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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo desarrollar un prototipo electronico para analizar la
demanda bioguimica de oxigeno en aguas residuales con carga organica conocida. Dos celdas de
combustible microbiano de camara simple fueron implementadas. Cada celda estaba formada por
una camara anddica y catddica de acrilico en donde se instal6 fibra de carbono pre-tratada a modo
de electrodos separados por papel celofdn como membrana de intercambio de protones. La fase
de enriquecimiento y adaptacion de las bacterias electroquimicamente activas se llevo a cabo en
modo batch bajo una carga externa fija de 1000 (ohmios). Se utilizd agua residual del
desbordamiento del clarificador primario de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales
Ucubamba-Cuenca y lodo activado como inoculo bacteriano. Una vez que se formd el biofilm,
las celdas se alimentaron a una concentracion de demanda bioquimica de oxigeno (DBO)
especifica (60, 100, 150 y 200 ppm) hasta que se gener6 una corriente estable, seguido por
inanicion hasta una corriente de aproximadamente 0.010 mA. La sefial eléctrica generada por la
oxidacion del combustible en la superficie del anodo y la reduccion del oxidante en el catodo fue
procesada mediante un sistema electronico basado en la plataforma Arduino que permitio
determinar la carga orgéanica de una muestra de agua residual artificial (AW). Las medidas
registradas con el biosensor mostraron un coeficiente de variacion (CV) de 1.05% a 7.63% , muy
por debajo de los biosensores de DBO informados que alcanzaron un CV de hasta el 12%. Se
determind con un nivel de confianza del 95% que ambos métodos (dispositivo, convencional) son
comparables. Estos resultados son alentadores y abren la posibilidad de crear un sistema simple,
rapido y confiable para monitorear la calidad del agua, innovando en las técnicas de analisis de la
DBO. Se recomienda emplear técnicas de caracterizacion sofisticadas como redes neuronales

artificiales para mejorar el modelo DBO-Corriente.

PALABRAS CLAVE: <TECNOLOGIA Y CIENCIAS DE LA INGENIERIA>,
<INGENIERIA Y TECNOLOGIA ELECTRONICA>, <CELDA DE COMBUSTIBLE
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(DBO)>, <ACONDICIONAMIENTO DE LA SENAL BIOELECTROQUIMICA> <
PROCESAMIENTO DE SENALES>, <ALGORITMO DE DETECCION FASE ESTABLE>,
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SUMMARY

The present work had as an objetive to develop an electronic prototype to analyze the oxygen
biochemical demand in residual water with known organic load. Two single microbial fuel cells
of simple camera were implemented. Each cell was formed by an anodic and cathodic camera of
acrylic in which pre-treated carbon fiber was installed as electrodes separated by cellophane
paper as a proton exchange membrane. The enrichment and adaptation phase of the
electrochemically active bacteria was carried out in batch mode under a fixed external load of
1000(ohms). Residual water from the overflow of the primary clarifier of the Ucubamba- Cuenca
Residual Water Treatment Plant was used as well as mud activated as a bacterial inoculum.Once
the biofilm was formed , the cells were fed at a concentration of specific biochemical demand of
oxygen (DBO) (60, 100,150 and 200 ppm) up to generation of a stable current followed by
inanition up to a current of approximately 0,010 mA. The electric signal generated the fuel
oxidation on the anode surface and the reduction of the oxidant in the cathode was processed
through an electronic system based on the arduino platform which permitted to determine the
organic charge of a residual artificial water (AW). The measurements recorded by the biosensor
showed a variation coefficient (CV) of 1,05% to 7,63% much lower than the biosensor DBO
above which reached a CV of up to a 12% , it was determined with a reliability of 95% that both
methods (device and conventional ) are comparable. These results are hopeful and open the
posibility of creating a simple, rapid and reliable system to monitor the water quality, innovating
the analysis techniques of the DBO. It is recommended to use sophisticated characterization

techniques such as artificial neuron networks to improve the current DBO model.

KEYWORDS : <TECHNOLOGY AND ENGINEERING SCIENCIES> < ENGENEERING
AND ELECTRONIC TECHNOLOGY>, <MICROBIAL FUEL CELL (MFC) >,
<BIOSENSOR>, <BIOCHEMICAL OXYGEN DEMAND (DBO), < CONDITIONING THE
BIOELECTROCHEMICAL SIGNAL>< SIGNAL PROCESSING>, <DETECTION
ALGORITHM STABLE BASE >



INTRODUCCION

El mundo en desarrollo se enfrenta al reto de abastecer agua sanitaria y control adecuado de las
aguas residuales para el bienestar social, econémico y ecolégico de su poblacion. En nuestro pais
para el control de calidad de agua el TULSMA del Ministerio de ambiente exige la medicion de
varios parametros entre ellos la demanda bioquimica de oxigeno (DBO). La DBO se ha
determinado convencionalmente tomando una muestra de agua, aireandola bien, colocandola en
una botella sellada, incubando durante un periodo de tiempo estandar a 20+1°C en la oscuridad,
y determinando el consumo de oxigeno en el agua al final de la incubacion. De acuerdo con la
norma americana, el tiempo de incubacién es de 5 dias y los valores de DBO basados en este
estandar se denominan DBOs. Esta prueba de DBO tiene ciertos beneficios, tales como ser un
método universal de medicion de las muestras de aguas residuales, ademas, no se necesita un
equipo costoso. Sin embargo, tiene la limitacion de ser demorada, por consiguiente, no es
adecuada para la monitorizacién de procesos en linea. Ademas son multiples factores los que han
llevado a cuestionar la fiabilidad analitica de la DBOs. De hecho, los valores de DBO para una
misma muestra pueden presentar una dispersion de entre el 10 % y el 30 % (Diez-Caballero et al.
1999).

Por consiguiente, es necesario desarrollar un método alternativo. La Celda de Combustible
Microbiano (MFC por sus siglas en inglés) es una tecnologia emergente que puede eludir este
inconveniente mediante la interaccion de una sefial bio-electroquimica generada en el ciclo
metabdlico de las bacterias y un sistema electrénico que pueda amplificarla y procesarla de forma
adecuada. Este trabajo de investigacion se encamina a caracterizar la sefial eléctrica producida

en una celda de combustible microbiano al ser sometida a diferentes concentraciones de DBO.

ANTECEDENTES

La Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) es un pardmetro esencial en el control de la calidad
de las aguas residuales, asi como en la vigilancia de espacios naturales himedos. Este parametro
mide el contenido de materia organica biodegradable en el agua problema. Esta materia puede
ocasionar una depresion de oxigeno disuelto en la cuenca receptora, capaz de producir episodios

de mortandad masiva de la fauna acuética por anoxia (Diez-Caballero et al. 1999).



Un método estandar para determinar la DBO del agua, se denomina DBOs. Este método sin
embargo, consume cinco dias y usualmente requiere experiencia y habilidad. Por tal motivo
varios métodos han sido explorados. Varios biosensores de DBO han sido reportados,
mayoritariamente basados en el monitoreo de oxigeno (O.) disuelto usando diferentes
microorganismos como levaduras (Hikuma et al. 1979), bacillus subtilis (Riedel et al. 1988) , y
Serratia marcescens (Kim y Kwon 1999).

Una bacteria luminosa, Photobaterium phosphoreum, puede también ser usada para un prop6sito
similar. La intensidad de luminiscencia, la cual es proporcional a la cantidad de compuestos
organicos asimilables en el agua residual, puede ser medida usando un fotodiodo (Ren, Lee y
Chae 2012). En el estudio de Reynolds y Ahmad (Reynolds D.M y Ahmad S.R 1997), la
determinacion rapida de la DBO se ha realizado utilizando una técnica de fluorescencia que dio
una relacioén lineal entre DBO de aguas residuales y las intensidades de fluorescencia de los
organismos que crecen en las aguas residuales a 340 nm. Aunque hay buenas relaciones entre la
concentracion de DBO y sus respuestas, los biosensores basados en O disuelto tienen problemas
de estabilidad a largo plazo debido al ensuciamiento de la membrana. Adicionalmente, sensores
de DBO basados en un solo organismo como P.phosphoreum no tiene un amplio rango de sustrato
util. “Ciertos quimicos no biodegradables interfieren con la estimacion de la DBO mediante

técnicas de fluorescencia“ (Reynolds D.M y Ahmad S.R 1997) .

En las investigaciones desarrollados por (Kim et al. 2003; Kim, Chang y Gadd 2007; Wang Xin,
Gao Nigshengije y Zhou Qixing 2013). Se demostr6 que la celda de combustible microbiano
(MFC por sus siglas en inglés) puede usarse para medir valores de DBO de agua residual, ya sea
leyendo la corriente maxima o calculando el coulomb. Asimismo en (E.Stein Nienke et al. 2011),
se menciona que cuando la concentracion del componente organico es constante las bacterias
produciran una corriente eléctrica constante. Sin embargo, cuando su metabolismo se ve afectado
por el cambio en la concentracion de componentes organicos, la tasa de consumo de sustrato
cambiard y con esto la corriente eléctrica. De esta manera, a diferentes concentraciones de

sustrato, la MFC puede actuar como un biosensor.

Otra alternativa para determinar la DBO es mediante los equipos que oferta el mercado, estos

utilizan basicamente dos tipos de estrategia en la realizacion de las medidas:



e Bioelectrodos, consistentes en una membrana que contiene microorganismos
inmovilizados, acoplada a una sonda de oxigeno disuelto. Sin embargo la toxicidad del
agua problema podria inactivar las células de la membrana irreversiblemente. Para
efectuar nuevas medidas, seria necesario un recambio continuo de la membrana, que haria

a estos equipos inoperantes y costosos.

o Biorreactores, consistentes en un reservorio conteniendo un fango activo procedente de

una estacion depuradora de aguas residuales, y una sonda de oxigeno disuelto sumergida.

La complejidad del fango activo utilizado como elemento sensor y la inmersion directa
de las sondas de medida implica un rapido ensuciamiento de estos elementos, afectando
la medida obtenida y haciendo necesario un mantenimiento con elevada frecuencia (Diez-
Caballero et al. 1999).

En 1998 en Meéxico se desarrolld un sistema computarizado para la medicién rapida y
automatizada de la DBO en plantas de lodos activados. Se us6 un sensor polarogréafico de oxigeno
para la determinacion de este parametro, en combinacion con un sistema de andlisis por inyeccion
de flujo, lo que permiti6 el disefio de un sistema de lazo cerrado con el que fue posible la

adquisicion de datos, despliegue de los mismos y el monitoreo en linea de la DBO.

En la ciudad de Riobamba dentro del Grupo de Energias Alternativas y Ambiente (GEAA), se
desarroll6 el estudio de un biosensor microbiano los resultados indican que podria ser aplicado
como una alternativa para el monitoreo de DBO de aguas residuales. En (Logrofio et al. 2016),
se muestra una respuesta buena y temprana del biosensor para alcanzar la etapa estable y por lo

tanto la reproducibilidad para concentraciones de DBO inferiores a 200 ppm.

FORMULACION DEL PROBLEMA

¢El prototipo apoyara en el andlisis de la demanda bioquimica de oxigeno?

SISTEMATIZACION DEL PROBLEMA

¢Qué tipo de celda de combustible microbiana se construird para tener un desempefio eficiente

como biosensor?



¢Como se realizara el experimento para determinar la DBO teniendo como entrada agua residual

con diferentes cargas organicas?

¢Qué técnica de ajuste de curvas se empleara, para ajustar los datos generados en el experimento

y obtener estimaciones intermedias?

¢Qué circuitos se utilizara para el tratamiento y procesamiento de la sefial generada por el

biosensor?

¢Cémo seré el interfaz para mostrar el resultado del analisis?

¢ Es posible evaluar la confianza del funcionamiento del sistema mediante técnicas estadisticas?

JUSTIFICACION DEL TRABAJO DE TITULACION

JUSTIFICACION TEORICA

El presente trabajo de titulacion provee técnicas y métodos para incursionar en el campo de los
biosensores basados en celdas de combustible microbiano. Haciendo énfasis en el
acondicionamiento y procesamiento de sefiales microbiol6gicas, entregando informacién valiosa
para posterioriores investigaciones encaminadas en producir dispositivos ecoldgicos para mejorar
drasticamente el bienestar y los medios de subsistencia de las personas del pais. Conforme a lo
estipulado en el Plan Nacional del Buen Vivir del Ecuador. Concretamente lo definido dentro del
objetivo 10, literal a) del lineamiento 10.2, que expresa: “Articular la investigacion cientifica,
tecnologica y la educacion superior con el sector productivo, para una mejora constante de la
productividad y competitividad sistémica, en el marco de las necesidades actuales y futuras del
sector productivo y el desarrollo de nuevos conocimientos” («Plan Nacional del Buen viviry,

2013).
JUSTIFICACION APLICATIVA
Concluido el proyecto planteado se tendra un prototipo electronico para analizar la DBO en aguas

residuales con diferentes cargas organicas, en un tiempo relativamente corto y sin la intervencién

de personal erudito o experimentado. Asi como también el estudio y caracterizacion de la sefial



generada por el metabolismo de diferentes consorcios microbianos de la PTAR UCUBAMBA
Cuenca.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un prototipo electrénico para analizar la demanda bioquimica de oxigeno en aguas

residuales con carga organica conocida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Construir una biosensor de DBO tipo celda de combustible microbiano.

= Realizar el experimento para determinar la relacion carga organica (DBO) — Corriente
(mA).

= Ajustar los datos del experimento a una curva para obtener estimaciones intermedias.

= Realizar el analisis, tratamiento y procesado de la sefial provista por el biosensor.

= Elaborar una interfaz para presentar el resultado del analisis de DBO.

» Realizar un analisis de pruebas y resultados del prototipo.



CAPITULO I

1 MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1  Celda de combustible microbiano (MFC)

1.1.1. Principios de Funcionamiento

Una celda de combustible microbiano (MFC por sus siglas en inglés) consta de dos electrodos,
un anodo y un céatodo, en presencia de un electrolito. Los dos electrodos estdn normalmente
divididos por una membrana de intercambio de protones (PEM), y estadn conectados por un
circuito externo que incluye una carga externa como se muestra en figura 1-1. Las bacterias
electroactivas (anoddfilos) residen en el anodo del dispositivo en forma de un biofilm. Los
anodofilos oxidan las moléculas organicas biodegradables presentes en la solucion de
alimentacion y generan electrones, protones y dioxido de carbono. En ausencia de oxigeno, los
electrones son extracelularmente transferidos al anodo y fluyen a través del circuito externo hacia
el catodo produciendo asi electricidad. Los protones migran a través del PEM al céatodo y

reaccionan con electrones y un aceptor de electrones (generalmente oxigeno) para formar agua.




Normalmente, los materiales a base de carbono se implementan como electrodos. Estos son
tipicamente en forma de tela de carbono, papel de carbono, barras de grafito, placas, granulos y
carbono vitreo reticulado (Logan y Regan, 2006 citados en Chouler y Di Lorenzo, 2015). El
material del &nodo debe ser poroso y tener una gran superficie para acomodar el crecimiento del
biofilm. El catodo suele estar dopado con catalizadores, tales como platino, con el fin de aumentar
la velocidad de las reacciones de reduccion de oxigeno en la superficie del electrodo. Los PEM

mas tipicamente usados estan hechos de Nafion o Ultrex .

1.1.2. Transferencia extracelular de electrones

La transferencia de electrones desde el biofilm a la superficie del anodo puede ocurrir por contacto
directo, nanocables, o por transferencia de electrones mediada (MED) (Bruce E. Logan et al.
2006; Ren, Lee y Chae 2012 citados en Chouler y Di Lorenzo, 2015). Las bacterias, como las
especies de Shewanella, pueden utilizar cualquiera de estos mecanismos y por lo tanto se definen
como "verdaderos anodofilos". Especies pseudomonas en su lugar solo puede transferir electrones
a través de un proceso MED que implican compuestos enddgenos como las fenazinas (Yang
Yonggang et al. 2012), ejemplos de mediadores quimicos exdgenos son el rojo neutro o el 2,6-
disulfonato de atraquinona. Estos se agregan al lado anddico para permitir el relais de electrones
por las bacterias que serian generalmente incapaces de transferir los electrones al electrodo. Sin
embargo, el uso de mediadores exdgenos no es adecuado para aplicaciones practicas de MFC, ya
gue el costo de operacion aumenta y se presentan problemas toxicol6gicos de liberacién o
tratamiento del mediador (Abrevaya et al. 2015 citados en Chouler y Di Lorenzo, 2015). En la

figura 2-1 se muestra en esquema de los tres mecanismos de transferencia de electrones.




1.2 Tipos de celdas de combustible microbianas

Uno de los factores que influyen en el desempefio eléctrico de las MFCs, es la arquitectura
(Rismani-Yazdi et al. 2011 citados en Revelo y Ruiz, 2013). Asi tenemos las siguientes

configuraciones:

1.2.1. Celdas de combustible microbiano de doble cAmara (MFC)

Una MFC de dos compartimentos esta compuesta por una camara anddica y una camara catddica
separadas por una PEM o un puente salino, el cual permiten el paso de los H+ hacia la cdmara
catddica. Las concentraciones de DBO que se han podido cuantificar con este tipo de celda
alcanzaron hasta 150 ppm.

1.2.2. Celdas de combustible microbiano de camara simple (SCMFC)

Esta arquitectura de camara Unica con el catodo expuesto directamente al aire como una fuente
de oxigeno y una membrana unida al catodo. Puede conducir a un dispositivo mas compacto y
mas simple. Los costes de funcionamiento también se reducen debido a que el bombeo de catolito
y la purga de aire/oxigeno no son necesarios. Ademas hay un incremento en el rango de un
biosensor en aproximadamente 133% comparado con el rango obtenido con una MFC de dos
camaras como consecuencia del contacto directo con el aire (mejora el suministro de oxigeno
proporcionado al catodo) (Revelo, Hurtado y Ruiz, 2013). (Spurr 2015). En la figura 3-1 se

muestra la celda de combustible de camara Unica.
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1.3 Desempefio eléctrico de las MFCs

Para determinar el desempefio eléctrico de una MFC los pardmetros que se analizan son: la
densidad de potencia, la eficiencia coulémbica y la resistencia interna. Que se derivan de las

mediciones de voltaje generado en la celda bajo una resistencia externa conectada entre el
electrodo anodo y catodo.

1.3.1. Densidad de Potencia

La densidad de potencia (DP) expresada como la potencia por unidad de area del electrodo

anodico o la potencia por unidad de volumen del sustrato, se calcula de la siguiente manera:

w
P, =—
AT 4

U]
P, =—
VT oy

Donde, | es la corriente en amperios, U es el potencial en voltios, A es el area de la superficie del

electrodo anddico en m? y V es el volumen del sustrato de la cdmara anddica.



1.3.2. Resistencia Interna de la MFCs

La resistencia interna (RI) es un parametro muy importante para caracterizar un generador de
corriente como lo es MFC. Se puede obtener a partir del analisis de las curvas de polarizacion que
se derivan de las mediciones de voltaje en la resistencia externa (Hoyos et al., 2007; Rismani-
Yazdy et al., 2011, citados en Revelo, Hurtado y Ruiz, 2013), o por la técnica de espectroscopia
de impedancias (Hou et al., 2012; Fuentes-Albarran et al., 2012, citados en Revelo, Hurtado y
Ruiz, 2013), que se fundamenta en la aplicacion de una pequefia sefial de voltaje a la celda
electroquimica y posterior medicion de la corriente a través de ella (Ramirez et al., 2009, citados
en Revelo, Hurtado y Ruiz, 2013).

1.3.3. Eficiencia Coulémbica

La eficiencia coulémbica (EC) es un parametro que permite obtener la fraccién de energia
eléctrica que se puede generar en la MFC a partir de un sustrato determinado. Su medicién es
importante porgue posibilita comparar el desempefio de diferentes MFCs. La EC se calcula como
la razon entre la carga generada y la carga teérica presente en el sustrato de la cdmara anddica
(Sharma y Li, 2010 citados en Revelo, Hurtado y Ruiz, 2013), mediante la siguiente expresion

matematica (Luo et al., 2010 citados en Revelo, Hurtado y Ruiz, 2013).

itu;it;
RFbASV

EC% = M x 100

Donde, Ui es el voltaje de la MFC en el tiempo ti, R es la resistencia externa, F es la constante
de Faraday (96485 C/mol), b es el namero de moles de electrones producidos por una mol de
demanda quimica de oxigeno (DQO), 4S es la concentracién removida de DQO (g/L), V es el

volumen del liquido (L) y M es el peso molecular del oxigeno (32g/mol).
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1.4 Biosensor

Un biosensor es un dispositivo integrado autbnomo que es capaz de proporcionar informacion
analitica cuantitativa o semicuantitativa especifica utilizando un elemento de reconocimiento
bioldgico (receptor biogquimico) que se mantiene en contacto espacial directo con un elemento de

transduccion.

El primer biosensor fue fabricado en 1956 por el profesor Leland C. Clark., que mas tarde en el
afio 1962, detall6 cémo realizar un biosensor mas inteligente mediante el atrapamiento de
transductores enzimaticos en su superficie. En 1975, se construyé el primer biosensor comercial
para la medicidn de glucosa por medio de la deteccion amperométrica del peréxido de hidrégeno.
El biosensor se construye inmovilizando una bacteria en la base del electrodo de una celda de
combustible y esta es protegida detras de una membrana, al difundir a través de la misma un
compuesto téxico su efecto se puede medir por medio del cambio en el voltaje del sensor. Estos
biosensores pueden usarse como indicadores de la presencia de sustancias toxicas tanto en rios

como en la entrada de plantas de tratamiento de aguas (Chouler y Di Lorenzo 2015).

1.5 Principios Operativos MFC como biosensor

La corriente generada por un MFC se relaciona directamente con la actividad metabélica del
biofilm electroactivo en la superficie del anodo (Di Lorenzo Mirella et al. 2014 citados en Chouler
y Di Lorenzo, 2015). Cualquier alteracion de sus vias metabdlicas se traduce en un cambio en la
produccion de electricidad, si se mantienen constantes los parametros operativos tales como el

pH, la temperatura y la conductividad de la solucién de alimentacion.

Es decir el biofilm anddico de la MFC actia como el componente de reconocimiento
(biorreceptor). Su respuesta a la perturbacion especifica afecta la tasa de flujo de electrones al
anodo (el transductor) y se transluce en un cambio de corriente medible (principio basico detras
del uso de MFC como biosensores microbianos electroquimicos). Mientras que en otros tipos de
biosensores amperométricos para la oxidacién de sustrato/analito, un voltaje externo tiene para
ser aplicado para una funcion biosensora apropiada, en MFCs, el potencial de conduccién esta
asegurado por una oxidacion acoplada de combustible en la superficie del &nodo y la reduccién
de un oxidante en la superficie del catodo (Lovley, 2008, pp. 564-571). En la figura 4.1 se muestra

el principio bésico de una MFC como biosensor.
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Para ser utilizado como un biosensor, la MFC debe mostrar una alta sensibilidad hacia el
compuesto a ser detectado con un minimo riesgo de falsos positivos o negativos. La sensibilidad
se define como el cambio de la sefial eléctrica por unidad de cambio de la concentracion de analito
y se refiere generalmente a la superficie del &nodo, de acuerdo con la ecuacion (1) (Di Lorenzo
Mirella et al., 2014,pp. 182-188).

iy ays AI'1
sensibilidad = —-=
AcA

Donde A1 (uA) es el cambio de unidad en la salida de corriente; Ac (mM) es el cambio de unidad

en la concentracion del analito; Y A (cm?) es el area de superficie del electrodo.

Por lo tanto, altas sensibilidades estan asociadas con grandes cambios de corriente por unidad de

cambio en la concentracidn del toxico objetivo.

1.6 Potencial de los biosensores basados en celdas de combustible microbiano

El desarrollo de biosensores en los Gltimos afios ha abierto grandes perspectivas para el monitoreo
de la calidad del agua. Por ser compactos, relativamente baratos y potencialmente desechables.
También pueden permitir el monitoreo en linea , eliminando asi los costos asociados con la

recoleccidn, aislamiento, embalaje y transporte de la muestra a analizar, asi como proporcionar
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lecturas oportunas, gran proporcion de biosensores son enzimaticos y operan a través de medios
electroquimicos. Los biosensores enzimaticos tienen la ventaja de una alta selectividad hacia el
analito objetivo. Sufren, sin embargo de los protocolos de purificacion e inmovilizacion
enzimatica que consumen mucho tiempo y son costosos, el tiempo de vida corto y la mala

estabilidad, debido a la desactivacion o lixiviacion de la enzima.

El uso de bacterias ofrece en cambio la ventaja de una gran sencillez asociada con la preparacién
del biocatalizador, especialmente cuando se requieren grandes cantidades. Los biosensores
microbianos son también mas versatiles y sensibles a una gran variedad de analitos, gracias al
consorcio de enzimas que contienen en sus células Los biosensores microbianos se han
investigado principalmente como dispositivos de monitoreo de la calidad del agua y actualmente
se han comercializado pocos prototipos utilizados como sensores de la toxicidad del agua. EI uso
de microbios que sobreviven bajo condiciones altamente alcalinas, acidas, de alta temperatura y
salinas abre perspectivas atractivas sobre el monitoreo del agua para el monitoreo de residuos de
procesos industriales. Sin embargo, el despliegue completo de biosensores microbianos se
enfrenta a varios desafios. Estos incluyen baja selectividad, bajos limites de deteccion, y el riesgo

de contaminacion con otros microorganismos (Chouler y Di Lorenzo, 2015, pp. 453).

1.7 Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO)

Los valores de DBO indican la cantidad de material organico biodegradable (demanda
carbonacea) y el oxigeno usado para oxidar el material inorganico tal como sulfuros y hierro
ferroso. También puede medir el oxigeno usado para oxidar formas reducidas de nitrégeno

(demanda nitrogenada).

La importancia del analisis de la DBO esta relacionada con la medicion de la carga de residuos
en las plantas de tratamiento y en la evaluacién de la eficiencia de eliminaciéon de DBO de dichos

sistemas (Liu y Mattiasson 2002).
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1.8  Determinacion de la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs)

Es una prueba empirica en la que se utilizan procedimientos estandarizados de laboratorio para
determinar las necesidades de oxigeno relativas de aguas residuales, efluentes y aguas
contaminadas. La DBO se ha determinado convencionalmente tomando una muestra de agua,
airedndola bien, colocandola en una botella sellada, incubando durante un periodo de tiempo
estandar a 20£1°C en la oscuridad, y determinando el consumo de oxigeno en el agua al final de
la incubacién (Madigan, Martinko y Brock, 2006).

De acuerdo con la norma americana, el tiempo de incubacion es de 5 dias y los valores de DBO
basados en este estandar se denominan DBOs (American Public Health Association;, American
Water Works Association; y Water Environment Federation, 2017), mientras que si el tiempo de
incubacion es de 7 dias segun en la norma sueca DBO7 (Swedish Standards Institute,1979 citado
en Liu y Mattiasson, 2002) .

1.9 Sistema de adquisicion y procesamiento de datos

1.9.1. Proceso de adquisicion de datos

Como paso previo, antes de realizar un tratamiento digital de la informacion esté, el proceso de
adquisicion de los datos en este proceso se realiza una medicion, a través de un computador, de
una magnitud fisica. La figura 5.1 muestra el sistema de adquisicion de datos.

El proceso a seguir con las sefiales desde la adquisicion de estas, por medio del sensor adecuado,

hasta la digitalizacion consta de tres etapas:
1. Conversion de la magnitud a una sefial eléctrica.

2. Adaptacion de la sefial eléctrica para su lectura digital.

3. Sistema hardware de adquisicion de datos, generalmente a través de un computador.
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Proceso de adquisicion de datos:

DE DATOS

|:> ACONDICIONADOR PLACA DE
DE SENAL ADQUISICION

SENSORES

Sensores

Los sensores son dispositivos capaces de convertir una magnitud fisica, como puede ser la
temperatura, la presion, el valor de pH, entre otros, en una diferencia de potencial o una variacion
de intensidad. Es decir, realizan una conversion de energias y suministran informacion sobre el

estado y tamafio de la magnitud.

Los sensores informan de su entorno y ademas esa informacion es cuantificable, es decir, medible

por algin instrumento. La figura 6-1 muestra el sensor de campo magnético.

La posibilidad de fabricar un sensor que perciba una determinada magnitud depende de:

1) Que exista una propiedad en algin material que cambie en funcion de esa magnitud.

Preferiblemente esa funcion debe ser lineal para el rango en el que estemos interesados.

Ejemplo: La relacion que se da en los conductores entre su resistencia al paso de la corriente
eléctrica y la temperatura. A mayor resistencia, mayor temperatura:
15



R =f(T)

2) En otras ocasiones existe una relacién entre una magnitud y un fenémeno fisico.

Si la relacion es predecible, suave y estable, el fendmeno se puede usar como base para la

determinacion de la magnitud

Ejemplo: El efecto Hall se genera una tensién cuando un material es atravesado por una corriente
en presencia de un campo magnético. La tension generada es proporcional a la corriente y al

campo, de modo que si mantenemos la corriente constante podemos medir el campo magnético.

V =f(B)I = cte

En muchas ocasiones la dificultad esta en conseguir que la propiedad o fendmeno sea funcién
Unicamente de la magnitud que queremos evaluar. Suele ocurrir que la medida es funcién de
varios factores, de tal manera que cualquier variacion en alguno de ellos altera el resultado final.

En la actualidad, la mayor parte de los sensores:

e Generan una salida en tensién o corriente, o bien,

¢ Modifican una propiedad que puede ser evaluada de forma eléctrica.

De esta manera, y con el debido acondicionamiento, la sefial de salida puede ser tratada por una

equipo automatico de adquisicion de datos.

Las sefiales del mundo real son, en general, anal6gicas y varian de manera continua en el tiempo,
para que un computador sea capaz de procesarla se debe convertir a datos digitales. Cada uno de
estos sensores tiene unas caracteristicas propias y genera una tension o intensidad determinada,
por lo que estas sefiales tienen que ser adaptadas para ser tratadas en una tarjeta de adquisicién de

datos.
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1.9.2. Acondicionador de la sefial

El objetivo del acondicionador de sefial es generar, a partir de lo obtenido por los sensores, una
sefial que sea aceptable por las tarjetas de adquisicion de datos. Las tarjetas de adquisicion de
datos suelen admitir niveles de tension que van entre unos margenes determinados: -10V a 10V,
0a 10V, 0 a5V, etc. Las funciones principales que va a tener que realizar el acondicionador de

sefial son las siguientes:

Transformacion: Los sensores pueden proporcionar una diferencia de potencial, o una variable
de intensidad. Normalmente las tarjetas de adquisicion de datos admiten diferencias de potencial,
por lo que si el sensor proporciona una variacion de intensidad, esta debe ser convertida en una

diferencia de potencial proporcional.

Amplificacion: La sefial proporcionada por los sensores suele ser de un valor muy pequefio, por
lo que debe ser amplificada con el fin de que pueda ser detectada correctamente por la tarjeta de
adquisicion de datos. La amplificacion debe ser tal que las variaciones de la sefial recorran todo
el margen de la tarjeta de adquisicién de datos. La amplificacién de las sefiales, en su origen,

reduce el ruido que les puede afectar en su transmision hasta el computador.

Una posible clasificacion de las principales fuentes de ruido que actGan sobre el registro de

cualquier potencial bioeléctrico puede ser:

o Interferencias externas al equipo de medida
Las interferencias externas son todas aquellas que tienen su origen fuera del equipo amplificador.
La principal fuente de interferencia externa es, sin duda, la red de distribucién de energia eléctrica,
gue provoca una sefial de interferencia de 60 Hz.

o Interferencias internas al equipo de medida
Se consideran interferencias internas, aquellas que son provocadas por fuentes incluidas en el

amplificador. Entre ellas destacan las causadas por la fuente de alimentacién y las debidas al ruido

interno de los componentes electrénicos en general.
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e Interferencias debidas a la fuente de alimentacién

Si la fuente de alimentacion del amplificador incorpora un transformador, el rizado de 120 Hz,
correspondiente a la rectificacidn de los 60 Hz de la red, provocara interferencias que pueden ser
importantes. Cuando se utilizan amplificadores operacionales el problema se reduce a elegir un
componente con una relacion de rechazo frente a variaciones de la tension de alimentacion
(PSRR, power supply rejecction ratio) lo suficientemente grande. Este dato lo suministra el
fabricante. También influye el valor del rechazo al rizado del regulador de la fuente de
alimentacion. Una solucion aceptable para solucionar estos problemas es usar baterias para

alimentar el amplificador.

En cualquier caso, pueden utilizarse redes de filtrado en las alimentaciones que sirven para atenuar

la interferencia del rizado de la fuente.
e Ruido generado por los componentes electronicos

Los componentes electronicos, bien sean activos o pasivos, generan sefiales de ruido, en general
aleatorias, que contaminan las medidas. En los sistemas que requieren grandes amplificaciones,
este problema puede ser critico y exige una adecuada seleccion de los componentes de las

primeras etapas.

Los componentes pasivos, especialmente las resistencias, que tienen una densidad espectral de

ruido como lo muestra la ecuacién 7-1:

e, = V4KTR(V/VHz) .

Donde:
K: constante de Boltzman, 1.38*10-23 (J/K.)
T: temperatura absoluta. (K)

R: resistencia. (€2)

Siempre que sea posible interesara utilizar valores bajos. En cuanto a los componentes activos, la
Unica medida posible es la seleccion de los que presenten menores niveles de ruido, dentro de las
exigencias del disefio, incluidas las econdmicas. En todo caso, es muy recomendable limitar

mediante filtros la banda de funcionamiento todo lo que permita el espectro de la sefial de interés.
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Conversion por Medio de optoacopladores: Consiste en la conversion de una sefial eléctrica en
una sefial dptica, de luz. El principal objetivo de esta conversion es aislar los sistemas eléctricos
de los sensores de los sistemas eléctricos de la tarjeta de adquisicion para que de esta forma, se
evite tener que usar masas comunes, que en algunos casos producen problemas de derivacion de
corrientes. Conviene que los sensores de calidad realicen esta conversion por medio de

optoacopladores.

Filtrado: Con el filtrado se pretende eliminar ruidos de alta frecuencia que pueden hacer perder
exactitud al sistema de adquisicion de datos. Lo ideal es transportar la sefial del sensor lo mas
limpia posible a la tarjeta de adquisicion. En general existen dos tipos de filtros que rechazan el
ruido no deseado dentro de un determinado rango de frecuencias. Los filtros activos y pasivos:

Los filtros activos utilizan transistores o amplificadores operacionales combinados con circuitos

RC, RL o RLC pasivos. Y presentan las siguientes ventajas sobre los filtros pasivos:

e Los dispositivos activos proporcionan ganancia de voltaje por lo cual la sefial no se

atenda.

e Losfiltros activos se pueden conectar en cascada para mejorar la respuesta en frecuencia.

o Facilidad de ajustar la frecuencia de corte del filtro.

e El costo es mucho menor que el de los pasivos

Los efectos parasitos disminuyen debido al menor tamafio.

En funcién de su respuesta general, las cuatros categorias basicas de filtros activos son los

pasobajas, los pasoaltas, los pasobanda y los supresores de banda.

Un filtro pasobajas es uno que deja pasar frecuencias desde cd hasta fc (frecuencia de corte) y que
atenua significativamente a todas las demas frecuencias. La banda de paso del filtro pasobajas
ideal se muestra en el area sombreada de la figura 7-1; la respuesta se reduce a cero a frecuencias
mas alla de la banda de paso. Esta respuesta ideal en ocasiones se conoce como “pared de
ladrillos” porque nada lo atraviesa. El ancho de banda de un filtro pasobajas ideal es igual a la
frecuenca de corte (Thomas. 2008, pp. 755-764).
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Excitacion: Hay muchos sensores que necesitan de una excitacion, bien en corriente, bien en

tension, para producir la variacion proporcional a la magnitud a medir.
Linealizacion: No todos los sensores tienen una variacion lineal con respecto a las variaciones de
la magnitud que se miden; a veces es necesario realizar unos calculos para convertir la respuesta

del sensor en lineal.

1.9.3. Tarjeta de adquisicion de datos

El altimo paso en un sistema de adquisicion de datos es la tarjetas de adquisicion de datos, estas

tarjetas se encargan de:

e Las conversiones de sefiales desde analdgica a digital. ADC.

e Lacomunicacién con el ordenador

Como caracteristicas mas relevantes de una tarjeta de adquisicion de datos estan:

Numero de canales analdgicos: Nos indica la cantidad de magnitudes distintas que podemos

adquirir con la misma tarjeta. Generalmente las tarjetas disponen de un Gnico ADC y los

diferentes canales se generan por medio de un multiplexor analdgico.
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Velocidad de muestreo: Cuanto mayor sea la velocidad de muestreo mejor representacion
obtendremos de la sefial analdgica, en cualquier caso la velocidad de muestreo debe ser siempre
mayor que el doble de la frecuencia de la sefial que queremos muestrear.

La velocidad de muestreo depende de los canales que queramos tener activos. Las
especificaciones de las tarjetas suelen indicar la velocidad de muestreo del ADC, a medida que
aumenta el nimero de canales que este debe atender disminuira el nimero de muestras por

segundo que podemos obtener en cada canal.

Vmuestreo ADC

|74 = 5
muestreo por canal n'canales

Resolucion: Viene dada por el nimero de bits del ADC que se utilizan para representar cada
muestra, a mayor nimero de bits del ADC la tarjeta sera capaz de detectar variaciones menores
en la sefial. EI nimero de distintos niveles en que se divide la sefial a convertir viene dada por 2",

siendo n la longitud de palabra del conversor.
Rango de entrada: Indica los margenes entre los que debe estar la sefial de entrada para que pueda
ser convertida. Las tarjetas de adquisicion de datos suelen dar varias posibilidades que se pueden

seleccionar por hardware o por software.

Estas 4 caracteristicas vienen a determinar la capacidad y la precision de la tarjeta de

adquisicion:

Tabla 1-1: Caracteristicas de una tarjeta de adquisicion

A mayor nimero de canales Mayor capacidad.

A mayor velocidad de muestreo | Mayor capacidad

A mayor resolucion Mayor precision

A menor rango de entrada Mayor precisién, ya que se con los mismos bits de

resolucion se tendra que representar un menor rango.

Fuente: (Universidad Alicante, 2016), pp. 6

Capacidad de temporizacion: La capacidad de temporizacion interna de la tarjeta de adquisicion
de datos es una caracteristica interesante en estos sistemas, ya que permite unas funcionalidades

adicionales:
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e Puede controlar los momentos en los que se debe leer una sefial.

¢ Identificar cuantas veces se ha producido un evento.

e Generar formas de onda de acuerdo al reloj.
Y de esta forma descarga de estas misiones al computador que podra usar ese tiempo para otras
ocupaciones. También proporciona una forma de trabajo en tiempo real en aquellos casos en los

que el computador no puede atenderla debido a sobrecargas o a limitaciones en su sistema

operativo

Forma de comunicarse con el computador: Su funcionamiento, como dispositivo periférico se

puede realizar de dos formas:

e Mediante entrada-salida por interrupcion, lo normal.

e Mediante acceso directo a memoria (DMA). En aquellos casos en los que el flujo de datos

puede ser elevado.

1.9.4. Procesamiento de la sefial

Muestreo de sefiales analdgicas

Para obtener datos digitales a partir de sefiales analdgicas, la sefial debe ser muestreada. Esto
significa tomar el valor instantaneo de la sefial en un momento determinado. Para una sefial
continua, las muestras se toman a intervalos regulares, generalmente con un periodo de muestreo

fijo entre medidas.

Para recoger informacion til, un factor clave es el ritmo o frecuencia con la que se toman las

medidas.
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Teorema de Nyquist

El Teorema de Nyquist indica que la frecuencia de muestreo minima que tenemos que utilizar
debe ser mayor que 2 - fmax , donde fmax es la frecuencia maxima de la sefial. Si utilizamos
esa frecuencia de muestreo, podremos reproducir posteriormente la sefial a partir de las muestras

tomadas.

¢ Qué sucede si utilizaramos una frecuencia de muestreo mas alta?

Si utilizaramos una frecuencia mas alta que la que nos dice Nyquist obtendriamos una
representacion mas exacta de la sefial de entrada. Sin embargo, debemos buscar un compromiso:
cuanto mas alta es la frecuencia de muestreo mas alto es el nimero de muestras por segundo que
se deberan procesar, por lo que los procesadores de sefial deberdn ser mas potentes o realizar

menos procesamiento en cada muestra.

¢Qué sucede si utilizamos una frecuencia por debajo de la especificada por el Teorema de

Nyquist?

Si utilizamos una frecuencia inferior aparece un fenémeno llamado Aliasing. Esto significa que
cuando intentamos reconstruir la sefial aparece una onda senoidal de frecuencia mas baja. Este
fendmeno se presenta por el hecho de que las muestras se pueden unir para crear una forma de

onda de frecuencia mas baja que es totalmente diferente de la onda original.

1.9.5. Proceso de obtencion de la Sefial Digital

En primer lugar debemos eliminar las componentes de la sefial por encima de la frecuencia de
Nyquist ya que estas, no deben ser muestreadas. Esto se consigue usando un filtro anti-aliasing.
El filtro anti-aliasing no es mas que un filtro paso bajo analdgico. La figura 8-1 muestra el filtro

Alising.
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|:“> Filtro Anti-Aliasing |:>

La sefial de entrada continua se pasa entonces a un circuito sample and hold. Este circuito
toma muestras a un ritmo fijo y mantiene el valor hasta que se toma la muestra siguiente,

dando como resultado una forma de onda escalonada como se indica en la figura 9-1.

| — Sample and Hold —

Los valores muestreados se deben convertir ahora en nimeros para ser procesados. Este proceso
se denomina cuantificacion, y se realiza mediante un conversor analégico/digital (ADC), como

se muestra en la figura 10-1.

000000001010
111010101010
001010100110
000101010100

—> ADC — 010101010000 Muestras de 12 hits

101100000001
101010101000

Para cuantificar la sefial, utilizamos un namero de niveles que representan escalones de amplitud
de entrada; para cada muestra ADC devuelve un valor que representa el nivel mas cercano al valor
de la muestra. Esto implica inevitablemente una aproximacion llamada Error de Cuantificacion

que se aprecia la figura 11-1.
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Error de cuantificacién

Nivales de cuantificaciin

Cuantos mas niveles de cuantificacion utilicemos, podremos representar mas exactamente la sefial
analdgica. Si en un sistema DSP, el convertidor analdgico/digital (ADC) tiene una resolucion de
12 digitos binarios, en total nos encontrariamos con 2'2=4096 niveles (Universidad Alicante,
2016).
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CAPITULOII

2 MARCO METODOLOGICO

Este trabajo de titulacion se sustenta bajo el método de experimentacion cientifica. El disefio
experimental es completamente al azar (DCA), debido a que se manipula la variable
independiente, concentracion de materia organica (DBO) para observar el efecto que produce en
la variable dependiente que es la generacidon de corriente. El tipo de investigacion es aplicada ya
que se basa en conocimientos existentes derivados del trabajo con celdas de combustible
microbiano y esta dirigida al desarrollo de un prototipo electrénico orientado al establecimiento
de un nuevo método de andlisis de agua residual. La poblacion de estudio es el agua residual de
la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) UCUBAMBA de la ciudad de Cuenca y
la muestra el agua del desbordamiento del clarificador primario. En cuanto a las técnicas
empleadas estan el muestro probabilistico simple para determinar la muestra, ANOVA para la
comprobacion de hip6tesis. Asimismo se manejé fuentes de informacién primaria y secundaria,
tales como experimentos empleados en el desarrollo del tema propuesto, entrevistas y articulos

cientificos referentes al tema contemplado.

Este capitulo se ha divido en dos partes: quimica y electronica, en las que se detalla el desarrollo
del biosensor basado en celdas de combustible microbiano, y el sistema electrénico para
amplificar y procesar de forma adecuada la sefial bio-electroquimica generada en el ciclo

metabolico de las bacterias.
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PARTE QUIMICA

2.1

Construccién del biosensor basado en celdas de combustible microbiano

2.1.1. Poblacion de estudio

La poblacion de estudio en esta investigacion es el agua residual de entrada a la Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) UCUBAMBA de la ciudad de Cuenca, ubicada en la

panamericana entre Ezequiel Céardenas y Garcia Moreno. Como se muestra en la figura 1-2.
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2.1.2. Seleccion de la muestra

El tipo de muestro es probabilistico simple debido a que todos los elementos de la poblacion
tienen la probabilidad de ser escogidas en esta investigacion sera el agua residual que se

recolectara de manera aleatoria, del desbordamiento del clarificador primario y lodo activado. En
la figura 2-2 se muestra la etapa del clarificado primario.
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Las muestras fueron recolectadas en envases completamente esterilizados, trasladados en una
nevera a 4°C de temperatura y almacenadas en el laboratorio de Quimica Analitica a cargo del

Lic. Fausto Tapia, de manera que no altere su composicion al momento de utilizarlas.

2.1.3. Configuracion SCMFCs

En esta investigacion se empleo celdas de combustible microbiano en configuracion de una sola
camara, por su estructura simple y principalmente por la mejora de suministro de oxigeno en el
catodo que produce un incremento en el rango dinamico del biosensor segin los estudios de (Di
Lorenzo et al. 2009).

Seleccion del material de los electrodos

Los electrodos son partes criticas de una SCMFC y generalmente son materiales a base de
carbono. Segun los trabajos con celdas de combustible microbiano dearrollados en el CEAA Yy la
bibliografia revisada la fibra de carbono en tejido plano es el material apto para este tipo de
aplicaciones. En la figura 3-2 se muestra la fibra de carbono en tejido plano.
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Las propiedades principales de este material son:

Muy elevada resistencia mecénica, con un madulo de elasticidad elevado.

o Resistencia a agentes externos.

e Gran capacidad de aislamiento térmico.

e Resistencia a las variaciones de temperatura.

e Buena conductividad

e Suministra una gran area superficial para adherir la biopelicula bacteriana.

Pre-tratamiento de la fibra de carbono

El electrodo del &nodo es donde se forma la colonia de bacterias electrogénicas que degradan la
materia orgénica del WW para producir electrones y protones mientras el electrodo cétodo es el
aceptor de estos electrones. En este sentido y con el fin de mejorar la formacion de la comunidad
microbiana se realizo los siguientes pre-tratamientos en la fibra de carbono bajo la supervision

del Biof. Mario Pérez.
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Pre-tratamiento quimico

o Empapar la fibra de carbono en acetona la noche anterior al tratamiento.

e Lavar lafibra con agua destilada o desionizada 5 veces.

e Remojar en perioxidisulfato de amonio 50g (15 minutos ), &cido sulfdrico concentrado
25 mL (15 minutos)

e Lavar con agua destilada 5 veces antes de su uso.

Pre-tratamiento térmico

El tratamiento térmico consiste en someter el electrodo anodo a una temperatura de 450 °C
durante 30 minutos. Y remojar el catodo en agua destilada para eliminar impurezas. figura 4-2 se

muestra el pretratamiento quimico de los electrodos.
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Seleccion de la membrana de intercambio de protones

La membrana en una MFC aisla el anodo y el catodo mientras que facilita el transporte de protones
necesario para la reaccion redox que genera el potencial. También ayuda a prevenir la difusion de
oxigeno al anodo. Las especies tdxicas cargadas pueden atravesar o ser absorbidas por la
membrana y, por lo tanto, la seleccion del material de la membrana puede afectar su rendimiento
como sensor. El efecto de la membrana implementada en la respuesta del biosensor MFC fue
investigado. En particular, se probaron cuatro membranas selectivas de iones: intercambio
catiénico, intercambio anionico, intercambio catiénico monovalente y membranas bipolares. Se
demostr6 que la seleccion del tipo de membrana parecia no afectar significativamente la
sensibilidad del sensor (Stein Nienke E, Hamelers Hubertus V.M y Buisman Cees N.J, 2012;
citados en Chouler y Di Lorenzo, 2015).

Sin embargo la membrana mas utilizada en MFCs es el Nafion pero su costo es demasiado
elevado, por lo cual otros investigadores han utilizado con éxito separadores de arcilla de bajo
costo como PEM con un mejor rendimiento (Jana, Behera y Ghangrekar, 2010; citados en
Manipal institute of technology y Ghangrekar M.M, 2014). De la misma manera en el trabajo de
investigacion (Buenafio Abarca y Cruz Garcés 2016) desarrollado en el CEAA se utiliz6 como

PEM papel celofan demostrando gran resistencia.

En ciertos estudios se evidencia que la PEM antes de ser usada en la MFC requiere un pre-

tratamiento sin embargo no pueden concluir que el dopado de membranas mejore el desempefio.

En este trababajo se empled papel celofan remojado en agua desionizada para remover impurezas

orgénicas. figura 5-2 se muestra la membrana de intercambio celofan.
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Caracteristicas del papel celofan:

e Pelicula de celulosa transparente y flexible.

e Gran capacidad de resistencia

¢ Baja permeabilidad tanto al aire como a la grasa.

El dia 19 de julio del 2017 se armaron tres celdas de combustible microbiano representadas con
la simbologia SCMFC_1, SCMFC_2 y SCMFC_3, en el Centro de Investigacion de Energias
Alternativas y Ambiente a cargo del Dr. Celso Recalde. La figura 3-2 muestra la estructura final

de una MFC de cdmara simple.

camara
Anodica
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Como se apreciaen la figura 6-2 la SCMFC consta de una camara anddica (125 ml) y otra catédica
(en las que se instal6 electrodos de fibra de carbono en tejido plano (25 cm?) tanto para el anodo
como el catodo) separadas con papel celofan como membrana de intercambio de protones.

La estructura de la celda fue manufacturada a partir de placas de acrilico de 2.2 mm de grosor.
Ademas se situd orificios de flujo (de 1 cm de didmetro) a los lados de la misma para facilitar el

modo de alimentacion.

2.1.4. Condiciones de operacién de las SMFCs

Uno de los factores mas relevantes en el desempefio de la celda como biosensor de DBO es la
temperatura. Los experimentos con biosensores de los Ultimos afios se realizaron en sistemas de
temperatura controlada (a 30°C 0 mas) los resultados indican: Un incremento en la produccion de
corriente (72% y 96% mayor que a 25°C y 20°C respectivamente) y el porcentaje de eliminacion
de DQO, ademas de una mejora en el tiempo de respuesta del biosensor (temperaturas altas
acelerarian la hidrolisis de compuestos complejos). También se observé un buen desempefio
cuando se operaba a temperatura ambiente (20° C), lo que permitia una mayor simplicidad del

sistema y menores costos de operacion.

Por consiguiente se instalé un sistema de control de temperatura ON-OFF mediante el termostato
MH1210W y un calefactor de 800W, que permiti6 alcanzar una temperatura constante de 28°C

en el area de trabajo de las celdas.

2.1.5. Enriquecimiento y adaptacion de las bacterias electroquimicamente activas sobre el
electrodo del &nodo de las SCMFCs

Como punto de partida se explord las caracteristicas del WW, asi como la presencia de
microorganismos previo al enriquecimiento y la adaptacion de las bacterias electroquimicamente
activas sobre el electrodo del &nodo de las SCMFCs, la metodologia fue planificada en

colaboracion del Phd.Washington Logrofio.
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Caracterizacion Aguas Residuales PTAR Ucubamba — Cuenca

a) PH y Conductividad

El pH es un indicador de la acidez de una sustancia. El resultado de una medicién de pH viene
determinado por una consideracion entre el nimero de protones (iones H+) y el nimero de iones
hidroxilo (OH-). Cuando el nimero de protones iguala al nimero de iones hidroxilo, el agua es
neutra. Tendra entonces un pH alrededor de 7. Cuando el pH de una sustancia es mayor de 7, es

una sustancia basica. Cuando el pH de una sustancia esta por debajo de 7, es una sustancia acida.

La conductividad eléctrica hace referencia a la capacidad que tiene una solucion para conducir la

corriente eléctrica.

Procedimiento

Homogenizar la muestra que se va a analizar.
Colocar 50 ml de la muestra en un vaso de precipitado.

Limpiar el electrodo del PH-metro con agua desionizada.

M w0 np e

Introducir el electrodo en la muestra y registrar el valor.

Parametro Unidad Valor
PH - 7.11
Conductividad Us 629 u

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

Como se puede observar en la tabla 1-2 el pH es alcalino y existe una buena conductividad del
WW es decir los parametros son adecuados para el desarrollo de consorcios microbianos.
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b) Sélidos orgénicos totales

Porcentaje de materia organica en la muestra.

Procedimiento

1. Tarado de los crisoles.

- Lavar el crisol con agua desionizada y detergente.
- Remojar el crisol en &cido clorhidrico y &cido nitrico en relacion 3:1.
- Colocar en la estufa a una temperatura de 110°C durante media hora.

- Pesar en una balanza analitica de al menos 4 digitos, y registrar el valor.

2. Homogenizar la muestra que se va a analizar y colocar en el crisol hasta dos milimetros
menos del volumen total.
Pesar en una balanza analitica y registrar el valor.

4. Colocar en la estufa a una temperatura de 110°C durante 24 horas.

5. Pesar en una balanza analitica y registrar el valor (equivalente al total de minerales y
materia organica de la muestra).

6. Colocar en el horno mufla a una temperatura de 550°C durante 1 hora.

7. Pesar en una balanza analitica y registrar el valor (equivalente al total de minerales de la

muestra).

El secado del crisol se realiza por aproximadamente 15 minutos en el desecador que contiene una

silica que permite el enfriado sin absorber la humedad del ambiente.
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Tabla 2-2: Andlisis solidos orgéanicos totales en aguas residuales PTAR-Ucubamba

EXPERIMENTACION

C1l

25.7577

59.224

25.775

25.7686

C2

37.1159

87.176

37.1399

37.1316

Cc3

38.6171

87.37

38.6425

38.6324

RESULTADOS

-] -]

c 33.4663 0.0173 0.0109 0.0064

) 50.0601 0.024 0.0157 0.0083

a 48.7529 0.0254 0.0153 0.0101
parmetro  [[Jvalor [
OoTS 0.0083,

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

C) Cultivo Directo

Para comprobar la presencia de microorganismo en la muestra de WW se realiz0 tres diluciones

101, 102, 10 aplicando la técnica de siembra en superficie. En un periodo de 48 horas se logré

observar un crecimiento de microcolonias alrededor de todo el agar como se muestra en la Figura

7-2.
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2.1.6. Procedimiento para el cultivo bacteriano en las SCMFCs

1. Decantar y filtrar el agua residual.

Para eliminar residuos de particulas densas que se encuentre en la muestra. Tiempo de
decantado vy el filtrado aproximadamente de tres horas, para obtener 113.75ml de agua
residual para cada una de las SMFCs. Figura 8-2 muestra el filtrado de una muestra de
WW.

2. Inocular las SCMFCs
Colocar en la camara anddica 10 ml de lodo anaerobio (solo en la fase inicial), 113.75 ml
de agua residual y 1.25 ml de agua residual artificial. EI AW se sometié a autoclave
(121 °C durante 10 minutos) antes de su uso.

3. Monitorear el voltaje generado en las SMFCs
La tension de las celdas se registr6 a través un sistema de adquisicion de datos

desarrollado en LABVIEW en conexion con la tarjeta NI DAQ 6009. En la figura 9-2 se
muestra la NI DAQ 6009.
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3.1 NI DAQ 6009

Tabla 3-2: Caracteristicas de la tarjeta de adquisicion de datos NI DAQ 6009

Caracteristica

Numero de canales analdgicos | Diferencial (4), simples (8)

Velocidad de muestreo 48 kS/s
Resolucién Diferencial (14 bits), simple (13 bits)
Rango de entrada Diferencial (20 V, 10V, +5V, x4V, £2.5

V,+2V,+1.25V, £1 V.
Simple (210 V)
Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

El dnodo y cétodo de las SCMFCs se conectaron en las entradas diferenciales para que la
medicidn de potencial sea casi independiente de las variaciones de tierra de la fuente de sefial a
la placa. Ademaés una entrada diferencial es mas inmune a las EMI. En la Figura 10-2 se muestra
Conexion DAQ 6009 — SMFCs.
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Mediante la estructura de repeticion WHILE en conjunto con la libreria de la MYDAQ 6009, se
almaceno en un archivo txt el potencial generado por las celdas cada minuto (Kim et al. 2003) .
El tiempo de monitoreo fue de 24 dias desde el 3 de mayo del 2017. En la figura 11-2 se muestra

el sistema de adquisicion de datos desarrollado en LABVIEW.

TESIS BIOSENSOR

=8

2.1.7. Proceso de Formacioén del Biofilm

Este proceso de ir cambiando el sustrato en las celdas se hace en la fase inicial con el objetivo de
la maduracion del biofilm. En esta etapa los microorganismos empiezan a metabolizar la materia

organica y eventualmente a adherirse a la fibra de carbono, después de 24 horas el sustrato
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disminuye, entonces la comunidad bacteriana tiende a cambiar, para evitar que ciertos
microorganismos (no electroquimicamente activos) se formen en el &nodo, se extrae el volumen
de agua de las celdas y se coloca uno nuevo inéculo en las mismas caracteristicas (WW, sustrato,
Medio). En el segundo ciclo ya existe una comunidad bacteriana (aproximadamente 0.01%) que
selecciona las bacterias mas viables para que se adhieran al &nodo.

2.1.8. Curva de Polarizacion

En condiciones de estabilidad se determind la resistencia 6ptima para el sistema SMFC siguiendo

la metodologia de la curva de polarizacién como se indica:

1. La SMFC debe estar en estado estable al realizar esta prueba.

2. La noche anterior cambiar la SMFC al potencial de circuito abierto (OCP),
desconectando todos los circuitos de corriente externos.

3. En el dia de la prueba, se reduce la resistencia externa siguiendo el esquema de tiempo

como se indica en la tabla 2-3, (Rosenbaum 2013):

Tabla 4-2: Parametros para determinar la curva de polarizacion en celdas de

combustible microbiano.

R(£2) Tiempo E(V) I(mA) P(W) Potencia
de espera I=ER P=E*1 geométrica por
{m) superficie del

electrodo

(mW/m?)
10K 10
5K 15
1K 20
500 30
100 30
10 20

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

4. Registrar todas las lecturas de voltaje durante la prueba para posteriormente calcular

todos los demés parametros.
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La resistencia a la que se observa el punto maximo de potencia es la resistencia dptima para la
SMFC. Entonces desde este ahora en adelante, una resistencia que sélo sea ligeramente superior
a esta deberia utilizarse como resistencia externa constante durante el funcionamiento en estado

estacionario (La resistencia 6ptima de la SMFC se indica en el capitulo I11).

2.1.9. Curva de Calibracon de la Demanda Bioguimica de Oxigeno (DBO) frente a corriente

Para establecer la relacion entre la concentracion de DBO y corriente en el biosensor, las celdas
se alimentaron con diferentes concentraciones de DBO.

Seleccién del rango de medida del biosensor

De la literatura revisada segin (Di Lorenzo et al. 2009) no se recomienda concentraciones de
DBO por debajo de 50 mg/L debido a la sensibilidad de los sistemas de adquisicion de datos.
Ademas para concentraciones por encima de 200 mg/L el tiempo de respuesta puede ser
demasiado largo (250 horas aproximadamente). De igual manera la mayoria de trabajos con
biosensores basados en MFC se realizaron con rangos dindmicos por debajo de 250 mg/L. Por
ejemplo en (Manipal institute of technology y Ghangrekar M.M 2014) el maximo valor de DBO
fue de 212.27 mg/L y en (Kim et al. 2003) 206.4 mg/L. Por consiguiente se eligié un rango
dindmico de 60— 200 mg/L.

Las concentracidnes para el experimento se prepararon en el Medio base anolito m9 debido a que
no contiene metales traza lo cual disminuye el tiempo de enriquecimiento, para modificar la carga
organica del Agua residual artificial (AW por sus siglas en inglés) se agrego acetato de sodio en

una cantidad adecuada como se indica en la tabla 5-2.
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Componente Ppm

Na-Acetate- 60 ppm 60
Na-Acetate- 100 ppm 100
Na-Acetate- 150 ppm 150
Na-Acetate- 200 ppm 200

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

Procedimiento

1. Cuando la sefial bioelectroguimica alcanz6 un estado estable, el anolito fue
completamente reemplazado por la solucion DBO a distintas concentraciones.

2. Posteriormente, se registra la produccién de voltaje en cada batch. El tiempo de retencién

hidraulica fue de 48 horas.

Los datos se registraron digitalmente cada minuto en una computadora personal usando una

tarjeta DAQ 6009.

3. La misma concentracion de DBO debe ser repetida al menos tres veces antes que la
siguiente concentracion sea testeada, y entre cada repeticion se introduce la concentracion

normal (inicial) con la que la celda ha operado para asegurar que el biofilm este activo

(que es equivalente a ponerle a cero a la celda de forma activa)

4. Antes de someter a la celda a una nueva concentracion debe operar por los ciclos que

sean necesarios hasta que el voltaje sea similar al periodo antes de testar la primera

concentracion.

Cuando la celda es sometida a una perturbacion (tiempo cero) y al finalizar la misma se analiza

la DQO de la muestra de AW.

42




Preparacion del agua artificial

El termino agua residual artificial viene al hecho de que se lo realizo en un laboratorio bajo
criterios tanto de cantidad de agua utilizada como la cantidad de acetato de sodio para obtener
una concentracién conocida al momento de su suministracién. Evitando factores no deseados que
implicaria si se lo realizara a través de muestrear en una industria o en un hogar. El agua residual

artificial (AW) se prepard con los siguientes constituyentes.

Tabla 6-2: Reactivos para la preparacion del medio base Anolyto M9

Reactivo o/L mg/L
NazHPO4 Fosfato de disodio 6.00 6000
KH2PO4 Fosfato de potasio 3.00 3000

monobasico
NaHCO3 Bicarbonato de sodio 1.00 1000
NH,4CI Cloruro de amonio 1.00 1000
NaCl Cloruro de sodio 0.50 500
MgSOs - 7 H,0 Sulfato de Magnesio 0.247 247
Heptahidratado
CaCl, Cloruro de calcio 0.0147 14.7

Fuente: Logrofio Washington, 2018.

La concentracion de DQO de la AW fue controlada mediante la adicion de una cantidad apropiada

de acetato de sodio.

Procedimiento

1. Esterilizar los materiales a emplear: balones de aforamiento de 1000 ml y 250 ml, vaso
de precipitacion, y varilla.

2. Labalanza analitica debe ser calibrada y equilibrada.
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3. Pesar los componentes con espatulas separadas para evitar la contaminacion cruzada con
el siguiente recipiente de reactivos.

4. Agregue 500 ml de agua destilada o desionizada. (El agua MiliQ -Tipo 1 es altamente
recomendada para fines de biodeteccion). Solo se debe usar un tipo de agua.

5. Revolver hasta que se alcance la disolucion homogénea. Agregar el resto de agua hasta
que se alcance 1L del tipo de agua seleccionada.

6. Someter la mezcla a autoclave en 121 °C durante 10 minutos antes de su uso. Cubrir la

botella con papel de aluminio.

Para uso de la solucidn deben garantizarse las condiciones asépticas al manipularlas (para evitar
tener otras bacterias para colonizar los medios). De esta forma, puede tener todas las soluciones
preparadas, estériles y listas para usar. Solo tome el volumen que se supone que debe inocular.

PARTE ELECTRONICA

2.2 Disefio e Implementacion del Prototipo Electrénico

En esta seccion se describe el disefio y construccidn del prototipo electronico, el filtro desarrollado
en MATLAB para atenuar el ruido de la sefial generada por diversos consorcios microbianos,
la amplificacion de la sefial , la seleccidn y programacion del microcontrolador, el desarrollo de

la interfaz del prototipo , y el diagrama de flujo para determinar la DBO.

Diagrama de blogues del Sistema

En la figura 12-2 se muestra el diagrama de bloques del sistema electronico que se disefié para
determinar la demanda bioguimica de oxigeno a partir del procesamiento adecuado de la sefial

generada por una SCMFC.
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2.3 Amplificacion de la sefial bioelectroquimica

Normalmente las sefiales que genera una SCMFC se encuentran en el orden de los mV, es decir
son de amplitud muy pequefia, por lo que se hace necesario que exista una etapa dentro de la cual
esta sefial pueda alcanzar un rango de valores con los cuales sea mucho mas factible su tratamiento
y posterior procesamiento. De igual manera la sefial generada por la celda en presencia de sefiales
de ruido provenientes de distintas fuentes (la siempre presente induccion de la frecuencia de linea
de alimentacién, en nuestro caso 60 Hz) requiere utilizar un amplificador que retna las siguientes

caracteristicas.

e Utilizar amplificacién diferencial para atenuar las sefiales de modo comun.
e Poseer un rechazo al modo comun muy elevado. En la préctica, las sefiales de modo
comun no seran rechazadas completamente siempre existira un componente de la sefial

no deseada en la salida.

e Poseer impedancias de entrada muy elevadas para disminuir la interferencia diferencial

debida a la red.

Estas caracteristicas definen al amplificador de instrumentacion AD620 (Figura 13-2).
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El integrado se polarizé con valores de Vcc= 12V en el pin 7, Vee=-12 VV en el pin 4 y Gnd en el

pin 5.

El valor de la resistencia R; de los pines 1y 8 se determina a partir de la siguiente ecuacion:

49.4 K0
Re =7

Dado que un pico de la sefial generada por una SCMFC puede tener una amplitud de 208 mV
(Caso extremo, carga organica: 200 ppm) y la méaxima excursion que se puede tener a la entrada

del microcontrolador es de 5 V, la ganancia total del sistema debe ser como maximo de 24 veces.

Entonces: G= 20.

Reemplazando en la ecuacion (1-2).

. 49.4 K
¢~ 20-1
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R; = 2.6 KQ

2.3.1. Filtrado de la sefial

El disefio del filtro se realizo a través del método de aproximacién como se indica a continuacion:

a) Especificacion de las caracteristicas del filtro
His)| & Banda
dB . recharada "
Banda de =
transicion
Banda
de paso . fmin
Rs
(11T R e T
Rp , O 0

e Wp=2 frecuencia limite del pasabanda
e Ws=50 frecuencia limite del stopbanda
e Rp=3dB atenuacion méaxima en el pasabanda

e Rs=40dB atenuacion minima en el stopbanda

Para adecuar a la funcion que permite el calculo del orden del filtro, Wp y Ws deben llevarse a la

forma normalizada de la siguiente manera:
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b) Eleccidn del tipo estandar de filtro

Utilizamos un filtro Butterworth debido a que es uno de los mas basicos y produce una respuesta
plana hasta la frecuencia de corte. Es decir las frecuencias en la banda de paso poseen la misma
ganancia. Asi mismo este tipo de filtro elimina ruidos externos, evitando la contaminacion de la
red .

Se calcul6 primero el orden (N) y la frecuencia de potencia mitad (WSs) (valor de la frecuencia

para el cual |H(z)[? cae a la mitad).

[N, Wn] = buttord(Wp, Ws, Rp, Rs)

[N, Wn] = buttord(0.002, 0.05, 3, 40)

Resultando:

N=2 Wn=0.005

Con este resultado previo, se procedié al disefio del filtro de Butterworth que cumpla con las

caracteristicas especificadas:

[B,A] = BUTTER(N,Wn)
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[B,A] = BUTTER(2,0.005)

Resultando:

B =[6,12570748110275e-05 0,000122514149622055 6,12570748110275e-05]

A =11 -1,97774060285454  0,977985631153785]

Luego, la funcion de transferencia, esta dada por:

HZ) = 6.1257¢ — 05.Z72 4+ 0,0001.Z7" + 6.1257e — 6,1257e — 05
B Z72 —1,9777.Z7%2+0,9779

Gréaficamente:

Respuesta en amplitud del filtro
T T T T

|| x:0.005
08 [T v 0.7086

IH{w)|

c) Implementacion del filtro

Se registro la sefial generada por la celda en la fase estable con una Fs= 1000 Hz como se muestra

en los gréficos 2-2y 3-2:
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En los gréficos 4-2 y 5-2 , se indica la sefial inmediatamente despues de ser filtrada.
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El resultado del algoritmo nos indica que el filtro pasabajas tipo butterworth de segundo orden
que satisface las especificaciones del apartado anterior debe tener una fc de unos 5 Hz, como se
demuestra en el gréfico 6-2.

Respuesta en frecuencia del filtro
T T

1 T T T T T T T
X5
0.8 [ Y:0.7086 .
| ]
0.6 .
0.4 ]
0.2 .
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 600 700 8OO 800 1000

Frecuencia [Hz]

Este resultado es aceptable dado que la sefial de voltaje generado por la celda tiende a ser continua.
Por lo tanto el disefio fue implementado mediante filtros activos que son adecuados para baja
frecuencia y sefiales cuasi-continuas, con una fc de 5 Hz que eliminara interferencias, incluidos

los 60 Hz de la red eléctrica.

El amplificador operacional que se utiliz6 en el filtro fue el LM741 por su bajo costo y
principalmente la facilidad de compensacion del efecto del desequilibrio de voltaje de entrada.
En la figura 15-2 se muestra la compensacion del efecto del desequilibrio de voltaje de entrada
enel AMP OP 741 .
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Para determinar el valor de los elementos pasivos del filtro se aplicd lo siguientes calculos

matematicos:

Primera Etapa: Selectividad de la frecuencia.

Si f, =5 Hz y C=100uf

" 2 fe*C

Reemplazando tenemos:

1

R = 5+100-10-5

R =3183Q
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Segunda Etapa: Caracteristica de la respuesta del filtro.

Cada tipo de respuesta de un filtro puede ser adaptada mediante valores de los componentes del
circuito para que tenga una caracteristica Butterworth, Chebyshev o Bessel. En la figura 16-2 se

muestra los tipos de respuesta en frecuencia de un filtro.

Butterworth
Bessel
Chebyshev

El factor de amortiguamiento relativo (DF) de un circuito de un filtro activo determina cual

caracteristica exhibe el filtro y esta definido por la siguiente ecuacién:

DF=2-—-

Si el resistor R, del circuito de realimentacion del filtro activo de dos polos es de 10 kQ y de
acuerdo a la tabla 7-2 la relacion % para producir una respuesta butterworth con una pendiente de
2

caida de -40DB/DECADA es 0.586.
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Tabla 7-2: Valores para la respuesta del filtro tipo butterworth

1A. LTAPA 27, EYAPA IA. ETAPA
PENDIENTE
DE CAIDA
ORDEN (EN DB/DECADA! POLOS | POLOS Dr RgiRs
} ~20 1 Opeiveal
2 ~H) 2 1414 0556
3 ~ &0 2 10 1 1 1.00 1
4 -5 2 1553 0,152 2 n76s 1238
L) - 100 3 10 1 2 1618 0,382 1 (R 3E 1382
6 -120 2 1952 0068 2 1414 0548 2 0518 1A

Fuente: (Floyd y Navarro Salas 2008), pp. 765

Reemplazando tenemos que : R; = 10kQ y R, = 5.86kQ

Es decir con el 5% mas cercano de 5.6 kQ se obtendra una respuesta muy apegada a la respuesta

Butterworth ideal.

2.4 Seleccion y programacion del microcontrolador

En la figura 17-2 se muestra el procedimiento a seguir para el procesamiento de la sefial bio-

electroquimica.

Vs
"~
\\ -
Citodo + \\\
— R
» >— ef>
S
Anodo ——— - l
/’/"’l\ /1
2l
Vs

Una vez amplificada y filtrada la sefial, continta la etapa de digitalizacion, esto se logré mediante
un microcontrolador. Un microcontrolador es un dispositivo integrado que contiene unidades de

procesamiento digital, registros, entradas y salidas. Para su funcionamiento generalmente
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requiere un oscilador, un circuito para poder programarlo, un compilador que usando headers y

bibliotecas genera un programa, y un dispositivo programador.

Se eligio la plataforma de codigo abierto Arduino uno, que es una combinacion del conjunto antes
mencionado y que trae incorporado conversores andlogos digitales en el mismo chip. En la figura

18-2 se muestra la tarjeta de desarrollo.

ES
DIGITAL (PwM~) F &

Tres pardmetros son relevantes en un conversor analogico digital.

1. Resolucién.

Es la cantidad de valores discretos en los que un ADC puede traducir una sefial analoga
a digital. Usualmente es medida en base al nimero de bits que el ADC tiene a su salida.
El nimero de bits representa la cantidad maxima de valores discretos o de pasos que un
ADC puede tener (Gomez , 2014). Para calcular el nimero de valores discretos que el

ADC es capaz de convertir utilizaremos la ecuacion 4-2:

Valores discretos = 2resolucionbits
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Como se indica en la tabla 8-2 el arduino tiene una resolucion de 10 bits . Esto significa
que para cada entrada analoga tenemos disponibles 1024 pasos o valores discretos, para

nuestra aplicacion esto resulta més que suficiente.

Tabla 8-2: Caractaristicas tarjeta de adquisicion de datos NI DAQ 6009

Caracteristica

Numero de canales analdgicos | Diferencial (4), simples (8)

Velocidad de muestreo 48 kS/s
Resolucién Diferencial (14 bits), simple (13 bits)
Rango de entrada Diferencial (20 V, £10V, #5V, #4 V,

+25V,+2V, 1125V, 1 V.
Simple (210 V)

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

Frecuencia de muestreo (Fs)

Es el nimero de conversiones que puede realizar un ADC en una unidad de tiempo y
depende de que tan rapido cambie el valor andlogo que deseamos medir. La Fs debe
basarse en el teorema de Nyquist (mayor que el doble de la frecuencia de la caracteristica

variable) (Franklin, Powell y Emami-Naeini, 1991).

Dado que el potencial generado durante el estado estable del biosensor varia a una
frecuencia maxima de 5 Hz aproximadamente. El muestreo a mas del doble de esta
frecuencia capturaria todas las variaciones de voltaje. La frecuencia de muestreo fija en
una muestra cada 100 ms fue suficiente para eliminar o reducir en gran medida la

probabilidad de sesgo de medicion de la sefial.

Rango de trabajo.

La tension de comparacion contra la que se realiza la conversion de analdgico a digital,
deberia ser el valor méximo posible de la sefial de entrada, porque es cuando tendremos

la mejor resolucion posible (Crespo, 2015). El rango de voltaje de nuestro sensor es de 0-

5V por lo tanto no se ralizé ninguna modificacion en el voltaje de referencia del arduino.
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2.4.1. Programacion del microcontrolador

Para determinar la ecuacion que relacione la concentracién de materia organica (DBO) y corriente
(mA) se analizo los datos registrados en la fase anterior. Y en general se encontr6 que la dindmica
del biosensor ante el evento téxico o incremento en la concentracién de materia organica consta
de tres fases: transitoria, estable, recuperacion (datos no mostrados). Entonces para la respuesta
se tomd el valor medio de la fase estable mediante la técnica de ventana movil y desviacion
estandar (Kim et al. 2008) implementada en MATLAB como se indica en la figura 19-2 y los
gréficos 7-2, 8-2,9-2, y 10-2.

@ J B wpfte 2 = AL 3 2 My e (2
hm“,e—u-“uu-h—- 89 ._..““;;" o
LR - ST B ST I - . b
[ i (=] W e e
1 % PROGRAMA FARA DETERMINAR LA FASE ESTABLE , TECNICA VENTAMA MOVIL »
2 ¢4 TESIS BIOSENSCR-DBO
§= close ¢
g - clear
- format
6- cles
T &% Lectura de datos
B cd *
9= load
10 - V=da
e k = length(dat):
12 n= 3 fta
13 M=(
14 Vva
15— 1
18
17 = L k<=
18
19 i=k-n+l:+ =k
20 M L) + M
2= Media(])= M:
23 e . o
. & Gl
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Posteriormente los datos del experimento DBO (ppm) y corriente(mA) en la fase estable se
ajustaron al siguiente modelo matematico mediante el software MATLAB.

Modelo general

f(x) =a=xlog(x)+c

De donde:
log(x) = m
a
fl)-c
X=e a

Coeficientes (con limites de confianza del 95%):

Los valores de ay ¢ que mejor ajustan los datos, estadisticamente hablando son:
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a = 0.1357 (0.04932,0.2222); ¢ = — 0.4986 (—0.9111,-0.0861)

Bondad de ajuste

Suma de cuadrados del error (SSE): Este estadistico mide la desviacion total de los valores de
respuesta del ajuste a los valores de respuesta. Un valor més cercano a 0 indica que el modelo

tiene un componente de error aleatorio mas pequefio, y que el ajuste es mas util para la prediccion.

SSE = 0.000661

R-cuadrado: Este estadistico mide qué tan exitoso es el ajuste para explicar la variacion de los
datos. Dicho de otra manera, R-cuadrado es el cuadrado de la correlacion entre los valores de
respuesta y los valores de respuesta predichos. R-cuadrado puede tomar cualquier valor entre 0 y
1, con un valor mas cercano a 1 que indica que el modelo tiene en cuenta una mayor proporcion
de varianza. En este caso, un valor de R cuadrado de 0.9581 significa que el ajuste explica el

95.81% de la variacion total en los datos sobre el promedio.

Raiz del error cuadratico Medio (RMSE): Este estadistico también se conoce como el error
estandar de ajuste y el error estandar de la regresion. Es una estimacién de la desviacion estandar
del componente aleatorio en los datos. Al igual que con SSE , un valor méas cercano a 0 indica un

ajuste que es mas Util para la prediccion.

RMSE = 0.01818

Como se observo anteriormente cuando la SCMFC es sometida a un evento toxico se estabiliza
después de un tiempo considerable esto tiene dos implicaciones, la primera esta relacionada con
en el arranque del sistema electrénico y quimico, debe ser secuencial. Es decir una vez inoculada
la celda esperar un tiempo aproximado de 10 h para el analisis. La segunda se refiere a la deteccion
adecuada de los intervalos de tiempo en los cuales la celda se encuentra en estado estable. Si la

celda no esta realmente en estado estable la aplicacion del modelo DBO-1 puede provocar
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estimaciones incorrectas. A continuacion se indica los pasos para determinar la fase estable de

la celda:

1.- Se asumio6 una distribucion Gaussiana de los parametros medidos del sistema mientras el
sistema era estable; por lo tanto, se necesitdé una medicion de al menos 30 puntos de datos para
asegurar una estimacion adecuada de la media y la desviacion estandar (Ott, 1994; citado en Kim
et al. 2008).

2.- Calculamos la media y la desviacion estandar.

3.- La region de estado estable se define aqui cuando los valores instantaneos de la sefial medida
flucttian dentro de 360 de sus valores Medios de estado estable.

2 calCUlseT)
ahora= millia(); Tiempo de sjecucion
cambio= ahora-pasado;
1f (cambio>=T)
{
Yy =
V_1_SCMFC 0,5.0)
I 1 SOMFC=V 1
]
pasado=ahora;
k=1;
io |
Viikl=I T SOMFC:
1[{k}=I_I_ SOMFC;
£ Min) ss (V1[k]<=Max)){

V2[k)=Vi[k]:
k=k+l;

transivoria();

{k<=30):

estacicnaria():
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2.4.2, Desarrollo de la interfaz del prototipo

Para mostrar el resultado del andlisis en una presentacién apropiada, que cumpla con los
siguientes pardmetros: amigable al usuario, facilidad para manipular los objetos de la interfaz y

menor cantidad de valores que ingrese el usuario para reducir el riesgo de error. Investigamos

algunas de las pantallas mas populares como se indica a continuacion:

Tabla 9-2: Comparativa modulos Icd para el desarrollo de interfaz de usuario

Pantalla lcd Nokia Color OLED Color TFT
5110 SSD1331 ST7735
Resolucién 84x48 pixeles 96x64 pixele| 160x128 pixeles
Colores Monocromo 65000 65000
Tamafio 16" 0,96 " 18"

Fuente: (educ8s.tv, 2016)

De la tabla 9-2 se eligi6 la pantalla Icd Nokia 5150,debido a su tamafio (Solo se mostrara el
resultado del analisis de DBO), compatibilidad con Arduino, disponibilidad de librerias para

graficos y costo.
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Especificaciones del Lcd Nokia 5150

Tabla 10-2: Pines de conexion médulo Icd Nokia 5110.

Numero Nombre Funcion de Pin Entrada/Salida Notas
de Pin de Pin
1 RST Reset Entrada
2 CE | Chip Selection (Seleccién Entrada
de chip)
3 DC Data/Commands choice Entrada
4 DIN Serial data in Entrada
5 CLK Serial clock Entrada
6 VCC Positive power supply Entrada 2.7V a3.3V
(Alimentacidn positiva)
7 LIGHT LED backlight supply Entrada | Conectar a GND
para max brillo
8 GND Ground (Tierra) Entrada

Fuente: (educ8s.tv, 2016)

Lineas de control

El LCD Nokia 5110 tiene 5 lineas de control; la interfaz es del tipo SPI. Cuando no se utilizan
otros dispositivos SPI, el pin 2 (CE), de seleccion de chip se puede conectar a GND, de modo que
se pueden usar solo 4 lineas de control. Para ahorrar mas pines de Arduino, hay una opcién para
usar sélo 3 lineas de control, cuando el pin de reset del LCD esta conectado al pin reset de
Arduino. Esto sélo funciona cuando se utiliza una terminal serial, no con un Arduino

independiente.

Puede usarse un pin adicional de tipo PWM, para controlar el brillo de forma dindmica de la luz

de fondo de la pantalla (backlight).
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Alimentacion

La pantalla utiliza el chip controlador PCD8544 de Philips que fue utilizado en el Nokia 3310 y
el 5110. Este chip esta disefiado para funcionar s6lo a 3.3V y tienen niveles de comunicacion de

3V, siendo la alimentacidn para la pantalla de 3.3 V.

Librerias

Existen varias librerias compatibles para todas las versiones de Arduino existentes.

Adafruit PCD8544 Nokia 5110 LCD library: Esta libreria posee una gran variedad de gréficos,
entre ellos circulos, lineas, cuadros, triangulos, ademas de varios tipos de fuentes y la posibilidad
de imprimir iméagenes como logos o figuras. Esta libreria requiere de la instalacion adicional de

la libreria grafica GFX para su utilizacion.

Pasos de instalacion y uso

1. Descargar la libreria Adafruit PCD8544 Nokia 5110 LCD del siguiente enlace:
https://github.com/adafruit/Adafruit-PCD8544-Nokia-5110
LCDlibrary/archive/master.zip. Para la libreria grafica GFX refiérase a
https://github.com/adafruit/Adafruit-GFX-Library/archive/master.zip.

2. Descomprimir y renombrar la carpeta como Adafruit_PCD8544_ Nokia 5110 LCD y
Adafruit_GFX_Library.

3. Abrir el IDE de Arduino. Click en Sketch - Import Library - Add Library y seleccionar
la carpeta anterior.

4. Reiniciar el IDE de Arduino.
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Esquema de conexion

La figura 21-2 muestra el diagrama de conexion para el LCD y su uso con Arduino UNO. Se
puede observar que se utilizaron resistencias de 10 k<, para limitar la corriente por los pines y no
danar la pantalla (Cruz, 2014).
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Finalmente en la figura 22-2 se indica el diagrama de flujo para determinar la carga organica de
una muestra de AW en funcion de la corriente generada por el biosensor bajo una carga de 1000
Q.
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En la figura 23-2 se muestra el algoritmo implementedo en arduino.
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clearDisplay();
led (:

{ i=1;i<=n;i=i+1){

V _SCMFC D {sensorMFC) ;

En la figura 24-2 se muestra el disefio de los circuitos de amplificacion y filtrado en Proteus.
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En la figura 25-2 se muestra la implementacion final del dispositivo para analizarla DBO.

Entrada de la sefial generada por la SCMFC
Amplificador Operacional AD620
Filtro de primer orden Butteworth

Filtro de segundo orden Butteworth
Fuente 5 V.

Fuente Simetrica + 12 V.

© ok~ w DN
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CAPITULO I1I

3 MARCO DE RESULTADOS

En este capitulo se muestra la caracterizacion, reproducibilidad del biosensor de DBO de tipo
celda combustible microbiano que es la base del prototipo electronico de medida, el proceso
realizado en las pruebas del prototipo, y la validacion del prototipo electrénico, mediante técnicas

de estadisticas.

Los datos mostrados son el promedio de dos reactores, de al menos 3 repeticiones.

3.1 Caracterizacion del biosensor de DBO

3.1.1. Formacion del biofilm en la cAmara anddica

Esta fase se llevd a cabo desde el 19 de Julio hasta el 09 de agosto del 2017. Compuesta por 10

ciclos de 48 horas cada uno.
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Coémo se indica en el gréafico 1-3. La diferencia de potencial entre el anddo y el catodo es
relativamente baja durante los primeros ciclos, esto es asi porque los microorganismo empiezan
a adherirse a la superficie de la fibra de carbono y adaptarse a su medio. Otra posible causa es la
resistencia de carga (1000 ohmios) con la que se registrd el voltaje para que los microrganismos
se ajusten a una generacion de corriente. Las tablas 1-3 y 2-3 muestran la dindmica del voltaje
durante esta fase.

SCMFC_P

Media 37.631578
Error tipico 0.298345
Mediana 10.205473
Moda Sin valor

Desviacidn estandar 50.630769
Varianza de la muestra 2563.47473
Curtosis 0.94939693
Coeficiente de asimetria 1.4932028
Rango 207.713226
Minimo 0.0009009
Maximo 207.714127
Suma 1083789.45
Cuenta 28800
Mayor (1) 207.714127
Menor(1) 0.0009009

Nivel de confianza(95.0%) 0.58476938

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

En promedio el voltaje generado por la SMFC durante la formacion del biofilm fue 37 mV las
medidas de dispersion de los datos presentaron una varianza de 2563 y una desviacion estandar
de 51. EI valor del coeficiente de asimetria nos indica que la variable voltaje presenta una
distribucion asimétrica positiva es decir sus valores se concentraban més a la derecha de su media,
el coeficiente de curtosis nos indica que presenta una distribucion platicurtica y hay una menor

concentracion de datos en torno a la media.
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La maduracién del biofilm se identificé al decimo tercer dia de monitoreo cuando la diferencia
de potencial se estabiliz6 en 111 mV (Hsieh, M.C y Chung, 2014; citados en Buenafio Abarca y

Cruz Garcés, 2016).

SCMFC_P

Media 110.805918
Error tipico 0.45736596
Mediana 111.576141
Moda Sin valor

Desviacién estandar 40.9617114
Varianza de la muestra 1677.8618
Curtosis -0.12497425
Coeficiente de asimetria 0.02302332
Rango 202.732859
Minimo 4.9812681
Maximo 207.714127
Suma 888774.27
Cuenta 8021
Mayor (1) 207.714127
Menor(1) 49812681
Nivel de confianza(95.0%) 0.89655611

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

3.1.2. Curva de polarizacion SMFC

Con esta técnica, se evaluo el rendimiento (potencia méxima) de la SCMFC y se determiné la
resistencia externa a la que opera en condiciones Optimas. En la tabla 3-3 se muestra el voltaje

generado por la SCMFC bajo distintas cargas 6hmicas.
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SCMFC_P
Resistencia(Ohm) Voltaje (mV)
10 3.12621226
100 24.0161765
500 98,708158
1000 137,0247031
5000 266,869215
10000 358,0796165

Fuente: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

En la tabla 4-3 se muestra la corriente generada en la SCMFC.

SCMFC_P
Resistencia(Ohm) | Corriente
(mA)
10 125.04849
100 96.064706
500 58.2026841
1000 43.0596025
5000 15.7387913
10000 11.3073355

Fuente: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

Finalmente en la tabla 5-3 se calcula la potencia generada en la SCMFC.
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SCMFC_P
Resistencia(Ohm) | Potencia
(mW/m?)
10 0.001001194
100 0.006205643
500 0.011357015
1000 0.012433477
5000 0.008474733
10000 0.00832082

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

Con los datos obtenidos se procedi6 a determinar la resistencia con la cual se trabajo durante la
curva de calibracion del biosensor. En el grafico 3-3 se muestra que la SCMFC alcanz6 una

maxima potencia de 0.012433477 mW/m?, con la resistencia de 1 kQ.
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3.1.3. Operacion SCMFC con diferentes concentraciénes de DBO de AW bajo una carga
externa de 1000 Q

En condiciones de funcionamiento estable (biopelicula en el anodo madura) , se caracterizo las
relaciones entre la concentracion de DBO y la salida de corriente de la SCMFC. Diferentes
concentraciones de DBO (60-200 ppm) se introdujeron en el compartimento anddico del
biosensor SCMFC en modo de lotes. Después de que la solucion del anodo fue reemplazada por
una nueva, la corriente aumenté progresivamente y alcanzo el valor méximo. El valor maximo se
mantuvo durante un tiempo y disminuyd. En el grafico 3-3 y 4-3 se muestra los resultados del

monitoreo de la operacion de la corriente.

DEC=200 ppm

DEC=50 ppm

Corrie me [ma)

Los resultados indican que se requieren concentraciénes mas altas de DBO para lograr periodos
mas largos de estabilidad por ejemplo para una concentracion de 60 ppm se obtuvo un periodo

estable de aproximadamente 9 h mientras que a 200 ppm 13 h.

Se requirio un promedio de 6-19 h para la respuesta del biosensor. El tiempo de respuesta fue

definido como el tiempo requerido para alcanzar 95% del estado estable de la corriente.
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Generacioén de Corriente del Biosensor

0.05
I

40 ppm 100 ppm 150 ppm 200 ppm

Del gréfico 4-3 se infiere que en promedio la corriente generada en un ciclo de 48 h a una
concentracion de 60 ppm , 100 ppm, 150 ppm y 200 ppm, es de 0.0529 + 0.0206, 0.0965 +
0.015, 0.1560 + 0.0507 y 0.1536 + 0.0539 mA respectivamente. Las medidas de dispersion
fueron relativamente altas esto debido a que la fase inicial es ruido hasta que la SCMFC se adapte

al nuevo sustrato.

3.2 Reproducibilidad del biosensor SCMFC

La tabla 6-3 ilustra la reproducibilidad del biosensor SCMFC para medir diferentes
concentraciénes de DBO. Se probaron cuatro concentraciones diferentes y 3 ciclos en modo batch

durante 24 dias para demostrar la reproducibilidad del biosensor.
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Tabla 6-3: Andlisis de reproducibilidad del biosensor tipo celda de combustible microbiano

Corriente (mA)

Nivel bajo Nivel Medio Nivel Medio Nivel alto
N° (60 ppm) (100 ppm) (150 ppm) (200 ppm)
1 0.0610 0.1156 0.1386 0.2024
2 0.0633 0.1177 0.1517 0.2312
3 0.0589 0.1072 0.1166 0.1907
X 0.0611 0.1135 0.1357 0.2081
S 0.0022 0.0055 0.0177 0.0209
CV(%) 3.6033 4.8663 13.0656 10.0269

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

La reproducibilidad de los biosensores previamente informados vari6 de 3% a 12%. Por lo tanto
el biosensor SCMFC del presente estudio es factible para la medicion rutinaria de DBO debido a

gue el CV se encuentra dentro de los valores permisibles.

Debe notarse que el anolito se actualiz6 antes de cada analisis de muestra reemplazando el antiguo
anolito en el compartimiento anddico con el anolito nuevo. Es decir antes de que la siguiente
concentracion sea testeada y entre cada repeticion se debe intoducir la concentracion normal
(inicial) con la que la celda ha operado para asegurar que el biofilm esta activo (esto es equivalente
a ponerle a cero a la celda de forma activa). Ademas si es que la corriente baja en corto tiempo
esa concentracion debe ser removida y la concentracion normal debe ser introducida para

estabilizar la celda y continuar como se mencion6 anteriormente.

3.3 Analisis del laboratorio de las diferentes concentraciénes

En las tablas 7-3 y 8-3 se indican los resultados de los analisis de las muestras de AW a una

concentracion de 60 ppm.
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Primera réplica

Parametro Unidades Método procedimiento Resulado
SCMFC_1

DQO-INICIAL mg/L Standars methods 5220-D mod 61,32

DQO-FINAL mg/L Standars methods 5220-D mod 44
SCMFC2

DQO-INICIAL mg/L Standars methods 5220-D mod 61,62

DQO-FINAL mg/L Standars methods 5220-D mod 30

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

Parametro Resultado-DQOi Resultado-DQOf Porcentaje
SCMFC_1
DQO 61,32 44 28,6
SCMFC_2
DQO 61,62 30 51,3

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

En la tabla 8-3 podemos observar un porcentaje de reduccion entre la Demanda Bioguimica
Inicial(DQOIi) y la Demanda Bioquimica Final (DQOf) de 28,6 y 51,3
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Segunda réplica

Parametro Unidades Método procedimiento Resulado
SCMFC_1
DQO-inicial mg/L Standars methods 5220-D mod 61,92
DQO-final mg/L Standars methods 5220-D mod 56
SCMFC_2
DQO-inicial mg/L Standars methods 5220-D mod 61,92
DQO-final mg/L Standars methods 5220-D mod 24

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

Parametro Resultado-DQOi Resultado-DQOf Porcentaje
SCMFC_1
DQO 61,92 56 9,6
SCMFC_2
DQO 61,92 24 61,2

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

En la tabla 9-3 podemos observar un porcentaje de reduccion entre la Demanda Boquuimica
Inicial(DQOi) y la Demanda Bioquimica Final (DQOf) de 9,6 y 61,2.
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Tercera réplica

Parametro Unidades Método procedimiento Resulado
SCMFC_1
DQO-Inicial mg/L Standars methods 5220-D mod 61,62
DQO-Final mg/L Standars methods 5220-D mod 56
SCMFC_2
DQO-Inicial mg/L Standars methods 5220-D mod 61,77
DQO-Final mg/L Standars methods 5220-D mod 27
Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.
Parametro Resultado-DQOi Resultado-DQOf Porcentaje
SCMFC_1
DQO 61,62 56 9,1
SCMFC_2
DQO 61,77 27 56,3

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

En la tabla 12-3 podemos observar un porcentaje de reduccion entre la Demanda Boquuimica

Inicial(DQOi) y la Demanda Bioquimica Final (DQOf) de 9,1y 56,3

La SCMFC_1y la SCMFC_2 presentaron porcentajes de reduccion considerables entre la DQOi

y la DQOf en las 3 repeticiones realizadas con 60 ppm verificando con estos resultados la

presencia de colonias de microorganismos en la biopelicula.
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3.4  Proceso de pruebas del prototipo

Para determinar la concentracion de materia organica de una muestra de agua residual se siguio

el siguiente procedimiento:

1. Poner la SCMFC a cero de forma activa mediante la adicion de 125 ml del medio base
inicial (ANEXO 1) en la cAmara anddica, como se indica en la figura 1-3.

2. Cuando el voltaje generado alcanzé un valor estable de 110 mV aprox. (en un batch de
24 h). Se dreno el medio base inicial y se alimenté la SCMFC con la muestra que se
desea analizar (80, 120 y 170 ppm). Es importante que se mantenga un ambiente
esterilizado para evitar errores en la medicion. En la figura 2-3 se indica el atestado de

la muestra a analizar en la SCMFC.
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3. Transcurrido el tiempo de retencion hidraulica aproximadamente de 19 h,9hy 6 h
para una concentracion baja, media y alta respectivamente, conectar el biosensor al
prototipo electronico para determinar la demanda bioquimica de oxigeno. En la figura
3-3 se muestra el interfaz de usuario implementado para el analisis de una muestra de
AW.
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Para verificar que la sefial de voltaje alcanz6 la fase estable, se visualizd su dinamica en

MATLAB, previo el arranque del equipo, como se muestra en los graficos 5-3, 6-3 y 7-3.
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3.5 Validacidn del prototipo

Para determinar si el dispositivo es adecuado para cuantificar la carga organica de aguas
residuales artificiales se prepararon tres concentraciones de DBO baja, media y alta (80, 120, y
170 ppm), se analizaron mediante el método convencional (DBOs) y el prototipo electronico

dando los siguientes resultados.

3.5.1. Andlisis de reproducibilidad

Tabla 13-3: Analisis de reproducibilidad en las medidas generadas por el prototipo.

Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO)- PROTOTIPO

N° Nivel bajo (80 ppm) Nivel medio (120 ppm) Nivel alto (170 ppm)

1 72.00 121.50 153.50

2 72.50 119.50 157.00

3 73.50 111.50 176.50

X 72.67 117.50 162.33

S 0.76 5.29 12.39
CV(%) 1.05 4.50 7.63

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.
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Tabla 14-3: Andlisis de reproducibilidad en las medidas generadas por el método

convencional.

Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) - METODO CONVENCIONAL

N° Nivel bajo (80 ppm) Nivel Medio (120 ppm) Nivel alto (170 ppm)

1 81 118 171

2 78 115 170

3 82 120 173

X 80.33 117.67 171.33

S 2.08 2.52 1.53
CV(%) 2.59 2.14 0.89

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

El prototipo obtuvo un coeficiente de varianza (CV) para el nivel bajo (80 ppm) de 1.05% a
diferencia del método estandar que para el mismo nivel bajo se obtuvo 2.59%, lo que demuestra
una mayor precisién en los datos de nivel bajo empleando el dispositivo electronico. En el nivel
medio y alto el CV aumento considerablemente, sin embargo estos valores se encuentra por

debajo de los informados en estudios de este tipo.

3.5.2. ANOVA

Para determinar si el prototipo electrénico es estadisticamente aceptable para cuantificar la DBO

se trabajé bajo las siguientes hipotesis.

H, :u, = ug (No existe diferencias significativas entre el método convencional y el dispositivo

para determinar la DBO)

H, :uy # pg ( Existe diferencias significativas entre ambos métodos)

En la tabla 15-3. La variable de respuesta es la concentracion de materia organica (DBO). El
factor A representa los métodos de analisis convencional y biosensor , el factor B los niveles de

concentraciénes probadas (70, 120, 170) con tres replicas respectivamente.
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FA FB Repeticion
I 1 Il
1 1 72.00 72.50 73.50
1 2 121.50 119.50 111.50
1 3 153.50 157.00 176.50
2 1 81.00 78.00 82.00
2 2 118.00 115.00 120.00
2 3 171.00 170.00 173.00

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

Se obtuvo el siguiente modelo estadistico.

Vijeg = 1+ a; + B + apfi; + &5

Donde:

Yi; = Representa la concentracion de materia organica
k

1 = Media global en estado estable de la concentracién de materia organica
a; = El efecto debido al iz, Método de andlisis de materia orgénica
B; = El efecto debido al jm, cOncentracion de la materia organica

g;j = El error aleatorio asociado a la observacion Y;;, y se supone que g;; es independiente e

idénticamente distribuido &;;~N (0, o).
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Tabla 16-3: Analisis de varianza para prueba de hipotesis.

Fuente de Gl Suma de Cuadrado | Fisher P. Valor
Variacion Cuadrados Medio

Total 17 25147.07

Factor A 1 141.68 141.68 4.36 0.06
Factor B 2 24547.03 | 12273.51 | 377.32 0.00
Lineal 1 7326.02 | 7326.02 | 225.22 0.00
Cuadratico 1 9.51 9.51 0.29 0.60
Interaccion 2 68.03 34.01 1.05 0.38
entreAyB

Error 12 390.33 32.53

CV % 4.74

Media 120.31

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.

De acuerdo al analisis de varianza el valor p del efecto Ay la interaccion entre a 'y b son mayores
a un a = 0.05 por lo tanto no se rechaza Ho y se concluye que ambos métodos son no
significativos, y que la concentracion de DBO es significativa con un comportamiento lineal en

el intervalo 80-170 ppm con un R 0.9867 como se muestra en la tabla 17-3.

Tabla 17-3: Analisis linealidad del equipo en el rango 80 — 170 ppm.

ProMedio
Gradosde  Suma de de los Valor
libertad cuadrados  cuadrados F critico de F
Regresién 1 24480.3333 24480.3333 587.466806 4.853E-14
Residuos 16 666.736111 41.6710069

Total 17 25147.0694

Realizado por: Taday Erika; Telenchano Gladys;2018.
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CONCLUSIONES

Se desarrollé un prototipo electrénico para analizar la DBO en muestras de agua residual,

en un rango dinamico de 60 a 200 ppm.

Se construy6 un biosensor tipo celda de combustible microbiano de camara simple con
el catodo expuesto al aire, utilizando materiales de bajo costo como acrilico, fibra de
carbono y papel celofan.

Se ajustd los datos del experimento a una funcion logaritmica con una bondad de ajuste
SSE de 0.000661y R-cuadrado de 0.9581.

Se desarroll6 un sistema de adquisicion de sefiales microbioldgicas mediante la
interaccion de  subsistemas de acondicionamiento y procesamiento de sefales,
fundamentados en amplificadores operacionales y la tarjeta de prototipado Arduino Uno

respectivamente.

Se disefi6 una interfaz facil de manipular y amigable al usuario para presentar el resultado
del analisis de DBO.

Las medidas registradas con el biosensor mostraron un coeficiente de variacién de
1.05% a 7.63% , muy por debajo de los biosensores de DBO informados que alcanzaron
un C.V de hasta el 12%. Asi mismo se determind con un nivel de confianza del 95% que

ambos métodos (dispositivo, convencional) son comparables.
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RECOMENDACIONES

Habiendo incursionado en la tecnologia de las celdas de combustible microbiano se recomienda:

e Reducir los tiempos de respuesta y recuperacion del biosensor ante un evento tdxico

mediante el apoyo de &reas de la ingenieria quimica y microbiol6gica.

e Extender el rango de medida del biosensor tipo celda de combustible microbiano para sea

factible la deteccion de altos niveles de materia organica.

e Analizar la reproducibilidad, estabilidad del biosensor en un periodo operativo de al

menos siete meses y constatar que los resultados de la medicidn presenten bajos CV.

e Estudiar la caracteristica de eliminacién de DQO en el biosensor para que sea utilizado

como un dispositivo de deteccién y biorremediacion.

e Hacer uso de técnicas de caracterizacion sofisticadas como las redes neuronales

artificiales para mejorar el modelo DBO-Corriente.

o Verificar el comportamiento del biosensor en entornos realistas, donde el sistema estaria
expuesto a un ambiente de sustancias toxicas, a la vez que proporciona una respuesta de
salida simple que puede ser integrada a un sistema automatizado de analisis de DBO en

plantas de tratamiento de agua residual.

e Optimizar el algoritmo de deteccion de la fase estable para asegurar un funcionamiento

adecuado en procesos continuos sujetos a ruido.
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ANEXOS

PARTE QUIMICA

ANEXO A: Oficio de aceptacién para muestreo en laPTAR “UCUBAMBA”
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Fuente: Taday Erika, Telenchando Gladys; 2018
ANEXO B: Planta de tratamiento de aguas residuales “UCUBAMBA”

i .

Fuente: Taday Erika, Telenchando Gladys; 2018.

ANEXO C: Construccion de las SMFCs

Fuente: Taday Erika, Telenchando Gladys; 2018.



ANEXO D: Preparacion Agua residual artificial

Fuente: Taday Erika, Telenchando Gladys; 2018

ANEXO E: Medicion PH

12 fot fot o e fmtent 4 -

Fuente: Taday Erika, Telenchando Gladys; 2018



ANEXO F: Andlisis microbioldgico

Fuente: Taday Erika, Telenchando Gladys; 2018.

ANEXO G: Alimentacion SCMFCs con distintas muestras de DBO.

Fuente: Taday Erika, Telenchando Gladys; 2018



ANEXO H: Voltaje generado SCMFC_1 .

Fuente: Taday Erika, Telenchando Gladys; 2018



ANEXO |: Medio base anolito M9.

Component g/L mg/L | mg/x L |Molecular mass (g/mol) |Concentration (mM) Concentration for X volume (mM) “X volume (L)
141.96 42.27 42.27 1 30
136.086 22.04 22.04 15
84.007 11.90 11.90 5
53.491 18.69 18.69 5
58.44 8.56 8.56 2.5
246.5 1.00 1.00 1.235
110.98 0.13 0.13 0.0735
Na-Acetate- 60 ppm 0.06) 60 0.06 82.0343 0.73 0.73
Na-Acetate- 100 ppm 0.1 100 0.1 82.0343 1.22 1.22
Na-Acetate- 150 ppm 0.15] 150 0.15 82.0343 1.83 1.83
Na-Acetate- 200 ppm 0.2[ 200 0.2 82.0343 2.44 2.44
Guideline
-Cada solucion debe contener los componentes de color verde
Solo para 60 1
solo para 100
solo para 150
solo para 200

Fuente: Taday Erika, Telenchando Gladys; 2018



ANEXO J: Anélisis muestras de agua residual a distintas concentraciénes de DBO (80, 120, 170
pm)

\ ' @
":':i LABORATORIO DE SERVICIOS AMBIENTALES
—

N°® SE: 255-17

INFORME DE ANALISIS
NOMBRE: Gladys Telenchano INFORME N° 255- 17
EMPRESA: Proyecto de Tesis ESPOCH N° SE: 255-17
DIRECCION:  Cdla. Los Olivos
FECHA DE RECEPCION: 10—~ 08 -17

TELEFONO: 032317595 FECHA DE INFORME:  23-08-17
NUMERO DE MUESTRAS: 3, Agua residual preparada TIPO DE MUESTRA:
IDENTIFICACION:

MA - 433-17 80 ppm Agua

MA - 434-17 120 ppm Agua

MA - 435-17 170 ppm Agua

El laboratorio se responsabiliza solo del andlisis, no de las muestras.

RESULTADO DE ANALISIS
MA - 43317
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO = U(K=2) ey i
* DBOS mg 021 STANOARD WETHOOS o7 ] NiA 10-08-17
MA - 43417
PARAMETROS | UNIDADES | METODOPROCEDIMIENTO | RESULTADO | (K=2) | FECHAOE
Bl Ol
| * DBOS mg O2A b 120 NA 10-08-17
MA - 43517
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO RESULTADO |  UIK=2) ﬁ'l‘m‘{:
*DBOS mg 021 STAND?)R‘%METHODS 185 NIA 10-08-17
METODOS UTIL : Métodos pars el Andiisis de Aguas Potabies y Residuales APHA. AWWA WPCF. STANDARD METHODS 21*
EDICION y mitodos HACH acastados del STANDARD METHODS 21¢ EDICION
RESPONSABLES DEL ANALISIS:
Dr. Juan Carlos Lara
Benito Mendoza T., Ph.D
TECNICO L.S.A.
Lo nesubtadon de exte nfonne , alnis) ) umalizada 51
~Se profsbe La reproduccion parcul de este informe sin la autorzaciin del labocatorio
FMC2101-01

Paginal del

LS A Campus Mister Edison Riera Km 1 ' via 2 Guano Bloque Administrative

Fuente: Laboratorio de servicios ambientales de la UNACH; 2018.

ANEXO K: Analisis muestras de agua residual(DQO) a distintas concentraciones de DBO (60, 100,
150 y 200 ppm)



Fuente: Laboratorio de servicios ambientales de la UNACH; 2018.

LABORATORIO DE SERVICIOS AMBIENTALES

N° SE: 274-17

INFORME DE ANALISIS
NOMBRE: Gladys Telenchano INFORME N° 274- 17
EMPRESA: Proyecto de Tesis ESPOCH N° SE: 274-17

DIRECCION.  Cdla. Los Olivos
FECHA DE RECEPCION: 29 - 08-17

TELEFONO: 032317595 FECHA DE INFORME: 31 -08-17
NUMERO DE MUESTRAS: 4, Agua residual preparada TIPO DE MUESTRA:
IDENTIFICACION:
MA-498-17 SCMFC_1 DQOi 1ra Repeticion Agua
MA-499-17 SCMFC_1 DQOf 1ra Repeticién Agua
MA-500-17 SCMFC_2 DQOi 1ra Repeticién Agua
MA-501-17 SCMFC_2 DQOf 1ra Repeticién Agua

El laboratorio se responsabiliza solo del analisis, no de las muestras.
RESULTADO DE ANALISIS
MA - 49817

PARAMETROS UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO Uik=3) i
D30 g STANDARD METHODS §220-0 F) WA 2 -06-1

MA - 49917

METODO/PROCEDIMIENTO Uik=2) PECHA DE
PARAMETROS | UNIDADES RESULTADO o e

[0) mgl STANDARD METHODS 5220 -0 F] WA 28 - 06—
MA -500-17
PARAMETROS UNIDADES |  METODOPROCEDIMIENTO | RESULTADO Uped) m
DO mgl STANDARD METHODS 5220 - 0 208 NA 2 -08-17 |
MA -501-17
PARAMETROS UNIDADES | METODOPROCEDIMIENTO | RESULTADO U(K=2) m
Dao g STANDARD METHODS 5220 - D i3 NA 29 - 06-17 |

mm;mmmumnmmymwmmw STANDARD METHODS 21*
EDICION y métodos HACH adaptados del STANDARD METHODS 21° EDICION

RESPONSABLES DEL ANALISIS:
Dr. Juan Carlos Lara
Benito Mendoza T., Ph.D. 7Y
7 ]
Dr. Juan Carlos Lara R.
TECNICO L.S.A.
-Los resaltados de este imforme d  la(s) muestral s ) analizad:

~Se prohibe la reproduccion parcial de este informe sin la autorizacion del laboratono

FMC2101-01
Paginal del

LSA Campus Master Edison Riera Km 1 % via a Guano Bloque Administrativo



LABORATORIO DE SERVICIOS AMBIENTALES

INFORME DE ANALISIS
NOMBRE: Gladys Telenchano INFORME N° 270- 17
EMPRESA: Proyecto de Tesis ESPOCH N° SE: 270-17
DIRECCION:  Cdla. Los Olivos
FECHA DE RECEPCION: 23-08 -17

TELEFONO: 032317595 FECHA DE INFORME: 250817
NOKROMMUESTRASH.MMWM TIPO DE MUESTRA:
IDENTIFICACION:
MA-486-17 SCMFC_1 DQOi 1ra Repeticion Agua
MA-487-17 SCMFC_1 DQOf 1ra Repeticion Agua
MA-488-17 SCMFC_2 DQOI 1ra Repeticién Agua
MA-488-17 SCMFC_2 DQOf 1ra Repeticion Agua
El laboratorio se responsabiliza solo del anlisis, no de las muestras.
RESULTADO DE ANALISIS
MA - 48617
[ PARAMETROS [ UNIDADES ] METODOPROCEDIMIENTO RESULTADO UK=2) ?um
L 0O | mg/ |_STANDARD METHODS 5220 - D 158 NIA 23-08 -17
MA - 48717

UMIMLWIMTMI uK=2) vy s

[ 560 [ mgi | STANDARDWETHODS 822001 72 | WA | 23-08-17
MA 48817

me-mo; ] UNIDADES | METODOPPROCEDIMIENTO | RESULTADO UK=2) v iy

L 000 |__mgh | STANDARD METHODS 5220 - D 142 WA 23-08 17
MA —489-17

Irmlm]nmmmm]mrm “"‘"’["W“
) 1 mgh | _STANDARD METHODS 5220- D | 50 1 NA |_23-08-17

mm:mmmdmaWMyWMAww&W STANDARD METHODS 21*
EDICION y métodos HACH adaptados dei STANDARD METHODS 21* EDICION
RESPONSABLES DEL ANALISIS:

Dr. Juan Carlos Lara
Benito Mendoza T., Ph.D.

-Los resultados de evte nforme alain) {
~Se prohibe la reproduccion parcial de este informe sin la autorizacion del labaratono

FMC2101-01
Paginal del

LS A Campus Master Edison Riera Km 1 %2 via a Guano Bloque Administrativo.



LABORATORIO DE SERVICIOS AMBIENTALES

N° SE: 267-17

NOMBRE: Gladys Telenchano

EMPRESA: Proyecto de Tesis ESPOCH

DIRECCION:  Cdla. Los Olivos

INFORME DE ANALISIS

INFORME N° 267- 17

N° SE: 267-17

FECHA DE RECEPCION: 21-08-17

TELEFONO: 032317505 FECHA DE INFORME: 23-08-17
NUMERO DE MUESTRAS: 4, Agua residual preparada TIPO DE MUESTRA:
IDENTIFICACION:
MA-478-17 SCMFC_1 DQOI 2da Repeticion Agua
MA-478-17 SCMFC_1 DQOf 2da Repeticién Agua
MA -480-17 SCMFC_2 DQOI 2da Repeticion Agua
MA-481-17 SCMFC_2 DQOf 2da Repeticion Agua
El laboratorio se responsabiliza solo del andlisis, no de las muestras.
RESULTADO DE ANALISIS
MA - 47817
PARAMETROS UNIDADES | METODOPROCEDIMIENTO | RESULTADO UiK=2) FECHA DE
Dao mgh STANDARD METHODS §220 - % NA 21 -08-17
MA - 479-17
PARAMETROS UNIDADES METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO UiK=2) FECHA DE
DGO mgh STANDARD METHODS 5220 - D 78 WA 2 - 08 -17
MA ~480-17
PARAMETROS UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO Vot PECHA DE
DGO gl STANDARD METHODS 5220 - D 98 WA 21-08-17
MA —481-17
PARAMETROS UNIDADES METODOPROCEDIMIENTO | RESULTADO Ui 'm
DGO mgh STANDARD METHODS 5220 - D 7] WA 2 -08-17

METODOS UTILIZADOS: Métodos Normalizados para el Andlisis de Aguas Potables y Residuales APHA. AWWA, WPCF, STANDARD METHODS 21*

EDICION y HACH

del ST,

D METHODS 21* EDICION

RESPONSABLES DEL ANALISIS:

Dr. Juan Carlos Lara
Benito Mendoza T., Ph.D.

y/1 —

Dr. Juan Carlos Lara R.
TECNICO L.S.A.

~Los resultados de este informe corresponden unicamente a la(s) muestra s) analizadal s)
«Se prohibe la reproduccion parcial de este informe sin la autorizacion del laboratorio

Piginal del

LS A Campus Master Edison Riera Km 1 4 via a Guano Bloque Administrativo,

FMC2101-01



LABORATORIO DE SERVICIOS AMBIENTALES

INFORME DE ANALISIS
NOMBRE: Gladys Telenchano INFORME N° 263~ 17
EMPRESA: Proyecto de Tesis ESPOCH N° SE: 263-17
DIRECCION:  Cdla. Los Olivos
FECHA DE RECEPCION: 18 - 08-17

TELEFONO: 032317595 FECHA DE INFORME: 21-08-17
NUMERO DE MUESTRAS: 4, Agua residual preparada TIPO DE MUESTRA:
IDENTIFICACION:
MA-473-17 SCMFC_1 DQOi 1ra Repeticion Agua
MA-474-17 SCMFC_1 DQOf 1ra Repeticion Agua
MA-475-17 SCMFC_2 DQOi 1ra Repeticion Agua
MA-476-17 SCMFC_2 DQOf 1ra Repeticion Agua

El laboratorio se responsabiliza solo del andlisis, no de las muestras.

RESULTADO DE ANALISIS

MA - 47317
PARAMETROS UNIDADES METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO ) b oy
[T mgh STANDARD METHODS 52200 103 VA 6 - 08-17

MA - 474-17
PARAMETROS UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO UyKe2) o g
DGO mal STANDARD METHODS 5220 - D ) WA 18- 08 17

MA —475-17
PARAMETROS UNIDADES | METODOPROCEDIMIENTO | RESULTADO Uyres) i
DGO mgh STANDARD METHODS 5220- D 102 VA 180817

MA —476-17
METODOPROCEDIMIENTO oy CRUNAOE
PARAMETROS UNIDADES RESULTADO oy iy
DGO mgh STANDARD METHODS 5220 -0 ) WA —08-17

METODOS UTILIZADOS: Métodos Normalizados para el Andlisis de Aguas Potables y Residuales APHA, AWWA WPCF. STANDARD METHODS 21*
EDICION y métodos HACH adaptados del STANDARD METHODS 21° EDICION
RESPONSABLES DEL ANALISIS:

Dr. Juan Carlos Lara
Benito Mendoza T, Ph.D. / ~

-Los resultados de este informe corresponden imicamente a la(s) muestras ) analizadals)
+Se prohibe la reproduccion parcial de este informe sin la autorizacion del laborstono

FMC2101-01
Paginal del

.S A Campus Master Edison Riera Km 1 43 via a Guano Bloque Administrativo



INFORME DE ANALISIS

NOMBRE: Gladys Telenchano
EMPRESA: Proyecto de Tesis ESPOCH
DIRECCION:  Cdla. Los Olivos

INFORME N° 262- 17

N° SE: 262-17

LABORATORIO DE SERVICIOS AMBIENTALES

FECHA DE RECEPCION: 16 - 0817

TELEFONO: 032317595 FECHA DE INFORME: 18 - 08-17
NUMERO DE MUESTRAS: 4, Agua residual preparada TIPO DE MUESTRA:
IDENTIFICACION:
MA-466-17 SCMFC_1 DQOi 2da Repeticion Agua
MA-467-17 SCMFC_1 DQOf 2da Repeticion Agua
MA-468-17 SCMFC_2 DQOI 2da Repeticion Agua
MA-469-17 SCMFC_2 DQOf 2da Repeticion Agua
El laboratorio se responsabiliza solo del andlisis, no de las muestras.
RESULTADO DE ANALISIS
MA - 466-17
PARAMETROS UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO Upesd) e e
5GO gl STANDARD METHODS 5330 - 7] WA % - 08 -17
MA - 467-17
PARAMETROS UNIDADES METODOPROCEDIMIENTO | RESULTADO Upe=) rm‘
5G0 gl STANDARD METHODS §220-0 % WA w-:u—n
MA —468-17
PARAMETROS UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO Uik=2) b e
530 mah STANDARD METHODS 52200 2 WA % - 0817
MA ~469-17
PARAMETROS UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO Ugk=2) e ey
G0 mgh STANDARD METHODS 5220- D 7] WA 6 -08-17 |

MW:MMMHMGMMVMMAMAWWAWPCF.S’TANDARDIETHODS‘&"

EDICION y métodos HACH adaptados del STANDARD METHODS 21* EDICION
RESPONSABLES DEL ANALISIS:

Dr. Juan Carlos Lara
Benito Mendoza T., Ph.D.

Dr. Juan Carlos Lara R

TECNICO L.S.A.

-Los resultados de este informe correspooden umicamente a la(s) muestrais ) analizada(s )
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LABORATORIO DE SERVICIOS AMBIENTALES

INFORME DE ANALISIS
NOMBRE: Gladys Telenchano INFORME N° 260- 17
EMPRESA: Proyecto de Tesis ESPOCH N° SE: 260-17
DIRECCION.  Cdla. Los Olivos
FECHA DE RECEPCION: 14 - 08 -17

TELEFONO: 032317595 FECHA DE INFORME: 16 -08-17
NUMERO DE MUESTRAS: 4, Agua residual preparada TIPO DE MUESTRA:
IDENTIFICACION:
MA-458-17 SCMFC_1 DQOI 1ra Repeticion Agua
MA-459-17 SCMFC_1 DQOf 1ra Repeticion Agua
MA-460-17 SCMFC_2 DQOi 1ra Repeticion Agua
MA-461-17 SCMFC_2 DQOf 1ra Repeticion Agua

El laboratorio se responsabiliza solo del analisis, no de las muestras.

RESULTADO DE ANALISIS

MA - 458-17
PARAMETROS UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO Ug=2) ey iy
530 gl | STANDARD METHODS 5220- 0 & NA 4 - 08 17

MA - 45817
PARAMETROS UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO V=) FEGHA DR
5Ao mgh STANDARD METHODS 5220 - D W WA =08 17

MA —460-17
METODO/PROCEDIMIENTO uik=2) o oy
PARAMETROS UNIDADES RESULTADO ANALISIS
DGO gl STANDARD METHODS 5220- D 7] WA - 08 17

MA 46117
PARAMETROS UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO UiK=2) 'm
GO mgh STANDARD METHODS 5220- D £ WA - 08 17
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Or. Juan Carlos Lara R.
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%
‘b LABORATORIO DE SERVICIOS AMBIENTALES

N° SE: 275-17

INFORME DE ANALISIS
NOMBRE: Gladys Telenchano INFORME N° 275- 17
EMPRESA: Proyecto de Tesis ESPOCH N° SE: 275-17
DIRECCION:  Cdla. Los Olivos
FECHA DE RECEPCION: 31 -08-17

TELEFONO: 032317595 FECHA DE INFORME: 02 -09-17
NUMERO DE MUESTRAS: 4, Agua residual preparada TIPO DE MUESTRA:
IDENTIFICACION:

MA - 502-17 SCMFC_1 DQOi 2da Repeticion Agua

MA - 503-17 SCMFC_1 DQOf 2da Repeticién Agua

MA - 504-17 SCMFC_2 DQOIi 2da Repeticion Agua

MA - 505-17 SCMFC_2 DQOf 2da Repeticion Agua

El laboratorio se responsabiliza solo del analisis, no de las muestras.

RESULTADO DE ANALISIS
MA - 502-17
PARAMETROS UNIDADES METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO UiK=2) ‘m‘f:
DQO mgh STANDARD METHODS 5220 - D 94 NA 31 —08- 17
MA - 503-17
PARAMETROS UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO Uie=2) s iy
DO mgh_ STANDARD METHODS 5220 - D 70 NA 31 -08- 17
MA -504-17
PARAMETROS UNIDADES METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO U(K=2) o i
DO mai STANDARD METHODS 5220 - D 208 WA 31 -08-17
MA -505-17
PARAMETROS UNIDADES METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO UiK=2) ey iy
DQO mgh STANDARD METHODS 5220 - D 100 N/A 31 —-08- 17
METODOS UTILIZADOS: M para el Andlisis de Aguas Potables y Residuales APHA. AWWA, WPCF, STANDARD METHODS 21°
EDICION y métodos HACH adaptados del STANDARD METHODS 21° EDICION
RESPONSABLES DEL ANALISIS:
Dr. Juan Carlos Lara
Benito Mendoza T., Ph.D. P
-
/
) 7} 17 ¥y
Dr. Juan Carlos Lara R.
TECNICO L.S.A.
~Los resultados de este informe pond alals) ) analizada(s)
-Se prohibe la reproduccion parcial de este informe sin Ia autorizacion del laboratorio
FMC2101-01
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PARTE ELECTRONICA

ANEXO A: Monitoreo de las SMFCs
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Fuente: Taday Erika, Telenchando Gladys; 2018.

ANEXO B: Caracterizacion de la sefial generada por las SCMFCs.
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Fuente: Taday Erika, Telenchando Gladys; 2018.



ANEXO C: Acondicionamiento de sefial bioelectroquimica

Fuente: Taday Erika, Telenchando Gladys; 2018.



ANEXO D: Cddigo sistema de adquisicion de temperatura.

%% PROGRAMA ADQUISICION TEMPERATURA

5% TESIS BIOSENSORDBO paro = readDigitalPin(a, 'D12');

close all; end

clear; N

format long g; [timeLogs, tempLogs] = getpoints (h);

cle; timeSecs = (timeLogs-timeLogs (1)) *24*3600;

$% Lectura %% Guardar datos

%% Conexion Arduino T =
table(timeSecs', tempLogs', 'VariableNames', {'Time sec','

a = arduino; Temp F'});
filename = 'Temperature Data.xlsx';

%% Adquisicion online writetable (T, filename)

figure

h = animatedline;% fprintf ('Tabla con %g datos de temperatura guardados en

ax = gca; %s\n', ...

ax.YGrid = 'on'; length (timeSecs), filename

ax.YLim = [65 85];

paro = false;

inicio = datetime ('now');

while ~paro

v = readVoltage(a, 'A0");

TempC = (v)*100;

TempF = 9/5*TempC + 32;

% Obtiene hora actual

= datetime('now') - inicio;
Agregar puntos a la animacidn
ddpoints (h,datenumn(t), TempF)
 Actualizar ejes

ax.XLim = datenum([t-seconds (15) t]);
datetick('x', 'keeplimits")
drawnow

[

% Comprueba la condicién de stop

o+

o

© QL



ANEXO E: Codigo disefio filtro butterworth.

%cd
'C:\Users\Erika\Dropbox\Tesis\P.E1l
ectrdnica’
Fs=(1/0.001) *2;
%$load mfc.txt; %yl senal y2 ruido
y=se;
Wp = 5/Fs; %%Frecuencia de corte
normalizada
Ws = 500/Fs; %%Frecuencia de
atenuacién normalizada
[n,Wn] = buttord(Wp,Ws,3,60);
%$%orden de butterworth
[b,a] = butter(n,Wn, 'low'");
%$%coeficientes de butterworth
vh = filter (b, a, vy);: $%Filtro
de la sefnal
L=length (y)
y =(0.1*randn (length(y),1))+y;
NEFFT = 2”nextpow2(L); % Siguiente
potencia de 2 del vector y
f = Fs/2*1inspace (0,1,NFFT/2+1);
$figure (1)

yf=fft (y,NFFT) /L;

plot (f,2*abs (yf (1:NFFT/2+1)))
stem (f,2*abs (yf (L:NFFT/2+1)))
title('Espectro de la sefial')
xlabel ('Frecuencia [Hz]")
grid on
sfigure (2)
yf2=fft (yh,NFFT) /L;
plot (f,2*abs (yf2 (1:NFFT/2+1)))
title ('Espectro de la sefial
filtrada')
xlabel ('Frecuencia [Hz]")
grid on

sfigure (3)

[H,W] = freqgz(b,a,1000);

plot (Fs.*W./pi, abs (H))

title ('Respuesta en frecuencia del
filtro'")

xlabel ('Frecuencia [Hz]")

grid on

figure (1)

plot (y)

figure (2)

plot (yh)

xlswrite ('celda.xls',yh);

ANEXO F: Codigo deteccion fase estable

clear;
format long g;
clc;
%% Lectura de datos
cd 'D:!
load dat.txt %Lectura de Datos
archivo TXT
V=dat;
k = length(dat); %Cantidad de
datos almacenados en el archivo
n= 30; S%tamafio de la ventana
para asegurar una estimacidn
adecuada
M=0;
Var=0;
j=1;
%de la media y la desviaciédn
estandar (Ott, 1984).
while k<=n
SMEDIA
for i=k-n+l:+1:1i<=k

M = V(i)/n + M;
end
Media (3)= M;
SVARIANZA
for i=k-n+l:+1:1i<=k

Var = 1/n(V(i)-M)"*2 +

vVar;
end
Varianza (j)= Var;
D=sqgrt (Var) ;
Desv (j)=D;
J=j+1;
k=k-1;
end
x=linspace(n,k,1);
plot (x,Desv, "Color', [1,
0.5])

1,



ANEXO G: Cadigo sistema electronico

/Il TESIS BIOSENSOR
//INGENIERIA ELECTRONICA CONTROL
Y REDES INDUSTRIALES

I
Il CONEXIONES:
/I SCK -Pin8

/[ MOSI-Pin9
/[ DC -Pin10
Il RST -Pin11
Il CS -Pin12
Il SCMMFC - Pin AO

//LIBRERIAS

#include <LCD5110_Graph.h>
#include <SP1.h>

#include <Adafruit_ GFX.h>

#include <Adafruit PCD8544.h>
#include <math.h>

#define EULER
2.718281828459045235360287471352

/[ variables

int pasado=0,tm=60, n=30, objmenu = 1,pagina
= O;

volatile boolean baja = false;

volatile boolean centro = false;

int btn_baja = 0,btn_sube = 0,btn_sel = 0,
btn_ul_baja = 0,btn_ul_sel = 0;

extern unsigned char TinyFont[];

int j=0,k,c=0,1=0;

float VV[30],V1[30],V2[30];

float mean=0,Var=0, Des,Min, Max, Vf;
float I, DBO, DBOf,ahora, cambio, T=1000;
const int sensorMFC=A0; //Seleccionar la
entrada A0 para el biosensor

int V_SCMFC_D,y; // almacena valor (0 a
1023)

float V_SCMFC, | SCMFC, V_I_SCMFC,
I | SCMFC;

LCD5110 myGLCD(8,9,10,12,11);
//Definiendo pines de concexion lcd
Adafruit_PCD8544 Icd =

Adafruit_ PCD8544(8,9,10,11,12);
int LED_1=12;

int LED_2=13;

void setup() {
pinMode(2, INPUT_PULLUP);
pinMode(1, INPUT_PULLUP);
pinMode(LED_1, OUTPUT);
pinMode(LED_2, OUTPUT);
//Serial.begin(9600);
Icd.begin();
Icd.setContrast(50);
Icd.clearDisplay();
Icd.display();

//delay(5000);

for (int i=1;i<=n;i=i+1){
//Lectura del potencial entre el &nodo y

catodo
V_SCMFC_D=analogRead(sensorMFC);
V_SCMFC=
map(V_SCMFC_D,0,1023,0.0,5.0);

|_SCMFC=V_SCMFC/1000;
V[i]=l_SCMFC;
}
/[Calcula media

for (int i=1;i<=n;i=i+1){
mean= V[i]/n + mean;
}

/[Calcula varianza

for (int i=1;i<=n;i=i+1){
Var=1/n*pow((V[i]-mean),2)+Var;
}
//Calcula desviacion standar
Des=sqrt(Var);
/MNntervalo de estabilidad
Max= mean+3*Des;
Min= mean - 3*Des;

}

void loop() {

drawMenu();
btn_baja = digitalRead(2);
btn_sel = digitalRead(1);



check_btn_baja();
check_btn_sel();

if (baja &&pagina==1) {
baja = false;
objmenu++;
if (objmenu==3)
{
objmenu=1;
¥
}

if (centro) {
centro = false;

if (pagina == 1 && objmenu==1) {
pagina=2;
}

else if (pagina == 1 && objmenu==2) {
pagina=3;
}

else if (pagina ==2) {
pagina=1;
}

else if (pagina==3) {
pagina=1;
}

¥

void check_btn_baja()
{

if (btn_baja!=btn_ul_baja)
{

if (btn_baja == 0)

{

baja=true;

}

delay(50);
}

btn_ul_baja = btn_baja;
}

void check_btn_sel()
{
if (btn_sel!'=btn_ul_sel)
{
if (btn_sel == 0) {
centro=true;

}
delay(50);

}
btn_ul_sel = btn_sel;

¥

//La funcién drawMenu se encarga del
desarrollo de la interfaz del usario - prototipo
//consta de las opciones: Calcular y Salir

void drawMenu()
{
if (pagina==0)
{
saludo();
delay(1000);
pagina=pagina;

¥

if (pagina==1)
{

Icd.setTextSize(1);
Icd.clearDisplay();
Icd.setTextColor(BLACK, WHITE);
Icd.setCursor(0, 0);
Icd.print("ANALISIS DBO");

//display.drawFastHLine(0,10,83,BLACK);
Icd.setCursor(0, 20);
if (objmenu==1)
{
Icd.setTextColor(WHITE, BLACK);

}

else

{
Icd.setTextColor(BLACK, WHITE);

¥

Icd.print(> Calcular");



Icd.setCursor(0, 30);

if (objmenu==2)
{
Icd.setTextColor(WHITE, BLACK);

}

else

{
Icd.setTextColor(BLACK, WHITE);

}
Icd.print("> Salir");
Icd.display();
}
else if (pagina==2)
{
calcular();
delay(2000);
}
else if (pagina==3)
{
Icd.setTextSize(1);
Icd.clearDisplay();
Icd.setTextColor(BLACK, WHITE);
Icd.setCursor(0, 14);
lcd.print("--ANALISIS--");
Icd.setCursor(0, 26);
lcd.print("--FINALIZADO--");
Icd.display();

}

/I La funcion tranasitoria se encarga de mostrar
la animacion de la sefial en estado transitoria
mientras se determina la corriente.
void transitoria()
{
myGLCD.clrScr();
myGLCD.setFont(TinyFont);
myGLCD.print(" DINAMICA SMFC ",
CENTER, 1);
myGLCD.drawRect(0, 0, 83, 25);
for (int i=0; i<84; i++)

{

y=i*0.01745329251994329576923690768488
6;
/ImyGLCD.invPixel(i, y/3 +15);
myGLCD.invPixel(i, 2*sin(y*55)+13);
myGLCD.update();
}
myGLCD.print("ESTABILIZANDO... ",
CENTER ,30);
myGLCD.update();
delay(1000);
}
/I La funcion estacionaria se encarga de
mostrar la animacion de la sefial en estado
estable
void estacionaria()

{

myGLCD.clrScr();

myGLCD.setFont(TinyFont);

myGLCD.print(" DINAMICA SMFC ",
CENTER, 1);

myGLCD.drawRect(0, 0, 83, 25);

for (int i=0; i<42; i++)

{

y=i*0.01745329251994329576923690768488
6;
//myGLCD.invPixel(i, y/3 +15);
myGLCD.invPixel(i, 2*sin(y*55)+13);
myGLCD.update();
delay(100);

}

for (int i=42; i<84; i++)
{

y=i*0.01745329251994329576923690768488
6;
[/myGLCD.invPixel(i, y/3 +15);
myGLCD.invPixel(i, y+13);
myGLCD.update();
}
myGLCD.print("SMFC ", CENTER, 30);
myGLCD.print("ESTABLE ", CENTER,
40);
myGLCD.update();
delay(1500);



}

//Presentacion del prototipo
void saludo(){

myGLCD.drawRect(0, 0, 83, 45);

myGLCD.setFont(TinyFont);

myGLCD.print(" CEAA ESPOCH ",
CENTER, 2);

myGLCD.print(" -- Bienvenidos -- ",
CENTER ,14);

myGLCD.print(" Analisis AW ", CENTER ,
26);

myGLCD.print(" Cargando. ", CENTER ,
38);

delay(1500);

myGLCD.update();

myGLCD.print(" Cargando.. ", CENTER
38);

delay(1600);

myGLCD.update();

myGLCD.print(" Cargando... ", CENTER,
38);

delay(1700);

myGLCD.update();

}
//determinar el valor de la DBO
void calcular()
{

ahora= millis(); //Tiempo de ejecucion

cambio= ahora-pasado;

if(cambio>=T)
{
y = analogRead(sensorMFC);
V_|_SCMFC= map(y,0,1023,0.0,5.0);
I_I_SCMFC=V_l_SCMFC/1000;
}
pasado=ahora;
k=1;
do{
V1[Kk]=I_I_SCMFC,;
if((V1[K]>=Min)&&(V1[k]<=Max)){
V2[K]=V1[K];
k=k+1;
}
else
transitoria();
}
while(k<=30);
estacionaria();
for(k=1;k<=30;k=k+1){
Vi=V2[k]/30+VT;
}
DBO = pow(EULER,(V+0.4986)/0.1357);
DBOf= floor(DBO*10)/10;
Icd.setTextSize(1);
Icd.clearDisplay();
Icd.setTextColor(BLACK, WHITE);
Icd.setCursor(0, 0);
lcd.print("--RESULTADO--");
Icd.setCursor(0, 14);






