
its additional advantages are the simplicity and mobility
of the system, versatility, and low cost of the test. The
method was validated on samples from 241 patients.
Archived classification accuracy depends on the chosen
algorithm and achieves an accuracy of up to 97% for raw
data, eliminating the need for additional measurements
to normalize the dataset.

The sample preparation is the most time-consuming
part because it is necessary to grow bacteria in the solu-
tion. The time needed for bacteria growth depends on the
sensitivity of measuring equipment. Different spectrome-
ters can easily replace a measurement system, in future
studies worth to focus on reducing time needed for bacte-
ria incubation by trying more sensitive detectors.

The versatility of the method and measurement
equipment used will allow for analysis of other
changes in urine associated with changes in the
obtained spectrum. The proposed method focuses on
measurements in the 60-750 nm range. The equip-
ment used makes it possible to measure a wider spec-
trum. Appearance of absorption change at other
wavelengths can be associated with other bacteria.
This means that the method can be developed to per-
form classification over another or even wider spectral
range using the proposed algorithms. It may enable
detection of multiple changes in urine simultaneously.
To detect changes associated with the appearance of
other bacteria, a new predictive model is necessary.

Future studies will attempt to increase the number
of measurements when more samples become avail-
able. Additionally, the parameters of the algorithms
are selected manually, to improve the efficiency of the
machine learning algorithms, it is planned to use clas-
sical genetic and quantum-inspired algorithms for
automatic meta-optimisation. That helps to improve
the method.
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In this article we present the novel E@E "‘E - /V ;f\
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in wastewater. In the case of infec- \~\\;g?.‘amede‘ec‘.u§,j,/
tious diseases, wastewater monitoring can be used to detect the presence of
inflammation biomarkers, such as the proposed C-reactive protein, for moni-
toring inflammatory conditions and mass screening during epidemics for early
detection in communities of concern, such as hospitals, schools, and so
on. The proposed spectroscopy method supported with machine learning for
real-time detection of infectious agents will eliminate the need for time-
consuming processes, which contribute to reducing costs. The spectra in range
220-750 nm were used for the study. We achieve accuracy of our prediction
model up to 68% with using only absorption spectrophotometer and machine
learning. The use of such a set makes the method universal, due to the possi-

bility of using many different detectors.
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1 | INTRODUCTION

C-reactive protein (CRP), an acute-phase reactant synthe-
sized in the liver, has emerged as a pivotal biomarker in the
assessment of inflammatory processes. Its quantification has
been integral in clinical settings for diagnosing and monitor-
ing various inflammatory conditions, with applications
extending beyond individual patient care to broader public
health contexts. This scientific introduction outlines the fun-
damental importance of CRP measurements, emphasizing
the potential for mass screening during epidemics as a pro-
active strategy for early detection and intervention [1].

CRP serves as a sensitive and dynamic marker of sys-
temic inflammation. Elevated CRP levels are indicative of
a broad spectrum of pathological conditions, including
infectious diseases, autoimmune disorders, and cardio-
vascular events. Its rapid and robust response to inflam-
matory stimuli positions CRP as a valuable tool for
assessing the presence and severity of inflammatory pro-
cesses [1, 2]. In the context of epidemic outbreaks, early
detection of infections is paramount for effective public
health management. CRP measurements offer a nonspe-
cific yet highly sensitive indication of the body's response
to infection, enabling timely identification of individuals
with potential infectious diseases. The ability to monitor
CRP levels at a population scale facilitates proactive
health surveillance, aiding in the implementation of tar-
geted interventions and resource allocation [3].

Epidemics, characterized by the rapid spread of infec-
tious agents, demand innovative and scalable screening
strategies for timely containment. Mass screening for CRP
presents an opportunity to identify individuals with
heightened inflammatory responses, serving as a proxy for
early-stage infections. Integrating CRP measurements into
large-scale screening programs can contribute to the iden-
tification of asymptomatic or presymptomatic carriers,
thereby interrupting transmission chains and mitigating
the impact of infectious diseases [4]. In the case of infec-
tious diseases, wastewater monitoring can be used to
detect the presence of the virus in communities of con-
cern, such as hospitals, eldercare homes, kindergartens,
schools, and so on. This information can help public
health authorities make informed decisions regarding pre-
ventive and control measures, such as implementing tar-
geted interventions and isolation protocols.

Implementing CRP-based mass screening during epi-
demics provides a data-driven approach for allocating
resources efficiently. By stratifying individuals based on
their CRP levels, public health authorities can prioritize test-
ing, treatment, and quarantine measures for those at higher
risk of infection or complications. This targeted approach
optimizes the use of limited resources and enhances the
overall effectiveness of public health interventions [5].

Recent technological advancements, including innovative
optical methods supported by machine learning, have facili-
tated the development of rapid and scalable CRP measure-
ment techniques. Integrating these technologies into mass
screening programs enhances the feasibility of large-scale
testing, making it a practical and cost-effective strategy for
epidemic preparedness and response [6]. In conclusion, the
incorporation of CRP measurements into mass screening
programs represents a paradigm shift in epidemic manage-
ment, offering a proactive and data-driven approach to
identify, isolate, and treat individuals at risk [7]. The signifi-
cance of CRP as an inflammatory marker, coupled with
technological advancements, underscores the potential of
CRP-based mass screening as a crucial component of con-
temporary public health strategies during epidemics.

CRP is considered a biomarker of tissue damage, infec-
tion, or inflammation in the human body [8]. It is one of
the most extensively studied markers commonly used to
diagnose and monitor infections, especially in the emer-
gency room or as a point-of-care test for differencing bac-
terial from nonbacterial infections [9]. However, detecting
CRP in wastewater might not be a common practice.
Monitoring the presence level of CRP in wastewater might
be used to track the spread of diseases or identify areas
with increased morbidity. Based on monitoring system in
wastewater treatment plants and in the sewage pipe inside
the building the wastewater-based epidemiology can be
applied [10, 11]. It is an emerging approach for commu-
nity epidemiology surveillance. CRP level analysis may
allow faster epidemic detection or assist in tracking the
effectiveness of health interventions within a population.
Thus, wastewater monitoring provides a complementary
approach to traditional clinical diagnostic methods and
has been recognized by the World Health Organization
(WHO) as a useful tool to effectively combat epidemics.
The development of new biosensors for online, real-time
detection of infectious agents will eliminate the need for
time-consuming processes, such as sample preparation,
RNA extraction, or polymeraze chain reaction (PCR). The
proposed optical method is based on absorption measure-
ment, allowing the determination of the changes in radia-
tion intensity. The amount of absorbed radiation depends
on the concentration, also CRP. The use of spectroscopic
methods creates a very versatile method with easy change
of source and detector. The advantage of this solution is
the ability to install measuring device in wastewater sys-
tem, but also possibility to use portable spectrophotome-
ters in the field. Additionally, in this study, the
measurement signals obtained from the biosensor were
used to generate datasets utilized in machine learning
models. This predictive capability can be instrumental in
providing early warnings and identifying potential infec-
tion outbreaks, allowing for timely intervention and
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control measures to limit the spread of viral particles. This
study also underlines the need for validation and rigorous
testing to ensure their reliability and accuracy, which is
crucial for the successful implementation of biosensors in
disease surveillance and outbreak prediction.

2 | EXPERIMENTAL SECTION

In this study, wastewater sample (WWS) was used as the
biological matrix. WWS contains a mix of organic and inor-
ganic components, particles. Biological material in WWS
was derived from bodily fluids and environment. Optical
methods were used for the study. The absorbance measure-
ments [12, 13] offer a monitoring of composition change
present in the WWS. To detect changes of CRP concentra-
tion level in wastewater sample UV-Vis spectroscopy was
used. The obtained absorbance measurements from WWS
are compared with the support of machine learning.
Figure 1 shows a diagram of the experiment.

2.1 | Material

WWS from sewage plant “Debogdrze” located in the
Pomerania region (northern Poland) were collected.
The treatment plant load is estimated at 440.000 P.E. For
CRP study, samples collected for 3 months, during the
period of August-October 2023, were used. During the
mentioned period, a total of 14 WWS were taken from
different days.

Investigated WWS are defined based on physical, chem-
ical, and biological characteristics [14]. The parameters that
the sewage plant monitors were determined by chemical
oxygen demand (COD), 5-day biochemical oxygen demand
(BOD5), suspended solids, alkalinity, temperature, pH, elec-
trical conductivity, nitrogen, and phosphate. Table 1 pre-
sents the average value of parameter for WWS.

To investigate if the proposed optical method can detect
changes in level of CRP, we prepared several solutions by
adding CRP (90%-95% purity, Merck, Germany) to WWS at
known concentration. From each WWS collected, another
four samples were created with CRP concentrations rang-
ing from 10~* to 10* ug/mL. Usually, CRP concentration
in urine of healthy patients is 100 pg/mL [15]. Taking dilu-
tion into account in WWS we can work with the lower

Standard CRP
solution preparation

Sampling

raw wastewater

3 0f9
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range of CRP concentration to monitor the elevation of its
level. Since the composition of WWS is constantly chang-
ing, there is a need to train an algorithm to distinguish
whether an increase in chemical compounds will interfere
with the detection of an increase in CRP levels. Thus, addi-
tional mixes of different WWS were created to ensure as
much diversity as possible.

2.2 | Experimental methods

WWS before investigation was characterized by Raman
spectroscopy. For the measurements, the WWS were dried.
Raman spectra were recorded using an in-house made
Raman spectroscopy system which consists of: spectrograph
with about 8 cm™ resolution (HT Raman, EmVision llc,
FL, USA), a TE-cooled CCD camera (iDus 420 BR-DD,
Andor, UK) with 830 nm excitation wavelength laser with
output power of 500 mW (Innovative Photnics Solutions,
NJ, USA), and a fiber-optics contact probe with large
working area of about 0.5 mm® spot size (EmVision llc,
FL, USA). Raman spectra were acquired from samples of
sewage which were dried in standard conditions for about
30 min on clean polished aluminum substrates, and mea-
sured with a probe at its focal point, near-contact. The

TABLE 1 Wastewater sample characteristics.
Parameters Value Unit
CoD 1268.4 mg0,/dm’
BOD5 614.2 mg0,/dm>
Suspension solids 561.7 mg/dm?
Alkalinity 9.8 mg/dm?
Kjeldahl nitrogen 97.2 mg N/dm?
Ammonium nitrogen 69.8 mg N/dm?
Organic nitrogen 274 mg N/dm?
Total nitrogen 97.2 mg N/dm?
Orthophosphate 5.9 mg P/dm’?
Total phosphate 12.3 mg P/dm’®
Electrical conductivity 936 ps/cm
Temperature 16.4 °C
pH 7.8

Abbreviations: BODS5, 5-day biochemical oxygen demand; COD, chemical
oxygen demand.

Spectrometric
measurements

Machine learning
classification

FIGURE 1

Experiment diagram with the four main steps of the method.
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detector was cooled to —60°C, and the measurement time
was set to 1 s with 20 averages, with the optical power at
the probe output of about 50 mW as to not damage or burn
the sample. The signal-to-noise ratio was on average equal
20, which means that the signal is of acceptable quality,
although it can be further improved.

For further study, the absorption spectroscopy was
used. Spectra were recorded for WWS and with different con-
centrations of CRP. To register signals, a NanoDrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) spectro-
photometer with a wavelength range of 220-750 nm, with
accuracy of 1 nm was used. The device wavelength resolution
is 3 nm and measured absorbance accuracy of 2%. A sample
volume of 2 pL is used for the measurement.

The UV-Vis spectrum changes with WWS composi-
tion, thus it can be used as an indicator to monitor
dynamic changes in composition. The spectrum of WWS
consists of high absorption at the beginning of the mea-
surement range. However, the entire spectrum is used to
monitor the dynamics of CRP concentration changes.
Data at wavelengths above 450 nm, despite the low inten-
sity of the signal can be significant. By using machine
learning (ML) it is possible to search for correlations
between spectrum and CRP changes.

2.3 | Classification

With the support of ML obtained spectra were put into clas-
sification. The aim was to divide the samples into two
groups. The first group with samples having CRP concen-
trations below 10 * pg/mL and the second group contained
samples with CRP concentration above 10~* pg/mL. This
division allows to monitor CRP concentration in WWS.

Classification is a fundamental concept in machine
learning that involves assigning data points to predefined
categories or classes based on their characteristics. This
process is analogous to sorting objects into different boxes
based on their attributes. Classification algorithms learn
from labeled data, which means that the data points in
the training set are already associated with their respec-
tive categories. As the algorithm analyzes the training
data, it identifies patterns and relationships between the
data points and their corresponding classes. These pat-
terns are then used to classify new, unlabeled data points
by assigning them to the most likely class based on their
characteristics [16-18].

The data preparation phase involved filtering the data
and identifying signal peaks. Feature engineering and
selection techniques were applied to extract relevant fea-
tures for ML algorithms. With this process seven key
features were identified and summarized in Table 2. To
evaluate the significance of each feature, the importance

TABLE 2
with their descriptions and their relative importance.

Summary of the features used in the model, along

Feature
Features Description importance
F1 Peaks prominence standard 0.168
deviation
F2 Power density standard deviation 0.157
value over the full measured
range
F3 Median absolute deviation (MAD)  0.151
of power density over the range
between the first and last peak
F4 Power density variance value over  0.150
the full measured range
F5 Geometric mean of the power 0.133
density over the range between
the first and last peak
F6 Peaks width standard deviation 0.121
F7 Peaks width variance 0.120

permutation method was employed. This method assesses
individual feature importance by measuring the change in
model performance when a feature's values are randomly
permuted. Critical features should significantly impact
performance when permuted, while less important fea-
tures should minimally affect performance [19, 20].

Three of the selected features F1, F6, and F7 need a
more detailed explanation, as they are directly related to
the peaks present in spectra and, more specifically, to the
metrics that describe these peaks. Feature F1 uses a mea-
sure describing how much the peak stands out from its
surroundings (Peaks Prominence), while features F6 and
F7 are based on the width of the peaks (Peaks Width). A
graphical interpretation of the basic metrics used to
define peaks is shown in Figure 2.

Our research utilized a binary classification approach
hence the division of the dataset into two classes: one
representing samples with CRP concentrations below
10 % pg/mL and the other including samples with CRP
concentrations exceeding 10~ * ug/mL. This perfectly bal-
anced dataset contains 540 samples in each group,
amounting to a total of 1080 samples. However, excessive
emphasis on training data can lead to overfitting,
compromising the model's performance. To address this
issue, we perform a training-validation split, allocating
723 samples to the training set and 357 samples to the
validation set. This approach allowed us to effectively
evaluate the model's performance as it prepares for its
real-world application, enabling us to identify potential
overfitting and make adjustments to ensure that the
model generalizes well to new data. This process is cru-
cial for developing robust and accurate ML models [21].
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FIGURE 2 Graphical explanation of the prominence and width metrics used to describe the peaks.
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FIGURE 3 Raman spectra of dried wastewater sample.

3 | RESULTS

3.1 | Spectrometric characterization

Raman spectrum presented in Figure 3 shows the data
for a dried sample of WWS. The signal is not very strong
with entirety of the spectrum signal encompassing about
500 counts per seconds (cps), with the bar in Figure 3
showing about 100 cps, yet after normalization,

background removal and smoothing a viable spectrum is
achieved. Specific identification of the origin of the peaks
is difficult because the spectrum is a mixture of largely
organic matter and inorganic sediments from WWS. The
most prominent peaks with their possible assignments
are at about 1482 cm ™' C—H rocking, 1319 cm™' —OH,
1269 cm™ ' amide III, 1094 cm ™' C—C stretch, 787 cm ™
C—H bending, 621 cm™t ring deformation, and broad-
band in regions about 1400-1480 cm ' CH, and CHa,
1200-1300 cm ™', and 900-1000 cm ™ ".

The Raman spectra were shown to present additional
information available by the means of molecular spec-
troscopy method, which not only shows its similarity to
other spectra in the literature, but also proves lack of
additional impurities and contamination of the sample
which would cause gross errors in other methods which
the article focuses on extensively. Also there are not
many raw sewage Raman spectra provided in the litera-
ture, thus we find it valuable to present these results in
the scope of our further research.

3.2 | Spectrometric measurements

The proposed CRP monitoring method in WWS is based
on absorbance measurement. Thus, absorbance
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FIGURE 4 Absorbance characteristics of wastewater sample.

characterization was carried out. The UV-Vis spectros-
copy in range 220-750 nm was used for measurement as
it was for the entire study. Figure 4 shows obtained
absorbance characteristics of WWS. As reference value—
blank—the ultrapure water was used. The blank value
was subtracted from obtained WWS spectra. The bold
line indicates the arithmetic mean value. The upper and
lower values are reported as shaded areas.

The observed absorbance characteristics of WWS, as
illustrated in Figure 4, highlight the dynamic nature of
the UV-Vis spectrum in response to changes in WWS
content. The high absorption at the beginning of the
spectrum suggests the presence of substances with
strong absorbance in the UV range (organic matter, e.g.,
proteins). However, it was observed that using the entire
range of the spectroscope does not affect the obtained
accuracy. By cutting out the UV range, the method will
be quicker and more affordable (cheaper detectors). In
the measured range, many compounds found in WWS
affect the spectrum. This variability in absorbance
serves as a promising indicator for monitoring changes
in the composition of WWS. The successful detection of
CRP in WWS validates the efficacy of the proposed opti-
cal method with the cutoff value of 10~* ug/mL. The
ML algorithm, trained on a diverse dataset that includes
variations in WWS composition, demonstrates the
adaptability of the system to the dynamic nature of envi-
ronmental samples. This integrated approach holds
great promise for real-time monitoring and early detec-
tion of elevated CRP concentrations in WWS during epi-
demic scenarios, contributing to proactive public health
management. Further studies will explore the scalability
and applicability of this method in diverse environmen-
tal settings.

TABLE 3  Accuracy score of machine learning models.

Model Accuracy
ExtraTrees 68.1%
RandomForest 66.7%
XGBoost 65.6%
DecisionTree 61.9%
KNeighbors 60.5%

TABLE 4 Summary of ExtraTrees Classifier algorithm
performance using confusion matrix.

Predicted class
Negative Positive
(CRP<10* (CRP>10*
pg/mL) pg/mL)
Actual class Negative 118 61
Positive 53 125
3.3 | Machine learning analysis

of wastewater sample spectra

Subsequently, we trained five models based on the
ExtraTrees, RandomForest, XGBoost, DecisionTree, and
KNeighbors algorithms. These five algorithms were cho-
sen for their distinct strengths and weaknesses. This
diversity enables a comprehensively nuanced assessment
of different learning approaches and a deeper under-
standing of dataset characteristics. It is noteworthy that
these algorithms are widely used and well established in
the field of machine learning, especially for classification
tasks. Their popularity provides a wealth of knowledge
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TABLE 5 The characteristic of representative method for detection of C-reactive protein (CRP).
Name Accuracy Processing time  Limit of detection = Sample DOI
Proposed solution 68.1% Near-real time 0.1 pg/L Wastewater N/A
Fiber sensor - <10 min 5.65 pg/L CRP standardized solution  [7]
Chemiluminescence in microfluid - 30 min 15.5 pg/L Clinical samples [23]
Photonics crystal - 5 min 12.24 ng/L Human serum [22]
Surface plasmon resonance 10 min 9 ug/L Human serum [28]
Enzyme-linked immunosorbent assay - Near-real time 1 pg/L PBS and serum [26]
Voltametric - - 0.5 pg/L Human serum [25]
Detection base on electrocardiograms  69.9% = 5 mg/L = [24]

and resources available for implementing, fine-tuning,
and evaluating models. The resulting prediction accuracy
for each model is presented in Table 3. Interestingly, each
of the selected algorithms exceeded the 60% accuracy,
where the best result was achieved by the model based
on the ExtraTrees algorithm achieving a score of over
68% accuracy.

To further evaluate the performance of the ExtraTrees
model, a confusion matrix was prepared and is shown in
Table 4. To simplify the table descriptions, it was assumed
that samples containing a CRP concentration less than or
equal to 10~* pg/mL would be labeled as negative, while
samples containing a concentration greater than 10~* pg/mL
would be labeled as positive. Out of 179 negative samples,
the model correctly identified 118 as negative (True Nega-
tives) and misclassified 61 as positive (False Positives). For
the 178 positive samples, 125 were correctly classified as posi-
tive (True Positives) and 53 were misclassified as negative
(False Negatives). These results indicate that the ExtraTrees
model exhibits reasonable accuracy in classifying CRP levels
into the two categories.

4 | DISCUSSION

Identifying the CRP level stands as a crucial part of diag-
nostics. Among others, the optical methods but not only
are successfully applied. Table 5 shows the comparison of
methods for detection of CRP. Of the presented methods,
the solution using photonic crystal has the lowest detection
concentration of 12.24 ng/L [22]. The method, which uses
a fiber optic sensor, features detection from a concentration
of 5.65 pg/L [7]. The advantage of this method is the small
size of the sensor. The method using microfluids has reach
detection 15.5 pg/L requires a very small sample volume
[23]. The disadvantage of this method in particular applica-
tions may be the long processing time of 30 minutes. It was
an interesting idea to measure CRP from analysis of elec-
trocardiograms with machine learning obtained the

accuracy of CRP level prediction of 69.9% [24]. A method
with a very good level of detection 0.5 and 1 pg/L are volta-
metric [25] and most recent clinical method using the
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) [26]. The
assays usually require to use human plasma derived from
blood of patient and are based on antibody/CRP interac-
tion. Some of the assays like ELISA can be used to deter-
mine the concentration of CRP in different bioliquids like
urine or wastewater, due to the nature of the diagnostic
test [27]. The advantage of ELISA method is enabling mea-
surements in almost real time. Nevertheless, the methods
for CRP determination in clinical practice are more or less
the same for past decades.

The table shows that a challenge of CRP detection sys-
tem is to get the limit of detection as low as possible and
to get the measurement time as short as possible. The
main advantage of the proposed method is to use an opti-
cal system, that allows to monitoring dynamic of CRP
level changes in near-real time. Additionally, the method
enables detection in collected sample but also allows to
install measurement system with minimal modification to
existing sewer systems. This means that the device can
monitor CRP in a way that does not require sampling by
man. The proposed measurement range allows to use
unexpensive optoelectronic elements, though the system
can be installed in many nodes of the sewer network. This
will enable dynamic of changes of increased morbidity in
different parts of the city or building for early warning.

5 | CONCLUSION

Monitoring the CRP presence in WWS has the potential
to track disease spread and identify regions with height-
ened morbidity. Analyzing CRP levels could expedite epi-
demic detection and aid in evaluating the efficacy of
health interventions across populations. The proposed
optical method with ML support can be widely used in
places such as schools, hospitals, and office buildings.
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The development of new biosensors for online, real-time
detection of infectious agents will eliminate the need for
time-consuming processes, such as sample preparation,
RNA extraction, or PCR and at the same time, it will
reduce monitoring costs. The advantage of the solution is
processing time and versatility, the measurement equip-
ment can also be used for other spectrophotometric
measurements.

The chemical composition of WWS is constantly
changing. These are significant changes as can be
observed in the presented characteristics for WWS. This
affects the work of ML algorithms. Despite of that we
achieve accuracy of our prediction model up to 68% with
using only simple spectrophotometer and machine learn-
ing. No additional markers or sensor modifications were
used for the wastewater matrix.

Monitoring WWS over a longer period could help to
better teach the algorithms to detect dynamics changes of
CRP concentrations with higher accuracy. It could help
the method to become more resistant to erroneous detec-
tion caused by an increase above the standard of another
biological matter present in WWS.
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Effect of temperature change on the refractive index of an egg white
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Abstract—In this article, the refractive index of an egg white and
yolk depending on temperature in the range 30-47°C over 1550 nm was
determined. The measurement head was constructed as a fiber optic
Fabry-Perot interferometer with interference between the polished fiber
end-face and the aluminum weighing dish. The measurement setup was
made of an optical spectrum analyzer, superluminescent diode with a
central wevelength of 1550 nm, 2:1 fiber coupler and heat plate.

European egg consumption amounts to 240 eggs per
person, per year [1]. Eggs provide key sources like
proteins, fats, vitamins, minerals and bioactive
compounds. The composition of eggs and their net
amount could be influenced by hens’ age and diet, strain
and environmental conditions [2]. The refractive index
(R1) could be a potential marker of those factors. The RI
of biological cells describes their interaction with light
and depends on the concentrations of water and nutrients
[3]. In biological samples, establishing a minor change in
the refractive index is often more important than the
absolute value of the index itself.

In this work, Fabry-Perot interferometers (FPI) were
used as sensors to determine the refractive index of egg
white and yolk. In order to measure the RI of a liquid
biological sample like an egg white or yolk, the
measurement setup with an FPI sensor as shown in Fig. 1
was configured. FPI was applied as an optical sensor for
measurement of physical parameters due to their high
resolution, fast response time. Additionally, fiber-optic
sensors are biocompatible and can easily be tuned
by modifying their design with optical coatings [4].

The measurement setup was made of an optical
spectrum analyzer (Ando AQ6319, Yokohama, Japan)
as the optical signal processor, a superluminescent diode
with a wavelength of 1550 + 20 nm and spectral width
of 35nm (SLD-1550-13, FiberLabs Inc., Fujimino,
Japan), 2:1 fiber coupler (Lightel, Renton, Washington,
USA) and a heat plate (own construction).

In a fiber FPI, the phase of the interference signal
is linearly proportional to the optical length of the cavity,
defined as the product of cavity length and the refractive
index of the medium filling the cavity [5].

" E-mail: patsokol@pg.edu.pl

http://www.photonics.pl/PLP

The phase shift can be calculated by [6]:

9 =" (1)
where ¢ - the phase shift, n - the refractive index, L - the
geometrical path length, A - the wavelength.

In the experiment, geometrical path length L is the
cavity length, which is the distance between the polished
fiber end-face and the refractive surface (an aluminum
weighing dish).

Information about the measurement is encoded in the
full spectrum of light reflected from the sensing
interferometer [7]. The optical spectra of FPI filled with
air were measured by the optical spectrum analyzer
shown in Fig 2. The distance between the sensor head and
the reflective surface inthe device influences the
visibility of the interferometric fringes, as the light beam
diverges and is coupled back into the fiber with differing
efficiency [8]. The sensitivity of the measurement
depends on visibility.

OS\A

LED

COUPLER HEAT PLATE

Fig. 1. Measurement setup: (1) fiber, (2) sample, (3) aluminum
weighing dish, (4) heat plate.

The measured spectra and cavity length are used
to calculate the refractive index of a sample. At first, the
estimation of cavity length was conducted by measuring
air at room temperature with a built measurement setup
using [9]:

© 2022 Photonics Society of Poland
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Len =2 (32) (2)

where 11 and A, are the wavelengths of two neighboring
maxima near the central wavelength position.

As shown in Fig. 2, A1 and /1, are the center
wavelengths of two adjacent minima in the interference
spectrum. The refractive index of air at room temperature
is 1.0003 at 1550 nm [9].
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Fig. 2. Spectral signal of cavity filled with air.

During measurements, the cavity length was constant,
but changes in the refractive index of the sample in
the cavity were impacting optical path length. Equation
(2) can be used to calculate either the absolute refractive
index n or the geometrical cavity length L. In
measurements, the cavity length was set at 238.8 pum for
the egg white and 211.7 um for the egg yolk. Based on
the estimated cavity length and the measured sample
interference signal, the refractive index was calculated. In
Fig. 3, one of the measurement spectra at 35°C was
shown. The distance between 11 and A, in spectra signals
of air and egg differs.
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Fig. 3. Spectral signal of egg white at 35°C.

Sample eggs were bought in a supermarket labeled as
free-range eggs and the entire box of 6 eggs was
measured. The cracked egg was separated to white and
yolk, then few milliliters were put on an aluminum
weighing dish. Refractive index measurements were
performed in a temperature range of 30-47 degrees
Celsius, with a step of 1 degree. At each temperature, 6

http://www.photonics.pl/PLP

measurements were performed to determine the median
value and to reject measurements that deviate
significantly from the other samples’ refractive index.

Figures 4a and 4b show the refractive index as a
function of temperature. Our measurement focused on the
temperature range similar to that of organisms. The
refractive index varies between samples, because a
different composition of each egg. Boxplot charts were
used to show the statistical analysis of the measurement
data. The sample represented by the symbol ‘0’ is an
outlier, caused by measurement error. The straight lines
inside the boxes indicate a median value based on all
measurement series. The distance between the top and
bottom edges of the box is the interquartile range (IQR).
The dashes indicate minimum and maximum values that
were considered as valid. Outlier samples represented by
the symbol ‘o’ are the values that are more than 1.5
IQR away from the box.

The Matlab boxplot algorithm does not always indicate
outliners correctly, this can be seen in Fig. 4a. When
measured at 46 degrees, the measurements that indicated
a value of 1.32 should be counted as outliners. The more
measurements that are made, the better the statistics will
be and the more erroneous measurements will be
detected.
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Fig. 4a. Refractive index changes of egg white at 1550 nm.
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Fig. 4b. Refractive index changes of egg yolk at 1550nm.

Summarizing, the measurement setup allows for
determining the refractive index. The obtained results
show that refractive index of egg parts strongly depends
on temperature and these changes are visible.
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Abstract: A simple urine phantom was developed to replicate the ultraviolet-visible
(UV-Vis) spectrum of healthy human urine. Made from four safe and widely available
ingredients, it addresses the challenges of biological samples, including safety risks and
storage issues. The spectroscopic analysis results confirmed strong similarity to natural
urine, making the phantom appropriate for testing spectroscopic methods, calibrating
optical devices, and evaluating diagnostic sensors. It can also serve as a starting point
for advanced phantoms tailored to specific patient needs or diseases. This reliable alter-
native facilitates research in optical diagnostics or biosensor development by simplifying
preliminary sensor testing.

Keywords: artificial urine; optical method

1. Introduction

Contemporary science addresses increasing challenges by developing safe, effective,
and ethical research methods. One significant development is phantoms—artificially created
materials that simulate the properties of biological counterparts [1,2]. In this context, the
development of a urine phantom that accurately replicates the ultraviolet-visible (UV-Vis)
spectrum of human urine provides new opportunities in medical diagnostics and the valida-
tion of analytical technologies. Urine diagnostics plays a crucial role in medicine, as it is a
non-invasive method that enables the detection of a wide range of diseases, including uri-
nary tract infections, diabetes, kidney disorders, and even early cancer detection [3-5].
Optical methods, such as UV-Vis spectroscopy, enable the accurate identification of
biomarkers present in urine [6-8].

The use of phantoms offers significant practical and technical advantages. Utilizing
biological materials in research requires adherence to safety protocols, specific storage
conditions, and obtaining bioethical approvals, which require substantial costs and limit the
availability of such samples. Phantoms address these issues by providing an alternative that
reduces the risks associated with exposure to potentially hazardous samples and enables
research under standard laboratory conditions without the need for highly specialized
personnel [9]. Furthermore, phantoms are durable, easy to store, and simple to produce,
which further enhances their practical utility.

This study aims to develop a simple, cost-effective, and safe urine phantom whose
optical properties in the UV-Vis range closely replicate those of healthy human urine [10,11].
This study involved the creation of a urine phantom with optical properties resembling
real urine in the UV-Vis spectrum, as well as an analytical component, consisting of a
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comparison of its spectrum with biological samples. This comparison results provide
the basis for further research into the potential applications of this phantom in analytical
technology. It is worth emphasizing that, to date, no urine phantom has been developed
that unequivocally reproduces the UV-Vis spectrum of biological samples. Therefore, the
presented phantom represents an innovative solution that can be applied in research on
diagnostic sensors and the validation of optical analytical methods.

The proposed phantom was prepared using only four ingredients, which are widely
available, inexpensive, and safe, making it easy to reproduce in any laboratory. The compo-
sition of the phantom was optimized to achieve a UV-Vis spectrum that closely replicates
the characteristic spectrum of human urine. Due to this high level of conformity, the phan-
tom can be effectively used for the validation of spectroscopic methods and testing sensors
under laboratory conditions before their application in clinical diagnostics. Additionally,
the phantom enables preliminary studies to be conducted quickly and cost-effectively,
contributing to the acceleration of work on new diagnostic technologies.

The uniqueness of the developed phantom lies in its simplicity, minimal number
of components, low production cost [12,13], and high compatibility with the UV-Vis
spectrum of biological samples. This innovative solution enables preliminary experiments
for further research into advanced models that simulate additional biological properties
of urine, such as pH variability, ionic composition, or the presence of disease biomarkers.
The developed phantom represents a significant step in creating easily accessible diagnostic
tools, supporting the advancement of optical and sensor technologies in medical and
analytical research [13-15].

2. Materials and Methods
2.1. Materials

To create artificial urine for sensor validation, the key components of the spectra must
be replicated. The formula included water as the base, which was also the base of artificial
urine. Another important component was mineral salts, which were obtained by adding
a phosphate-buffered saline (PBS) solution (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, MO, USA).
Urea and uric acid are other crucial elements of urine, and the absorbance is dominated by
acid. In the artificial urine, we added citric acid (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, USA) and
a mix of acetylsalicylic acid and ascorbic acid (Bayer AG, Leverkusen, Germany). These
acids are readily available (in products like aspirin), and safer compared to other acids,
and their spectral properties closely resemble those of uric acid. To enhance the color to
resemble natural urine and improve the absorption spectrum, a black tea infusion (Mokate,
Ustron, Poland) was added at the final stage. The black tea provided a color similar to
urine. The caffeine present in the infusion improved the absorption spectrum in a range
of 250-300 nm. The caffeine content depends on the time of brewing.

The components were selected for their easy availability and safety. The phantom
was fabricated using only four components, highlighting its simplicity and accessibility.
Four components were used: PBS solution (Sigma-Aldrich, USA), an aspirin tablet (Bayer,
Germany), citric acid (Sigma-Aldrich, USA), and a tea infusion (Mokate, Poland) [16]. This
allowed a phantom to be reproduced quickly and cheaply in any laboratory, without the
need for complex procedures. The resulting product of combining the above components is
shown in Figure 1. The order in which the ingredients were added was not important. The
proportions and concentrations of the individual components were crucial. The developed
phantom exhibited a color and appearance that closely mimicked that of natural urine,
making it suitable for visual and spectroscopic studies requiring realistic substitutes.
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Figure 1. Developed urine phantom in this study.

2.2. Method

For absorbance measurement, we used a Nanodrop One C (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA) spectrometer. The wavelength range was 190-850 nm with a
photometric accuracy of 3% at 302 nm. The bandwidth was <1.8 nm. The measuring device
was used to detect materials at low concentrations. A sample volume of 2 puL. was used
for each measurement. All measurements were conducted at room temperature. For the
measurements, urine from a patient and artificially produced urine were used. After the
measurements, the obtained spectra were compared by checking the coincidence of the

peaks (Figure 2).

Figure 2. Schematic diagram of the method: (a) patient’s sample or phantom fabrication, (b) spectro-
scopic measurements, and (c) spectra comparison.

3. Results and Discussion

The measured results (Figure 3) showed that the artificial urine closely matched the
spectra of real human urine across the UV and visible range. The main peaks aligned with
differences only in signal intensity.

The spectrum from each patient varied slightly due to different concentrations, depend-
ing on the patient’s condition, diet, and medication intake. By adjusting the concentration
of individual components in the artificial urine, it was possible to make slight adaptations to
match the conditions of specific patients. Also, changes occurring in the phantom over time
were tested. Spectral variations were evident in the signal intensity. Notably, absorption
values increased in the range of 240-280 nm. In this way, the phantom’s spectra were
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adjusted to the urine spectrum. However, this is not essential for sensor validation, as the
relevant range of interest changes only marginally.

100
— Urine

804 —— Artifical Urine
El —— Artifical Urine (4 days)
S, —— Artifical Urine (11 days)
Q 60
[S]
c
3]
2
o
2 404
<

20

T T T T T T T
190 240 290 340 390 440 490 540
Wavelength [nm]

Figure 3. Obtained spectra of urine and artificial urine.

4. Conclusions

Artificial urine was formulated that accurately reflected the UV-Vis spectrum. We
achieved the desired spectral range using only a few components, which is a significant
accomplishment considering the complexity and number of constituents in natural urine.
We did not replicate the chemical composition of natural urine, as the quantity and diversity
of its components, as well as their availability, make it challenging to reproduce. The
formulated phantom mirrors the optical characteristics of natural urine and provides a
consistent and reproducible medium for experimental research. It can be adapted to create
more advanced phantoms tailored to the specific optical properties of individual patients
or particular diseases.
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