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1. OBJECTIUS

L'objectiu inicial de la present tesi és la miniaturitzacié d’'un sistema per a la mesura rapida de
la DBO en mostres daigua. Per aix0, s'incorporaran cultius microbians a dispositius
microfluidics que permeten la realitzacié de mesures electroquimiques.

Aquest camp, que ha experimentat un rapid creixement en els darrers anys, es basa la
utilitzacié d’elements bioldgics —com sén espeécies o comunitats microbiologiques, proteines o
enzims— com a element sensor o com a reactor de mesures electroquimiques.

Aquestes aproximacions haurien de ser valides i suficientment rapides per ser utilitzades com a
element de control en ambits com el seguiment ambiental o processats industrials diversos.
Aix0 és rellevant, ja que els metodes analitics emprats més habitualment requereixen de
diversos dies per obtenir els resultats, fet que els fa inadequats per fer el seguiment de
processos.

A més a més, es planteja enfocar aquests desenvolupaments donant un paper clau a les eines
de simulacié i modelitzaci6 matematica, de tal forma que es pugui validar el dispositiu
dissenyat, en el major grau possible, abans d'entrar en les fases de fabricaci6é i test
experimental.

Si bé les eines de simulacié matematica ja s6n ampliament utilitzades, en la major part dels
casos s'utilitzen com a validaci6 de dispositius que ja han estat fabricats i testats. Plantejar les
simulacions matematiques com una eina combinada en la fase del disseny, implica que
aguestes simulacions hauran d’abastar el conjunt d’elements rellevants per al problema o
dispositiu, perd a la vegada hauran de permetre contrastar els resultats i adaptar el disseny
abans de les fases de més requeriments en recursos i temps, que sén la fabricacié de prototips
i la seva validaci6 experimental.

Pel que fa a la fabricacié del dispositiu, es maximitzara I's de tecnologies rapides i de baix
cost, tant per al desenvolupament dels diferents prototips, com per ser una constriccié
remarcable de cara a la seva fabricacié i introducci6 a gran escala.

Finalment, també es tindra l'objectiu que els dispositius construits siguin el més versatils
possible, tant de cara a adaptar-los a altres usos i processos analitics com en termes de
facilitar-ne la integracio en altres dispositius, en la linia del que es coneix com a sistemes de
lab-on-a-chip.



2. INTRODUCCIO

En aquest treball es descriu el desenvolupament d’'un sensor de la Demanda Biologica
d’'Oxigen (DBO) per a la detecci6 rapida de la concentraci6 de matéria organica present en
mostres d'aigua (Process 2011), (Anon 2002), (Anon 1998).

Assolir un metode que permeti coneixer la concentracié de la matéria organica en mostres
d'aigua en periodes curts de temps és clau per poder utilitzar aquest parametre com a
mecanisme de control, tant en el seguiment de qualitat ambiental com en I'operaci6 d’estacions
depuradores d'aigiies residuals (EDAR), ja que els métodes estandards actuals tarden un
minim de 5 dies a obtenir resultats, fet que els fa inadequats per ser utilitzats en el control
d’operacid i el seguiment de la contaminacio en temps real.

Com s’ha dit, el treball se centra en el disseny, fabricacié i caracteritzacié d'un dispositiu per a
I'analisi rapida de la carrega organica en mostres d’aigua o DBO. Per assolir aquest objectiu, es
fa un especial Us intensiu de técniques de simulacié i modelitzacié informatica per tal de
preestablir els principals parametres de disseny del dispositiu abans d’entrar en la fase de
fabricacio, estalviant temps i inversio en la fase de desenvolupament del sensor, alhora que
permet modificar diverses variables i parametres virtualment, i obtenir uns resultats avaluables
per tal d’optimitzar i refinar el disseny abans de I'etapa de fabricacid. Aixi mateix, es proven
diverses técniques de prototipatge i fabricacio6 rapida i econdmica.

El problema analitzat té doncs diferents aspectes interrelacionats perd prou independents, ja
que abasten aspectes com:

- Definicié del model biologic i dels altres aspectes fisics i quimics claus implicats en el
funcionament del dispositiu.

- Elaboracié d’'un model matematic acurat i creible que permeti d'obtenir informacié
critica del sistema abans de la fabricaci6.

- Implementacié de models electroquimics que permetin estimar la viabilitat del sensor.

- Desenvolupament de les técniques de fabricacié adequades per a la construccié dels
circuits microfluidics, el sistema d’electrosensors i les membranes de separacié.

- Disseny i fabricaci6é d’'un encapsulat adequat al sistema desenvolupat.

- Caracteritzar i validar els prototips resultants.

En els punts seguents introduirem les bases i I'estat de I'art actual en alguns aspectes clau
tractats en el treball com sén la DBO com a meétode analitic, les bases de [l'analisi
electroquimica i dels sistemes microfluidics.

Al present treball, definim la demanda bioquimica d'oxigen de diferents maneres segons el
context. Per facilitar-ne la lectura els especifiqguem a continuacio:

DBO (Demanda Bioquimica d’Oxigen): ens referim al concepte general de la DBO com a
contingut en matéria organica en una mostra d'aigua, sense detallar-ne la composicié o la seva
degradabilitat. Aixi mateix, a nivell de les simulacions ens referim també a la DBO (o organics,
indistintament) com a parametre en el model que representa el contingut general en materia
organica, i les seves unitats sempre seran en mg/l.

DBOs (DBO a 5 dies): ens referim a la mesura, per processos analitics estandards, de la
matéria organica durant un periode de 5 dies. Aquesta mesura és la més utilitzada
habitualment i té caracter normatiu en legislacié ambiental i parametres de contaminacié (Anon
2002; Wang et al. 2010).



DBO,; (DBO a 21 dies): és la mesura, que en paral-lel a la DBOs, permet definir quina part de la
matéria organica present és facilment degradable (DBOs), degradable amb lentitud (DBO2;) o
recalcitrant, que tarda més de 21 dies a descompondre’s i que es podra mesurar a partir de
mesures totals de la matéria organica com sén la Demanda Quimica d’Oxigen (DQO) o sobretot
la concentracié de Carboni Organic Total (COT).

DBO, (DBO a x dies): ens referim a qualsevol mesura estandard de la DBO, siguin quins siguin
els dies de durada de la mesura, de manera que inclou tant les DBO a 5 o 7 dies (compostos
de degradaci6 rapida) com la de 21 dies de durada o matéria organica de lenta descomposicié.



2.1. LA MESURA DE LA DBO (DEMANDA BIOQUIMICA D’OXIGEN)

La concentraci6é de la matéria organica present a l'aigua té una rellevancia critica en diversos
ambits, els quals inclouen aspectes ecologics (p. ex. eutrofitzacié d’aigles marines i
continentals, control de qualitat de I'aigua), ambientals (p. ex. funcionament i control de les
plantes de tractament d’aigues residuals i potabilitzacid) i processos biotecnologics (processats
en la industria alimentaria) (Process 2011).

Atesa la complexitat de la composicié de la matéria organica que conté la mostra i de la
dificultat d’'una analisis detallada, historicament s’ha establert la tendéncia a utilitzar mesures
indirectes globals que permetin una aproximacio Util per als processos que en depenen (Anon
2002). En seran, per tant, factors clau que el métode analitic sigui rapid, econdmic i que permeti
una analisi global de tots els compostos organics presents en la mostra.

Una via per assolir aquest objectiu és analitzar la quantitat d’oxigen requerit per a una
degradaci6 completa de la matéria organica present a una mostra determinada (Process 2011).
Aquesta aproximacié es basa en la descomposicié aerobica de la materia organica, que es pot
simplificar com :

(21) {CHzo} + 0, —» CO, + H,O

Historicament, una mesura comunament utilitzada ha estat la Demanda Quimica d’Oxigen
(DQO). Aguesta analisi es basa en el fet que la practica totalitat dels compostos organics poden
ser completament oxidats mitjangant un agent oxidant fort (com és el cas del permanganat de
potassi), el qual permet un métode analitic rapid i econdmic, perd que alhora tendeix a
sobreestimar el contingut organic per tres motius:

a) Forca I'oxidacio de tots els compostos reduits, i no només de la matéria organica (per
exemple, i6 ferrés, sulfurs o compostos reduits del nitrogen, entre molts d'altres)
(Yargeau 2012; Huck & Sozanski 2011).

b) Implica I'oxidaci6 de compostos organics recalcitrants o que requereixen temps de
descomposicié llargs (LDTR, de l'anglés long decomposition time requiring), com la
lignina o altres fenols i polifenols, que generalment no sén afectats —ni presos en
consideraci6— per la majoria de processos abans descrits, com la depuracié o
potabilitzacié.

c) Com que l‘oxidacié es deu totalment a forces quimiques, sense intervencié d’agents
bioldgics, no ens dona cap noci6 de la preséncia de toxics o altres materials (polifenols
o0 metalls pesats) que potencialment afectaran els bioprocessos que volem monitoritzar.

En conseqiiéncia, es va desenvolupar I'analisi de la Demanda Bioguimica d’Oxigen (DBO,), la
qual és requerida per la majoria de les administracions (sovint amb paper legal) i ha esdevingut
un métode universalment utilitzat (Anon 2002). El principi analitic, en aquest cas, recau en el fet
qgue l'oxidacié dels compostos continguts en la mostra és duta a terme per agents bioldgics
(microorganismes presents a I'aigua o afegits a la mostra) en lloc d’agents quimics oxidants.

Per dur a terme una analisi de la DBO,, la mostra s’emplaca en un bioreactor hermétic en el
qual després de certs processos d'adaptacio, com la correccié de nutrients i I'increment de la
biomassa de poblacions enddgenes o afegides (R. Kumar & A. Kumar 2005), es manté la
mostra durant el temps d’analisi en condicions de no limitacié de I'oxigen disponible i es mesura
'oxigen global consumit, directament o mitjan¢cant dades indirectes, com els canvis en la
pressio de la fase gas del reactor {Jouanneau:uk} .

En comparaci6 de la DQO, les principals aportacions de la DBO, son:



a) Redueix l'oxidaci6 de compostos no organics durant I'analisi. Només els compostos
facilment oxidables i capacgos, per tant, de ser oxidats pel contingut d’oxigen dissolt en
I'aigua com pot ser el ferro patiran algun grau d'oxidacio6.

b) Només els compostos que poden ser degradats durant el temps d’analisi (vegeu més
endavant) s6n comptabilitzats per al consum d'oxigen (excloent aquells compostos
organics de molt llarga degradacié o LDTR dels resultats).

c) En cas de que hi hagi compostos toxics o inhibidors de l'activitat microbiana, queda
reflectit per una minva de la demanda d’'oxigen total, que es pot estimar contrastant
diferents técniques analitiques com la proporcié DBO/DQO.

La preocupaci6 amb I'is de la DBOy es deu al temps requerit d’'analisi. El métode més
usualment utilitzat és la DBOs (on el subindex indica la durada de I'analisi, en dies) implica un
periode d'analisi de 5 dies (alguns paisos com Suecia exigeixen I'is de la DBO; (Anon 2002),
per permetre el creixement dels microorganismes, l'activacié de les rutes metabdliques i
enzimatiques i la hidrolisi de polimers. Es acceptat que, amb aquesta durada, la major part dels
compostos i polimers de facil degradacié seran oxidats, perd no els recalcitrants o de llarga
degradacié (LDTR), per a la determinaci6 dels quals es fan analisis de fins a 21 dies o DBOy;
(Anon 2002).

Aquest requeriment de temps d’analisis fa que la DBOs sigui un procés car, que presenti una
alta variabilitat i sobretot el fa un métode inadequat per a processos de monitoritzacié i control
en els quals es requereix I'obtencié de dades rapides i actualitzades.

2.1.1. ELs METODES DE sTBOD 0 DBO RAPIDA

Enfront de les limitacions que presenten els métodes de la DBOs i la DQO, i per tal de poder
obtenir resultats equivalents a la DBOs en temps menors, es van comencar a desenvolupar
biosensors per a la determinaci6 de la DBOy en temps curts (¢BOD, o short time BOD en
anglés) ja als anys setanta (Karube et al. 1977). La major part d’aquests prototips de
biosensors es basen en I'is d’eléctrodes per a determinacié de la concentracié d'oxigen, de
tipus Clark, que permet una mesura continua de la concentracié d’oxigen en una mostra i, per
tant, també del ritme de consum (-dO2/dt) (Karube et al. 1977), Anjum:2004kx, (Anon 2011).

Un altre aspecte clau per intentar assolir una reduccié del temps requerit per a I'analisi és la
cerca de mecanismes que permetin incrementar la concentracié d’organismes microbians a la
proximitat de I'electrode, bé sigui per la via d’introduir la mostra en un cultiu préviament enriquit
de microorganismes o per la via de I'Gs de biofilms preformats (tot i que en la majoria de casos,
es tracta més de cultius compactats que de biofilms realment desenvolupats) (Liu & Dong n.d.;
Anon 2002; Liu et al. 2011; Anjum et al. n.d.).

D’aquesta manera podem obtenir resultats de la DBO en menor temps, pero els resultats no
seran exactament coincidents amb els valors d’'una DBOs (Anon 2002) perque el curt temps
d’analisi no permetra la degradacié de compostos més complexos i hormalment només els
facilment i rapidament assimilables es descompondran. Aix0 implica que s’hauran de dur a
terme estudis de correlacié entre la DBOs i la DBOg per comparar les dades i que aquesta
correlacié es veura afectada per la natura de la mostra, tot i que en tot cas es donen
correlacions suficientment altes entre ambdoés valors, ja que descriuen processos
essencialment equivalents, on la principal diferéncia és la durada en el temps d’analisi.

Molts d’aquests métodes que s’estan desenvolupant parlen d'analisis curtes en referéncia al
temps d’analisis del sensor (i s’han proposat métodes molt breus, de 10 minuts (Anon 2002)),
perd no treu que el temps total solgui incloure periodes d’adaptacio de la microbiota i d'induccié



dels enzims requerits, de manera que sovint es requereix un pas de pretractament de la mostra
gue dona un temps total de I'analisi d’entre una i diverses hores (Anon 2002).

a) Bioreactor classic b) Biomassa immobilitzada c) Model proposat

LD/F

Figura 2.1. Configuracions classiques i proposta de sistemes respirométrics per la mesura de la
DBO. (a) Electrode tipus Clark, emplacat directament al bioreactor. (b) Eléctrode tipus Clark
modificat amb biomassa compactada a la proximitat de I'eléctrode. (c) Canal de I'electrolit i
cambra de separacid, separats per una membrana permeable a I'oxigen. Notes: 1. Sensor
d'oxigen. 2. Proteccié de Teflon (PTFE) contra la passivacié de l'electrode. 3. Mostra i
biomassa bacteriana. 4. Agitador, 5. Subministrament d’oxigen. 6. “Sandwich” o gel per
concentrar la biomassa. 7. Mostra sense biomassa. 8. Flux d’electrolit saturat d’oxigen. 9.
Membrana selectivament permeable a I'oxigen. 10. Sortida.

2.1.2. RESPIROMETRES | MESURES EN CONTINU (INTRODUIR EL TEMA DE
MEDRA)

Paral-lelament al treball en el dispositiu per a la mesura rapida de la DBO, s’ha treballat en el
projecte MEDRA (referencia TSI-020100-2011-187) per a la monitoritzacio, control i optimitzacio
de plantes de tractament d'aigues residuals (EDAR) (Process 2011).

En aquest se cercava adaptar la mesura de la respirometria i I'estimacié de la carrega organica
(DBO) a sistemes de control continu per operar a planta. Si bé inicialment en el projecte es
proposaven sistemes microfabricats, ben aviat es veié que podia ser més correcte I'is de
sistemes d’escala major que facilitessin el manteniment i la durabilitat dels sensors.

Tot i aixd, conceptualment i pel que fa al disseny, compartien molts aspectes amb el treball ja
realitzat per desenvolupar un sensor microfabricat de mesura rapida de la DBO, on
essencialment calia adaptar-ho a una escala de mida i temporal major.

En aquest projecte es va treballar sobretot en el disseny i conceptualitzacié del dispositiu, ja
que a la part de fabricaci6, prototipatge i control hi havia altres entitats implicades. El conjunt
del treball realitzat per a aquest projecte es detalla al punt 5 del present treball.



2.2. PRINCIPIS DE FUNCIONAMENT DELS SENSORS
ELECTROQUIMICS

Es pot mesurar el consum d’oxigen per part de la microbiota (és a dir, fer una respirometria)
mitjancant diversos metodes que permeten fer el balan¢ quimic entre la variacié de la
concentracid d’oxigen inicial i final de I'experiment . Els métodes més usuals soén:

a) Mitjancant la mesura dels canvis de la pressié en un recipient estanc als gasos,
comparant el volum de la molécula d’oxigen amb el volum del didxid de carboni, que és
el principal subproducte de la degradaci6é aerobica (Caldwell & Langelier 1948; Logan &
Wagenseller 1993). Aquest sistema és poc adequat per a mesures continues i no
discerneix les variacions de volum causades per altres gasos que es poden formar en
el procés, com sén compostos de sofre o nitrogen.

b) Mitjancant la mesura d’oxigen present per metodes optics (Jiang et al. 2006), que
determinen amb prou exactitud la concentraci6 d’oxigen via la mesura de I'absorbancia
optica de longituds d’ona predeterminades per a I'element en estudi (en aquest cas,
I'oxigen). Es veu afectat en mostres poc netes on altres compostos poden absorbir part
de la llum per a aquella longitud d’'ona, sense ser I'espécie quimica objectiu.

c) Mitjancant metodes de mesura electroquimics (Cooper & Compton 1998a; Compton &
Winkler 1995), que determinen la concentracié d’oxigen present via la mesura de la
quantitat d'oxigen que es redueix a la superficie d'un eléctrode al qual s’aplica un
potencial determinat que afavoreixi la reduccié especifica de I'element quimic objectiu.
Aquest potencial variara en funcié de I'element cercat i de la composicié de I'eléctrode.

Aquest darrer métode electroquimic s’ha mostrat viable i amb resultats adequats per a mesures
rapides en petits dispositius, alhora que és un dels métodes utilitzats que compta amb més
experiéncia. Es per aixd que ha estat el métode analitic escollit en el present treball.

Essencialment els métodes electroquimics es basen en la deteccié del corrent generat per la
reduccié o oxidacié d'una espécie quimica especifica a la superficie d’'un eléctrode al qual
s'aplica un potencial conegut. Atés que el punt d’oxoreduccio6 és propi de cada espécie quimica
i que mitjangant un potencidstat (i un bon sistema d’eléctrodes de referéncia i auxiliars) podem
donar un potencial conegut a I'eléctrode en questié, podem propiciar I'oxidacié o reduccié d'una
espécie determinada de forma aillada respecte dels altres compostos que contingui la mostra.

Aquesta oxidacid o reduccié implicara un alliberament o captacié d’electrons a la superficie de
I'eléctrode de treball que podra ser mesurat com un corrent generat en el mateix eléctrode (amb
valor positiu 0 negatiu, segons es tracti d’'una oxidacié o una reduccié). | sera aquest corrent el
que, un cop corregit per factors com la superficie total de I'eléctrode o la velocitat del flux
d’electrolit, permetra de tenir un valor de I'element quimic en estudi, en el nostre cas, I'oxigen.

A continuacié descriurem resumidament els aspectes més rellevants que presenten aquests
sistemes i el funcionament d’aquests dispositius.

2.2.1. PUNTS FORTS | FLAQUESES DEL METODE ELECTROQUIMIC

PUNTS FORTS
Els principals punts forts dels sistemes d’analisi electroquimic son:

a) Versatilitat de les espécies quimiques que poden ser analitzades. Aixd permet no
només ser un dels sistemes analitics rapids més emprats, sind, potencialment utilitzar
el mateix joc d’eléctrodes i dispositiu per a I'andlisi de diverses espécies quimiques de



b)

c)

forma consecutiva. Respecte a I'especificitat de I'analisi, aquesta dependra de I'espécie
objectiu, del material de I'electrode emprat i de les altres espécies presents en I'analit,
perd en el cas de l'oxigen, si les mostres sén netes, trobem uns millors resultats
(Cooper & Compton 1998b).

Una alta sensibilitat que permet de detectar concentracions molt baixes de I'element
quimic en estudi. Aix0 no limita, emperd, la possibilitat de detectar altes
concentracions, ja que és facilment regulable mitjancant la modificacié del cabal influent
al dispositiu.

Analisis rapides i repetibles que seran molt interessants, tant en el sentit de limitar els
processos preparatoris de I'analisi com també pel fet de poder fer mesures rapides i
repetides en el temps, ja que aixo significa la possibilitat de fer analisis continues que
permetin avaluar en temps gairebé real els processos que es donen al dispositiu i
sobretot les seves dinamiques.

PUNTS FEBLES
D’altra banda, tenim que els principals punts febles d’aquesta técnica soén:

a)

b)

La passivacid de I'eléctrode és un problema molt comu en experiments electroquimics
qguan es treballa amb mostres “brutes”, ja sigui perqué I'analit objectiu es troba en una
mostra complexa o sobretot quan es treballa amb mostres bioldgiques. Estrictament la
passivacié de I'eléctrode és la pérdua en el temps de la seva area de bescanvi
electronic. A part d'altres processos, un cas tipic és I'adhesié de materials organics a la
superficie de I'eléctrode, que en canvien les propietats electrocatalitiques. Aixd se sol
minimitzar mitjancant cicles d’activacio de I'electrode, que sén viables només fins a un
punt, o bé protegint la superficie de I'eléctrode amb un material en aquest sentit inert,
com per exemple amb membranes de Nafion (ref paper Neus), que, tanmateix,
presenten problemes com I'homogeneitat del material dipositat o la difusibitat de
I'espécie objectiu.

Com a resultat secundari del treball endegat en la present tesi, s’ha proposat un
disseny de cel-la electroquimica amb separacié per membranes selectivament
permeables per tal de poder treballar amb mostres “brutes” tot i mantenint I'analit en
contacte amb I'eléctrode net.

El requeriment d'un electrdlit net principalment d’espécies quimiques que tinguin el
punt d‘oxidacié o reduccié proxima a I'espécie objectiu de I'analisi. Aquest problema es
pot minimitzar amb la “neteja” de la mostra (filtraci6, etc.), o amb els materials emprats
per a la fabricaci6 de I'eléctrode (ja que aquest definira el punt de canvi redox de
I'espécie objectiu).

Baixa selectivitat de la mesura en el cas d'utilitzar eléctrodes sense modificar. El senyal
de la corrent registrada es deura a la suma de tots els processos que es donin (0 es
puguin donar) al potencial de mesura.




2.3. ASPECTES DE LA MINIATURITZACIO: MICROFLUIDICA | ALTRES
ELEMENTS

La miniaturitzacié de sistemes de mesura és un sector que ha mostrat un rapid creixement en
els darrers anys, ja que té certs beneficis inherents, com I'estalvi d’espai i recursos aixi com
una major portabilitat. A continuaci6 detallem els principals aspectes del treball amb
microsistemes que ens son rellevants:

2.3.1. FLuipICS

Hi ha principalment tres aspectes relacionats amb les caracteristiques fluidiques (Tabeling
2005; Ohno et al. 2008), (Whitesides 2006) que seran clau en el disseny del dispositiu
desenvolupat:

a) Sistemes de flux laminar

El comportament dels fluids a escala micro difereix dels macrofluidics en factors
com son la tensié superficial o la resisténcia al transport (Tabeling 2005), (Acheson
1990). A escales molt petites (entre 100 nanometres i alguns centenars de micres)
apareixen diverses propietats interessants, entre les quals destaca que els
nombres de Reynolds esdevenen molt baixos. El nombre de Reynolds relaciona el
moment d’un fluid i I'efecte de la viscositat. Aixd comporta que el fluid respongui a
un flux laminar i a la practica desaparicié del component turbulent, (vegeu el punt
3.3.1B).

Aixi, per exemple, tindrem que dos fluids circulant en paral-lel pel mateix canal
practicament no es barrejaran, ja que les forces inercials (turbulentes) seran molt
baixes, perd en canvi poden intercanviar compostos a favor del gradient de
concentraci6 entre els dos fluids, mitjangant la difusid.

Aixi el transport de materia dins del fluid sera majoritariament difusiu, fet que
permet unes condicions de reaccid molt més uniformes tant per a reaccions d'un
sol pas com multipas (Stone et al. 2004; Tabeling 2005).

D’altra banda, si bé és cert que el transport per difusié és en general molt més lent
que el transport convectiu, el fet de treballar en distancies petites, comporta que
aixd no sigui un element tan limitant com pugui ser-ho en sistemes macroscopics.

En el dispositiu desenvolupat cal esmentar que les alcades dels canals oscil-len
entre les 50 i 150 micres, i tot i que I'amplada estigui entre 500 i 1.000 micres, aix0
no impedeix que es puguin considerar microfluidics en el seu conjunt.

b) Volum de mostra

Un altre aspecte molt rellevant dels dispositius microfluidics és que requereixen
volums molt petits de mostra. Per exemple, un canal reactor de 0,13 m (I) x 0,005
m (a) x 0,0005 m (h) —com el de bona part dels sistemes simulats— contindra 0,33
ml de volum total.

Aix0 permet analitzar mostres molt petites i diversos beneficis més (rapidesa,
transport, etc.). La constricci6 en aquest sentit sera utilitzar les mesures
necessaries per tal d'assegurar que la mostra analitzada es correspon amb la
mostra presa i, per tant, que hi ha una bona seleccié de la mostra a analitzar,
sobretot quan es parteix de mescles poc homogeénies.



2.3.2. PER MIDA
Les aportacions que ens dona el fet de treballar amb dispositius de petita mida els resumirem
en els tres aspectes que ens semblen més rellevants, que son els efectes de treballar amb
eleéctrodes petits, la facilitat per integrar el dispositiu en sistemes analitics majors i com aixo
afecta als costos de fabricacio.

a) Microelectrodes

En el nostre cas s’ha optat per eléctrodes de banda compostos de diferents
materials.

La principal aportaci6é dels microeléctrodes és que presenten una alta sensibilitat i
gue aquesta permet fer mesures rapides i repetides; aquesta sensibilitat es deu a
un transport de matéria eficient entre el conjunt de la mostra (bulk) i la seva
superficie, que es tradueix en un model de transport essencialment del tipus planar
entre mostra i electrode {ELAN:ELAN141, (Godino Amado et al. 2010), (Ordeig et
al. 2007). Alhora, aix0 representa també una limitacid ja que el senyal eléctric
obtingut sera també menor i, per tant, més influenciable pel soroll eléctric que es
pugui donar en el dispositiu.

b) Facilitat d’integracié amb altres dispositius

Destaquem dos factors en aquest sentit. D'una banda, el fet de dissenyar un
dispositiu de petita mida fa que en general aquest sigui més facilment integrable
amb altres dispositius complementaris a 'analisi que es vol dur a terme. D’altra
banda, un sistema que requereix una menor aportacié energeética tant per fer la
mesura (per la mida dels eléctrodes) com pel bombeig de volums molt petits de
mostra i electrolit, facilitara també la integracié (Arora 2010; Araci & Brisk 2014).

A tot el treball, se segueix una linia més o menys explicita cap a la reducci6 de la
mida del dispositiu, que optimament hauria de permetre dos objectius subjacents:
1) permetre que el dispositiu pugui ser mobil i es puguin fer les analisis directament
al punt de la presa de mostres, evitant les alteracions causades per
'emmagatzematge i el transport i 2) idealment, dissenyar un dispositiu que pugui
ser integrable en un sistema que s’anomena lab-on-a-chip o un laboratori en un xip,
gue permeti fer el preparat de la mostra i I'analisi en un sol dispositiu o que fins i tot
s’hi puguin afegir altres processos analitics que puguin ser complementaris i o
rellevants (com proves blanc o repeticions).

¢) Reduccié dels costos de fabricacid i limitacié en I'is de productes i processos
contaminants o generadors de residus

Aquest també és un patré que hem intentat contemplar de forma transversal en el
disseny (del Campo 2014). Sovint els processos de microfabricacié sén cars i d'alt
requeriment energétic, i generadors de residus. En aquest sentit s’hi ha treballat en
diferents aspectes, com sén:

1) Dissenyar dispositius de petita mida que impliquen un millor aprofitament dels
processos de fabricacio, sobretot pel que fa als dispositius que requereixen
sala blanca.

2) Provar i utilitzar técnigues noves que permeten una fabricaci6 de menor
complexitat técnica i temps de fabricacié com és el cas del que es coneix com
a técniques de prototipatge rapid. Aixi, per exemple, es treballa amb eines com
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un ploter de tall per a la fabricacié dels sistemes microfluidics o les técniques
de fresat en 2D i 3D per a la fabricaci6 de la carcassa o altres elements, s’han
d’entendre també en aquest sentit.

A l'apartat de fabricacié es comentaran més detalladament aquestes aproximacions i els
resultats que se n’ha obtingut.

2.3.3. ANALISI IN SITU
Tot i que algunes coses ja es dedueixen del comentat en els punts anteriors, considerem que
€s una part important del disseny realitzat, el fet de focalitzar-se amb sistemes que permetin fer
l'analisi desitjada amb la maxima proximitat al lloc de recollida de les mostres. Aquesta
preocupacié es basa essencialment en dos factors:

a) Menor interval entre presa de la mostra i analisi

Un problema recurrent en les analisis de la DBO és la dificultat d’estabilitzar les
condicions de la mostra durant un marge de temps suficient (ref). La conservacio a
baixa temperatura, la major o menor limitacié de la disponibilitat d’oxigen, I'agitaci6
o el creixement bacteria, son factors que sovint es critiquen a I'analisi de la DBO i
que poden fonamentar part de la repetibilitat baixa d’aquest procés analitic en
comparacié de meétodes parcialment equivalents com poden ser la DQO o el COT
(Carboni Organic Total).

Aixi, disposar d'un dispositiu que pot realitzar la mesura immediatament després de
la presa de mostres i que requereixi una baixa manipulacié, pot ser un enfocament
clau de cara a disminuir aquesta variabilitat.

Al present treball, es planteja un filtrat de la mostra per permetre que circuli
correctament pel dispositiu microfluidic i un afegit de cultiu microbia concentrat i
preactivat, que permeti iniciar el protocol d’analisi al mateix moment.

b) Portabilitat

Consequentment amb el comentat en el punt anterior, també és un objectiu del
disseny, que el dispositiu pugui funcionar en condicions de camp i que no
requereixi imprescindiblement ser traslladat a laboratori per tal de fer I'analitica.

En aquest sentit, el principal limitant és disposar d'un sistema de mesura
electroquimica que o bé estigui en condicions de treballar fora del laboratori o fins i
tot que estigui integrat en un sistema lab-on-a-chip (Esquivel et al. 2011).
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3. SIMULACIO

3.1. INTRODUCCIO

Un dels objectius de la present tesi és aprofitar I'is d’eines de simulacié matematica de models
complexos per ser emprades en el disseny de sensors bioldgics. Entenem per simulacio I'is
combinat de diferents models ben establerts préviament i de parametres empirics, que es
calculen conjuntament per tal de projectar uns resultats que permetin el refinament del disseny
de nous dispositius, aixi com identificar-ne els principals factors condicionants i limitants
(McLaughlin n.d.).

Historicament, la proposta de models contrastables ha estat una eina important per a
I'establiment i refutacié d’hipotesis cientifiqgues, perd generalment aquests models s’han limitat
a aspectes més o menys concrets i parcials dels problemes abordats. Darrerament, pero, la
millora en els métodes matematics i sobretot I'increment i abaratiment de les possibilitats de
calcul, han propiciat que s’intentin considerar conjuntament els diferents aspectes que
concorren en un problema determinat, com pot ser el cas de nous dispositius de mesura
(Zimmerman 2006; Anon 2002; Liu et al. 2006; Picioreanu et al. 2010; Picioreanu et al. 2007).

Atés que aquest enfocament considera conjuntament diferents models teorics preestablerts
ailladament, junt amb altres parametres obtinguts de forma empirica i no estrictament teorica,
diferenciem la modelitzacié de la simulacié. Aixi, la modelitzacié, en endavant I'entendrem com
el procés de descripcioé d’'un model tedric que abasti un cert camp de la natura de forma concisa
i refutable. Per contra, la simulacid, I'entendrem com els processos de combinar diferents
models teorics preestablerts amb dades empiriques per aproximar o projectar uns resultats
avaluables a problemes complexos (McLaughlin n.d.; Zimmerman 2006).

Aix0 a banda, les noves possibilitats de calcul disponibles han fet que es plantegi resoldre
problemes complexos en qué hi intervenen, de forma interconnectada, diferents aspectes de la
natura. Aquest enfocament s’ha anomenat inicialment multifisic i en poden ser un exemple les
previsions del canvi climatic global, on es combinen aspectes astronomics, climatics,
oceanografics o antropics que actuen de forma relacionada i interdependent (Edenhofer &
Seyboth 2013).

En el cas del present treball, es pretén simular, com a eina que faciliti el disseny, un sensor
bioelectroquimic per a I'estimacié rapida de la carrega organica continguda en mostres d’aigua
o DBO (Demanda Bioldgica d’Oxigen). Per tant, la simulaci6 inclourd fendmens com:

Fisics: models de transport de masses, models eléctrics, aspectes geometrics o
temperatura de treball.

Quimics: processos de difusié per gradients de concentracid, electroquimica a la
superficie de I'eléctrode, interaccions entre espécies quimiques o salinitat del medi.

Biologics: essencialment l'efecte del metabolisme en el consum o generacio
d’espécies quimiques.

La major part d’aguests models responen a sistemes dinamics, els elements dels quals
intervenen en diversos dels processos en estudi, interconnectant-los de forma complexa. Aixi,
en esséncia el model es basara en una série de problemes dependents del temps, calculat, per
tant, per equacions diferencials, on els valors de les variables de I'equacié dependran dels
resultats d’altres equacions relacionades.
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L'enfocament matematic que s’empra per resoldre aquest tipus de problemes és el de les
derivades parcials (Zimmerman 2006; Godino Amado et al. 2010). Per resoldre sistemes de
derivades parcials disposem de diferents métodes matematics ben establerts com soén el
Métode dels Elements Finits (Finite Element Method, FEM), el Métode de les Diferéncies
Finites (Finite Difference Method, FDM) o el Métode de Volums Finits (Finite Volume Method,
FVM), que seran més o menys adequats segons el tipus de problema que s’hagi d'afrontar
(Ullah et al. 2015; Bihlo & Haynes n.d.).

En el nostre cas hem optat per utilitzar el paquet informatic comercial de COMSOL Multiphysics
(COMSOLab, Suécia) que utilitza el métode dels elements finits (FEM) per resoldre sistemes
d’equacions derivades parcials (PDE, Partial Derivate Equations). (Zimmerman 2006; Liu et al.
2006; Picioreanu et al. 2010).
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3.2. METODE UTILITZAT

El métode FEM és una técnica numérica per resoldre sistemes d’equacions derivades parcials
(Godino Amado et al. 2010). Primerament descrivim un domini geometric que pot ser d'1, 2 0 3
dimensions; en el nostre cas (a part d'algunes aproximacions prévies unidimensionals) la
geometria escollida ha estat 2D perqué, d'una banda, I'Gs de geometries 3D requereix una
qguantitat de calcul que creix exponencialment i, de l'altra, el dispositiu projectat presenta
diferéncies poc destacables en el tercer eix (z) ja que té un comportament que no difereix en
aguesta dimensié. Per tant, resoldre models en 3D no ens representa una aportacié destacable
d’'informacié per obtenir uns resultats millors i, en canvi, incrementa molt el nombre d’elements i
per tant els graus de llibertat del model, fet que implica un requeriment de calcul molt més gran.

a) Tridimensional b) Bidimensional ¢) Unidimensional
Solucio Solucia -
£/ Solucio

¥ Eléctrode y Eléctrode ) ‘.\ Eléctrode

U. . t

Figura 3.1. Representacié esquematica del domini d’'un electrode en un canal: a) Tridimensional, b)
Bidimensional i ¢) Unidimensional (extret de (Godino Amado et al. 2010)).

Per al test s’han realitzat també models 3D del dispositiu, perd sense exigir els mateixos nivells
de precisié que en els models 2D.

Aquest domini geomeétric aleshores s’ha discretitzat en subdominis molt menors, anomenats
elements finits (Godino Amado et al. 2010); el conjunt d’aquests elements s’anomena mallat
(Godino Amado et al. 2010), i cadascun dels vertex d’aquests elements s’anomena node, tot i
gue també podem trobar nodes fora dels vértex. EIl métode FEM utilitzara cadascun d’aquests
nodes per realitzar el calcul de les diferents variables que integren el model.

La dimensi6 dels elements vindra, en part, determinada per la dimensié del model; aixi, en
models 1D tindrem segments lineals, en 2D i 3D les geometries més simples ens donaran
elements triangulars i tetraedres, respectivament (tot i que podem forcar altres geometries si
ens convé (Godino Amado et al. 2010)). A les presents simulacions en 2D s’han utilitzat
elements triangulars de segon ordre per fer la interpolacié (Godino Amado et al. 2010).
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Figura 3.2. Esquema d'un mallat tipic bidimensional, on s'utilitzen elements triangulars de
segon ordre, definits per nodes a cadascun dels seus vertex. (Adaptat de Godino Amado et al.
2010))

Aquests elements no només defineixen la geometria, també es caracteritzen pels polinomis
d’interpolacio6 utilitzats per interpolar la solucié a cada node, anomenats funcions bassals, ¢;. La
idea és aproximar la solucié, u, utilitzant les funcions bassals i un determinat nombre de
parametres finits o graus de llibertat (GdL o Degrees of Fredom, DoF). Aleshores, la solucid es
descriu aixi:

(B.1) u=2%; wy;

Aquests graus de llibertat (u;) s6n els valors de la soluci6é a cadascun dels nodes. El polinomi
d’interpolacio i és 1 al i° node, i 0 als altres nodes.

Aixi, I'exactitud de la solucié depén de I'ordre del polinomi d’interpolacid, pero a la vegada
incrementa el requeriment de calcul en el mateix ordre. Per exemple, una funcié d’interpolacié
quadratica requerira la informacié de 3 nodes (Godino Amado et al. 2010).

Un dels métodes d’interpolacié més comuns en FEM sén els elements lagrangians, que utilitzen
polinomis de Lagrange com a polinomis d’interpolacié (Godino Amado et al. 2010; Dickinson et
al. 2014). Aquests son de segon ordre i els que s’han utilitzat en els models que descriurem.
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3.3. MODEL DESENVOLUPAT

El model desenvolupat té en compte fonamentalment tres fendmens fisics, quimics i biologics
entrellacats, que soén el transport de masses, la cinética de la respiracié d'oxigen per part dels
bacteris i la cinética de I'eléctrode.

A continuaci6 es detalla 'enfocament amb qué s’han treballat aquests diferents aspectes del
model. Cal esmentar que en el model s’ha utilitzat una combinacié de moduls ja preestablerts
en el paquet informatic utilitzat (especialment els relacionats amb el transport de masses) i
d’altres que en major o menor mesura s’han desenvolupat ad hoc per construir el model.
Aquests darrers seran els que introduiran tant la cinética de I'eléctrode com la del consum
biologic de I'oxigen; hi entrarem en més detall per justificar-ne la construccio i la forma optada
d’'implementaci6 en el model general.

3.3.1. TRANSPORT DE MASSA
En el context del present treball, definim la transferéncia de massa com el transport d'una
matéria d’una localitzacié a una altra dins d’'una solucié (Godino Amado et al. 2010). Aquest
transport el podem separar en 3 components principals segons la seva causa: migracié, difusié
i convecci6. Aquests components que contribueixen al transport de massa total es poden
representar com el sumatori de les diferents contribucions:

(32) ]_)massa = jdifusi(’) + jcomieccié + ]_)migracié

A continuaci6 detallem aquests components que formen el transport de massa total i analitzem
la rellevancia que tindran per al dispositiu desenvolupat i la necessitat o no d’incloure’ls en les
simulacions.

DIFUsIO

La difusi6 es defineix com el moviment microscopic de matéria causat per un gradient de
concentraci6 (Folger n.d.; Godino Amado et al. 2010) on la matéria tendira a circular des de les
regions de concentraci6 més elevada fins a les de concentraci6 menor per assolir I'equilibri
termodinamic, que s’assolird en la situacid6 de minima energia i, per tant, amb la total
homogeneitat. L'escala a la qual actua la difusié és, en conseqiéncia, microscopica ja que
depén de les diferéncies de concentracié. Podem descriure matematicament la difusié a partir
de les lleis de Fick, on es defineix el flux de matéria i la seva concentracié en funcid del temps i
de la seva posici6 en I'espai (Folger n.d.). En el cas unidimensional, el flux d’'una substancia O
es defineix com el nombre de mols que passen per un punt en I'espai per unitat de temps i per
unitat d’area:

a%c

dx?2

% _pv2.c=D-
(33) - =DV*-c=D
Aquesta equacié (3.3) del flux es coneix com la primera llei de Fick, i el factor de
proporcionalitat D és I'anomenat coeficient de difusié que es mesura en m? - s, Daltra banda,
la segona llei de Fick ens permet de conéixer les variacions de la concentracié en un punt de
I'espai en funci6 del temps (Godino Amado et al. 2010) i S’expressa aixi:

% _pyz.c=p.%€
(34) . =DV*-c=D —
El model s’ha implementat a partir de considerar tres situacions diferents, per la qual cosa
s’han utilitzat tres subdominis amb les caracteristiques seguents:
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a) Cambra de reacci6: aquest €s un element on no es considera el moviment del fluid,
per la qual cosa I'linica forga rellevant que actua en el transport és la difusié en
favor del gradient de concentracié per a cadascuna de les espécies analitzades.

b) Membrana de separacié: en aquest subdomini es considera un medi saturat
d'aigua (la membrana) perd sense mobilitat, per la qual cosa s’ha utilitzat una
aproximacié similar a la descrita en el punt anterior, perd amb la diferéncia que
s’han modificat els coeficients de difusi6 per al diferents elements considerats en el
model. Aquestes taxes o coeficients s’han extret de dades bibliografiques i de les
caracteritzacions fetes pels mateixos fabricants de les membranes simulades. A
l'apartat 2.4 s’expliquen i es justifiquen els valors considerats per als diferents
parametres, aixi com la font d'on s’han extret.

c) Al canal electroquimic, s’han utilitzat els mateixos valors del coeficient de difusié
en medi aquds que en el punt a perd amb la diferéncia que aqui estan directament
acoblats a les forces de conveccio, ja que es considera un flux continu d'un
electrolit aquds saturat d’oxigen.

CONVECCIO

La conveccio es defineix com el moviment macroscopic de “paquets” de dissolucié (Folger n.d.).
La podem subdividir en conveccié natural, causada pel moviment provocat per gradients de
temperatura, de pressi6 o de densitat dins de la soluci6, i la convecci6 forcada, que pot ser
deguda tant al moviment del fluid per circulacié o agitaci6 com al moviment de I'eléctrode per
agitacié o vibracié dins de la soluci6. Matematicament podem definir el flux causat per la
convecci6 per a una dimensié d’aquesta manera:

(35) ]convecci(’) =v-c

On v és la velocitat amb la que es mou la dissolucio (m/s) i ¢ és la concentracio de les diferents
espécies (moI/m3). Les unitats de la convecci6 seran per tant moI/(m2 - 3).

Per tant, en el cas que menystinguem la migracié per trobar-nos en un entorn en que la
concentracié d’electrdlits difumini els camps eléctrics que es puguin generar i on la conveccid
no sigui rellevant, en el cas unidimensional, 'equacié que defineix el transport de la matéria cap
a I'eléctrode es regira per la difusio tal com es descriu a I'equacio 3.3.

Tot i aixd, podem considerar que el transport de fluids en canals micromeétrics respon
essencialment a un flux laminar, amb baixa incidéncia de fendmens turbulents, com a resultat
de les mateixes caracteristiques dels sistemes microfluidics.

Una manera d’exemplificar-ho la trobem amb el nombre de Reynolds (Re), que és un valor
adimensional que permet predir quan un fluid es comportara de manera laminar o turbulenta. El
nombre de Reynolds es defineix com la ratio entre les forces inercials i les viscoses, per a unes
condicions donades, de manera que, quan les forces viscoses sén dominants (nombres de
Reynolds baixos), el fluid presentara dinamiques similars a diferents punts topografics i, per
tant, respondra a un moviment laminar. Per contra, si predominen les forces inercials, aixo pot
donar lloc a diferéncies significatives en la dinamica del fluid en punts topograficament proxims,
és a dir, a moviments turbulents que els fan molt menys predictibles.

Si analitzem la formula proposada per Reynolds, trobem:

orces inercials vL vL
(3.6) Re = Lorcesimercials _ pvk
forces viscoses u
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On, v = velocitat del fluid (m/s), L = dimensio lineal o diametre hidraulic (m), u = viscositat
dinamica (kg/m-s), v = viscositat cinética (m2/s) i p = densitat del fluid (kg/m3).

Aixi trobem que per a un liquid com l'aigua, en la qual la densitat i la viscositat es mantenen, la
disminucié del diametre hidraulic a les mides tipiques de la microfluidica, sempre donara
nombres de Reynolds baixos que defineixen un moviment laminar del fluid i una nul-la 0 minima
participacié de processos turbulents.

Aix0 ens doéna un perfil de velocitats que es manté constant en el temps i permet utilitzar per a
les simulacions les equacions de Navier-Stokes per a flux laminar de fluids newtonians
incompressibles, en lloc de models més complexos que inclouen la possibilitat de formacié de
fluxos turbulents en el model.

B.7) pwV)u—nViu+Vp =0
3.8 V-u=0

Aquesta féormula només s’ha considerat en el subdomini que simula el canal electroquimic, i es
pot obviar en els subdominis de la membrana i de la cambra de reaccid, ja que no es considera
que hi hagi fluxos d’aigua durant la simulacié de I'experiment.

A més a més, el fet de poder considerar un model laminar presenta un gran avantatge de cara
a la facilitat i requeriment de calcul del model, ja que mentre els fluxos turbulents de fluids
donen com a resultat possibles canvis oscil-latoris o caodtics en els fluxos locals a diferents
punts del model, els models laminars amb una velocitat de fluxos constant permeten obtenir un
resultat estable en el temps, un camp de forces constant que podem resoldre amb models
estacionaris.

Posteriorment, hem utilitzat els resultats obtinguts d'aquests models estacionaris per a
cadascuna de les velocitats de flux considerades com un valor fix que s’ha acoblat als models
transitoris de la difusid, la reaccié de consum d’oxigen i la cinética de I'eléctrode.

Aix0 significa un clar estalvi en els requeriments de calcul del model alhora que facilita
'establiment d’'unes condicions inicials que permetin iniciar els models de calcul més
complexos i acoblats.

MIGRACIO

Definim la migraci6 com el moviment de les particules carregades sota I'efecte d’un camp
eléctric (Compton & Banks n.d.; Cooper & Compton 1998; Godino Amado et al. 2010) i és, per
exemple, el principal transport en les técniques electroforésiques. Aixi, per a un potencial
electric ¢ aplicat, el flux de ions de carrega (z), considerat en un cas unidimensional, pot ser
descrit matematicament com:

> —2F
(39) ]migracié = %DCVCI)
On: & = Camp eléctric (V/m).

En la majoria d’experiments electroquimics, el transport de matéria causat per la migracié pot
ser considerat negligible, perqué les espécies en estudi es troben dissoltes en el si d'un
electrolit o solucié aguosa (en el nostre cas) amb concentracions relativament elevades de ions
qgue permeten un bon transport electric i, per tant, dissipen la generaci6 de camps eléctrics
locals (Streeter & Compton 2008).
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Aquestes forces seran sobretot importants en condicions en les quals hi hagi poques espécies
carregades en el si de la mescla aquosa, ja que es poden donar camps que afavoreixin o limitin
el transport d’'altres espécies carregades tot i la tendéncia donada per la conveccid i sobretot
per la difusié (Limon-Petersen et al. 2009). Pel que fa al modelat, és un aspecte que presenta
diferents problemes per als models més relacionats amb les diferéncies de velocitat i/o
distancies entre els diversos parametres considerats que per la complexitat matematica
inherent que presenten.

En el cas estudiat s’ha considerat que hi ha 2 factors que permeten limitar aquest problema: a)
es preveu l'analisi de mostres amb certa carrega de compostos (com pot ser una aigua
residual); b) no hi ha cap incompatibilitat amb I'is d’electrolits afegits i neutres respecte les
reaccions considerades.

Considerar aquestes forces implica problemes matematics de cara a la resolucié dels models,
principalment relacionats amb els canvis d’escala en la distancia i la velocitat, en relacié6 amb
els altres elements modelats (la mida dels camps eléctrics es pot situar en I'escala dels
nandmetres en comparacié amb les micres o fins i tot mil-limetres d’altres elements i la velocitat
€s quasi instantania).

Aixi, en els models s’han considerat els efectes de la migraci6 eléctrica com a negligibles. Aixo
ha permés evitar I'Gs les férmules que contemplen la migracid, que introdueixen una alta
inestabilitat a la simulacio.

3.3.2. CINETICA DE L'ELECTRODE
Com s’ha comentat a la introducci6, el métode analitic escollit és I'electroquimic. A continuacio
detallem les principals caracteristiques d’aquest métode.

DETECCIO ELECTROQUIMICA

La detecci6 electroquimica es caracteritza, en la seva forma més comuna, per I'estudi de la
transferéncia d’electrons entre un eléctrode i les espécies quimiques presents en una solucié
(Compton & Banks n.d.; Godino Amado et al. 2010; Godino et al. 2008). Aquesta deteccié pot
donar-se tant entre reaccions quimiques provocades pel pas d’'un corrent eléctric (o I'aplicacio
d’un determinat potencial eléctric a un eléctrode) en les aplicacions electroanalitiques com en la
generaci6 d’'una energia eléctrica a partir de reaccions quimiques en les aplicacions de cél-lules
de combustible (Allen & Bard 2001).

Els materials més frequents dels eléctrodes s6n metalls (Au, Pt, Cu, Hg), semimetalls com
diferents compostos de carboni (grafit, grafé o carboni vitrificat) i semiconductors (Ordeig et al.
2007; Godino Amado et al. 2010), i I'eleccié d'un d’aquests materials dependra de I'aplicacid
projectada i la disponibilitat técnica per a I's dels diferents materials i els métodes de producci6
disponibles.

La fase liquida pot ser amb base aquosa o no, perd en qualsevol cas haura de contenir
espeécies idniques (o carregades) per tal de garantir una bona conductivitat i evitar problemes
de migracid eléctrica en el corrent, o el que coneixem com a electrolit. L’electrdlit, idealment,
haura de ser el més inert possible per tal de no interferir en les reaccions que es donin entre
I'analit a estudiar i I'eléctrode.

El ritme del procés electroquimic tindra basicament 3 factors determinants: les cinétiques de la
superficie de l'eléctrode, les reaccions quimiques al si (bulk) de I'electrdlit i els processos de
transport de massa entre ambdds.
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En les diferents simulacions i experiments endegats dins d’aquesta tesi, s’han utilitzat
microeléctrodes de banda de diferents materials i solucions d’electrolits de composicié aquosa.

BASES D'ELECTROQUIMICA
El procés electroquimic es representa tipicament amb parells de reduccié com:

(3.10) O+ne-=R

Aqui O és una espécie quimica en estat oxidat, ne— és el nombre d’electrons implicats per
molécula i R és I'espécie quimica reduida, i formen en conjunt el parell redox. Assumim que el
material de I'eléctrode conté una alta densitat d’estats electronics que formaran les bandes de
conduccio6 eléctrica; aleshores, la mitjana d’energia dels electrons es trobara al voltant del nivell
de Fermi, Er. Ara hi podem aplicar un nivell d’energia determinat, per mitja d’un potenciostat
per tal d’'aproximar-lo al nivell de 'HOMO o del LUMO de I'espécie quimica que es vol oxidar o
reduir mitjangant I'aplicacié d’'un potencial eléctric extern, de manera que permeti la injeccié o
extraccié d’electrons al conductor que compon I'eléctrode (Compton & Banks n.d.; Cooper &
Compton 1998; Godino Amado et al. 2010) i generi, en consequéncia, un corrent eléctric
mesurable i proporcional al nombre de molécules que s’hagin oxidat o reduit. A la figura 3.3
trobem un esquema dels processos d'oxidacio6 a i reduccid b:

Totes les reaccions quimiques necessiten superar una barrera energética per poder-se donar,
I'energia lliure d’activacié estandard AG™ (Godino Amado et al. 2010). El punt en el qual
I'energia requerida és maxima es coneix com l'estat de transicié o el complex activat (Atkins
2002).

POTENCIAL APLICAT: Electrode Solucio Electrode S\olgcm
" LUMO : LUMOD
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O+e R
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¥ x/. 5
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Figura 3.3. Esquema de la reduccidé i oxidacié en funcié del potencial eléctric aplicat a
I'eléctrode.

Aqui s’observa com, partint del nivell energétic propi del conductor que forma I'eléctrode (o
nivell de Fermi) Eg, aquest es pot modificar mitjancant I'aplicacié d’'un potencial extern que
permet que arribi bé a I'anomenat LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) o HOMO
(Highest Occupied Molecular Orbital) de I'espécie redox i, per tant, formar el complex activat
gue doni lloc a la seva oxidacié o reduccio, respectivament (Atkins 2002). Aixd permet que a la
cel-la electroquimica s’hi donin tant les reaccions de reduccié com les d’oxidacid, en funcié del
potencial que apliquem a I'eléctrode.
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Les celles electroguimiques que hem utilitzat es controlen mitjan¢cant I'Gs d’'un potenciostat
extern que permet aplicar potencials eléctrics coneguts a I'eléctrode de treball.

L'eléectrode de treball és aquell eléctrode d'un sistema electroquimic en el qual es déna la
reaccid que ens interessa. Si aquesta reaccié és una reducci6 (com és el nostre cas),
'anomenem catodic. Si és una oxidacié, 'anomenarem anodic.

Un electrode auxiliar o contraeléctrode tanca el circuit i permet el pas de corrent entre
I'eléctrode de treball i el medi analitzat per tal de mesurar-ne els corrents que hi circulen.

Un eléctrode de referéncia, situat en contacte amb el mateix electrolit, i pel qual no passa
corrent, serveix com a referéncia per als eléctrodes de treball i contraeléctrode per tal de
mesurar i controlar el potencial de I'eléctrode de treball.

Per a aquest eléctrode de referéncia s’han utilitzat dues configuracions: a) utilitzar un eléctrode
d’igual composicié que l'auxiliar i el de treball, microfabricat al mateix canal de mesura, i b)
utilitzar un eléctrode de referéncia estandard ben conegut AgCI/Ag (Allen & Bard 2001), separat
del canal de mesura, perd amb continuitat de conductivitat eléctrica amb la zona de mesura i en
contacte amb el mateix electrolit.

Tots els resultats que es presentaran responen a aquesta segona configuracid, ja que en
proves preliminars es va considerar que eren de millor qualitat i generaven menys soroll en les
mesures preses.

En aquest treball s’han utilitzat principalment dues técniques electroanalitiques, que sén:

(Crono)Amperometria: €s una técnica estatica en quée apliqguem un potencial conegut
qgue afavoreixi bé la reduccié o I'oxidacié de I'especie redox en estudi, durant un periode de
temps, mentre en mesurem la concentracié de O o R generat pel procés redox en estudi (figura
3.5)

Voltamperometria: dins d'aquest grup, que inclou una gran varietat de tecniques
electroquimiques, hem utilitzat principalment la voltametria ciclica, que és una técnica en que
apliquem a l'eléctrode un potencial variable en el temps que permeti fer un cicle complert
d’oxidacié-reduccié (per exemple, reduccié-oxidacio-reduccié). Aquesta técnica permet
comprovar la reversibilitat de la reaccié redox i analitzar altres parametres rellevants de
I'experiment (figura 3.4).
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Figura 3.4. a) En la voltametria ciclica apliguem un canvi de potencial a I'eléctrode per reduir i
oxidar I'espécie objectiu. b) El corrent resultat mostrara un perfil similar a aquest, respecte al
potencial aplicat, a un experiment amb flux. A és el potencial d’interrupcié de I'ona de potencial.
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Figura 3.5. a) En el cas de la cronoamperometria apliguem un potencial constant per situar
I'eléctrode al potencial LUMO de I'espécie objectiu de I'analisi, en el nostre cas I'oxigen. b) La
resposta del corrent obtingut sera proporcional a la reaccié que tingui lloc a I'electrode i, per
tant, a la concentraci6 de I'espécie objectiu (a 'exemple, un consum en el temps).
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Figura 3.6. Esquema d’una cél-lula electroquimica. Consisteix en un conjunt de tres eléctrodes
(treball, contra i referéncia) connectats a un potenciostat.

Per convencié, al llarg de la tesi utilitzarem la recomanacié de la IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry), que considera positius els corrents corresponents a les
oxidacions (I'electrode actua com a embornal) i negatius els del procés de reducci6 (I'eléctrode
actua com a font d’electrons).

Existeix una relacié entre el potencial eléctric (E) i les concentracions relatives de les espécies
electroactives, [O] i [R] a la superficie de I'eléctrode, que descriu I'equacié de Nernst:

3.11 E=E% 4+ RT 1 [ electrode/

( ) ( /IlF) n ( Reléctrode])

On E® és el potencial formal del parell redox a I'equilibri, R és la constant dels gasos ideals
(8.314 J - K™ . mol_l), F és la constant de Faraday (96.485 C - mol_l), n és el nombre
d’electrons intercanviats pel parell redox i T és la temperatura absoluta en graus Kelvin.

REACCIONS A LA SUPERFICIE DE L'ELECTRODE: MODEL DE BUTLER | VOLMER

En aquest treball assumirem el model cinétic de Butler i Volmer per a transferéncies
heterogénies d’electrons (Allen & Bard 2001). Aixi, partint d'una reaccié redox tipica,
diferenciem la velocitat de reduccio (ki) de la d’oxidacié (k):

k

f
O + ne —’I R

(3.12) “

On k¢ i ky s6n les constants de transferéncia cinética d’electrons respectivament. La velocitat de
la reaccié es definird com el canvi de massa per unitat de temps i area de I'eléctrode (mol - m? -
s_l). Tant el ritme de reduccié (Vi) com el d'oxidacié (Vp) sén de primer ordre i per tant
dependran linealment de la concentracid:

(313) Vf = kf . [O]
(314) Vb = kb . [R]

El corrent observat es definira, doncs, com la diferéncia entre el flux de corrent catodic
(reduccid) i anodic (oxidacio):

(3.15) j = nF(V-V,) = nF(keO]-ky[R])
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Podem calcular I'efecte que té el potencial eléctric aplicat sobre les constants cinétiques ks i ky
en funcié dels canvis en la barrera de I'energia lliure de Gibbs (Allen & Bard 2001). Aixi, les
constants cinétiques es poden expressar seguint la formula d’Arrhenius:

(3.16) ks = Aje=AGi/RT

(3.17) k, = A,e~26a/RT

L'aplicacié d'un potencial eléctric a un eléctrode implica un canvi en el nivell de Fermi dels
electrons del metall o conductor que formen I'eléctrode, i podem interpretar aquesta variacio
com un canvi en la barrera d’energia lliure d’activacié de la reaccié quimica (Godino Amado et
al. 2010).

o . el L AGH = ARG+, .
A l'equilibri, les energies d’activacié catodica i anodica son iguals (7 0a 0: ) i, per tant, la
probabilitat de transferir un electré és la mateixa en ambdues direccions. Fora de I'equilibri, la
variacio de potencial modifica el nivell energétic dels electrons de I'eléctrode i provoquen que o
bé I'oxidacié o bé la reduccié sigui més favorables (Godino Amado et al. 2010). Els valors
d’energia lliure d’activacio varien en funcié del canvi energétic global, i es poden escriure com:

(3.18) AGi = AGE — (1—a)nF(E — E®)
(3.19) AG! = AGE + anF(E —E)

On a és el coeficient de transferéncia de carrega i té un valor entre 0 i 1 i déna una idea de la
posicié del complex d’activacié respecte de les espéecies O i R. En processos de transferéncia
electronica simple, com amb els metalls, el valor de a esta al voltant de 0,5 (Wang 2000),
essent similarment favorable el procés de reducci6 i oxidaci6. En el cas de la reduccio i
I'oxidacié de I'oxigen que es treballa en aquesta reaccid, on estan implicats dos electrons que
no es transfereixen simultaniament, sind consecutivament (O, -> OH+1e+ -> O,+2e), aixd no
deixa de ser una certa simplificacid, per a una explicaci6 més detallada vegeu (Menshykau et
al. 2011).

Partint de les equacions 3.18 i 3.19, per a les energies d'activacio, podem expressar les
constants cinétiques com:

(3.20) k= k/ge—an(E_EO’)/RT
(3.21) ky = kgea-a)nF(E.EO')/RT
On:

3
(3.22) kP = Ape"00c/RT

¥
(3.23) k? = Aj,e 260a/RT

En condicions d’equilibri, trobarem que k% = k% = k° on k° 0 ks és el que coneixem com a
constant de velocitat estandard. Un procés de transferéncia electronica sera, doncs, reversible
quan ks = >1 i irreversible quan tendeix a zero. El cas analitzat de la reducci6 i oxidaci6 de
I'oxigen és un procés reversible (Godino Amado et al. 2010).
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En considerar les expressions (3.19) i (3.20), el concepte de constant de velocitat estandard
(ks) i introduir-les a I'expressio (3.15), podem descriure la densitat de corrent en funcié del
potencial eléctric aplicat:

(3.24) j=nfk° ([0]e'“g_i(E‘Eol)_[R]e(l-a)g—i(E-EO'))

En aquest cas, podem analitzar la situacié en equilibri, quan les reaccions d'oxidaci6 i reducci6
sbn iguals i, per tant, j és igual a zero:

nF ' nF '
(3.25) nFk[0]e T (EE") = npKO[R]eORe(EE°)

D’altra banda, el potencial que s’assoleix a I'eléctrode dependra de les concentracions de la
dissolucio ([O]o, [R]o) | €s poden relacionar mitjangant I'equacio de Nernst:

— g0 4 RTy, O
(3.26) Eeq=E° +; In ¢

A partir d'aqui podem, doncs, definir la densitat de corrent d’'intercanvi j, aixi:
(3:27) jo = nFk°[0]; “[RI§

Aix0 ens permet treballar en relaci6 amb la densitat de corrent d'intercanvi jo en lloc de la
velocitat estandard k°, i podem expressar la densitat de corrent en termes de desviacio de
potencial respecte de I'equilibri. D’aquesta manera obtenim el concepte de sobrepotencial, (n):

(3.28) n =E-Egq
| podem reescriure I'equacio (2.13) com:

. _ . (o] -an—Fn_ﬂ (-2
(3:29) = o (o “F- )
Aquesta relacidé entre la densitat de corrent, les concentracions del parell redox i el potencial
aplicat es correspon amb el model de Butler i Volmer per a reaccions a la superficie de
I'eléctrode.
d[c(x,0)]

(3.30) i = nFJgifysis = -nFD——"—=

x=eléctrode

Aquest model de Butler i Volmer es basa en conceptes macroscopics de la termodinamica
classica (Allen & Bard 2001), i tot i que no permet un estudi de la transferéncia de carrega a
I'ambit molecular de les espécies electroactives o del material de I'eléctrode, no s’ha considerat
necessari utilitzar els models moleculars per a I'abast del present treball.

3.3.3. REACCIONS QUIMIQUES ACOBLADES
A fi i efecte de simular el comportament de la biomassa en el si del dispositiu, que és la que
utilitzara I'oxigen dissolt present en el medi per degradar aerdbiament la matéria organica
present, s’han introduit una série de férmules per tal de representar-lo en les simulacions.

D’una banda, a tot el model s’ha assumit que el medi és homogeni, i consequentment que no hi
ha preséencia de solids en suspensio. Aixo, a part de facilitar el modelat, és compatible amb una
mostra que tingui un pretractament de filtrat.

28



Aquest pretractament es preveu necessari també en termes d’assegurar un bon transport de la
mostra en un sistema microfluidic, en el qual petits volums de solids podrien obturar o alterar
les velocitats de flux en el sistema, que sén clau per a les estimacions posteriors de
concentracions d’oxigen per tal d'obtenir el resultat.

En un altre ambit, a part que els resultats s’expressin en termes de mgbBO/ml, no hem de
considerar que les mesures siguin directament equivalents a les obtingudes per altres métodes
analitics com la DBOs estandard, a causa del menor temps analitic i als canvis en altres
parametres com I'ls de mescles concentrades de microorganismes (Anon 2002)).

En qualsevol cas també és habitual en la metodologia estandard de la DBOs fer i utilitzar
procediments analitics diferents segons la informacié que es cerca com la DBOs estandard i la
DBO:s filtrada per diferents motius (per exemple, diferenciar I'aigua crua influent a una EDAR de
la resultant del pretractament que inclou processos de decantacio, o aproximar la diferéncia
entre DBO total i de rapida degradaci6).

Per una altra banda, hem considerat un mecanisme de degradacié de la matéria organica en
dues fases que respon a un mecanisme de tipus Michaelis-Menten en el qual, en un primer pas,
s'assoleix un equilibri entre la biomassa microbiana i la matéria organica present en solucio i,
posteriorment, capta l'oxigen per descompondre aquesta materia en CO; i aigua, com es
mostra a la férmula segient:

ks

bacteria + organics ;;__. bact org
-1

(3.31) Dbactorg+ O2ibucr +C0, + H,0

En la qual, bact és el nombre de cél-lules bacterianes sense compostos organics reduits
adherits o al citosol; organics és el nom arbitrari que donem al model a la variable que defineix
la quantitat de matéria organica present, en funci6 de l'oxigen requerit per a la seva
descomposicié aerdbica; bact_org representa les cél-lules bacterianes en contacte amb la
matéria organica reduida, i ky i k; son els ritmes cinétics de la reaccié endavant i endarrere
respectivament. k, és el ritme cinétic de respiracié, que és irreversible, i O, és la quantitat
d’oxigen present; CO, i H,O son els productes finals de la reaccid.

Tot i acceptar que aixd implica una gran simplificacié dels processos que realment es donen, a
efectes practics és suficient per al proposit de la simulacié del disseny d’'un microsistema.

Cal esmentar, com es pot deduir de I'explicacié anterior, que atés que la DBO en si ja €s una
mesura indirecta de la matéria organica present en una mostra, que es fa a partir de I'estimacio
de l'oxigen requerit per a la seva degradacié aerdbica; i que com s’ha comentat en la
introduccid, aquesta mesura no incloura la matéria organica que requereixi més que el temps
de durada de I'experiment per a la seva degradacio, en els models quan parlem de DBO ens
referim a aquella matéria organica aerdbiament degradable entesa com una concentracié molar
d’oxigen o, dit amb més exactitud, de I'oxigen requerit per a degradar-la completament.

Aquesta reaccié nomeés es déna a la cambra de reaccid ja que no hi ha d’haver transport de la
biomassa a través de la membrana i, per tant, la biomassa tampoc és present al canal de
I'electrolit.

Els sistemes de procés de fangs activats, especialment els que es refereixen a la respiracio
aerdbica, han estat ampliament tractats i descrits en la literatura; volem destacar, pero, els
treballs de Spanjers et al. (Process 2011; Maoyu 1990; Yasukawa et al. 2010; Basant et al.
2010; Picioreanu et al. 2010; Picioreanu et al. 2007).
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L'aproximacié en estat estacionari dels mecanismes descrits ens du a les seglents equacions
de velocitat respecte a les reaccions de I'oxigen i a la matéria organica:

(3 32) dO, _ -kq-kp-Bacty-Organics-O,
’ dt k , +k; 0, +k; Organics

i kq(k;Organics+k_
(3.33) @ = Bact, - Organics{ 1(ls 1) -k }

k_1+k2 0,+k;Organics

En aquestes equacions, Bact, és la concentracié inicial de bacteris. Cal esmentar que els
valors de ki, k_; i ky han estat escollits de forma arbitraria.
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3.4. PARAMETRES | VALORS UTILITZATS

Per construir el model s’han hagut d’escollir una séerie de parametres i valors per tal de poder
definir-lo prou com per fer les simulacions. Alguns d’aquests valors eren coneguts o aproximats
de valors experimentals previs, mentre que d’'uns altres en teniem una minsa informacié prévia.

A la taula seguent es resumeixen els parametres i valors utilitzats per als principals models, s’hi
defineixen els models en qué s’han utilitzat i les fonts utilitzades per a la seva definicié.

Als punts posteriors entrarem en més detall justificar les eleccions fetes respecte a aspectes
com la geometria, el transport de matéria, el ritme de respiraci6 bioldgica o el modelat
electroquimic.

Parametres i valors utilitzats en els models

Parametre Descripcio Valor Unitats
Efectesm. ® Reacci6 ® Eléctric ©

Geometria

ht Algada de la cambra de reaccio 50 50 50-100 10°m

h? Gruix de la membrana 25-75-200 25 25 10°m

h? Algada del canal de I'electrolit 50 50 50-100-150 10°m

L Longitud total 0,13 0,05 0,05 m

w Amplada del canal 500 500 500 10°m

Transport de masses

Vin Velocitat mitjana del fluid 40 4-8-12-16 16 10*m/s

T Temperatura 293,2 293,2 293,2 K

Sal Salinitat 5 5 5 Ka/m?®

Sat Saturaci6 d'oxiaen ¢ 0,5631 0,5631 0,5631 mol/m®

Co_O,_Chan Concentraci6 inicial d'oxigen al canal Sat Sat Sat mol/m?

Co O, rc Concentraci6 inicial d'oxigen a la cambra de reaccié 0 0 0 mol/m?

c,_BOD Concentraci6 inicial DBO a la cambra de reaccié - 30-300-3000 300 a/m?®

Do, W Coeficient de difusi6 de I'oxigen a l'aigua 3.5x10° 3.5x10° 3.5x10° m/s

Do._m Coeficient de difusié de I'oxigen a la membrana (PDMS) 3.5x10° 3.5x10° 3.5x10° m?/s
Coeficient de difusi6 de I'oxigen a la membrana (PTFE) 0.015x10°° - - m¥s

Dgop_W Coeficient de difusi6 de la DBO a l'aigua - 1x10° 1x10° m¥s

Dgop_m Coeficient de difusié de la DBO a la membrana 0 0

Reaccions

bact Concentraci6 de bacteris - 1x1078 1x105 cel./m?

CONSpae Ritme maxim de respiracio pels bacteris - 1.04167x10%° 1.04167x10 mol O,/s

ky Constant endavant (forward) de I'equaci6 3.31a - 1x10° 1x10° 1/s

Kk Constant endarrera (backward) de I'equacio 3.31a - 5x1072 5x102 1/s

ko Constant endavant (forward) de I'equacié 3.31b - 1.25x10°® 1.25x10° 1/s

Model eléctric

Co R Concentracio inicial de R al canal de I'electrolit - - 1x107 mol/m?

n Nombre d'electrons a la reacci6 - - 1

Eo Potencial estandard - - 0 \%

Dp_ W Coeficient de difusié de R a l'aigua - - 3.5x10° m?/s

ks Constant de transferéncia electronica - - 1 m/s

a Coeficient de transferéncia de carrega - - 0,5

Eeo Potencial d'equilibri O/R - - 0,3926 \%

Jo Densitat de vescanvi de corrent - - 2 373x10° Alm?

Taula 3.1. Parametres i valors utilitzats en el model (Corregir i ampliar del paper, hi tens
apuntats alguns errors importants!).

31



h3

h2

h1

4 10 13 16 X, X, 21
= SD Canal electrolit - Conveccio i difusid —
- Cinética de I'eléctrode
&
3 s 20
SD Membrana - Només difusid
T ¥
2 - Només difusio 19
SD Cambra - Cinética quimica
R b 28
De reaccid g 12 15
& £3—48% 84— £ 3 1% %
1 5 6 7 8 11 14 17 18

Figura 3.7: Esquema bidimensional del dispositiu.

3.4.1. GEOMETRIA DEL SITEMA

Molts dels valors escollits en referéncia als aspectes geométrics del model sén en principi
arbitraris, tot i que dins d’'un marc plausible definit per diversos factors. Entre ells, per exemple,
podem esmentar:

a)

b)

c)

d)

Amplada dels canals (de 1.000 a 500 micres): ve en bona part determinada per la
precisié esperada dels métodes de fabricaci6 disponibles en el moment de construir les
simulacions.

Gruix de la membrana: el valor d’aquest parametre ve constret per les membranes
comercials que hi hagi disponibles, alhora que pels resultats de les simulacions prévies
preparatories.

Alcada del canal de l'electrolit: aquest aspecte s’ha considerat en funci6 d'un dels
gruixos disponibles de les membranes a partir de les quals es gravaven els canals.

Cal esmentar, perd, que cap a les darreres simulacions, quan ja es considerava el
consum d’'oxigen causat pel funcionament de l'eléctrode, es va observar que aquest
podia arribar a consumir una bona part de I'oxigen disponible, per la qual cosa es van
fer simulacions amb majors algades del canal per avaluar-ne I'efecte.

Alcada de la cambra de reaccié: en aquest cas el principal limitant teoric previ era el fet
d’assegurar-nos que hi hagués un transport per difusié de I'oxigen prou rapid com per
garantir que cap part de la cambra es trobaria en condicions anaerdbies o
microaerobies que condicionessin la biomassa a activar els enzims de degradaci6
anaerobica (Godino et al. 2008). Es realitzaren diferents models simplificats previs per
tal de definir-ne els limits.

Aquest valors depenen també de la concentraci6 de matéria organica present a la
mostra, de la difusibitat de I'oxigen a través de la membrana i de la quantitat d’oxigen
introduit en el sistema, que es controla mitjancant el cabal d’electrolit saturat d’oxigen
introduit al sistema.

Longitud dels canals: es va aproximar a partir de models inicials de longitud molt més
grans de les estimades necessaries (tendents a [linfinit) i es va avaluar el
comportament tant de la concentracié de I'oxigen (per esgotament) com de la matéria
organica.

Potser és rellevant comentar en aquest punt que aquesta és una de les grans virtuts de
'aproximacio al disseny a partir de simulacions, ja que amb un reajustament curés de les
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condicions s’han pogut obtenir uns resultats previs que combinats amb el coneixement
experimental i teodric del problema han permés de definir, reajustar i comparar diferents
solucions de manera rapida i abans d'entrar en processos de fabricaci6 o validacié
experimental.

3.4.2. COMPOSICIO DEL MEDI | TRANSPORT DE MASSES

En aquest apartat es disposa de molta més informacié bibliografica i acceptada per tal de
definir els valors dels parametres.

Tot i aixd hi ha alguns comentaris que poden ser pertinents per a altres informacions més
arbitraries o de les quals no es disposa de tanta documentacio.

Transport:

a)

b)

c)

Velocitat mitjana del flux: aquesta velocitat ve determinada pel cabal influent de
I'electrdlit saturat d’oxigen i les dimensions d’alcada i amplada del canal. Els valors es
van anar reajustant al llarg del procés de modelat del sistema, perd en si la velocitat
mitjana del flux s6n uns valors que dins d’'un rang logic és arbitrari.
Cal esmentar que la velocitat de flux determinara sobretot el comportament
hidrodinamic del medi aqués, determinant les velocitats maximes puntuals i adhuc si el
comportament d'aquest respondra a fluxos laminars o hi poden aparéixer fenomens
turbulents. Limitar la formacié de turbuléncies i limitar les resisténcies al transport
hidraulic en el dispositiu sera clau en termes de garantir que es coneix la quantitat
d’aigua en contacte o a la proximitat de l'eléctrode per unitat de temps, que sera
imprescindible per tal de poder extrapolar les concentracions a partir del valors de
reduccio obtinguts.

En tot cas, la velocitat de flux és facilment regulable durant els experiments, mitjancant

la modificaci6 del cabal influent al sistema. D’altra banda aquest cabal sera

proporcional al total d’oxigen dissolt introduit al dispositiu, per la qual cosa, dins d’'un
llindar maxim i minim de cabal, es disposara d'un sistema regulable i adaptable en

funci6 de la concentraci6 de matéria organica a l'analisi, molt esquematicament, a

altres concentracions que puguin esgotar I'oxigen present (lectures inferiors a 0,05

mM): es pot incrementar el cabal o, per contra, davant de mostres molt diluides, es pot

reduir el cabal a fi de millorar el senyal obtingut del sensor.

Difusi6é a través de les membranes: en ambdds casos, tant per a les membranes de

composicié de PDMS com per a les de PTFE, és dificil de trobar valors ben determinats

de la difusié d'oxigen a través seu. Hem utilitzat diferents fonts bibliografiques que hi
feien referéncia perd amb valors molt diferents per a condicions en principi similars.

S’ha optat per utilitzar com a parametre de disseny una mitjana dels valors bibliografics,

perd excloent certs valors extrems que no semblaven massa logics. Les referéncies a

partir de les quals s’ha estimat el valor utilitzat son per al PDMS (Cox & Dunn 1986;

Evans & Quinton 1978) i per al PTFE (Clochard et al. 2010; Evans & Quinton 1978;

Lehtinen et al. 1998).

Difusié de la DBO en medi aqués: en aquest cas ens trobem amb dos aspectes molt

diferenciats que cal comentar:

1. Difusié en medi agués: no disposem de dades d’aquest valor. A més a més, com
s’ha comentat en punts precedents, el concepte de DBO emprat aqui ho respon a
una realitat natural sin6 a un cert nombre de simplificacions i extrapolacions
logiques. Davant d'aixd0 s’ha optat per un valor que fos inferior a la velocitat de
difusi6 de I'oxigen, optant per reduir-la en un factor de 3,5.
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2. Difusi6 a través de la membrana: idealment, i aixi es contempla en el model, la

difusivitat de la matéria organica a través de la membrana ha de ser igual a zero. Si
bé és cert que per a la majoria de compostos aix0 es correspondra amb la realitat,
poden donar-se casos que puguin permear la membrana, per exemple en el cas de
compostos de mida molt petita com pot ser 'amoni (NH3"), que a més de tenir una
dimensi6 reduida és altament soluble en l'aigua.
Tot i que aix0 introdueix un cert error en el model, considerem que no té perqué
invalidar-lo ni tampoc les conclusions que se n’extreuen. En aquest sentit comentar
que, d'una banda, al canal de I'electrolit aquest és esteril i no hi haurda pas de
biomassa bacteriana a través de la membrana, per la qual cosa podem descartar
que s’hi donin processos de descomposicié (tot i que pot haver-hi processos
d'oxidacié quimica, perd aquests també seran comptabilitzats com a consum
d’'oxigen a I'analisi). D’'una altra banda, considerem que aquests compostos no sén
especialment rellevants en els processos de passivacié de I'eléctrode, com podrien
ser-ho molécules organiques de major entitat/mida.

Composici6 del medi

a) Salinitat: en aquest cas s’ha optat per utilitzar un valor tipic d’aiglies dolces. No s’ha
considerat per al model ni l'increment de la salinitat que es pugui deure a I'espécie utilitzada
com a electrolit ni a mostres amb alta carrega organica.

En qualsevol cas, cal esmentar que al model I'efecte de la salinitat només es comptabilitza
com a factor modificador de la densitat del fluid aqués i, per tant, té una baixa incidéncia en
els resultats.

b) Saturacié d’'oxigen a l'aigua (sat): aquest és un valor que, per a les condicions del
model operat a una temperatura estandard de laboratori de 293,2 K, té un valor de 0,5631
mM. En el model, perd, no esta directament introduit com un valor fix, sin6 com una
equacié que determina el valor de saturaci6 de l'oxigen en aigua en funci6 de la
temperatura i la salinitat; per tant, es poden simular altres situacions a temperatures
superiors o inferiors només canviant aquest valor i el model s’hi adaptara automaticament,
amb nous valors de saturacio .

c) Concentracié de DBO: en tot el treball utilitzem els valors de 30, 300 i 3.000 mg/l de
DBOs. Tot i que aquests valors sn en si arbitraris responen a diferents valors estandards
d’ds comu. Aixi, 30 mg/l de DBOs és en molts casos el limit superior per abocament a llera
publica a la sortida d’'una EDAR; 300 és un valor estandard per a una aigua residual
d’origen huma, i 3.000, el d'un abocament industrial tipic (tot i que aquest darrer és molt
variable en funcié de la industria a qué ens referim).

3.4.3. REACCIO BIOLOGICA
Respecte a la reacci6 bioldgica alguns aspectes ja s’han comentat. Potser cal, pero, ressaltar
un parell de consideracions:

a) Concentracié de biomassa: un dels factors clau per reduir el temps d’analisis de la DBO
és assolir una concentraci6 maxima de bacteris per tal d'incrementar la respiracié per
unitat de temps i fer I'analisi equivalent a processos de major durada ja que molts dels
sistemes de determinaci6 rapida de la DBO es basen en aquest fet, mitjancant biofilms
0 més concretament compactats bacterians a la proximitat de I'eléctrode.

En el nostre cas voliem evitar la manipulacié que aquesta técnica implica. Hem optat
per treballar amb concentrats bacterians, i els valors utilitzats sén extrets d’experiments
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previs fets en el mateix grup de recerca i publicats a (Godino et al. 2008).En aquests
experiments s’assolien i es treballava amb concentracions de fins a més de 10"
CFU/ml.
La concentracié que s’obté d’un cultiu ric es troba entre 10% i 10° CFU/ml i és la que
utilitzem inicialment en les simulacions (1015CFU/m3).

b) Ritme maxim de respiracié bacteriana: respon a experiments descrits a (Godino et al.
2008) per a les mateixes concentracions bacterianes.

3.4.4. MODEL ELECTROQUIMIC
En aquest apartat hi ha poc a comentar, R és l'oxigen reduit a I'electrode, que tot i la quasi
instantania transformaci6 a efectes del modelat es considera que manté els valors coneguts de
I'oxigen en el sistema.

Els valors per definir el model de reacci6 a la superficie de I'eléctrode sén derivats d’'aplicar les
constants de I'oxigen al desenvolupament electroquimic descrit a I'apartat 3.3.2.
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3.5. COMENTARIS DELS RESOLEDORS

En aquest apartat comentarem més especificament alguns aspectes rellevants del model
construit mitjiangant COMSOL. Molts dels aspectes son condicionants de cara a la possibilitat
de trobar una soluci6 al model o determinants en els requeriments de calcul per a la soluci6 del
problema.

El métode de FEM es basa en la construccié d’'una matriu de tensors (Stifness Matrix,
(Zimmerman 2006)). Originalment COMSOL era una “caixa d'eines” per a la resoluci6
d’equacions diferencials en MATLAB, que es basa en el calcul matricial (literalment el nom
prové de Matrix Laboratory).

Per la naturalesa del problema plantejat, on els elements (variables) s’interrelacionen entre ells,
sempre ens trobarem amb el cas de models no lineals(Dickinson et al. 2014; McLaughlin n.d.),
fet que implicara que la matriu de calcul no es podra simplificar (via diagonalitzacio), per tant,
sempre requerira més capacitat de calcul que un model lineal (Zimmerman 2006):

A continuacié s’expliquen els aspectes més rellevants del model.

3.5.1. ESTABLIMENT DE LES CONDICIONS INICIALS
Un aspecte clau i recurrent per resoldre un problema amb el métode FEM és tenir unes
condicions inicials ben definides i unes magnituds de canvi suficientment petites. Si bé el
mateix paquet informatic ja té mecanismes automatitzats per adaptar-se a les diferents
condicions del problema (mitjancant I'establiment d’'un error estimat maxim o bé gestionant el
valor dels passos temporals en funci6é de I'error estimat), el mateix problema pot obtenir o no
una solucié en funcié de com es plantegi i es determini el programa.

En general, una font d’error la trobem associada a taxes de canvi massa grans, que poden
donar lloc a singularitats.

Al model proposat tenim diversos parametres que treballen amb magnituds molt diferents, fet
qgue ha requerit un treball previ per tal de determinar unes condicions inicials que permetessin
arrencar i resoldre les simulacions. Les principals sén:

a) Problemes per canvis de magnitud

Longitud: es combinen aspectes com la conveccié o la hidrodinamica microfluidica, que
s6n rellevants en magnituds de millimetres o micres, amb altres aspectes com
'electroquimica de l'eléctrode, que soén rellevants a escales submicromeétriques o
nanometriques.

Velocitat: al model tenim reaccions a diferents velocitats, com per exemple la difusié de
'oxigen a través de la membrana (en funcié de gradients de concentracio), relativament
lenta, combinada amb reaccions molt més rapides, com les que es donen a la superficie de
I'eléctrode.

Geometria: sovint aspectes geométrics a priori trivials poden ser una font de dificultats ja
que impliguen canvis rapids que poden donar lloc a singularitats matematiques, per
exemple amb angles rectes o similars. Aixi, per exemple, s’ha optat per simplificar al maxim
la geometria del problema per tal d’evitar aquest tipus d’inconvenients.

On no s’ha pogut evitar, pero, és als punts d'unié entre el canal i la superficie de I'eléctrode,
gue passa de zero a la totalitat de la reaccié electroquimica en una distancia virtualment
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igual a zero. Aix0 s’ha resolt mitjancant una adaptacié del mallat a aquesta zona en concret
(vegeu el punt 3.5.2).

b) Models estacionaris i continus

Un altre aspecte rellevant pel que fa al requeriment de calcul i a l'obtencié d’unes
condicions inicials correctes és la combinacié de models estacionaris (molt més simples de
resoldre) i continus.

Si bé el problema plantejat és essencialment dependent del parametre temps (t) que
requereix I'is de resoledors continus, s’han exclos les parts que es podien calcular de
forma estacionaria per tal de facilitar el funcionament del model i reduir els requeriments de
calcul.

Atés que en circuits microfluidics el flux obtingut és laminar, sense presencia de fluxos
turbulents, i després de resoldre el flux laminar en models continus i comprovar I'abséncia
de turbuléncia (mitjancant el valor del nombre de Reynolds), s’ha optat per resoldre la
fluidica de forma estacionaria, i aplicar la resta del model dependent del temps a aquesta
solucidé préviament obtinguda. Aixi, en lloc de introduir les variables de descripcié de la
fluidica com a caselles de la matriu de tensors a calcular, s’utilitzen els valors resultants
(per exemple, velocitat 0 moment en cada punt del model) com a constants, simplificant
I’obtencié d’una solucié i reduint el requeriment total de calcul.

Resoledor dependent
del temps perC 1D |
Resoledor estacionari la reaccié R

del modul fluidic Var.: O, BOD & R
Resoledor: MUMPS
temps: 0-8100 sec.
BDF 3
SD1,2&3

Integracié de I'oxigen
reduit a la condicio de
frontera 18-z

Var.:u,v&p
(500u/m)
Bc 18

Resoledor: MUMPS
SD3

Figura 3.8: Esquema simplificat dels passos per a la soluci6é de les simulacions plantejades

3.5.2. MALLAT | PRECISIO
Com s’ha comentat al punt 3.2, el métode dels elements finits es basa criticament en la
descomposicidé de I'espai del problema en elements menors. Aixd s’assoleix mitjangcant una
técnica denominada mallat, que permet I'aproximacié pel calcul a la soluci6.

Aquest mallat determinara els nodes en els quals es realitza en si el calcul del valor de les
variables i els parametres que descriuen el model (Godino Amado et al. 2010). Idealment un
mallat infinitament petit donara la millor aproximacié a la solucié real del problema, perd
requerira una quantitat exponencialment major de calcul per resoldre’l. Per tant, caldra establir
uns criteris d’optimitzaci6é del mallat per assolir el millor compromis possible entre I'exactitud de
la solucié obtinguda i el requeriment de calcul per obtenir-la (Dickinson et al. 2014; McLaughlin
n.d.; Zimmerman 2006).

Ateés que els processos en estudi no es donen igual a la totalitat de la geometria del model i que
hi trobem zones amb marcades diferéncies en la magnitud dels gradients, el mallat inicial s’ha
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refinat per tal d’'adaptar-lo a les caracteristiques del problema en estudi de forma tedrica. Aixi,
per exemple, s’ha for¢at que algunes zones tinguin una malla de major precisié, com sén:

a) Interior i proximitat de la membrana de separacid, on es donen els maxims
gradients de concentracio per difusio.
b) Proximitat a la superficie de [l'eléctrode, on es donen grans gradients de

concentracio i diferéncies en les velocitats de reaccio.

Un cop establerta aquesta malla inicial, que s’ha aproximat comparant les solucions obtingudes
amb malles de diferents dimensions i I'error estimat pel mateix programari de COMSOL per a
cadascun dels nodes, s’ha utilitzat I'eina de mallat adaptatiu de COMSOL 4.3. Aquesta eina
matematica refina automaticament la malla en les zones on estima un major error en la solucié
del problema (Dickinson et al. 2014; Zimmerman 2006).

En el nostre cas, s’han utilitzat 3 iteracions sobre la malla inicial plantejada, apart d'algunes
constriccions que es comenten a la figura 3.8.

Mallat:

x: Mallat regular

y: Mallat regular, assegurant 5 0 més nodes a la membrana
-6

-8
Eléctrode: Constriccions elements maxims de 2:10 m; minim 2:10 m

5 5
Numero d’elements: de 1,4-10 a 4,5-10 depenent del model

Figura 3.9: Detall del mallat del model. A la part inferior s’observa el model mallat a escala
(aproximadament x3). Les ampliacions corresponen a (1) Mallat a la entrada del dispositiu i (2)
mallat a la proximitat de I'eléctrode.

3.5.3. REQUERIMENTS DE CALCUL
Si partim de I'equacié (3.1) presentada al punt 3.2:

u =zui‘ﬂi

Veurem que de forma esquematica, el requeriment de calcul d'un model que es resolgui pel
métode FEM sera aproximadament el producte seguent:

Requeriment de calcul = [variables i parametres]*[funcions]*[nodes]

Aix0 esquematicament exemplifica els comentaris dels punts anteriors referits a I'eleccié d’'una
malla suficientment acurada, a I'is de les solucions de models estacionaris (com és el cas de la
fluidica, que permet introduir un valor de moment fix per a cada node, i per tant, redueix les
funcions al model, substituint-les per constants per a cadascun dels nodes) o a evitar I's de
models 3D, sempre que puguin ser simplificats adequadament en models de dimensid inferior.

Un altre factor determinant per al requeriment de calcul és si el model a resoldre és o no lineal.
En el cas de models lineals, la matriu de tensors utilitzada per resoldre el sistema de derivades
parcials per FEM és diagonalitzable, és a dir que la matriu és simétrica diagonalment i per tant
calculant només la meitat de la matriu s’obtenen obtenir tots els resultats (Zimmerman 2006).
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En els casos en qué la matriu de tensors no és diagonalitzable, parlem de problemes no lineals.
Aquests, en si mateixos requereixen una major capacitat de calcul per a les mateixes variables i
nodes. Tant els sistemes electroquimics com els fluidics es caracteritzen per ser problemes
altament no lineals, fet que a més a més de l'increment de calcul ja esmentat implicara un
seguit de problemes a nivell computacional, com és I'aparicié de singularitats i la major dificultat
per trobar una solucié per a cadascun dels nodes del sistema (Dickinson et al. 2014).

Ateses aquestes caracteristiques, a les simulacions s’ha aplicat un métode d’estabilitzacié
anomenat BDF (o Backwards Differentiation Formula). Essencialment, el sistema d’aproximacio
a la soluci6 per al node i per a qualsevol variable, és mitjancant el métode de Newton (Atkins
2002). Per a sistemes no altament no-lineals, s'escull el resultat d’'una iteraci6é calculada per
aproximar el resultat en el segient pas de temps. Amb tot, aquest procediment és molt sensible
a condicions no-lineals, que fa que s’obtinguin resultats no valids (com, per exemple,
concentracions negatives d'una espécie) o que s’arribi a singularitats (en molts casos
concentracions o velocitats de canvi que tendeixen a I'infinit).

Per tal d’estabilitzar el sistema d’equacions, als models descrits s’ha optat per aplicar el métode
BDF amb un nombre d'iteracions de 3. Aquest métode, permet establir una tolerancia
determinada a cadascun dels calculs d’'un node, a partir de la qual, el programa escull
automaticament un pas de temps apropiat (Dickinson et al. 2014).

El metode BDF de 3 iteracions implica que el node ha de mantenir la mateixa tendéncia en tres
calculs consecutius per a cada node i variable, de forma que les solucions convergeixin cap a
un mateix valor, reduint I'error. En cas contrari, el programari repeteix el calcul amb passos de
temps menors fins a acomplir agquesta constricci6 i seguir el proceés.

Aix0 implica un increment notori en els requeriments de calcul, addicional als esmentats
anteriorment, perd que dbéna una gran estabilitat a les solucions obtingudes i millora
drasticament els resultats obtinguts.

En els casos resolts, s’han observat passos temporals de I'ordre de les deumilionésimes de
segon, en certs calculs, fet que esquematicament implicaria resoldre el conjunt de les
equacions de la matriu de tensors uns deu milions de cops per resoldre un model dinamic d’'un
segon. El métode BDF, pero, incrementa els passos de calcul a mesura que les solucions
obtingudes s6n congruents entre elles (si més no amb els tres passos de calcul anteriors, per
aquell node), de manera que quan l'error no arriba a un valor estimat determinat, el simulador
s'accelerara fins al pas de temps maxim establert al resoledor.

En resum, els principals limitants a la resolucié6 d'un sistema d'equacions pel que fa a la
computacié es poden separar en tres grans blocs:

a) Memoria RAM, que és la que ha de permetre com a minim el calcul d’'un cicle
temporal de la matriu de tensors. Aquesta memaria es pot suplir parcialment amb
sistemes operatius que tinguin una bona gesti6 de la memoria flotant, pero
implicara un major temps per I'obtencié dels resultats i una major probabilitat
d’errors.

b) Velocitat de computacié suficient per resoldre les simulacions amb temps
raonables (a tall d’exemple algunes de les solucions presentades han tardat entre 4
i 6 dies de calcul per simulacié, tot i disposar d'estacions de treball de 32 Gb de
RAM).

c) Espai d'emmagatzematge suficient, ens referim a I'emmagatzematge extern, per
exemple, en un disc dur. Aqui cal separar I'espai d'emmagatzematge en format
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RAM del dels resultats de les simulacions. Al primer cas, es quadren tots els valors
de totes les variables per a cadascun dels nodes per ser utilitzats en el segiient pas
temporal i seguidament s’esborren per encabir-hi els resultats segiients. Per contra,
al disc dur s’hi guarden tots els resultats de totes les variables per a cadascun dels
nodes per a una serie de valors de temps (t) predeterminat, que seran les que es
podran recuperar per ser analitzades un cop la simulacid6 s’hagi resolt
completament.

Com es pot concloure d'aquestes consideracions, factors com un correcte mallat seran
determinants per poder obtenir uns resultats valids amb una inversié de computacié i un temps

En el mateix sentit, es pot concloure també que simular models en 3D només estara justificat
en casos en qué es doni una alta heterogeneitat en el model en I'eix (z), mentre que per a
models que es puguin simplificar satisfactoriament en models 2D, com és el nostre cas, sera
molt més optim emprar la capacitat de calcul disponible per refinar les arees que presentin una
major inestabilitat, gradient o tendéncia a donar singularitats matematiques.
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3.6. ANALISIS PARAMETRIQUES

Una altra eina que hem emprat profusament en el present treball és I'ls de les anomenades
analisis paramétriques. COMSOL permet introduir com a paramétric qualsevol dels parametres
utilitzats en el model.

S’ha utilitzat per poder comparar amb major facilitat els resultats sota diferents condicions, ja
que els diferents resultats queden en el mateix document i s’hi poden aplicar totes les eines
d’analisis de la soluci6 incloses a COMSOL sense haver de traspassar-ho a altres programes.

S’han resolt com a parameétriques les simulacions:

a) Diferents alcades (gruixos) de la membrana.

b) Diferents velocitats de circulacié de I'electrolit pels canals.

c) Diferents concentracions de DBO.

d) Diferents alcades del canal de I'electrolit i de la cambra de reaccid.

41



3.7. RESULTATS DE LES SIMULACIONS

Modelar el sistema abans de la fabricacié ens ha permés anar redefinint i refinant el dispositiu
inicialment concebut, i és per aixd que, tot i estalviar-vos passos que han donat resultats
negatius o aproximacions que no han prosperat, mantindrem l'esquelet del procés per
exemplificar-lo i fer més entenedor el desenvolupament dut a terme.

Una conseqgiiéncia d'aixd és que no totes les simulacions s’han resolt amb el mateix model,
sin6 que I'nem anat adaptant i refinant correlativament amb els altres aspectes del treball. Es
per aixd que a linici de cada apartat farem una breu descripcié de les condicions amb qué
s’han resolt els models als quals es fa referéncia.

Aquesta part de simulacié numérica, I'hem dividida en tres grans blocs, segons els principals
aspectes en estudi en cadascun d’ells. El primer tracta I'estudi de la dinamica de difusi6 de
'oxigen en el sistema, en un model “infinitament” llarg, per tal de conéixer la dinamica i
aproximar la longitud optima del sistema, a la vegada que ens permet descartar que hi hagi
efectes de frontera.

Aquest transport difusiu de I'oxigen es compara també amb diferents materials utilitzables per
fabricar la membrana de separacié entre el canal de transport de l'electrolit i la cambra de
reaccio de la matéria organica.

Al segon apartat, ens centrem a analitzar el funcionament del dispositiu en funci6 de la carrega
organica de la mostra i de la velocitat de flux de I'electrolit. La carrega tindra una relacié directa
amb la quantitat d’oxigen requerit per reduir-la al sistema, mentre que la velocitat de flux
determinara la quantitat d’oxigen introduit al sistema. Aqui doncs, analitzarem la viabilitat del
sistema davant de diferents situacions plausibles.

Finalment, analitzarem la concentracié d’oxigen al punt de mesura, és a dir, a la superficie de
I'eléctrode de treball del sensor. En aquest apartat podrem estimar aspectes com la intensitat
del senyal eléctric obtingut, la forma en el temps d’aquest senyal i les consequencies derivades
del fet que per obtenir el senyal es consumeixi part de I'oxigen present al sistema.

En tot el capitol, utilitzarem la nomenclatura descrita a la figura 3.7, que per tal de facilitar la
lectura tornem a reproduir.

A part de les principals arees del model, que ja s’han comentat, que corresponen als
subdominis, condicions de frontera i elements principals, cal definir els punts que s’han
considerat rellevants i que en endavant s'utilitzaran per analitzar comparativament els resultats
de les simulacions.

Les simulacions donen resultats per a tots i cadascun dels nodes del mallat del model i per a
cada temps de calcul. Aixd genera una quantitat ingent de dades, per la qual cosa s’han definit
un seguit de punts que es consideren rellevants per facilitar I'analisi de dades i fer que aquestes
vinguin dels mateixos punts en els diferents models analitzats, per facilitar-ne la comparacio.

D’aquests punts rellevants, alguns ja eren al model (com els vértexs dels diferents subdominis)
i d'altres s’han introduit com a punts adimensionals inclosos en la geometria del model, fent que
es guardessin els resultats per a totes les variables en els intervals de temps definits al
resoledor, i d’aqui s’obtenen les dades que es presentaran a continuacié, que descriurem
breument i de les quals justificarem I'elecci6:

Punts [4,10,13,16,21, Xo, X¢]: Part superior del canal de I'electrolit:
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Tot i disposar de valors de la concentracid d'oxigen per a tota la superficie del model, s’han
definit diferents punts a la part superior del canal, ja que seran els més rellevants i comparables
amb la concentraci6é d’oxigen que trobarem a la superficie de I'eléctrode. Aquests punts s’han
distribuit per tota la longitud a fi de poder analitzar com variava la concentracié d’oxigen en I'eix
X. Els punts X, i X, defineixen el segment de I'eléctrode.

Punts [1,5,6,7,8,11,14,17,18]: Part inferior de la cambra de reacci6:

Son els punts més limitants pel que fa a I'arribada d’oxigen, ja que la cambra de reaccié inicia la
simulacié en condicions anoxiques i, per tant, I'oxigen hi arribara per difusié, sempre que ho
permeti el consum derivat de la descomposicié bioldgica (no en tots els casos s’ha inclos el
consum biologic, vegeu-ho més avall).

Punts [9,12,15]: Zona intermédia de la cambra de reaccid:

Es consideren punts representatius de la situacié general de la cambra de reaccié, sense la
disponibilitat d’'oxigen de les zones superiors, ni la limitacié de les inferiors.

& % i 3 _—*
4 10 13 16 21
Xo Xe
h3 = SD Canal electrolit - Conveccid i difusio —
- Cinética de l'eléctrode
¥ g
3 L 20
h2 SD Membrana - Només difusio
&
2 - Només difusié T1o
SD Cambra - Cinética quimica
hi . 8 # B
De reaccid " g 12 15
& 94— $4—8 % £ 3 X3
1 5 6 7 8 1 14 17 18

Figura 3.7: Descripcié esquematica del model i punts rellevants a partir dels quals s’han
analitzat els resultats.

En endavant, tots els punts senyalats a les grafiques o al text se cenyiran a aquesta
nomenclatura.

3.7.1. TRANSPORT D'OXIGEN | MEMBRANES DE SEPARACIO
A la primera fase del modelat, ens centrem en un model el més simplificat possible, per tal de
facilitar la validacié dels resultats que es van obtenint. Aixi, s'ometen les parts de reaccié
bioldgica i consum d’oxigen, d'una banda (simulem una situacié de no presencia de materia
organica ni bacteris), i la part electroquimica del sensor, de I'altra.

Les preguntes clau que intentem resoldre seran, doncs, dos conceptes basals:

a) Com afecta la difusibilitat i gruix del material emprat com a membrana de separacio
entre el canal de I'electrdlit i la cambra de reaccié al transport d’oxigen

b) Com difon I'oxigen al llarg del dispositiu, i si hi ha limitacions o canvis en funci6 de la
longitud
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El model que es construeix té una longitud (L) de 13 cm; encara que originalment és la longitud
del primer prototip dissenyat, posteriorment es mostrara com una longitud excessiva. Es per
aixod que podem considerar-lo un model de longitud “infinita”, a partir dels resultats del qual s’ha
establert el rang de longituds viables per al dispositiu, de 5 cm, que s'utilitzara en els models
ulteriors.

A continuaci6é es detallen les caracteristiques dels models utilitzats per dur a terme aquestes
simulacions:

\ B # & =
3 10 13 16 X, % |2
h3 -I—* 5D Canal alectrolit Gonwpecid | diusid | .
-4 ..
h2 3 3D Membrana Mhoks dkat 20
2 S A 19
hi 5D Cambra
De reacci © g .2 e
&—no8—o—0& o ¥ £
[ 5 6 T 8 " 14 17 1]

Figura 3.10: Moduls actius a les simulacions del transport d’oxigen i materials de membrana (en
vermell), els inactius apareixen en gris.

Parametre Descripci6 Valor Unitats
hl Algada de la cambra de reaccioé 50 um
h2 Gruix de la membrana 25-75-200 um
h3 Algada del canal de I'electrolit 50 um
L Longitud total 0,13 m
Vin Velocitat mitjana del flux 40 10~ m/s
Co_0O,_chan | Concentraci6 inicial O, canal de I'electrolit | 0,5631 mols/I
Co_O,_rc Concentraci6 inicial O, cambra de reaccié | 0 mols/I
t Temps simulat 8100 S
Co,_BOD Concentraci6 inicial de la DBO No aplica

Model electrogquimic No aplica

Nodes del mallat del model 1,4-10° Unitats (1)

(1) Varia lleugerament en funci6 del gruix de les membranes analitzades

Taula 3.2. Condicions de les simulacios per a I'analisi de materials de membrana i difusi6 de I'oxigen
sense consum bacteria.

MATERIALS | GRUIXOS DE MEMBRANES

Un element clau del disseny que es proposa i s’analitza és la separaci6 fisica de dues zones
diferenciades: la cambra de reaccid, on s'introdueix la mostra i la biomassa bacteriana, i el
canal de l'electrolit, on es fa circular un cabal conegut a concentraci6 de saturacié d’oxigen
dissolt. Aquesta és una diferéncia clau del sistema proposat respecte a les analisis
electroquimiques estandards. Si bé en tots els casos la superficie de I'eléctrode es protegeix de
la mostra i biomassa per tal de limitar els processos de passivacid que malmeten la seva
superficie i alteren els resultats obtinguts, mitjan¢cant un component principalment permeable a
I'oxigen, perd no a altres compostos, en el sistema proposat s’ha optat per una configuracio
nova. Aixi, aguesta separacié no es fa en la proximitat immediata de I'eléctrode, sin6 en tota la

44



longitud del dispositiu, mitjancant la separacié dels dos canals o cambres mitjancant
'esmentada membrana.

Aquesta disposicié ha de permetre igualment, la no entrada en contacte amb la superficie de
I'eléctrode de material organic o altres compostos (com la cal¢ o el ferro) que s’hi pugui adherir
o acumular i disminuir I'area de treball efectiu, és a dir, el que es coneix com a passivaci6 de
I'eléctrode. Perd amb el present disseny d’'una banda s’incrementa exponencialment I'area de
superficie permeable a I'oxigen de la membrana de separacio a I'espécie objectiu (I'oxigen), i
de l'altra no s’interfereixen les dinamiques de transport a la proximitat de I'eléctrode. Per la seva
rellevancia, aquest sera un aspecte que es tractara més detalladament a les conclusions finals.

Els materials escollits per comparar han estat dos polimers comuns, com so6n el PDMS
(polidimetilsiloxa) i el PTFE (politetrafluoretilé), que descrivim breument:

PDMS: és un polimer del grup de les organosilicones, ampliament utilitzat per les seves
caracteristiques: és un material flexible (reologic), no toxic i essencialment inert. Un altre dels
factors que fa que sigui molt utilitzat és la seva estabilitat a un ampli marc ambiental de
temperatures (—80 °C a +250) i la baixa absorci6 de l'aigua, atesa l'alta hidrofobicitat que
presenta. També és conegut per ser un material permeable als gasos, propietat que el fa un
bon difusor de I'oxigen, permetent-ne I'Gs, per exemple, en lents de contacte. De fet, el PDMS
(com també el PTFE) és un material hidrofobic, per la qual cosa cal considerar que el transport
d’oxigen entre les dues cares de la membrana es realitzara en estat gasos, per difusié a favor
de gradient, fet que ha de prevenir el pas d'altres compostos que requereixin un medi aqués
per al seu transport.

PTFE: sovint conegut pel nom comercial de Teflon (DuPont). Es un polimer del grup dels
fluorocarbonis. Mostra fins i tot una major estabilitat davant de condicions ambientals i
quimiques que la silicona i té una gran estabilitat estructural. Ampliament utilitzat per ser el
material conegut que mostra un menor coeficient de friccié, que pot prevenir I'adhesi6 de la
biomassa o altres compostos a la seva superficie. El PTFE presenta, perd, un menor nivell de
difusibilitat de I'oxigen que el PDMS.

L'element clau per al model d'ambdés materials de membrana és la difusibilitat que presenten a
I'oxigen en condicions submergides en liquid aquds

Per a ambdés materials s’han analitzat gruixos que estan disponibles comercialment i que
mesuren 200, 75 i 25 micres.

La difusibilitat de I'oxigen en aquests materials a 25 °C s’ha extret de cites bibliografiques, com
es comenta al punt 3.4.

Els resultats es comentaran juntament amb els del segiient punt de difusibilitat de I'oxigen.

DINAMICA DE L'OXIGEN: CAS SENSE REACCIO

Un dels requeriments clau del dispositiu dissenyat és que la disponibilitat d’'oxigen no limiti la
respiracié aerobica de la biomassa present a la cambra de reaccié. En el present sistema aixo
tindra una especial relacié amb el fet que la membrana de separacid de la cambra de reaccio al
canal de l'electrolit tingui un transport prou rapid de l'oxigen per prevenir que es donin
condicions anaerdbiques a la cambra de reacci6.

A més a més, atés que tant les poblacions bacterianes en medi natural com algunes de les
espeécies considerades per fer un cultiu ric per dur a terme la mostra, com és el cas d’E. coli,
son facultatives en I'Gs de metabolismes aerdbics i anaerobics, caldra que la concentracié
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d’'oxigen no es trobi per sota de 0,05 mM, durant periodes rellevants de temps, ja que en
aguestes condicions s’activen les vies metaboliques del metabolisme anaerodbic i aixo alteraria
els resultats de I'experiment (o la mesura) perqué descompondrien matéria organica sense
consum d’oxigen.

De cara a analitzar els grafics en els quals presentem els resultats, cal fer algunes
puntualitzacions rellevants:
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Grafic 3.1. Resultats de les simulacions per a diferents gruixos de les membranes.

L'eix x dels grafics, que correspon a la variable temps, és en tots els casos en escala
logaritmica, atés que en els periodes de temps curts es donen els canvis més rellevants per als
casos que ens interessen (on el transport d’'oxigen és més rapid).

A tots els grafics s'inclou una linia vermella que indica el nivell de saturacié d'oxigen per a
'aigua amb la temperatura de treball seleccionada, 0,563 mM en el nostre cas per a 25 °C, i la
concentracié de sals estimada. Per tant, que a un punt de la simulacié s’arribi a aquest nivell
significa que no adquirira més oxigen tot i que se n’hi subministri; contrariament, els punts que
a un temps determinat no hagin assolit el nivell de saturaci6, no hauran rebut I'oxigen maxim
gue poden mantenir. Cal recordar que en aquestes simulacions no es considera cap consum
d’oxigen i només n'observem el transport.

Els punts escollits per representar graficament son els que s’han considerat més limitants pel
que fa al transport d’oxigen i, per tant, tots ells se situen a la base o part inferior de la cambra
de reacci6, ja que la cambra no disposa de sistema d’agitacid i, per tant, el transport es veura
limitat al transport per difusié essencialment vertical (en I'eix y).

Als grafics s’observa un primer nivell d’equilibri de I'oxigen que varia en funcié del material i el
gruix de la membrana de separacid. Aixo és degut al fet que a temps zero de les simulacions,
les concentracions inicials d’oxigen son de zero per a la cambra de reacci6 i de saturacié tant
per al canal de I'electrolit com per a la membrana. Aixi, aquest primer equilibri inicial és degut a
canvis molt rapids en les primeres fraccions de segon de les simulacions (ja que hi ha un alt
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gradient de concentracié entre punts molt proxims), fet que déna un pseudoequilibri que es
correlaciona bé amb la suma del volum de canal de I'electrolit més la membrana, d’'una banda, i
el volum de la cambra de reaccid, de l'altra. Per tant, com més gruixuda és la membrana més
oxigen hi ha inicialment al sistema i el primer equilibri d’oxigen assolit és més gran.

Sabem que aix0 representa una certa idealitzacid, i és també un dels aspectes de la dificultat
de trobar les condicions inicials del sistema, com es comenta al punt 3.5.1 d’establiment de les
condicions inicials de les simulacions.

Als grafics de les diferents simulacions, observem molt clarament un patré molt diferent entre
les que corresponen a membranes de PDMS i PTFE. A les primeres, veiem que els punts es
mantenen aproximadament al nivell d’equilibri inicial i posteriorment puja més o menys
rapidament la concentracié d'oxigen de forma correlativa. Aixi, els punts més proximals a
I'entrada de I'electrolit assoleixen la saturacié en entre uns 20, 40 i 150 segons, depenent del
gruix de la membrana, i els més distals requereixen més temps com més allunyats es troben.
Entenem que aquesta dinamica es deu a la major permeabilitat de I'oxigen al material de base
de silicona, que limita menys la difusi6 vertical de l'oxigen i, per tant, es redueix
significativament el transport d’oxigen pel canal de I'electrolit fins que els punts més proximals
no es troben proxims a la saturacié.

Per contra, en els casos de les membranes de PTFE, de menor permeabilitat a I'oxigen, el
contingut en oxigen no baixa tan dramaticament en la zona proximal i es manté més igualat al
llarg del canal de l'electrolit, fent que el patré de difusié a la cambra de reaccié sigui més
homogeni i s’iguali I'increment en els diferents punts representats al grafic. Podem dir, doncs,
gue en les simulacions amb PDMA el patré d’increment d'oxigen respon a un esquema
longitudinal, mentre que en els casos de les membranes de PTFE aquest esquema és
essencialment de component vertical, perqué en aquest darrer material la difusié és molt més
lenta a través de la membrana, que esdevé I'element clarament limitant.

En un altre ordre de coses, cal observar que per a les membranes de PDMS s’assoleix la
concentracié d’'oxigen per a gairebé tots els punts analitzats (amb excepcié del punt 17 al cas
grafic 3.1 b i dels punts 11 i 17 en el cas 3.1 ¢). Com era esperable, el millor comportament el
trobem en la membrana més permeable a I'oxigen i de menor gruix, descrita al cas Grafic 3.1 a.

En aquest cas assolim la concentraci6 de saturacio en un periode proxim als 200 segons per al
punt 17, emplagat al punt més distal del sistema.

En el cas de les membranes de PTFE, ens trobem que fins i tot en el cas de la membrana de
25 micres (Grafic 3.1 d), no s’arriba assolir el nivell de saturacié per a cap dels punts en els
8.000 segons simulats, i només obtenim nivells significatius de concentracié d’'oxigen al cap
d’uns 600 segons.

Per a les membranes de major gruix, s'extrema el mateix patr6 observat en el cas anterior i, per
exemple, a la membrana de 200 micres de gruix, al final de les simulacions cap punt ha assolit
una concentracio superior a 0,52 mM i, per tant, no s’ha arribat al nivell de saturaci6 de I'oxigen
en l'aigua.

En conclusid, perqué el dispositiu que es vol desenvolupar sigui viable, caldra utilitzar una
membrana el més prima i permeable a I'oxigen possible, com la de PDMS de 25 micres, i
també serd recomanable limitar la longitud del canal per tal de poder aportar I'oxigen necessari
per fer la degradacié aerdbica de la matéria organica.
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En aquest sentit, les simulacions que inclouen la degradacié de la matéria organica, que es
presenten en el punt seglient, ja preveuen un canal de menor longitud (50 mm en lloc de 130
mm) per limitar els efectes del transport descrits al grafic 3.1 a.

3.7.2. CINETICA DE LA RESPIRACIO

CONDICIONS DEL MODEL

A partir dels resultats obtinguts en les primeres simulacions sense reacci6 bioldgica, s’ha optat
per modificar algun dels parametres del model, passant la longitud total del dispositiu de 130
mm a 50 mm, ja que la longitud del dispositiu no afecta la retencié a la cambra de reacci6 i en
canvi comporta limitacions rellevants de cara a garantir un bon subministrament d’oxigen al
conjunt del dispositiu.

Aixi mateix, s’ha optat per la configuraci6 de membrana que permet un major transport d’oxigen,
gue correspon a la membrana de PDMS de 25 micres de gruix. Aquests canvis es descriuen a
la taula anterior.

: . ' '21
4 10 13 16 XG )(e
h3 =+ SD Canal electrolit Conveccid i difusio -
Cineti alér
p
3 N o0
h2 SD Membrana Només difusio
2 Només difusio 19
SD Cambra - Cinética quimica
h1 b % " .
e reacclo 9 12 15
1 56 7 8 11 14 17 18

Figura 3.11: Moduls actius a les simulacions de la cinetica de la respiracié (en vermell).

Parametre Descripci6 Valor Unitats
hl Algada de la cambra de reaccio 50 um
h2 Gruix de la membrana 25 um
h3 Algada del canal de I'electrolit 50 um
L Longitud total 0,05 m
Vin Velocitat mitjana del flux 4,8,12,16 10~ m/s
Co_0O,_chan | Concentraci6 inicial O, canal de I'electrolit | 0,5631 mols/I
Co_O,_rc Concentraci6 inicial O, cambra de reaccié | 0 mols/I
t Temps simulat 8.100 S
Co,_BOD Concentracio inicial de la DBO 30,300,3.000

Model electroquimic No aplica

Nodes del mallat del model 1,4-10° Unitats (1)

Taula 3.3. Condicions del simulador per a les simulacions que es presenten.

Pel que fa als grafics de resultats que comentarem, cal dir que en aquest cas s’ha optat per no
utilitzar una escala logaritmica a l'eix x per al parametre t (temps), ja que, d'una banda, els
canvis inicials no sén tant rapids, i de I'altra, ens ofereix una interpretacié més facil.

A diferéncia dels models comentats en I'apartat anterior, aqui ja considerem els parametres que
descriuen tant la preséncia de la biomassa encarregada de la descomposicié de la matéria
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organica com de diferents concentracions d’aquesta matéria i els consum d’oxigen que aix0
comporta amb un metabolisme aerdbic, com es descriu en I'apartat corresponent (3.4.3).

No introduim, pero, encara el bloc electroquimic del model, ja que no afectara els aspectes que
volem analitzar i implica una major complexitat per a la resolucié de la simulacié.

Bases de la respiracio:

Com s’ha comentat sense entrar en profunditat a la descripcié del model, la respiracié duta a
terme per la biomassa bacteriana tindra dos components principals, que son la respiracio basal
pel manteniment metabdlic i la respiracié causada per la degradaci6 aerobica de la biomassa
present com a DBO. Respecte a la respiracié basal, pot ser rellevant en certes situacions i sera
en qualsevol cas una bona prova blanc de cara a la validaci6 del dispositiu i el refinament dels
resultats (vegeu apartats 6 i 7.2).

Respecte al consum d’oxigen derivat de la descomposicié aerobica de la DBO, aquest sera una
funci6 de la concentracié de microorganismes descomponedors, la concentracié (i disponibilitat)
de la matéria organica de la DBO a la seva proximitat i la concentracié d'oxigen disponible per
dur a terme la reaccié. A l'apartat 3.4.3 es descriu com s’ha tractat matematicament aquest
conjunt.

Per a totes les simulacions subsegiients s’ha considerat una concentracié de 10° cel-lules
actives per ml (corresponent a 10" celles/m® en unitats del S.I.). S’ha escollit aquesta
concentracié ja que es correspon amb concentracions que es poden obtenir facilment amb
cultius rics en laboratori per a la seva fase estacionaria.

El fet de treballar amb cultius en fase estacionaria, simplifica i facilita el sistema a modelar, ja
gue en aquesta fase queda molt limitada la divisi6 cel-lular i presenta poques oscil-lacions en la
riqguesa d’organismes presents, fet que combinat amb el curt temps esperat de la prova ens ha
permés no incloure models de divisié i creixement en les simulacions (Picioreanu et al. 2007).

En cas de considerar-se necessari, es podria incrementar aquesta concentracid de la biomassa
activa, per tal de o bé reduir el temps de I'analisi o bé incrementar la biomassa potencialment
degradable per al mateix temps, tot i que aix0 implica altres complicacions en el sentit d’obtenir
la biomassa, que requereixen processos com la centrifugacio, i de garantir que aquesta estigui
activa en el moment de 'analisi (vegeu annex 7.2).

També cal destacar que en totes les simulacions que es presenten s’ha optat per una matéria
organica de composicié coneguda i simplificada, com és I's de glucosa. D’'una banda, aquesta
es degrada a acetat, que no és degradable pels organismes descomponedors considerats, i
simplifica la simulacié a una degradacié d'un sol pas.

D’altra banda, tampoc s’ha considerat la preséncia d'altres compostos de major complexitat
quimica, que requeriran per a la seva degradaci6 I'activaci6é d'altres vies metaboliques en els
microorganismes encarregats de la descomposicié i deixarien al medi una diversitat de
compostos simples.

EFECTE DE LA CARREGA ORGANICA

Al primer grafic que comentem, es comparen tres simulacions que només difereixen en la
carrega organica en forma de DBO. Aquestes carregues corresponen a 30, 300 i 3.000 mg/l de
DBO, que com s’ha comentat sén caracteristiques de la qualitat exigida per a la sortida d'una
EDAR abans de ser retornada al medi (30 mg/l), una aigua residual humana tipica (300 mg/l) i
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una aigua procedent d’una industria amb residus organics (molt més variable, perd establerta
en 3.000 mg/l).

Per a les tres condicions considerades, s’ha establert un flux de I'electrolit de 0,15 pl/minut.
Aquest és un cabal baix, fins i tot dificil d’obtenir amb les bombes més utilitzades per a
sistemes microfluidics.
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Grafic 3.2. Resultats de les simulacions Per a diferents concentracions de la DBO. Oyrc:
cambra de reacci6 i O,Chan: canal de I'electrolit.

Per a cadascuna de les simulacions es presenten tres grafics, que s6n aquests:

1. Concentracié de DBO a la cambra de reaccié: s’hi representen graficament 5
punts de la geometria: 9, 12 i 15, situats a la part central de la cambra de
reaccio, a diferents longituds del dispositiu, i 2 i 18, que corresponen al punt
amb més facil accés a I'oxigen (punt 2, situat a la part superior de la cambra de
reaccio, al costat de I'entrada de I'electrdlit) i al de major limitacié al transport
d’oxigen (punt 18, situat a I'extrem distal del dispositiu i a la part inferior de la
cambra de reaccid).

2. Concentraci6 d’'oxigen a la cambra de reaccid: s’hi representen graficament 4
punts, tots corresponents a la base de la cambra de reacci6, a diferents
distancies de l'entrada del sistema. S'utilitzen punts de la base ja que
corresponen a les situacions més limitants per al transport d’oxigen al sistema.

3. Concentracié d’oxigen al canal de l'electrdlit: s’hi representen graficament 5
punts, situats a la part superior del canal pel qual circula I’electrolit. El punt 4 es
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manté al nivell de saturacio, ja que és emplagat a I'entrada del dispositiu i, per
tant, manté les condicions del liquid influent. El punt 21 esta situat just a
I'extrem distal del canal i reflecteix, per tant, la situaci6 més limitant pel que fa a
oxigen dissolt romanent. Aquest punt és altament rellevant ja que és molt
proxim a I'emplagament de I'eléctrode de treball on es fara la mesura. Els altres
punts (10, 13 i 16) sén emplacats a intervals regulars entre els dos punts
anteriors i permeten de veure la dinamica del conjunt.

Si observem el grafic 3.2 (a), observem que el model prediu que s’arribaria a una completa
degradaci6 de la DBO en un termini d’'uns 4.800 segons, pero tot i tenir una degradacid
completa de la DBO, al grafic 3.2 (b), que ens mostra la concentracié d’oxigen a la cambra de
reaccid, veiem que al punt més limitant (punt 17) hi ha una situacié de nivells molt baixos
d’oxigen o microaerobiosi durant els primers 2.00 segons (el nivell d’oxigen es manté per sota
dels 0,5 mM) que podria comportar una modificacié dels organismes presents en aquesta area
cap a vies metaboliques anaerdbiques i que, per tant, pot alterar les mesures del dispositiu.

Aquest efecte es veu encara de forma més acusada si observem les concentracions a la part
superior del canal de I'electrolit grafic 3.2 (c), que si bé no afecta el procés de degradacid,
permet determinar que hi ha una manca d’oxigen al sistema.

Els efectes aqui comentats sén similars, perd molt més acusats a les simulacions per a
concentracions de la DBO de 300 i 3.000 mg/l. Aixi, en el cas de 300 mg/l observem que
només es déna una bona degradacié de la DBO present al punt més proximal del dispositiu
(punt 2), mentre que en els punts 9 i 12 la degradaci6 és molt parcial i en els punts més distals
és quasi nul-la.

Aquesta mateixa analisi es pot fer per al grafic 3.2 g, tot i que de forma molt més acusada, atés
el major consum d’'oxigen que comporta la major preséncia de DBO o matéria organica
descomponible.

Si bé la majoria de dispositius de detecci6 rapida de DBO no pretenen la completa degradacio
de la matéria organica durant el periode de durada de I'analisi (Anon 2002), és evident que com
més part pugui ser degradada durant el procés, més fiabilitat tindran les mesures obtingudes.

D’altra banda, observem que al grafic 3.2 (e) hi ha zones de la cambra de reacci6 que no
arriben a tenir un contingut significatiu d’oxigen durant tota la simulacié (punt 17), fet que
clarament afectara la mesura. Al grafic 3.2 (h), corresponent a 3.000 mg/l de DBO, aix0
s’extrema.

També observem que per aquests dos casos de 300 i 3.000 mg/l de DBO, no obtenim
concentracions significatives d’oxigen a la proximitat de I'eléctrode (punt 21), fet que impediria
prendre’n mesures electroquimiques.

Aquest és un problema comu de la mesura de la DBO, (Anon 2002; Process 2011) ja que amb
els métodes estandard, es disposa d’'una quantitat limitada d’oxigen al sistema.

Aixi, una via per poder sobreposar-se a aquest entrebanc seria, com en els metodes més
utilitzats, fer diverses proves amb diferents dilucions de la mostra a analitzar i utilitzar les que
estiguin dins d’'uns rangs adequats.

Altrament, observem que els patrons son similars entre les diferents concentracions, amb un
retard a la resposta com més concentracié de DBO presentin, de manera que el problema es
podria enfocar emplagant diferents grups d’eléctrodes a diferents distancies dels canals, i
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utilitzant eléctrodes més distals per a concentracions menors i proximals per a concentracions
més elevades, incrementant aixi el rang valid de concentracions analitzables.

SEGONS VELOCITAT DE FLUX

Tot i aix0, una de les caracteristiques més importants del dispositiu dissenyat és que ens
permet introduir oxigen al sistema, coneixent-ne la quantitat introduida, ja que sabem la
concentracié de saturacio d’'oxigen i el volum introduit via el canal de I'electrolit. Aixd no és aixi
per a la majoria dels dispositius de mesura de la DBO, i és un dels fets més rellevants de la
patent del dispositiu (vegeu annex 7.2).

Es a dir, si incrementem el flux de I'electrolit introduit al dispositiu, incrementarem aixi mateix el
total d’oxigen aportat per al mateix temps d’analisis. A partir d’aquest principi, a continuacié ens
centrarem en el cas intermedi de concentraci6 (300 mg/l), per al qual mantindrem tots els
parametres prefixats, com a les simulacions anteriors, perd modificarem el flux de I'electrdlit,
amb uns cabals de 0,3; 0,45 i 0,6 mul/min (és a dir, multiplicarem el flux inicial de 0,15 mul/min
per 2, 3i4).

Al grafic 3.3 es presenten els resultats d’aguestes noves condicions.
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Grafic 3.3. Resultats de les simulacions per a igual carrega organica i diferents velocitats de flux.
O,rc: cambra de reaccio i O,Chan: canal de I'electrolit.

Una primera observacié general és que els diferents grafics presenten patrons similars, pero
gue la resposta s'accelera a mesura que s’'accelera el flux influent.
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Pel que fa a la degradacié de la DBO present (grafic 3.3 a, d i g), veiem que per als dos cabals
majors de I'electrdlit (x3 i x4) hi ha una total o quasi degradacié de la matéria organica present,
tot i que com ja hem comentat aquest no és un factor limitant en si.

Si observem la concentraci6é d’oxigen a la cambra de reaccid, veiem que en el cas de menor
cabal (x2) hi ha una quantitat insuficient d’oxigen al punt més limitant (grafic 3.3 b, punt 11),
gue es manté gairebé durant els primers 5.000 segons de la simulacid, i que, per tant, pot
comportar clarament I'activacié de les vies metaboliques anaerdbiques amb els problemes ja
comentats que aixd comporta de cara a la mesura.

En el cas de flux x3, només en fases molt inicials trobem concentracions per davall de 0,5 mM,
tot i que després es manté en nivells no gaire superiors. A mesura que incrementem el cabal i,
per tant, I'entrada d’oxigen al dispositiu, es prevé aquest problema potencial i al flux de x4, no
es mostren nivells preocupants ni per la concentracié ni per la durada.

En observar la concentracié d’oxigen al canal de I'electrolit, les conclusions son similars, mentre
qgue en el cas de menor cabal, grafic 3.3 (c) trobem concentracions d’'oxigen a la proximitat de
I'eléctrode proximes a zero durant els primers 4.000 segons simulats, fet que no ens permetria
de conéixer la dinamica d’oxigen durant tot aquest periode; a mesura que incrementem I'oxigen
introduit, anem obtenint majors nivells d’oxigen i consequentment del senyal eléctric detectable
electroquimicament. Aprofundirem en aquests punt en I'apartat segient.

Per ultim, en el cas amb un major cabal, grafic 3.3 (flux x4) observem que només als punts més
distals (punt 11 al grafic h i 21 al grafic I) es donen concentracions puntuals d’oxigen per davall
de 0,5 mM, i que la durada d'aquesta situacié és breu (intervals d’'uns 20 i 100 segons,
respectivament), per la qual cosa no sembla probable que hagin de tenir problemes a I'hora de
propiciar I'activacié de metabolismes anaerobis.

També cal destacar que es prediu una practica degradacié del total de la glucosa (DBO)
introduida en el sistema en el lapse de temps analitzat de 8.100 segons, tot i que, com ja s’ha
dit, aixd no és imprescindible per a la mesura del sensor.

3.7.3. DETECCIO ELECTROQUIMICA DE L'OXIGEN

4 T Tia T r_-.__ 21
h3 -p=—* S0 Canal electralit Conveocit | difusk . .
h2 ¥ 80 Membrana Mo il -
2 Mot i 19
hi S0 Cambra = . -"-
De reaccid ~ g 12 15

Figura 3.12: Esquema del model amb tots els moduls activats.

Parametre Descripci6 Valor Unitats
hl Algada de la cambra de reacci6é 50-100 um

h2 Gruix de la membrana 25 um

h3 Algada del canal de I'electrolit 50-100 um

L Longitud total 0,05 m

Vin Velocitat mitjana del flux 4,8,12,16 | 10° m/s
Co_0O,_chan | Concentraci6 inicial O, canal de I'electrolit | 0,5631 mols/I
Co_O,_rc Concentraci6 inicial O, cambra de reaccié | 0 mols/I
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t Temps simulat 8,100 S
Co_BOD Concentracio inicial de la DBO 30, 300,
3,000
Model electroquimic Si
Nodes del mallat del model 45.10° Unitats (1)

Taula 3.4: Condicions de les simulacions

Aquest darrer bloc de simulacions inclou com a principal diferéncia l'activacié del model
electroquimic de I'eléctrode de treball per a la deteccié d’oxigen al final del canal de I'electrolit.
S’ha decidit separar aquest bloc dels presentats anteriorment, ja que simular el comportament
de l'eléctrode implica certa complexitat matematica i practica que comentem a continuacio,
mentre que no afecta sensiblement al procés en si de la degradacié de la matéria organica, el
flux de I'electrdlit o les dinamiques de I'oxigen que s’han comentat anteriorment.

La complexitat que implica el model electroquimic no es deu tant al model en si com a les
diferéncies de magnitud en comparacié als altres aspectes estudiats en les simulacions, i sén:

a) Diferéncia en I'escala dimensional: mentre que per a l'analisi dels models de flux i
transport de masses, difusié d'oxigen i DBO i permeabilitat de les membranes hem
pogut utilitzar mallats en la magnitud de micres, els canvis electroquimics esdevenen
rellevants a escales molt menors, sobretot a la proximitat de la superficie de I'eléctrode,
on es generen grans gradients de concentracié a I'escala de nanometres.

b) Diferéncia en I'escala temporal: aquests canvis acusats en els gradients i mantinguts
en el temps impliquen també grans canvis en petites fraccions de temps que afecten
principalment la concentracio i estat d'oxidacié de I'oxigen a la proximitat de I'eléctrode,
de forma similar al que s’ha comentat per a tots els models, en referéncia a la dificultat
d’establir els primers equilibris a partir de les condicions inicials, perd en aquest cas al
llarg de tot el temps de simulacié del model (8.000 segons).

Aquests dos factors obliguen que, per tal d'obtenir un model estable de qualitat similar als
anteriorment presentats, s’hagi hagut d’incrementar el nombre de nodes per un factor de x2 a
x4 (segons el model que comparem). Cal esmentar, perd, que aquest increment de nodes no
és homogéniament repartit en tota la geometria, siné que es concentra a les zones proximes a
I'eléctrode, ja que el funcionament general no varia excepte en aquest emplacament.

En aquest apartat s’analitzaran diferents aspectes relacionats amb la mesura de I'eléctrode,
gue es comenten en els punts seglients:

a) Emplacament de I'eléctrode de treball

b) Intensitat del senyal eléctric esperat

c) Afecte de I'alcada del canal (h3) respecte al transport d'oxigen:
d) Afecte de I'algcada del canal (h3) respecte al consum d'oxigen:
e) Emplacament de més d’'un eléctrode:

3.7.4. EMPLACAMENT | FUNCIONAMENT DE L'ELECTRODE DE TREBALL
Com es comenta més extensament a l'apartat de fabricacié (punt 4.2.1), els eléctrodes de
treball i auxiliars utilitzats s’han fotolitografiat sobre diferents materials: plastics (COP) pel fet de
ser flexibles, vidre i silici. L’eléctrode i el material de suport formen part del xip que composen
els circuits microfluidics del dispositiu com a tapa inferior.
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Aquest enfocament fa que I'eléctrode quedi emplagat a la part superior del canal de I'electrolit,
és a dir, a la part més allunyada de la membrana de separacié de la cambra de reacci6 on es
doéna el consum d’oxigen.

Idealment I'eléctrode es podria col-locar a la part basal del canal de I'electrolit, perd aixo implica
fabricar-lo sobre la superficie de la membrana de separacié. Atesa la composicié de la
membrana i el procés de fabricacié dels eléctrodes, ara per ara aquesta solucié no s’ha vist
viable. En aquest sentit, a continuaci6 s’han intentat determinar mitjancant models les
implicacions d'utilitzar canals de I'electrolit de major o menor algada i que, per tant, incrementen
la distancia vertical entre el punt de consum d’'oxigen a la cambra de reacci6 i I'electrode on
sera detectat.

La primera comprovacié que s’ha realitzat es presenta al grafic 3.4. Com s’ha comentat a
l'apartat de fluidica i al disseny del model, la microfluidica present al dispositiu té un
comportament essencialment laminar, on els processos turbulents sén irrellevants. Una
implicacié d’aquest fet és que el transport d’oxigen en I'eix vertical és principalment per difusio i,
per tant, respon a un transport relativament lent, comparat amb els moviments convectius del
circuit fluidic. Volem comprovar, doncs, com respon el dispositiu si incrementem el volum de la
cambra de reaccid (dupliquem h1l de 50 a 100 micres) i mantenim el del canal de I'electrdlit.
D’altra banda, construim també un altre model on ambdoés canals, la cambra de reaccid i el
canal de I'electrolit, els incrementem a 100 micres (h1 = h3 = 100 micres).
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Grafic 3.4. Resultats de les simulacions per a diferents alcades del canal de I'electrolit i la
cambra de reaccié.

Al grafic 3.4, es comparen dos models. El primer té un canal per a I'electrdlit d’'una algada igual
als presentats anteriorment (50 micres) i una cambra de reaccié del doble de volum (100 micres
en lloc de 50 micres), i es compara amb un model en qué tant el canal de I'electrdlit com la
cambra de reacci6é sén de 100 micres d’'alcada. La resta de condicions es mantenen iguals,
perd s’ha mantingut la velocitat del flux, fet que implica en el cas inferior del grafic incrementar
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el cabal influent al doble. Aixi, el model superior del grafic (canal de 50 micres) té un cabal de
0,6 mul/min i l'inferior, d'1,2 mul/min.

En el primer cas (grafic 3.4 a, b i ¢), observem un patr6 alentit respecte al cas d'igual flux de la
figura 5 (grafic 3.4 g, h i l), atesa la major proporcié de la cambra de reaccié (on es déna el
consum) respecte al canal de l'electrdlit, que té una resposta similar al cas de flow x2 de la
grafic 3.4 (a, bi c).

D’altra banda, quan mirem els resultats per a un model de 100 micres d’algada, tant al canal de
I'electrolit com a la cambra de reaccid, veiem uns resultats molt similars als del cas amb més
flux del grafic 3.3, amb un molt lleuger retard que seria atribuible al transport de I'oxigen per
difusi6 per un canal més alt.

Sembla, doncs, que per alcades de canal d'aquestes magnituds no hi ha diferéncies
significatives en el rang observat i, per tant, si en calgués la fabricaci6é es podria treballar amb
els dos gruixos de canals estudiats indistintament.

3.7.5. CONSUM D'OXIGEN A LA SUPERFICIE DE L'ELECTRODE | L'US DE

MULTIPLES ELECTRODES

El dispositiu simulat es basa en mesures respirométriques que consisteixen a monitoritzar els
canvis en la concentracié d’oxigen en un eléctrode emplacat al final del canal de l'electrdlit.
Pero la detecci6 electroquimica es fa mitjancant la mesura del corrent de reduccié de 'oxigen
romanent al canal, de manera que és consumit en certa quantitat durant la mesura. Aquest
consum de I'oxigen present és normalment negligible en dispositius d’escala macroscopica,
perd pot arribar a ser rellevant quan treballem en sistemes microfluidics i escales
microscopiques.

Conéixer la magnitud d’aquest consum tindra implicacions rellevants pel disseny del dispositiu.
Per tal d’analitzar-ho s’han construit models simplificats que inclouen el sistema de mesura
electroquimic amb un eléctrode de 75 micres i el canal de l'electrdlit, saturat d’oxigen, amb
alcades de 50, 100 i 150 micres per una longitud de 2 mm.

A la figura 3.13 observem que tot i partir d’'una situacié Optima en qué I'electrolit es troba a
concentracié de saturacié en el contingut d’oxigen, el consum d’oxigen causat per la reaccié de
reduccio a la superficie de I'eléctrode és rellevant i en alguns casos molt considerable.
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Figura 3.8. Esquema del consum d’oxigen i grafic de I'oxigen romanent per a diferents alcades
del canal de l'electrolit. Totes les simulacions consideren una concentracié d’oxigen de
saturacié a la proximitat de I'eléctrode.

En el primer cas (a, h3 = 50 micres) el consum d’oxigen atribuible a la mesura electroquimica
arriba a ser del 57%, que pot ser un problema greu per a certes configuracions previstes del
dispositiu.

En els casos de major alcada del canal (b i c, h3 =100 i 150 micres), aquest efecte és matisat a
causa de la major quantitat d'oxigen al sistema i els valors d’oxigen consumit ja se situen a
nivells del 24 i 18%, respectivament.

El consum d'oxigen durant la mesura no respon a una disminucié lineal a mesura que
incrementem l'alcada del canal, ja que el transport difusiu és proporcional al gradient de
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concentraci6 i, per tant, una major velocitat de transport cap a I'eléctrode. Com a consequéncia
d’'aix0 la resposta en percentatge de I'oxigen consumit a I'eléctrode a mesura que incrementem
I'alcada del canal respon a una exponencial negativa asimptotica.

Si bé aixd no és un problema en si per al dispositiu dissenyat, ja que aquest emplaca 'eléctrode
al final del dispositiu i, per tant, el consum d’oxigen no manlleva aquest element de la cambra
de reacci6, si que és un resultat interessant per tenir en compte en mesures electroquimiques
en sistemes microfluidics.

Aquest efecte si que és rellevant, pero, si ens plantegem de posar eléctrodes seriats a diferents
longituds del dispositiu, que és una idea treballada a nivell de disseny, aix0 permetria dues
solucions tedricament molt interessants:

a) Obtenir diferents mesures d’una sola analitica: aixd permetria tenir repeticions en un sol
dispositiu, que o bé corregissin la mesura, o bé permetessin d’identificar un eléctrode
defectuds en cas de no concordar les diferents mesures.

b) Incrementar el rang valid de mesura del dispositiu: ja que tenint mesures a diferents
distancies, podriem seleccionar la mesura que es trobés més ben situada en el rang
valid de mesura, amb un sol experiment.

Per exemple, un dispositiu amb tres eléctrodes permetria agafar la mesura més distal en el cas
de mostres poc carregades, on hi hagués poc consum d’oxigen, les proximals en mostres més
carregades on l'oxigen es consumis de tal manera que no es detectés als eléctrodes més
distals o combinant mesures de més d'un eléctrode en mostres de carrega intermédia i tenint
repeticions de comprovacié. De fet equivaldria a tenir cambres de reaccié de diferents
longituds/volums en un sol canal i dispositiu.

Aquest enfocament no és descartable, ja que si es considera interessant es pot ajustar
principalment amb dues vies:

a) El model considera una mesura continua de l'eléctrode, perd en si el potenciostat
realitza cicles discrets sequencials per obtenir la mesura continua. Incrementar
l'interval d’aguestes mesures seqlencials implicard, per tant, un menor consum
d’oxigen.

b) Atés que hi ha una relaci6 directa entre la mesura obtinguda i I'oxigen consumit (reduit),
es pot considerar en el logaritme de control i separar aquest consum del consum
resultat de I'activitat microbiana, corregint el resultat.

Un altre aspecte rellevant que podem extreure de la figura 3.13, és que ens permet aproximar
la distancia, a partir del punt de consum d'oxigen, que tarda a homogeneitzar-se la
concentraci6 d’'oxigen en el seu eix vertical, per a una velocitat de flux determinada.

Veiem que, efectivament, a major al¢cada del canal requereix més distancia (i, per tant, temps)
per presentar una concentracié homogénia en l'eix vertical. Aixi, al cas del canal de 50 micres,
trobem la mescla homogénia a escassament 0,5 mm del final de I'eléctrode, mentre que per a
100 micres i 150 micres aquesta mescla s'incrementa a 0,75 mm i a més d'un mil-limetre,
respectivament.

Aquesta distancia és directament proporcional tant al I'algada del canal com a la velocitat del
flux dins del canal, i ens déna una idea que per treballar amb transport exclusiu per difusié sera
rellevant tant mantenir alcades de canal relativament petites com validar el rang de velocitats
de flux adequades.
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3.8. CONCLUSIONS

Conclusions de les eines de simulacio:

La simulaci6 pot ser una eina rellevant ja en la fase de disseny i no sols a la fase de
contrast de resultats, on és més usualment utilitzada.
Una simulacié acurada permet detectar i aproximar els principals colls d’ampolla i
constriccions del disseny.
La simulaci6 durant el disseny permet tenir respostes quantitatives abans de la
fabricacio, entre les que destaquem aquestes per al cas en estudi:

a. Dimensions del canal en longitud, i alcades.

b. Requeriments que han de complir les membranes.

c. Definicié de la geometria.

d. Rang viable de velocitats de flux.

e. Emplacament optim dels sensors.
Les simulacions sén, per tant, un element rellevant durant el disseny i prototipatge, que
permet una optimitzacié de recursos i temps.
En les fases prévies i preparatories del disseny, s’han analitzat mitjancant les
simulacions diferents aspectes rellevants abans del prototipatge, com sén:

a. Cambra de reacci6 (estatica) o canal de reaccié (amb moviment).

b. Dispositiu amb una cambra que permetés l'agitaci6 de la mescla o canal

suficientment petit com per estalviar els mecanismes d’agitacio.
c. Longitud dels canals en funci6 de la permeabilitat a I'oxigen de les membranes
i la quantitat d'oxigen introduit al sistema.
d. Comparaci6 de sistemes amb i sense agitacio.

Conclusions del dispositiu dissenyat:

Vi.

Vii.

viii.

Xi.
Xii.

xiii.

Xiv.

XV.

El transport d'oxigen a través de la membrana de separacié és un element clau i
constrictiu del dispositiu dissenyat.

El disseny de dos canals separats per una membrana, millora el senyal captat per
'eléctrode, a la vegada que permet disposar d'una superficie molt més gran de
bescanvi d’oxigen entre la cambra de reaccié i I'electrolit on es fa la mesura.

Aixi mateix, ofereix una bona proteccié a la passivacié de I'eléctrode, sense utilitzar
membranes de PTFE directament dipositades sobre I'eléctrode.

El dispositiu permet treballar amb volums molt petits de mostra.

Treballar amb un canal de l'electrolit amb flux, permet controlar la quantitat d’oxigen
aportada al sistema i, per tant, també, adaptar el mateix dispositiu a diferents
condicions, com la concentracié de matéria organica de cada mostra.

Aquesta configuracié permet adaptar el dispositiu a un gran rang de situacions.
Aquesta adaptacié del dispositiu a diferents concentracions, és facilment
automatitzable.

La configuraci6 adoptada, presenta un nou enfocament que permet adaptar el principi a
noves aplicacions, com detecci6 de toxicitat o andlisi de mostres bioldgiques
complexes com les sanguinies. (Vegeu la patent a I'annex 7.2.)

Treballar amb altes concentracions de microorganismes permet reduir significativament
la durada de I'analitica per a similars resultats.

La mida del dispositiu el fa facilment integrable en un esquema de lab-on-a-chip, amb
elements com una font eléctrica per a les mesures electroquimiques, sistemes de
bombeig, o instal-lar més d'un dispositiu per fer simultaniament proves blanc o
repeticions de la mesura.
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XVi.

El dispositiu es pot adaptar a fer analisis in situ, evitant els problemes d’estabilitat de la
mostra durant el transport i temps de preparacio.

Conclusions de la mesura electroquimica:

XVil.
XViii.

XiX.

XX.

XXi.

La mesura electroquimica és destructiva (consumeix I'element a analitzar).

En sistemes microanalitics aquest consum té una rellevancia que a escales més grans
és negligible i cal ser considerat.

Com que el dispositiu treballa per difusié i sense agitacid, s’observen diferéncies
significatives en la composicio de I'electrolit en I'eix vertical (y).

Seria Optim desenvolupar dissenys que permetin emplacar els eléctrodes de mesura a
la mateixa membrana de separacio, ja que milloraria la sensibilitat del dispositiu.
Emplacar més d’'un eléctrode de mesura al canal de I'electrdlit pot aportar millores, com
una millor adaptacié a diferents concentracions de DBO de la mostra o tenir repeticions
en una sola analisi, perd caldra considerar molt acuradament el consum d’oxigen
causat per la mateixa mesura.
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4. PROTOTIPATGE | FABRICACIO

4.1.INTRODUCCIO

En aquest apartat es tractaran les tecniques emprades per la fabricacié del dispositiu de
mesura rapida de la DBO, aixi com la caracteritzacié dels diferents elements que componen el
sistema.

En l'apartat 4.2 de técniques de fabricacio, es diferencien dos blocs en funcié de les técniques:
la microfabricacié quan sén elements fabricats en un entorn de sala blanca i el prototipatge
rapid quan sén elements fabricats mitjancant diferents técniques de fabricacié convencionals.
Aquesta és, per tant, una diferenciaci6 que es refereix no tan sols a aspectes de les mides o de
la precisié dels elements fabricats, sind sobretot a altres implicacions, com sén temps requerit
per al desenvolupament, el cost i la versatilitat.

Posteriorment, a I'apartat 4.3 s’hi descriu de forma sequencial la instal-lacié experimental d’'un
sensor, aixi com les variacions que s’han anat introduint en diferents elements per resoldre
aspectes conflictius o millorar el sistema.

Als apartats seguents s’hi caracteritzen els diferents elements fabricats i s’hi descriuen les
proves experimentals dutes a terme per comprovar la viabilitat del sistema desenvolupat.
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4.2. TECNOLOGIES

4.2.1. MICROFABRICACIO
Anomenem en aquest treball técniques de microfabricacid totes les tecniques utilitzades que
requereixen un ambient net i controlat (sala blanca) per a la serva fabricacio.

Una sala blanca és un laboratori d’ambient controlat on, mitjancant diferents tractaments i
protocols, es garanteix un ambient estable (en temperatura, humitat o fluxos laminars d’aire per
evitar particules) i una preséncia maxima de particules alienes al procés. Aix0 s’assoleix tant
per mecanismes fisics i quimics, per exemple donar una sobrepressiéo que eviti I'entrada
d’elements externs a la zona de treball, com per processos de protocol en el control de
'entrada d’elements externs al sistema, per exemple I's de roba especial que no generi
particules, minimitzant I'entrada d’elements externs, des d’'un boligraf fins a reactius o estris de
laboratori.

Essencialment, de tot el dispositiu, a sala blanca només s’han fabricat els eléctrodes utilitzats
per a la detecci6 electroquimica de I'oxigen.

Figura 4.1. Diferents arees de treball de la sala blanca de I'lIMB-CNM on s’han fabricat els
eléctrodes. L’ambient net i controlat d’aquestes instal-lacions permet emprar técniques de micro
i nanofabricacio.

Si bé és cert que en general el nivell de precisi6 dels elements fabricats és major amb les
tecniques de microfabricacié que amb les de prototipatge rapid, ja que es pot treballar amb
capes fines d’especificacions submicrometriques (aspecte rellevant en microfluidica REF) i fins i
tot nanometriques en alguns eixos, el prototipatge rapid té, per contra, alguns avantatges com
son:

a) Un menor cost de fabricaci6, tant pel cost de la maquinaria emprada, com pel
requeriment de treball especialitzat i les restriccions de protocol de la sala blanca.

b) Una major versatilitat i rapidesa de fabricacid, ja que la deteccié d'errors o i la
introduccido de millores al disseny es pot resoldre en el termini d’'unes hores i no
requereix redefinir explicitament tot el protocol i reiniciar un llarg procés d’espera per a
una futura fabricacio.

¢) Una precisio suficient per a molts dels elements requerits en el dispositiu, la qual ha
incrementat significativament en els darrers anys. Actualment es poden donar
especificacions de poques micres per a gairebé tots els processos que hem utilitzat, les
quals soén suficients en apartats com la carcassa, les connexions eléctriques i
hidrauliques o els canals microfluidics.

d) La possibilitat de treballar amb una major varietat de materials ja que no és tant
sensible a contaminacions.
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Es per aixd que de tots els elements fabricats per a la construccié del microrespirdometre hem
limitat els processos que requereixen I'is de sala blanca a aquells imprescindibles, que en el
nostre cas sén la fabricaci6 dels microeléctrodes utilitzats per realitzar les mesures
electroquimiques al canal de I'electrolit.

MATERIALS | PROCESAT DELS MICROELECTRODES
La fabricacid dels eléctrodes implica diferents aspectes més o menys independents entre ells
com son:

Disseny dels eléctrodes: quin nombre d’eléctrodes es necessiten, on i com es fan les
connexions eléctriqgues que el connecten al potencidstat per fer les mesures, quina mida té el
conjunt i com es posicionen sobre I'espai de treball (en el nostre cas, una oblia de 4" de
diametre).

Material de I'eléctrode: els eléctrodes per a proves electroquimiques es poden fer amb diferents
materials conductors, com sén els metalls o compostos de carboni (Godino Amado et al. 2010).
En el nostre cas, hem utilitzat eléctrodes d'or i de plati, ja que eren elements comunament
utilitzats a la bibliografia per a mesures d’oxigen, atés que permeten la reduccié de 'oxigen
sense requerir grans sobrepotencials {ELAN:ELAN141}.

Material d’'unié suport eléctrode: son els materials que tenen unes bones caracteristiques
d’adhesi6 tant al material de suport com al material amb qué esta fabricat I'electrode. Per
experiéncies previes en la fabricacié de la sala blanca, s‘ha optat per I's de crom en els
eléctrodes de plati i de titani en els d’or.

Material de suport: si bé historicament els processos de microfabricacié s’han realitzat sobre
oblies de silici, en els darrers anys s’han adaptat els mateixos procediments per fabricar
aguests elements en una varietat de materials de suport. D’entre aquests, hem utilitzat suports
per als eléctrodes de silici, vidre i COP (Cyclo Olefin Polymer). Aquest darrer té diverses
caracteristiques que el fan interessant per al dispositiu dissenyat:

a) Té una baixa permeabilitat als gasos, i especialment a I'oxigen.

b) Presenta una bona resisténcia quimica, tant en el sentit d’'alliberar compostos al
medi com pel que fa a veure’s alterat per compostos externs.

c) Té una bona adheréncia de metalls, facilitant el gravat dels eléctrodes.

d) Es un material transparent que permet avaluar l'estat dels eléctrodes i les
conduccions hidrauliques durant I'is del xip.

e) Es un material amb certa flexibilitat que el fa menys delicat a I'hora de inserir-lo en
una carcassa rigida o de transportar-lo al lloc d’analisi.

f) Es un material de cost competitiu.

En un primer disseny, es va considerar convenient incloure el maxim d’elements que donessin
versatilitat al conjunt d’eléctrodes tot i que, com es comenta en l'apartat de validacié dels
dispositius, posteriorment s’ha anat simplificant el sistema i complementant amb elements
externs que ens donaven millors resultats experimentals.

Inicialment, es va considerar convenient incloure dos sets complets de tres eléctrodes que
permetessin fer la mesura de I'oxigen a l'inici i al final del canal de I'electrolit. A les figures 4.2 i
4.3 es pot veure la disposicié dels electrodes sobreposats a I'oblia de fabricacid i el detall d’'un
conjunt d’eléctrodes. El material sobre el qual es fabriquen els eléctrodes servira també de
suport per als circuits microfluidics, i les dimensions de cada conjunt d’eléctrodes sén de 20 per
40 mm.
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Un set d’eléctrodes es compon dels tres eléctrodes necessaris per a la realitzacié de les proves
electroquimiques: eléctrode de treball, contraeléctrode i eléctrode de referéncia, aquest darrer
de major area (x3) per tal que no sigui limitant en el pas dels corrents. L'area dels dos primers
és de 2.200 micres d’amplada i 500 micres de longitud, mentre que el darrer té 1.500 micres de
longitud.

La separacid entre eléctrodes és en tots els casos de 500 micres. Si bé 'amplada és de 2.200
micres, aquesta queda limitada pel canal microfluidic, que serd de menor dimensié (s’ha
treballat amb canals de 500 i 1.000 micres), ja que la reacci6 només es donara on hi hagi
preséncia d’'oxigen i no a les zones segellades per I'adhesiu.
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CNM BODst vz

Bl

+ L!ilﬂ%.!lj_ﬂjlfB

+ %ﬁ%

Comprovar el sentit de la mascara

Figura 4.2. Esquema dels eléctrodes. Mascara utilitzada per fabricar els eléctrodes. L'oblia té
un diametre de 102 mm o 4 polzades.
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\"_Hjliirt

Connectors al potenuostat

Figura 4.3. Detall d’un conjunt d’eléctrodes. El conjunt es fabrica sobre una superficie de 20 x
40 mm (marc exterior).

Cadascun dels eléctrodes té continuitat eléctrica fins a un connector eléctric que permet la
comunicacid6 amb el potenciostat extern amb el qual es realitzen les mesures. Aquests
connectors eléctrics estan fabricats amb els mateixos materials que els eléctrodes i tenen una
amplada minima de 200 micres.
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PROCESSAT DELS ELECTRODES

Tot i que s’ha treballat amb diferents materials de suport i metalls per a la fabricaci6 dels
eléctrodes, el processat a sala blanca ha estat similar per a tots.

3.3)

3.4)

5)

v

v

'Y

v \

v \
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Figura 4.4 Passos de la fabricacio
dels electrodes a sala blanca

A la figura 4.4, s’hi detallen les principals etapes del
procés.

1. Després de netejar les oblies, aquestes estan
preparades per iniciar el gravat dels eléctrodes.
2. En les oblies de silici (aquest pas no és necessari

per al les oblies de COP) es provoca una oxidacid
termica de la superficie de treball per tal de tenir una
superficie aillada eléctricament perqué no interfereixi en
processos posteriors.
3. Transferéncia de la imatge de la mascara:

3.1.Es diposita una fotoresina d'inversi6 sobre la
superficie de les oblies que permeti realitzar
posteriorment el lift-off.

3.2.Es cobreix el conjunt amb la mascara que porta
impresos els motius que es volen gravar, en el nostre cas,
els eléctrodes, els connectors eléctrics i els elements
necessaris per muntar el circuit.
La mascara utilitzada és de camp clar, ja que els motius
sén negres i el fons transparent. | el conjunt s’exposa a la
llum, fet que provoca modificacions en la resina
exposada.

3.3.Es fa una cocci6 suau (soft bake) i s’exposa tota
la resina a la llum. Amb aquesta operacié s’aconsegueix
una inversiod de la polaritat de la imatge transferida.

3.4.Es fa el revelat, que extreu la resina de les zones
on no hi havia hagut exposici6é a la llum a la etapa 3.2,
mantenint la resta de la resina.
4. Es procedeix a la metallitzacid6 mitjancant
electrodes. Aquesta metal-litzaci6 varia en funcié del
material de suport i del material de I'eléctrode:

4.1.0blies de silici amb eléctrodes de Pt: es
metal-litzen primer 15 nanometres de Ti que faciliten
'adhesié del plati, del qual se’'n fa una capa de 150
nanometres.

4.2.0blies de COP amb Pt: similar a I'anterior, es fa
una primera capa d’'unié amb Ti de 10 nm i posteriorment
s’hi diposita una capa de Pt de 100 nm.

4.3. Oblies de COP amb Au: en aquest cas es fa una
doble capa d’'unié, aixi primer s’hi diposita una capa de Ti
de 15 nm, després, una segona de Ni també de 15 nm i
sobre el Ni, la capa de Au de 150 nm.

5. Es retira la resta de la resina i les capes
metal-liques que hi ha sobre seu amb un procés de lift-off,
i es neteja 'oblia ja acabada. Posteriorment es tallen els
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diferents conjunts d’eléctrodes que conté la mascara.

MATERIALS DE SUPORT
Com s’ha comentat anteriorment, s’han utilitzat 3 materials com a suport dels electrodes.
D’aquests materials dos eren rigids (vidre i silici) i un, flexible (COP).

Inicialment hi va haver problemes amb els suports rigids, en el moment d'instal-lar-los a la
carcassa del dispositiu: a causa del seu disseny, s’havia d'aplicar certa pressié per tal de
garantir I'estanqueitat de les diferents connexions fluidiques del sistema.

Aquests problemes inicials es van resoldre ajustant millor la pressié exercida i canviant les
juntes d'unié de juntes toriques comercials per juntes autofabricades de silicona, que
disposaven d'una major area de contacte entre la junta i el xip (conjunt de suport dels
eléctrodes, membranes per fer els canals microfluidics i tapes), distribuint millor les zones de
pressid i reduint la for¢a exercida per area de superficie.

Aquest problema no es donava amb els xips muntats sobre suport de COP, perd es van
mantenir les millores comentades igualment.

Finalment, I'ds d’'un material de suport o un altre ha estat més relacionat amb altres aspectes
gue amb la viabilitat en si dels tres materials testats, com es comenta en el punt segient. Per
tant, considerem valids per al disseny proposat I'is dels tres materials assajats, i les seves
restriccions en un futur dependran més d'aspectes com I'economic o la durabilitat del xip que
de la composicié del material de suport.

RESULTATS DELS ELECTRODES

D’acord amb la bibliografia consultada (Godino Amado et al. 2010; Ordeig et al. 2007), tant els
eléctrodes d'or com els de plati s6n adequats per a la deteccié d'oxigen, i no presenten
diferéncies destacables ni en aspectes negatius de cost ni de durabilitat. Com que el valor de
potencial al qual es déna la reduccio6 i I'oxidacié d’'un element determinat depén, en part, de les
caracteristiques dels eléctrodes, com és el material de quée estan compostos, i en alguns casos,
com és el de l'oxigen, de factors ambientals, com la composici6 i el pH del medi, aquest
potencial variara lleugerament segons el material utilitzat, el pH de la mescla i també el
potencial a qué es redueixin altres elements que tinguin potencials de reduccié proxims a
I'oxigen, que és un dels elements principals per evitar la preséncia de compostos organics a la
superficie de l'eléctrode, ja que sén molt diversos i alguns poden patir canvis de l'estat
d’'oxidacié que incrementaran el soroll de la mesura. L'altre factor per evitar-los sén els
processos de passivacio dels eléctrodes que ja s’han comentat.
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Material Suport Observacions

Primeres proves, presenten poca durabilitat ja que I'or es pela al cap
Au/Cr COP d’unes hores de treball, de manera que el crom queda a la vista.

Tardor del 2012.

Presenten algun problema de fabricacio. Baixa adhesio del titani a la]
Pt/Ti CcoP superficie de suport (COP).

Gener de 2013.

Presenta bons resultats. Es la combinaci6 amb qué es realitzen els
Au/Cr Vidre experiments que es presentaran posteriorment.

Maig del 2013.

Presenta bons resultats, perd comparativament I'or déna major senyal.
PUTI Vidre Maig del 2013 es dediquen a altres projectes del grup com sén proves

inicials de detecci6 d'arsénic.

Presenta bons resultats, perd comparativament I'or déna major senyal.
PUTI Silici Maig del 2013 es dediquen a altres projectes del grup com sén proves

inicials de detecci6 d'arsénic.

Presenta bons resultats, perd comparativament I'or dona major senyal.
Pt/Ti COP Se solucionen els problemes d’adhesié precedents.

Maig del 2013 es dediquen a altres usos.

Taula 4.1. Tipus i resultats obtinguts amb els diferents eléctrodes provats.

Es especialment rellevant en aquest sentit el potencial amb qué s’inicia la reduccié de
I'hidrogen, ja que en pH acids es dbna a valors molt proxims als de 'oxigen i és present a la
mescla. Aquests aspectes es detallaran amb major profunditat a I'apartat de validaci6 de les
mesures (Punt 4.4.2). En qualsevol cas, amb les proves prévies s’ha observat que en les
nostres condicions tenien en general un millor comportament els eléctrodes d'or, ja que els
eléctrodes de plati presenten un major efecte d’interaccié amb els protons.

A la taula 4.1 es presenta els tipus d’eléctrodes testats i les principals conclusions.

Com s’observa a la taula anterior (4.1), després de les proves preliminars es decideix fer una
bateria de 4 combinacions diferents de material de I'eléctrode i material de suport, per tal de fer
proves comparables, amb les mateixes condicions, i decidir la combinaci6 més adequada per
als nostres objectius. En aquest cas, I'eléctrode d’or, sobre suport de vidre i usant el crom com
a material d’uni6 entre els dos.

Figura 4.5. Fotos eléctrodes d’or (nous, abans d’usar). Vista eléctrodes (objectiu x5).
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Figura 4.6. Detall (objectiu x10) d’'un connector eléctric i de la unié a un eléctrode. El pixelat que
es pot observar és degut a la qualitat d'impressio6 del fotolit amb el qual es van fer i no al procés
de fabricacio.
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Figura 4.7: Diferents tipus d’eléctrodes fabricats. a) Eléctrodes d’or sobre COP. b) Eléctrodes
d’or sobre COP amb el canal de l'electrolit i una membrana de silicona de 50 micres. c)
Electrodes de plati sobre silici. d) Diferents conjunts d’eléctrodes d’or sobre vidre, tallats sobre
I'oblia.

També son rellevants els temps indicats al quadre, ja que com es pot observar, el temps
transcorregut entre un procés de fabricacio i el segiient és de 4 mesos com a minim. Aquestes
limitacions en els temps entre encarrec i disponibilitat dels dispositius, durant els quals no es
poden dur a terme experiments, no es donen amb les técniques de prototipatge rapid, com s’ha
comentat en la introduccio.
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4.2.2. PROTOTIPATGE RAPID
Les técniques de prototipatge rapid no responen a una sola categoria, sind que sén diferents
tecniques de fabricacio que es poden utilitzar per fabricar tot o part d’'un microdispositiu.

Si bé en general tenen uns nivells de precisi6 menors a les tecniques de microfabricacio en
sala blanca, no deixen de ser adequades per a molts aspectes dels dispositius que no tenen
requeriments tan estrictes. Aixo, afegit al fet que el dissenyador pot dur a terme la fabricaci6 en
un termini de poques hores, i amb el control directe de tot el procés, reverteix en un estalvi de
temps i econdomic molt significatiu (del Campo 2014). Sigui com sigui, sén eines que en general
treballen amb precisions d’escales micrométriques, amb limits de precisi6 que poden estar
entre les 10 i 100 micres, segons la técnica.

Es per aixd que darrerament hi ha hagut un creixent interés i increment d’Us d’aquestes
tecniques (Li et al. 2012; Stone et al. 2004; del Campo 2014), que es dona tant en les técniques
utilitzades com en els processos de fabricacié i els elements elaborats amb aquestes técniques.

En el cas del dispositiu s’han utilitzat basicament dues técniques de prototipatge rapid i se
n’han fet proves o valorat la viabilitat amb dues més, que sén:

TALL DE MEMBRANES:

Ploter de tall: és essencialment una maquina igual que una impressora de gran format o ploter,
en el que el capgal d'injecci6 de tinta és substituit per un suport que incorpora un full de tall de
precisio. Aixi, ajustant la pressio que exerceix el capgal sobre la superficie a tallar i la velocitat
d’avancg, es pot ajustar per tallar diferents composicions i gruixos de material a mesura que el
capcal es desplaca seguint una ruta determinada mitjan¢cant un document de dibuix o format
CAD.

Figura 4.8: Ploter de tall. Una eina cada cop més utilitzada per a processos de prototipatge
rapid és el ploter de tall. Es basa en un ploter estandard, modificat per tal d’instal-lar una eina
de tall a on normalment es troba el capcal dimpressi6. Aquesta eina de tall t& també un
mecanisme de control de la pressié exercida per adaptar el tall a diferents velocitats i gruixos
de les lamines a tallar. El sentit i la velocitat del tall es determinen via ordinador i seran
rellevants per obtenir talls de maxima qualitat.

La maquina utilitzada és (Roland GX-24 CAMM1) i s‘ha fet servir per realitzar diferents
elements del prototip, com son:

a) Membranes de separacié, principalment el tall perimetral i els forats d’alineacié amb la
resta del dispositiu.

b) Membranes amb una i dues cares adhesives per a la construccié dels canals
microfluidics, que es fan tallant els canals i punts de pas de l'aigua a la membrana, fet
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gue ens ddna estructures en dues dimensions, i la tercera I'assolim jugant amb el gruix
de la membrana utilitzada.
c) Tapes del dispositiu, fetes de COP i impermeables al pas d’oxigen.

Figura 4.9: a) membranes de PSA tallades amb ploter dels canals de I'electrolit (esquerra) i de
la cambra de reacci6 (centre i dreta). b) Xip muntat amb eléctrodes d’or sobre COP, canal de
I'electrolit de PSA itapes de COP. Xip sense eléctrodes (per a proves hidrodinamiques) de Cop
amb els canals i membrana de separacié: c) canal de I'electrolit i d) Canal de la cambra de
reaccio. Dos orificis excéntrics serveixen per fer I'alineacié amb agulles (pins).

Maquina de tall laser: essencialment funciona com el ploter de tall, perd I'element que talla és
un feix laser de poténcia ajustable. Aquesta eina presenta dues caracteristiques molt
interessants respecte al ploter de tall, ja que, d’'una banda, no hi ha contacte directe entre
I'element de tall (el laser) i el material a tallar, fet que fa que no hi hagi tensions entre el material
i la fulla de tall (sobretot en canvis de direccid) i, de l'altra banda, el feix laser té una dimensi6
que, depenent de la longitud d’ona utilitzada, oscil-lara entre les 75 i 125 micres, a la qual s’ha
d’afegir la linia de tall efectiva, que dependra del material, i pot ser fins i tot més gran, a I'entorn
de les 200 micres, de manera que s’obté una resolucid i precisio similars a les del ploter de tall.

Els principals avantatges de treballar amb laser s6n una major velocitat de tall, la possibilitat de
treballar amb materials de diversos gruixos simultaniament i el fet que no hi ha un contacte
mecanic entre el material a tallar i I'eina, fet que redueix els estressos al material durant el tall.
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Figura 4.10: Maquina de tall laser.

Aquesta maquina no es va utilitzar en aquest projecte tant perqué no en vam poder disposar
fins molt al final del mateix, com per I'aprenentatge que requeria per establir les condicions de
tall adequades (la calor del feix provoca irregularitats en les superficies tallades si no esta molt
ben ajustat

FABRICACIO DE LA CARCASSA
Per a la fabricaci6é de la carcassa s’han utilitzat diferents fresadores de control numeéric.

La major part de les carcasses s’han fabricat amb una fresadora (Roland MXD-40A, precisié
+10 micres). Aquesta és una fresadora de quatre eixos que permet fer dissenys tridimensionals
complexos. Els eixos de treball s6n x i y per on es mou el capgal en el pla horitzontal, z, que
determina la profunditat a la qual treballa I'extrem de la fresa i un eix r que determina la rotacio
del suport on s’emplaca la peca.

Figura 4.11: Fresadora de tres eixos (2D). Aquest
equip va ser utilitzat en els primers prototips de la
carcassa. Mitjangcant un document CAD es defineix
la geometria a treballar i es donen cotes per a la
profunditat de tall. La menor precisio i el fet de
poder treballar amb elements tridimensionals va fer
gue es deixés d'utilitzar per utilitzar la fresadora de
4 eixos.

Tot i la possibilitat de treballar amb models tridimensionals, s’ha procurat que els elements
prefabricats es poguessin fer sense el requeriment de I'eix rotacional, perqué es donen menys
vibracions durant el fresat i aixd permet incrementar la precisi6. Igualment, I'eleccié del capgal
de fresat i de les rutes de treball establertes seran determinants per la qualitat i precisio final de
la peca obtinguda.

Com en el cas de la maquina de tall per laser, també per a la construccié de la carcassa s’han
avaluat altres processos de prototipatge rapid, perd que no s’han arribat a posar en practica; en
part perqué no se’'n va poder disposar fins molt al final del projecte i requereixen bastant temps
de formacié i adaptacio, i en part per aspectes de cost.
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Figura 4.12: Fresadora de 4 eixos. a) Vista general de la fresadora i I'ordinador de control. b)
Vista frontal del capcal de treball: aquest es mou en els eixos X i Z, i porta I'eina de treball
escollida. ¢) Capcal i base: la base es desplaca en I'eix Y, de manera que dona els tres eixos
basics de treball; aquesta base es pot substituir per un bra¢ amb gir (4t eix) que permet realitzar
feines de tornejat. Aquesta opcidé es va descartar, ja que la flexibilitat del material a treballar
provocava vibracions i defectes. d) Diferents capcals de treball; d’esquerra a dreta: punta plana,
punta rodona, viselat de 30° i punta plana de 20 micres. En funcié de la forma del capcal, seran
més adequats per a diferents treballs. Aixd és considerat i controlat pel programari amb el qual
s'estableix la rutina de treball.

Figura 4.13: a) diferents tipus de capcals de fresa per adaptar-los a la feina a realitzar. b)
agulles d’alineament de diferents gruixos i longituds.

4.2.3. MATERIALS MEMBRANES DE SEPARACIO
Aquest és potser I'element més rellevant del dispositiu proposat, i el que presenta majors
restriccions en les seves caracteristiques. Es l'aspecte més diferenciador respecte als altres
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sistemes de mesura rapida de la DBO o altres sistemes electroquimics equivalents, tant
disponibles en el mercat com en fase d’estudi cientific (Anon 2010; Anon 2002; Process 2011).
Les principals diferéncies que presenten respecte a la majoria de sensors habituals sén:

Pas molt especific de I'oxigen en forma gas, en part per les propietats hidrofobiques de la
silicona, que evita el pas daltres elements disfuncionals per al sistema, com compostos
organics o altres compostos variables i no predeterminats.

Aix0 va estretament vinculat a reduir els requeriments de pretractament de la mostra, el qual és
un punt molt rellevant per no alterar-ne significativament la composicio i obtenir uns resultats el
més comparables possibles a la mesura estandard de la DBOs.

L'increment de l'area de seccid transversal que representa separar els dos canals amb una
membrana, respecte a protegir exclusivament la superficie de I'eléctrode, que ha de permetre el
pas d'una major quantitat d’'oxigen en el conjunt del dispositiu, alhora que permet majors
concentracions d’oxigen a la superficie de I'eléctrode, augmentera la sensibilitat del dispositiu.

En principi, tant per les caracteristiques del material, com pels resultats de les simulacions
préevies, un bon material per assolir els objectius buscats seria una membrana hidrofobica i
permeable a gasos, com per exemple una de silicona del menor gruix possible; tot i aixo, durant
la fase de validacié s’han trobat diferents problemes en I'is de les membranes de silicona més
primes disponibles, sobretot a causa de la davallada en la resisténcia estructural que implica
reduir-ne el gruix.

El requeriment de resisténcia estructural no és només en el sentit de garantir que no es malmeti
la membrana, per trencaments o obertures, sind que també és important per tal de mantenir
estables els volums tant del canal de I'electrolit com, sobretot, de la cambra de reaccid, ja que
aquest és un factor determinant per conéixer el volum de mostra de I'experiment i, per tant, per
relacionar els resultats de les proves electroquimiques amb valors estandarditzables.

Aquests problemes estructurals s’han pogut resoldre parcialment amb I'ls de membranes més
gruixudes del mateix material, perd amb la consegiient minva en la difusibilitat d’oxigen que ja
es preveia en els models informatics.

Alternativament s’han provat experimentalment altres tipus de membranes que poguessin
acomplir els requeriments de disseny, amb resultats diversos.

A l'apartat 4.4.4 es comenten més extensament tant els tipus de membranes assajats com els
resultats obtinguts amb cadascuna d’elles.

SISTEMA MICRO-FLUIDIC

Com s’ha comentat a I'inici de I'apartat, els canals microfluidics s’han confeccionat mitjangant
I'its de membranes de diferents gruixos (que determinen l'algada dels canals) a les quals s’ha
tallat les conduccions fluidiques mitjancant un ploter de tall.

Les capes de material utilitzades, en el nostre cas de PSA (Pressure Sensitive Adhesive), tenen
un gruix altament homogeni de 130 micres, que és sensiblement superior al considerat amb els
models numérics. Mitjancant la combinacié de membranes amb una i dues cares adhesives i
un bon sistema d’alineacié, sobreposant-les ens permet unir les membranes de separacio, els
diferents nivells de les membranes de canals fluidics i tot el conjunt tant amb el suport dels
eléctrodes com amb la tapa superior de COP (vegeu detall).
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Figura 4.14: a) Esquema
membranes del sensor de DBO en
perspectiva. b) Planta de les
membranes.

1) Suport de vidre que inclou
els eléctrodes d'or gravats per
litografia i els punts d’alineacio (7).

2) Membrana de doble cara
adhesiva tipus AR92812 amb el
canal d’'electrolit (9) i orificis pel pas
d’aigua (8 i 10) i alineaci6 (7).

3) Membrana de difusio
d’oxigen amb orificis de pas d’aigua
(112) i alineaci6 (7) tallats.

4) Membrana de doble cara

adhesiva tipus AR92812 amb el canal de la mostra (13) i orificis per al pas d’aigua (11)

i alineacio (7).

5) Membrana superior de tancament tipus Zeonor que inclou els punts d’alineacio6 (7) i els

orificis de pas d’'aigua (11).

6) Eléctrodes gravats sobre vidre de crom (20 nm Cr) i or (100 nm Au), circuits eléctrics i
arees de connexio eléctrica al connector.

7) Punts d'alineacié (a totes les capes).

8) Entrada de I'electrolit.

9) Canal de I'electrolit, en contacte amb els eléctrodes.

10) Sortida de I'electrolit.

11) Orificis passants per al transport de l'aigua a diferents capes.

12) Punt d’entrada de la mostra.

13) Canal de la mostra o cambra de reacci6. 50 o 100 micres d’amplada i 130 micres
d’alcada.

14) Punt de sortida de la mostra.

Aquesta opcid, permet una fabricaci6 rapida a baix cost i molt versatil, que pot ser utilitzada per
a molts altres sistemes microfluidics, com es descriu a I'apartat d’annexos 7.2. Permet fer
canals amb fins i tot millor detall i precisié que técniques alternatives com els motllos de silicona
o similars, i de manera més rapida i economica.

4.2.4. CARCASA
La carcassa és l'estructura que permet integrar i connectar els diferents elements que
componen el sistema. Esta feta de material plastic transparent, inert, rigid i resistent.

Segons la versi6é de carcassa (holder, en anglés) s’ha fabricat indistintament amb metacrilat o
policarbonat. Aixi, partint de peces d'un gruix de 10 mm, s’han mecanitzat amb la fresadora
computeritzada fins a assolir les dimensions de disseny.

Les funcions que ha d’acomplir la carcassa soén:

a) Encaixar el xip de forma precisa per fixar-lo i permetre les connexions eléctriques i
hidrauliques.

b) Servir de suport per connectar les connexions hidrauliques (aquestes s’han fet amb
diferents sistemes, com sén connectors comercials roscats, mitjancant I'is de luers o
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c)

d)

e)

connectors a pressi0 de materials plastics semiflexibles o connectant agulles
hipodérmiques adaptades i fixades amb adhesius).

Fixar connectors eléctrics estandards, per poder connectar el sensor al potenciostat
extern amb el qual es fa la mesura.

Servir de guia d'alineament per tal de construir el xip (compost pel suport dels
eléctrodes, membranes dels canals, membranes de pas d’oxigen i tapes) amb la
maxima precisio.

Disposar d’'un sistema de tancament de pressié uniforme i ajustable finament per a tota
la superficie i vores (mitjan¢ant cargols roscats).

Garantir I'estanqueitat hidraulica de totes les connexions i, en la mesura del possible,
I'estanqueitat a gasos a la zona del xip.

Al llarg del desenvolupament del dispositiu s’han anat fent modificacions al disseny de la
carcassa per anar-hi incloent adaptacions i millores practiques; se n’han fet més de 5 prototips.
En aquests dissenys s’han provat diversos sistemes de fabricaci6 de les connexions
hidrauliques, el tipus i métode per inserir el connector eléctric, el sistema d'alineacié de les
diferents capes del xip i I'encaix del xip a la carcassa o I'adaptacié a I'is de diferents tipus de
juntes estanques com les toriques o les autofabricades de PSA i silicona.

Figura 4.15: Diferents prototips fabricats de la carcassa (Numerar-les i posar alguna
caracteristica rellevant, potser).
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Figura 4.16: Un dels primers prototips amb connexions hidrauliques roscades, placa interior i
connector eléctric comercial estandard.
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Figura 4.17: Vista en perspectiva de la carcassa definitiva. 1) Encaix per al connector eléctric
estandard i els pins de connexié (x6). 2) Orificis per a la col-locacié dels pins d’alineament
positius. 3) Orificis per a la col-locacié dels pins d’alineament negatius. 4) Orificis roscats per
tancament amb pressié controlada (8 en total). 5) Orificis folgats per pas dels cargols. 6)
Entrada de la mostra. 7) Sortida de la mostra. 8) Entrada del canal de I'electrolit. 9) Sortida del
canal de I'electrolit. 10) Part superior de la carcassa. 11) Part inferior de la carcassa.
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Figura 4.18: Vista de la carcassa muntada. Detall de les juntes de silicona a les connexions
fluidiques i de les juntes perimetrals de silicona per evitar el pas d'oxigen. Les unions
hidrauliqgues sén per connectors (luers) comercials de (MATERIAL). Els connectors eléctrics
s’emplacen individualment i a l'interior s’hi pot observar el caixeti d’encaix del xip, fet per un
rebaix de 100 micres.

JUNTES ESTANQUES
Tot i que aquestes juntes s6n independents de la carcassa, les comentem breument.

S’han utilitzat juntes per garantir I'estanqueitat de les connexions hidrauliques. Inicialment es
van fer amb juntes toriques (o toroidals) comercials. Perd el seu perfil circular portava
problemes estructurals ja que la concentraci6 de la forca en una reduida superficie,
incrementant la pressio, comportava o bé I'estrangulament dels canals fluidics (fabricats amb
capes de membranes flexibles) o bé, fins i tot, el trencament dels xips fabricats amb suport rigid
(vidre i silici).

Per resoldre aquest problema, s’han fabricat juntes una capa de silicona i una altra capa de
PSA amb adhesiu a les dues cares. Un cop obtingut el full compost, es tallen les juntes
mitjanc¢ant el ploter de tall.

Amb aquesta millora s’han resolt tant els problemes de trencament dels suports com els
estrangulaments dels canals fluidics (vegeu punt 4.4).

D’altra banda, durant la validaci6 experimental s’ha detectat I'entrada d’oxigen extern al sistema.
Per limitar aquesta entrada s’han adoptat diferents mesures, una de les quals és la fabricacio
de membranes perimetrals de silicona que es col-loquen humitejades entre les parts superior i
inferior de la carcassa, per limitar el pas de gasos.

Aquestes juntes perimetrals s’han fabricat amb fulls de silicona de diferents gruixos per tal que,
apilant-los, s’obtingui el gruix desitjat, en funcié del xip a testar.

4.2.5. ALINEAMENT
En treballar amb un sistema que inclou un xip format per quatre capes flexibles i una de rigida
(vegeu figura 4.14), que inclouen connexions hidrauliques entre elles, ha calgut desenvolupar
un sistema que permetés un alineament el més precis possible entre elles.

Per tal de fer aquest alineament, s’han realitzat forats d'alineament a totes les capes flexibles
del xip, amb un diametre d'1,5 mm. Aquests forats estan alineats ja amb els models de CAD de
manera que es controla el ploter de tall i surten, per tant, als mateixos punts en els eixos x i y
de cadascuna de les tapes.
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El holder o carcassa inclou també orificis d’1,55 mm on s’encaixen pins d'alineament d’1,5 mm
(deixant un marge d’error inferior a les 50 micres). Aixi, la mateixa carcassa serveix de guia per
l'alineacié de les capes flexibles que s’uneixen consecutivament mitjancant I'adhesiu que
algunes duen incorporat.

Un cop unides les capes entre elles (i, per tant, els sistemes fluidics, la membrana de separacio
i la tapa) es mantenen a lloc, a la meitat superior de la carcassa, mitjancant els mateixos pins
d’'alineament, i es col-loca la base, que inclou els eléctrodes, a un encaix de 100 micres de
profunditat i 20,05 x 40,05 mm realitzat a la part inferior de la carcassa. Ambdues meitats se
centren mitjancant els 8 cargols de tancament de la carcassa i en cargolar-los s’uneixen el
conjunt de membranes i la base rigida, que igualment s’uneixen per I'adhesiu incorporat a la
primera.

Aquesta darrera uni6 no té tanta precisié com les unions entre capes flexibles (que té un error a
I'entorn de 50 micres), perd no és tampoc tan restrictiva, ja que els eléctrodes s’han dissenyat
d’'una major longitud del necessari per poder-s’hi adaptar.
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4.3.

Amb el muntatge experimental, ens referim a com s’ha procedit al laboratori per a la realitzacié
de les proves de validacié dels diferents elements i el dispositiu.

MUNTATGE EXPERIMENTAL

Un dels aspectes que s’ha anat variant del disseny inicial, per adaptar-lo als resultats de les
proves inicials, ha estat I'is i configuracio dels diferents eléctrodes.

Aixi, si bé inicialment es va preveure incloure el set de tres eléctrodes necessaris per a les
proves en el mateix xip, fins i tot per duplicat per poder testar la concentracié d’oxigen a l'inici i
al final del canal del dispositiu, diverses consideracions han fet anar variant aquest disseny
inicial.

D’una banda, no s’ha utilitzat el set d’eléctrodes emplagat a I'inici del canal, ja que s’ha optat
per garantir que I'electrolit entrant estigui a saturacio d’oxigen i, per tant, el feia una mesura no
tan rellevant. Per altra banda, l'interés de poder fer mesures simultanies a dos punts del canal
implicava I'Gs en paral-lel de dos potenciostats i, com s’ha explicat a I'apartat (apartat 4.4.2)
corresponent, podiem esperar interaccions no desitjades entre els dos punts de mesura.

Respecte al set d'electrodes emplacat al final del canal de I'electrolit, si bé es van fer les
primeres proves utilitzant tots tres eléctrodes, es van detectar diferents problemes
d’interaccions entre ells i es van provar configuracions alternatives. Per a I'eléctrode de treball
sempre s’ha utilitzat I'imprés al suport. A la taula 4.2 es comenten breument les diferents
configuracions i els resultats obtinguts.

Eléctrode | Posicio Observacions
Auxiliar Intern (1) Problemes d'interacci6 amb els eléctrodes de treball i contra-
eléctrode.
Auxiliar Fil de Pt Bons resultats. S'insereix un fil de plati de 300 micres de
A sortida diametre al tub de sortida per succi6é fins a linterior de la
carcassa.
Referéncia | Intern (1) Problemes d'interacci6 amb els eléctrodes de treball i
referéncia
Referéncia | Extern No presenta problemes d'interaccié amb I'eléctrode de treball,
(2) Fil pla pero si que incrementa el soroll del senyal, perque no esta aillat
-tinitzat del medi.
Referéncia | Extern Bons resultats. Millora els problemes de soroll del fil platinitzat.
(2) comercial | Es el que s'utilitza en les analisis.

Taula 4.2. Configuracions dels eléctrodes. (1) Intern fa referéncia a utilitzar els eléctrodes
litografiats al suport inicialment previst. (2) En ambdds casos s’han emplacat al diposit previ de
I'electrdlit, on hi ha un major volum i, per tant, hi ha homogeneitat.

Respecte al muntatge dels diferents elements necessaris per fer les proves, inclou:

a) La carcassa muntada, incloent el xip.

b) Una bomba de xeringa que treballa a succid per obtenir els cabals desitjats per
I'experiment i poder controlar la concentracié d’oxigen en la dissolucié que passa pel
sistema.

c) El potenciostat, amb el qual es realitzen les diferents proves electroquimiques.

d) El diposit de I'electrdlit, on es fan les barreges de gasos per canviar-ne les condicions.
En el mateix diposit, també s’hi emplaca I'eléctrode comercial de referéncia.
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e) Un sistema de control de gasos (aire filtrat i nitrogen pur) per controlar el nivell de

concentracié d’oxigen al diposit de I'electrolit.

f) La introduccié de nitrogen als espais lliures de la carcassa per reduir la preséncia

d’oxigen extern al sistema.

Als seguents esquemes s’hi detallen graficament aquests elements i la seva col-locaci6:

Figura 4.21: Detall de la carcassa i les connexions. A
la part inferior s’observa el connector eléctric dels 6
eléctrodes. A la dreta de la carcassa hi ha el diposit
d’alimentacié (construit amb una xeringa) al qual es
difon la barreja de gasos per fixar la saturacio d’oxigen,

aixi com [l'eléctrode extern. A la part esquerra
s'observa el microtabul mitjancant el qual es fa la
succié (a linterior del microtabul hi ha emplacat
I'eléctrode auxiliar fet amb un fil de plati de 300 micres
de diametre). També s'observa el tub (blanc, de
silicona i més gruix) amb el qual s’introdueix nitrogen
als espais buits de la carcassa per evitar I'entrada
d’oxigen.

Figura 4.20: Muntatge general. A
'esquerra s’observa la bomba de
xeringa de 2 canals amb qué es
defineix la velocitat de flux (s’han fet
proves tant en succi6 com en
perfusié). A la part baixa s’observa
el dispositiu amb els connectors
eléctrics i al darrera, la columna que
subjecta un altre equipament
accessori (vegeu el detall en figures
posteriors).
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Figura 4.22: Sistema de control de gasos. El
percentatge de saturaci6 d'oxigen es
controla mitjangant la barreja d’aire i nitrogen
pur (mitjancant el cabal bombejat en ml/min).
Aixi, ajustant els mandmetres corresponents,
s’obtenen riqueses d’'aire (amb [l'oxigen
corresponent) de 100, 66, 50, 33 i 0 per cent.
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4.4, VALIDACIO DELS PROTOTIPS

4.4.1. ELECTRODES
El primer element que cal validar sén els eléctrodes fabricats, per assegurar-nos que disposem
d’'un sistema adequat per fer les mesures necessaries.

Al punt 4.2.1, ja s’ha comentat els diferents problemes que hi ha hagut amb la durabilitat i la
sensibilitat d'algunes de les combinacions de materials de I'eléctrode i del suport que s’han
assajat. Per tant, i en endavant, ens referirem només als resultats obtinguts amb el conjunt que
ens ha donat millors resultats previs, és a dir, eléctrodes d’or impresos sobre vidre.

En tots els experiments, I'electrolit que s’ha utilitzat és una dilucié de nitrat potassic (KNO3) a
concentracions d'entre 0,1 i 1 M. Aquesta concentraci6 s’ha considerat suficient per tal
d’assegurar que el medi aqués és prou conductor com per evitar que la resisténcia eléctrica de
la dissoluci6 afecti el valor de potencial aplicat a I'eléctrode de treball i, a la vegada, per garantir
gue els processos de migraci6 eléctrica no son rellevants.

A part de les proves prévies destinades a coneixer el comportament general dels eléctrodes
amb les analisis a realitzar, basicament voltamperometries cicliques i cronoamperometries, un
primer element era conéixer la durabilitat dels eléctrodes en estat funcional.

Si bé a l'inici de cada cicle diari d'analisis els eléctrodes s’activaven per recuperar-los de
possibles processos de passivacio, esporadicament s’han realitzat proves de calibrat amb un
agent redox reversible conegut (ferro-ferrocianur de potassi al 50%), per tal de verificar-ne el
funcionament i avaluar la pérdua d’activitat causada per I's.

4.4.2. MEMBRANES | CANALS
A continuacié es comenten algunes observacions de la qualitat dels talls, canals i electrodes a
partir de fotografies i microfotografies fetes durant i després de utilitzar el material.

Figura 4.23: Composicié de fotos de microscopia del canal amb eléctrodes d’or: visié general. a)
Detall de la sortida del canal. b) Canal després de cert Gs. c) Electrode després de cert us. (Vegeu les
figures segilients per a una explicacié més detallada.)

84



Figura 4.24: Detall a) Sortida d’un canal. La capa superior que creua el canal és la lamina de COP
que tanca el dispositiu. S'observa la qualitat del tall amb ploter per a una corba. La capa inferior
també és de COP, pero adquireix un to grogds per la base del microscopi. La capa de coloracié

blavosa correspon a la lamina de PSA que defineix la geometria del canal, també tallada amb ploter
de tall.

Figura 4.25: Detall b) Secci6 del canal abans de la zona d’eléctrodes. A la part inferior s’hi observa
una protuberancia i una intrusié (fletxes): segurament correspon a adhesiu contingut a la lamina de
PSA, provocat per un excés de pressid, ja que no s’ha observat en tots els casos analitzats.
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Figura 4.26: Detall c) Electrode d’or, després de diversos cicles de treball, on s’observa cert
escrostonat de la superficie i, per tant, el crom que s’ha utilitzat com a metall de transicié entre el
COP ilor. Els eléctrodes de plati han mostrat una major consisténcia amb el temps.

Figura 4.27: Proves amb laser. a) Tall de membranes de PSA amb bona qualitat. b) Proves de tall i
rebaixat sobre membrana de silicona: s’observa el perfil cremat als talls circulars superiors, 5

correspon a un rebaix de la membrana sense arribar a perforar-la. c) Tall i rebaix de membrana de
silicona. A la figura segiient s’observa aquesta membrana al microscopi.
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Figura 4.28: Fotos del tall amb laser d’'una membrana de silicona (objectiu x10). Entrades i
sortides dels canals fluidics (a i b). Vistes d’interseccié de canals (c i d). Prova feta amb
membrana de silicona i treballada per ambdds costats per determinar el gruix de la membrana.
Comentaris: Superficie rebaixada irregular i potser restes combustié. No passa l'aigua.

4.4.3. EFECTE DEL PH EN LES MESURES
En el cas de la reduccié d’'oxigen, ens trobem amb una reaccié en dos passos: un primer on
I'oxigen gas es protona i dona grups OH, i un segon on aquests grups es protonen al seu torn i
formen aigua, com es mostra a la reacci6 seguent:

O, +4e + 2H,0 -> 40H™ () (a pH basic-neutre)
4(H" + OH™ -> H,0) )
O, + 4H" + 4e” -> 2H,0 (3) (a pH acid)

En aquesta reaccié hi observem dos aspectes importants. D’una banda, la reduccié de cada
molécula d'oxigen requereix I'aportaci6 de 8 electrons. Aquest requeriment o consum
d’electrons, com que la reaccié es déna a la superficie de I'eléctrode, generard un corrent
eléctric, que és en si el que mesura el sensor.

L'altre aspecte rellevant és que, per dur a terme cadascun dels passos de la reaccié de
reduccié, es requereix la preséncia de protons (H"), que provindran o bé de la dissociacié de
I'aigua, sobretot en el primer pas de la reacci6 de reduccio:

(ky: 107 = [H*][OHT])

O bé dels protons presents en el medi. Es precisament aquest consum de protons presents al
medi el que fa que la mesura sigui altament dependent del pH, que en determina I'abundancia i,
per tant, la facilitat d'obtencié d’aquests protons. Aixi, tot i que la mesura total en si no variara
significativament, si que ho fara la dinamica de la reduccié i el voltatge optim al qual agafar les
mesures.
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En els experiments de laboratori, treballem amb un medi de pH conegut (KNO3; 0,5-1M, amb
buffer fosfat), amb el qual s’ha avaluat el potencial de mesura, que s’ha establert en un
potencial de —0,6 V, punt on es té una practica totalitat de I'oxigen reduit, perd encara no es
donen processos significatius de reducci6é de I'hidrogen.

Cronoamperometries a diferents voltatges
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Grafic 4.1: Correlacié entre el percentatge de saturaci6 de O, i el senyal obtingut (en
nanoamperes), per a diferents voltatges amb KNO3

D’altra banda s’ha realitzat un banc de tampons per a un rang de pH que va de 5 a 8 unitats de
pH, amb els quals s’ha observat la dinamica de la reducci6é d'oxigen a I'eléctrode mitjangant
voltametria ciclica per tal de trobar els potencials a aplicar a les cronoamperometries per
obtenir valors valids.
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Efecte del pH en la mesura amb i sense oxigen
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Grafic 4.2: Al grafic s’observa com a pH més basics, s'inicia abans els processos de reducci6
de I'hidrogen, a I'entorn de -0,85 V (linia discontinua). El rang de mesura adequat sera per tant
amb potencials d’entre -0,5 i -0,85 V (paréntesis).

4.4.4. PROVES AMB UN CANAL
Tot i que tots els resultats que es presenten a continuacié s’han fet amb el xip complet
(eléctrodes, canal electrolit, membrana de silicona de 130 micres, cambra de reaccio i tapa),
inicialment s’ha treballat només amb el canal de I'electrolit per tal de comprovar aspectes com
la qualitat fluidica i els senyals obtinguts a diferents concentracions d’oxigen conegudes.

FLuiDICA
Un primer aspecte a validar és que el sistema fluidic dissenyat mitjiangcant membranes apilades
respongui adequadament als diferents cabals de treball necessaris per a I'experiment.

D’una banda, el fet de treballar amb membranes flexibles podia fer que les juntes d’estanqueitat
provoquessin obturacions dels canals si exercien massa pressié sobre les membranes. En
aguest sentit, també ha estat important el canvi de juntes toriques per juntes autofabricades de
silicona, que reparteixen millor la pressio.

Per l'altra banda, conéixer si el cabal bombejat tedric (generalment succionat, perd també
perfusionat segons els casos) es correspon amb el real és important per a I'exactitud de les
mesures. S’ha comprovat que és aixi, recollint volums coneguts en un temps determinat en un
recipient final.

També s’ha procedit connectant el sistema de bombeig durant un minut aproximadament abans
de fer les mesures, per tal d’evitar cabals alterats per la resistencia hidraulica al pas pels canals
microfluidics i la formacié del perfil de velocitat de fluxos estables.(Cooper & Compton 1998;
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Compton & Winkler 1995)

= =

= =

Figura 4.29: Esquema del consum d’oxigen produit per la mesura electroquimica i del perfil de
velocitats del fluid en un microcanal.

2 . 1
(4.1) 1=0925Fcw(x, D)g(g v,;:ax)5

En aquesta funcioé hi observem que el component del cabal (vinax/h) té€ una relacié x® amb el
senyal |. Aixd0 ens permet comparar el senyal eléctric obtingut amb el potenciostat per a
I'electrolit saturat d’oxigen per a diferents cabals, com es mostra al grafic 4.4.

La correlacié entre el corrent observat i els diferents cabals es mostra al grafic 4.4 i presenta
una bona correlacié, R superior a 0,99, cosa que indica que el sistema respon bé al rang de
cabals analitzats.

Correlacié del cabal [Q1?] respecte al senyal [I]
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Grafic 4.4: Mesura d’oxigen en un canal. Correlacié entre I'arrel cibica del cabal i el senyal
obtingut en amperes (). Serie 1 i 2, correspon a dos experiments independents. (Vegeu el text
per una explicacié completa).

RESPOSTA A DIFERENTS CONCENTRACIONS D’OXIGEN

Un cop comprovat que el canal de I'electrolit respon bé als cabals d’analisis, s’ha procedit a
comprovar la resposta en diferents concentracions d’oxigen conegudes bombejades a través
del canal de I'electrolit.
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Es procedeix injectant una proporcié coneguda d’aire filtrat i nitrogen al reservori d’entrada del
dispositiu que es deixa uns minuts (de 3 a 5) en funcionament per tal que I'electrolit adquireixi la
concentracio d’'oxigen desitjada.

Les concentracions desitjades d’oxigen s’assoleixen mitjancant mandmetres independents per
a la pressi6 de l'aire i 'oxigen. Aixi, per tenir electrolit a saturacid, es bombeja exclusivament

aire, i per a zero oxigen es bombeja només nitrogen com es veu al quadre seguent:

% de saturacié Aire filtrat Nitrogen
100 100 0

66 100 50

50 100 100

33 50 100

0 0 100

Taula 4.3. Combinacions d’aire i nitrogen amb les quals s’ha determinat el percentatge de
saturacié d’oxigen. Els cabals corresponen a ml/minut de gas a 1,5 bar de pressi6 i 20 °C.

Si bé el métode no té una alta precisié perqué els valors manométrics sGn aproximats en una
escala poc precisa i el reservori manté un cert bescanvi amb I'atmosfera, es considera valid per
fer les primeres aproximacions.

Al grafic seglient s’hi presenten diferents resultats, obtinguts en diferents dies, del corrent
mesurat en relacié amb la concentracié d’oxigen present (grafic XXXX).

Mesures d'oxigen en un canal
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Grafic 4.5: Mesura de 'oxigen en un canal per a diferents repeticions. S’hi observen els canvis
en la concentracié d’oxigen per a diferents valors en percentatge [100, 66, 50, 33, 0]. Els valors
més negatius corresponen a major presencia d'oxigen (100%).

Segons la convencié de la IUPAC, el corrent de reducci6 pren signe negatiu, de manera que un
valor més negatiu implicara un major corrent de reduccid. Al grafic hi observem que els valors
negatius més grans, causats per la reduccié d'oxigen, corresponen a la maxima concentracio
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d’oxigen. A banda, també podem observar que a concentracio zero d’oxigen no deixa d’obtenir-
se un senyal eléctric, cosa que indica certa preséncia d’'oxigen al sistema.

Un aspecte destacable és que els canvis en la concentracié d’oxigen (que es fan modificant els
manometres, sense aturar I'experiment) requereixen un temps de resposta perqué primer s’ha
de modificar la concentracié al reservori inicial (que conté un volum de liquid d’entre 2 i 3 cm
cubics) i ha de circular pel canal fins arribar al sensor. Aquest canvi de la concentraci6 de
gasos s’observa rapidament, pero en el cas més extrem (de 0 a 100 o viceversa) pot tardar
entre 200 i 300 segons a estabilitzar-se, fet que dificulta I'establiment d’'un periode idoni
d’espera per donar la mesura per valida. Cal esmentar que el sensor en si detecta els canvis de
concentracié instantaniament i que els retards observats es deuen al temps que tarda la mostra
a equilibrar-se amb la nova concentracié de gasos.

En principi, aixd no hauria de ser un handicap gaire greu per al dispositiu dissenyat, ja que:

1. La mostra té un volum molt menor que el reservori i parteix d'una concentracio inicial
sense oxigen que no es va variant, mentre que l'electrolit sempre entra a concentracio
de saturacio.

2. La mesura es preveu en continu i, per tant, tot i que pugui induir un cert soroll a les
observacions, no és tan determinant definir uns temps concrets de mesura .

Partint de les mesures realitzades s’ha elaborat el grafic 4.6 per observar la correlacié entre la
concentracié d’oxigen bombejada i la lectura del corrent generat. S’hi observa que la correlacié
lineal entre les mesures és de R® = 0,968, la qual, tot i no ser optima, déna una bona
aproximacié, tenint en compte la dificultat de precisié tant en la combinacié dels gasos al
reservori inicial com en la selecci6 d'un valor estabilitzat de les diferents mesures continues.
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Grafic 4.6: Mesura d’oxigen en un canal.

CORRENT OBTINGUT
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Amb les diferents les configuracions provades, tant pel que fa al cabal com per I'amplada del
canal (s’ha treballat amb canals de 500 i 1.000 micres d’amplada), s’obtenen corrents per a
I'oxidacié de electrolit saturat d’oxigen d’entre 2 - 107°i2 107, i en el cas de I'electrolit al 33%
de saturaci6 d'entre 1,2 - 10°i1 - 107, gue estan clarament per sobre dels limits de deteccid
del potenciostat utilitzat.

Per tant, el dispositiu sembla capac¢ de generar el corrent suficient per dur a terme les mesures
projectades.

4.4.5. PROVES AMB DOS CANALS | MEMBRANA
Un cop validats els aspectes preliminars del dispositiu, com son I'estanqueitat del xip, el flux
laminar, la detecci6é de I'oxigen present a I'electrolit i la magnitud del senyal obtingut, iniciem la
validaci6 de les membranes difusores d’oxigen.

Com s’ha explicat, aguestes membranes han de permetre el pas de I'oxigen present al canal de
I'electrdlit a la cambra de reaccié on és emplacada la mostra per tal que microorganismes
aerobics I'utilitzin per degradar la matéria organica present. Aixi, monitoritzant en continu
'oxigen restant al final del canal de [l'electrolit, es podra estimar el consum d'oxigen,
principalment causat per la degradacié aerobica de la matéria organica.

Com ja s’ha apuntat en punts anteriors (3.7.1), aquest és I'element clau del sistema dissenyat i
proposat. Amb tot, també és aqui on hem trobat els principals problemes practics per a la
realitzaci6 complerta del dispositiu.

Si partim del dispositiu simulat, s’observa clarament que la facilitat a la permeabilitat de I'oxigen
a través d'aquesta membrana, estara directament relacionat amb la qualitat i viabilitat de les
mesures obtingudes. Es clau, per tant, treballar amb les membranes que presentin una menor
dificultat al pas de l'oxigen i, per tant, una major velocitat de transport, que per a un mateix
material sera proporcional al gruix de la membrana.

| és precisament aqui on hem tingut les majors dificultats per al desenvolupament del dispositiu.
Si bé a I'inici de I'experiment disposavem de membranes de silicona de 25 micres de gruix, que
segons les simulacions prometien uns resultats optims pel que fa al transport d’'oxigen,
rapidament varem observar que aquestes membranes no oferien suficient consisténcia
estructural per ser emprades.

No només és una membrana molt facilment deformable, que la inhabilita per a una bona
separaci6 dels canals i el manteniment dels volums relatius dels mateixos, sind que ni tant sols
podiem tallar-la amb el ploter de tall, ja que la forca exercida per la fulla de tall arrossegava la
membrana, i la forca d’adhesié a la base de tall impedia extreure-la integra un cop tallada.

Per tant, provisionalment, com s’ha comentat per les validacions abans explicades, s’ha optat
per treballar amb una membrana més estandard de silicona i de 130 micres de gruix
(Goodfellow, Regne Unit). Es amb aquesta membrana que s’han fabricat tots els xips analitzats
anteriorment, i ha presentat bons resultats tant en evitar la comunicacié d’ambdés canals com
en el seu manteniment estructural i la durada temporal.

Ara bé, en l'analitzar la seva validesa per a una difusié eficient de I'oxigen, s’han explicitat les
seves carencies. Aixi, els experiments s’han realitzat omplint el canal de I'electrolit amb
electrolit sense oxigen (de forma estatica, sense transport hidraulic) i fent circular electrolit a
diferents concentracions d’oxigen a través del canal que conforma la cambra de reaccié.
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Al grafic 4.7 s’hi mostren els resultats d’'un dels experiments realitzats: es compara el senyal
obtingut fent variacions en la concentracio d’'oxigen al canal de I'electrolit (linia blava) i al circuit
de la cambra de reacci6.

Senyal obtingut als diferents canals
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Grafic 4.7: Comparacié del senyal obtingut fent circular I'electrolit amb diferents concentracions
d’oxigen a través de la cambra de reaccié (vermell) o directament pel canal de I'electrolit (blau).
Les concentracions d’oxigen sén [0,100,0] per aquest darrer i [100,0,100] per ala cambra de
reaccio. Ambdos canals estan separats per una membrana de silicona de 130 micres i
s'observa clarament com la dificultat de I'oxigen per travessar la membrana reverteix en una
disminucié del senyal observat.

Si bé s’hi observen clarament els canvis provocats en la concentracié d’oxigen dissolt que es fa
circular per la cambra de reaccié (linia vermella), també s’hi observa que hi ha una disminucié
significativa de la magnitud del senyal obtingut, d’aproximadament el 50% en corrent mesurat.

A més a més, aquest no es recupera tot i deixar més temps el circuit en funcionament, fet que
indicaria que el nivell del senyal obtingut correspon al limit de transport d’oxigen a través de la
membrana, que n'és I'inic factor limitant. Per tant, podem estimar que amb la superficie o area
de secci6 transversal de bescanvi disponible només el 50% de I'oxigen present és capac de
creuar la barrera difusiva que representa la membrana.

Aquests resultats, encara que potencialment es puguin treballar, ens fan ser escéptics pel que
fa a la viabilitat d'aquesta membrana de silicona de 130 micres de gruix, ja que comprometen
severament el transport d'oxigen, de manera que pot generar zones dandxia o de
microaerobiosi a la cambra de reacci6 que, alhora, pot comportar el canvi metabdlic dels
microorganismes presents cap a metabolismes anaerobics que, a part de retardar I'experiment,
porten a subestimar la quantitat de matéria organica present a la mostra. (Vegeu el punt 3.7.1
de resultats de les simulacions i especialment el cas amb una membrana de 100 micres de
gruix).

Algunes vies per intentar resoldre aquest inconvenient poden ser:
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1. Incrementar la ratio de I'area de secci6 transversal de la membrana respecte al volum
de la cambra de reacci6, per exemple, reduint a la meitat I'algada de la cambra de
reaccio (hl) respecte al canal de I'electrdlit (h3).

2. Reduir la longitud del dispositiu per tal de minimitzar les zones més susceptibles a
presentar situacions de microaerobiosi. (Vegeu punt XXXX de resultats de les
simulacions.)

3. Incrementar el cabal de I'electrolit per tal d’incrementar proporcionalment la introduccio
d’oxigen al sistema.

Tot i aquestes possibles millores en el rendiment del dispositiu, decidim testar altres
membranes que potencialment es poden emprar per fer la separaci6 del canal de I'electrdlit i la
cambra de reaccié. Aquest nou enfoc s’explica en el punt seguent.

Tot i aix0, al grafic 4.7 hi ha una observacié que és rellevant i que cal considerar. Com s’ha
anat comentant al llarg del treball, I'entrada d’oxigen extern al sistema s’ha intentat reduir per
diversos mitjans, ja que és una contaminacio que treu exactitud i aporta soroll a I'experiment.
Aixi, s’ha actuat modificant les connexions hidrauliques, fabricant juntes especials de silicona
tant per a les connexions hidrauliques amb el xip com al contorn de la carcassa, segellant les
vores del xip amb cinta adhesiva i fent circular nitrogen pur per l'interior de la carcassa durant
els experiments.

Al grafic observem clarament que el senyal obtingut en situacié de no preséncia d’'oxigen dissolt
és clarament inferior quan fem circular la mostra a través de la cambra de reacci6 en
comparacié a quan ho fem a través del canal de I'electrdlit. Aixd sembla indicar que les
mesures preses per evitar I'entrada d’'oxigen al dispositiu sén eficaces, ja que d'una altra
manera els valors de les dues situacions serien similars si I'entrada d’aquesta “contaminacié”
d’oxigen es degués a problemes de disseny de les juntes i dels tancaments del dispositiu. Per
tant, ens permet concloure que la hipotesi més provable sigui que aquest oxigen “contaminant”
entra al sistema a través del reservori previ del dispositiu on té lloc la barreja de gasos.

MEMBRANES DE SEPARACIO

Per tal de sortir de I'atzucac on ens trobem amb les membranes de silicona per obtenir un
compromis optim entre consisténcia estructural i permeabilitat a I'oxigen, decidim analitzar la
viabilitat d'utilitzar membranes de separacié de materials alternatius.

Aixi, seleccionem una bateria de membranes de diferents composicions, que a priori poden
tenir una bona resposta estructural i alhora permetre un transport d’oxigen suficient. Les
membranes seleccionades seran:

a) Membrana de dialisi amb porus de 3.500 Dalton
b) Nafion més membrana hidrofilica

¢) Membrana de silicona de 130 micres

d) Membrana de silicona de 25 micres

e) Filtre Millipore FHLP09050

f)  Filtre Millipore FGLP09050

g) Filtre Millipore PVDF HVHP09050

h) Filtre Millipore PVDF GVHP09050

A continuacié comentem els resultats obtinguts.

MEMBRANA DE DIALISI AMB PORUS DE 3.500 DALTON
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Tot i que no és una membrana que restringeixi el pas de l'aigua, permetria separar molécules
organiques grans, que poden dur problemes de passivacio a I'eléctrode de treball. Es prova en
part per encarregar, si es veu viable, membranes amb un pas de porus menor.

Presenta greus problemes per a la seva utilitzaci6 com a conseqiiéncia de quatre factors
importants:

1. Permet el pas de l'aigua tant en sentit transversal com longitudinal, fent que els dos
canals es comuniquin i no es pugui controlar la separacié del liquid de la mostra i el
circulant pel canal de I'electrolit.

2. El transport longitudinal d’aigua a través de la membrana dificulta 'adhesié amb les
membranes que conformen els canals, fent que el conjunt del xip es desenganxi. A
més a més, incrementa considerablement el volum un cop hidratada.

3. Cal mantenir la membrana hidratada per a la seva conservacié, fet que complica la
fabricacio del xip.

NAFION MES MEMBRANA HIDROFILICA

El Nafion és una membrana en base a PTFE (vegeu el punt XXXX) i, per tant, no destaca per la
seva difusibilitat a I'oxigen. A més a més, a causa del seu poc gruix, presenta una baixa
integritat estructural. Aquest darrer aspecte s'intenta resoldre afegint-hi una membrana
hidrofilica amb adhesiu que li doni la resisténcia estructural necessaria i que permeti I'arribada
de l'aigua a la superficie del Nafion per facilitar el bescanvi d’oxigen.

El fet d'utilitzar aquesta membrana hidrofilica, si bé resol parcialment les debilitats estructurals
del Nafion, comporta, com en el cas de la membrana de dialisi, que hi hagi transport
longitudinal d’aigua a través seu. Aixi si bé el Nafion és ben conegut per la seva impermeabilitat
a l'aigua, aquest transport a través de la membrana hidrofilica fa que es comuniquin ambdés
canals a través de les obertures que permeten I'alineament de les diferents membranes i la
conformacio dels circuits fluidics.

MEMBRANA DE SILICONA DE 130 MICRES

Aquesta és essencialment la membrana a la qual ens hem referit amb els experiments
comentats amb anterioritat. A nivell hidraulic no presenta problemes rellevants i manté bé la
separaci6 dels dos canals.

Presenta, perd, un limitat transport d’oxigen a través seu que en dificulta I'is per als fins
projectats.

MEMBRANA DE SILICONA DE 25 MICRES
També comentada amb anterioritat. El principal problema que presenta és la baixa consisténcia
estructural, tot i que tindria un bon comportament en el transport d'oxigen.

Només seria viable el seu Us mitjancant un tractament o addicié que n'incrementés I'estructura.

FILTRE MILLIPORE FHLP09050
Aquesta membrana és hidrofobica i presenta uns porus de 0,45 micres de gruix.

Tot i ser hidrofobica, la mida dels porus acaba permetent el pas de I'aigua de manera que es
comuniquen els dos canals i fa que no sigui viable per als nostres objectius.

FILTRE MILLIPORE FGLP09050
Similar a I'anterior en composicio i caracteristiques, té uns porus de 0,22 micres de diametre.
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Presenta els mateixos problemes que la membrana amb porus de 0,45 micres.

FILTRE MILLIPORE PVDF HVHP09050

Membrana també hidrofobica de la casa Millipore amb porus de 0,45 micres de diametre i un
gruix de 92 micres. Per la seva composicio, la for¢a hidrofobica és major i permet la separacid
efectiva dels liquids entre el canal de I'electrolit i la cambra de reaccié.

Mostra bons resultats hidraulics tan fent funcionar el sistema en succié com en perfusié.

No s’hi arriben a fer proves de transport d’oxigen, pero el fet de disposar de porus oberts que
permeten un bon bescanvi de gasos la mostra una alternativa valida a la silicona.

FILTRE MILLIPORE PVDF GVHP09050

Membrana també hidrofobica de la casa Millipore amb porus de 0,22 micres de diametre i un
gruix de 92 micres. Per la seva composicio, la for¢a hidrofobica és major i permet la separacio
efectiva dels liquids entre el canal de I'electrolit i la cambra de reaccid.

Mostra bons resultats hidraulics tan fent funcionar el sistema en succié com en perfusié.

No s’hi arriben a fer proves de transport d’oxigen, pero el fet de disposar de porus oberts que
permeten un bon bescanvi de gasos la mostra una alternativa valida a la silicona.
Comparativament amb la de porus de 0,45 micres, aquesta pot ser fins i tot més adequada per
a I'ts en el dispositiu.
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4.5, CONCLUSIONS

Técniques de fabricaci6:

Vi.

Les técniques de microfabricacid i sala blanca permeten una alta precisi6 en mides
petites.

Impliqguen perd uns alts costos i requeriments de temps, pel que només s’han utilitzat
en la fabricacié de microeléctrodes, substituint-se per altres técniques els demés
elements del dispositiu.

Les técniques de prototipatge rapid s’han mostrat practiques, rapides i econdmiques
per la fabricaci6 de la major part dels elements del dispositiu.

El tall de membranes amb ploter ofereix uns bons acabats i son especialment
adequades per la fabricacié de canals microfluidics.

El tall de membranes amb laser, promet ser una técnica adequada, pero cal
desenvolupar millor els protocols per no afectar als materials.

El micro-fresat és una eina molt adequada per la fabricaci6 d’elements com les
carcasses. No és tant facilment aplicable a altres parts de la fabricacié com el tall de
membranes.

Sistema microfluidic:

Vii.

viii.

Els canals microfluidics fabricats a partir de membranes, presenten un bon
funcionament general i una gran facilitat de fabricacio i muntatge dels xips.
L'alineament per agulles (pin d'alineacid) permet un bon alineament de les diferents
capes que conformen el xip.

Cal millorar el protocol de pressié aplicada sobre els xips, per evitar que l'adhesiu
d’'unié de les diferents capes s'introdueixi als canals fluidics. Cal esmentar que aquesta
intrusié no s’ha observat en tots els casos i sempre que s’ha observat era amb xips
bastant utilitzats.

Les juntes a prova daigua fabricades amb membranes ofereixen un millor
comportament que les juntes toriques convencionals, ja que fan un millor repartiment
de la pressié exercides, millorant el funcionament dels canals microfluidics.

Validacié experimental:

Xi.

Xii.

xiii.

Xiv.

XV.

XVi.

El dispositiu presenta un bon comportament hidrodinamic i concordant amb els cabals
bombejats. Aix0 és cert per un ampli rang de cabals i pressions, tant en succié com en
perfusié.

El pH pot afectar significativament els voltatges idonis de mesura, ja que condiciona el
potencial al que s'inicien processos de reduccié de I'hidrogen que poden confondre’s
amb la reduccié de l'oxigen. Cal analitzar amb més profunditat els potencials de
mesura utilitzats en funcié del pH.

Seria interessant poder mesurar el pH de la mostra en estudi amb el mateix dispositiu,
a fi de poder adaptar automaticament el potencial de mesura per a la mostra.

La millor configuraci6 d’eléctrodes/suport de les analitzades és el de Au/Cr sobre vidre.
Algunes de les configuracions no han donat tant bon resultat, perd segurament es deu
parcialment a la fabricacid, i per tant caldria refinar aquest apartat. (vegeu la taula 4.1)
Les proves amb un sol canal han permés comprovar que el dispositiu respon bé al rang
de cabals i pressions aplicat.

S’ha comprovat que hi ha una bona correlacié entre el cabal circulant, el contingut
d’'oxigen i el senyal electroquimic registrat. Aixo recolza la viabilitat del disseny per a les
mesures que es volen realitzar.
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XVii.

XViii.

XiX.

XX.

XXi.

Caldria evitar les entrades d’oxigen extern (segurament al propi dipdsit d’alimentacio
del dispositiu) per a una millor validaci6 experimental del dispositiu.

Les membranes de separaci6é entre la cambra de reaccié i el canal de I'electrolit, s’han
mostrat com el punt més débil del disseny i fabricaci6é del dispositiu.

Les membranes de silicona equivalents al model simulat, no ofereixen una suficient
consisténcia estructural com per a ser emprades.

Les membranes de silicona que ofereixen un bon comportament estructural (130 ym de
gruix), presenten un retard significatiu en el transport d’oxigen. Caldria trobar materials
amb un millor comportament.

Al final de la fase experimental i de validacié s’ha disposat d’'una gama de membranes
que s’han analitzat:

Membranes [Validesa |comentari
Dilisi No Es comuniquen tots els canals. Es una membrana amb porus de 3.500
Daltons i l'aigua la travessa lliurement
Nafion + Es comuniquen tots els canals. En principi el Nafion és impermeable o
hidrofilica gairebé, pero sembla que l'aigua circula a través de la membrana
: No hidrofilica de suport. Es pot provar canviant I'ordre de les membranes
Adhesive S o . -
research de Nafion i hidrofilica, perd igualment els canals d'entrada son
comuns...
Silicona Si Amb molt poca pressié sembla funcionar bé. Els canals funcionen de
100-250 um forma independent! Cal comprovar gruix real de la membrana!!!
Gruix: 0,141 mm Var/n-1 = 9.666 - 10°
Membrana de 0,45 um de porus: surt l'aigua per tot arreu, abans que
Milipore No pel canal... tot i ser hidrofobica, sembla que té molt transport lateral. No
FHLP09050 se m'acut com limitar-ho... He provat fins a una pressié de roscat molt
superior a la normal, perd segueix igual...
Membrana de 0.22 um de porus: surt I'aigua per tot arreu, abans que
Milipore No pel canal... tot i ser hidrofobica, sembla que té molt transport lateral. No
FGLP09050 se m'acut com limitar-ho... He provat fins a una pressio de roscat molt
superior a la normal, perd segueix igual...
Milipore PVDE Porus de 0,45 um. Funciona molt bé tant en perfusié com en succio!
HVIF-)IPOQOSO Si Pressi6 de tancament mitjana (quallat + 1/4 a 1/2 de rosca). A més a
més, en tenim de 0,22 um.
Gruix: 0,091666 mm var/n-1 = 1.666 - 10°
Milipore PVDE Porus de 0.22 um. Funciona molt bé tant en perfusié com en succio!
GVIF-)|P09050 Si Pressio de tancament mitjana (quallat + 1/4 a 1/2 de rosca). A més a
més, en tenim de 0,22 um.
Gruix: 0,091666 mm var/n-1 = 1.666 - 10°

Taula 4.4: Comentari de les principals membranes provades.

XXii.

XXiii.

XXiV.

XXV.
XXVi.

Algunes d’aquestes semblen oferir resultats prometedors, que caldra constatar en
futurs tests experimentals (marcades amb verd a la taula)

Les caracteristiques comunes de les membranes que han mostrat un millor resultat és
que son hidrofdbiques, indistintament de si tenen porus microfabricats o no.

Aixd implica que una part del transport de I'oxigen es fara en forma gasosa. Aquest
aspecte no esta directament contemplat en el model utilitzat en les simulacions i podria
ser una millora rellevant de cara a futurs desenvolupaments.

Les membranes amb porus presenten unes bones caracteristiques de resisténcia fisica.
Tant la mida del porus com la interrupci6 de la continuitat del liquid, haurien de prevenir
el pas de molécules i compostos que no puguin passar a una fase gasosa amb les
condicions del dispositiu. Aixd és un element molt limitant per a la majoria de
compostos, perd s’hauria de validar experimentalment i fer especial atenci6é a I'efecte
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de les pressions que es donen en conducte microfluidics i de compostos organics
volatilitzables.
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