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RESUMEN
|
La quitina es el polimero mas comun en la Tierra después de la celulosa y se encuentra principal-
o mente en los caparazones de los crustaceos, entre otros. A partir de la quitina se puede obtener
Cat 6%2:’325‘1,‘152 ncia  como derivado desacetilado el quitosano, con propiedades especificas como su capacidad bioci-
San Vicente Martir da, que le ha proporcionado multiples aplicaciones potenciales. No obstante, debido a su baja so-
lubilidad, estas aplicaciones estan limitadas y cobran especial importancia los quito-oligosacari-
dos (COS), productos obtenidos a partir del quitosano. Por ello y ante el aumento significativo de
los subproductos de la industria pesquera en los tltimos afios, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar la capacidad biocida de diferentes formulaciones desarrolladas a partir de COS extraidos
de subproductos de la industria pesquera frente a los principales microorganismos alimentarios,
para su revalorizacion como antimicrobianos naturales. Con dicho fin, se evaluo6 la capacidad
biocida de siete formulaciones siguiendo la norma UNE-EN 1276, frente a distintas especies
de hongos y bacterias, mediante el recuento en placa. Los resultados obtenidos mostraron que
todos los formulados presentaron capacidad biocida frente a los microorganismos estudiados y,
en base a ellos, se pudo concluir que el formulado basado en COS3 es el candidato que mayor
proyeccién presenta para el desarrollo de un futuro producto biocida sostenible.

PALABRAS CLAVE: quitina, quitosano, capacidad biocida.

ABSTRACT

Chitin is the most common polymer on Earth after cellulose and it is found mainly in the shells
of crustaceans, among others. Chitosan can be obtained from chitin, it is a deacetylated deriva-
tive with specific properties such as biocide capacity, which has provided it with many potential
applications. However, due to its low solubility these applications are limited and chito-oligo-
saccharides (COS), products obtained from chitosan, take on special interest. For this reason
and before the significant increase in by-products of the fishing industry in recent years, the
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objective of this project was to evaluate the biocide capacity of different formulations developed
from COS extracted from by-products of the fishing industry against the main food microorga-
nisms, for their revaluation as natural antimicrobials. For that purpose, the biocide capacity of
seven formulations was evaluated by plate count following the UNE-EN 1276 standard, against
different species of fungi and bacteria. The results obtained showed that all the formulations pre-
sented biocide capacity against the studied microorganisms and, based on them, it was possible
to conclude that the formula based on COS3 is the candidate with the greatest projection for the
development of a future sustainable biocide product.

KEYWORDS: chitin, chitosan, biocide capacity.

INTRODUCCION

El agotamiento de los recursos no renovables, el cambio climatico y la pérdida de biodiversidad
son algunas de las consecuencias que actualmente estamos sufriendo por haber seguido un modelo
econdmico lineal, que consistia en fabricar, utilizar y desechar [1, 2].

Ante esta problematica, la Union Europea apuesta por implantar un modelo de economia circular,
el cual consiste en aprovechar al maximo los recursos que se utilizan para que permanezcan el mayor
tiempo posible en el ciclo de produccion, reduciendo la generacion de residuos y respetando en todo
momento el medio ambiente, siguiendo una tendencia competente y verde [3]. Ademas, debido al
crecimiento exponencial de la poblacion, industrias como la alimentaria se ven forzadas a dar una
respuesta rapida a su demanda y en consecuencia a aumentar la produccion [4] y con ello los desechos
de alimentos. Tanto es asi que un estudio realizado por la Union Europea entre 2007-2013 demostro
que efectivamente se desperdiciaban 88 millones de toneladas de alimentos al afio. No obstante, es-
tos desperdicios pueden ser un recurso de alto valor afiadido, pues pueden contener compuestos con
propiedades antioxidantes, anticancerigenas o antimicrobianas. La quitina, por ejemplo, es un sub-
producto de la industria pesquera que posee un amplio espectro de aplicaciones en muchos campos.
Aproximadamente la industria pesquera genera 10° toneladas de quitina como flujo de desechos cada
afio y por ello es importante considerar la revalorizacion de este subproducto, ya que conduciria a la
sostenibilidad ambiental, siguiendo el modelo de economia circular que la UE desea implantar [5, 6].

Quitina

La quitina se extrae principalmente de crustaceos, en particular de los exoesqueletos de cama-
rones, cangrejos y langostas. No obstante, en la naturaleza también estd presente, dando forma y
determinando la rigidez en las paredes celulares de hongos y diatomeas, en algas verdes, corales,
levaduras, en las cuticulas de los insectos y en los endoesqueletos de los moluscos [7]. Es el segundo
biopolimero mas abundante en la naturaleza después de la celulosa, dado que se estima que se produ-
cen anualmente de 10'° a 10" toneladas de quitina en la Tierra. Por consiguiente, este polimero repre-
senta una fuente barata y facilmente disponible [8-10]. Es un polisacéarido natural biodegradable, no
toxico, biocompatible, hidratante y antimicrobiano que muestra interesantes propiedades fisiologicas,
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bioldgicas y farmacologicas [11, 12]. Por ello, se han encontrado aplicaciones en la industria alimen-
taria, agraria, farmacéutica, cosmética, textil e incluso en la electronica para la produccion de biosen-
sores; un ejemplo de ello es su utilidad para controlar la liberacion de farmacos teniendo en cuenta
su biodegradabilidad, baja toxicidad, caracter hidroéfilo, propiedad antibacteriana, de formacion de
gel, afinidad por proteinas y mucoadhesividad. Asimismo, también se utiliza como conservante de
alimentos debido a sus propiedades antimicrobianas, como cosmético en el cuidado de la piel, cabello
y cuidado bucal, en la curacion de heridas y en tratamientos de aguas residuales [13, 14]. No obstante,
el uso de la quitina estd significativamente limitado debido a que es insoluble en agua, soluciones
acidas, alcalinas y en solventes orgénicos. Ademas, es una molécula dificil de manipular y procesar,
por lo que su escasa solubilidad junto con su dificil manipulacion hace que su uso esté limitado en
muchas aplicaciones y por ello cobra interés su derivado desacetilado, el quitosano [8, 15].

Quitosano

El quitosano es un polimero lineal de la familia de las poliaminoglucosas que se obtiene por la
desacetilacion parcial de la quitina en condiciones alcalinas, de modo que se considera quitosano
siempre y cuando el namero de unidades desacetiladas sean mayor o igual al 50 % de las unidades
totales. Por el contrario, si las unidades predominantes son las acetiladas el producto sigue siendo
quitina [13, 16].

Los grupos funcionales del quitosano corresponden a los enlaces C,-OH, C-OH y C,-NH, [17].
Estos grupos le permiten interactuar con otras moléculas en solucion y mostrar una serie de caracte-
risticas unicas, tales como no toxicidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad, actividades antibacte-
rianas, antifungicas, antiinflamatorias y antitumorales, asi como capacidad de formacion de peliculas,
quelante, antioxidante y de unién a grasas [18, 19]. Cada unidad desacetilada contiene un grupo
amino libre que cuando asume una carga positiva es el responsable no solo de otorgar la propiedad
antimicrobiana al quitosano sino también quelante, siendo capaz de unirse a iones metalicos y ab-
sorber los aniones por atraccion electrostatica [8]. Gracias a todas estas caracteristicas, el quitosano
se considera un polimero multifuncional aplicable a una gran cantidad de industrias tales como la
industria alimentaria, farmacéutica, biotecnologica, textil y del papel. Es ampliamente utilizado como
antibacteriano y antifungico y también se emplea en la agricultura y aplicaciones médicas. Del mismo
modo, es beneficioso para el medio ambiente puesto que purifica aguas residuales y recupera el CO,
emitido por las industrias [8, 20]. Sin embargo, este biopolimero también tiene limitaciones, pues
es susceptible a factores ambientales como la temperatura y la humedad, los cuales pueden causar
estrés en la estructura y conducir a su degradacion. Ademas, es insoluble en agua y en la mayoria de
los solventes organicos, por lo que su baja solubilidad en medios acuosos y su sensibilidad ambiental
hacen que esté limitado su uso en los campos de aplicacion [17, 21]. Por ese motivo, frente a las limi-
taciones del polimero, se presentan los quito-oligosacaridos (COS), productos obtenidos a partir de
la degradacion de la quitina y el quitosano, una excelente alternativa, pues estos copolimeros pueden
disolverse en agua y, del mismo modo, se caracterizan por ser buenos agentes antimicrobianos [7].
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COS

Los quito-oligosacaridos (COS), también llamados oligdmeros de quitosano o quito-oligdémeros,
son co-oligomeros lineales que se pueden obtener a través de la degradacion fisica, quimica, electro-
quimica y enzimatica tanto de la quitina como del quitosano [7, 22].

Estos co-oligbmeros también poseen diversas funciones bioldgicas ya que mantienen las propie-
dades del quitosano, incluyendo acciones antioxidantes, antimicrobianas, antitumorales, antiinflama-
torias e inductoras de defensa inmune. Los COS se utilizan en gran cantidad de aplicaciones poten-
ciales en industrias médicas, alimentarias y farmacéuticas por ser solubles en agua y tener capacidad
de absorcion, biocompatibilidad y no ser toxicos [22]. Sin embargo, si por algo se caracterizan los
COS es por ser buenos agentes antimicrobianos, puesto que pueden inhibir y/o reducir el crecimiento
de gran variedad de microorganismos, destacando patdgenos o alterantes de alimentos, plantas y de
animales [22].

COS como antimicrobianos frente a los microorganismos mas importantes en la industria
alimentaria

La industria alimentaria puede albergar multitud de microorganismos patogenos y alterantes que
si no son controlados pueden conllevar a que el consumidor sufra una toxiinfeccion alimentaria. Las
toxiinfecciones de este tipo se deben a la presencia de microorganismos o sus toxinas en los alimentos
y es una problematica social que afecta tanto al consumidor como a la industria que ha elaborado el
respectivo alimento. Con la finalidad de poder garantizar la seguridad alimentaria y evitar este tipo de
problemas en la salud publica, se controla de forma estricta la presencia de cualquier microorganismo
patogeno en los alimentos [20].

Los antimicrobianos se utilizan, junto con otros tratamientos, en la industria alimentaria para asegu-
rar que la carga microbiologica presente en el alimento sea la permitida por la legislacion cuando llegue
al consumidor. Un ejemplo de ello es el uso de quito-oligosacaridos como antimicrobianos [20].

Dado que la Unién Europea apuesta por implantar una economia circular, los subproductos de la
industria pesquera en los ultimos afios estdn aumentando de manera exponencial y las propiedades de
los oligdmeros de quitosano resultan prometedoras, el objetivo principal de este trabajo es analizar la
capacidad biocida de diferentes formulaciones desarrolladas a partir de COS extraidos de subproduc-
tos de la industria pesquera, frente a los principales microorganismos alimentarios para, de este modo,
revalorizarlos como antimicrobianos naturales presentes en formulaciones biocidas respetuosas con
el medio ambiente.

MATERIALES Y METODOS

En el estudio partimos de 7 muestras distintas de COS, todas ellas en estado so6lido, en forma de
polvo o escamas, correspondientes a COS1, COS2, COS3, COS4, COS5, COS6 y COS7.
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Los quito-oligdmeros con distinto peso molecular y grado de desacetilacion se obtuvieron a partir del
quitosano extraido de exoesqueletos pertenecientes a distintas especies de crustdceos. Concretamente,
se emplearon caparazones de gambas (Parapenaeus longirostris) y una mezcla de caparazones de
centollo (Maja squinado) y buey (Cancer pagurus), como se observa en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los COS utilizados

MUESTRA 08 DESilé/:Z?lOLADgIO'N MOLPIECSI(J)LAR ORIGEN
1 COS1 79 % 56 kDa Caparazones de gambas
2 COS2 91,90 % 14 kDa Caparazones de gambas
3 COS3 91,90 % 14 kDa Caparazones de gambas
4 COS4 94,70 % 4 kDa Caparazones de centollo y buey
5 COS5 56 % 56 kDa Caparazones de gambas
6 COS6 57-70 % 9 kDa Caparazones de gambas
7 COS7 90 % 56 kDa Caparazones de gambas

COS: Quito-oligosacarido.

Esterilizacion

Durante la realizacion de todo el proyecto experimental, se realizaba la esterilizacion del material
tanto antes de su uso como después de ser utilizado. En primer lugar, el material que iba a ser uti-
lizado se preparaba correctamente utilizando doble capa de papel de aluminio y cinta de control de
esterilizacion antes de introducirlo en el autoclave. Si, por el contrario, lo que se queria era esterilizar
material ya utilizado, se introducia en bolsas de esterilizacion para evitar cualquier contaminacion
por microorganismos.

Preparacion de los COS

En primer lugar, se pes6 1 g de cada COS y después se enras6 hasta 100 mL de agua destilada.
Luego, mientras el pH-metro media el pH de la solucion en agitacion continua, se iba afiadiendo acido
clorhidrico lentamente, a gotas, hasta que el pH de la solucion disminuia a 2. Llegados a este punto,
se dejaba la muestra en agitacion a 400 rpm durante dos horas. Pasado este tiempo, se afadia lenta-
mente, hidroxido de sodio hasta que el pH alcanzaba un valor de 5 y se dejaba la muestra en agitacion
1 hora aproximadamente. Finalmente, los vasos de precipitados con los COS diluidos se cubrian con
parafilm y se conservaban en el frigorifico a 14 °C hasta su uso.
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Formulacion

Se incluyeron los COS disueltos en agua en formulaciones con potencial capacidad biocida. Para
ello, se afadieron en las diferentes formulaciones, ademas de los COS, diferentes materias primas
con distintas capacidades, con el objetivo de mejorar su capacidad biocida. De ese modo, se desarro-
llaron diferentes formulaciones para cada uno de los COS y se sometieron a un estudio de estabilidad
consistente en la evaluacion de la aparicion de turbidez, precipitado o separacion de fases durante 72
horas a diferentes temperaturas (4 °C, temperatura ambiente y 45 °C), en presencia/ausencia de luz.
Los resultados del estudio de estabilidad nos permitieron seleccionar el formulado mas estable para
cada COS. La estabilidad de los formulados era una variable muy importante puesto que dichos for-
mulados, junto a los respectivos COS, eran el objeto de estudio de este trabajo.

Preparacion del stock de microorganismos

A partir de lidfilos obtenidos de la Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT), se obtuvieron
stocks de los siguientes microorganismos: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Esche-
richia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica 'y Candida albicans. Para ello, se hizo crecer
cada uno de los microorganismos utilizados en un caldo de cultivo 6ptimo y a continuacion se sepa-
raron las células microbianas por centrifugacion, dando lugar a un stock de cada microorganismo que
se conservo en congelacion en un medio crioprotector hasta su uso [23].

Crecimiento de microorganismos y evaluacion de la capacidad biocida

Un criovial del stock de cada uno de los microorganismos estudiados fue inoculado en 50 mL de
caldo de cultivo optimo (TSB en el caso de bacterias y BHI en el caso de hongos) y se incubaron a
37 °C durante 15-20 horas para obtener una concentracion microbiana de 107-10% ufc/mL.

Para evaluar la capacidad biocida en suspension de cada formulado frente a los diferentes microor-
ganismos, se siguié la norma UNE-EN 1276. De esta manera, los ensayos se realizaron en las con-
diciones mas adversas posibles, es decir, en condiciones sucias, mediante el uso de albumina bovina
(3 g/L) como sustancia interferente y agua dura para la disolucion de los diferentes formulados.

Recuento en placa y analisis de resultados

Tras la exposicion de los microorganismos a cada uno de los formulados, se procedio a la siembra
en placa por dilucion seriada y la posterior incubacion a 37 °C durante 24 horas para su recuento.
Asimismo, se incluyeron como controles ensayos con cada uno de los microrganismos en los que se
sustituyo la exposicion a cada uno de los formulados por agua dura.

La variable objeto de estudio correspondia al recuento en placa de microorganismos tras la aplica-
cion de los diferentes formulados con respecto al recuento en placa de las muestras control para cada
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microorganismo. Los datos obtenidos se analizaron utilizando el programa Microsoft Excel (Office
365), para el calculo de promedios, desviaciones tipicas, logaritmos e inactivaciones, asi como la
realizacion de gréficas.

A partir de los recuentos obtenidos en cada caso, se calculaba su promedio y desviacion tipica, asi
como su logaritmo decimal. Finalmente, se calculaban los ciclos logaritmicos de inactivacion por di-
ferencia entre los ciclos logaritmicos de recuento obtenidos en cada combinacion formulado-microor-
ganismo y los ciclos logaritmicos obtenidos de recuento en la muestra control con agua dura estéril en
cada caso. En cada grafico se representan las barras de error obtenidas mediante el andlisis estadistico
de los recuentos obtenidos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacion de la estabilidad de los formulados

Se partio de 7 COS distintos correspondientes a COS1, COS2, COS3, COS4, COSS5, COS6 y
COS7.

Tras evaluar las distintas formulaciones desarrolladas para cada COS, se eligieron aquellas que me-
jor estabilidad evidenciaban en cada caso. De ese modo, COSS5 qued6 descartado en este paso puesto
que mostré ser no viable debido a su elevada viscosidad al entrar en contacto con los tensioactivos de
los formulados, lo que hacia imposible su disolucion. Este hecho coincide con la evidencia cientifica
publicada en la bibliografia estudiada, en la que se informa de que un menor grado de desacetilacion
esta asociado con una menor solubilidad [9, 20]. En el estudio, COSS5 es el quito-oligosacarido que
presenta un menor grado de desacetilacion (56 %), por lo que cabia esperar que fuese el COS menos
soluble.

Estudio de las condiciones 6ptimas para evaluar la capacidad biocida de los formulados

Se determind 5 minutos como tiempo de exposicion y diluir los formulados al 10 % para obtener
niveles de inactivacion que permitieran comparar el efecto biocida de los diferentes formulados, ade-
mas de inactivar los 5 ciclos logaritmicos establecidos por la norma UNE-EN 1276 para el registro
de productos biocidas en suspension. Asimismo, se descartd la adicion de hidroxido de sodio, utili-
zado para neutralizar el pH de la disolucion de los COS, ya que este protonaba los grupos amino de
los COS disminuyendo su capacidad biocida [17, 19]. Cabe mencionar que el pH de la formulacion
final, como se muestra en la tabla 2, no se veia afectado al no anadir NaOH a los quito-oligosacaridos
disueltos, puesto que la cantidad de COS en los formulados es tan solo de un 1 %.
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Tabla 2. pH de los formulados

pH con NaOH pH sin NaOH
Formulado 1 10,50 10,54
Formulado 2 10,50 10,43
Formulado 3 10,50 10,62
Formulado 4 11,80 11,86
Formulado 6 11,60 11,77
Formulado 7 10,30 10,64

Ademas, como se observa en la tabla 3, los valores de pH de los formulados diluidos al 10 % con
agua dura se encuentran mas cercanos a la neutralidad y nos permiten poder estudiar la capacidad
biocida de los formulados desarrollados, lo que evita un posible efecto biocida debido al pH.

Tabla 3. pH de los formulados

pH formulados diluidos al 10 % con agua dura

Formulado 1 9,36
Formulado 2 9,42
Formulado 3 9,46
Formulado 4 9,56
Formulado 6 9,60
Formulado 7 9,28

Capacidad biocida de los formulados frente a los principales microorganismos de la industria
alimentaria

Bacterias Gram-negativas

En la figura 1 se representa la inactivacion de las bacterias Gram-negativas en estudio al ser ex-
puestas durante 5 minutos a los diferentes formulados.
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Log (N/NO) (ufc/mL)

Log (N/NO) (ufc/mL)

Log (N/NO) (ufc/mL)

INACTIVACION CELULAR DE P. aeruginosa

Cos 1 COS2 COS3 COS 4 COoS 6
| T
_ -1,09 -1,04
-2,56
3,23
431

INACTIVACION CELULAR DE E. coli

COS'1 COS2 COS3 COS4 COS 6
l l m "
-2,10 -2,10

-3,60

INACTIVACION CELULAR DE S. enterica

COS'1 COS2 COS3 COS4 COS 6
—— =
I 0,31 0,32
-4,62
-5,56 -
-6,55

COS7

-2,09

COS7

-4,27

COS7

-5,82

Fig. 1. Inactivacion celular de A) P. aeruginosa; B) E. coli; y C) S. enterica

en escala logaritmica causada por los diferentes formulados diluidos al
10 % y a los 5 minutos de exposicion. Fuente: elaboracion propia.

Podemos observar en la figura 1A que en P. aeruginosa el valor de inactivacién mas elevado co-
rresponde a COSI1, con 4,31 ciclos logaritmicos de inactivacion.
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En cambio, en el caso de E. coli (figura 1B) es el formulado COS7 el que alcanza un mayor grado
de inactivacion (4,27 ciclos logaritmicos).

En cuanto a S. enterica que se muestra en la figura 1C, el mayor valor de inactivacion se ha obte-
nido en el formulado COS3, el cual ha sido capaz de inhibir 6,55 ciclos logaritmicos del microorga-
nismo. Ademas, S. enterica fue el microorganismo de los estudiados mas sensible al efecto biocida
de los formulados. Este tipo de resultados han sido observados también por otros autores, ya que la
actividad antibacteriana de los COS también depende del tipo de bacteria a la que se enfrenten, segun
se demuestra en la literatura cientifica [15].

Los resultados obtenidos demuestran que en bacterias Gram-negativas a mayor peso molecular,
grado de desacetilacion o una combinacion de ambos, mayor actividad bactericida muestran los COS
[15, 20, 24].

En cambio, los formulados basados en moléculas de COS con un peso molecular menor, como es
el caso de COS4 y COS6 presentan una débil inactivacion en las 3 bacterias [25].

Bacterias Gram-positivas
La inactivacion de las bacterias Gram-positivas estudiadas se observa en la siguiente figura:

INACTIVACION CELULAR DE L. monocytogenes

Cos 1 COS2 COS3 COS 4 COS 6 COS7
1
g 0
S -l
2 2
g 3 -
g _: 321 3,29
= 4,71 I
S -6 -5,17 -5,38 5,53

1
3

INACTIVACION CELULAR DE S. aureus

CoSs1 COS2 COS3 COS 4 COS6 COSs7
1
~~ 0 o o o o
G BN w0
(3 =
22 -0,97 -1,05
= 1,67 -1,56 -1,53
% -3
S 4
= 5
oo~ -
3 -6 5,48

Fig. 2. Inactivacion celular de A) L. monocytogenes y B) S. aureus en
escala logaritmica causada por los diferentes formulados diluidos un 10 %
y a los 5 minutos de exposicion. Fuente: elaboracion propia.
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En la figura 2A, se muestra el efecto biocida de los formulados frente a L. monocytogenes. En este
caso, hay 3 formulados que inactivan mas de 5 ciclos logaritmicos COS1, COS3 y COS7, al igual que
en el estudio [26], en el cual diferentes COS también son capaces de inhibir 5 ciclos logaritmicos de
L. monocytogenes.

En el caso de S. aureus, se distingue claramente que el formulado con mayor valor de inactiva-
cion es COS3, el cual inhibe 5,48 ciclos logaritmicos. Este formulado posee uno de los grados de
desacetilacion mas elevados (91,90 %) y un peso molecular de 14 kDa. Estos resultados coinciden
con los encontrados en algunos estudios cientificos como el realizado por Ayala [20], un articulo de
revision en el cual se estudia el efecto antimicrobiano del quitosano, en el que se reporta que se alcan-
za una mayor inhibicién en S. aureus cuanto mayor es el grado de desacetilacion.

Respecto a los formulados COS4 y COS6 inhiben mas de 3 ciclos logaritmicos en L. monocytoge-
nes siendo su mejor resultado en todo el estudio. Este hecho puede deberse, como se menciona en el
estudio publicado por Aranaz [15], a que las bacterias Gram-positivas parecen ser mas sensibles que
las Gram-negativas a los quito-oligosacaridos.

Hongos
Asimismo, estudiamos la actividad antifungica de los formulados desarrollados frente a C. albi-

cans, la cual se puede observar en la figura 3.

INACTIVACION CELULAR DE C. albicans

[
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Ccos 1 CoS2 COS 3 CoS 4 COS 6 COS 7
1
g 0
= 1
(JE 8] l S
5‘ 3 -2,12 -1.98
7 -4 -
. -3.65 -3.65 -3.65 -3.65
=11}
=]
—

' '
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Fig. 3. Inactivacion celular de C. albicans en escala logaritmica causada por los diferentes
formulados diluidos al 10 % y a los 5 minutos de exposicion. Fuente: elaboracion propia.

Se ha demostrado en los estudios cientificos publicados hasta la fecha que los COS presentan
actividad antifingica en algunos hongos como C. albicans [24]. En este caso, como se observa en
la figura 3, los formulados COS1, COS2, COS3 y COS7 inhiben 3,5 ciclos logaritmicos, siendo
estos COS los que presentan un mayor peso molecular. Estos resultados estdn en concordancia con
los obtenidos en otras publicaciones cientificas como [24], donde se estudia tanto las actividades
bioldgicas como las aplicaciones terapéuticas de los quito-oligosacaridos y en el que se demuestra
que la actividad antifungica aumenta al aumentar el peso molecular y el grado de desacetilacion.
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En cambio, los formulados COS4 y COS6 inhiben 2 ciclos logaritmicos, corroborando lo mencio-
nado en la bibliografia. Sin embargo, existen estudios cientificos, como los recopilados en la revision
[13], donde se estudian los oligomeros de quitosano y sus actividades biologicas, en los que se mues-
tra que la actividad antifungica es mayor cuanto menor es el peso molecular, y eso explicaria los 2
ciclos logaritmicos inhibidos por COS4 y COS6.

Por ultimo, cabe mencionar que los resultados pueden ser contradictorios comparados con los de
otros autores, dependiendo de la fuente a la que pertenezcan los COS, los métodos de preparacion, los
microorganismos objetivo y las condiciones a las que se lleva a cabo el experimento, puesto que todos
estos factores pueden dar como resultado diferentes subproductos asi como una estructura quimica de
los COS distinta por diferenciacion en la posicion de los grupos terminales [22].

De cara a futuras investigaciones cientificas en este &mbito, se requiere seguir investigando el for-
mulado basado en el COS3, ya que es necesario que este cumpla con las normas establecidas para los
productos biocidas, asi como estudiar cualquier método que permita potenciar aun mas su actividad
antimicrobiana, como la mejora de las formulaciones, para desarrollar un producto biocida de carac-
ter sostenible. Asimismo, una vez obtenida la formula definitiva, se procedera a realizar estudios de
semiescalado industrial, para, de este modo, evaluar si la capacidad biocida observada a escala del
laboratorio se mantiene al escalar a nivel semiindustrial tanto el proceso de obtencion de los COS
a partir de subproductos de la industria pesquera, como su posterior dilucién en agua y su inclusion
como parte de formulaciones sostenibles novedosas. De esta manera, se contribuird a la revaloriza-
cion de los COS extraidos de subproductos de la industria pesquera como antimicrobianos naturales
en formulaciones biocidas respetuosas con el medio ambiente, siguiendo, ademads, con los objetivos
del modelo de economia circular que la Union Europea desea implantar.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos a lo largo del presente trabajo han permitido concluir que los quito-
oligosacaridos con un grado de desacetilacion por debajo del 57 % poseen una solubilidad baja, y
la neutralizacion de pH mediante la adicion de hidroxido de sodio tras la disolucion de los quito-
oligosacaridos influye en la actividad antimicrobiana de estos disminuyéndola. Ademads, se ha com-
probado que, a mayor tiempo de exposicion, concentracion de quito-oligosacaridos, peso molecular y
grado de desacetilacion, mayor actividad antimicrobiana presentan los COS. En este caso, S. enterica
y L. monocytogenes son los microorganismos estudiados que mayor sensibilidad presentan frente
al efecto biocida de los formulados desarrollados siendo, en general, las bacterias Gram-positivas
mas sensibles a la actividad antimicrobiana de quito-oligosacaridos de bajo peso molecular que las
Gram-negativas.

En cuanto a los formulados, el basado en el COS3 es el que presenta una mayor capacidad biocida
tanto frente a bacterias como frente al hongo estudiado. Por ello, es el candidato que mayor proyec-
cion presenta para el desarrollo de un futuro producto biocida sostenible que contribuya a la implan-
tacion de un sistema de economia circular.
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