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RESUM: Els biofilms són estructures microbianes alta-
ment resistents que suposen un risc per a la seguretat 
alimentària, ja que permeten a microorganismes patò-
gens, com la Salmonella o Listeria monocytogenes, 
persistir en superfícies de contacte amb aliments de la 
indústria alimentària als processos habituals de neteja i 
desinfecció. La presència de biofilms pot provocar con-
taminació creuada, deteriorament de productes, inefi-
ciència d’equips i riscos per a la salut pública. En 
aquest estudi, es revisen els mètodes òptics disponibles 
per a la detecció de biofilms in situ i en temps real, amb 
l’objectiu d’identificar tècniques aplicables a la indús-
tria alimentària que facilitin una detecció ràpida i efi-
caç. Es presenta una classificació dels mètodes segons 
la naturalesa de la mesura, la necessitat de mostreig i el 
tipus de lectura. D’entre les tècniques revisades, es des-
taquen sensors de fluorescència, espectroscòpia i tec-
nologies basades en fibra òptica com a opcions més 
prometedores. També es proposa la combinació de mè-
todes fixos i portàtils com a estratègia òptima per al 
monitoratge i control eficaç de biofilms. Aquest enfo-
cament pot millorar els protocols d’higiene i contribuir 
a la seguretat alimentària basant-se en una detecció rà-
pida i específica.
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ABSTRACT: Biofilms are highly resistant microbial 
structures that pose a risk to food safety, as they allow 
pathogenic microorganisms such as Salmonella or Lis-
teria monocytogenes to persist on food-contact surfac-
es in the food industry despite standard cleaning and 
disinfection procedures. The presence of biofilms can 
cause cross-contamination, product spoilage, equip-
ment inefficiency, and public health risks. This study 
reviewed available optical methods for the in situ and 
real-time detection of biofilms, aiming to identify tech-
niques applicable to the food industry that enable rapid 
and effective detection. A classification of methods is 
presented based on the nature of the measurement, 
sampling requirements, and type of signal reading. 
Among the techniques reviewed, fluorescence sensors, 
spectroscopy, and fiber-optic-based technologies stand 
out as the most promising options. The combination of 
fixed and portable methods is also proposed as an opti-
mal strategy for efficient biofilm monitoring and con-
trol. This approach could improve hygiene protocols 
and contribute to food safety through fast specific de-
tection. 
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1. INTRODUCCIÓ

Un dels problemes principals a la indústria alimentària 
en referència a la innocuïtat dels aliments i consegüent 
transmissió de malalties està representat per la supervi-
vència de microorganismes patògens o alterants que for-
min biofilms. La capacitat dels microorganismes per 
formar aquestes estructures, relacionades amb la protec-
ció davant dels processos de neteja i desinfecció comuns, 
en dificulta l’eliminació i en desencadena la persistència 
al llarg del temps. En conseqüència, els microorganis-
mes que conformen aquestes estructures poden roman-
dre al medi ambient després del sanejament (Coughlan 
et al., 2016) i provocar deteriorament dels aliments, risc 
de malalties de transmissió alimentària, pèrdues econò-
miques degudes al rebuig del producte contaminat i mal 
funcionament en els equips, com, per exemple, la inefi-
ciència energètica causada per la formació de biofilms 
en superfícies de transferència de calor, entre d’altres 
(Téllez, 2010).

Les condicions ambientals que hi ha a les instal·lacions 
alimentàries propicien, en molts casos, la presència d’una 
comunitat microbiana molt diversa depenent del tipus 
d’indústria alimentària que es consideri (Ripolles-Avila 
et al., 2019). Aquesta comunitat pot formar biofilms 
que alberguen múltiples espècies, incloent-hi microor-
ganismes patògens, que podrien conduir al desenvolupa-
ment de malalties (Piera, 2003), fins a microorganismes 
que deterioren els aliments (Srey et al., 2013; Røder 
et al., 2016). Per això, és molt important detectar aques-
tes estructures, amb la finalitat de prendre decisions de 
manera ràpida i fiable en relació amb els procediments 
de neteja i desinfecció emprats a la indústria alimentària 
i per, posteriorment, prevenir-ne la formació (Ripolles-
Avila et al., 2020).

La dificultat per detectar biofilms in situ o amb rapidesa 
en complica l’eliminació, de manera que es pot propagar 
i agreujar la problemàtica associada a la seva existència. 
Alguns dels mètodes actuals requereixen un cert temps 
per a l’obtenció dels resultats i, per tant, la posterior 
presa de decisions es produeix de manera tardana. D’en-
tre les metodologies existents per a la detecció de bio-
films, destaquen les òptiques per la seva idoneïtat quant 
a l’obtenció de resultats immediats.

L’objectiu del present treball ha estat realitzar una cerca 
bibliogràfica amb la finalitat d’identificar mètodes d’anà-
lisi capaços de detectar, en temps real, la presència de bio-
films en superfícies de la indústria alimentària. Aquest 
treball s’ha centrat en la revisió de literatura científica re-
lacionada amb estudis bibliogràfics, experimentals o pro-
jectes que existeixen fins al moment, incloent-hi també 
documentació tècnica d’equips comercials.

2.  DEFINICIÓ DE BIOFILM
I ETAPES DE FORMACIÓ

Els biofilms són agregats de microorganismes que es 
mantenen adherits a una superfície viva o inerta. Les di-
ferents cèl·lules que els conformen es troben unides entre 
si, formant una matriu extracel·lular autoproduïda. 
Aquesta matriu té les funcions de concentrar nutrients de 
l’ambient a l’interior del biofilm, impedir o dificultar la 
penetració d’antimicrobians, evitar la dessecació i afa-
vorir una correcta adhesió de l’estructura a la superfície 
(Coughlan et al., 2016). Aquesta matriu actua com a sis-
tema de protecció i està constituïda per substàncies poli-
mèriques extracel·lulars (EPS), entre les quals destaquen 
les proteïnes, els sucres i l’ADN extracel·lular (Coster-
ton, 1995; Flemming et al., 2016; Ren et al., 2018).

La formació de biofilms inclou diverses etapes: la fase 
de contacte inicial, dividida en adhesió reversible i irre-
versible; la fase de formació de microcolònies; la fase de 
maduració, i la fase de dispersió. En la primera, per tal 
de formar el biofilm, els microorganismes han de pas-
sar de la seva forma planctònica a la sèssil, en la qual 
podran adherir-se a la superfície inicialment amb caràc-
ter reversible. Seguidament els bacteris comencen a 
crear adhesions permanents i converteixen la unió en ir-
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Listeria monocytogenes, Pseudomonas, higiene, espec-
troscòpia, fluorescència, in situ, neteja i desinfecció, in-
dústria alimentària, fibra òptica. 
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teria monocytogenes, Pseudomonas, hygiene, spectros-
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de microorganismes 
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reversible. Posteriorment, es produeix la formació de 
microcolònies, que es relaciona amb un elevat creixe-
ment de microorganismes, juntament amb la producció 
d’EPS, la qual cosa genera una matriu extracel·lular que 
ajuda a enfortir les unions amb la superfície i protegeix 
davant qualsevol estrès ambiental. La fase de maduració 
és probablement l’etapa més llarga i estable del procés i 
en la qual s’acaba de consolidar la matriu. També és la 
que està més relacionada amb els possibles problemes en 
entorns agroindustrials, com s’ha descrit anteriorment. 
Finalment, en la fase de dispersió, a causa de diversos 
factors interns o externs, les cèl·lules o petits grups de 
cèl·lules es desprenen de la superfície del biofilm per, 
així, perpetuar la seva vida en una altra ubicació (Cough-
lan et al., 2016; González-Rivas et al., 2018; Jiménez, 
2019).

Els biofilms poden estar formats per una sola o per múl-
tiples espècies, tot i que en la indústria alimentària solen 
ser més freqüents els multiespècie (Gutiérrez et al., 
2016). Els biofilms multiespècie proporcionen una ma-
jor resistència als biocides i als canvis ambientals res-
pecte a les comunitats monoespècie (Giaouris et al., 
2015). Això es deu a una major complexitat de l’estruc-
tura generada i a la composició de la matriu (Gon-
zález-Rivas et al., 2018). Conèixer tant la possible exis-
tència de molècules comunes en matrius multiespècie 
com les pròpies d’una sola espècie permet desenvolupar 
mètodes específics que detectin l’existència d’aquestes 
substàncies i, per tant, es pugui correlacionar amb la 
presència d’aquestes estructures en les superfícies in-
dustrials.

L’èxit en l’eliminació dels biofilms depèn fonamen-
talment de la seva detecció primerenca, ja que, en 
funció d’aquesta, es prendran les decisions adients 
per definir els procediments idonis per eliminar-los. 
Alhora, tant el tipus de procediment a aplicar com el 
mètode òptim de detecció utilitzat dependran estreta-
ment de la composició de la matriu (Coughlan et al., 
2016; Ren et al., 2018). Tal com s’observa, totes 
aquestes intervencions estan estretament interrela-
cionades.

A continuació, es presenta la taula 1, en què s’exposen 
les característiques de composició de la matriu de tres 
microorganismes seleccionats per la seva presència ha-
bitual en superfícies industrials i per la seva rellevància 
pel que fa a innocuïtat (Salmonella spp., Listeria mo-
nocytogenes) i deterioració (Pseudomonas spp.) (Navia 
et al., 2010; Yang-En Tan et al., 2014; Møretrø i Langs-
rud, 2017). D’aquesta manera, es posa de manifest la va-
riabilitat de les matrius que generen aquests microorga-
nismes i la complexitat en el seu estudi específic.

La distinta naturalesa i varietat en la composició de ma-
trius generades pels microorganismes que conformen els 
biofilms constitueixen un camp en desenvolupament ac-
tiu, la qual cosa fa complexa la comparació de resultats 
en aquests moments. Per això, mitjançant la taula 1, no 
es poden extreure conclusions o tendències generalitza-
bles, si bé il·lustra la complexitat i dificultat d’identificar 
components comuns o específics. No obstant això, seria 
interessant en un futur aprofundir en els compostos espe-

Taula 1. Composició de la matriu exopolimèrica de Salmonella spp., Pseudomonas spp. i Listeria monocytogenes

MICROORGANISME PROTEÏNES POLISACÀRIDS ALTRES

Salmonella spp.
Fibres amiloides («fibres curli»)a

Adhesines (Fim, Lpf, tipus IV pili, 
ShdA, MisL, SadA, SiiE y BapA)b

Cel·lulosa (poli-β-(1->4)-D-glucosa)
Àcid colànic (subunitats de D-glucosa, 
L-fucosa, D-galactosa, i sucres dels àcids 
de D-glucurònic amb O-acetil i piruvat)
Antigen Ob

ADN extracel·lular

Pseudomonas spp. Di-GMP cíclicc

Alginat
Psl
Pel
Ramnolípids (diramnolípids, 
monoramnolípids, i àcids alcanoics (HAAs))c

ADN extracel·lular

Listeria 
monocytogenes

InlA, BapL, PlcA, FlaA, PBP, ActA, 
Lmo2504d, e

poli-β-(1,4)-N-acetilmanosamina 
(poly-NAM)
Àcids teïcoics (WTA i LTA)d

ADN extracel·lular, 
Àcids grassos 
(iso-C14:0, 
anteiso-C15:0 
i iso-C16:0)d

Nota: a. Choong et al., 2016; b. Maruzani et al., 2019; c. Kim i Lee, 2016; d. Colagiorgi et al., 2016; e. Colagiorgi et al., 2017.
Font: Elaboració pròpia.
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cífics trobats per tal de determinar si en la seva estructura 
química existeixen compostos comuns que puguin esde-
venir dianes de detecció.

3.  MÈTODES DE MOSTREIG 
I ANÀLISI DE SUPERFÍCIES

Els microorganismes, incloent-hi els capaços de generar 
biofilms, es troben en totes les baules de la indústria ali-
mentària, de manera que en moltes ocasions colonitzen 
llocs de difícil accés per a les accions de neteja i desin-
fecció, amb la qual cosa garanteixen la seva persistència. 
És freqüent trobar-los a l’interior d’esquerdes, racons, 
punts cecs de circuits i juntes, entre altres localitzacions. 
Aquests constitueixen els punts de control crítics en ma-
tèria d’higiene d’instal·lacions.

Els mètodes d’anàlisi de superfícies poden requerir o no 
una obtenció prèvia de mostra segons que siguin indirec-
tes o directes. Els mètodes de mostreig es basen en proce-
diments establerts per a la recollida i obtenció de les mos-
tres. Els més emprats en la indústria alimentària són la 
presa de mostra mitjançant esponges, hisops, plaques de 
contacte i laminocultius, que són de fàcil ús, assequibles i 
ràpids. Aquests presenten una limitació a l’hora d’exami-
nar superfícies completes, ja que habitualment la mostra 
es pren en una àrea molt reduïda (Ismaïl et al., 2013). 
Aquest fet, sumat a la dificultat afegida que genera la 
presència de biofilms, els quals impedeixen l’extracció 
adequada dels microorganismes, pot derivar en un 
recompte o identificació incomplets (González-Rivas 
et al., 2018). La finalitat de les anàlisis microbiològiques 
de les superfícies industrials és detectar o quantificar una 
possible contaminació per tal de comprovar posterior-
ment que els paràmetres higiènics es mantenen dins dels 
marges segurs. Les anàlisis de tipus directe proporcio-
nen una base adequada per al desenvolupament de noves 
metodologies de detecció in situ.

4.  CLASSIFICACIÓ DELS MÈTODES 
ANALÍTICS PER DETECTAR 
O QUANTIFICAR BIOFILMS

Existeix un ampli ventall de mètodes analítics de detec-
ció i quantificació de biofilms vigents, que poden ser 
classificats des de diferents punts de vista. Per tal de fa-
cilitar l’assoliment dels objectius plantejats en aquest 
treball i amb l’objectiu de discriminar entre els mètodes, 
s’ha plantejat una classificació (taula 2) basada en els pa-
ràmetres escollits següents:

1. Directes/indirectes: segons si requereixen o no una 
obtenció prèvia de mostra. En els indirectes, s’indica 
el mètode emprat per a la recollida de mostres.

2. Naturalesa de la mesura: segons si és un mètode òp-
tic, microscòpic, tèrmic, enzimàtic, entre d’altres.

3. Qualitatius/quantitatius: si únicament detecten o, ad-
dicionalment, quantifiquen els microorganismes 
presents.

4. «Temps real» / diferit: en funció de si el temps d’es-
pera per obtenir el resultat de l’anàlisi és prou curt 
per poder prendre accions immediates sobre el pro-
cés (a temps real) o no (diferit).

Entre els mètodes destacats, el recompte en placa, la bio-
luminescència d’ATP i el BioFinder són els més àmplia-
ment utilitzats en la indústria alimentària per la seva sim-
plicitat. Els dos últims es caracteritzen per la seva rapidesa 
i utilitat en la presa de decisions in situ. L’inconvenient 
de la bioluminescència d’ATP és que no és específica 
exclusivament per a biofilms, sinó que també detecta la 
presència de matèria orgànica (Davidson et al., 1999). 
Tanmateix, el BioFinder tindria una especificitat més 
elevada en la detecció de biofilms gràcies al seu principi 
de detecció basat en l’activitat catalasa (Ripolles-Avila 
et al., 2018). No obstant això, segons aquest darrer es-
tudi, el límit de detecció del mètode se situa al voltant 
de 10⁴ UFC·cm². Per aquest motiu, el desenvolupament de 
mètodes més sensibles que permetin reduir aquests lí-
mits de detecció és d’alt interès.

El cost elevat d’alguns dels dispositius i el llarg temps 
d’espera per a l’obtenció de resultats de la majoria 
dels altres mètodes presentats a la taula 2 han impedit 
implantar-los de manera generalitzada en la indústria 
alimentària. Tot i així, n’han trobat aplicació en cen-
tres d’investigació (Azeredo et al., 2017).

Una presa de decisions encertada i una prevenció àgil re-
quereixen mètodes més específics i amb una resposta rà-
pida que satisfacin aquestes necessitats de la indústria. 
Els sensors òptics compleixen aquests requisits, ja que 
són eines potents per a la mesura en temps real de canvis 
fisicoquímics. Aquests dispositius presenten diversos 
avantatges, com ara la capacitat de monitoratge (és a dir, 
la determinació dinàmica de dades en funció del temps), la 
versatilitat, la rapidesa, el baix cost, la facilitat d’instal-
lació i manteniment, així com el fet de no ser destructius 
ni invasius, fet que els converteix en eines ideals de con-
trol. L’aposta per aquest tipus de metodologia òptica 
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constitueix una via de recerca amb gran potencial, ja que 
satisfà els requisits necessaris per al control de processos 
en la indústria alimentària i proporciona una sèrie de be-
neficis pel que fa a la seva implementació dins de la ca-
dena de producció, al temps d’anàlisi i a la posterior 
presa de decisions (Castillo, 2010).

5.  MÈTODES ÒPTICS I LA SEVA 
CLASSIFICACIÓ

Els mètodes òptics mesuren les interaccions entre l’ener-
gia electromagnètica i la matèria. Un dels paràmetres 
més habituals per caracteritzar aquesta energia és la lon-
gitud d’ona. L’energia electromagnètica emprada per 
realitzar determinacions òptiques és diversa en funció de 
la regió de l’espectre seleccionada. L’espectre electro-
magnètic (figura 1) està constituït pel conjunt de totes 
les ones electromagnètiques conegudes, classificades 
atenent la seva longitud d’ona, freqüència, nombre d’ona 
o energia i formant un espectre continu. Inclou els raigs 

gamma, raigs X, la radiació ultraviolada, la llum visible, 
la radiació infraroja, la de microones i, fins i tot, les ones 
de radiofreqüència (Gran enciclopèdia catalana, 1987; 
Allison, 2013). Les regions de l’espectre emprades més 
sovint en l’aplicació de mètodes òptics són la ultraviola-
da i la visible. La primera, caracteritzada per les seves 
baixes longituds d’ona, altes freqüències i energia, s’uti-
litza per excitar les molècules de les mostres subjectes a 
avaluació. La segona, en canvi, es caracteritza per longi-
tuds d’ona més llargues i menor freqüència i energia, i és 
absorbida, reflectida o transmesa per les mostres un cop 
excitades. Aquesta última, a més, és la regió utilitzada 
per a les determinacions de color.

Els mètodes òptics d’anàlisi es poden dissenyar per me-
surar la capacitat de diverses matrius tant sòlides com lí-
quides per absorbir energia electromagnètica, per eme-
tre’n quan són excitats per una font d’energia o per 
dispersar radiació. En aquest context, és possible classi-
ficar els mètodes òptics segons el seu caràcter espectros-
còpic (Douglas et al., 2008; Ferrusola, 2018):

Taula 2. Classificació de mètodes analítics per detectar o quantificar biofilms

PARÀMETRES DE CLASSIFICACIÓ

MÈTODE DIRECTE (D) / 
INDIRECTE (I) NATURALESA DE LA MESURA QUALITATIU/

QUANTITATIU
TEMPS REAL (R) 

/ DIFERIT (D)

Turbidimetria Ia Òptic Quantitatiu R
Impedimetria Ia Òptic Qualitatiu R

Epifluorescència D/I Òptic Qualitatiu i 
quantitatiu R

Fluorescència per 
hibridació in situ (FISH) I Òptic Qualitatiu D

Bioluminescència del 
trifosfat d’adenosina 
(ATP)

Ib Òptic Quantitatiu R

Mètodes immunològics 
(ELISA) Ia Colorimètric (òptic), enzimàtic Qualitatiu D

Microscopi electrònic 
de rastreig D/I Imatges microscòpiques generades 

mitjançant feix d’electrons Qualitatiu D

Espectrofotòmetre 
d’infraroig amb 
transformada de 
Fourier

D/I Òptic Qualitatiu i 
quantitatiu R

Microscòpia confocal 
làser (CLSM) D/I Òptic Qualitatiu i 

quantitatiu R

BioFinderc D Enzimàtic-químic Quantitatiu R

Biosensors D Electroquímic, òptic, piezoelèctric, 
termomètric Quantitatiu R

Recompte en placa Ia Microbiològic Quantitatiu D

Nota: a. Hisop, esponja, plaques de contacte o sensors de control d’higiene (SCH); b. només hisop; c. equip comercial.
Font: Elaboració pròpia.
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1. Espectroscòpics: Són aquells en què existeix un in-
tercanvi d’energia entre la radiació electromagnètica 
i la matèria mitjançant dos tipus d’interacció.
a. Absorció

i.  Nivell molecular: UV visible, infraroig i micro-
ones.

ii.  Nivell atòmic: absorció atòmica i raigs X.
b. Emissió

i.  Nivell molecular: luminescència (fluorescèn-
cia i fosforescència). 

ii.  Nivell atòmic: espectrometria d’emissió, fo-
tometria de flama, plasma d’acoblament in-
ductiu (ICP), fluorescència de raigs X i fluo-
rescència atòmica.

2. No espectroscòpics: En aquests mètodes no hi ha in-
tercanvi d’energia, sinó que es produeixen canvis en 
la direcció o en les propietats físiques de la radiació 
electromagnètica. Aquests canvis són:
a. Dispersió: turbidimetria i nefelometria.
b. Refracció: refractometria, interferometria.
c. Difracció: raigs X, electrons.
d. Rotació òptica: polarimetria, dicromisme circu-

lar.

6.  MÈTODES POTENCIALMENT 
APLICABLES A LA INDÚSTRIA 
ALIMENTÀRIA PER A LA 
DETECCIÓ DE BIOFILMS IN SITU

Després de la cerca bibliogràfica realitzada, no s’ha trobat 
una taula de classificació dels mètodes de detecció in situ
existents. Per aquest motiu, a continuació es presenta una 
proposta de classificació de mètodes potencialment aplica-
bles a la indústria alimentària per a la detecció de biofilms 
(taula 3). Tal com es pot observar, aquesta classificació 
s’obté atenent diferents aspectes com ara la recollida de la 
mostra (in-line / off-line / at-line), la naturalesa de la mesu-
ra, si la determinació és en temps real o en diferit, la identi-
ficació del sensor o equip, i el principi de detecció.

Per a la realització de la cerca es van emprar una sèrie de 
paraules clau, que s’especifiquen a continuació:

biofilm detection, biofilm detection methods, biofilm de-
tection methods food industry, biofilm detection optical 
methods, fluorescence biofilm detection, real time bio-
film detection, in situ biofilm detection, biofilm visualiza-
tion, observation biofilms, biofilm evidence.

Figura 1. Espectre electromagnètic. 
Font: Elaboració pròpia.

Taula 3. Classificació dels mètodes potencialment aplicables per a la detecció de biofilms en la indústria alimentària

MESURA MECANISME LECTURA EQUIP ANÀLISI

In-line
Ones electromagnètiques Temps real

(in situ)

Xip polimèric (lab-on-a-chip) Variacions d’absorbància de la llum

Sensor UV-LED Fluorescència

Sensor ETT Lectura de l’espectre de transmissió

Ones acústiques Temps real
(in situ) Sensor SAW Canvi de freqüència ressonant

At-line Ones electromagnètiques Temps real
(in situ) BactiscanTM Fluorescència

Off-line Ones electromagnètiques En diferit
FISH Fluorescència

CLSM Fluorescència

Font: Elaboració pròpia.
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La cerca inicial va permetre seleccionar un total de 
quaranta-vuit articles científics i informació tècnica sobre 
diversos equips comercials, que es van filtrar segons la na-
turalesa del mètode de detecció (òptic) i la seva aplicabili-
tat en la indústria, i se’n van descartar vint-i-dos. Un mèto-
de no òptic es va conservar en aquesta fase preliminar, ja 
que complia la major part dels requisits plantejats i presen-
tava un gran potencial. En un segon filtratge, centrat en 
mètodes in situ i in-line, van quedar seleccionats sis arti-
cles científics més un equip comercial. En la taula 3 s’in-
clouen els set mètodes seleccionats, però només els cinc 
amb major aplicabilitat per a un ús in situ. Juntament amb 
l’equip comercial, es descriuen en els subapartats 6.1 a 6.5.

6.1. Xip polimèric (lab-on-a-chip)
Aquest prototip, proposat per Antúnez (2015), està basat 
en les variacions d’absorbància de la llum en el rang de 
longituds d’ona comprès entre 600 i 900 nm. Els seus 
avantatges principals són: robustesa, simplicitat, alta 
sensibilitat i baix cost.

El sistema de detecció contínua, amb una alta sensibili-
tat, consisteix en un xip polimèric de baix cost (lab-on-a-
xip) per a la detecció selectiva dels biofilms en els pri-
mers estadis de la seva formació utilitzant una interfície 
aigua-biofilm. Per dur a terme les mesures òptiques es va 
fer servir un espectròmetre de fibra òptica acoblat al xip 
polimèric, i la mostra s’il·luminava mitjançant una font 
de llum halògena.

El xip microfluídic és de polimetacrilat de metil estruc-
turat en dues capes. La capa inferior conté els elements 
òptics, concretament dues guies d’ones, una enfront de 
l’altra, a una distància de 300 μm. Entre totes dues guies 
d’ones, el xip presenta un patró micromètric per pro-
moure l’adhesió bacteriana i la posterior formació en el 
temps de biofilms. La capa superior conté els elements 
microfluídics, que són un canal fluídic gravat amb làser i 
la corresponent entrada/sortida fluídica.

El principi de detecció es fonamenta en el mesura-
ment de les variacions de pèrdua d’acoblament entre 
les dues guies d’ones com a conseqüència de canvis 
en l’índex de refracció en l’àrea de detecció. En tenir 
un índex de refracció efectiu més alt que l’aigua, qual-
sevol capa de biofilm existent que connecti totes dues 
guies d’ones sense interrupcions redueix l’angle 
d’obertura del feix de llum procedent de la guia d’ones 
recta, i així augmenta el nombre de fotons acoblats a 
la guia d’ones corbada.

La formació de biofilm en l’àrea de detecció (entre amb-
dues guies d’ones) produeix un gran augment inicial en la 
magnitud de l’absorbància, a causa dels canvis en l’índex 
de refracció esmentats, seguit d’una disminució important 
quan els biofilms cobreixen completament aquesta àrea 
(àrea de detecció). Associat a aquests canvis d’absorbàn-
cia es relacionen canvis de resposta espectral del biofilm, 
que proporcionen un avantatge addicional a la detecció. 
Aquest comportament teòric, descrit per l’autor, permet la 
diferenciació entre biofilms i incrustacions salines (la in-
terferència més comuna en el monitoratge de biofilms), ja 
que els biofilms confinen la llum i en canvi les incrusta-
cions de sal la dispersen. El llindar de detecció es va esta-
blir en 40 cèl·lules adherides per μm².

6.2. Sensor UV-LED 
Aquest mètode, proposat per Fischer et al. (2012), es 
basa en la detecció de la fluorescència intrínseca del bio-
film. Els seus avantatges principals són: baix consum 
d’energia, baix cost econòmic, alta sensibilitat, resposta 
ràpida, flexibilitat i robustesa. El disseny es basa en un 
tub fotomultiplicador que s’utilitza per a la detecció de la 
llum, un capçal sensor amb una superfície transparent on 
s’estableix el biofilm, una font de llum i una fibra òptica 
recol·lectora.

El biofilm format sobre una superfície transparent és retro-
il·luminat mitjançant un UV-LED d’ona contínua (emis-
sió no polsada a 280 nm amb un angle d’obertura de 120°). 
La llum de fluorescència emesa pel biofilm es recull i es 
guia mitjançant 540 fibres òptiques multimode de sílice 
(diòxid de silici) foses, cadascuna amb un diàmetre de 
nucli de 185 mm. La longitud d’ona d’excitació es va 
seleccionar perquè coincidís amb el màxim d’absorció 
del triptòfan (280 nm).

Aquest sistema de detecció òptica és capaç de monitorar 
biofilms des de les primeres cèl·lules d’unió (amb un 
llindar mínim de detecció de 4.000 cèl·lules bacterianes · 
cm-2) fins a un biofilm complex completament desenvo-
lupat. Fischer et al. (2012) plantegen millores i actualit-
zacions del sensor. Per exemple, es podria implementar 
fàcilment la detecció multicanal basada en matrius de 
LED que operen a diferents longituds d’ona d’excitació 
o mesuraments de fluorescència resolts espectralment 
mitjançant la integració de diversos microespectròme-
tres sensibles en els rangs d’emissió corresponents. Tal 
millora permetria, almenys teòricament, el mesurament 
simultani de la biomassa i l’activitat cel·lular mitjançant 
determinació combinada de fluorescència de triptòfan i 
trifosfat d’adenosina (ATP).
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6.3.  Sensor endotraqueal (endotraqueal 
tube sensor, ETT)

El sensor endotraqueal proposat per Kurmoo et al.
(2020) es basa en la lectura de l’espectre de transmissió 
(lectura entre 600-1.000 nm) generat per modificacions 
de l’índex de refacció. Els seus principals avantatges 
són: robustesa, petita grandària, baix cost econòmic, 
facilitat de fabricació i capacitat de quantificar la bio-
massa.

Aquest desenvolupament mèdic proposa un mètode sen-
sible per a la detecció de la colonització microbiana de 
dispositius en etapes primerenques, per prevenir el desen-
volupament d’infeccions greus en pacients intubats. Es 
va utilitzar un tub endotraqueal (ETT) amb un sensor de 
fibra òptica incorporat en el seu lumen (figura 2).

Figura 2. Esquema del sensor ETT.
Font: Kurmoo et al., 2020, amb llicència Creative Commons Reconeixe-
ment (CC by 3.0).

Les variacions en l’índex de refracció del medi, com a 
conseqüència de l’adhesió bacteriana o de la producció 
d’EPS propers a la superfície del sensor, provoquen can-
vis de senyal mesurables. Aquests canvis de senyal de 
l’espectre de transmissió de sortida són recol·lectats per 
un espectròmetre i enviats a un ordinador. La forta corre-
lació exponencial observada entre la inversa de la bio-
massa i la resposta espectral va demostrar que el canvi de 
longitud d’ona (desplaçament dels pics d’atenuació en 
funció de l’acumulació de biomassa) podria emprar-se 
com una mesura precisa de la formació de biofilms. 
Aquesta correlació es va establir a través del monitoratge 
paral·lel del canvi de longitud d’ona de les bandes d’ate-
nuació (resposta espectral) i la mesura de biomassa amb 
microscòpia confocal 3D del creixement de Pseudomo-
nas aeruginosa (utilitzada com a referència). El sensor té 

un límit de detecció de 81 μg · cm-2 i també pot detectar la 
pèrdua de massa del biofilm, fet que possibilita verificar 
l’eficàcia dels tractaments d’eliminació aplicats. Aquest 
mateix principi de mesura podria adaptar-se a entorns 
alimentaris, col·locant la sonda en superfícies per tal de 
detectar biofilms tant en la producció d’aliments líquids 
com sòlids.

6.4. BactiscanTM

Aquest dispositiu, creat per EIT International, es basa en 
la detecció per fluorescència. Els avantatges principals 
que presenta són: robustesa, facilitat d’us, portabilitat i 
escassa necessitat de capacitació de l’operador.

BactiscanTM consisteix en una font de llum portàtil que 
utilitza un feix de llum d’alta intensitat de quatre longi-
tuds d’ona combinades que treballa, en alternança, en els 
marges de l’espectre UV. Les longituds d’ona específi-
ques que il·luminen la mostra fan que uns certs compo-
nents del biofilm emetin fluorescència de color turquesa 
o verd. Permet il·luminar una gran superfície i obtenir un 
resultat immediat, no destructiu, que revelarà la presèn-
cia (cèl·lules viables i no viables) de biofilms, floridures, 
bacteris i altres contaminants en una multitud d’àrees de 
la indústria alimentària, mèdica i veterinària sense ne-
cessitat de productes químics o reactius addicionals o 
consumibles.

Està dissenyat per detectar la capa S o capa superficial de 
proteïna que embolcalla els bacteris. Aquesta capa està 
formada per una matriu bidimensional de proteïnes que 
presenta una estructura cristal·lina. Les anàlisis d’amino-
àcids van revelar que les proteïnes de la capa S d’organis-
mes de diferents branques filogenètiques són bastant simi-
lars en la seva composició general. Normalment, les 
proteïnes de la capa S posseeixen un alt contingut d’ami-
noàcids àcids i hidròfobs (Fagan i Fairweather, 2014). Les 
longituds d’ona, una vegada fusionades, rebotaran en l’es-
tructura cristal·lina de la proteïna i emetran la inconfusible 
lluïssor turquesa-verda (Pawlowsky i Perez, 2012; Lim-
burn, 2020). És necessari indicar, però, que els amino-
àcids aromàtics fenilalanina, tirosina i triptòfan presen-
ten fluorescència a 284, 302 i 340 nm, respectivament 
(Ayala, 2018), la qual cosa suggereix que el mecanisme 
de fluorescència en què es basa la tecnologia és complex.

6.5.  Sensor d’ona acústica de superfície 
(sensor SAW)

Encara que no és un sistema de mesura òptica, el sensor 
SAW proposat per Kim et al. (2012) compleix els altres 
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requisits de la cerca realitzada (mesura in situ, en conti-
nu…) i presenta grans qualitats, motiu pel qual s’ha de-
cidit incloure’l en el present treball.

El sensor SAW està basat en el canvi de freqüència res-
sonant. Els seus principals avantatges són: alta sensibili-
tat, baix consum energètic, transmissió de dades i possi-
bilitat de càrrega sense fil, és reutilitzable (ecològic), 
rendible amb plasma d’oxigen) i està construït amb ma-
terials biocompatibles.

El sensor desenvolupat permet el monitoratge en temps 
real de la formació i creixement d’un biofilm mitjançant 
un model que replica els creixements que tenen lloc en un 
sèrum animal o un mitjà de creixement. Està constituït 
per primes capes piezoelèctriques d’òxid de zinc (ZnO) 
passivades amb una fina pel·lícula biocompatible d’òxid 
d’alumini (Al2O3) per protegir la seva superfície de la 
corrosió dels líquids i per dos transductors interdigitals 
(IDT).

La funció principal dels IDT és convertir els senyals 
elèctrics en ones acústiques de superfície (SAW) i vi-
ceversa, mitjançant la generació de forces mecàni-
ques distribuïdes periòdicament a través de l’element 
piezoelèctric (ZnO). En els estudis a llarg termini 
com aquest, és necessari invertir la posició del sensor 
per evitar la corrosió dels metalls dels IDT exposats 
directament a l’entorn líquid.

El sensor pot detectar canvis en la massa o la viscositat 
del biofilm a causa de l’atenuació de la velocitat d’ona 
acústica, que provoca un canvi en la freqüència resso-
nant. Les freqüències detectades pel sensor IDT s’analit-
zen en un equip digital i el tractament de dades es fa a 
través d’un programa informàtic.

La pel·lícula de ZnO utilitzada en aquest sistema genera 
una velocitat d’ona acústica de 4814 m · s-1 i les freqüèn-
cies d’operació del sensor SAW són de 401 a 406 MHz, 
dissenyades per complir la regulació establerta per la 
Comissió Federal de Comunicacions per a futures apli-
cacions de detecció de biofilms en entorns mèdics.

El límit de detecció obtingut pel sensor va ser d’aproxi-
madament 5,3 pg. Atès que la massa d’un bacteri és 

d’aproximadament 1 pg (Davis et al., 1973), aquest límit 
de detecció confirma l’aplicació del sensor SAW per al 
monitoratge de biofilms bacterians.

7. CONCLUSIONS

Sobre la base dels estudis científics trobats, s’han obser-
vat dues clares tendències: d’una banda, la utilització de 
sensors de fibra òptica situats en superfícies o a l’interior 
de conduccions i equips, i, d’una altra banda, la seva de-
tecció en superfícies externes basada en la utilització de 
dispositius portàtils que en permeten la visualització 
mitjançant fluorescència. Tots aquests sensors que pro-
porcionen lectures in situ i en temps real són candidats 
idonis per monitorar de manera automàtica i comprovar 
que els protocols de neteja i desinfecció tant aplicats a 
superfícies com en equips dotats de CIP (Cleaning In 
Place) han estat efectius en l’eliminació de biofilms i, en 
cas contrari, permeten que la presa de decisions correc-
tores sigui ràpida.

Tenint en compte que tots aquests mètodes tenen o po-
den tenir aplicabilitat en la indústria alimentària, la mi-
llor opció per tenir sota control la problemàtica dels 
biofilms en una empresa seria combinar l’ús d’almenys 
dos mètodes: un de fix, basat en sensors que permeti el 
monitoratge de l’interior d’una canonada o qualsevol 
element de difícil inspecció, i un altre de portàtil, que 
permetés analitzar de manera ràpida totes les superfí-
cies d’interès. Aquest últim podria ser BactiscanTM, ja 
que amb ell es pot inspeccionar grans àrees i nombro-
sos equips de producció. No obstant això, com que no 
està dissenyat per integrar-lo en sistemes automàtics de 
control, el seu ús i interpretació requereixen personal 
tècnic.

Com a exemple de sensor fix es triaria una adaptació del 
sensor ETT, ja que, a banda de tenir la capacitat de de-
tectar els primers estadis de la colonització de biofilms, 
pot monitorar i quantificar tant el seu creixement com la 
seva pèrdua. A l’hora de decidir cap on enfocar el dis-
seny d’un nou mètode «ideal» a partir de la informació 
recopilada, els mètodes basats en sensors de fibra òptica 
per fluorescència podrien ser els més atractius, ja que 
amb ells s’obre un ampli camp de recerca no sols cap a la 
detecció de biofilms, sinó cap a la identificació de les 
espècies que el conformen mitjançant la caracterització 
de fluoròfors presents en la paret cel·lular i matriu exo-
polimèrica, de manera que, utilitzant diferents longituds 
d’ona, es poguessin identificar les diferents espècies 
bacterianes.

«El sensor SAW està basat en 
el canvi de freqüència ressonant.»
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