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5. ESCALAT DEL SISTEMA (PROJECTE MEDRA)

5.1. INTRODUCCIO

Paral-lelament al treball realitzat en el disseny i fabricacio del dispositiu miniaturitzat per la
detecci6 rapida de la DBO, es va donar la possibilitat de participar en el projecte MEDRA (de 21
d’octubre de 2011 a 31 de desembre de 2013 referencia TSI-020100-2011-187), que proposa
desenvolupar mesures continues de la carrega organica i respirometries en estacions
depuradores d'aiglies residuals (EDAR), per tal d’optimitzar la introduccié d’oxigen als
bioreactors, que és el principal consum energétic i economic de les EDAR.

Si bé en la preparacio del projecte es preveia I'is de microdispositius per fer les mesures, amb
el desenvolupament del treball es va veure que per la naturalesa de I'element a monitorar
(aigues residuals i fangs activats) seria més adequat dissenyar un sistema de major escala que
facilités el manteniment i la durabilitat del sistema.

Tot amb tot, també es va valorar que I'enfocament seguit per al disseny del microrespirometre
aportava un enfocament altament valid per als objectius continguts en el projecte MEDRA, fent
gue es veiés interessant estudiar la possibilitat d’adaptar el dispositiu al canvi d’escala.

Aquest canvi d’escala, que inclou tant I'escala de dimensions (de micrometrica a macrométrica)
com la temporal (un dispositiu d’'un sol Us a un sistema el més durable possible en el temps)
implica una important adaptacié conceptual en la idea inicial del microrespirometre.

Si bé la participacié del doctorant en aquest projecte és limitada i centrada en el seu disseny
conceptual, es considera prou rellevant com per incloure-la en la present tesi, bo i destacant els
altres actors que han participat en la part de posada en practica i experimental, i que sén:

a) AEMA, empresa de gesti6 d’'EDAR que ha aportat les dades inicials, les estacions on
fer les proves i validacions i part del debat conceptual (http://www.aemaservicios.com/).

b) INKOA, empresa d’enginyeria, gesti6 de projectes i especialitzada en tractament de
senyals que ha estat la responsable de fer un sistema de control que integri els senyals
dels sensors i els analitzi per treure'n els resultats i accionar els actuadors que
controlen el sistema (http://www.inkoa.com/).

c) CNM (BioMEMS), institut encarregat de dissenyar el sistema de mesura i analisi de la
DBO en un format simplificat i executable via una document EXCEL.

A continuacié es detallen les diferéncies principals respecte al sistema micromeétric i
I'enfocament adoptat per al disseny del sistema del projecte MEDRA.

5.1.1. DIFERENCIES CONCEPTUALS RELLEVANTS

MODIFICACIONS CAUSADES PER L'ESCALA

La naturalesa de l'aigua a analitzar té seriosos limitants, si no es vol alterar la mostra.
Principalment, ens trobem amb aigua provinent de tancs de fangs activats, cosa que comporta
1) una alta preséncia de floculs bacterians, 2) la preséncia de solids en suspensié en
concentracions considerables i 3) la formacié d’agregats organics de major mida quan ens
trobem amb problemes habituals de les EDAR, com és el creixement exponencial de
organismes com fongs filamentosos que incrementen la mida dels floculs habituals (bulking),
(Martins et al. n.d.; Jin et al. n.d.; Kotay et al. n.d.).
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Per tant, per poder treballar amb dispositius microfluidics s’hauria d'evitar que aquests
elements entressin al sistema de mesura, cosa que comporta, d'altra banda, que hi ha una
alteracié significativa entre les condicions en el dispositiu i les condicions en l'element a
monitorar, és a dir, el tanc de fangs actius o, alternativament, a I'arqueta d’homogeneitzacio o a
altres elements de 'EDAR.

Atés que ens interessa en la mesura del possible que les condicions al dispositiu i al tanc de
fangs actius siguin el més similars possibles, es va optar per un sistema macroscopic on els
floculs i solids habituals poden circular lliurement.

DURADA TEMPORAL

L'altra gran modificaci6 conceptual que ens trobem és referida a la durabilitat temporal de
'experiment. Aixi, mentre que el dispositiu microfluidic cerca mecanismes per accelerar
'obtenci6 d’'una mesura equivalent a la DBO i, per tant, esta previst per funcionar un petit
nombre d’hores, el sistema contemplat per al projecte MEDRA ha de poder funcionar el major
nombre d’hores o dies possibles, amb un minim manteniment.

Utilitzar sensors comercials de gran mida i poder tenir sistemes de neteja contundents i rapids
per dur a terme el manteniment seran, per tant, elements claus del disseny que treballem a
continuacio.

Podem destacar que els condicionants de mida i durada temporal que es proposen
convergeixen en aquest sentit, ja que tenim macroeléctrodes que ofereixen una bona durabilitat
i requereixen sistemes macrofluidics, fet que al seu torn facilita métodes contundents de
manteniment i permet el pas de floculs i solids de certa mida pel circuit fluidic.
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5.2. DISSENY DEL DISPOSITIU

5.2.1. CONDICIONS INICIALS
El dispositiu es dissenya per assolir dos tipus de mesures: una de respiromeétrica, en qué
volem conéixer la velocitat de respiracié (consum d’oxigen) en un moment determinat en el
reactor, i una d'estimacidé de la DBO, en queé el que se cerca és que no hi hagi limitacié en la
disponibilitat d’'oxigen i el que volem veure és la dinamica durant un periode de temps per tal de
poder fer una estimaci6 de la quantitat de matéria organica present en el sistema a fi d’adaptar
les condicions de depuracio a les caracteristiques de I'aigua residual a tractar.

LA MOSTRA JA CONTE UN CERT OXIGEN, PERO EL DESCONEIXEM

La manera de resoldre-ho és comparar Cy i Csing al tub en el cas de fer proves respiromeétriques,
en quée la dada rellevant és el consum d’oxigen en un periode de temps i per un volum
predeterminat.

Pel que fa a les proves de DBO o de requeriment total d’oxigen ens interessara assegurar la
saturacié a l'inici del sistema, per tal de poder determinar la dinamica de consum durant un
periode determinat de temps per avaluar la facilitat de degradacié de la matéria organica
present i idealment arribar a estimar la carrega organica total o DBO de l'aigua en tractament.

CAL EVITAR MICROAEROBIOSI

Tant en el cas de les proves respirométriques com en les d’estimacié de la carrega organica, és
necessari que al final de I'experiment (concentracid al final del tub que actua de cambra de
reaccid) hi hagi oxigen per poder assegurar que la mostra no s’ha trobat en condicions
d’anaerobiosi durant I'experiment. Aixi mateix, caldra que I'oxigen romanent estigui per sobre
d’'un llindar que no impliqui restriccions en el normal metabolisme aerdbic de la biomassa
present. (Vegeu el punt 3.7.2 i 3.7.3 de la DBO.)

Via increment de la velocitat de circulacié al circuit: en tots els casos sera necessari i suficient
predeterminar un nivell minim d’oxigen al final del tub de reacci6 (Cjna) que determini el ritme
minim de bombeig d'aigua al sistema. Aixi, si la concentracié final del circuit és inferior al limit
preestablert, el sistema de control haura d’incrementar el bombeig com a minim fins a assolir la
concentraci6 final per sobre de la concentraci6 limitant.

Actuar d’aquesta manera permet que el sistema s’adapti amb un automatisme a la concentracié
de matéria organica present i al ritme de consum d’oxigen, segons sigui el cas, via incrementar
o reduir el temps de retencié total en el sistema.

Via increment d'oxigen a I'entrada: a part del que s’ha comentat en el paragraf anterior, i només
per al cas de les proves d'estimacié de la DBO, es preveu tenir un sistema que permeti
comencar els experiments en condicions de saturacié d'oxigen per tal que hi hagi el maxim
oxigen disponible per fer les proves. La concentraci6 de saturacié es podra determinar per dues
vies, empiricament, en funci6 de la temperatura de laigua present al sistema, i
experimentalment, mitjancant la mesura de la concentracié inicial al tub de reaccié que ens
donara el sensor d’oxigen (Co).

En el cas de les proves respirométriques, no ens interessara alterar la concentracié d’oxigen
present en el tanc de fangs activats o element equivalent que vulguem monitorar, ja que la
finalitat és alterar el minim les condicions per avaluar com respon el reactor a les condicions
d’oxigen i estimar si convé incrementar o disminuir I'aportacié d’'oxigen al reactor principal per
treballar amb la maxima eficiéncia.

105



NO CONEIXEM LA BIOMASSA PRESENT AL SISTEMA

Un dels elements importants és que desconeixem la biomassa present al sistema i, per tant,
tampoc no coneixem la biomassa present al tub reactor. Aquesta informacio és rellevant, ja que
el consum d’oxigen esta directament relacionat amb la quantitat de microorganismes que el
poden utilitzar per descompondre aerobicament la matéria organica present. Ens cal, per tant,
coneixer si un determinat consum d’oxigen es deu a un alt consum d’una poblacié microbiana
reduida o a un consum limitat d’'una gran poblacié microbiana, la qual cosa ens podria indicar,
per exemple, la preséncia de substancies toxiques o inhibidores en 'aigua residual.

Alguns estudis, (Process 2011) troben correlacions significatives entre la biomassa activa
present en sistemes de fangs activats i la terbolesa de l'aigua, ja que bona part d'aquesta
terbolesa en elements secundaris i terciaris de depuracié d'aigua es deu als floculs bacterians
que es formen i que estan compostos per microorganismes. En principi es preveu incloure
sensors de terbolesa al sistema per tenir una aproximacié a la biomassa present que ens
permeti estimar el consum per cél-lula i per unitat de temps.

Caldra aixi mateix fer proves inicials que ens correlacionin la preséncia de microorganismes
actius en una mostra d’aigua amb la lectura del sensor per tal de establir la forma de relacionar
ambdues dades.

FLUX: ASCENDENT O DESCENDENT?

Un element rellevant que s’haurd de comprovar en la fase experimental és com mantenim la
concentracié de la biomassa bacteriana al reactor equivalent a la que es troba present al tanc
de fangs activats o altre element a monitorar.

En un sistema de fangs activats, la biomassa es manté en flotacio, com a cél-lules
independents o en forma de floculs bacterians, mitjancant els mecanismes d'aeracié o
d’'agitaci6 (Process 2011). Sense preséncia d’aquests mecanismes, la biomassa tendira a
sedimentar a una baixa velocitat.

A priori, sembla que un disseny amb un flux ascendent dins del tub de reaccié ha de donar
unes condicions més similars a les que trobem en un sistema de fangs activats, perd pot donar
lloc a acumulacions més grans de biomassa, sobretot en velocitats lentes de flux.

Alternativament es pot treballar amb un flux descendent, per evitar I'efecte d’acumulacié, bo i
assumint que podem treballar amb concentracions menors de biomassa que les de I'element a
monitorar. Aix0 es pot donar, sobretot, en condicions de cabals elevats i sera necessari testar
ambdues opcions experimentalment per avaluar la millor. En qualsevol cas modificar el sentit
del flux és facilment assolible amb el disseny proposat.

Un altre aspecte rellevant sera evitar zones de sedimentaci6 o acumulacié de biomassa a
l'interior del tub reactor, per la qual cosa s’haurd de determinar el rang valid de cabals,
dissenyar un bon protocol de neteja del sistema i optimitzar els canvis de secci6 del tub reactor,
com per exemple en els punts de connexi6 dels sensors a utilitzar. (Vegeu I'apartat 5.2.4.)

5.2.2. EvOoLUCIO DELS DISSENYS PROPOSATS
El disseny del respirometre ha anat evolucionant al llarg del projecte, amb les constriccions de
durabilitat i facilitat de manteniment comentades al punt 5.2. Aixi, partint d’'un model inicial molt
similar conceptualment al proposat per a la mesura rapida de la DBO, s’ha anat modificant i
adaptant als nous requeriments. A la figura 5.1 es presenten els principals dissenys considerats
durant el procés.
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Figura 5.1. Esquema dels principals models dissenyats i les seves caracteristiques.

El primer disseny, model A, és el més similar conceptualment al dispositiu miniaturitzat per la
detecci6 rapida de la DBO. Com en el cas del sensor de la DBO, s’opta per treballar amb la
permeabilitat a 'oxigen de les parets d'un tub submergit al reactor de fangs activats. Aixi, la
mesura seria la caiguda d'oxigen entre la concentracié inicial (saturacié) i la concentracio
observada al final del circuit.

Com diu la teoria dels reactors de fangs activats (Process 2011), aquest ha d’estar sempre
proxim a la saturaci6é per una optima activitat del reactor. Si la lectura final és proxima o igual a
saturacié, podem sobreoxidar el tanc (i, per tant, malbarata energia en el procés) i es pot reduir
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la introduccié d’'oxigen. Per contra, si al final del circuit hi ha una clara disminucié de la
concentracié d’oxigen, significara que s’esta limitant la degradacié de la matéria organica i que
€s convenient incrementar I'aportacio d’oxigen al reactor.

Amb aquest esquema molt simplificat, s'obté un controlador simple de I'activitat del reactor, que
de forma equivalent al dispositiu de Watt d’autoregulacié de la pressié en una caldera, permet
gue el sistema s’adapti al requeriment d’oxigen a diferents condicions.

Un aspecte interessant és que la mostra és en si el total del reactor i no una part, i atés que hi
ha una alta agitacio, idealment la concentraci6 del reactor sera homogeénia, tot i fer una mesura
en un espai limitat. Tot i aixd aquesta és una situacio ideal que no sempre es pot assegurar que
s'acompleixi. lgualment, aquest és un concepte molt simple en si mateix i facil de monitorar.

Els principals inconvenients que presenta aquest disseny son, d'una banda, la dificultat del
manteniment de les condicions de permeabilitat a I'aire del tub en un entorn com aquest, on hi
haurd una provable proliferaci6 de biofilms i altres elements que la poden comprometre,
juntament amb la dificultat d’'un manteniment adequat. Per altra banda, un model tan simplificat
no permet obtenir cap altra informacio rellevant per a 'EDAR, com l'estimacié de la carrega
organica o possibles inhibicions en el procés.

A partir d’'aqui el disseny evolucionara cap a un model més complex que ens permeti millorar el
control i la informacié obtinguda del sistema, o el model B. En aquest model, la mostra es treu
per succié del reactor a monitorar per tal de no alterar els floculs presents, i es fa passar per un
circuit paral-lel. Aquest circuit té un volum conegut, que combinat amb el cabal bombejat ens
dona una idea precisa del temps de retencio en el tub.

En aquest disseny, es preveuen dos tubs paral-lels, un destinat a funcionar com a reactor, per a
la mesura del consum de l'oxigen, i I'altre per a mesures complementaries com la mesura de la
concentraci6 inicial d’oxigen o els solids en suspensié (que ens donaran una aproximacié de la
biomassa present, i permetran corregir el consum d’oxigen observat per la biomassa present).

També s’hi inclou un mecanisme opcional d'introduccié d'oxigen. Sense introduir oxigen al
circuit, tenim una mesura de [lactivitat respiradora en el reactor de fangs activats o
respirometria (Process 2011), que podem complementar aportant una concentracié de
saturacié a l'inici del sistema que, combinat amb el temps de reaccio, ens pot donar informacié
amb la qual podrem estimar la carrega organica o DBO present en el reactor i la seva velocitat
de degradacid.

En estar separat del reactor principal, facilita les feines de manteniment i permet fer
contrarentats amb aigua barrejada amb aire per tornar a les condicions inicials, alhora que
s'eviten elements delicats com els tubs porosos o membranes.

Un dels elements que és rellevant incloure és un sistema de mesura del consum d’oxigen que
es dbéna en el sistema i que no és consequéncia de la degradacié organica de la materia
organica present. Per magnitud, el procés més rellevant és el de la nitrificacid6 (NH; ->NO3). Hi
ha diferents maneres d’abordar aquest consum (Process 2011), que sén:

a) Considerar la concentraci6 de compostos nitrogenats poc 0 molt estable i introduir-ho
com una constant al calcul.

b) Introduir al sistema substancies que inhibeixin la nitrificacid, que és el recurs utilitzat en
molts protocols de DBO (Anon 2002; Wang et al. n.d.) i és la soluci6é que es proposa en
aquest model, perd que, si bé és valid per a I'estimacié de la DBO, ens distorsiona les
mesures respiromeétriques, ja que elimina un consum que es donara al reactor.

108



c) Mesurar les concentracions inicials i finals dels principals compostos rellevants de
nitrogen. En aquest sentit, el nitrogen organic total és el més dificil d’obtenir de manera
rapida, pero ens podem centrar en les altres espécies. Per la seva concentracio inferior
(entre 1 i diversos ordres de magnitud) i pel fet de ser molt labil entre les formes més
reduides i oxidades, es pot considerar innecessari analitzar el contingut en nitrits, de
manera que fent un seguiment analitic de I'amoni i els nitrats presents en el medi,
podem tenir una bona aproximacié (Caldria alguna bona referéncia).

Aquest darrer enfocament és el que s'adopta al model C, que permet refinar les dades
obtingudes del sistema descomptant I'oxigen consumit en Il'oxidaci6 de lI'amoni en les
valoracions de la DBO, mentre que no altera el consum d’oxigen total, que ens interessa per a
mesures respiromeétriques.

Aixi, el model C és una simplificacié del model B, perd inclou una bateria de sensors que ens
permet refinar els resultats. Aixi s’hi inclou, a més a més de les mesures inicials i finals de
concentracié d’oxigen, amoni i nitrat, la mesura de la temperatura i el pH, que aportara
informacio de les condicions de I'experiment i de la mesura de terbolesa o TSS, que ens ha de
permetre estimar la biomassa present en el sistema.

Un dels aspectes a tenir en compte és que els sensors comercials d'aquests diferents
parametres tenen unes dimensions grans per al sistema i s’ha d'idear un sistema de
connexions que permeti introduir-los al circuit sense alterar-lo i evitar zones d’acumulaci6é de
solids o estrangular el pas d’aigua.

5.2.3. DIFERENCIES RELLEVANTS RESPECTE AL DISPOSITIU DE MESURA
RAPIDA DE LA DBO

MANTENIM L'ESQUEMA D’UN CANAL

Es manté I'esquema de fer la prova en un conducte en el qual podem modificar la velocitat de
flux per tal d’adaptar-nos a les condicions de la mostra, modificant el temps de retencié en el
reactor.

NO ENS CAL MEMBRANA DE SEPARACIO

El fet d'utilitzar sensors industrials per realitzar les mesures d’oxigen fa que aquests ja duguin
internament membranes per protegir I'eléctrode de la passivacid. Per tant, en aquest dispositiu
podem unificar la cambra de reaccié i el canal de I'electrolit en un sol conducte, estalviant-nos
els problemes d’enginyeria de la membrana selectiva al pas d’oxigen esmentats en el cas del
sensor de DBO.

5.2.4. CONNEXIO DELS SENSORS AL CIRCUIT
Com s’ha comentat, els sensors industrials d’oxigen tenen unes dimensions considerables i se
solen instal-lar en unes condicions menys exigents que les requerides per al dispositiu proposat,
o bé directament submergits en el tanc de fangs activats o similar, a un punt d’entrada o sortida
de I'element a monitorar (vegeu la figura 5.2), o bé en una conducci6é mitjan¢ant una T.
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Figura 5.2. a) Esquema d’un sensor electroquimic d’'oxigen estandard per operar en una estacié
depuradora. b) Instal-lacié habitual del sensor d’oxigen a la sortida d’un tanc de fangs activats.

Aquest darrer sistema és el més similar a les condicions amb qué preveiem instal-lar-los, pero
en la seva instal-lacio estandard presenta dos inconvenients rellevants per al bon funcionament
del sistema:

a) El sensor instal-lat queda dins del tub de monitoratge, de manera que en redueix la
seccié i pot provocar turbuléncies locals.

b) L'espai circumdant entre el sensor i la T pot afavorir la fixacié de biofilms i I'acumulacio
de biomassa bacteriana, alhora afavorit per les turbuléncies esmentades en el punt
anterior i deixa zones de dificil accés per a la neteja i manteniment.

Per tal de minimitzar aquests dos factors, s’han dissenyat sistemes de connexid del sensor al
tub de reaccié de forma que no escanyin la seccié del tub i evitin les zones d’acumulacié de
biomassa mitjancant I'is de formes arrodonides de millor hidrodinamica i limitant els espais
buits.

b |

&y 1

£n

Figura 5.4. a) Diferents talls i perspectives per fabricar amb formiga (similar a una impressora
3D) un adaptador del sensor estandard electroquimic de mesura de I'oxigen dissolt per adaptar-
lo al sistema. b) El mateix adaptador per ser fabricat amb una fresadora. La forma se simplifica
per tal de poder-hi accedir amb les freses.

A la figura 5.4 es presenten dos dissenys equivalents per connectar els sensors al sistema, que
essencialment només divergeixen lleugerament segons el procés de fabricacié. Aixi, el primer
disseny (a) és per ser fabricat amb técniques d'impressio laser 3D, el qual es basa en una
fabricacié per sobreposicié de capes de material polimeritzable i, per tant, no té limitacions a
'accés d'eines al seu interior. Com que aquesta técnica encara té uns costos considerables,
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s’ha dissenyat una peca equivalent perd realitzable mitjangant técniques de micromecanitzat
com les utilitzades en la fabricacié de la carcassa del dispositiu de la DBO, que es presenta a la

part (b).

5.2.5. DISSENY DEFINITIU PROPOSAT

El disseny finalment proposat per a la realitzacié de les proves experimentals del projecte
MEDRA és el que es presenta a la figura 5.6.

1.

© N Ok ®

9.

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

T de connexid del sensor d'oxigen que déna la mesura de concentracié inicial (Co) al
tub reactor.

T de connexid del sensor d'oxigen que dona la mesura de concentracio final (Cy) al tub
reactor.

Filtre de grollers que permeti el pas de floculs bacterians.

Diposit d'aeracié de la mescla per proves de DBO.

Tub flexible de mitja polzada.

T de connexié: diametre d'una polzada, sortida vertical de mitja polzada.

Connector de tub rigid-flexible de mitja polzada.

Purgador de gasos per extreure l'excés d'aire i possibles gasos resultants de la
descomposicié.

Racord de connexio.

Adaptador de roscat del sensor d’oxigen dissolt.

Sensor d’oxigen dissolt.

Connector de tub rigid-flexible d’una polzada.

Tub d'una polzada de diametre interior, de material transparent, que actua de tub de
reaccio.

Clau de pas.

Reducci6 d'una polzada a mitja polzada.

Connector a tub flexible per a bomba peristaltica.

Bomba peristaltica.

Tub peristaltic.

Entrada d’aigua neta a pressio per a contrarentat i neteja del sistema.

Clau de pas.

Sortida de l'aigua i I'aire utilitzat per a la neteja del dispositiu.

Entrada d’aire per millorar la neteja del dispositiu mitjangcant bombolleig.

Retorn a I'element a monitorar.

Tant per dinamiques del projecte, que va limitar el temps destinat a mesures experimental, com
perqué les que s’han obtingut corresponen a un projecte industrial amb la propietat industrial
qgue pertany a les empreses participants, aixi com a la limitada intervencié propia en la fase
experimental, en aquest moments no disposem d’uns resultats publicables .
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Figura 5.6. Detall del sistema definitiu proposat i de les peces que el componen.
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Vi.

Vii.

viii.

Xi.

5.3. CONCLUSIONS

Es possible adaptar I'enfocament utilitzat per al sensor rapid de la DBO a sistemes de
caracteritzacid i control del funcionament d’EDAR.
El disseny permet refinar les mesures de respirometria que s’utilitzen habitualment, aixi
com aproximar la carrega organica present al sistema.
Cal adaptar el disseny al canvi d’escala i objectius, i seran determinants aspectes com:
a. No alterar la mostra, permetent que floculs i biomassa circulin lliurement pel
sistema.
b. Considerar dissenys que incrementin la durabilitat, com és I'ds de
macrosensors comercials i conduccions macrofluidiques.
c. Considerar dissenys que incrementin I'estabilitat, com és la simplificacié dels
elements i facilitar i automatitzar els processos de neteja i manteniment.
Es presenten tres models basics que varien tant en la complexitat dels elements que
integren com en la qualitat de la informacié que en podem obtenir.
D’aquests tres models inicials s’escull el model C com a millor candidat a assolir les
constriccions més rellevants.
El sistema permet fer mesures de respirometria mitjancant la concentracio inicial i el
seguiment de la seva dinamica. Alterar les condicions de la concentraci6é inicial
d’oxigen permet conéixer millor els limits del tractament.
El sistema permet fer estimacions de la matéria organica. La comparacié de la
concentracid inicial i final d’'oxigen, aixi com el temps de residéncia al sistema seran els
elements claus.
El sistema és facilment adaptable a diferents concentracions de matéria organica o a
experiments, mitjan¢ant la modificacié del cabal que afectara directament el temps de
residéncia.
Introduir oxigen al sistema és necessari per a les estimacions de DBO i permet
incrementar les possibilitats d'utilitzar-lo com a element experimental.
Les proves experimentals que permet aquest disseny sobrepassen les possibilitats de
la respirometria habitualment emprada com a sistema de control d’EDAR.
Cal realitzar un treball experimental del sistema per adaptar-lo a diferents aspectes, per
tal que sigui plenament funcional:
a. Millores per adaptar la connexi6 dels sensors al sistema, sense interferir en la
hidrodinamica.
b. Avaluaci6 i millora dels mecanismes que evitin acumulacions de massa i zones
de sedimentacio.
c. Caracteritzar i correlacionar les mesures del sistema amb aspectes com
l'estimaci6 de biomassa i la mesura estimada de la DBO amb meétodes
estandards com la DBOs, la DQO i el COT.
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6. FUTURS DESENVOLUPAMENTS

Degut a diferents motius, el més significatiu els resultats obtinguts amb les membranes, hi ha
diferents aspectes que caldra seguir treballant per tal de arribar a un dispositiu funcional de
mesura rapida de la DBO.

Aixi mateix, no disposar d'unes membranes que donessin prou garantia ha impedit progressar
en altres aspectes que es tenien planificats de cara a validar el dispositu.

A continuacié es defineixen els apartats que poden ser més importants de cara a assolir aquest

objectiu:

i Fabricaci6

a. Substituir les membranes de silicona de 130 micres per altres que permetin un
major transport selectiu de 'oxigen. En aquest sentit les darreres membranes
provades semblen aptes per aquest fi, si més no en els analisis preliminars.
S’han plantejat altres enfocs que poden donar bon resultat com la fabricaci6 de
membranes compostes, per exemple membranes amb bona resistencia
estructural combinades amb membranes de silicona de 25 micres, que tenen
un bon nivell de difusi6 de I'oxigen.

b. Aquest canvi de membranes pot fer recomanable estudiar la readaptaci6é del
dispositiu, per exemple per adaptar-lo a un major gruix del conjunt canals,
membrana i eléctrodes.

. Validacio de la mesura
a. Caldra definir un protocol de mesura que tingui en compte aspectes com:

Tractament previ a la mostra analitzar, com sera el filtrat per evitar
I'entrada al sistema microfluidic de solids de certa mida, confirmar si
cal aplicar altres técniques habituals en métodes de mesura de la DBO,
com la compensacié del balang carboni nitrogen o [I'adici6
d’oligoelements.

Avaluar la possibilitat de desenvolupar un dispositiu multicanal que
pugui treballar en paral-lel, com s’apunta a la patent, per poder fer a la
vegada i amb iguals condicions (a) una prova blanc, per comprovar la
mesura electroquimica, (b) una prova blanc amb una concentracié
coneguda d'una font de carboni i una poblacié microbiana conegudes,
per comprovar el valor de la senyal obtinguda, (c) Canals que permetin
repeticions de la mesura, per obtenir amb un sol analisis, valors amb
variancia que facilitin el tractament estadistic dels resultats, a banda de
ser un contrast del bon funcionament microfluidic i electroquimic.
Establir un programa d’andlisis de les mateixes mostres amb el
dispositiu i métodes analitics estandards, principalment la DBOs, la
DQO i el COT. Aixd ha de permetre (a) correlacionar els valors
obtinguts amb el dispositiu als dels diferents métodes experimentals
vigents, (b) fer aquest analisis per a diferents tipus de materia organica
amb ritmes diversos de degradacio per definir els tipus de mostres més
0 menys adequades a mesurar amb el dispositiu.

iii. Treball microbioldgic
a. Contrastar els resultats obtinguts amb diferents poblacions microbianes, que a
priori poden ser:

Cultius enriquits obtinguts de la propia mostra d’aigua.
Cultius monoespecifics obtinguts en laboratori.
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b.

iii. Consorcis o combinacions microbianes multiespecifiques.
Contrastar la viabilitat de treballar amb diferents concentracions microbianes,
com son:
i. Cultius rics obtinguts bé en laboratori, bé per enriquiment de les
poblacions enddgenes de la mostra.

ii. Cultius concentrats per centrifugacio, pero que ja estan actius, tot i que
aquests aspectes dificulten el treball in situ.

iii. Cultius liofilitzats o conservats amb técniques similars, que poden ser
molt homogenis i facilment transportables i conservables, perd pels
quals s’ha de definir un protocol clar d’activacié previ a la mescla amb
la mostra.

Desenvolupar l'assaig in situ, el qual, a part dels aspectes microbians descrits en el
punt anterior, també comportara:

a.

Adaptar sistemes de mesura electroquimica que es puguin fer el lloc de
mostreig, sense disposar d’un potenciostat estandard.

Adaptar sistemes de bombament d’'aigua prou exactes que puguin treballar a
camp.

Estudiar la adaptacié automatica del dispositiu a diferents condicions de
variables com la temperatura i el pH. Ambdds condicionen el model i la mesura,
alhora que es poden mesurar electroquimicament, i poden ser per tant
mesurats al propi dispositiu 0 una adaptacié del mateix.

Integrar aquests aspectes i altres que sorgeixin en un sol dispositiu, no és res
més en el fons que adaptar el sistema a un esquema de lab-on-a-chip, que
idealment hauria de permetre fer la mesura in situ i estalviar el transport i les
alteracions de la mostra entre la recollida i la mesura.

Model matematic i simulacié: Un cop disposem del model basal que hem analitzat,
aquest és facilment adaptable a les noves condicions que determinin les noves
membranes, geometria, etc. En aquest sentit es veu interessant treballar en:

a.

Adaptar i refinar el model a les noves caracteristiques per tal de poder
contrastar els resultats obtinguts experimentalment amb el resultat de les
simulacions.

Si aquest model respon bé a les proves experimentals, hauria de ser la base
per desenvolupar un model simplificat que relacioni el senyal obtingut amb les
mesures estandards.

Refinar el model en aquells aspectes que han estat més simplificat,
especialment la reaccié de degradacio biologica o la complexitat de les fonts de
carboni, per obtenir uns millors resultats.
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7. ANNEXOS
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ANNEX 1: SENSOR DE LA DBO EN CURT TEMPS

En aquest annex es presenten diferents documents publicats sobre el sistema de deteccid rapida de la
DBO. El principal document és I'article publicat sobre el disseny les simulacions dutes a terme per a la
proposta del sensor.

També es presenta un article publicat en una conferéncia internacional de COMSOL MultiPhysics, que
descriu el mateix element, fent més incidéncia en els aspectes de I'organitzacié del model i de les
tecniques emprades per tal d’assolir la seva estabilitat de manera que permetés realitzar les
simulacions.

Finalment s’adjunta un document presentat en forma de poster al congrés d’ANQUE de Sevilla del 2012,

qgue és un resum del treball dut a terme.
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This paper presents the design of a miniaturized electrochemical respirometer to monitor organic content
in water samples semi-continuously, in contrast to current biochemical oxygen demand, BOD, methods.
We demonstrate the use of finite element method simulations as design tool for a novel concept microflu-
idic respirometer. The device is based on a flow cell separated by a thin membrane from a bioreactor.
Simulations show that once membrane material and thickness are chosen, oxygen supply rate still pro-
vides sufficient flexibility to allow the measurement of samples spanning a very wide range of organic
matter concentrations. The design presented here uses an electrochemical oxygen sensor, and the whole
system is amenable to fabrication using standard microfabrication and rapid prototyping techniques.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

This work focuses on the design of a novel miniaturized system
for the continuous determination of BODst (short-time biochemi-
cal oxygen demand) in aqueous samples. The determination of BOD
consists on the oxidation of organic matter by living organisms (i.e.,
bacteria, yeast, and fungus present in water) under well-defined
conditions and time [1]. In the typical BOD procedure a sample
is placed in the dark and in a tight-sealed biological reactor, and
inoculated with a microbial population, nutrients and excess oxy-
gen [2]. After an adaptation time the amount of oxygen consumed
over a typical period of 5 days is determined. This long analysis
time makes BODs expensive and unsuitable for process control, and
opens a window of opportunity to rapid methods. Perhaps the first
example of a rapid BOD sensor was presented in 1977 [3]. Karube
et al. immobilized a microbial population within a collagen mem-
brane in contact with an oxygen electrode. Karube’s method was
reportedly able to provide close BOD estimates within 1 h. Since
then, different approaches have been taken in an attempt to reduce
both the analysis time of BOD methods and the physical size of
the corresponding instrumentation [3,4]. The evolution of so-called
rapid BOD methods has been recently reviewed by Ponomareva
et al. [5]. BOD methods can be classified according to the relation
between the microbial population and the sample, and according to

* Corresponding author. Tel.: +34 93 594 77 00x2406; fax: +34 93 580 14 96.
E-mail address: javier.delcampo@csic.es (FJ. del Campo).

1369-703X/$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.bej.2012.04.014

whether the microbial population comprises a single organism or a
mixture of different strains. Regarding the first criterion, with few
exceptions, most of these systems are closely related to biosen-
sors and rely on the immobilization of a bacterial population in
the vicinity of an oxygen sensor that can be either electrochemical
[6-8] or, more recently, optical [9]. Other systems rely on the use
of bioreactors where the sample to be analyzed and the biomass
are mixed together, and an oxygen sensor is introduced to mon-
itor the transient evolution of oxygen concentration [10]. In both
cases, there is a sufficient supply of oxygen to the sample so that the
sensors can measure a maximum signal in the absence of respira-
tion. Systems of the first kind allow a faster measurement because
the membrane contains higher bacterial concentrations than the
bioreactor/chemostat type, but they are less reproducible and each
membrane or constructed biofilm needs to be calibrated individ-
ually. On the other hand, BOD systems operating in a bioreactor
are more stable and reliable as the sensors can be replaced without
affecting the activity of the biomass, but they are bulkier than the
biosensor type, and less suitable for field work.

A recent approach introduced in bioreactor/chemostat systems
consists in the use of redox mediators, which overcomes the rate
limitations imposed by the relatively low oxygen saturation con-
centration in water, and is thought to extend the linear range of
current BOD biosensors [11,12]. This work describes the design of a
miniaturized respirometer that combines some of the advantages
of biofilm biosensors and bioreactor BOD sensors, aiming to pro-
vide BOD information within a few hours. This is possible thanks
to miniaturization and microfluidics. Miniaturization by itself does
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a) Classical bioreactor/chemostat b)

Immobilized biomass on c)
membrane or gel

Channel electrode with
biomass-sample chamber

N
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8 —_— 10
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Fig. 1. Classical BOD respirometric systems configurations. Schematic of classical BOD sensors and our proposed scheme; (a) a classical Clark-type electrode placed inside
a bioreactor; (b) modified Clark-type electrode with concentrated biomass around the electrode; (c) electrolyte channel and bioreactor chamber separated by an oxygen
permeable membrane. Notes: 1 - oxygen sensor; 2 — Teflon-type protection against electrode passivation; 3 - sample plus bacterial biomass; 4 - stirring; 5 — oxygen supply;
6 - membrane sandwich or gel immobilized bacterial biomass; 7 - sample without bacterial biomass; 8 - inflow of oxygen saturated electrolyte; 9 - oxygen permeable

membrane; 10 - outlet.

not necessarily imply faster reaction rates, but it allows the concen-
tration of biomass to be increased; i.e., bacteria may be collected
from a culture and re-suspended in a smaller volume. Also, minia-
turization facilitates the control on parameters such as temperature
and mass transport through microfluidics, and makes the transport
of dissolved reagents more efficient. The goal of this system is to
report short-time BOD, BODs: which, despite not exactly matching
a BODs reading [1], it usually correlates heavily with it.

The miniaturization of electrochemical systems is a very active
field of research [13-15] spanning from single microelectrodes
and microelectrode arrays [16], to lab-on-a-chip devices [17,18],
including fuel cells [19]. To the best of our knowledge, very few
works so far have addressed the fabrication of microfluidics-
based BOD sensors [20-22]. The novelty of Cho's work was both
in the polymeric material used to fabricate the device, and in
its disposable character. That microsystem comprised two twin
electrochemical oxygen sensors located in parallel chambers. The
electrodes were protected by a silicone membrane, and one of them
was subsequently modified by a thin agarose layer containing Tri-
chosporon cutaneum, a yeast.

The concept presented here differs from that of Cho et al. in
that it is a microfluidic version of the bioreactor and not strictly a
biosensor.

We began by optimizing the system geometry and membrane
to maximize oxygen transport to the biomass/sample chamber, so
that diffusion across the membrane did not become a limiting fac-
tor. We then studied the effect of reaction kinetics on the oxygen
concentration in the electrolyte channel and how flow rate is a key
variable that could be controlled to measure BODs: under a wide
concentration range of organics.

2. Model and simulation procedure

Fig. 1 depicts the two main types of BOD sensors and the respiro-
metric device presented in this paper. Our design consists of a
double flow cell in which two microchannels are separated by an
oxygen permeable membrane. One of the channels, the so-called
reaction chamber, holds the sample and microbial mixture and has
no flow during the experiment. The other channel, the electrolyte
channel, has a constant flow of electrolyte saturated with oxygen.
These two channels are separated by a thin oxygen-permeable
membrane. Oxygen diffuses from the electrolyte channel to the
reaction chamber, where it is consumed by the microbial aerobic
decomposition of the sample. Additionally, the membrane pre-
vents biological cells and other organics which might arrive to the

electrolyte channel and eventually passivate the electrodes in a
real system. This oxygen consumption establishes a concentration
gradient between both chambers that causes oxygen to permeate
from the electrolyte channel to the biomass chamber. The remain-
ing oxygen content is measured at the end of the electrolyte channel
and provides information on the overall respiration rate. The elec-
trolyte flow rate can be adjusted so that the oxygen concentration
measured by the sensor remains above a certain threshold to ensure
that oxygen is not limiting the reaction in the biomass chamber and
that there is no anaerobic activity.

2.1. Mathematical model

Our respirometer model accounts for three fundamental phe-
nomena, which are mass transport, respiration kinetics and
electrode kinetics.

2.1.1. Mass transport

The modes of mass transport operating in our system are dif-
fusion in the two chambers and the membrane, and convection by
laminar flow in the electrolyte channel.

The laminar flow in the electrolyte channel is described by the
Navier-Stokes equations for an incompressible Newtonian fluid:

p(uViu —nV2u+Vp=0

V.u=0 m

where p and 7 are the density and kinematic viscosity of the fluid,
respectively, u is the velocity vector and p is the pressure.

In addition, mass transport of dissolved species in the two cham-
bers and in the membrane [23,24] is described by:

% = —D;V2CuVG(; (2)
where C; and D; are the concentration and diffusion coefficient of
species i, respectively.

An additional reaction term, —r;, needs to be added to the mass
transport equation in the biomass chamber, to account for the con-
sumption of oxygen and organics. This term is described in detail
in the following section.

2.1.2. Respiration kinetics

Oxygen is consumed by bacteria as they metabolize aerobically
the organic matter present in the sample. We assumed that the
medium can be considered homogeneous - no suspended solids —
and a Michaelis-Menten-like mechanism where the bacteria first
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Table 1
Model boundary conditions.

Fluid flow Equations Boundary
x=0,y3<y<ys
0<x<ly=ys,y=ys
x=Ly3<y<ya

Species transport x=0,y3<y<ys
0<x<lLy=ya4
x=0,y1<y<y3
x=1,y1<y<y3

Deot:ma/m (% |h‘ = [0 ]FFettE _ y, [0, Jrembrane 0<x<l,y=ys
Dg(:'mbrum' ﬁ% ; _ Xblozlmembmnz _ X/[OZ]EIemmytf 0<x<ly=y;
3
Dg:'"'"""e % |,,7 _ Xb[o‘z]mmmm _ X[[Q}]bmreu(mr 0<x<l,y=y,
Dglzorzanur u% ‘h’ _ Xlloz]hmyen(mr — xp[0; membrane 0<x<l,y=y,
. 1
Electrode kinetics Do, % = k0, Xo<X<Xe,y=Y4

reach an equilibrium with the organic matter present and then take
up oxygen to decompose that matter into CO, and water:

ki

bacteria + organics = bact_org

k4 (3)
bact_org + 02ﬁ>bact +CO; + H,0

where bact is the number of microbial cells without reduced organic
matter in their cytosol, organics is the amount of organic matter as
function of the oxygen required to be degraded, bact_org represents
the microbial cells with reduced organic matter in its cytosol and
ki and k_; are the forward and backward reaction kinetic rates
respectively. k; is the irreversible kinetic rate for respiration, and O,
is the amount of oxygen present, CO, and H, O are the final products
of the reaction. Although this is oversimplifying the actual process,
it suffices for our simulation purposes: the design of a microsystem.
The activated sludge process, and in particular the aspects related
to its aerobic respiration, are thoroughly described in the literature,
and we would like to highlight the woks of Spanjers et al. [25-29].

The steady-state approximation to the above mechanism yields
the following rate equations for oxygen and organics:

dO,  —kqky Bacty - Organics - Oy

—_—l=— =2 < 4
dt k_1 + ky05 + ki Organics @
and
dOrganics . kq1(ky Organics +k_1) _ }
dt = Bacto - Organics { k_1 + ko0 + ki Organics ka g (5)

where, Bacty is the initial concentration of bacteria. Note that the
values of kq, k_1, and k, have been chosen arbitrarily.

2.1.3. Electrode kinetics
The last part in our model is the electrochemical detection of
oxygen at an electrode. The overall reaction is:

0, +4H" +4e” — 2H,0 (6)

The mechanism of this process is rather complex, as it involves
two separate two-electron steps and is pH dependent [23,30,31].
While Eq. (2) describes mass transport of oxygen to the electrode,
electron transfer is described by Butler-Volmer kinetics and the
current is calculated as:

Xe
I= nFDozw/ 90| gy (7)
0

B,

where w represents electrode width, and x. electrode length. F is
the Faraday constant, and Do, and n are the diffusion coefficient of
oxygen and the number of electrons involved in the process.

Table 1 summarizes the values used for the different constants
used in the simulations, and Table 2 summarizes the boundary
conditions.

To study the main transport phenomena in isolation, we first
looked at how oxygen crosses the membrane in an “infinitely” long
respirometer. Next, we considered the consumption of oxygen at
the biomass chamber and, last, we studied the best placement for
the electrochemical oxygen sensor. Note that although the concen-
tration of dissolved oxygen is strongly dependent on temperature
and salinity of the solution, we did not consider these parameters
as input variables in our model for convenience.

2.2. Meshing and accuracy

Meshing is crucial to finite element methods (FEM) as it controls
the accuracy of the results [32]. We are aware of the limitations
of the method and have taken the steps to achieve results that
are accurate between 1% and 0.5% unless otherwise stated. Sim-
ulated currents were compared with those predicted by the Levich
expression [33] for a microband inside a single microchannel.

Three model features forced us to work with a greater num-
ber of nodes, which increased the calculation requirements. The
first was that the ratio between magnitudes in the x and y
directions was about three orders of magnitude (/=13 cm versus
125<h<300 pm), which meant that to avoid the propagation of
significant errors along the simulation domains we needed to work
with very fine elements over an extensive domain. The second fac-
tor was the need to minimize the sources of error in the calculation
of oxygen fluxes across the membrane domain, where particularly
fine meshes were used. Third, the strong oxygen concentration gra-
dients at the electrode-solution boundary also required a refined
mesh. Taking the previous considerations into account, meshes
ranging from 14 x 104 to over 45 x 10* triangular elements, with a
minimum element quality ranging from 0.78 to 0.84, and an average
mesh quality ranging from 0.98 to 0.99 were used in the different
models [34]. We would like to stress that achieving an outstand-
ing accuracy for each configuration tested was not the main aim of
this work. The main aim was to obtain a semi-quantitative picture
of the performance of the system under a range of configurations,
and obtain design guidelines for the fabrication of a real system.

Simulations were run in COMSOL multiphysics v.4.1 running on
Linux OpenSuse on a SUN X2200 M2 workstation (64 Gb RAM at
2.2 GHz clock speed dual Quad Core AMD Opteron 2354).

2.3. Modeling procedure

The aim of this work is to aid in the design of a novel
microrespirometer. To that purpose we limited the scope of the
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Table 2

Parameters and values used in the models.
Parameter Description Value Units Source

m. effects? Reaction® Electrical®
Geometry
hy Height of reaction chamber 50 50 50-100 mm This work
hy Tightness of membrane 25-75-200 25 25 10%m This work
h3 Height of electrolyte channel 50 50 50-100-150 10%m This work
L Total length 0.13 0.05 0.05 m This work
Mass transport
Vin Mean fluid velocity 40 4-8-12-16 10~ m/s This work
T Temperature 293.2 293.2 293.2 K This work
Sal Salinity 5 5 5 kg/m? This work
Sat Oxygen at saturation 0.5631 0.5631 0.5631 mole/m? [44]
Co-O2-chan Initial concentration of O, at channel Sat Sat Sat mole/m? This work
Cp-0y.1C Initial concentration of O, at reaction chamber 0 0 0 mole/m? This work
Co-BOD Initial concentration of BOD at reaction chamber - 30-300-3,000 300 g/m? This work
Doz-w Diffusion coefficient of O, in water 3.5%x107° 3.5x1079 35%x107° m?[s [45]
Doz.m Diffusion coefficient of O, in the membrane 3.0 PDMS 3.0 PDMS 3.0 PDMS m?[s [39,40]
0.015 PTFE - - [36-38]

Dgop-W Diffusion coefficient of BOD in water - 1x10°9 1x10°° m?[s This work
Dgop-m Diffusion coefficient of BOD in the membrane - 0 0 m?[s This work
Reactions
bact Bacterial concentration - 1x10" 1x10" cells/m? This work
CONSthact Bacterial maximum respiration rate - 1.04167 x 1016 1.04167 x 1016 mol O,/s 23]
13 Equation XX forward constant - 1x10° 1x10° 1/s This work
k1 Equation XX backward constant - 5x 102 5x10% 1/s This work
ky Equation XX forward constant - 1.25 x 108 1.25x 108 1/s This work
Electrical model
R Initial concentration of R at channel - - 1x1077 mole/m? This work
n Number of electrons in the reaction - - 1 This work
Eo Standard potential - - 0 v
DrW Diffusion coefficient of R in water - - 35x107° m?[s
ks Electronic transference constant - - 1 m/s
a Charge transference coefficient - - 0.5
Eeq Equilibrium potential, O/R - - 0.3926 v
Jo Exchange current density - - 2373 x10°° A/m?

2 Models on membrane effects.
b Models with reaction.
© Models with reactions and electrode.

simulation to existing materials and geometries that are amenable
to fabrication using microfabrication and rapid prototyping tech-
niques [35]. PTFE and silicone membranes have been considered, as
they are both permeable to oxygen and can be found commercially
in a wide range of thicknesses.

The first task was to compare the oxygen diffusion time across
both membrane materials into the biomass chamber to find out
how much can oxygen transport across the membrane limit the
response time of the respirometer. Next, we introduced a respi-
ration reaction in the biomass chamber and simulated different
organic loadings. After this, we studied the effect of electrolyte
flow-rate on reaction kinetics, as it modulates the concentration
of oxygen available in the biomass chamber. Channel height was
another design parameter because it affects reaction rates through
available oxygen. Last, we studied the effect of the presence of an
electrochemical oxygen sensor, and we found the fabrication of a
miniaturized respirometric device for semi-continuous measure-
ments feasible.

3. Results and discussion
3.1. Oxygen transport

One key requirement of any respirometric device is that oxy-
gen supply does not limit the respiration rate of the biomass. In
our system this means that oxygen transport across the membrane
separating electrolyte and biomass chambers is sufficiently fast to
prevent the onset of anaerobic conditions in the biomass cham-
ber. In this section we analyze data from the bottom of the biomass

chamber because that is where the most limiting conditions may be
found in a real system. Fig. 2 shows a side-view diagram of the sys-
tem with the various model features. The points highlighted show
the locations where the concentrations of the different species were
studied.

Fig. 3 shows transient oxygen concentration profiles at dif-
ferent distances from the electrolyte inlet (the transient oxygen

4 0 13 1 Tm— 2
! +  Elmctrigyte charned Lot P el (#FLp - i
s brwia =
3 e v 20
2 [EEN—— 18
m - - '.hu—u-a‘l.l-r--\.
chambadt ] 12 15
1 5 & TA 11 14 17 18

Fig. 2. Schematic side-view diagram of the device (x and y axes are not at same
scale). The scheme shows the model subdomains and the physics applied on them.
The sampling points for results figures are: concentration of organics at reaction
chamber, points 2, 9, 12, 15 and 18; concentration of oxygen at reaction chamber,
points 5, 6, 7 and 17; concentration of oxygen at electrolyte channel, points 4, 10,
13, 16 and 21. In gray, mean dimensions used at text are shown, L: total length
(0.05 m formodels with reaction, and 0.13 m for models of fluidics only); h; : reaction
chamber height; h,: membrane height; hs: electrolyte channel height. See text and
tables for further details.
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Fig. 3. Concentration of oxygen in mM, without reaction at points 5, 6, 7, and 11. Note that x-axis is a log;o scale. (a)-(c): correspond to PDMS with a thickness of 25, 75
and 200 pm respectively. (d)-(f): correspond to PTFE with a thickness of 25, 75 and 200 m respectively. The line “Sat” denotes the limit of oxygen content at saturation

(0.563 mole/m?). See text for further details.

concentration surfaces corresponding to Figs. 5 and 8 are provided
as movies in supplementary materials section). The figure shows
simulated data for PTFE and PDMS, materials commonly found in
fuel cells and gas sensors. We studied three different thicknesses:
25, 75 and 200 pm. In this case the heights of the electrolyte and
biomass chamber have been set equal to 100 wm, and the elec-
trolyte flows with a linear velocity of 1 mm/s. These are all values
that can be typically found in microfluidic devices. The effect of flow
and respiration rates will be addressed separately.

To model the two materials, we played with their reported
oxygen permeabilities and membrane thickness. Fig. 3 shows that
oxygen transport through PTFE is slower than through PDMS. This
is already hinted by the values found in literature for PTFE at
room temperature (25°C), 1.2 x 107! to 2.8 x 10719 m?/s, while
values for PDMS at 25 °C range from 5.4 x 10719 t0 3.55 x 10-9 m?/s
[36-41]. We used the mean values (excluding the extremes) in our
simulations. Fig. 3 shows an interesting contrast between mem-
brane materials.

The higher permeability, and the faster diffusion of oxygen, dis-
played by PDMS membranes bring about a fast drop in the oxygen
concentration in the electrolyte channel until the biomass chamber
fills up. Thus, the oxygen concentration profile advances at a similar
velocity along the microchannel and inside the biomass chamber.

On the other hand, the lower oxygen diffusion rate across PTFE
results in the biomass chamber gradually filling up more or less
at the same rate everywhere, while oxygen is not significantly
depleted anywhere in the electrolyte channel. In addition, the faster
permeability in PDMS also affects this “filling” time. Fig. 3 shows
that PDMS membranes not only reach the saturation level faster,
but that the oxygen concentration in the biomass chamber is also
significantly higher throughout the experiment.

The most obvious effect of increasing membrane thickness is
the delay in diffusion time from the electrolyte channel into the
biomass chamber. In fact, in the case of PTFE membranes, as mem-
brane thickness increases, the oxygen concentration in the biomass
chamber stops reaching the saturation level found in the electrolyte
solution during the simulated time. PDMS membranes, on the other
hand, see a response delay on increasing membrane thickness,
but the oxygen supplied by the electrolyte eventually becomes
fully available throughout the biomass chamber. In other words,
as membrane thickness increases the amount of oxygen available
to the biomass chamber decreases. PDMS-based respirometers may
allow for shorter analysis times if the electrolyte flow rate increases,
as more oxygen is made available more quickly. This can be partic-
ularly interesting when thicker membranes need to be used, or if a
sample analyzed is rich in organic matter.

3.2. Respiration kinetics

In our model, the rate of respiration is a function of both oxygen
and organic matter available, as we consider a constant bacterial
concentration set at 10% cfumL~", such as can be routinely found
in stationary phase cultures, and higher concentrations may be
accessible when dealing with immobilized or highly agglomerated
bacteria [23]. The literature describes how the rate of organic mat-
ter degradation and, consequently, the rate of oxygen consumption,
depend on the type and concentration of organic matter and on
the type and growth (and so richness) of the microbial population
[1,26,42], so modulating the biomass concentration should provide
additional control over the respiration rate. On the other hand,
too high a concentration of bacteria may be counterproductive,
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Fig. 4. Concentrations of organics and O, at models with reaction, rate x;. Concentrations of organics and O, at models with reaction. The figure shows results for 30, 300
and 3000 mg/1 (1.87, 18.71 and 187.18 mole/m? respectively) of BOD as initial loading of the device. (a), (d) and (g): concentration dynamics of BOD at reaction chamber; (b),
(e) and (h): concentration dynamics of O, at reaction chamber; (c), (f) and (i): concentration dynamics of O, at electrolyte channel.

as oxygen may be turned into a limiting factor regardless of elec-
trolyte flow rate and oxygen concentration in it.

Fig. 4 shows data for the consumption of organic matter at dif-
ferent initial concentrations of BOD of 30, 300 and 3000 mg/l and
an electrolyte flow of 0.15 pl min~!. The same figure shows the cor-
responding oxygen concentrations in the biomass chamber (points
5,6,11 and 17 in Fig. 2) and in the electrolyte channel (points 4, 10,
13, 16 and 21 in Fig. 2).

The three initial concentrations chosen for the organic mat-
ter correspond to three usual loadings found in real situations:
a wastewater treatment plant discharge (30 ppm), typical urban
waste water (300 ppm), and agricultural or industrial waste-waters
(3000 ppm).

Fig. 4 shows that in our simulations, it takes about an hour to
digest the sample at 30 ppm organic matter when oxygen-saturated
electrolyte flows at 0.15 pl min~1, an extremely low flow-rate even
for microfluidic systems. In the other two cases, however, the sam-
ple is only partially digested after 2 h. This may seem discouraging
at first, because we are seeking to determine the BOD level in the
shortest possible time. However, the rate of the reaction may be
speeded up by increasing the flow rate of the electrolyte supplying
oxygen.

Respirometers do not monitor organic matter concentration, but
the evolution of the dissolved oxygen concentration in the system.
Fig. 4b, e and h shows that the oxygen concentration curves in the
biomass chamber and in the electrolyte channel are very similar.
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Fig. 5. Concentrations of organics and O, at models with reaction, flow rate of 0.3, 0.45 and 0.60 I min~! Concentrations of organics and O at models with reaction. The
figure shows results for 300 mg/l (18.71 mole/m?) of BOD as initial loading of the device with flows of 0.3, 0.45 and 0.60 ul min~"'. (a), (d) and (g): concentration dynamics of
BOD at reaction chamber; (b), (e) and (h): concentration dynamics of O, at reaction chamber; (c), (f) and (i): concentration dynamics of O, at electrolyte channel. See text for

further details.

In all cases, the oxygen concentration drops abruptly at the begin-
ning of the measurement, but it gradually returns to the saturation
value as the amount of organic matter in the biomass chamber dis-
appears. Thus, by monitoring the oxygen concentration over time
it is possible to estimate the biomass concentration, provided that
we know the kinetics of the reaction. We will come back to this
later on, as it is one of the main assumptions of the model, and is
likely to become one of the main limitations of the physical system.

We would like to discuss another two important features shown
by Figs. 4-6. First, the figures show again the importance of the
membrane. These data were obtained from simulations where the
membrane was 25 pm thick PDMS. In spite of this, oxygen concen-
tration changes in the biomass chamber take time to be noticed in

the electrolyte channel. This effect was described in the previous
section, and it is one of the factors controlling the response time of
the respirometer. The second feature worth discussing is the low
oxygen concentration that may be found in the biomass chamber,
particularly at higher organic matter concentrations. This can have
a particularly negative effect on the respirometer performance, as
it may bring about a switch to anaerobic respiration. However, it
can be prevented by increasing the electrolyte flow rate, which will
increase the oxygen supply to the biomass chamber, or by diluting
the sample. In these cases we prescribe the use of thinner PDMS
membranes.

This is shown in Fig. 5(b, e and h), where the electrolyte flow-
rate has been increased twice, 3 times, and 4 times, implying flows
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Fig. 6. Concentrations of organics and O, at models with reaction, with modified channels heights. Concentrations of organics and O, at models with reaction. The figure
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BOD at reaction chamber; (b) and (e): concentration dynamics of O, at reaction chamber; (c) and (f): concentration dynamics of O; at electrolyte channel. See text for further

details.

of 0.3, 0.45 and 0.6 pl min~! respectively, so that the amount of
oxygen available does not drop below the threshold of anaerobic
activity (Fig. 5h, point 17). Also, by increasing the oxygen concen-
tration in the biomass chamber, increasing the electrolyte flow-rate
also shortens the time to consume the organic matter present, and
hence the analysis time. These results suggest that, by adjusting
the electrolyte flow-rate and the channel length, it may be possible
to ensure that there is enough oxygen in the biomass chamber to
guarantee the reliability of the results. If the membrane is robust
enough, we would recommend using higher flow rates (up to tens
of plmin~1) to ensure that oxygen is never rate limiting.

In addition to electrolyte flow-rate, we also studied the effect of
channel geometry, as it will also have an impact on the amount of
oxygen available, and hence in the response time of the respirom-
eter. Fig. 6 presents data at an organics initial concentration of
300 mg/l, and different flow-rates and channel heights.

For Fig. 6 with 0.6 p.lmin*1 flow, subfigure a, h; =100 and
h3 =50 um, shows a slowing pattern (compare with Fig. 5a) due
to the reduced ratio between biomass chamber and electrolyte
channel which implies a smaller amount of oxygen entering the
system.

For hy =100 and h3 =100, the results are very similar to those
obtained at Fig. 5g. This shows only a slight delay in reaction due
to the larges distances in the system to be traveled by oxygen by
diffusion, but overall shows that increasing from 50 to 100 wm both

channel and biomass chamber have no significant differences, and
have similar device features.

3.3. Oxygen detection

The respirometer presented in this article monitors oxygen con-
centration changes in the electrolyte channel. For practical reasons,
the sensor needs to be placed at the top end of the electrolyte
channel, so that it does not affect the rate of the bacterial respi-
ration. This is because since oxygen is monitored via its reduction
current, which means that it is partially depleted by the working
electrode. This consumption of oxygen by the electrode is normally
not an issue in large-scale devices, but in this miniaturized device
the effect is not negligible.

This is shown in Fig. 7, where a 75 wum-wide microband is placed
near the inlet of a channel of heights ranging from 50 (a) up to 150
(c) pm. The figure shows how the presence of a working electrode
affects the concentration of oxygen in the channel at a given flow-
rate. The figure shows how as the channel size decreases, the effect
of the working electrode becomes more significant, as it depletes
between 20% and 60% of the oxygen passing through the channel.
Because of this, it is obvious that the best place for such a sen-
sor is at the end of the electrolyte channel, once the biomass has
taken the oxygen it needs. Alternative ways to decrease the relative
amount of oxygen consumed by the electrochemical sensor and to
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increase the magnitude of the measured current, are to increase the
electrolyte flow-rate [43].

Placing the sensor at the end of the electrolyte channel poses an
additional advantage, as the biomass has had both more oxygen and
more time available to react, and hence the oxygen concentration
leaving the electrolyte channel is likely to be lower, which makes
the rate of respiration easier to measure at low levels of organic
matter.

The curves to be analyzed must fulfill two antagonistic key con-
ditions: first, there needs to be a minimum concentration of oxygen
throughout the experiment in order to prevent erroneous BOD
readings. Second, the oxygen concentration drop should be suffi-
ciently large for the data recorded by the sensor to be meaningful.

Oxygen reduction current signals will follow a typical Monod
curve. First, the signal decayed due to oxygen consumption of by
microbes and the delay of channel recovering the inlet concen-
tration, which was controlled by electrolyte flow-rate and oxygen
diffusion across the membrane. Next, a pseudo-equilibrium was
established when the organic matter was present in excess and
its degradation rate remained nearly constant at this maximum.
Last, the oxygen concentration came back to the saturation level of

oxygen once the organic matter had been consumed by the
biomass. The total amount of oxygen consumed by the biomass
could be easily established integrating over time the difference
between the saturation concentration, which was the oxygen con-
centration entering the system, and the concentration measured
by the sensor, until the oxygen saturation level was recovered.

We last simulated the whole system, with the electrolyte flow-
ing at 1.2 plmin~1, the biomass acting on a sample loaded with
300 ppm organic matter, and the oxygen sensor “switched on”. The
results are shown in Fig. 8, where in addition to the concentration
profiles for organics, dissolved oxygen in the biomass chamber, and
dissolved oxygen in the electrolyte channel, we also show the the-
oretical current that the sensor will read when placed at the end
of the electrolyte channel. As the figure shows, the current tran-
sient followed the evolution of the oxygen concentration during
the reaction. Fig. 8d predicts the current magnitude to range from
a maximum value of 260 nA at oxygen saturation, down to about
20 nA when the oxygen concentration is at its expected minimum.
These current values can be easily measured using a conventional
potentiostat, so the construction of a system using the size specifi-
cations given here should be feasible.
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4. Conclusions

We have designed a new concept respirometer for semi-
continuous measurements of organic matter content in water
samples using finite element simulations. In this system, the sample
and the biomass are in a chamber on the other side of the mem-
brane. In the presence of organic matter, the bacterial population
uses oxygen as final electron acceptor, which transport rate across
the membrane is key. Oxygen transport to the biomass chamber
needs to be fast to prevent the onset of anaerobic respiration and
also to allow a rapid decomposition, and hence the estimation of
the BOD content in the sample. The oxygen transport properties
of PDMS make it a more suitable material than PTFE for the con-
struction of respirometers when high organic loadings need to be
analyzed, as thicker membranes may be used. In any case, oxy-
gen supply may be controlled through the electrolyte flow-rate,
which may in turn be used in the estimation of the BOD or of kinetic
parameters related to the respiration.

The simulations presented here have yielded semi-quantitative
answers before the physical device is constructed, such as (i) opti-
mum thickness and diffusivity across membranes, (ii) effect of
system geometry and flow velocities and, (iii) optimum sensor con-
figuration. This information is extremely valuable for prototyping
purposes, saving time and money, and helping to define the lim-
its and main bottlenecks that can be expected to be found during
subsequent implementation work.

Although this approach seems to allow for respiration monitor-
ing, a real system will require the parallel use of several units such
as the one described here, in order to know (i) the sensor reading
of the sample in the absence of microbial population as a blank

control, (ii) the basal respiration rate of the microbial population in
the absence of sample or other organic matter, and (iii) the respira-
tion rate of the microbial population in the presence of a solution
containing a known amount of organic matter, such as glucose or
acetate, acting as an overall control. Additionally a study of correla-
tion between this device results and other conventional techniques
such as BODs and COD must be done, to relate the results to the
well-established analytical methods.
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Abstract: This paper presents the design of a
miniaturized electrochemical respirometer to
monitor organic content in water samples semi-
continuously, in contrast to current Biochemical
Oxygen Demand, BOD, methods. We
demonstrate the use of finite element method
simulations as design tool for a novel concept
microfluidic respirometer. The device is based
on a flow cell separated by a thin membrane
from a bioreactor. Simulations show that once
membrane material and thickness are chosen,
oxygen supply rate still provides sufficient
flexibility to allow the measurement of samples
spanning a very wide range of organic matter
concentrations. The design presented here uses
an electrochemical oxygen sensor, and the whole
system is amenable to fabrication using standard
microfabrication  and  rapid  prototyping
techniques.

Keywords:  Modeling, BOD  biosensor,
Respirometry, Electrochemistry, Microfluidics,
Finite Element Method.

1. Introduction

This work focuses on the design of a novel
miniaturized  system for the continuous
determination of BODst (short-time Biological
Oxygen Demand) in aqueous samples. The
determination of BOD consists on the oxidation
of organic matter by living organisms. After an
adaptation time the amount of oxygen consumed
over a typical period of 5 days is determined.
This long analysis time makes BODs expensive
and unsuitable for process control, and opens a
window of opportunity to rapid methods [1].
Perhaps the first example of a rapid BOD sensor
was presented in 1977 [2]. Karube et al.
Karube’s method was reportedly able to provide
close BOD estimates within 1 hour.

The evolution of so-called rapid BOD
methods has been recently reviewed by
Ponomareva et al. [3]. This work describes the
design of a miniaturized respirometer that
combines some of the advantages of biofilm
biosensors and bioreactor BOD sensors, aiming
to provide BOD information within a few hours.
This is possible thanks to miniaturization and
microfluidics.

1.1 Device description

Broadly, our concept consists in a flow cell
where two media separated by an oxygen
permeable membrane run together, and different
oxygen sensors placed before and after the
membrane measure oxygen supply and
consumption. An oxygen-saturated electrolyte
flows through one of the channels, in which an
oxygen sensor is placed downstream. The second
channel is filled with a mixture of biomass and
the sample to be analyzed. This biomass/sample
mixture  remains  stagnant  during  the
measurement, while a thin oxygen membrane
allows the diffusion of oxygen from the
electrolyte channel to it.

Electrolyte flow rate and membrane
thickness control the transport of oxygen to the
biomass chamber, where it is consumed. The
electrolyte flowing in is saturated with oxygen.
As the electrolyte flows through the channel,
oxygen diffuses across a thin membrane towards
the biomass chamber where it is consumed by
the biomass in the presence of organic matter.
This drop in oxygen concentration inside the
electrolyte channel is measured
amperometrically at the end of the channel,
which provides direct information on the
respiration rate of the biomass and tells whether
the electrolyte flow rate is adequate
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Figure 1: Schematic side-view diagram of the device (x and
y axis are not at same scale). The scheme shows main
subdomains and the physics applied at each subdomain. L:
total lengt; h1: reaction chamber height; h2: membrane
height; h3: Electrolyte channel height. See text and tables for
further details.

2. Use of COMSOL Multiphysics

Figure 1 depicts a schematic draw of the
subdomains, boundaries and modules used to
solve the present model. Numbers in figures
correspond to numbers specified in graphics.

2.1 Mathematical model

The respirometer model accounts for three
fundamental phenomena, which are mass
transport, respiration kinetics and electrode
kinetics.

a) Mass transport

The modes of mass transport operating in our
system are diffusion in the two chambers and the
membrane, and convection by laminar flow in
the electrolyte channel.
The laminar flow in the electrolyte channel is
described by the Navier-Stokes equations for an
incompressible Newtonian fluid:

p(UV)u-5veu+vp=0

V-u=0

Where p and 7 are the density and kinematic
viscosity of the fluid, u is the velocity vector and
p is pressure.

@

In addition, mass transport of dissolved
species in the two chambers and in the
membrane is described by:

aC,

ot
Where C; and D; are the concentration and
diffusion coefficient of species i.

=-D,V’C, +uvC, ®)

An additional reaction term, -r;, needs to be
added to the mass transport equation in the
biomass chamber, to account for the
consumption of oxygen and organics. This term
is described in detail in the following section.

Transport of oxygen across the membrane is
modeled using the approach described in
previously published works. [4,5]

b) Respiration kinetics

Oxygen is consumed by bacteria as they
metabolize aerobically the organic matter present
in the sample. We are assuming that the medium
can be considered homogeneous —no suspended
solids- and a Michaelis-Menten-like mechanism
where the bacteria first reach an equilibrium with
the organic matter present and then take up
oxygen to decompose that matter into CO, and
water:

bacteria+organics:ﬁbact_org @)

bact _ org +0,——>bact +CO, + H,0

Where bact is the number of microbial cells
without reduced organic matter in their cytosol,
organics is the amount of organic matter as
function of the oxygen required to be degraded,
bact_org represents the microbial cells with
reduced organic matter in its cytosol and k; and
k.1 are the forward and backward reaction kinetic
rates respectively. k, is the Kkinetic rate for
respiration, treated as an irreversible process, and
O, is the amount of oxygen present, CO, and
H,0 are the final products of the reaction.

Although this is oversimplifying what really
goes on in the process, it suffices for the purpose
of our model, which is the design of a
microsystem.

Applying the steady-state approximation to
the above mechanism yields the following rate
equations for oxygen and organics:

do, _ -kk,Bact, -Organics-O, ®)
dt k_, +k,0, +kOrganics
And

i k, (k,Organics +k (6)
JOMANES _ gy Orgaics [k (kOrganics +k.,)]

k., +k,0, +kOrganics

Where: Bact, is the initial concentration of
bacteria.
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c) Electrode Kinetics

The last part in our model is the
electrochemical detection of oxygen at an
electrode. The overall reaction is:

0, +4H" +4e” —2H,0 m

While equation 3 above describes mass
transport of oxygen to the electrode, electron
transfer is described by the Butler-Volmer
equation and the current is calculated as:

% 00,
| =nFD, W[ —2| dx ®)
2 0 ay
y=0

Were w represents electrode width, and x.
electrode length, respectively. F is the Faraday
constant, and Do, and n are the diffusion
coefficient of oxygen and the number of
electrons involved in the process.

Table 1 summarizes the values used for the
different constants used in the simulations, and
Table 2 summarizes the boundary conditions.

We followed a step-by-step approach to the
simulation of this respirometer so that the main
physical phenomena could be studied in
isolation. First we looked at how oxygen crosses
the membrane in an “infinitely” long
respirometer.  Next, we considered the
consumption of oxygen at the biomass chamber
and, last, we studied the best placement for the
electrochemical oxygen sensor.

2.2 Meshing and accuracy

Meshing is crucial to Finite Element
Methods (FEM) as it controls the accuracy of the
results. [6] We are aware of the limitations of the
method and have taken the steps to achieve
results that are accurate to between 1% and 0.5%
unless otherwise stated. Simulated currents were
compared with those predicted by the Levich
expression [7] for a microband inside a single
microchannel.

In general, three model features forced us to
work with a greater number of nodes, which
increased the number of degrees of freedom in
the simulations and the calculation requirements.
The first was that the ratio between magnitudes
in the x and y directions was about three orders
of magnitude (1=13 cm versus 125 <h< 300 pum),

which means that to avoid the propagation of
significant errors along the simulation domains
we needed to work with very fine elements over
an extensive domain. Another important factor
was the need to minimize the sources of error in
the calculation of oxygen fluxes across the
membrane domain, where particularly fine
meshes were used. The third region where a fine
mesh was mandatory was at the electrode-
solution boundary, where a strong oxygen
concentration gradient exists and the flux of
oxygen towards the electrode needs to be
calculated with high accuracy. Taking the
previous considerations into account, meshes
ranging from 14x10* to over 45x10* triangular
elements, with a minimum element quality
ranging from 0.78 to 0.84, and an average mesh
quality ranging from 0.98 to 0.99 were used in
the different models. [8]

Last, simulations were run in COMSOL
multiphysics v.4.1 running on Linux OpenSuse
on a SUN X2200 M2 workstation (64 Gb RAM
at 2,2 GHz clock speed dual Quad Core AMD
Opteron 2354).

2.3 Modeling and procedure

To solve the problem under study, we first
have solved the laminar flow of the electrolyte
channel using a stationary approach. We have
used a direct MUMPS solver with a relative
tolerance of 1-10°°.

Then we have introduced the results of this
stationary solution as input solution for the time
dependent solver. Here a MUMPS solver with an
absolute tolerance of 1-107, time stepping using
BDF method with maximum order 3 has been
used to solve the mass transport and oxygen
reaction in the electrolyte channel, membrane
and reaction chamber subdomains.

The electrode response has been directly
calculated at the electrode boundary and an
integration considering the z axis has been
established to calculate the overall current
generated in the electrode.

3. Results and discussion

3.1 Oxygen transport

One key requirement of any respirometric
device is that oxygen supply does not limit the
respiration rate of the biomass. In our system this
means that oxygen transport across the
membrane separating electrolyte and biomass
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Fig. 2. Concensrations of orgamics and 02 &t models with reaction, with modified channcls heights, Comcentrations of
onganics and O2 at models with reaction. The figure shows results for 300 mg/l (18,71 mole/m3) of BOD as initial loading
of the device with Bows of 0.60 | min—1 god different b1 and 13, (3) and (d): concentration dynamics of BOD 3t reaction
chamber; (b) and (e} concentration dymamics of 02 at reaction chamber; (¢) and (f). concentration dymamsics of O2 at

electrolyte channel. See text for flnher details

chambers is sufficiently fast to prevent the onset
of anaerobic conditions in the biomass chamber.
In this section we analyze data from the bottom
of the biomass chamber because, as it is farthest
from the membrane, it is where more limiting
conditions may be found in a real system. Figure
1 shows a side-view diagram of the system
where the various model features. The points
highlighted show the locations where the
concentrations of the different species were
studied.

We studied three different thicknesses: 25,
75 and 200 microns. In this case the heights of
the electrolyte and biomass chamber have been
set equal to 100 microns, and the electrolyte
flows with a linear velocity of 1 mm/s. These are
all values that can be typically found in
microfluidic devices. The effect of flow and
respiration rates will be addressed separately.

To model the two materials, we played with
their reported oxygen permeabilities and
membrane thickness.

The higher permeability and the faster
diffusion of oxygen displayed by PDMS
membranes, brings about a fast drop in the
oxygen concentration in the electrolyte channel
until the biomass chamber fills up. Thus, the
oxygen concentration profile advances at a
similar velocity along the microchannel and
inside the biomass chamber.

On the other hand, the lower oxygen
diffusion rate across PTFE results in the biomass
chamber gradually filling up more or less at the
same rate everywhere, while oxygen is not
significantly depleted anywhere in the electrolyte
channel. In terms of membrane thickness, a set
of three thicknesses that are either commercially
available, have been chosen for the simulations:
25, 75 and 200 um. The most obvious effect of
increasing membrane thickness is the delay in
diffusion time from the electrolyte channel into
the biomass chamber. In fact, in the case of
PTFE membranes, as membrane thickness
increases beyond a certain limit, the oxygen
concentration in the biomass chamber does not
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reach the saturation level found in the electrolyte
solution during the simulated time. PDMS
membranes, on the other hand, see a response
delay on increasing membrane thickness, but the
oxygen supplied by the electrolyte eventually
becomes fully available throughout the biomass
chamber. In the next section, we study the
behavior of this microrespirometric device when
the biomass chamber contains a microbial
population in contact with samples of different
organic matter concentrations.

3.2 Respiration kinetics

In our model, the rate of respiration is a
function of both oxygen and organic matter
concentration available, as we consider a
constant bacterial concentration set at 10° cfu
mL?, and higher concentrations may be
accessible when dealing with immobilized or
highly agglomerated bacteria. The literature
describes how the rate of organic matter
degradation and, consequently, the rate of
oxygen consumption, depend on the type and
concentration of organic matter and on the type
and growth (and so richness) of the microbial
population, [1, 9, 10] so modulating the biomass
concentration should provide some additional
control over the respiration rate. On the other
hand, having too high a concentration of bacteria
may be counterproductive, as oxygen may be
turned into a limiting factor regardless of
electrolyte flow rate and oxygen concentration in
it.

The three initial concentrations chosen for
the organic matter correspond to three usual
loadings found in real situations; a wastewater
treatment plant discharge (30 ppm), typical urban
waste water (300 ppm) and levels of 3000 ppm
may be found in agricultural or industrial waste-
waters.

In all cases, the oxygen concentration drops
abruptly at the beginning of the measurement,
but it gradually returns to the saturation value as
the amount of organic matter in the biomass
chamber disappears. Thus, by monitoring the
oxygen concentration over time it is possible to
estimate the biomass concentration, provided
that we know the kinetics of the reaction. We
will come back to this later on, as it is one of the
main assumptions of the model, and is likely to
become one of the main limitations of the
physical system.

By increasing the oxygen concentration in
the biomass chamber, increasing the electrolyte
flow-rate also shortens the time to consume the
organic matter present, and hence the analysis
time. These results suggest that, by adjusting the
electrolyte flow-rate and the channel length, it
may be possible to ensure that there is enough
oxygen in the biomass chamber to guarantee the
reliability of the results. If the membrane is
robust enough, we would recommend using
higher flow rates (up to tens of pLmin™) to
ensure that oxygen is never rate limiting.

In addition to electrolyte flow-rate, we also
studied the effect of channel geometry, as it will
also have an impact on the amount of oxygen
available, and hence in the response time of the
respirometer. Figure 2 presents data at an
organics initial concentration of 300 mg/l, and a
flow-rate of 0.6 uLmin™for h3 = 50 microns and
1.2 uLmin™*for h3 = 100 microns, but with a) hy=
100 microns and hs= 50 microns, and b) h;=100
microns and h3=100 microns.

Channel sizes 100 microns and greater might
allow the use of less stringent filtering steps and
of bigger organisms, such as yeasts.

3.3 Oxygen detection

The respirometer presented in this article
monitors oxygen concentration changes in the
electrolyte channel. For practical reasons, the
sensor needs to be placed at the top end of the
electrolyte channel, so that it does not affect the
rate of the bacterial respiration. This is because
since oxygen is monitored via its reduction
current, which means that it is partially depleted
by the working electrode. This consumption of
oxygen by the electrode is normally not an issue
in large-scale devices, but in this miniaturized
device the effect is not negligible.
This is shown in Figure 3, where a 75 micron-
wide microband is placed near the inlet of a
channel of heights ranging from 50 (a) up to 150
(c) microns. The figure shows how the presence
of a working electrode affects the concentration
of oxygen in the channel at a given flow-rate.
The figure 3 shows how as the biomass has taken
the oxygen it needs. An alternative way to
decrease the relative amount of oxygen
consumed by the electrochemical sensor and to
increase the magnitude of the measured current,
is to increase the electrolyte flow-rate. [11]
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Placing the sensor at the end of the
electrolyte  channel poses an additional
advantage, as the biomass has had both more
oxygen and more time available to react, and
hence the oxygen concentration leaving the
electrolyte channel is likely to be lower, which
makes the rate of respiration easier to measure at
low levels of organic matter. The curves to be
analyzed must fulfill two key conditions: first,
there needs to be a minimum concentration of
oxygen throughout the experiment in order to
prevent erroneous BOD readings. Second, the
oxygen concentration drop should be sufficiently
large for the data recorded by the sensor to be
meaningful.

Oxygen reduction current signals will follow
a typical Monod curve. First, the signal decays
due to oxygen consumption of by microbes and
the delay of channel recovering the inlet
concentration, which is controlled by electrolyte
flow-rate and oxygen diffusion across the
membrane.  Next, a  pseudo-equilibrium
establishes when the organic matter is present in
excess and its degradation rate is kept more or
less constant at this maximum. Last, the oxygen
concentration comes back to the saturation level
of oxygen once the organic matter has been
consumed by the biomass. The total amount of
oxygen consumed by the biomass can be easily
established integrating over time the difference
between the saturation concentration, which is
the oxygen concentration entering the system,
and the concentration measured by the sensor,
until the oxygen saturation level is recovered.

This model predicts the current magnitude to
range from a maximum value of 260 nA at
oxygen saturation, down to about 20 nA when
the oxygen concentration is at its expected
minimum. These current values can be easily
measured using a conventional potentiostat, so
the construction of a system using the size
specifications given here should be feasible.

4. Conclusions

We have designed a new concept
respirometer for semi-continuous measurements
of organic matter content in water samples using
finite element simulations. In this system, the
sample and the biomass are in a chamber on the
other side of the membrane. In the presence of
organic matter, the bacterial population uses
oxygen as final electron acceptor, which
transport rate across the membrane is key.

Oxygen transport to the biomass chamber
needs to be fast to prevent the onset of anaerobic
respiration and also to allow a rapid
decomposition, and hence the estimation of the
BOD content in the sample. The oxygen
transport properties of PDMS make it a more
suitable material than PTFE for the construction
of respirometers when high organic loadings
need to be analyzed, as thicker membranes may
be used. In any case, oxygen supply may be
controlled through the electrolyte flow-rate,
which may in turn be used in the estimation of
the BOD or of kinetic parameters related to the
respiration.

The simulations presented here have yielded
semi-quantitative answers before the physical
device is constructed, such as (i) optimum
thickness and diffusivity across membranes, (ii)
effect of system geometry and flow velocities
and, (iii) optimum sensor configuration. This
information is  extremely  valuable for
prototyping purposes, saving time and money,
and helping to define the limits and main
bottlenecks that can be expected to be found
during subsequent implementation work.

Although this approach seems to allow for
respiration monitoring, a real system will require
the parallel use of several units such as the one
described here, in order to know (i) the sensor
reading of the sample in the absence of microbial
population as a blank control, (ii) the basal
respiration rate of the microbial population in the
absence of sample or other organic matter, and
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(iii) the respiration rate of the microbial
population in the presence of a solution
containing a known amount of organic matter,
such as glucose or acetate, acting as an overall
control. Additionally a study of correlation
between this device results and other
conventional techniques such as BODs and COD
must be done, to relate the results to the well-
established analytical methods. Work is currently
in progress to develop such a miniaturized
system, which will be the subject of a separate
publication.
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DESIGN OF A MICROFLUIDIC RESPIROMETER FOR

SEMI-CONTINUOUS AMPEROMETRIC SHORT TIME
BIOCHEMICAL OXYGEN DEMAND (BODgT) ANALYSIS

Albert Tarrentsd, Jordi MasD, Francese Xavier Mufiez®, Franclsco Javier del Campo®”

b - In~llilll-\ld: Shwroelectidiiea de Bareclona, IMB-CNM (CHICL Campus. Universidad Aultewina de Bascelona - Bcllaierra, Barcelosa, Spain
Unibversbdad Autinoma de Harcebona Depastementn de Genéiben 1 Microbiologla, Campis Universidad Ausdnomas de Harcelona - Bellaterra, Barcelima, Spaiin
* Cormespending aathor: javier delcampodd cwic o

* This work presemts the design of a mimaturized clectrochemical respirometer to monitor organic content in water samples
semi-continuously, in contrast to current Biochemical Oxygen Demand, BOD, methods.

* We demonstrate the use of finite clement method simulations as design tool for a novel concept microfluidic respiromaeter,
The device is based on a flow cell separated by a thin membrane from a bioreactor,

+ Simulations aided in the choice of membrane materials and thicknesses so that oxvgen supply rate still provides sufficient
flexibality to allow the measurcment of samples spanning a very wide range of organic matter concentrations.

* The design presented here uses an electrochemical oxygen sensor, and the whole system is amenable to fabrication using
standard microfabrication and rapid prototyping technigues.

* Following simulation results, the system can provide a good estimate of erganic content in samples in about

| hour of runming i contrast (o current BOD metheds that need 5 davs for results,

* The system targets process control in waste-water treatment and food technology.
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ANNEX 2: PATENT DEL SENSOR DE LA DBO

En aquest annex, es presenta la patent obtinguda amb el desenvolupament del dispositiu de
mesura rapida de la DBO.

Aquesta patent no es refereix tant al dispositiu en si dissenyat, com a aspectes del procés de
fabricacio6 i a un enfocament més global de d’analisi electroguimica, on es reivindica entre altres
coses el disseny proposat que permet separar I'eléctrode sensor i I'electrolit de suport de la
zona de mostra, fet que hauria de revertir en una millora de la sensibilitat del sensor.
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10

RESUMEN

Celda de flujo que comprende al menos un canal a través del cual circulan fluido, laminas apiladas donde
alguna de las laminas tiene una ranura longitudinal pasante que define los canales de la celda, siendo las
ranuras de las laminas independientes y parcialmente coincidentes entre ellas. Comprende ademas
orificios de entrada y salida de los fluidos en las laminas, estando situados los orificios en
correspondencia con los extremos de las ranuras, elementos pasivos integrados en la cara interna de una
lamina, cara interna que actta como pared de uno de los canales y un electrodo auxiliar situado en el
interior de uno de los canales. Dispone también de una membrana permeable entre las ranuras para el
intercambio de sustancias entre los fluidos de los canales.
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DESCRIPCION
Celda de flujo, carcasa para alojar la celda de flujo y usos de la celda y carcasa.
Objeto de la invencion

Se describe una celda de flujo miniaturizada, fabricada integramente en materiales poliméricos laminados
y con microelectrodos integrados para la realizacion de medidas electroquimicas. También se describe la
carcasa que permite comunicar la celda con la instrumentacion de control necesaria para su correcto uso.
Aunque la aplicacién para la que se ha desarrollado es la medida de la actividad respiratoria de una
poblacién microbiana, este sistema puede tener aplicacion en muchos otros ambitos donde (i) sea
necesaria la realizacion de medidas electroquimicas en casos donde la muestra sea escasa, (ii) cuando la
matriz de la muestra sea compleja y haya riesgos de pasivar los electrodos de medida, o bien (iii) cuando
sea necesaria la separacion de la muestra del medio de medida. Por Ultimo, la construccion de la celda
aqui descrita también puede emplearse para la integracién de electrodos de referencia en sistemas de
medida en flujo.

Los principales sectores de la técnica en los que la presente invencion es aplicable son el quimico, el
alimentario, el diagndstico, y el medioambiental.

Principalmente se ha previsto para su aplicacién en el control de plantas depuradoras de aguas, aunque
la aplicacion también sera de interés en casos en los que interese determinar la demanda bioquimica de
oxigeno (DBO).

La invencion objeto de esta memoria tiene particular relevancia dentro del &mbito del electroanélisis. La
invencion puede tener alcance principalmente en entornos donde se utilicen técnicas voltamperométricas,
como la voltametria ciclica o la amperometria, aunque también puede aplicarse para la realizacién de
medidas amperométricas o técnicas de medida épticas. Puede emplearse en sectores tan dispares como
el control de aguas, el diagndstico clinico, o seguridad alimentaria donde sea necesaria la determinacion
de metales pesados o de parametros electroactivos de interés analitico de forma directa, pero también
podria servir para realizar medidas indirectas. También puede emplearse como base para la construcciéon
de nuevos biosensores en flujo (de muestra) continuo.

Antecedentes de la invencion

La miniaturizacién de sistemas electroquimicos es un campo en rapida expansiéon. Ademas de las
ventajas inherentes de ahorro de espacio y recursos debido a la miniaturizaciéon misma, algunos sistemas
electroquimicos miniaturizados ofrecen otras ventajas tales como el aprovechamiento de las condiciones
de flujo laminar originadas por la microfluidica, como son el comportamiento laminar del fluido o el no
requerimiento de agitacion debido a que por su reducido tamafio la difusién quimica permite un réapido y
homogéneo mezclado de los componentes en el seno del fluido.

En este sentido, cabe destacar los trabajos patentados por Brewer et al. (US2003/0186426 Al), donde se
utiliza la microfluidica para poner en contacto diversos fluidos sin necesidad de disponer de membranas
entre ellos. En estos sistemas, la mezcla entre disoluciones se produce mediante la difusion de los
componentes de unas y otras disoluciones en contacto, pero no hay mezcla macroscépica de los fluidos
en contacto.

Dentro del estado de la técnica de la presente invencién se han diferenciado 2 campos principalmente.
Dichos campos son los siguientes: sistemas de medida en flujo (electroquimica y 6ptica) y sistemas que
incluyan agentes biol6gicos como parte integral del proceso de medida (BioMEMS):

- Sistemas de medida en flujo (electroquimica y 6ptica):

El objeto de la presente solicitud se centra en el &mbito conocido como “electrodos de canal”, que forman
parte de la familia de técnicas electroquimicas conocidas como “hidrodinamicas”. Los “electrodos de
canal” engloban todo tipo de sistemas en los que uno o varios electrodos, o microelectrodos, estan
ubicados dentro de un canal por el que circula una disolucién (Cooper, J. A, et al., Electroanalysis 1998,
10, 141-155). La seccion del canal suele ser circular, cuadrada o rectangular. La ventaja de este tipo de
sistemas radica en la posibilidad de establecer un flujo laminar en el liquido que mejora el transporte de
materia al electrodo, aumentando de este modo la sensibilidad y la sefial de los electrodos dispuestos en
el canal. Ademas, la presencia de un flujo laminar permite predecir el perfil de velocidades del liquido en
la superficie del canal, donde se encuentran los electrodos. En esas condiciones, si los electrodos se
encuentran polarizados a un potencial tal que se produzca la oxidaciéon o la reduccién de especies
disueltas, el gradiente de concentracion y la capa de difusion resultantes seran independientes del tiempo,
y el resultado sera la medida de corrientes estacionarias proporcionales a la concentracion del analito que
se desee medir. Estas corrientes son muy estables y reproducibles.
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La mayorfa de los sistemas electroquimicos para medidas en continuo o en flujo consisten en electrodos
con forma de banda ubicados en la pared de un canal de seccién cuadrada o rectangular. Estos sistemas
suelen estar fabricados de forma hibrida. En muchos de ellos, los electrodos estan fabricados a partir de
laminas delgadas de metal, en la mayoria de los casos oro o platino, que son fijadas mediante adhesivos
o resinas a un sustrato aislante que puede ser de plastico o vidrio. Otra posibilidad es la fabricacién de los
electrodos mediante técnicas de microfabricacion estandar sobre sustratos de silicio, cuarzo, u otros
materiales. La celda de flujo se completa fijando sobre este conjunto formado por los electrodos y su
sustrato, el resto del canal. Para evitar la aparicion de fugas de liquido entre las dos piezas, se suelen
utilizar sellantes o bien juntas elasticas. Otra posibilidad existente es que el canal esté fabricado en un
material elastico, como el polidimetilsiloxano, PDMS, de manera que la misma pieza cumple las funciones
de canal y de junta. Estos sistemas suelen ser de tipo casero y, por lo general bastante voluminosos.
También se han encontrado en el estado de la técnica sistemas fabricados mediante técnicas de
prototipaje rapido, como el uso de impresoras 3D.

Mas recientemente, han aparecido sistemas electroquimicos para medidas en flujo realizados sobre
sistemas poliméricos laminados, aunque ninguno con el nivel de sofisticacion del sistema objeto de la
presente solicitud. En 2009, llla et al. describieron una celda de flujo fabricada en un polimero cyclo-
olefinico (COP) que presentaba microelectrodos de oro, para medidas en flujo. En ese trabajo, la celda de
flujo constaba de dos partes. Por un lado, los electrodos se definieron mediante un proceso de
fotolitografia sobre una ld&mina de COP, mientras que el canal se fabricé mediante la técnica de “hot
embossing” a partir de un master de silicio y ldminas de COP. Las dos tapas que conformaban el sistema
se soldaron covalentemente en un proceso de prensado térmico (llla, X., et al., Lab on a Chip 2010, 10,
1254-1261), y el sistema presentaba la ventaja, gracias al material empleado, de poder realizar medidas
en medios orgénicos. Recientemente, se ha desarrollado un sistema de flujo también integramente
basado en el uso de laminas de COP, aunque la soldadura se lleva a cabo mediante el tratamiento del
COP con vapores de ciclohexano (Del Campo, F. J. et al., Electrophoresis 2012, 33, 1-8,
doi: 10.1002/elps.201200225).

Por otro lado, el uso de materiales autoadhesivos para la realizacién de sistemas fluidicos también esta
descrito en la bibliografia, (Vasily N. Goral en la revista Lab on a Chip), donde se describe la fabricacién
de dispositivos microfluidicos utilizando técnicas de prototipaje rapido como las descritas en la presente
invencién. En ese trabajo se describe la realizacion de un sistema sencillo basado en tres capas de
material (dos tapas y un nivel autoadhesivo en el que estan dispuestos los microcanales), y otro mas
complejo en el que se demuestra la posibilidad de desarrollar dispositivos microfluidicos tridimensionales
por los que el liquido puede hacerse fluir tanto vertical como horizontalmente. Sin embargo, ninguno de
los dispositivos encontrados hasta la fecha demuestran o sugieren la posibilidad de realizar extracciones
de sustancias de un liquido a otro mediante el uso de membranas. Cabe destacar que en el estado de la
técnica encontrado en el que se utilizan materiales laminados no se mencionan explicitamente los
métodos ni las técnicas seguidas para el correcto alineamiento de los distintos niveles de material
utilizados.

Existen celdas de flujo duales en las que dos canales se separan por una membrana. Por ejemplo,
sistemas en los que se presenta una celda de doble canal que separa un liquido de un gas (Lawrence, N.
S. et al,, Sensors Actuators B: Chem. 2000, 69, 189-192). Otro ejemplo lo constituyen las celdas
empleadas para didlisis, o para el desalado de aguas y la recuperacion de iones de efluentes industriales.
En estos sistemas se pueden separar varias disoluciones mediante membranas selectivamente
permeables a iones. Estas membranas semipermeables permiten el paso selectivo de aniones o cationes,
y pueden ser ademéas monovalentes (iones de carga +1 6 -1) o polivalentes (iones de carga superior a +1
6 inferior a -1). También es posible emplear membranas sin selectividad por la carga de las especies que
las atraviesan, como podria ser el caso de las membranas de didlisis 0 de membranas permeables a
gases. Sin embargo, dadas sus areas de aplicacion, hasta la fecha las celdas de flujo con membranas
son relativamente grandes y voluminosas, con el fin de aumentar el rendimiento de los procesos en
cuestion. En el caso de la presente invencion, la celda dual que se propone se caracteriza precisamente
por su caracter miniaturizado. Esta celda es plana, transparente, y flexible. Ademas, gracias a los
materiales y a la técnica de montaje, es posible acoplar sensores u otros elementos de distintos tamafios,
como electrodos, elementos de microprocesado, pantallas planas y, en general, cualquier dispositivo o
componente con una superficie plana o adhesiva.

- Sistemas que incluyan agentes biolédgicos como parte integral del proceso de medida
(BioMEMS):

Es una tendencia que cobra cada vez mayor relevancia la integracién de sistemas que integren los micro-
procesos con elementos bioldgicos. Estos pueden ser de muy diversa naturaleza, como es el caso de
anticuerpos para la fijacion de compuestos altamente especificos o el seguimiento de muestras (por
ejemplo células madre o tejidos) o poblaciones bioldgicas.
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Puede ser buen ejemplo de ello las diferentes técnicas de medida de la Demanda Biolégica de Oxigeno
(DBO). Este andlisis, ampliamente utilizado en el control de calidad del tratamiento de aguas residuales,
proteccion ambiental y control de procesos, se basa en la medida del consumo de oxigeno de una
muestra puesta en contacto con una poblacién microbiana.

Son por tanto sistemas que se basan en la reaccién y crecimiento de una poblacién biolégica expuesta a
una situacion determinada. Habitualmente estos sistemas presentan dos grandes retos ante los cuales se
han propuesto diferentes soluciones:

- Incremento de la densidad de microorganismos: Puesto que el andlisis se basa en medidas mas o
menos directas del metabolismo, una mayor concentracién de organismos permiten obtener medidas mas
répidas (en otras palabras, incrementar la poblaciéon en un factor de diez en una medida de la DBO,
incrementard la respiracion y consiguientemente el consumo de oxigeno en la misma medida, dando
como resultado una reduccion del tiempo de andlisis en magnitud equivalente).

- Conocimiento de la densidad de microorganismos activos presentes o biomasa: Otra consecuencia,
estrechamente relacionada con lo comentado en el punto anterior, es que debido a los procesos
dindmicos que determinan el crecimiento y consecuentemente la concentracién o densidad de agentes
biolégicos en el sistema de medida resulta dificil conocer con precision esta biomasa lo cual es un factor
clave para conocer la validez de los resultados obtenidos.

Formas en el estado de la técnica de abordar los problemas comentados:

*  Medida clasica de la DBO: A fin de obtener resultados reproducibles, el protocolo estandar de la
analitica de la DBO establece que se debe dar a la muestra un periodo de “aclimatacién” a fin de
que se desarrollen las poblaciones de microorganismos presentes con la idea que lleguen a sus
méximos de poblacién antes de empezar las medidas.

«  Predeterminacion de especies presentes: Otro enfoque tradicional que se utiliza conjuntamente a
lo descrito anteriormente, es el afiadido de poblaciones de microorganismos de especies
predeterminadas, con el fin de incrementar la similitud entre diferentes analisis y mejorar la
reproducibilidad de la medida.

e Sistema de medida rapida de la DBO: Estos métodos han intentado tener en cuenta los
limitantes comentados en los dos puntos anteriores desde diferentes enfoques como son la
introduccion de la muestra en un cultivo rico de microorganismos, lo que permite tanto conocer
las especies biologicas principales presentes como asegurar que estan en su maximo de
densidad para unas condiciones dadas, como es el caso de la medida por electrodo tipo Clark
clasico. O incluso colocando en la proximidad del electrodo un “stack” o “sandwich” pre-
elaborado de bacterias en una matriz de material polimérico o entre membranas. Con esto se
consigue tener un mayor control de las especies biol6gicas presentes asi como reducir el tiempo
de analisis, puesto que en estas condiciones artificiales se puede incrementar la densidad de
agentes biolégicos, acelerando el ritmo de respiracion y en consecuencia el proceso.

La determinacion de la Demanda Bioguimica de oxigeno (BOD) en muestras de agua consiste en la
medida de la oxidacién de la materia organica llevada a cabo por organismos vivos (bacterias, levaduras y
hongos) en unas condiciones bien definidas y por un tiempo determinado (Spanjers, H. et al,
Respirometry in control of the activated sludge process: Principles, International Association on Water
Quality, London 1998).

Un andlisis tipico de la DBO implica la colocacién de la muestra en un reactor biolégico sellado a gases y
en oscuridad, el cual es inoculado con una poblacién microbiana, nutrientes limitantes y un exceso de
oxigeno. Pasado un tiempo de adaptacion, se determina el oxigeno consumido durante un periodo
determinado (tipicamente de 5 dias o DBO5). Esto permite relacionar el oxigeno consumido con la carga
orgénica presente al inicio del experimento, asumiendo que en todo momento ha habido oxigeno
disponible y la degradacion de la materia organica se ha realizado con metabolismo aerébico.

La extension en el tiempo de este andlisis lo hace oneroso y poco adecuado para procesos de control que
requieren respuestas lo méas rapidas posibles (por ejemplo en la gestion de una estaciéon depuradora de
aguas residuales (EDAR), o en el seguimiento de un vertido en el medio), lo que abre una ventana de
oportunidad para el desarrollo de métodos mas rapidos.

Alternativamente se ha utilizado tradicionalmente el andlisis de la DQO (Demanda Quimica de Oxigeno),
en el cual la poblacién microbiana se sustituye por un agente quimico fuertemente oxidante (por ejemplo
permanganato potasico o productos similares), proceso que permite reducir el tiempo de andlisis a unas
pocas horas. El principal inconveniente de la determinacién de materia organica mediante la DQO es que
al eliminar la parte biolégica del experimento se pierde informacion capital del andlisis en comparacion a
la DBO, puesto que la muestra puede por ejemplo contener materiales téxicos para los agentes biolégicos
gue de esta forma no se detectarian o la muestra pueda contener compuestos recalcitrantes o de lenta
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degradacion que también quedarian ocultos en este tipo de analisis.

Es por ello que habitualmente en medidas de control administrativo se requiere la realizacién de ambos
anédlisis a fin de poder comparar los resultados y conocer mejor la naturaleza y estado de la muestra (por
ejemplo en el seguimiento de vertidos de una EDAR).

El primer sensor rapido de la DBO fue presentado por Karube et al. en el afio 1977 y refinado
posteriormente en 1993 (Hyun, C. K. et al., Biotechnol. Bioeng. 1993, 41, 1107-1111). Aquel dispositivo se
basaba en inmovilizar una poblacién microbiana en una membrana de colageno emplazada en contacto
con un electrodo para la deteccion de oxigeno. El método de Karube se mostré capaz de proporcionar
una buena estimacién de la DBO en el plazo de una hora. Desde entonces, se han llevado a cabo
diferentes aproximaciones a fin de intentar reducir tanto el tiempo de analisis como el tamafio fisico de la
instrumentacion necesaria. Los llamados “métodos rapidos de DBO” (Ponomareva et al., Appl. Biochem.
Microbiol. 2011, 47, 1-11) se pueden clasificar en funcién de (i) la relacién entre la poblacién microbiana y
la muestra, y de (i) si la poblacién microbiana comprende un solo tipo de organismo o una mezcla de
diferentes especies.

Conforme a estos criterios, la mayoria de los métodos se basan en la inmovilizacién de una poblacién
bacteriana mixta en la proximidad de un sensor de oxigeno que puede funcionar tanto por medida
electroguimica como, mas recientemente, optica.

Otros sistemas se basan en el uso de bioreactores en los que la muestra a analizar y la biomasa
microbiana se mezclan, y se introduce un sensor de oxigeno a fin de seguir la concentracién de oxigeno
en el tiempo (Wang, J. et al., Biosens. Bioelectron. 2010, 25, 1705-1709). En ambas aproximaciones se
requiere un aporte suficiente de oxigeno tal que el sensor pueda medir una sefial maxima en ausencia de
respiracion o degradacion por parte de los microorganismos.

Los sistemas de biomasa inmovilizada permiten medidas mas rapidas debido a la mayor concentracién de
microorganismos respecto a la alcanzada en un bioreactor o quimiostato, pero son menos reproducibles y
requieren el calibrado individual de la membrana o biofilm construido. Por otro lado, los sistemas
operados en un bioreactor son méas estables y fiables, pero méas voluminosos que los de tipo biosensor y
consiguientemente, menos adecuados para medidas de campo.

En la actualidad son conocidos pocos sistemas miniaturizados para la medida de la DBO. El sistema mas
destacable es el realizado por Cho (US 7666285B1), que utiliza materiales poliméricos para dar lugar a un
dispositivo desechable. Este dispositivo presenta dos cémaras gemelas con sendos detectores
electroquimicos de oxigeno. Los electrodos se hallan protegidos mediante una membrana de silicona, y
uno de ellos ademas se modifico con un gel de agar que contenia la levadura conocida como
Trichosporon Cutaneum. El funcionamiento de ese sistema difiere del presentado aqui en que mientras el
sistema de Cho podria considerarse un biosensor, el aqui descrito es un bioreactor miniaturizado.
Ademas, en el caso del sistema de Cho, las dos camaras son realmente independientes mientras que en
el sistema que se presenta aqui, las dos cAmaras estan en contacto a través de una membrana.

Descripcién de la invencion

La presente invencion describe una celda de flujo planar y flexible compuesta de varias capas de material,
incluyendo elementos sensores, quedando dichas capas perfectamente alineadas entre si. También se
describe la carcasa que contendrd la celda de flujo y que servird de interfaz entre ésta y la
instrumentaciéon de control necesaria disponiendo la mencionada carcasa de todos los elementos
necesarios para conectar, tanto eléctrica como fluidicamente la celda con la instrumentacion de control.
También se han descrito diversos usos tanto de la celda como de la carcasa.

Asi, un primer objeto de la presente invencion se refiere a una celda de flujo que comprende al menos un
canal discurriendo a través de cada uno de ellos al menos un fluido. Dicha celda comprende al menos:

- una pluralidad de laminas apiladas. Las laminas al menos comprenden una lamina superior,
una lamina inferior y al menos dos laminas intermedias. A su vez, cada una de las laminas intermedias
presenta una ranura longitudinal pasante que define los canales de la celda. Dichas ranuras de las
laminas intermedias son independientes y parcialmente coincidentes entre ellas de manera que el fluido
circula por ambas ranuras desde el punto por donde entra dicho fluido en la celda hasta el punto por el
que sale. La invencion puede ampliarse para incorporar tantos ldminas intermedias apiladas como se
desee;

- un orificio pasante de entrada del fluido y un orificio pasante de salida del fluido en cada lamina
intermedia y las laminas situadas sobre ella. Los orificios se sit(ian respectivamente y en correspondencia
con los extremos de las ranuras pasantes;

- al menos un elemento pasivo integrado en la cara interna de una lamina seleccionada entre la
lamina superior, la lamina inferior y una combinacion de ambas. Dicha cara interna actia como pared de
uno de los canales. La estructura del elemento pasivo es tal que permite el paso de al menos dos fluidos
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diferentes. El elemento pasivo al menos comprende un electrodo de trabajo; y,
- un electrodo auxiliar situado en el interior de uno de los canales.

En una realizacion particular de la presente invencién, la celda de flujo comprende una membrana
permeable dispuesta entre cada dos laminas intermedias, defiendo asi diferentes canales para cada una
de las ranuras de las laminas intermedias que separa. Dicha membrana permitira, en funcién de su
naturaleza, el intercambio de diversas sustancias entre los fluidos de cada uno de los canales. En funcién
de la cantidad de laminas intermedias apiladas y de membranas que las separen, se conseguird obtener
celdas de flujo multicanal con un nimero variable de canales independientes. El hecho de disponer de
varios canales, que corren paralelos, permite la manipulacién de varios fluidos diferentes. EI niUmero de
fluidos que se podria llegar a manipular es variable dependiendo de la aplicacién y del nimero de canales
independientes que se apilen.

A modo general y sin que ello suponga una restriccién, el que se empleen sistemas que contengan
membranas o no dependera de la naturaleza del fluido que vaya a circular por los canales. Si por dichos
canales circula una muestra que por ejemplo pueda contener materia organica u otros compuestos que
puedan perjudicar el buen funcionamiento del sistema de medida (elemento pasivo con electrodos) se
empleara dicha membrana que actuara como filtro, dejando pasar Unicamente aquellos compuestos que
se deseen medir, mientras que si los fluidos no presentan componentes que puedan afectar al sistema de
medida no se haréa necesario la inclusion de dichas membranas.

En otra realizacion preferente de la presente invencion, el elemento pasivo comprende al menos un
sensor de medida. Y mas preferentemente, el sensor de medida comprende un electrodo de referencia y
un electrodo de trabajo. Preferentemente se ha previsto que los electrodos se hayan fabricado utilizando
una técnica de evaporacion por haz de electrones combinada con fotolitografia y un grabado himedo del
metal sobrante, sin embargo, los electrodos también pueden fabricarse mediante otras técnicas de
depésito de capas finas, como la pulverizaciéon catddica (sputtering), o el depdésito de vapor quimico
(Chemical Vapour Deposition). En cuanto a la definicién de las estructuras que conformaran dichos
electrodos, preferentemente se ha previsto el uso de la técnica de fotolitografia y grabado, aunque
también es posible realizarlos mediante fotolitografia y lift-off, y mediante depésito a través de mascaras
de sombra o stencils. Ademas, los electrodos también se podrian fabricar mediante técnicas de impresién
y mediante técnicas serigraficas. El sustrato que contiene los elementos sensores, que en esta realizacion
particular son electrodos, sirve de base sobre la que se construye la celda de flujo mediante el apilamiento
de las distintas capas, es decir hace de lamina inferior sobre la que se apilan el resto de laminas y
membranas que conforman la celda.

En otra realizacién preferente de la presente invencion, las ldaminas y membranas se fijan entre si
mediante medios adhesivos. Dicha celda esta construida alternando laminas de materiales plasticos. Se
combinan capas de materiales adhesivos con otros no adhesivos, lo cual confiere una enorme facilidad de
montaje y flexibilidad funcional al conjunto. Al emplear capas autoadhesivas se consigue sellar e
impermeabilizar de manera muy eficaz el canal, y se prescinde del uso de disolventes y de altas
temperaturas en la fase de montaje tipicas en otros dispositivos de tipo “lab-on-a-chip”.

En otra realizacion preferente de la presente invencion, la celda comprende unos accesos fluidicos,
entendiéndose por accesos fluidicos las conexiones de la carcasa con la celda a través de los se
introducen y se sacan los diferentes fluidos, a la entrada y salida de cada uno de los canales, donde el
acceso fluidico de salida del canal donde se sitia el elemento pasivo es de metal actuando como
electrodo auxiliar.

En otra realizacién preferente de la presente invencion, el acceso fluidico de entrada del canal donde se
sitGa el elemento pasivo es de metal actuando como electrodo de referencia.

En otra realizacion preferente de la presente invencion, los electrodos se disponen de manera que el
fluido circula por el electrodo de referencia, el de trabajo y finalmente por el auxiliar. La mayoria de las
medidas voltamperométricas requieren el uso de tres electrodos: un electrodo de referencia, el electrodo
de trabajo o sensor, y un electrodo auxiliar que cierra el circuito. La corriente circula entre el electrodo de
trabajo y el auxiliar, mientras que el electrodo de referencia sirve sélo para poder controlar el potencial de
polarizacion del electrodo de trabajo. Habitualmente se integran los tres electrodos en el mismo elemento
pasivo (también llamado chip a lo largo del documento). Sin embargo, la presente invencién contempla la
integracion solo de los electrodos de referencia y de trabajo en el chip, y la colocacién del electrodo
auxiliar fuera de éste, colocado tras los electrodos de referencia y de trabajo. Es decir, la disolucion fluye
de manera que primero se encuentra con el electrodo de referencia, luego encuentra el de trabajo y, por
ultimo, el electrodo auxiliar. Esto es asi para evitar que los procesos que tengan lugar en el electrodo
auxiliar puedan interferir con los otros electrodos.

Al separar el electrodo auxiliar de los electrodos de referencia y de trabajo, poniéndolo fuera del chip pero
en el camino de los fluidos circulantes, conseguimos que el sistema resulte mas robusto y que los
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electrodos de trabajo del chip vivan mas tiempo. El motivo de esto es que la corriente eléctrica
proporcional a la concentraciéon del analito que se desea medir pasa tanto por el electrodo de trabajo
como por el electrodo auxiliar. Dado que el potencial del electrodo de trabajo esta controlado por el
potenciostato gracias al electrodo de referencia, no es posible controlar el potencial del electrodo auxiliar,
que queda flotante. El potencial del electrodo auxiliar serd el que el sistema necesite para poder
suministrar la corriente que pasa por el electrodo de trabajo. Al trabajar en un microcanal, la resistencia
del medio es mucho mayor que en un sistema abierto. Esto tiene como consecuencia que, de acuerdo a
la ley de Ohm, el potencial del electrodo auxiliar aumente muy rapidamente. El fenémeno conocido como
caida 6hmica es el resultado de este fendmeno cuando tiene lugar entre el electrodo de referencia y el de
trabajo. Cuando el electrodo de trabajo registra un proceso de reduccién (los electrones circulan del
electrodo a las especies disueltas en el medio), en el electrodo auxiliar se debe dar un proceso de
oxidacién. Cuando se emplean electrodos de oro, éstos se corroen a potenciales por encima de 0.7V, lo
cual acorta enormemente su tiempo de vida Util, y consecuentemente también el del dispositivo entero.
Este problema se ha resuelto utilizando un canal metélico a la salida del chip que sirve tanto para llevar el
liquido que pasa por la celda de flujo, como para actuar de electrodo auxiliar. La mayor superficie y
cantidad de material disponible hacen que los sensores integrados en el chip puedan funcionar durante
mucho més tiempo.

En otra realizacion preferente de la presente invencion, el tamafio de la lamina inferior donde se integra el
elemento sensor y que actia como pared de uno de los canales es de mayor tamafio que el resto de
laminas y membranas permitiendo la integracién de elementos adicionales en la l&mina inferior. Esta
caracteristica técnica es extremadamente importante, ya que permite la integracion de diversos elementos
en un mismo dispositivo plano. También, permite reducir significativamente los costes de fabricacién de
los electrodos, ya que se aprovecha mucho mejor la superficie del material en el que se crearan. Es una
realizacion particular de la invencién, la lamina inferior que conforma la base de uno de los canales es
también el sustrato sobre el que se disponen una serie de microelectrodos que actian como elementos
sensores. Estos microelectrodos pueden tener funcién de actuadores por ejemplo utilizdndolos como
resistencia para calentar la muestra a la temperatura deseada estando Unicamente limitada su
funcionalidad por la integridad estructural de la ldmina sobre la que se sitian. No obstante, también se ha
previsto que estos elementos sensores puedan ir instalados en otras capas del sistema, por ejemplo en la
lamina superior, siendo estos elementos de medida o actuadores. Por ejemplo, los electrodos podrian
servir para llevar a cabo procesos de electrdlisis en lugar de utilizarlos para deteccién como sensores o
biosensores. Algunos ejemplos de los elementos adicionales que puede integrar la lamina inferior son
calentadores, sensores de temperatura, LEDs u otras fuentes de luz y diodos u otros sensores épticos.

En otra realizacién preferente de la presente invencion, las ldminas y las membranas comprenden orificios
0 muescas de guiado para su correcto apilamiento. Para que las distintas laminas que conforman el
sistema puedan alinearse, se utiliza un sistema basado en “pines” de centraje. Se ha previsto una carcasa
en la que se monta la celda que contienen varios de estos pines tanto en la base como en la tapa de
dicha carcasa de forma que quedan intercalados pines “positivos” y “negativos”, esto permite el
alineamiento de dos o mas laminas y membranas delgadas, flexibles y, en segin qué caso, que incluyan
materiales adhesivos, permitiendo un facil montaje incluso usando membranas de tamafio reducido. Las
distintas laminas que conforman la celda contienen orificios hechos a medida para encajar en esta
carcasa a través de los “pines” y que permiten su correcto alineamiento. La carcasa también puede estar
disefiada de manera que permita alojar en su estructura una serie de pasadores de guiado o centraje u
otras estructuras sélidas que faciliten el alineamiento de las capas de la celda entre si y con la propia
carcasa.

En otra realizacion preferente de la presente invencion, la celda comprende al menos una resistencia para
el calentamiento de fluidos, estando situada dicha resistencia en el interior de al menos uno de los
canales.

En otra realizaciéon preferente de la presente invencion, la celda comprende sensores térmicos para la
medida de temperatura situados en el interior de al menos uno de los canales. También se ha previsto
acoplar a la celda de flujo otros componentes discretos fabricados con técnicas similares a la empleada
en la fabricacion de la celda de flujo, de manera que puedan construirse dispositivos mas complejos que
puedan aprovechar la capacidad de este sistema para gestionar varios liquidos de forma independiente.

En otra realizacion preferente de la presente invencion, la celda dispone de medios de generacién de
potencia que alimentan al elemento pasivo. Estos medios podrian ser por ejemplo una bateria plana o una
pila de combustible.

En otra realizacion preferente de la presente invencion, la celda comprende una pantalla que muestra
unos parametros capturados por los elementos sensores del elemento pasivo. Esta pantalla podria estar
formada por LEDs planos integrados en el sistema. Ademas de esto, también se podria integrar en la
celda un elemento con capacidad de procesar las sefiales eléctricas obtenidas de los sensores.
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En otra realizacion preferente de la presente invencién, las laminas que conforman la celda son de
material polimérico y mas preferentemente se ha previsto que al menos una de las laminas sea de
material polimérico transparente permitiendo la observacion directa del interior de los canales. Esta
observacion al tratarse una celda miniaturizada se realizard mediante microscopios.

Un segundo objeto de la presente invencién es una carcasa para alojar la celda de flujo multicanal
descrita anteriormente. Dicha carcasa, actla de interfaz fisica entre la celda y una instrumentacion
externa de medida a la que se conecta. Asi la carcasa comprende:

- conectores fluidicos de la celda con la instrumentacion externa de medida y de la celda con los accesos
fluidicos de entrada y salida de la celda a través de los que circulan los fluidos;

- conexiones eléctricas con la celda compuestos por conexiones con cada uno de los elementos de
medida integrados en la celda; y,

- una pluralidad de pasadores de guiado o centraje que se introducen en los orificios de guiado de las
laminas y las membranas de la celda para el correcto apilamiento de las mismas.

Esta carcasa estara preferentemente fabricada en plastico resistente y transparente para facilitar la
observacion de la celda y de las reacciones entre los fluidos que se puedan producir en su interior. Se ha
previsto su fabricaciéon mediante mecanizado de metacrilato o policarbonato, aunque también podria
realizarse en masa mediante técnicas de inyeccion.

Un tercer objeto de la presente invencion es el uso de la celda descrita anteriormente. Entre otros usos se
han previsto los siguientes: la fabricacion de microreactores, la fabricacion de celdas de combustible, la
fabricacién de sistemas para el estudio de la cinética de las reacciones quimicas, la medida de la
demanda bioquimica de oxigeno de un poblacién bacteriana y la medida de actividad biolégica de una
muestra.

Un cuarto objeto de la presente invencion es el uso de la carcasa que a su vez contiene la celda descrita
anteriormente. Entre otros usos se han previsto los siguientes: la fabricacién de microreactores, la
fabricacion de celdas de combustible, la fabricacién de sistemas para el estudio de la cinética de las
reacciones quimicas, la medida de la demanda bioquimica de oxigeno de un poblacién bacteriana y la
medida de actividad biol6gica de una muestra.

Se describen a continuacion algunas de las ventajas del uso de la celda y carcasa objeto de la presente
invencion para la medida de actividad biol6gica de una muestra y mas concretamente para la medida de
poblaciones sobre-concentradas de microorganismos en un micro-reactor fabricado mediante la celda y
carcasa aqui descritas.

A fin de controlar la cantidad de microorganismos presentes, de una sola especie o de consorcios de
varias especies, en un nivel de actividad adecuado a la medida, se procede mediante el crecimiento en un
sistema estandar de quimiostato, en el que seglin condiciones de cultivo o mediante medida de
absorbancia 6ptica o cultivo, se puede conocer la concentracion de microorganismos asi como su estado
de actividad biolégica. Estos, se concentraran mediante técnicas estandares (como centrifugado o
proceso equivalente) hasta una densidad de entre 1-10° y 1.10* cfu/ml segin lo adecuado a cada
analitica particular, re-suspendiéndose en un volumen conocido de muestra hasta lograr la
sobrepoblacién microbiana deseada para cada proceso.

Trabajar con sobre-concentraciones microbianas permite varios efectos deseables y originales para el
conjunto de dispositivo-método de anélisis, como son:

- Reduccion del tiempo de andlisis: puesto que a mayor nimero de organismos, mayor capacidad
metabdlica o de reaccién seglin el andlisis y menor tiempo de andlisis para alcanzar resultados
equivalentes.

- Reduce la incertidumbre en el nimero de organismos presentes en el micro-bioreactor, asi
como de su estado de actividad, lo que incrementa la reproducibilidad del analisis y consiguientemente la
calidad del resultado obtenido.

- Limita la posibilidad de reproduccién/divisién binaria de los organismos presentes, puesto que la
sobre-concentracion es un factor inhibidor de estos procesos. Este hecho incrementa también la
reproducibilidad del experimento de igual manera que lo expuesto en el punto anterior.

Se describen a continuacién algunas de las ventajas del uso de la celda y carcasa objeto de la presente
invencion para la medida de actividad biolégica de una muestra y mas concretamente para la medida de
poblaciones sobre-concentradas de microorganismos en un micro-reactor fabricado a partir de preparados
liofilizados de microorganismos activables mediante la celda y carcasa aqui descritas.

El uso aqui descrito permite trabajar con microorganismos sobre-concentrados provenientes de procesos
de desecacion o liofilizados, permitiendo que estas poblaciones y/o consorcios (inciso: con poblacién nos
referimos a una sola especie, mientras que los consorcios son conjuntos preseleccionados de varias
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especies, sean estas eubacterianas, archeobacterianas o eucariotas de tamafio microscépico) se
conserven durante largo tiempo en forma aletargada, con bajos requerimientos para su o6ptima
conservacion.

Estas poblaciones y/o consorcios microbianos se pueden reactivar mediante hidratacion en el tiempo
inmediatamente anterior a proceder con el anélisis.

Este proceso, permite asimismo, el trabajo y la utilizacion del dispositivo de andlisis fuera de las
condiciones de laboratorio y consiguiente que sea un dispositivo apto para trabajo de campo o “on-site”.
También es destacable que permite comercializar un kit de andlisis que incluya el dispositivo y los
microorganismos liofilizados, que se puede conservar estable durante largo tiempo hasta su utilizacion.

Por ultimo se describen algunas de las ventajas del uso de la celda y carcasa objeto de la presente
invencion para el calibrado de los microorganismos presentes y activos en el micro-bioreactor.

Se describe un proceso mediante el cual se puede calibrar el estado de actividad global (e indirectamente
la concentracion bacteriana efectiva) del dispositivo. Idealmente este se realizaria mediante duplicados
del dispositivo a la vez que se toman medidas con el principal o bien integrando diferentes sistemas
analiticos en paralelo en un solo dispositivo.

Para tal calibrado se dispone la poblacién sobreconcentrada (provenga esta de centrifugacion de células
activas o de liofilizados) con una muestra preparada de contenido conocido (en el ejemplo un compuesto
degradable aerébicamente como pueda ser glucosa o similar). Haciendo el anélisis de esta forma permite
corregir la concentracién realmente activa presente en el dispositivo en uso, en contraste con las
calibraciones hechas bajo condiciones de méaximo control en laboratorio microbiolégico.

Descripcién de las figuras

Figura 1.- Muestra una vista en explosion de un ejemplo de realizacién de una celda multicanal en la que
se han apilado 4 ldminas y una membrana intermedia formando 2 canales por lo que circularan sendos
fluidos.

Figura 2.- Muestra diferentes vistas de un mismo ejemplo de realizaciéon de la carcasa objeto de la
presente invencién. Concretamente la figura 2a muestra una vista en explosion del soporte y la base de la
carcasa y la figura 2b muestra una vista en planta de las caras inferiores del soporte y la base de la
carcasa respectivamente.

Figura 3.- Muestra diferentes vistas del ejemplo de realizacién de la carcasa mostrado en la figura 2.
Concretamente la figura 3a muestra una vista en explosion del soporte y la base de la carcasa con las
lineas ocultas punteadas y la figura 3b muestra una vista en planta de las caras superiores del soporte y
la base de la carcasa respectivamente.

Figura 4.- Muestra el funcionamiento de un sensor para la medida de la DBO basado en el ejemplo de
realizacion descrito en las figuras 1 a 3.

Figura 5.- Muestra el funcionamiento de un sensor para la deteccién de sustancias extraidas de una
muestra basado en el ejemplo de realizacién descrito en las figuras 1 a 3.

Figura 6.- Muestra una vista en explosion de un ejemplo de realizacién de la celda multicanal en la que se
han apilado 5 ldminas y 2 membranas intermedia formando 3 canales por lo que circularan diversos
fluidos.

Figura 7.- Muestra el funcionamiento de un sensor para la medida de actividad biolégica o microbiolégica
de una muestra basado en el ejemplo de realizacion descrito en la figura 6.

Figura 8.- Muestra una vista en planta de las laminas y elementos que conforman un ejemplo de
realizacion de una celda de flujo con un Unico canal.

Ejemplos

Ejemplo 1- Sensor miniaturizado para la medida de la demanda bioquimica de oxigeno.

La figura 1 muestra una vista esquematica de una realizacion particular de una celda multicanal objeto de
la presente invencién. Concretamente se ha previsto el uso de esta celda como sensor DBO. Dicha celda
consta de una lamina inferior (1), que incluye unos electrodos (6) grabados por litografia junto con la
circuiteria y areas de conexién eléctrica al exterior y los orificios de guiado o de alineamiento (7), una
primera lamina intermedia (2) de doble cara adhesiva con el canal de electrolito (9) y agujeros de paso de

9

154



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

agua (8,10) situados en los extremos del canal (9) y orificios de alineamiento (7). Ademas consta de una
membrana (3) de difusién de oxigeno con orificios de paso de agua (8, 10) que se corresponden con los
orificios de paso de agua de la l&mina (2) y orificios de alineamiento (7) y de una segunda lamina
intermedia (4) de doble cara adhesiva con el canal de muestra (13), orificios de paso de agua (11,12)
situados en los extremos del canal de muestra (13), orificios de paso de agua (8,10) en correspondencia
con los orificios de paso de agua de la membrana (3) y de la primera lamina intermedia (2) y orificios de
alineamiento (7). Los canales (9,13) presentan unas dimensiones de 50 a 1000 micras de ancho y de 50 a
500 micras de grosor. Finalmente dispone de una ldmina superior (5) de cierre, que incluye los orificios de
alineamiento (7) y orificios de paso de agua (11,12) en correspondencia con los orificios de paso de agua
del canal de muestra (13) y orificios de paso de agua (8,10) en correspondencia con los orificios de paso
de agua del canal de electrolito (9). Nétese que todos los orificios de alineamiento y los de paso de agua
de cada canal son coincidentes en todas las laminas y membranas que conforman la celda multicanal.

Para la fabricacion de los electrodos sobre la lamina inferior (1), en un ejemplo particular de realizacion,
se realizé una metalizacion en evaporadora por haz de electrones de una capa de 10nm de cromo y 100
nm de oro sobre una oblea de Zeonor. A continuacion, se deposité una capa de fotoresina positiva que se
expuso a una radiacion ultravioleta a través de una mascara de campo claro en la que estaban definidos
los microelectrodos que conformarian los sensores.

Una vez realizada la exposicion, la oblea se sumerge en liquido revelador de manera que se elimine la
resina de las zonas anteriormente expuestas. Tras eliminar los restos de liquido revelador y secar la
oblea, se procede al grabado de la capa metalica en un bafio himedo. En primer lugar se ataca la capa
de oro en una disolucién de yodo/yoduro. Una vez grabado el oro, se procede al grabado de la capa de
cromo en una disolucion de cerio. Tras esto, se procede al decapado de la resina de las zonas en las que
han quedado definidos los microelectrodos y sus contactos (6). A continuacién se procede a cortar la
oblea en lo que son las laminas inferiores (1) de la celda.

Las figuras 2 y 3 describen un ejemplo de realizacién de la carcasa en la que se monta la celda de flujo
multicanal comprendiendo dicha carcasa una base (14) y una tapa (15). Para el montaje de la celda sobre
la base (14) de la carcasa, se coloca en primer lugar la ldmina inferior (1) en el cajeado (21) de la cara
interna de dicha base (14) de manera que se hacen pasar los pasadores de guiado o alineamiento (16) de
la base (14) a través de los correspondientes orificios de alineamiento (7) de la lamina (1). Posteriormente
se coloca la primera lamina intermedia (2), habiendo retirado previamente la lamina protectora de la cara
inferior del adhesivo, en la cara interna de la tapa (15). Al juntar la tapa (15) y la base (14) de la carcasa
las dos laminas (1,2) quedan adheridas y alineadas. Los pasadores de alineamiento (18) de la tapa (15)
se encajan en unos cajeados (17) de la base (14) y de igual manera, los pasadores (16) de la base (14)
se encajan en unos cajeados (19) de la tapa (15) lo que asegura el correcto alineamiento de tapa (15) y
base (14). El mismo proceso se utiliza para incluir respectivamente la membrana (3) de difusion de
oxigeno, la segunda lamina intermedia (4) y la ldamina superior (5). Una vez realizada la union de las
diferentes laminas y membranas que conforman la celda multicanal, se utiliza la propia carcasa utilizada
para el alineamiento para sostener la celda en su emplazamiento adecuado y se ajusta a presion
mediante tornillos que se introducen por los respectivos orificios (20) situados en el borde perimetral de la
base (14) y la tapa (15) a fin de obtener una unién estanca en los puntos de entrada y salida de fluidos
mediante juntas toricas sin llegar a deformar y entorpecer el paso de liquido por los canales debido a una
excesiva presion. La tapa (15) dispone de un cajetin (22) para conectar los contactos de los electrodos (6)
de la celda con la carcasa. Dicho cajetin (22) dispone ademas de conexiones eléctricas hacia el exterior
de la carcasa para conectarlo a un potenciostato. También dispone la tapa (15) de las conexiones
fluidicas correspondientes, que en este caso seran 4, para la entrada y salida de los fluidos a los canales
de la celda de manera que se definirdn 2 conexiones fluidicas de entrada (23,24) estando dichas
conexiones situadas en correspondencia con los orificios de paso de agua (11,8) de la celda
respectivamente y dos conexiones de salida (25,26) estando dichas conexiones situadas en
correspondencia con los orificios de paso de agua (12,10) de la celda respectivamente. La entrada de
muestra se realizaria por la conexion fluidica (23) saliendo por la conexién fluidica (25) mientras que la
entrada del electrolito saturado de oxigeno se realizaria por la conexién fluidica (24) saliendo por la
conexion fluidica (26). Es en esta conexion fluidica (26) donde se conectaria parte de una tuberia metéalica
que actuaria como electrodo de referencia.

La carcasa lleva integradas las juntas adecuadas para la conexion del sistema fluidico de entradas y
salidas de muestra y electrolito saturado de oxigeno, asi como el conector eléctrico que permite la
conexion de los electrodos auxiliares y de trabajo a un potenciostato con el que se realizara la medida
electroquimica. El electrodo auxiliar se conecta a un tubo metélico de pequefia seccién, por el que sale el
flujo de la disolucién salina.

La figura 4 muestra esquematicamente el funcionamiento de este ejemplo de realizacién. La figura
muestra una seccion longitudinal de los dos canales (9,13) separados por la membrana (3) de difusion de
oxigeno (permite el paso de oxigeno del canal de electrolito al canal de muestra y el paso de diéxido de
carbono del canal de muestra al de electrolito). En el canal de electrolito (9) entra (27) y sale (28) un
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electrolito saturado de oxigeno disuelto en agua. El oxigeno puede difundir a través de la membrana (3) y
es detectado en el electrodo de trabajo (6). En el canal de muestra (13) se encuentra, en suspension, una
poblacién microbiana (29) capaz de metabolizar la materia organica (MO) de una muestra a analizar.
Durante el consumo (MO+0,=CO,) de esta materia organica, las bacterias, hongos o levaduras (29)
consumen también el oxigeno que reciben a través de la membrana (3) y generan diéxido de carbono que
se difunde por la membrana (3) hasta el canal de electrolito (9), y el sensor (6) detecta los cambios de
concentracion de oxigeno en el medio en el que se encuentra.

Ejemplo 2- Deteccion de sustancias extraidas de la muestra.

Es otra aplicacién particular la adaptacion del sistema anteriormente descrito al andlisis de muestras que
por su tamafio no puedan difundir facilmente a través de una lamina polimérica. Es frecuente encontrar
problemas en las medidas electroquimicas de muestras organicas “sucias” o complejas debido
principalmente a la pasivacién de la superficie de los electrodos debido a la adhesién de moléculas
organicas a la superficie del mismo. Con el sistema aqui propuesto se limita este efecto y se permite el
andlisis de sustancias cuya deteccion se vea dificultada por encontrarse en una muestra de matriz
compleja. Dos ejemplos son el andlisis de cultivos bacterianos o celulares vivos sin alteracion de los
mismos, o la deteccién de alcohol u otras sustancias en muestras de vino o cerveza.

La figura 5 muestra el funcionamiento de la celda y carcasa descritas en las figuras 1 a 3 para el caso de
deteccion de sustancias extraidas de una muestra. Asi, en este ejemplo de realizacién, la membrana (3)
de difusién de oxigeno se sustituye por una membrana de didlisis donde la discriminaciéon de paso se
realiza por tamafio de poro y no por capacidad de difusién dentro de un material polimérico. En el caso
particular descrito se plantea la utilizacion de una membrana de dialisis con un tamafio de poro de 1000
Daltons que permite el paso de metabolitos y proteinas de pequefio tamafio. Al canal de electrolito (9)
entra (31) y sale (32) el electrolito disuelto en agua y al canal de muestra (13) entra IPTG (B-D-1-
thiogalactopyranoside) y PAPG (4-aminophenyl B-D-galactopyranoside) disueltos en agua. En el canal de
muestra (13) se sitla una poblaciéon de Enterobacteria (30) en la cual el IPTG se une al operon Lac-Z,
activando la sintesis del enzima B-galactosa (B-Gal) que degrada el lactato de manera que la enzima B-
Gal se une al PAPG como sustrato, degradandolo a PAP. La membrana (3) permite el paso de PAP (4-
aminophenol) desde el canal de muestra (13) al canal de electrolito (9). El electrodo (33) para deteccién
de PAP se sitGa en el interior del canal de electrolito (9)

Con la realizacién aqui descrita se consigue respecto al estado de la técnica una mejor conservacion de
la superficie de los electrodos por el control de la materia organica que permite al sistema la posibilidad de
andlisis de muestras de composiciéon compleja con o sin un minimo tratamiento previo, por ejemplo de
muestras sanguineas donde plaquetas, glébulos rojos u otros componentes pueden dificultar el analisis y
ademés permite el trabajo con muestras biolégicas vivas, sean estas bacterianas o de cultivos celulares
ya que se pueden analizar con una minima alteracién de las muestras.

Ejemplo 3- Medida de actividad biolégica o microbiolégica de una muestra (sistema de 3 canales).

Es otra aplicacion particular del sistema propuesto la construccién de sistemas analiticos que requieran
de mayor complejidad en el andlisis. Un caso particular es un sistema que permita el uso de mas de dos
canales. En este caso, la construccién de la celda fluidica contiene los mismos pasos descritos en el
ejemplo 1, mas los necesarios para la construccién de un tercer canal.

Tal como muestra la figura 6, la celda consta de una lamina inferior (33), que incluye los electrodos (34)
de oro grabados por litografia. Todos las laminas y membranas constan de los orificios de guiado o
alineamiento (35) coincidentes para su correcto apilamiento. Sobre ésta se coloca una primera lamina
intermedia (36) de doble cara adhesiva con el canal electrolito (37) y agujeros de paso de agua (38,39),
una primera membrana (40) de seleccion por tamafio tipo didlisis con exclusién de moléculas superiores a
los 1000 Daltons, con agujeros de paso de agua (41,42) en correspondencia con los agujeros (38,39) que
también estaran presentes en el resto de laminas y membranas colocadas por encima. Posteriormente se
coloca una segunda lamina intermedia (43) de doble cara adhesiva con el canal de muestra (44) y
agujeros de paso de agua (45,46) en los extremos del canal (44). Por encima se apila una segunda
membrana (47) de seleccién por tamafio tipo didlisis con exclusién de moléculas superiores a los 1000
Daltons, con agujeros de paso de agua (48,49) en correspondencia con los agujeros (45,46) que también
estaran presentes en el resto de l&minas colocadas por encima. Luego se sitla una tercera lamina
intermedia (50) de doble cara adhesiva con el canal de solucién salina (51) y agujeros de paso de agua
(52,53) en los extremos del canal (51). Finalmente se apila una ld&mina superior (54) y agujeros de paso
de agua (55,56) en correspondencia con los agujeros (52,53). Los electrodos (34) estan nuevamente
grabados sobre Zeonor de cromo (20nm Cr) y oro (100nm Au), circuiteria y areas de conexién eléctrica al
conector y el canal de la solucién salina es de 50 a 1000 micras de ancho y de 100 a 500 micras de
grosor.

La solucion salina saturada de oxigeno entra al canal electrolito (37) por el orificio (38,41) y sale por el
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orificio (38,42). La muestra entra al canal de muestra (42) por el orificio (45,48) y sale por el orificio (46,49)
y la solucién rica en nutrientes, IPTG y PAPG entra al canal de solucién salina (51) por el orificio (52,55) y
sale por el orificio (53,56).

La figura 7 muestra el funcionamiento de la celda descrita en la figura 6 para la medida de actividad
biolégica o microbiolégica de una muestra. Con esta aplicacion de obtienen tres canales superpuestos
separados por membranas con diferentes propiedades. Una utilizacion particular de este ejemplo de
realizacién permite reproducir los andlisis de actividad biolégica o microbiolégica de una muestra
conocidos en el estado de la técnica. En el presente caso, el canal intermedio (44) se utiliza como camara
de cultivo en vivo de la muestra biolégica y el inferior (37) se utiliza como canal de medida electroquimica,
de forma similar a lo descrito para la ejemplo 1, mientras que el canal intermedio (44) se utiliza como
alimentador de la caAmara de cultivo bacteriana, mediante este canal se puede entonces aportar al cultivo
tanto nutrientes para mantener su crecimiento como otros elementos requeridos para el andlisis.

Los tres canales (37,44,51) estan separados por dos membranas (40,47). Por el canal inferior (51) circula
una solucién rica en nutrientes que contiene ademas el factor de crecimiento IPTG y el sustrato
enzimatico PAPG. Esta solucién entra por un extremo (55) y sale por el opuesto (56). Dichos nutrientes
difunden a través de la primera membrana (47), membrana de separacién por poros tipo didlisis para
moléculas menores a 1000 Daltons (transporte de nutrientes, IPTG y PAPG por diferencia de
concentracion), hacia el canal intermedio (44), en el que se ha introducido la muestra (57) en la que se
pretende analizar la actividad microbiana o la presencia de enterobacterias. Las bacterias presentes en la
muestra crecen gracias a los nutrientes que reciben a través de la membrana inferior (47). Gracias al
IPTG (anélogo de la lactosa) se activa el operon lac de bacterias fermentadoras de lactosa como es el
caso de E. coli (Enterobacteriaceae) junto al sustrato para la reaccién enzimatica PAPG (4-aminopheny -
D-galactopyranoside). Asi, el factor IPTG activa la sintesis de B-galactosidasa que utiliza el sustrato
PAPG dando como producto p-aminofenol (PAP). El p-aminofenol, a su vez, es capaz de difundir a través
de la membrana superior (40), membrana de separacién por poros tipo didlisis para moléculas menores a
1000 Daltons (salida de PAP por diferencia de concentracion), para alcanzar el canal superior (37). En el
canal superior (37) se introduce (41) una solucién salina que permite trabajar a un electrodo de trabajo
(34). La presencia de p-aminofenol puede detectarse electroquimicamente, ya que se oxida facilmente a
potenciales entre 0.35 y 0.45V vs. Ag/AgCl (Anilina + H,O) antes de abandonar el canal (42).

Ejemplo 4- Conducciones fluidicas a través de interfaces entre chips diferentes.

En esta realizacion se demuestra la posibilidad de combinar chips de distintos tamafios en un mismo
microsistema con canales fluidicos. El caso méas sencillo presenta un Unico canal por el que circula un
fluido sobre una serie de electrodos fabricados en un chip de pequefio tamafio. La ventaja de este
montaje es que es posible fabricar los electrodos o elementos pasivos cualesquiera de forma
independiente, aprovechando al maximo tanto el material disponible como el proceso de deposito de los
electrodos. Es decir, mediante esta técnica se pueden reducir los costes unitarios de fabricacion de las
partes con elementos metalicos.

La figura 8 muestra las distintas partes de que se compone un sistema asi. La celda con la fluidica y los
electrodos integrados se compone de 5 partes. La lamina inferior (57) que presenta los orificios de
centraje (58) y un zécalo (59) para alojar el elemento pasivo (60) con los electrodos sensores (61). El
siguiente nivel lo compone una lamina (62) de material adhesivo por las dos caras que presenta los
motivos de alineamiento, la entrada para el fluido (63) y la salida (64), un canal discontinuo (65) tal que se
salvan los bordes del elemento pasivo (60) con los electrodos. La lamina (66) inmediatamente superior
consiste en una lamina que no necesita ser adhesiva por las dos caras y que presenta los orificios de
alineamiento, la entrada (63) y la salida fluidica (64) y un canal discontinuo (67) tal que los extremos de
este canal se solapan con el canal discontinuo (65) de la lamina inferior. El Gltimo nivel del chip es una
lamina (68) que puede o no ser adhesiva y que presenta los orificios de alineamiento y las entradas y
salidas fluidicas (63,64).
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REIVINDICACIONES

1.- Celda de flujo que comprende al menos un canal a través del cual discurre al menos un fluido,
caracterizada porque comprende:

- una pluralidad de laminas apiladas compuesta de una lamina superior, una lamina inferior y al
menos dos laminas intermedias, comprendiendo cada una de las ldminas intermedias una ranura
longitudinal pasante que define cada uno de los canales de la celda y siendo las ranuras de las laminas
intermedias independientes y parcialmente coincidentes entre ellas;

- un orificio pasante de entrada del fluido y un orificio pasante de salida del fluido en cada lamina
intermedia y las laminas apiladas sobre ella, estando situados los orificios respectivamente y en
correspondencia con los extremos de las ranuras pasantes;

- al menos un elemento pasivo integrado en la cara interna de una lamina seleccionada entre la
lamina superior, la lamina inferior y una combinacién de ambas, cara interna que actiia como pared de
uno de los canales; y,

- un electrodo auxiliar situado en el interior de uno de los canales.

2.- Celda de flujo, segun la reivindicacién 1 caracterizada porque comprende una membrana permeable
dispuesta entre cada dos laminas intermedias para el intercambio de sustancias entre los fluidos de cada
uno de los canales.

3.- Celda de flujo multicanal, segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizada porque el elemento pasivo es al
menos un sensor de medida.

4.- Celda de flujo multicanal, segun la reivindicacién 3, caracterizada porque el sensor de medida
comprende un electrodo de referencia y un electrodo de trabajo.

5.- Celda de flujo multicanal, seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque las
laminas y membranas se fijan entre si mediante medios adhesivos.

6.- Celda de flujo multicanal, segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porque comprende unos accesos fluidico a la entrada y salida de cada uno de los canales donde el
acceso fluidico de salida del canal donde se sitia el elemento pasivo es de metal actuando como
electrodo auxiliar.

7.- Celda de flujo multicanal, segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porque el acceso fluidico de entrada del canal donde se sitGa el elemento pasivo es de metal actuando
como electrodo de referencia.

8.- Celda de flujo multicanal, segun la reivindicacion 7, caracterizada porque los electrodos se disponen
de manera que el fluido circula por el electrodo de referencia, el de trabajo y por ultimo por el auxiliar.

9.- Celda de flujo multicanal, segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porque el tamafio de la lamina inferior donde se integra el elemento sensor y que actGa como pared del
canal no es del mismo tamafio que el resto de laminas y membranas permitiendo la integracién de
elementos adicionales en la lamina inferior.

10.- Celda de flujo multicanal, seglin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porque las [d&minas y las membranas comprenden orificios de guiado para su correcto apilamiento.

11.- Celda de flujo multicanal, segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porque comprende una resistencia para el calentamiento de muestras situada en el interior de al menos
uno de los canales.

12.- Celda de flujo multicanal, segiin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porque comprende sensores térmicos para la medida de temperatura situados en el interior de al menos
uno de los canales.

13.- Celda de flujo multicanal, segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porque comprende medios de generacién de potencia que alimentan al elemento sensor.

14.- Celda de flujo multicanal, segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porque comprende una pantalla que muestra unos parametros capturados por los elementos sensores del
elemento pasivo.

15.- Celda de flujo multicanal, segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porgue las laminas son de material polimérico.
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16.- Celda de flujo multicanal, segln la reivindicacién 15, caracterizada porque al menos una de las
laminas es de material polimérico transparente permitiendo la observacion directa del interior de los
canales.

17.- Carcasa para alojar la celda de flujo multicanal descrita en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
16, que actua de interfaz fisica entre la celda y una instrumentacién externa de medida, caracterizada
porque comprende:

- conectores fluidicos de la celda con la instrumentacién externa de medida y de la celda con los accesos
fluidicos de entrada y salida de la celda a través de los que circulan los fluidos;

- conexiones eléctricas con la celda compuestos por conexiones con cada uno de los elementos de
medida integrados en la celda; y,

- una pluralidad de pasadores de guiado que se introducen en los orificios de guiado de las laminas y las
membranas de la celda para el correcto apilamiento de las mismas.

18.- Uso de la celda descrita en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 para un proceso
seleccionado entre la fabricacion de microreactores, la fabricacion de celdas de combustible, la
fabricacion de sistemas para el estudio de la cinética de las reacciones quimicas, la medida de la
demanda bioquimica de oxigeno de un poblacién bacteriana y la medida de actividad biolégica de una
muestra, 0 una combinacion de las mismas.

19.- Uso de la carcasa descrita en la reivindicacién 17 para un proceso seleccionado entre la fabricacion
de microreactores, la fabricacion de celdas de combustible, la fabricacion de sistemas para el estudio de
la cinética de las reacciones quimicas, la medida de la demanda bioquimica de oxigeno de un poblacién
bacteriana y la medida de actividad biolégica de una muestra.
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ANNEX 3: HOLDER MICROSCOPI

Finalment, presentem un desenvolupament indirectament relacionat. Durant el temps de la tesi,
hem col-laborat amb altres projectes del grup de recerca. Un d’ells ha estat per exemple el
projecte HidroBioNets de la UE.

En aquest el treball del grup de bio-MEMS de I'IMB-CNM se centrava en desenvolupar sensors
electroquimics que poguessin monitorar el creixement de biofilms bacterians en conduccions de
plantes de dessalacié per osmosi inversa, a fi i efecte d'optimitzar els tractaments de
manteniment del sistema i de minimitzar I's de compostos biocides que sén incompatibles amb
el subministrament d’aigua potable.

A part de dissenyar i fabricar les carcasses adaptades als eléctrodes sensors que es van
utilitzar en el projecte, va quedar reflectit també l'interés de poder observar directament i sense
alterar la mostra, els eléctrodes sensors durant la mesura elecrequimica. Aix0 era, en aquest
cas, especialment rellevant per poder caracteritzar els eléctrodes (per exemple, comparant el
senyal obtingut sota diferents percentatges d’ocupacid per biofims de la superficie de
I'eléctrode), aixi com per observar si hi havia efecte de la mesura bioquimica en les poblacions
bacterianes presents en el dispositiu.

A fi de poder observar directament I'eléctrode en funcionament, es va dissenyar una carcassa
gue pogués contenir el conjunt d’eléctrodes, les connexions eléctriques i les connexions
hidrauliques del dispositiu, perd que a la vegada tingués un disseny que permetés de funcionar
sota I'observacié directa al microscopi.

A continuacié es presenten el disseny definitivament adoptat, aixi com les imatges del dispositiu
fabricat.
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Carcassa: model 3D per fabricar el dispositiu
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Membranes:

Tapa voltejada

Tapa

Memb 3

Memb 2

Comentaris:

Metacrilat 6mm

Rosca: passant 2mm, cap 4mm, roscant 1,6mm
Aliniadors 1,5mm

Silicona capes de 300 um

Forats 1,2mm, fins a 3mm del material

Tub lateral (segons prof broca... 1,2 ideal
extended reach)

Connector luer 2,7mm diam.

Memb 1

Base
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Foto d'un prototip inicial (a) i membrana de conformaci6 de canals amb PSA (b):

Foto del dispositiu final
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