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RESUMEN

El presente estudio evaluo el efecto de los medios de cultivo BG11 y SOT
sobre el crecimiento y la produccion de carotenoides de Leptolyngbya spp. Se
realizaron dos ciclos experimentales independientes bajo condiciones controladas
de iluminacion, temperatura, aireacion y salinidad. La cinética de crecimiento se
siguid mediante absorbancias a 720, 647 y 540 nm y peso seco; ademas, se
calcularon la tasa especifica de crecimiento, el tiempo de duplicacion, la biomasa
maxima y la productividad. Los carotenoides totales se cuantificaron por
espectrofotometria y el perfil de B-caroteno, luteina y clorofilas se determiné
mediante HPLC-DAD. Los datos de crecimiento se analizaron con modelos lineales
mixtos y comparaciones de medias marginales estimadas. SOT presentd valores
superiores de crecimiento a partir de la fase intermedia del cultivo y mostr6 una
mayor tasa especifica de crecimiento, biomasa maxima y productividad, junto con
un menor tiempo de duplicacion. El contenido de carotenoides totales fue mayor en
SOT (8,60 £ 0,11 mg-g™*) que en BG11 (5,39 £ 0,11 mg-g*; p < 0,001). EI B-
caroteno también fue superior en SOT (p = 0,038), mientras que la luteina no
presento diferencias significativas. Se concluye que SOT fue el medio mas eficiente
para el crecimiento de la cepa y para la acumulacion de carotenoides totales y -
caroteno bajo las condiciones evaluadas.

Palabras clave: p-caroteno; cianobacterias; HPLC-DAD; pigmentos

fotosintéticos; productividad.
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ABSTRACT

This study evaluated the effect of BG11 and Spirulina—Ogawa—Terui (SOT)
culture media on the growth and carotenoid production of Leptolyngbya spp. Two
independent experimental runs were carried out under controlled light, temperature,
aeration, and salinity conditions. Growth kinetics were monitored through
absorbance at 720, 647, and 540 nm and dry weight; specific growth rate, doubling
time, maximum biomass, and productivity were also calculated. Total carotenoids
were quantified by spectrophotometry, while B-carotene, lutein, and chlorophyll
profiles were determined by HPLC-DAD. Growth data were analyzed using linear
mixed-effects models and estimated marginal mean comparisons. SOT produced
higher growth values from the intermediate culture phase onward and showed a
higher specific growth rate, maximum biomass, and productivity, together with a
shorter doubling time. Total carotenoid content was higher in SOT (8.60 = 0.11
mg-g') than in BG11 (5.39 = 0.11 mg-g"; p < 0.001). B-Carotene was also
significantly higher in SOT (p = 0.038), whereas lutein did not differ significantly
between media. Under the evaluated conditions, SOT was therefore the most
efficient medium for strain growth and for the accumulation of total carotenoids
and P-carotene.

Keywords: [B-carotene; cyanobacteria; HPLC-DAD; photosynthetic pigments;

productivity.
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1. INTRODUCCION

Las cianobacterias son organismos procariotas capaces de realizar
fotosintesis oxigénica y presentan una amplia diversidad morfologica, fisioldgica y
ecologica (Sanchez-Baracaldo & Cardona, 2020). Su aparato fotosintético contiene
clorofila a y ficobiliproteinas, relacionadas con la captacion y transferencia de
energia luminosa, ademas de carotenoides que intervienen en la fotoproteccion y en
la disipacion del exceso de energia (Sandybayeva et al., 2022).

Los carotenoides son pigmentos isoprenoides que participan en la captacion
de luz, la disipacion de energia y la proteccion del aparato fotosintético frente al
estrés oxidativo. En microalgas y cianobacterias, su interés biotecnologico se
relaciona con sus propiedades antioxidantes y con su uso potencial como pigmentos
naturales en alimentos, cosméticos y otros productos de valor agregado (Chini
Zittelli et al., 2023; Saini et al., 2020).

En el género Leptolyngbya, algunas cepas presentan tolerancia a
condiciones alcalinas y salinas y pueden producir biomasa y pigmentos de interés.
Leptolyngbya sp. KIOST-1, por ejemplo, fue caracterizada como una cepa basofila
y eurihalina, mientras que investigaciones posteriores evaluaron su cultivo en
sistemas de mayor escala (Kim et al., 2015; Lee et al., 2024). Otros estudios con
cepas del mismo género han mostrado que el crecimiento también depende de la
intensidad luminica, el volumen de in6culo y el riesgo de fotooxidacion durante el

escalamiento (Schipper et al., 2021).
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La produccion de biomasa y la acumulacion de pigmentos en cianobacterias
estan influenciadas por la composicion del medio y por variables como la intensidad
luminica, la temperatura, el pH, la salinidad y la aireacion. BG11 constituye una
formulacion de referencia utilizada para el aislamiento y mantenimiento de
numerosas cianobacterias (Rippka et al., 1979). En cambio, SOT fue desarrollado
originalmente para el cultivo de Spirulina platensis, actualmente denominada
Arthrospira platensis, y contiene una concentracion elevada de bicarbonato como
fuente de carbono inorganico (Ogawa & Terui, 1970). La formulacion seleccionada
debe corresponder a los requerimientos de la cepa y al producto que se pretende
obtener, debido a que las condiciones favorables para la biomasa no necesariamente
maximizan la concentracion de pigmentos.

En esta investigacion se compararon los medios BG11 y SOT para
determinar su efecto sobre la cinética de crecimiento y la produccion de
carotenoides de la cepa Leptolyngbya sp. PMO003. La comparacién integrd
absorbancias multionda, biomasa seca, carotenoides totales y perfil pigmentario,
con el proposito de establecer cual medio presentd el mejor desempeio productivo

bajo las condiciones controladas del ensayo.
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2. PROBLEMATICA

Una proporcion importante de los carotenoides de mayor interés comercial,
particularmente el B-caroteno y la astaxantina, se obtiene mediante sintesis quimica
debido a sus menores costos y a la posibilidad de mantener una produccion
uniforme a gran escala (Almagro et al., 2022; Saubenova et al., 2024). Aunque los
compuestos autorizados se encuentran sujetos a evaluaciones de seguridad, el
interés por ingredientes de origen natural ha impulsado la busqueda de fuentes
bioldgicas que permitan diversificar su produccion. Entre estas alternativas se
encuentran las cianobacterias, capaces de sintetizar carotenoides durante su
crecimiento fotosintético (Sandybayeva et al., 2022).

La producciéon de carotenoides en cianobacterias varia entre cepas y
responde a las condiciones en las que se desarrolla el cultivo. La disponibilidad de
carbono, nitrégeno y fosforo, junto con la salinidad, la irradiancia y el estado
fisiologico de las células, puede modificar tanto la formacion de biomasa como la
composicion pigmentaria. Por esta razon, un aumento del crecimiento no implica
necesariamente una mayor acumulacion de carotenoides (Sandybayeva et al., 2022;
Chini Zittelli et al., 2023; Tarko et al., 2012).

Los medios BG11 y SOT presentan diferencias en sus concentraciones de
carbono inorgénico, nitrogeno, fosforo y otras sales. BG11 se utiliza como medio
de referencia para el mantenimiento de diversas cianobacterias, mientras que SOT
contiene una concentracion elevada de bicarbonato y fue formulado para cultivos

alcalinos de Spirulina platensis, actualmente clasificada como Arthrospira
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platensis (Ogawa & Terui, 1970; Rippka et al., 1979). Aunque ambos medios se
han empleado con organismos fotosintéticos, su desempefio debe evaluarse para
cada cepa y producto de interés.

En cepas del género Leptolyngbya se han estudiado el crecimiento, la
produccion de biomasa y el escalamiento de los cultivos (Kim et al., 2015; Lee et
al., 2024). En Ecuador, Vera Delgado et al. (2024) analizaron la composicion de
cianobacterias presentes en estanques camaroneros, mientras que Morales-
Avendafio et al. (2025) evaluaron el aislamiento, cultivo, composicion bioquimica
y posible toxicidad de una cepa de Leptolyngbya sp. Estos trabajos aportan
informacion ecoldgica y productiva sobre cianobacterias; sin embargo, no
comparan el efecto de BG11 y SOT sobre la produccion de carotenoides en la cepa
PMO003.

En los antecedentes consultados tampoco se identificaron estudios que
integraran, para esta cepa, el analisis de la cinética de crecimiento, la productividad
de biomasa, la cuantificacion de carotenoides totales y la determinacion del perfil
pigmentario mediante HPLC-DAD. Por lo tanto, la seleccion del medio se apoyaba
en resultados obtenidos con otras cianobacterias y no en datos especificos sobre el
comportamiento de la cepa estudiada. Esta falta de informacion limitaba la eleccion
de una formulacion con base en criterios de crecimiento y produccion pigmentaria
y constituyo el problema cientifico abordado en la investigacion.

A partir de esta situacion se planteo la siguiente pregunta de investigacion:
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(Cual de los medios de cultivo, BG11 o SOT, presenta el mejor desempefio
en términos de crecimiento, productividad de biomasa y produccion de carotenoides

en la cepa estudiada del género Leptolyngbya?
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3. JUSTIFICACION

La obtencion de carotenoides mediante cultivos microbianos permite
controlar la composicidon del medio, la iluminacién, la temperatura y el momento
de cosecha. También reduce la dependencia de los ciclos estacionales asociados con
las materias primas vegetales. Estas caracteristicas han motivado el estudio de
microorganismos capaces de producir pigmentos bajo condiciones definidas,
aunque el rendimiento final depende de la cepa y del sistema de cultivo utilizado
(Saubenova et al., 2024).

Las cianobacterias sintetizan clorofila, ficobiliproteinas y carotenoides
como parte de su aparato fotosintético. Ademas de intervenir en la captacion de luz
y la fotoproteccion, algunos carotenoides presentan actividad antioxidante y pueden
ser utilizados como compuestos de interés en alimentos, cosmética y otros
productos naturales (Sandybayeva et al., 2022). Su cultivo permite obtener biomasa
y pigmentos dentro de un mismo proceso, pero la proporcion de estos componentes
puede cambiar seglin las condiciones nutricionales y ambientales.

En cepas del género Leptolyngbya se han reportado crecimiento
filamentoso, produccion de biomasa y adaptacion a diferentes condiciones de
cultivo. También existen antecedentes de escalamiento; sin embargo, los resultados
obtenidos con una cepa no pueden aplicarse directamente a otra, debido a que la
respuesta fisiologica depende de sus caracteristicas y de la composicion del medio
(Kim et al., 2015; Lee et al.,, 2024). Por esta razon, fue necesario evaluar
experimentalmente el comportamiento de la cepa PM003 en los medios BG11 y

SOT.
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La seleccion de estos medios permitio comparar dos formulaciones con
diferencias en la disponibilidad de carbono inorganico, nitrégeno, foésforo y otras
sales. El analisis no se limito al crecimiento aparente de los cultivos. Se incluyeron
mediciones de absorbancia a 720, 647 y 540 nm, determinacion de biomasa por
peso seco, cuantificacion espectrofotométrica de carotenoides totales y
caracterizacion del perfil pigmentario mediante cromatografia liquida de alta
resolucion con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). La integracion de estas
mediciones permiti6é establecer si un mayor crecimiento estaba acompanado por
cambios en el contenido y la composicion de los pigmentos.

La investigacion aporta datos sobre el crecimiento y la produccion de
carotenoides de una cepa de origen ecuatoriano cultivada bajo condiciones
controladas. La comparacion entre BGI1 y SOT proporciona un criterio
experimental para seleccionar el medio con mejor desempeiio productivo y sirve
como referencia para posteriores ensayos de optimizacion. Entre las variables que
deberan estudiarse se encuentran la intensidad luminica, el suministro de carbono,
el momento de cosecha, la eficiencia de extraccion y la estabilidad de los
pigmentos.

Los resultados también pueden orientar futuras evaluaciones de
escalamiento y aprovechamiento de los carotenoides en alimentos, acuicultura o
productos naturales. Esta proyeccion debe interpretarse como una posibilidad de
investigacion, ya que la aplicacion productiva requiere andlisis adicionales de
inocuidad, estabilidad, costos de operacion, recuperacion de los pigmentos y

viabilidad econdémica.
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4. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de los medios de cultivo BG11 y SOT en cultivos de
Leptolyngbya spp. utilizando métodos analiticos de extraccion, determinando el

medio con mayor produccion de carotenoides.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la cinética de crecimiento de Leptolyngbya spp. mediante
parametros de cuantificacion de biomasa.

2. Caracterizar el contenido de carotenoides utilizando métodos de cuantificacion
de pigmentos.

3. Comparar la cantidad de carotenoides obtenida en los cultivos de Leptolyngbya
spp. en BG11 y SOT estableciendo el medio mas eficiente en la produccion de

estos compuestos.

6. HIPOTESIS

HI1: El medio de cultivo SOT favorece una mayor producciéon de
carotenoides de Leptolyngbya spp. en comparacion con el medio BG11.
HO: El medio de cultivo SOT no favorece una mayor produccion de

carotenoides de Leptolyngbya spp. en comparacion con el medio BGI1I1.
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7. MARCO TEORICO

7.1. Cianobacterias

7.1.1. Definicidn y caracteristicas generales

Las cianobacterias pertenecen al dominio Bacteria y se distinguen por ser
procariotas capaces de realizar fotosintesis oxigénica, proceso en el que utilizan
agua como donador de electrones y liberan oxigeno (Sanchez-Baracaldo &
Cardona, 2020).

Este grupo presenta una amplia diversidad morfolégica, con formas
unicelulares, coloniales y filamentosas. En varias especies también se observa
diferenciacion celular y organizacion multicelular simple, lo que favorece su
adaptacion a distintos ambientes (Saleem et al., 2025).

Entre sus caracteristicas celulares principales se encuentran la presencia de
clorofila a y ficobiliproteinas, pigmentos que participan en la captacion de luz.
Ademas, poseen pared celular y, en muchas especies, membranas tilacoidales donde
se desarrolla la fotosintesis. En las formas filamentosas pueden aparecer
heterocistos, especializados en la fijacion de N, y acinetos, que funcionan como
c€lulas de resistencia (Saleem et al., 2025).

Desde el punto de vista ecoldgico, las cianobacterias son productores
primarios indispensables en ecosistemas terrestres y acuaticos. Participan de

manera activa en los ciclos del carbono, nitrogeno y oxigeno, y se distribuyen en
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ambientes muy diversos, desde desiertos hasta aguas oligotroficas y fuentes
termales (Saleem et al., 2025).

Su importancia ecoldgica no se limita a la fotosintesis. Diversos linajes fijan
N2y contribuyen a la fertilidad de los suelos, la productividad oceanica y numerosas
simbiosis con plantas (Soule & Garcia-Pichel, 2019). Asimismo, varias especies se
investigan como biofertilizantes por su capacidad de fijar nitrégeno y por sus

efectos promotores del crecimiento vegetal (Mishra et al., 2021).

7.1.2. Clasificacion taxonomica de las cianobacterias

La taxonomia de las cianobacterias se encuentra en revision constante,
debido a que la clasificacion morfologica clasica no siempre refleja de manera
adecuada sus relaciones filogenéticas. El enfoque actual favorece una clasificacion
polifasica, que integra morfologia, ecologia, marcadores moleculares y, cada vez

con mayor frecuencia, analisis gendmicos completos (Cordeiro et al., 2020; Mares,

2018).
Tabla 1
Principales ordenes de cianobacterias y su estado filogenético.
Orden Rasgo general Estado filogenético
Gloeobacterales Linajes sin tilacoides Monofilético
Nostocales Filamentosos con Monofilético
heterocistos y acinetos
Chroococcidiopsidales Frecuentes en hébitats Monofilético
extremos
Synechococcales Unicelulares y filamentosos Polifilético y en revision

simples diversos

Oscillatoriales Filamentosos sin Polifilético y en revision
diferenciacion celular
Nota. Elaborado a partir de Cordeiro et al. (2020) y Mares (2018).
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Entre los géneros mas estudiados se encuentran aquellos con relevancia
biomédica, ecologica, agrondémica o taxonOmica. Synechococcus ha sido
ampliamente analizado porque domina comunidades picoplanctonicas y contribuye
de forma importante a la productividad primaria global; sin embargo, los estudios

genodmicos indican que no constituye un grupo homogéneo (Salazar et al., 2020).

Dentro de los géneros filamentosos y diazotroficos destacan Nostoc,
Anabaena, Dolichospermum, Aphanizomenon, Trichodesmium y Crocosphaera,
debido a su papel en la fijacion de nitrogeno, las simbiosis y la formacion de
floraciones (J. S. Singh et al., 2016). En conjunto, la evidencia cientifica indica que
las cianobacterias constituyen un grupo ancestral de bacterias fotosintéticas, con
una amplia diversidad morfoldgica y funcional. Su participacion fue determinante
en la transformacion de las condiciones redox de la Tierra y, pese a los avances
filogenéticos, su clasificacion contintia siendo un desafio por la complejidad de sus

relaciones evolutivas (Schirrmeister et al., 2015).

7.1.3. Género Leptolyngbya
El género Leptolyngbya fue establecido por Anagnostidis y Komarek en

1988 para agrupar cianobacterias filamentosas caracterizadas por presentar
tricomas delgados. Su especie tipo es Leptolyngbya boryana. En clasificaciones
anteriores, el género se ubicaba dentro del orden Synechococcales; sin embargo, la
revision filogenémica de Strunecky et al. (2023) lo situ6 en el orden

Leptolyngbyales y mantuvo su pertenencia a la familia Leptolyngbyaceae.
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Tabla 2
Clasificacion taxonomica de Leptolyngbya spp.

Categoria taxonoémica Clasificaciéon
Dominio Bacteria

Filo Cyanobacteriota
Clase Cyanophyceae
Orden Leptolyngbyales
Familia Leptolyngbyaceae
Género Leptolyngbya

Nota. Clasificacion basada en Strunecky et al. (2023). En sistemas anteriores, la familia
Leptolyngbyaceae se encontraba incluida en el orden Synechococcales.

Figura 1
Morfologia de la cepa estudiada del género Leptolyngbya a 40X%.

Nota. La imagen de la derecha es la cepa en medio SOT y la de la izquierda en BG11.

Desde el punto de vista morfologico, Leptolyngbya spp. comprende
cianobacterias formadas por filamentos finos, cuyos tricomas generalmente
presentan un diametro menor de 3 um. Los filamentos pueden encontrarse aislados,
agrupados o dispuestos en enrollamientos laxos. El tricoma corresponde a la
sucesion de células, mientras que el filamento incluye el tricoma y la vaina
mucilaginosa cuando esta se encuentra presente. La sencillez de estos caracteres y
su variacion entre condiciones ambientales dificultan la diferenciacion de especies
mediante observacion microscopica (Ahmed et al., 2014).
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En la cepa MMG-1, aislada de la rizosfera de plantas de arroz, Ahmed et al.
(2014) observaron tricomas verdes de 1,0 a 1,5 um de ancho, crecimiento curvado
sobre medio BG11 solidificado con agarosa y una vaina gruesa alrededor de los
tricomas. Estas caracteristicas corresponden a la cepa analizada por dichos autores
y no deben atribuirse directamente a la cepa estudiada en esta investigacion sin
mediciones microscpicas propias.

Las especies asignadas a Lepfolyngbya se han registrado en ambientes
marinos, dulceacuicolas y terrestres, asi como en suelos, fuentes termales y
superficies subaéreas. Esta distribucion amplia contrasta con la escasez de
caracteres morfoldgicos que permitan separar los taxones. Como resultado,
diferentes organismos con filamentos delgados y apariencia semejante fueron
agrupados histéricamente dentro del mismo género (Ahmed et al., 2014; Komarek
etal., 2014).

Los analisis moleculares demostraron que Leptolyngbya, en su delimitacion
tradicional, es un grupo polifilético. Esto significa que no todas las cepas
identificadas con ese nombre pertenecen a un unico linaje evolutivo. La similitud
morfologica ha ocasionado que algunos organismos sean asignados al género sin
que exista una correspondencia completa con su posicion filogenética, lo que ha
conducido a la separacion de nuevos géneros dentro de Leptolyngbyaceae
(Komarek et al., 2014; Sciuto & Moro, 2016).

Debido a estas limitaciones, la identificacion de Leptolyngbya spp. requiere
un enfoque polifasico que combine morfologia, caracteristicas ecologicas y analisis

moleculares. Entre los marcadores utilizados se encuentran el gen del ARN
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ribosomal 16S y la region espaciadora 16S—23S ITS, cuya secuencia y estructura
secundaria aportan informacion para diferenciar linajes con morfologias similares.
Los andlisis filogenomicos pueden complementar esta identificacién cuando se
dispone de secuencias gendmicas suficientes (Sciuto & Moro, 2016; Strunecky et
al., 2023).

En la presente investigacion, la denominacion Leptolyngbya spp. se
mantiene a nivel de género y no implica la identificacion de una especie

determinada.

7.2. Medios de cultivo para cianobacterias

El cultivo de cianobacterias depende de la seleccion del medio nutritivo y
del control de variables fisicas como luz, temperatura, pH y aireacion. En términos
generales, el medio BG-11 se utiliza con frecuencia para cianobacterias
dulceacuicolas y de laboratorio, mientras que el medio Zarrouk es mas favorable
para el cultivo de Arthrospira o Spirulina. La respuesta del cultivo puede variar
segun la especie, la cepa y el producto de interés (Cao et al., 2022; Pandey et al.,

2023).

7.2.1. Medios mas utilizados

El medio BG-11 es una de las formulaciones de referencia para el
aislamiento, mantenimiento y produccion de biomasa de cianobacterias de agua
dulce y suelo. Su formula estdndar contiene sales inorganicas, oligoelementos y

NaNOs como fuente principal de nitrégeno, aunque no siempre resulta adecuada
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para cianobacterias marinas (Behle, 2016). En cultivos de Nostoc sp.,
modificaciones del BG-11 con suplementacion de nitrégeno han permitido mejorar
el crecimiento bajo condiciones controladas (Mouga et al., 2024).

El medio Zarrouk, por su parte, es ampliamente empleado para el cultivo de
Arthrospira, debido a su alta alcalinidad y a su contenido de bicarbonato y nitrato.
Otros medios, como ASN III, ASM-1, BBM, Fogg, Allen-Arnon, CFTRI, RM6 y
F/2, se seleccionan de acuerdo con la salinidad, la especie estudiada y el objetivo
biotecnoldgico del cultivo (Parthiban & Jambulingam, 2023; Tarko et al., 2012).

El medio Spirulina—Ogawa—Terui (SOT) fue formulado originalmente para
el cultivo de Spirulina platensis, actualmente reconocida dentro del género
Arthrospira. Se caracteriza por su alcalinidad y por una elevada disponibilidad de
carbono inorganico, condiciones que favorecen a cianobacterias adaptadas a pH
altos (Ogawa & Terui, 1970).

En su formulacion estdndar, el bicarbonato de sodio es el componente
mayoritario (16,8 g-L™"), acompafiado por nitrato de sodio, fosfato dipotésico,
sulfato de potasio, cloruro de sodio, magnesio, calcio, hierro, EDTA y soluciones
de oligoelementos. El medio se ajusta aproximadamente a pH 9, por lo que
proporciona carbono para la fotosintesis y una capacidad amortiguadora superior a
la de medios menos alcalinos (National Institute for Environmental Studies, n.d.).

La relacion entre bicarbonato, nitrato y fosfato puede sostener el
crecimiento y la sintesis de pigmentos; no obstante, una concentracion alta de sales
no garantiza por si sola un mayor rendimiento. La respuesta depende de la tolerancia

de la cepa, la salinidad, la irradiancia y la disponibilidad relativa de nutrientes. En

17
MAATE-DBI- CM2022-0264



Arthrospira, incluso formulaciones diluidas de SOT han mantenido crecimiento y
composicion bioquimica favorables, lo que demuestra que el balance nutricional
puede ser tan importante como la concentracion absoluta (Hong et al., 2023).

La pertinencia de SOT para Leptolyngbya spp. cuenta con antecedentes
directos. Kim et al. (2015) describieron una cepa basoéfila y eurihalina con buena
propagacion en este medio, mientras que Lee et al. (2024) compararon once
formulaciones y determinaron que SOT produjo mayor biomasa, proteina y
pigmentos fotosintéticos en Leptolyngbya sp. KIOST-1. Estos resultados justifican
su comparacion con BG11 en la cepa evaluada, sin asumir que la respuesta sera

idéntica entre aislamientos.

7.2.2. Condiciones de cultivo

Las condiciones fisicas deben controlarse junto con la composicion
nutricional, porque regulan el crecimiento, la fotosintesis y la acumulacién de
pigmentos. La intensidad luminica, el fotoperiodo, la temperatura, el pH, la
salinidad y la aireacion interactuan con la fisiologia de cada cepa; una condicion
favorable para la biomasa puede no maximizar el metabolito de interés (Schipper
etal., 2021).

La luz constituye una de las variables mas sensibles. Intensidades
insuficientes limitan la fotosintesis, mientras que un exceso puede causar
fotooxidacion y reducir la productividad. En cultivos densos, el autosombreado

también genera gradientes de irradiancia, por lo que la agitacién y la aireacion
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permiten alternar la exposicion celular a zonas iluminadas y oscuras (Schipper et
al., 2021).

El pH determina la disponibilidad de carbono inorgéanico y la solubilidad de
varios nutrientes. Las formulaciones alcalinas ricas en bicarbonato, como SOT, son
adecuadas para cepas basoéfilas; sin embargo, el pH debe mantenerse dentro del
intervalo de tolerancia del organismo. Para Leptolyngbya sp. KIOST-1 se ha
documentado crecimiento entre pH 8,3 y 10,3 y en un amplio intervalo de salinidad
(Lee et al., 2024).

La temperatura y el momento de cosecha completan el control del proceso.
Temperaturas moderadas sostienen la actividad enzimdtica y la estabilidad
pigmentaria, mientras que el estado fisiologico define la proporcion entre
crecimiento y acumulacién de metabolitos. En consecuencia, los medios deben
compararse bajo condiciones equivalentes y con un tiempo de cosecha previamente

establecido. (Lee et al., 2024).

7.3. Cultivo de cianobacterias

7.3.1. Cultivo a nivel global

A escala global, las cianobacterias se utilizan en la produccion de alimentos,
piensos, compuestos bioactivos, farmacos y cosméticos. Sin embargo, su
produccion comercial exige sistemas de cultivo a gran escala, rendimientos altos y
procesos eficientes. Estas limitaciones dificultan la transferencia directa de
resultados obtenidos en laboratorio hacia una produccion industrial estable. Por
ello, las investigaciones actuales se enfocan en seleccionar especies de interés,

optimizar fotobiorreactores, controlar la luz y la temperatura, mejorar el uso de agua
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y nutrientes, y desarrollar métodos mas eficientes de monitoreo y cosecha

(Novoveska et al., 2023).

7.3.2. Cultivo a nivel regional

En América Latina, las investigaciones sobre cianobacterias se concentran
en diferentes areas, entre ellas el monitoreo de floraciones, la identificacion de
especies, la evaluacion de riesgos ambientales y el potencial biotecnoldgico de
cepas nativas. Argentina, Brasil y Uruguay presentan algunos de los estudios mas
completos sobre distribucion de cianobacterias y eventos de proliferacion. Entre
2000 y 2019 se reportaron floraciones en 295 cuerpos de agua de 14 paises
latinoamericanos y caribefos, lo que evidencia la importancia regional del
monitoreo de estos organismos (Aguilera et al., 2023).

Ademas del monitoreo ambiental, existen investigaciones orientadas al
cultivo y la evaluacion bioquimica. En Brasil, por ejemplo, 20 especies aisladas de
ambientes locales fueron cultivadas en fotobiorreactores cilindricos para analizar
su crecimiento y composicion bioquimica, lo que muestra el interés regional por
identificar cepas con posible aplicacion biotecnoldgica (Baracho & Lombardi,

2023).

7.3.3. Cultivo a nivel nacional

En Ecuador, la informacion disponible sobre cianobacterias todavia es
limitada y se concentra principalmente en estudios de monitoreo, identificacion y
aislamiento, mas que en el desarrollo de una industria consolidada de cultivo y
aprovechamiento comercial. En estanques destinados al cultivo de camarén en la

provincia de Manabi, la abundancia de cianobacterias se relacion6 principalmente
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con la temperatura y el pH del agua. Durante la temporada seca se registraron
concentraciones superiores a 3 x 10°¢ células m~ (Delgado et al., 2024).

También se han reportado investigaciones orientadas al aislamiento y la
identificacion molecular de cianobacterias en ecosistemas ecuatorianos. En el rio
Manglaralto, provincia de Santa Elena, se logr6 aislar Arthrospira en medio
alcalino y Anabaena en medio BG-11, lo que sugiere el potencial de cepas nativas

para estudios de cultivo y aplicaciones biotecnoldgicas futuras (Rochina Meza et

al., 2026).
Tabla 3
Estudios disponibles sobre cianobacterias en Ecuador.
Estudio realizado en Enfoque Principal hallazgo
Ecuador
Estanques camaroneros de Ecologia de cianobacterias y La temperatura y el pH fueron
Manabi riesgo ambiental los principales factores

asociados con la abundancia
de cianobacterias en los

estanques.
Rio Manglaralto, Santa Elena  Aislamiento, cultivo e Se logro6 el aislamiento de
identificacién molecular Arthrospira en medio alcalino

y de Anabaena en medio BG-
11, lo que demuestra el
potencial de especies nativas
para cultivo.

Revision con participacion de  Biotecnologia y produccion Ecuador participa en
investigadores ecuatorianos de biocombustibles investigaciones regionales
orientadas a optimizar el
cultivo de cianobacterias para
aplicaciones biotecnologicas.
Nota. Sintesis elaborada con base en Delgado et al. (2024), Rochina Meza et al. (2026) y
estudios regionales relacionados.

7.4. Importancia biotecnologica

7.4.1. Aplicaciones de las cianobacterias

La importancia biotecnologica de las cianobacterias se relaciona con su
capacidad para producir biomasa, pigmentos naturales, antioxidantes y metabolitos

bioactivos. La literatura reciente las considera una plataforma versatil para obtener
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bioproductos con aplicaciones en alimentos, acuicultura, cosmética, farmacia e
industria, aunque muchas de estas aplicaciones aun se encuentran en fases
experimentales o requieren optimizacion para alcanzar una produccion comercial
estable (Sandybayeva et al., 2022).

Las cianobacterias producen clorofilas, carotenoides y ficobiliproteinas,
compuestos con valor comercial en alimentos, cosmética, investigacion y salud. El
interés por pigmentos naturales ha aumentado debido a la busqueda de alternativas
a los colorantes sintéticos. La ficocianina, obtenida principalmente de Arthrospira
platensis, es uno de los casos mas consolidados, ya que se emplea como colorante
azul y como reactivo fluorescente; sin embargo, su inestabilidad quimica y los altos
niveles de pureza exigidos en aplicaciones farmacéuticas pueden incrementar los
costos de comercializacion (Chini Zittelli et al., 2023).

Los carotenoides producidos por cianobacterias y microalgas poseen
actividades antioxidantes, antiinflamatorias y fotoprotectoras, lo que explica su
interés en alimentos funcionales, cosmética y salud (Saini et al., 2020). En el &mbito
cosmético también destacan los aminoacidos tipo micosporina y la escitonemina,
compuestos estudiados por su capacidad de absorber radiacion ultravioleta y actuar

como fotoprotectores naturales (R. Singh et al., 2017).

7.4.2. Aplicaciones acuicolas e industriales

En aplicaciones acuicolas e industriales, las cianobacterias pueden
aprovecharse como fuente de biomasa, pigmentos, antioxidantes y compuestos con
valor agregado. Su uso en alimento acuicola se relaciona con el aporte de nutrientes

y pigmentos, mientras que en la industria se estudia su potencial para producir
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bioproductos, metabolitos bioactivos y compuestos de interés cosmético o
farmacéutico. No obstante, estas aplicaciones requieren controlar la calidad del
cultivo, la estabilidad del producto y la posible presencia de toxinas en
determinadas especies (Novoveska et al., 2023; Zahra et al., 2020).

Las cianobacterias son una fuente importante de metabolitos bioactivos con
aplicaciones en los sectores farmacéutico y cosmético. Estos compuestos presentan
actividades antibacterianas, antivirales, antifungicas, antiinflamatorias e incluso
anticancerigenas. Algunos metabolitos, como la apratoxina, la curacina A y la
criptoficina, han mostrado resultados prometedores en investigaciones preclinicas.
En cosmética, destacan por sus propiedades antioxidantes, fotoprotectoras y
beneficiosas para el cuidado de la piel. Sin embargo, la mayoria de los estudios se
ha desarrollado in vitro, por lo que todavia se requieren investigaciones adicionales

para ampliar y validar sus aplicaciones (Zahra et al., 2020).

7.5. Carotenoides en Leptolyngbya spp.

Los carotenoides son tetraterpenos de 40 4tomos de carbono formados, en
su estructura basica, por ocho unidades isoprenoides. Se clasifican en carotenos,
constituidos unicamente por carbono e hidrogeno, y xantofilas, que incorporan
oxigeno en grupos hidroxilo, ceto, epdxido u otros grupos funcionales. El f-
caroteno pertenece al primer grupo; la luteina, la zeaxantina y la equinenona son
xantofilas. La cadena poliénica de dobles enlaces conjugados constituye el
cromoéforo responsable de la absorcion en la region azul y azul-verde del espectro

visible. El numero de dobles enlaces, los grupos terminales y la configuracion
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geométrica modifican el méaximo de absorcion y el color observado (Takaichi &
Mochimaru, 2007; Pagels et al., 2021).

En condiciones naturales predominan los isdémeros todo-trans, aunque la
luz, el calor, el oxigeno y los acidos pueden favorecer isomerizacion y oxidacion.
La ruptura de la conjugacion disminuye la intensidad del color y altera la respuesta
espectral; por ello, la concentraciéon medida depende tanto del contenido biologico
como de la conservacion quimica del pigmento. Esta inestabilidad explica por qué
la exposicion de los extractos durante la preparacion puede producir pérdidas o
generar isdmeros que aparecen como picos adicionales en el andlisis
cromatografico (Rivera & Canela-Garayoa, 2012).

En las cianobacterias, los carotenoides se encuentran principalmente en las
membranas tilacoidales y en complejos pigmento-proteina. Alli cumplen tres
funciones relacionadas: participan en la captacion y transferencia de energia,
estabilizan el ensamblaje de los fotosistemas y protegen frente a la fotooxidacion.
La desactivacion del estado triplete de la clorofila y del oxigeno singlete limita la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO); ademds, determinados
cetocarotenoides forman parte de la proteina carotenoide naranja (OCP), que disipa
como calor el exceso de energia absorbida por los ficobilisomas. En mutantes de
Synechocystis sp. PCC 6803 deficientes en carotenoides se alteraron las membranas
tilacoidales, el ensamblaje del fotosistema II (PSII), la oligomerizacion del
fotosistema I (PSI) y la organizacion de los ficobilisomas (Sozer et al., 2010;

Domonkos et al., 2013; Té6th et al., 2015).
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La composicion carotenoide no es uniforme entre cianobacterias. [-
caroteno, zeaxantina, equinenona y glicésidos de mixol son frecuentes, mientras
que otras xantofilas dependen de la dotacién enzimatica del linaje. Lopes et al.
(2020) caracterizaron por HPLC-PDA extractos de cinco cepas, entre ellas
Nodosilinea (Leptolyngbya) antarctica LEGE 13457 y una cepa tipo Leptolyngbya
LEGE 13412; en el conjunto analizado se registraron [-caroteno todo-trans,
zeaxantina, equinenona y derivados de luteina. Este antecedente demuestra
variacion a nivel de cepa y no justifica atribuir un perfil tnico a todas las especies
incluidas bajo Leptolyngbya spp.

La acumulacion de carotenoides resulta del balance entre biosintesis,
incorporacion en complejos celulares y degradacion. Irradiancia, calidad espectral,
disponibilidad de nitrégeno y carbono, salinidad, temperatura, pH y fase de
crecimiento pueden modificar ese balance. En Leptolyngbya fragilis, 1a radiacion
UV increment6 los pigmentos fotoprotectores, lo que se interpretd como una
respuesta de aclimatacion al estrés fotooxidativo (Kokabi et al., 2019). La
composicion del medio también puede cambiar simultineamente biomasa y
pigmentacioén: en Leptolyngbya sp. KIOST-1, el medio SOT produjo mayor
biomasa y contenido de pigmentos fotosintéticos que las otras formulaciones

evaluadas (Lee et al., 2024).
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7.6. Carotenogénesis

La carotenogénesis cianobacteriana recibe precursores de la ruta del 2-C-
metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP). Esta via produce isopentenil difosfato (IPP) y
dimetilalil difosfato (DMAPP), unidades de cinco carbonos que originan
geranilgeranil difosfato (GGPP). El GGPP también participa en la sintesis de la
cadena fitol de las clorofilas y de otros isoprenoides; por ello, la formacion de

carotenoides comparte precursores con rutas esenciales de la célula (Domonkos et

al., 2013).

El primer paso comprometido de la ruta es la condensacion de dos
moléculas de GGPP para formar fitoeno, reaccion catalizada por la fitoeno sintasa
CrtB. El fitoeno es incoloro porque posee menos dobles enlaces conjugados que los
carotenoides posteriores. Las desaturaciones catalizadas por CrtP y CrtQ, junto con
la isomerizacion atribuida a CrtH en diferentes modelos cianobacterianos, amplian
el sistema conjugado hasta producir licopeno. La expresion de genes como crtB,
crtP, crtQ'y crtR responde a la luz y al estado metabolico, de manera que la ruta no
funciona como una secuencia fija independiente de las condiciones celulares (Ryu

et al., 2004; Pagels et al., 2021).
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Figura 2
Ruta biosintética de los carotenoides en cianobacterias.
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El licopeno constituye el principal punto de ramificacion. Su ciclacion
origina y-caroteno, a-caroteno o f-caroteno, segln la especificidad de las ciclasas
presentes. Desde vy-caroteno, CruF y CruG participan en la formacién de
mixoxantofila, un carotenoide glicosilado caracteristico de cianobacterias. La rama
del B-caroteno produce zeaxantina por hidroxilaciéon mediante CrtR y equinenona
por cetolacion mediante CrtO o CrtW. Reacciones posteriores pueden originar
cantaxantina y 3'-hidroxiequinenona; esta ultima es un cromoforo frecuente de la
OCP. La zeaxantina también puede conducir a nostoxantina o, en los linajes que
poseen las enzimas correspondientes, a anteraxantina, violaxantina y neoxantina

(Takaichi & Mochimaru, 2007; Pagels et al., 2021).

La Figura 2 representa posibilidades metabolicas descritas en
cianobacterias, no una ruta demostrada para todas las cepas. La ausencia de una
enzima bloquea la rama correspondiente, mientras que enzimas homodlogas pueden

presentar especificidades diferentes.

7.7. Clorofilasay b

Las clorofilas son tetrapirroles del tipo clorina que coordinan un ion Mg>*
en el centro del anillo y poseen una cadena hidrofobica, generalmente fitol, que
facilita su insercion en las membranas tilacoidales. Presentan una banda intensa de
Soret en la region azul y bandas Q en la region roja. La posicion exacta de los
maximos depende del solvente y, en la célula, de la interaccidon con proteinas y otros
pigmentos. Por esa razon, los espectros de pigmentos purificados no son idénticos

a los observados en células intactas (Ritchie, 2006).
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La clorofila a es el pigmento indispensable de la fotosintesis oxigénica:
participa en los centros de reaccion y en las antenas internas de PSI y PSII. En la
fase final de su biosintesis, la clorofila sintasa ChlG esterifica la clorofilida y genera
la molécula hidrofébica que se integra en los complejos de membrana. En
Synechocystis sp. PCC 6803, ChlG interactia con componentes asociados a la
insercion y el ensamblaje de proteinas fotosintéticas, lo que vincula la sintesis del
pigmento con la formacion de los fotosistemas (Proctor et al., 2018).

La clorofila b difiere de la clorofila a por un grupo formilo en el carbono 7,
donde la clorofila a posee un grupo metilo. Este cambio modifica la distribucion
electronica y desplaza las bandas de absorcion, lo que amplia el intervalo de luz
utilizado por los organismos con antenas clorofila a/b. La mayoria de las
cianobacterias, incluidas muchas formas filamentosas, utiliza clorofila a y
ficobilisomas y no contiene clorofila b. Xu et al. (2001) demostraron que
Synechocystis sp. PCC 6803 incorporé clorofila b en complejos funcionales solo
después de expresar una clorofilida a oxigenasa exogena. Existen excepciones
naturales, pero la clorofila b no puede asumirse como caracteristica general de
Leptolyngbya spp.

Las clorofilas son sensibles a condiciones d&cidas, luz, oxigeno y
temperatura. La pérdida del Mg?* produce feofitinas, mientras que la separacion de
la cadena fitol genera clorofilidas o feoforbidos, segtn el estado del anillo. Estos
derivados conservan parte de la absorcion visible y pueden interferir en
estimaciones espectrofotométricas o aparecer como picos cromatograficos

separados. Por ello, un resultado de clorofila b calculado por ecuaciones espectrales

29
MAATE-DBI- CM2022-0264



debe contrastarse con HPLC cuando la biologia del organismo hace improbable su
presencia; si no se observa un pico confirmado, corresponde informar no detectado

o menor que el limite de deteccion, segiin el desempefio del método.

7.8. Espectrofotometria UV-Vis para carotenoides totales

La espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-Vis) mide la atenuacion de
un haz de luz después de atravesar una muestra. El instrumento compara la
intensidad incidente con la transmitida y expresa la sefial como absorbancia. Una
fuente emite radiacion, el monocromador selecciona la longitud de onda, la cubeta
define el trayecto Optico y el detector transforma la luz transmitida en una sefial
eléctrica. Para una soluciéon homogénea y dentro del intervalo lineal, la ley de Beer-
Lambert relaciona absorbancia y concentracion.

La relacion pierde linealidad cuando la muestra es demasiado concentrada,
contiene particulas que dispersan luz, presenta interacciones quimicas entre analitos
o se mide fuera del intervalo util del detector. El blanco corrige la absorcion del
solvente y de la cubeta, pero no compensa una extraccion incompleta ni la
degradacion previa de los pigmentos.

Las ecuaciones multicomponente utilizan absorbancias en longitudes de
onda asociadas con clorofilas a y b para corregir su contribucion y estimar la
fraccion total de carotenos y xantofilas. Los coeficientes dependen del solvente y

de la resolucion espectral; una ecuacion desarrollada para etanol no debe aplicarse
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sin justificacién a acetona, metanol u otra mezcla (Lichtenthaler & Buschmann,

2001; Ritchie, 2006).

7.9. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés)
separa los componentes de una mezcla antes de medirlos, cada compuesto migra a
una velocidad determinada por su distribucion entre una fase movil liquida y una
fase estacionaria contenida en una columna. La presion elevada no produce la
separacion por si misma: permite mantener un flujo controlado a través de
particulas pequeias, que ofrecen una superficie amplia de interaccion y aumentan
la eficiencia cromatografica (Van Heukelem & Thomas, 2001; Rivera & Canela-
Garayoa, 2012).

En fase reversa, la fase estacionaria es relativamente apolar, como silice
modificada con cadenas C18 o C30, mientras que la fase movil contiene solventes
mas polares cuya fuerza de elucion puede modificarse durante la corrida. Después
de la inyeccion, cada analito establece multiples equilibrios entre ambas fases. Los
compuestos con mayor afinidad por la fase estacionaria permanecen mas tiempo en
la columna y presentan un tiempo de retencidon mayor; los que permanecen
preferentemente en la fase mévil eluyen antes. La retencion de pigmentos depende
de hidrofobicidad, grupos funcionales, geometria molecular, composicion de la fase
movil y temperatura, por lo que no puede predecirse solo a partir de una

clasificacion general como caroteno o xantofila (Rivera & Canela-Garayoa, 2012).
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7.9.1. Componentes y secuencia de funcionamiento

El equipo incluye reservorios de solventes, desgasificador, sistema de
mezcla, bomba, inyector o automuestreador, columna termostatada, detector y
sistema de adquisicion. El desgasificador reduce burbujas que pueden alterar el
flujo y la sefial. La bomba impulsa la fase mdvil con caudal reproducible y genera
la presion necesaria para atravesar el lecho empacado. El inyector introduce un
volumen definido en la corriente sin detenerla. La columna constituye el lugar
donde ocurre la separacion, y el control de temperatura ayuda a estabilizar
viscosidad, presion, selectividad y tiempos de retencion (Rivera & Canela-Garayoa,

2012).

7.9.2. Deteccion por arreglo de diodos

Las denominaciones DAD (diode array detector) y PDA (photodiode array
detector) se utilizan para el mismo principio de deteccion multiespectral mediante
una matriz de fotodiodos. Al salir de la columna, los analitos atraviesan la celda de
flujo del detector de arreglo de diodos (DAD). Una fuente emite radiaciéon UV-Vis;
la luz transmitida por la celda se dispersa mediante una red de difraccion y alcanza
una matriz de fotodiodos. Cada diodo registra simultdneamente un intervalo
estrecho de longitudes de onda. El resultado es una matriz tridimensional de
absorbancia en funcién del tiempo y de la longitud de onda, de la cual pueden
extraerse cromatogramas a longitudes seleccionadas y el espectro completo de cada

punto del pico (Fernandes et al., 2020).
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7.9.3. Identificacion y cuantificacion

La identificacion se sustenta en la coincidencia del tiempo de retencion y
del espectro UV-Vis con un estandar auténtico analizado en el mismo sistema.
(Lehmann et al., 2021; Fernandes et al., 2020). La cuantificacion relaciona el area
integrada del pico con una curva de calibracion preparada con el estandar
correspondiente. La pendiente es especifica para cada compuesto, longitud de onda
y configuracion instrumental; Un método cuantitativo debe demostrar intervalo
lineal, repetibilidad, precision, recuperacion, limites de deteccion y cuantificacion,
y estabilidad de los analitos. También debe comprobar que la resolucion es
suficiente frente a pigmentos vecinos y productos de degradacion (Rowland et al.,

2022; Lourengo-Lopes et al., 2022).

7.10. Espectrofotometria para el seguimiento de la cinética de crecimiento

Una curva de crecimiento describe el cambio de biomasa o abundancia
celular con el tiempo, sus limites no siempre son nitidos en organismos
fotosintéticos. La tasa especifica de crecimiento (p) representa el incremento de
biomasa por unidad de biomasa y tiempo. Durante un intervalo que puede
aproximarse a crecimiento exponencial, aplicarla a puntos de adaptacion o fase
estacionaria produce un valor sin significado biologico (Trenkenshu, 2019).

La densidad optica (DO) permite seguir el cultivo de forma rapida y con
bajo consumo de muestra. En suspensiones celulares, el detector recibe menos luz

por absorcién de pigmentos y por dispersion causada por células, filamentos y
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agregados. Por ello, DO no es una medida directa de masa. Las longitudes de onda
cercanas a 720—750 nm reducen la contribucidon de los principales pigmentos y
reflejan sobre todo turbidez, mientras que 647 y 540 nm responden también a
cambios de pigmentacion y composicion celular. Griffiths et al. (2011) mostraron
que la variacion del contenido pigmentario sesga la conversion entre DO y peso

seco, con menor interferencia en la region cercana a 750 nm.

7.11. Determinacion de biomasa por peso seco

El peso seco es una determinacion gravimétrica de la materia particulada
recuperada de un volumen conocido de cultivo después de eliminar el agua. La
diferencia entre la masa final del soporte con biomasa y su masa inicial se
transforma en concentracion de biomasa. El resultado incluye todo s6lido no volatil
retenido con la muestra; no distingue células viables, células dafiadas, material
extracelular ni precipitados. Por ello, se considera una medida directa de biomasa
particulada, pero no una medida especifica del nimero de células o de la actividad
metabolica (Zhu & Lee, 1997).

En cianobacterias filamentosas pueden ocurrir pérdidas por adhesion a
paredes, transferencia incompleta o fragmentacion del material. A pesar de estas
limitaciones, el peso seco es la referencia gravimétrica para convertir DO en
concentracion de biomasa y para calcular productividad volumétrica (Su et al.,

2016; Gao et al., 2024).
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8. MARCO METODOLOGICO

8.1. Tipo de investigacion

La investigacion se desarrolld con enfoque cuantitativo, de tipo
experimental y comparativo, debido a que se analizo la respuesta de la cianobacteria
Leptolyngbya spp. frente a dos medios de cultivo bajo condiciones controladas de

laboratorio.

El factor de estudio o variable independiente fue el medio de cultivo, con
dos niveles: BG11 y SOT. La respuesta experimental fueron las variables
dependientes, las cuales incluyeron indicadores de crecimiento, como absorbancia
a 720, 647 y 540 nm, peso seco, biomasa méaxima, tasa especifica de crecimiento,
tiempo de duplicacion y productividad; asi como variables pigmentarias, entre ellas
carotenoides totales, B-caroteno, luteina, clorofila a y clorofila b. El disefo tiene
dos ciclos experimentales independientes para incorporar la reproducibilidad del
ensayo y reducir el efecto de variaciones propias del manejo de cultivos

discontinuos.
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Figura 3
Esquema del disenio experimental utilizado para evaluar el crecimiento y la
produccion de pigmentos de Leptolyngbya spp. en BG11 y SOT.

Cultivo madre de
Leptolyngbya spp. PM003

l

Medio BG11 rs N Medio SOT
5 cultivos por corrida 5 cultivos por corrida
Corrida 1 + Corrida 2 Seguimiento 0-16 dias
10 cultivos por corrida; total = 20 cultivos muestreos cada 2 dfas

\

Variables pigmentarias
carotenoides totales, B-caroteno, lutefna y clorofila a

\ /

Comparacion BG11 vs SOT

Variables de crecimiento
0OD720, OD647, OD540 y peso seco

Nota. OD = densidad optica.

8.2. Area de estudio

El estudio se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio N.° 5 de la
Facultad de Ciencias del Mar, como parte del proyecto “Registro de una coleccion
de cepas microalgales con valor biotecnoldgico para investigacion y desarrollo de
bioproductos”, registrado con el cédigo CUP: 91870000.0000.389574 y con
permiso del Ministerio de Ambiente Agua y Transicion MAATE-DBI-CM2022-
0264, perteneciente a la Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena, bajo

condiciones controladas de cultivo.
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El anélisis del perfil pigmentario mediante cromatografia liquida de alta
resolucion se efectud en el laboratorio de Cromatografia de la Universidad Estatal
de Bolivar, ubicado en los laboratorios de investigacion y vinculacion de la
institucion, Laguacoto 11, km 1 1/2 via a San Sim6n, cantén Guaranda, provincia de
Bolivar, Ecuador. Bajo el proyecto “Dietas funcionales basadas en carotenoides
derivados de dos especies de microalgas para mejorar la productividad y salud de

peces (Oncorhynchus myskiss) en etapas iniciales” RCU-005-2024-077

Figura 4
Vista satelital de la Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena.
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8.3. Material biologico

Se empleod una cepa de la cianobacteria Leptolyngbya spp. registrada con el
codigo PM003. La manipulacion del material bioldgico se realizé bajo el permiso
MAATE-DBI-CM-2022-0264. La cepa procede de los pozos de Ecuasal, ubicados
en Salinas, provincia de Santa Elena, Ecuador, y fue mantenida en condiciones
controladas de laboratorio previo a los ensayos experimentales.

Los cultivos de microalgas fueron observados microscopicamente para
verificar su estado general, descartar contaminacion visible y seleccionar el cultivo

madre con mejor condicion fisioldgica.

8.4. Preparacion de medios de cultivo

Se utilizaron los medios BG11 y SOT. BG11 se selecciond por su uso
extendido en el mantenimiento y cultivo de cianobacterias (Rippka et al., 1979).
SOT se emple6 como formulacion alternativa, desarrollada originalmente para
Spirulina/Arthrospira y posteriormente utilizada en cianobacterias filamentosas,
incluidas cepas de Leptolyngbya (Kim et al., 2015; Ogawa & Terui, 1970).

Los medios fueron preparados con agua destilada y ajustados a una salinidad
de 30 ppt mediante una solucion hipersalina de cloruro de sodio (NaCl). Los
reactivos se incorporaron en el orden indicado para cada formulacion, con agitacion
manual constante, evitando precipitados o reacciones no deseadas entre sales.
Posteriormente, los medios fueron esterilizados en autoclave y el pH se ajusté a 9

con solucion de hidroxido de sodio antes de la inoculacion.
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Tabla 4
Formulacion del medio SOT utilizado en el cultivo de Leptolyngbya spp.

Compuesto Nombre Cantidad Unidad
NaHCO3 Bicarbonato de sodio 16.8 g/L
K2HPO4:3H20 Fosfato dipotasico 0.50 g/L
NaNO3 Nitrato de sodio 2.50 g/L
K2S04 Sulfato de potasio 1.00 g/L
MgS04-7H20 Sulfato de magnesio 0.20 g/L
heptahidratado
CaCl2-2H20 Cloruro de calcio dihidratado 0.04 g/L
FeSO4-7H20 Sulfato de hierro heptahidratado 0.01 g/L
Na2EDTA-2H20 Acido 0.08 g/L
etilenodiaminetetraacético
AS solution micronutrientes 1 mL/L
A6 solution Vitaminas 0.5 mL/L

Nota. Formulacion basada en Ogawa y Terui (1970). Tras la disoluciéon de los
componentes, el pH se ajustd a 9,0 antes de la inoculacion.

Tabla 5
Formulacion del medio BG11 utilizado en el cultivo de Leptolyngbya spp.
Compuesto Nombre Cantidad Unidad
NaNO3 Nitrato de sodio 2.5 g/L
K2HPO4:3H20 Fosfato dipotasico 0.03 g/L
MgS04-7H20 Sulfato de magnesio 0.0375 g/L
heptahidratado
CaCl2-2H20 Cloruro de calcio dihidratado  0.036 g/L
Na2CO3 Carbonato de sodio 0.02 g/L
CsHsO+ Acido citrico 0.006 g/L
CsH11FeNO- Citrato de amonio férrico 0.006 g/L
Na2EDTA-2H20 Acido 0.001 g/L
etilendiaminotetraacético
AS solution micronutrientes 1 mL/L
A6 solution Vitaminas 0.5 mL/L

Nota. Formulacién basada en Rippka et al. (1979). El pH se ajustd a 9,0 para mantener
condiciones comparables entre tratamientos.

Tabla 6
Componentes de la solucion A5 utilizada en ambos medios.

Compuesto Nombre Cantidad Unidad
H3BO3 Acido bérico 2.86 g/L
MnClI2 4H20 Cloruro de 1.81 g/L
manganeso [I
ZnS0O4 TH20 Sulfato de zinc  0.222 g/L
CuS0O4 5SH20 Sulfato de 0.079 g/L
cobre II
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Co(NO3)2 6H20 Nitrato de 0.0494 g/L
cobalto IT

Na2MoO4 2H20 Molibdato de 0.390 g/L
sodio

Tabla 7
Componentes de la solucion A6 utilizada en ambos medios.

Componente Cantidad Unidad
Tiamina B1 0.1 g/L
Vitamina B12 0.5 g/L
(Cyanocobalamin)

Biotina 1 g/L

8.5. Purificacion y escalamiento del cultivo

La cepa fue purificada por estriado en placas con agar segun la metodologia
descrita por Arredondo-Vega y Voltolina (2007). Para la preparacion del medio
solido, se incorpord Agar agar al medio de cultivo en una proporcion de 1.5 g por
cada 100 mL. El medio se sometio a ebullicion, se esterilizé en autoclave a 121 °C,
15 psi y se distribuy6 en cajas Petri bajo condiciones estériles. En cada placa se
sembraron 50 pL de la suspension de la cepa y se incub6 hasta observar crecimiento

colonial.

Después de diez dias, las colonias seleccionadas fueron transferidas con asa
de platino a tubos de ensayo con 10 mL de medio. Posteriormente, los cultivos se
escalaron progresivamente a 50 mL y, luego de un nuevo periodo de crecimiento, a
500 mL. Durante el proceso se verifico la condicion del cultivo mediante
observacidon microscopica y control de pH, temperatura e iluminacion. El cultivo

madre seleccionado fue utilizado para la inoculacién experimental.

40
MAATE-DBI- CM2022-0264



Figura 5
Flujo metodologico general aplicado desde la preparacion de medios hasta el
andalisis estadistico.

Preparacién de medios Inoculacién al 10% Monitoreo cada
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y comparaciones biomasa-pigmentos
emmeans y HC3

8.6. Condiciones de cultivo e inoculacion experimental

La inoculacion se realiz6 al 10 % (v/v), empleando un cultivo madre de ocho
dias en buen estado fisiologico. Cada unidad experimental se prepard en botellas de
1 L, adicionando 900 mL del medio correspondiente y 100 mL de in6culo. Los
cultivos se mantuvieron con aireacion constante mediante bombas de acuario y

mangueras de silicona previamente desinfectadas.

Los cultivos se mantuvieron bajo fotoperiodo 12 h luz/12 h oscuridad,
intensidad luminica de 100 + 0.5 umol fotones m2 s™' y temperatura de 27 £ 1 °C.
Estas condiciones se monitorearon con luxometro VOLTCRAFT y termdmetro de
mercurio, respectivamente. El pH se controlé con pHmetro digital y se mantuvo

cercano a 9 durante el ensayo. La seleccion de un indculo de 10 % es consistente
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con trabajos de cultivo de Leptolyngbya spp. y otras cianobacterias filamentosas,
donde el volumen de inoculacion y la intensidad luminica influyen en el

rendimiento y la estabilidad del cultivo (Schipper et al., 2021).

8.7. Seguimiento de la cinética de crecimiento

El crecimiento se monitored desde el dia 0 hasta el dia 16, con muestreos
intercalando un dia. Para cada cultivo se registraron mediciones

espectrofotométricas y biomasa por peso seco.

8.7.1. Determinacion de absorbancia

La absorbancia se determin6 mediante espectrofotometria UV-Vis en modo
multionda, a 720, 647 y 540 nm. Antes de cada lectura, las muestras fueron
homogenizadas para reducir la sedimentacion celular. Se extrajeron alicuotas de 3
mL y se colocaron en celdas limpias y libres de opacidad. Cada muestra se leyo por
triplicado y se registro el promedio como valor de absorbancia. El medio de cultivo

correspondiente se empled como blanco.

La absorbancia a 720 nm se utiliz6 como indicador general de crecimiento
por su relacion con la turbidez del cultivo, mientras que las lecturas a 647 y 540 nm
se emplearon como medidas complementarias asociadas al comportamiento

pigmentario y al desarrollo del cultivo.

8.7.2. Determinacion de biomasa por peso seco

El peso seco se determind como indicador directo de biomasa. Previamente,
los tubos Eppendorf fueron secados a 105 °C durante 24 h, enfriados en desecador
y pesados hasta alcanzar peso constante. Para cada muestreo se tomaron 10 mL de
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cultivo en tubos Falcon de 15 mL, los cuales fueron rotulados y conservados a baja

temperatura hasta su procesamiento.

Las muestras fueron centrifugadas a 4500 rpm durante 14 min. El
sobrenadante se elimind y el pellet se lavo dos veces con agua destilada,
resuspendiendo la biomasa con vortex en cada lavado. Posteriormente, la biomasa
fue transferida a tubos Eppendorf previamente pesados y secada a 105 °C durante
24 h. Después del secado, las muestras se enfriaron en desecador y se pesaron para

calcular la biomasa seca. (Zhu & Lee, 1997; Su et al., 2016).

La biomasa se calculdé mediante la ecuacion:

X=0F-Pk
donde X corresponde a la biomasa seca expresada en g-L™', Pr es el peso

final del tubo con la biomasa seca y P; es el peso inicial del tubo vacio.

8.8. Modelamiento de la cinética de crecimiento

La cinética de crecimiento fue descrita a partir de los datos de peso seco
mediante el ajuste del modelo no lineal de Gompertz, una funcién sigmoidal
utilizada para representar procesos bioldgicos con una fase inicial lenta, una fase de
crecimiento acelerado y una aproximacion progresiva a un valor méaximo. El

modelo se ajusto por separado para los medios BG11 y SOT.
X(t) = A - exp[-B - exp(—=k - t)]
donde X(t) representa la biomasa estimada en el tiempo t, A corresponde a
la biomasa maxima estimada, B es el parametro de desplazamiento de la curva, k
es la constante de crecimiento y t corresponde al tiempo de cultivo.
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A partir de los parametros del modelo se calcul6 el punto de inflexion, que

representa el momento de mayor velocidad de incremento de biomasa:
t; = In(B) /k
La biomasa estimada en el punto de inflexion se obtuvo mediante:
X(tl) = A / e
Para delimitar objetivamente las fases de crecimiento se utilizo el porcentaje

de la biomasa maxima estimada por el modelo:

%A = [X(t) /A] x 100
Con este criterio, se considerd fase de adaptacion cuando la biomasa
estimada fue menor al 20 % de A, fase de crecimiento activo entre 20 y 80 % de A,

y fase de desaceleracion cuando supero el 80 % de A.

Tabla 8
Criterios utilizados para identificar las fases de crecimiento a partir del modelo
de Gompertz.

Fase Criterio operativo Interpretacion biologica

Adaptacion o latencia X(t) <20 %de A Incremento lento de biomasa y
ajuste fisiologico inicial al
medio de cultivo.

Crecimiento activo 20 % <X(t) <80 % de A Periodo de mayor incremento
de biomasa; incluye el punto
de inflexion del modelo.

Desaceleracion X(t)>80 % de A Aproximacion progresiva a la
biomasa maxima estimada.

Nota. A = biomasa maxima estimada por el modelo de Gompertz; X(t) = biomasa estimada en el
tiempo t.
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8.8.1. Calculo de parametros cinéticos

La tasa especifica de crecimiento se calculd durante el intervalo de
crecimiento activo, empleando los valores de biomasa correspondientes al inicio y

final del intervalo seleccionado. La ecuacion utilizada fue:

W= [In(Xz) — In(X)]/ (tz — t1)

donde: p es la tasa especifica de crecimiento, X: y Xz son las biomasas
registradas al inicio y final del intervalo, y t: y t2 son los tiempos correspondientes.

El tiempo de duplicacion se calculd como:
tqg = In(2) /u
La productividad de biomasa se estim6 mediante la diferencia entre biomasa
final e inicial dividida para el tiempo total de cultivo:
P=Xe—Xp)/(tr — t;)
donde: P es la productividad de biomasa, X¢ es la biomasa final, X; es la
biomasa inicial, t¢ es el tiempo final y t; es el tiempo inicial. Estos parametros

permitieron comparar la eficiencia de crecimiento entre BG11 y SOT.

8.9. Extraccion de carotenoides totales

La cosecha para carotenoides totales se realiz6 al finalizar el periodo de
cultivo en condiciones de poca luz. Para cada muestra se utilizaron 100 mg de
biomasa humeda. La biomasa cosechada se almacen6 a —20 °C y se descongeld
progresivamente antes de la extraccion. Primero, se mantuvo en refrigeracion y a
temperatura ambiente durante 20 minutos en cada etapa, evitando exposicion

directa a la luz.
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La extraccion se realizd con etanol al 95 %. A cada muestra se afiadieron 2
mL de solvente y perlas de vidrio pequenas, medianas y grandes en una relacion
aproximada de 50 % (v/v) respecto al volumen de la suspension. La ruptura celular
se efectud mediante vortex durante 5 min a 3110 rpm. Posteriormente, la muestra
se transfirio a tubos de vidrio con tapa rosca, protegidos de la luz, y se mantuvo a

—20 °C durante 24 h.

Transcurrido este tiempo, las muestras fueron transferidas a tubos Falcon de
15 mL protegidos de la luz. Se aplico vortex durante 5 min, las muestras se
mantuvieron en hielo y se centrifugaron a 4000 rpm durante 5 min para separar el
sobrenadante pigmentario. El sobrenadante se recolecté en un matraz protegido con
papel aluminio. El ciclo de extraccion se repitio hasta obtener un pellet incoloro; en
promedio se realizaron cinco ciclos por muestra. (Poojary et al., 2016; Rowland et

al., 2022).

8.9.1. Cuantificacion espectrofotométrica de pigmentos

El extracto pigmentario se analizd mediante espectrofotometria UV-Vis
Thermo Scientific™ a 664, 649 y 470 nm. La cuantificacion de clorofilas y
carotenoides totales se realizd con las ecuaciones propuestas para extractos en
etanol por Lichtenthaler y Buschmann (2001):

Clorofilaa (ug- mL™) = 13.36 Ages — 5.19 Agso

Clorofilab (ug - mL™) = 27.43 Agso — 8.12 Ages
Carotenoides totales (ug - mL™) = [1000 A,;o — 2.13(Clorofilaa) — 97.64(Clorofila b)] / 209

Para expresar el contenido de carotenoides totales en funcion de la biomasa

seca, se calcul6 un factor de conversion entre biomasa hlimeda y seca mediante:
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F=P/PB
donde F corresponde al factor de conversion, Ps es el peso seco y P,el peso
himedo de la muestra. La concentracion final de pigmentos se expresd como

mg-g~! de biomasa mediante:

Cp = (Cext X V X D)/ (Wy X F)
donde C,, corresponde al contenido de pigmento expresado en mg-g™ de
biomasa, Cey; €s la concentracion del extracto, V el volumen final del solvente, D
el factor de dilucion, Wy, el peso humedo utilizado en la extraccion y F el factor de
conversion a peso seco. Las unidades se ajustaron para expresar el resultado final

en mg de pigmento por gramo de biomasa.

8.10. Perfil pigmentario mediante HPLC-DAD

El perfil pigmentario se determind mediante cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada a detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). La metodologia
se basé en el procedimiento LAP para identificacion y cuantificacion de pigmentos
fotosintéticos en biomasa microalgal, que permite separar, identificar y cuantificar

pigmentos mediante comparacion con estdndares analiticos (Rowland et al., 2022).

8.10.1. Preparacion de extractos para HPLC

La biomasa cosechada se seco a 32 °C durante 24 h y posteriormente se
macer6 hasta obtener un polvo fino. De cada muestra se pesaron 80 mg en tubos de
microcentrifuga de 2 mL y se afadieron ocho perlas de acero inoxidable de 2.4 mm.
La muestra fue agitada mediante vortex durante 1 min a 6000 rpm. Luego, se

transfirieron 20 mg de muestra a un nuevo tubo rotulado, se afiadié 1 mL de agua

47
MAATE-DBI- CM2022-0264



tipo I y se dejo reposar durante 30 min en refrigeraciéon para favorecer la

rehidratacion y reducir actividad biologica residual.

Después de la rehidratacion se adicionaron 500 pL de metanol grado HPLC
y 500 pL de cloroformo grado HPLC. La mezcla se homogeniz6 durante 20 s a
6000 rpm en vortex después de agregar cada solvente y se centrifugé a 11 °C
durante 5 min a 6000rpm. El sobrenadante se recuperé con micropipeta y se
transfirio a un baldn de aforo ambar. El proceso de extraccion se repitid cinco veces
por muestra o hasta observar una reduccion evidente del color del pellet. El volumen
final se aford a 5 mL con una mezcla 50:50 de metanol y cloroformo. Los extractos

se conservaron en crioviales ambar a —20 °C hasta su anélisis.

Antes de la inyeccion, se tomaron 500 pL de cada extracto con jeringa
desmontable y se filtraron con filtros PTFE de 0.45 pym y 13 mm de didmetro. El
filtrado se coloco en viales &mbar de 2 mL para HPLC. Las diluciones variaron

dependiendo la concentracion de cada muestra.

8.10.2. Condiciones cromatograficas

Se utilizé un cromatografo Agilent 1260 Infinity equipado con detector
DAD 1290 Infinity. La separacion se realiz6 en una columna Kinetex EVO C18 de
5 um, 100 A, 150 x 4.6 mm, mantenida a 25 °C. La fase mévil estuvo compuesta
por metanol y acetato de etilo grado HPLC en proporcion 80:20 (v/v). Los solventes
fueron filtrados al vacio con membranas PTFE de 0.45 pm y desgasificados en baio

ultrasénico durante 10 min antes de su uso.
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El flujo de la fase movil fue de 1 mL-min™!, el volumen de inyeccién fue de
8 uL y el tiempo de corrida por muestra fue de 10 min. El sistema se purg6 antes
de iniciar la secuencia para eliminar burbujas de aire. La adquisicion y revision de

cromatogramas se realiz6 con el software OpenLab.

Tabla 9
Condiciones cromatogrdficas utilizadas para el andlisis de pigmentos por HPLC-
DAD.

Parametro Condicion

Equipo Agilent 1260 Infinity con detector DAD 1290 Infinity
Columna Kinetex EVO C18, 5 pm, 100 A, 150 x 4.6 mm
Temperatura de columna 25°C

Fase movil Metanol:acetato de etilo, 80:20 (v/v)

Flujo I mL-min™

Volumen de inyeccion 8 uL

Tiempo de corrida 10 min por muestra

Filtracion de extractos Filtros PTFE, 0.45 pm, 13 mm

Software de adquisicion OpenLab

8.10.3. Preparacion de estindares y curvas de calibracion

Se prepararon estandares analiticos de luteina, B-caroteno, clorofila a y
clorofila b (Sigma-Aldrich). Para cada compuesto se elabord una solucién madre
de 100 mg L'y, a partir de ella, diluciones de trabajo dentro del rango lineal del
detector. Las diluciones se prepararon con acetona y se analizaron antes de las
muestras para verificar los tiempos de retencion y construir las curvas de

calibracion.

La cuantificacién de cada pigmento se realizd mediante regresion lineal

entre el area cromatografica y la concentracion del estandar correspondiente:

Area = mC + b
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donde Area corresponde al area integrada del pico cromatografico, C es la
concentracion del estandar, m la pendiente de la curva de calibraciéon y b la
ordenada al origen. La concentracion de cada pigmento en las muestras se estimo

despejando C:

C = (Area — b) /m
Los pigmentos fueron identificados por comparacion con los tiempos de

retencion y las curvas de calibracion de los estandares.

Figura 6
Cromatograma del estandar de luteina.

= =

Nota. Concentracion de 10 mg/L (R1) obtenido por HPLC. Tiempo de retencion 1.64 min.
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Figura 7
Curva de calibracion de luteina.

600000000 y =2E+07x - 2E+06
2 =
500000000 R 0.9978
400000000
<
= 300000000 .
= —@— Seriesl
200000000 .. Lineal (Series1)
100000000
0
0 5 10 15 20 25

CONCENTRACION (mg/L)

Figura 8
Cromatograma del estandar de clorofila b.

Nota. Concentracion de 10.0 mg/L (R1) obtenido por HPLC. Tiempo de retencion. 2.22
min
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Figura 9
Curva de calibracion de clorofila b.
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Figura 10
Cromatograma del estandar de clorofila a.
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Nota. Concentracion de 10.0 mg/L (R1) obtenido por HPLC. Tiempo de retencion. 2.66

min.
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Figura 11
Curva de calibracion de clorofila a.

300000000
250000000
200000000

150000000

Area

100000000

50000000

0
0 2 4 6

8

10

Concentracion (mg/L)

Figura 12
Cromatograma del estandar de [-caroteno.
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Figura 13
Curva de calibracion de S-caroteno.
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8.11. Programas utilizados y organizacion de datos

Los datos experimentales fueron organizados inicialmente en Microsoft
Excel, separando las hojas de crecimiento, peso seco, carotenoides totales y perfil
pigmentario. Las variables principales de la matriz de crecimiento fueron: ciclo
experimental, medio de cultivo, cultivo, dia de evaluacion, absorbancia a 720, 647
y 540 nm, y peso seco. Para pigmentos se organizaron las variables: medios de
cultivo, ciclos experimentales, muestras, duplicados técnicos, carotenoides totales

y concentraciones obtenidas por HPLC.

Los analisis estadisticos y la elaboracion de figuras se realizaron en RStudio
con R (R Core Team, 2025). Se utilizaron los paquetes readxl u openxlsx para
importacion de datos; dplyr y tidyr para depuracion y organizacion; ggplot2 para

visualizacion (Wickham, 2016); Ime4 y ImerTest para modelos lineales mixtos
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(Bates et al., 2015); emmeans para medias marginales estimadas y comparaciones
post hoc (Lenth, 2026); DHARMa para diagndstico de residuos simulados (Hartig,
2026); performance para R? marginal y condicional (Liidecke et al., 2021); car para
pruebas complementarias de supuestos (Fox & Weisberg, 2019); sandwich y Imtest
para errores estandar robustos HC3 (Zeileis, 2004); y ggpubr para la organizacion

de figuras multipanel cuando fue necesario.

8.12. Analisis estadistico

La normalidad de las variables de respuesta fue evaluada inicialmente
mediante la prueba de Shapiro-Wilk como andlisis exploratorio. Sin embargo,
debido a que las mediciones de crecimiento correspondieron a un disefio
longitudinal con medidas repetidas por cultivo, la validacién principal de los

supuestos se realizo sobre los residuos de los modelos ajustados.

8.12.1. Modelos lineales mixtos para crecimiento

Para evaluar el efecto del medio de cultivo y del tiempo sobre el crecimiento
de Leptolyngbya spp., se ajustaron modelos lineales mixtos independientes para
OD720, OD647, OD540 y peso seco. En cada modelo, el medio de cultivo, el dia
de evaluacion y su interaccion fueron considerados efectos fijos, mientras que el
cultivo individual fue incorporado como efecto aleatorio para representar la

dependencia entre mediciones repetidas.
Yijk = Bo + BlMEdiOi + BzDia] + Bg(MediOi X Dia]) + ug + Ejjk
Donde: Y representa la variable respuesta, Po es el intercepto, 1, B2 y Bs

corresponden a los efectos fijos del medio, el tiempo y su interaccion, u k
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representa el efecto aleatorio del cultivo y € ijk el error residual. Los grados de
libertad se estimaron mediante el método de Kenward-Roger cuando fue aplicable.
La presencia de interaccion significativa entre medio y dia justifico la comparacion
de medios dentro de cada tiempo de evaluacidn mediante medias marginales

estimadas.

La adecuacion de los modelos mixtos se verificO mediante residuos
simulados con DHARMa, evaluando uniformidad, dispersion y presencia de
valores atipicos. La bondad de ajuste se reportd mediante R? marginal y R?
condicional, donde el primero expresa la variacion explicada por los efectos fijos y

el segundo incorpora también la variacion asociada al efecto aleatorio.

8.12.2. Comparacion de parametros cinéticos

Los parametros cinéticos derivados del peso seco se calcularon por réplica
biologica. La comparacion entre BG11 y SOT se realizdo mediante prueba t de
Welch, debido a que este procedimiento no asume igualdad de varianzas entre
grupos y es apropiado para comparar dos tratamientos independientes. Los

resultados se expresaron como media =+ error estandar.

8.12.3. Analisis de carotenoides totales y perfil pigmentario

El contenido de carotenoides totales fue analizado mediante modelos
lineales, considerando el medio de cultivo y el ciclo experimental como factores
explicativos. Inicialmente se evaluo la interaccion entre medio y ciclo; cuando esta
no fue significativa, se report6 el modelo aditivo. Las comparaciones entre medios

se realizaron mediante medias marginales estimadas.
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Para el perfil pigmentario por HPLC se ajustaron modelos independientes
para B-caroteno, luteina y clorofila a. En cada caso se evalud el efecto del medio,

del ciclo experimental y de la interaccion entre ambos factores.

8.12.4. Relacion entre biomasa final y pigmentos

Para evaluar si la biomasa final estuvo asociada con la acumulacion de
pigmentos, se ajustaron modelos lineales independientes para carotenoides totales,
B-caroteno, luteina y clorofila a. En cada modelo se evalud inicialmente la
interaccion entre biomasa final y medio de cultivo. Cuando la interaccion no fue

significativa, se reportd el modelo aditivo:

Pigmento = (3o + (;Biomasa final + B,Medio + ¢

Los supuestos se examinaron mediante diagnostico grafico de residuos y
pruebas complementarias de normalidad y varianza no constante. Cuando se detecto
heterocedasticidad, la inferencia se realizd con errores estandar robustos tipo HC3,

calculados con los paquetes sandwich y Imtest.

8.12.5. Sintesis del desempeiio relativo

Para comparar de forma integrada el desempefio de los medios BG11 y
SOT, los indicadores principales fueron normalizados respecto al mejor valor
observado para cada variable. Para indicadores donde un valor mayor representa

mejor desempefio, se aplico:

Desempefio relativo (%) = (Valor del medio / Valor maximo del indicador) x 100
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Para el tiempo de duplicacion, donde un valor menor representa mayor

eficiencia, se aplico:

Desempefio relativo (%) = (Valor minimo del indicador / Valor del medio) x 100

8.12.6. Evaluacion productiva y econémica exploratoria

Se realiz6 una evaluacion exploratoria por litro de cultivo para relacionar la
biomasa obtenida con la cantidad potencial de cada pigmento. El rendimiento
volumétrico del pigmento i (Yi) se calculé multiplicando la biomasa maxima
experimental (Xmax, g-L™') por su contenido en la biomasa (Ci, mg-g™"'). La
productividad pigmentaria (Pi) se estim6 a partir de la productividad de biomasa
(PX, g'L"-d ™).

Yi (mg-L™) = Xméax (g-L™) x Ci(mg-g™)

Pi(mg-L*-d?') = PX(g-L*-d?) x Ci(mg-g™)

Para clorofila a se mantuvieron separados los dos ciclos experimentales,
debido a la interaccion significativa medio x ciclo. La estimacion volumétrica de
cada ciclo se obtuvo con la biomasa maxima media del tratamiento y se considerd
unicamente orientativa, porque no se dispuso de una biomasa maxima especifica
para cada muestra pigmentaria. La clorofila b no se incluyé en calculos de
rendimiento porque fue no detectada (ND), condicion que no equivale a una
concentracion nula.

La evaluacion monetaria se planteé como analisis de sensibilidad y no como
presupuesto real del laboratorio. Se utilizé un costo bibliografico de medio (CV):
US$0.012-L", valor redondeado al convertir el costo quimico de BG11 informado

por Sharma et al. (2016) con el tipo de cambio promedio de 2016 (World Bank,
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n.d.), este valor se aplico por igual a BG11 y SOT para comparar el efecto del

rendimiento.

Costo de medio por biomasa (US$ - kg™") = (CV /Xmax) x 1000

El beneficio bruto potencial se monetizd unicamente con -caroteno, porque
los carotenoides totales constituyen una mezcla y asignar a toda esa masa el precio
de un compuesto puro sobrestimaria el ingreso. Se adopt6é un valor referencial de
US$592.59-kg™", derivado de US$1.6 millones de venta anual para 2.7 t de -
caroteno en el escenario industrial de Ludwig et al. (2021).

BB (US$-L™) = [YB(mg-L™)/10°] x 592.59
Costo de medio por B — caroteno (US$ - mg™) = CV/YB
Relacién B/C = BB/ CV

Rentabilidad sobre el costo variable (%) = [(BB — CV) /CV] x 100

El costo critico relativo se obtuvo comparando los rendimientos de ambos
medios. SOT mantiene ventaja econdmica relativa mientras su costo total por litro
no supere el costo de BG11 en una proporcidon mayor que el aumento de

rendimiento del producto objetivo.

(CSOT / CBG11)critico = YSOT / YBG11

El célculo excluyd mano de obra, agua, energia de iluminacion y aireacion,
in6culo, esterilizacion, cosecha, secado, solventes, recuperacion y purificacion,

control de calidad, depreciacion, empaque y comercializacion.
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9. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
9.1. Cinética de crecimiento

La cinética de crecimiento fue evaluada mediante absorbancias a 720, 647
y 540 nm, ademas de peso seco. Para cada variable se ajustaron modelos lineales
mixtos con medio de cultivo, dia e interaccion medio x dia como efectos fijos, y el
cultivo como efecto aleatorio. Los grados de libertad se estimaron mediante el

método de Kenward-Roger.

Tabla 10
Andlisis de varianza de los modelos lineales mixtos ajustados para los
indicadores de crecimiento de Leptolyngbya spp.

Variable Efecto gl glresidual F p
Absorbancia a 720 nm Medio 1 18 32,78  <0.001
Dia 8 144 27991 <0.001
Medio x Dia 8 144 5.35 <0.001
Absorbancia a 647 nm Medio 1 18 48.03  <0.001
Dia 8 154 234.17 <0.001
Medio x Dia 8 154 591 <0.001
Absorbancia a 540 nm Medio 1 18 17.85 <0.001
Dia 8 154 197.57 <0.001
Medio x Dia 8 154 2.63 0.010
Peso seco Medio 1 18 72.89  <0.001
Dia 8 162 916.45 <0.001
Medio x Dia 8 162 2.45 0.016

Nota. Para cada indicador de crecimiento se ajusto un modelo lineal mixto que incluyo el
medio de cultivo, el dia y la interaccion medio % dia como efectos fijos, y el cultivo como efecto
aleatorio. Los grados de libertad se estimaron mediante la aproximacion de Kenward—Roger. Los
valores de p inferiores a 0.001 se presentan como p < 0.001.

Los modelos evidenciaron efectos significativos del medio de cultivo, del
tiempo y de la interaccion medio x dia en todas las variables evaluadas (Tabla 10).
La interaccion significativa indico que las diferencias entre los medios BG11 y SOT

no se mantuvieron constantes a lo largo del periodo de cultivo, sino que variaron
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segun el dia de evaluacion. Por esta razon, se realizaron comparaciones entre ambos

medios dentro de cada dia mediante medias marginales estimadas.

Figura 14
Cinética de crecimiento de Leptolyngbya spp. cultivada en BG11 y SOT,
determinada mediante absorbancia a 720 nm.
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Nota. Los puntos representan las medias marginales estimadas del modelo lineal mixto y
las barras de error corresponden al intervalo de confianza del 95 %. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre medios para cada dia de evaluacion, obtenidas mediante
comparaciones de medias marginales estimadas.

Las condiciones del presente estudio son especialmente cercanas a
antecedentes de Leptolyngbya tolerantes a alcalinidad y salinidad. Kim et al. (2015)
reportaron propagacion eficiente de Leptolyngbya sp. KIOST-1 en SOT y un 6ptimo
cercano a 30 °C. Posteriormente, Lee et al. (2024) observaron crecimiento de esa
cepa entre 10 y 50 psu y pH 8.3-10.3, ademas de mayor biomasa y pigmentos
fotosintéticos en SOT que en otros medios. La salinidad de 30 ppt y el pH 9
utilizados aqui caen dentro de esos intervalos. En una cepa estuarina del Caribe
colombiano, Obando Montoya et al. (2025) encontraron mayor biomasa a 28 °C
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que a 35 °C; aunque usaron distintas longitudes de onda y no puede hacerse una
comparacion cuantitativa directa, la cercania térmica y el origen estuarino hacen

que ese estudio sea regional y ecoldgicamente pertinente.

Figura 15
Cinética de crecimiento de Leptolyngbya spp. cultivada en BG11 y SOT,
determinada mediante absorbancia a 647 nm.
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Nota. Los puntos representan las medias marginales estimadas del modelo lineal mixto y
las barras de error corresponden al intervalo de confianza del 95 %. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre medios para cada dia de evaluacion.

Tabla 11
Comparaciones de medias marginales estimadas de la absorbancia a 647 nm
entre BG11 y SOT por dia de cultivo.

Dia Diferencia Error gl t p Significancia
estimada estandar
(BG11 - SOT)
0 -0.031 0.078 77 -0.397 0.692 ns
2 -0.059 0.078 77 -0.758 0.451 ns
4 -0.162 0.078 77 -2.068 0.042 *
6 -0.251 0.078 77 -3.211 0.002 *x
8 -0.346 0.078 77 -4.420 <0.001 oAk
10 -0.340 0.078 77 -4.342 <0.001 ok
12 -0.400 0.078 77 -5.113 <0.001 ok
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14 -0.499 0.078 77 -6.378 <0.001 ok
16 -0.480 0.078 77 -6.136 <0.001 ok

Nota. Las diferencias negativas indican valores superiores en SOT. ns = no significativo; *
p <0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.

La absorbancia a 647 nm mostré un comportamiento similar al observado a
720 nm. No se detectaron diferencias entre medios en los dias 0 y 2; sin embargo,
desde el dia 4 el medio SOT registr6 valores significativamente superiores a BG11
(p = 0.042). La diferencia aumentd progresivamente, alcanzando el valor maximo

en el dia 14 (-0.499 unidades de absorbancia; p <0.001), y permanecid significativa

hasta el final del ensayo.

Figura 16
Cinética de crecimiento de Leptolyngbya spp. cultivada en BG11 y SOT,
determinada mediante absorbancia a 540 nm.
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Nota. Los puntos representan las medias marginales estimadas del modelo lineal mixto y
las barras de error corresponden al intervalo de confianza del 95 %. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre medios para cada dia de evaluacion.
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Tabla 12
Comparaciones de medias marginales estimadas de la absorbancia a 540 nm
entre BG11 y SOT por dia de cultivo.

Dia Diferencia Error gl t p Significancia
estimada estandar
(BG11 - SOT)
0 -0.014 0.077 60.6 -0.176 0.861 ns
2 -0.045 0.077 60.6 -0.587 0.560 ns
4 -0.118 0.077 60.6 -1.527 0.132 ns
6 -0.173 0.077 60.6 -2.243 0.029 *
8 -0.234 0.077 60.6 -3.034 0.004 *x
10 -0.234 0.077 60.6 -3.027 0.004 o
12 -0.244 0.077 60.6 -3.159 0.003 *x
14 -0.330 0.077 60.6 -4.269 <0.001 ok
16 -0.294 0.077 60.6 -3.811 <0.001 ok

Nota. Las diferencias negativas indican valores superiores en SOT. ns = no significativo; *
p<0.05; **p<0.01; *** p <0.001.

La absorbancia a 540 nm present6 diferencias significativas desde el dia 6,
cuando SOT superé a BG11 (p =0.029). Esta diferencia se mantuvo hasta el dia 16,
aunque su magnitud fue menor que la registrada para las absorbancias a 720 y 647
nm. La mayor diferencia estimada se observo en el dia 14 (-0.330 unidades de

absorbancia; p < 0.001).
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Figura 17

Biomasa de Leptolyngbya spp. cultivada en BG11 y SOT, determinada mediante
peso seco.
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Nota. Los puntos representan las medias marginales estimadas del modelo lineal mixto y
las barras de error corresponden al intervalo de confianza del 95 %. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre medios para cada dia de evaluacion.

El peso seco confirmo la tendencia observada mediante espectrofotometria.
Durante los dias 0 y 2 no se detectaron diferencias entre medios, mientras que desde
el dia 4 SOT produjo una biomasa significativamente mayor que BG11. Las
mayores diferencias se registraron en los dias 8, 10 y 14, con valores entre -0.021 y

-0.022 g-L, lo que indica una acumulacion de biomasa mas alta y sostenida en

SOT.
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9.1.1. Modelado de la cinética de crecimiento

Los datos experimentales de biomasa obtenidos mediante peso seco fueron
ajustados al modelo no lineal de Gompertz para representar el comportamiento

sigmoidal del cultivo y estimar parametros asociados al crecimiento en cada medio.

Figura 18
Ajuste del modelo de Gompertz a la biomasa de Leptolyngbya spp. cultivada en
BGI11y SOT.
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Nota. Los puntos representan los valores experimentales de peso seco y las lineas
corresponden al ajuste del modelo de Gompertz. El coeficiente de determinacion indica la calidad

del ajuste para cada medio de cultivo.

Tabla 13

Parametros estimados del modelo de Gompertz ajustado a la biomasa de
Leptolyngbya spp.

Medio A B k R? AIC RSE
BGl11 0.229 2.752 0.213 0.991 -56.61 0.0082
SOT 0.238 2.801 0.243 0.989 -53.85 0.0095

Nota. A = biomasa maxima estimada; B = parametro de desplazamiento de la curva; k =
constante de crecimiento; R? = coeficiente de determinacion; AIC = criterio de informacion de
Akaike; RSE = error estandar residual.

El ajuste de Gompertz mostrd una biomasa maxima estimada ligeramente

mayor en SOT (A = 0,238 g-L™") que en BG11 (A = 0,229 g-L™"). El parametro k
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también fue superior en SOT (0,243 frente a 0,213), aunque ambos modelos

presentaron una bondad de ajuste elevada (R? > 0,989).

Figura 19
Ajuste del modelo de Gompertz a la densidad optica a 720 nm de Leptolyngbya
spp. cultivada en BG11 y SOT.

BG11 SOT

=)
o
8 R2 = 0.997
= 121
=
S R2=10.995
[al]
[
© 0.8
[1v)
)
=
)
©
& 0.4
=]
w
o
Q
(]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo de cultivo (dias)

Nota. Los puntos representan los valores experimentales de peso seco y las lineas
corresponden al ajuste del modelo de Gompertz. El coeficiente de determinacion indica la calidad
del ajuste para cada medio de cultivo.

El modelo de Gompertz describio el crecimiento de Leptolyngbya spp. en
ambos medios de cultivo, con elevados coeficientes de determinacion obtenidos (R?
=0.991 para BG11 y R* = 0.989 para SOT), lo que indica que el modelo explicd

mas del 98 % de la variabilidad observada en los datos experimentales.

Ambos tratamientos presentaron una trayectoria de crecimiento con
comportamiento sigmoidal (Figura 19), fue posible identificar tres etapas
principales del crecimiento: una fase de adaptacion durante los primeros dias de
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cultivo (0-2 dias), una fase exponencial comprendida aproximadamente entre los
dias 2 y 10, y una fase de desaceleracion o aproximacion a la biomasa maxima entre
los dias 12 y 16. El punto de inflexion del modelo se estim6 en 4.75 dias para BG11
y 4.24 dias para SOT, lo que indica que el medio SOT alcanzé ligeramente antes la

etapa de mayor velocidad de crecimiento.

Aunque ambos medios mostraron una dindmica de crecimiento similar.
Asimismo, el pardmetro de crecimiento (k) fue mayor en SOT, indicando una
velocidad de incremento de biomasa ligeramente superior durante la fase

exponencial.

Tabla 14
Pardametros del modelo de Gompertz ajustado a la densidad optica a 720 nm de
Leptolyngbya spp. cultivada en BG11 y SOT.

Medio A B k R? AIC RSE Punto de  Dia 20 Dia 80
ah inflexion % %
(d) ODmax  ODmax
BG11 1426 2274 0.147 0.995 - 0.0296 5.60 2.36 15.83
33.47
SOT 1.713 2311 0.170 0.997 - 0.0279 4.92 2.12 13.71
34.56

Nota. A representa la OD720 maxima estimada por el modelo; B corresponde al pardmetro
de desplazamiento de la curva; k representa la tasa de incremento de la OD720; R? indica la bondad
de ajuste; AIC corresponde al criterio de informacion de Akaike; RSE representa el error estandar
residual

El modelo de Gompertz ajustado a los valores de OD720 present6 una alta
bondad de ajuste en ambos medios de cultivo, con valores de R? de 0.995 para BG11
y 0.997 para SOT. Esto indica que la densidad oOptica a 720 nm describid
adecuadamente la cinética de crecimiento de Leptolyngbya spp. durante el periodo

experimental. El medio SOT present6 una OD720 méaxima estimada superior (A =
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1.713) en comparacion con BG11 (A = 1.426), lo que sugiere una mayor

acumulacion celular bajo esta condicion.

Ademas, el valor de k fue mayor en SOT (0.170 d™') que en BG11 (0.147
d™), indicando un incremento mas rapido de la densidad optica en el medio SOT.
El punto de inflexion ocurrié antes en SOT, aproximadamente en el dia 4.92,
mientras que en BG11 se estimd en el dia 5.60. Esto evidencia que los cultivos en

SOT alcanzaron antes la etapa de mayor velocidad de incremento Optico.

Segun el modelo de Gompertz, ambos cultivos presentaron una fase inicial
de adaptacion durante los primeros dias. Posteriormente, la etapa de crecimiento
activo se extendid desde aproximadamente el dia 2 hasta el dia 15.83 en BG11 y
hasta el dia 13.71 en SOT. El medio SOT alcanzé antes el 80 % de la OD720
maxima estimada, lo que sugiere una progresion mas rapida hacia la fase de

desaceleracion.

9.1.2. Relacion entre peso seco y densidad optica a 720 nm

Tabla 15
Relacion entre peso seco y densidad optica a 720 nm.

Dia Medio n OD720 media OD720 Peso seco Peso Fase estimada
+EE max. media + EE seco
(%) (g'LY max.
(%)

0 BGI1 10 0.112+0.024 6.7 0.006 £0.000 2.7 Adaptacion

2 BGI1 10 0.270+0.033 16.1 0.035+0.001 16.5 Adaptacion

4 BGIl 10 0.441+0.027 26.3 0.085+0.005 39.6 Crecimiento
activo

6 BGI1 10 0.554+£0.041 33.0 0.100+0.004 46.9 Crecimiento
activo

8 BG1l 10 0.540+0.054 322 0.142 £0.007 66.6 Crecimiento
activo

10 BGIl 10 0.822+0.060 49.0 0.158 £0.007 73.9 Crecimiento
activo

12 BGI1 10 0.994+0.053 59.2 0.185+0.005 86.5 desaceleracion
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14 BG11 10 1.039+0.070 61.9 0.198 £0.007 92.6 desaceleracion

16 BGIl 10 1.162+0.065 69.2 0.214+0.004 100.0 desaceleracion

0 SOT 10 0.140+0.035 7.6 0.006 £0.000 2.5 Adaptacion

2 SOT 10 0.321+£0.037 174 0.039+£0.000 16.9 Adaptacion

4 SOT 10 0.580+0.027 31.4 0.099+0.001 43.5 Crecimiento
activo

6 SOT 10  0.757+0.044 41.0 0.115+0.001 50.1 Crecimiento
activo

8 SOT 10 0.802+0.047 43.5 0.164 £0.001 71.7 Crecimiento
activo

10 SOT 10 1.099+0.028 59.6 0.180+£0.001 78.9 Crecimiento
activo

12 SOT 10 1.278+0.023  69.3 0.202 £0.001 88.2 desaceleracion

14 SOT 10 1.383+0.033 75.0 0.219+£0.001 96.0 desaceleracion

16 SOT 10 1.484=+0.010 804 0.228 £0.002 100.0 Desaceleracion

Nota. Los valores corresponden a media + error estandar. El porcentaje de OD720 maxima
se calculo respecto al valor maximo estimado por el modelo de Gompertz para cada medio, mientras
que el porcentaje de peso seco maximo se calcul6 respecto al mayor peso seco promedio observado
en cada medio. La fase estimada se asigno considerando los rangos: <20 % = adaptacion; 20—80 %

= crecimiento activo; >80 % = desaceleracion. Cuando OD720 y peso seco no coincidieron

completamente en la misma fase, se considerd una etapa de transicion.

Figura 20
Relacion entre la densidad optica a 720 nm y el peso seco de Leptolyngbya spp.
cultivada en BG11 y SOT.
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Nota. Los puntos representan la media por dia de cultivo y las barras de error corresponden
al error estdndar. Los niimeros sobre cada punto indican el dia de cultivo. Las lineas muestran el
ajuste del modelo lineal y las bandas sombreadas representan el intervalo de confianza del 95 %.

La OD720 permitié seguir de forma rapida el avance del cultivo, mientras
que el peso seco aportdé una medida directa de la biomasa acumulada. En ambos
medios, los dias 0 y 2 correspondieron a una fase de adaptacion, seguida por una
etapa de crecimiento activo entre los dias 4 y 10. A partir del dia 12 se observo una
transicion hacia la desaceleracion, principalmente evidenciada por el porcentaje de
peso seco maximo. En SOT, el dia 16 alcanzé valores superiores al 80 % tanto en

0OD720 como en peso seco, por lo que se clasificé como fase de desaceleracion.

9.1.3. Parametros cinéticos experimentales

A partir de la biomasa seca se estimaron los parametros cinéticos de
Leptolyngbya spp. en BG11 y SOT. SOT presentd valores significativamente
superiores de tasa especifica de crecimiento, biomasa maxima y productividad,

ademas de un menor tiempo de duplicacion (Tabla 16).

Tabla 16
Parametros cinéticos de crecimiento de Leptolyngbya spp. cultivada en BG11 y

SOT.

Parametro BG11 SOT D

Tasa especifica de crecimiento, i (d™') 0.1713 £0.0004 0.1738 £0.0006 0.005
Tiempo de duplicacion (d) 4.05 +0.01 3.99 £0.02 0.005
Biomasa maxima (g-L™") 1.279 +£0.001 1.311 £ 0.004 <0.001
Productividad (g-L'-d™") 0.0736 £ 0.0015 0.0786 £ 0.0005 0.009

Nota. Los valores se presentan como media + error estandar. p = tasa especifica de
crecimiento; d = dias. La biomasa maxima y la productividad fueron calculadas a partir de la
biomasa seca ajustada en g-L™!, Los valores de p corresponden a la comparacion entre medios de
cultivo.
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Figura 21
Comparacion de los parametros cinéticos experimentales de crecimiento de
Leptolyngbya spp. cultivada en BG11 y SOT.
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Nota. Los puntos representan las medias (n = 5).
9.2. Caracterizacion del contenido de pigmentos

9.2.1. Carotenoides totales

Tabla 17

Efectos del modelo lineal ajustado para el contenido de carotenoides totales de
Leptolyngbya spp.

Efecto gl gl residual F P
Medio 1 9 447.77 <0.001
Ciclo 1 9 185.22 <0.001

Nota. El modelo final incluy6 el medio de cultivo y el ciclo experimental como efectos
fijos. La interaccion medio X ciclo fue evaluada inicialmente y no resulto significativa.
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Figura 22
Contenido de carotenoides totales de Leptolyngbya spp. cultivada en BG11 y
SOT.
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Nota. Los puntos representan las medias de las muestras biologicas individuales (n = 6 por
medio). La comparacion entre medios se realizé mediante un modelo lineal ajustado por la corrida
experimental.

El contenido de carotenoides totales fue significativamente mayor en SOT
que en BG11 (p <0.001). Las medias ajustadas fueron de 8.60 = 0.11 mg-g™! para
SOT y 5.39 £ 0.11 mg-g* para BG11. Ademas, el ciclo experimental presentd un
efecto significativo, aunque la interaccion medio X ciclo no fue significativa, lo que

indica que la diferencia entre medios se mantuvo de forma consistente en ambas

corridas.

9.2.2. Perfil pigmentario determinado mediante HPLC

El andlisis mediante HPLC permiti6 identificar y cuantificar -caroteno,
luteina y clorofila a en las muestras de Leptolyngbya spp. En contraste, la clorofila
b no fue detectada bajo las condiciones analizadas. Los pigmentos evaluados
presentaron respuestas diferenciadas frente al medio de cultivo y, en el caso de la

clorofila a, frente a la corrida experimental.
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Tabla 18

Resumen de los pigmentos cuantificados en Leptolyngbya spp. cultivada en BG11
y SOT.

Pigmento BG11 (media £ EE) SOT (media + EE) Resultado estadistico
principal

Carotenoides totales 5.39+0.11 8.60+£0.11 Medio: p <0.001

[B-caroteno 5.39+0.64 7.60 + 0.64 Medio: p = 0.038

Luteina 0.72 +0.22 0.41+0.22 Medio: p=0.330

Clorofila a Medio X corrida: p =
0.0066

Clorofila b ND ND No detectada

Nota. Los valores se expresan en mg-g!, excepto en clorofila b, que se reporta como no
detectada (ND). EE = error estandar.

Figura 23

Contenido de [-caroteno, luteina y clorofila a determinado mediante HPLC en
cultivos de Leptolyngbya spp. desarrollados en BG11 y SOT.
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Nota. Los puntos representan las observaciones individuales; los circulos blancos indican
la media =+ error estandar. Los colores corresponden al medio de cultivo. En f-caroteno y luteina se
muestra el valor de p asociado al efecto del medio de cultivo. En clorofila a se presenta el valor de
la interaccion medio x corrida. La clorofila b no fue detectada.

El B-caroteno fue significativamente mayor en SOT que en BG11 (p =
0.038), con medias ajustadas de 7.60 = 0.64 y 5.39 + 0.64 mg-g', respectivamente.
El ciclo experimental también tuvo un efecto significativo (p = 0.002), mientras que

la interaccion medio X ciclo no fue significativa (p = 0.241), lo que sugiere que la

superioridad de SOT fue consistente entre corridas.
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La luteina no mostro diferencias significativas entre medios (p =0.330). Las
medias ajustadas fueron de 0.72 + 0.22 mg-g ' paraBG11y 0.41 +0.22 mg-g ' para
SOT. Este resultado indica que, bajo las condiciones evaluadas, la concentracion de

luteina fue relativamente similar entre tratamientos.

Para la clorofila a se detectd una interaccion significativa entre medio de
cultivo y ciclo experimental (p = 0.0066). En el primer ciclo experimental, SOT
presentd mayor concentracion que BG11 (24.57 £ 1.77 frente a9.71 £ 1.77 mg-g';
p =0.0003). En el segundo ciclo, la diferencia entre medios no fue significativa (p
=0.4515). Ademas, la clorofila a disminuy06 significativamente entre ciclo en SOT
(p = 0.0005), mientras que en BG11 no se detectaron cambios significativos (p =

0.596).

9.3. Comparacion de los medios de cultivo
9.3.1. Relacion entre biomasa final y contenido de pigmentos

Se ajustaron modelos lineales independientes para carotenoides totales, [3-
caroteno, luteina y clorofila a. En todos los casos se evalud inicialmente la

interaccion biomasa % medio; al no ser significativa, se reportaron modelos aditivos.

El modelo correspondiente a carotenoides totales explico el 82.7 % de la
variacion observada (R = 0.827). La biomasa final se asocid significativamente con
la concentracion de carotenoides (p = 0.008), y el medio de cultivo también tuvo un
efecto significativo (p = 0.003). Esto indica que SOT favoreci6 una mayor

acumulacion de carotenoides totales incluso después de considerar la biomasa
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alcanzada. En cambio, B-caroteno, luteina y clorofila a no presentaron una relacion

significativa con la biomasa final dentro de estos modelos.

Figura 24
Relacion entre la biomasa final y el contenido de carotenoides totales en

Leptolyngbya spp. cultivada en BG11 y SOT.
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Nota. Los puntos indican las medias, los colore s indican el medio de cultivo. Las lineas
representan las predicciones del modelo lineal aditivo, con pendiente comtn para ambos medios
debido a que la interaccion biomasa X medio no fue significativa. Las bandas sombreadas
corresponden al intervalo de confianza del 95 %.

9.3.2. Desempeiio relativo de los medios de cultivo

Se normalizaron los principales indicadores respecto al mejor desempefio
observado para cada variable para comparar de manera visual el comportamiento

relativo de ambos medios.

Figura 25
Desemperio relativo de Leptolyngbya spp. cultivada en BG11 y SOT.
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Nota. Los valores fueron normalizados respecto al mejor desempefio observado para cada
indicador, expresandose como porcentaje. Para la tasa especifica de crecimiento, biomasa maxima,
productividad y pigmentos, el mayor valor fue considerado como mejor desempefo. En el caso del
tiempo de duplicacion, el menor valor fue considerado como mejor desempefio. La linea punteada
indica el 100 %, correspondiente al mejor desempeiio relativo para cada variable.

La comparacion del desempeiio relativo mostrd que SOT alcanzé el 100 %
en la mayoria de los indicadores: tasa especifica de crecimiento, tiempo de
duplicacién, biomasa méaxima, productividad, carotenoides totales y B-caroteno.
BG11 alcanzo el mayor valor relativo inicamente en luteina, aunque esta diferencia
no fue significativa. Por tanto, considerando el conjunto de indicadores de

crecimiento y produccion de carotenoides, SOT fue el medio con desempefio mas

consistente para Leptolyngbya spp. bajo las condiciones experimentales evaluadas.

9.3.3. Rendimiento productivo y evaluacion econéomica exploratoria

A partir de la biomasa maxima y la concentracion pigmentaria se estimo la
cantidad de producto contenida en un litro de cultivo. SOT produjo 11.275 mg-L™

de carotenoides totales y 9.964 mg-L' de B-caroteno, frente a 6.894 mg-L™! para
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ambos indicadores en BG11. La mayor biomasa y el mayor contenido especifico de
pigmento actuaron de forma conjunta; por ello, la ventaja volumétrica de SOT fue

de 63.5 % para carotenoides totales y 44.5 % para B-caroteno (Tabla 19).

Tabla 19
Rendimiento volumétrico estimado de biomasa y pigmentos en BG11 y SOT.

Indicador BG11 SOT Lectura comparativa
Biomasa maxima (g-L™") 1.279 1.311 +2.5 % en SOT
Productividad de biomasa (g-L*-d™?) 0.0736 0.0786 +6.8 % en SOT
Carotenoides totales (mg-L™) 6.894 11.275 +63.5 % en SOT
Productividad de carotenoides totales

0.397 0.676 +70.4 % en SOT
(mg.L*I .dfl)
B-caroteno (mg-L™) 6.894 9.964 +44.5 % en SOT
Productividad de B-caroteno

0.397 0.597 +50.6 % en SOT
(mg-Ld )

—41.6 % en SOT; diferencia no
Luteina (mg-L™) 0.921 0.538
significativa

Productividad de luteina (mg-L™'-d™") 0.053 0.032 Estimacion descriptiva
Clorofila a, ciclo 1 (mg-L™) 12.419 32211 Estimacion orientativa; p = 0.0003
Clorofila a, ciclo 2 (mg-L™") 10.654 13.516 Estimacion orientativa; p = 0.4515
Clorofila b ND ND Rendimiento no calculable

Nota. Los rendimientos se calcularon con la biomasa méaxima media y la concentracion
media del pigmento; no representan la recuperacion final después de extraccion y purificacion. Para
clorofila a se aplicé la biomasa maxima media del tratamiento a cada ciclo, por lo que las cifras son
orientativas. ND = no detectada.

La luteina present6 un rendimiento descriptivo de 0.921 mg-L ™' en BG11y
0.538 mg-L! en SOT, pero la diferencia entre medios no fue significativa (p =
0.330); por tanto, no se atribuyd una ventaja productiva a BG11. La clorofila a
conservo la respuesta dependiente del ciclo y la clorofila b no gener6 una cantidad

productiva estimable.

78
MAATE-DBI- CM2022-0264



Tabla 20

Sensibilidad economica del costo de medio y del beneficio bruto potencial de [5-

caroteno.
Indicador BG11 SOT Interpretacion
Costo variable de medio (US$-L™) 0.012 0.012 Banda bibliografica; no costo local
Costo de medio por biomasa seca A igual CV, SOT requiere 2.4 %
9.38 9.15
(US$-kg™) menos por kg
Costo de medio por B-caroteno No incluye recuperacion ni
0.00174 0.00120
(US$-mg™) purificacion
Beneficio bruto potencial de B-caroteno
0.0041 0.0059 +44.5 % en SOT
(US$-L™)
Relacion B/C 0.340 0.492 Ambos < 1
Rentabilidad sobre CV (%) —66.0 —50.8 Resultado negativo

Nota. B/C = relacién beneficio/costo; CV = costo variable del medio. El beneficio se
calculd solo con B-caroteno a US$592.59-kg™, referencia derivada de Ludwig et al. (2021).

En ambos escenarios la relacion B/C fue menor que uno, incluso antes de

incorporar los costos posteriores al cultivo. Bajo el escenario inferior, cada litro de

SOT generd un beneficio bruto potencial de US$0.0059 frente a US$0.0041 en

BG11, pero la rentabilidad sobre el costo variable permanecid negativa (—50.8 %y

—66.0 %, respectivamente). En consecuencia, los resultados no demuestran

rentabilidad absoluta; si muestran que SOT conserva una ventaja relativa si su costo

real por litro no excede al de BG11 en mas de 44.5 % para -caroteno o 63.5 % para

carotenoides totales.

MAATE-DBI- CM2022-0264

79



10. DISCUSION

El medio de cultivo influyd de manera significativa en el crecimiento de
Leptolyngbya spp. y la interaccion medio X dia mostré que la ventaja no fue
constante: aparecid durante la fase activa y se amplid hasta el final del ensayo. La
convergencia entre OD720, OD647, OD540 y peso seco reduce la posibilidad de
que el patron se deba unicamente a interferencia pigmentaria en la lectura optica.
BG11 es un medio general de mantenimiento, pero su uso extendido no implica que
maximice simultdneamente biomasa y pigmentos en todas las cepas; en este caso,
SOT proporcion6 una respuesta superior bajo pH 9, salinidad de 30 ppt, 27 + 1 °C,

100 pmol fotones-m2-s' y fotoperiodo 12:12 h.

En la absorbancia a 720 nm, relacionada principalmente con la densidad
celular, las diferencias entre medios no fueron significativas al inicio del cultivo,
pero desde el dia 4 SOT present6 valores superiores a BG11 y esta tendencia se
mantuvo hasta el dia 16. Este resultado permite interpretar que la cepa no presento
una ventaja inmediata en SOT durante la fase de adaptacion, sino que la respuesta
diferencial aparecié cuando las células entraron en una fase de mayor demanda
metabolica. La misma tendencia se observo en la absorbancia a 647 nm, asociada a
pigmentos fotosintéticos, y en la absorbancia a 540 nm, aunque en esta tltima la
separacion entre tratamientos ocurrié de forma mas tardia. Por tanto, el mayor
crecimiento en SOT no se limita a una sola medicidn, sino que se sostiene en varios

indicadores fisioldgicos.

La biomasa maxima fue de 1.311 £ 0.004 g-L™" en SOT y 1.279 £+ 0.001

g: L' en BGI1, con productividades de 0.0786 £+ 0.0005 y 0.0736 £ 0.0015
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g-L7'-d™!, respectivamente. Taton et al. (2012), cultivaron Leptolyngbya sp. BL0902
en Zarrouk con 100 pmol fotones'm=-s' y fotoperiodo 12:12 h —condiciones
luminicas muy préximas—, pero con un ciclo térmico de 35:25 °C, y obtuvieron un
tiempo de duplicacion de 23 h. El valor de 3.99 d observado aqui es, por tanto,
aproximadamente cuatro veces mas largo. La diferencia puede reflejar la cepa, el

régimen térmico, la agitacion, el criterio de calculo y el estado fisiologico.

Un antecedente ecuatoriano particularmente pertinente es el de Morales-
Avendafio et al. (2025), quienes aislaron una cepa de Leptolyngbya sp. del embalse
Sixto Duran Ballén, en Manabi, y la escalaron de 10 mL a 14 L en BG11o mediante
cultivo discontinuo alimentado. Los cultivos se mantuvieron a 20 + 2 °C, con
fotoperiodo 24:0 h e irradiancias de 39.06, 78.13 y 156.25 pmol'm?s™!, y
recibieron adiciones peridodicas de NaNO3. Los autores reportaron 1.5 g-L™' de
biomasa seca, valor numéricamente superior a los 1.311 g-L™" obtenidos aqui en
SOTy 1.279 g-L ' en BG11. Esta diferencia no demuestra una mayor eficiencia del
BGllo: el antecedente utilizO una cepa de procedencia léntica continental,
alimentacion de nitrato, iluminacidn continua, menor temperatura y un seguimiento

de 35 d, frente a los 16 d del presente ensayo.

Los parametros cinéticos calculados a partir del peso seco confirmaron una
ventaja estadisticamente consistente de SOT: mayor tasa especifica, biomasa
maxima y productividad, y menor tiempo de duplicacion. El efecto es
fisiologicamente plausible porque SOT contiene bicarbonato como reserva de
carbono inorganico y una carga de nutrientes distinta de BG11. En la comparacion

de once medios realizada por Lee et al. (2024), SOT favorecio la biomasa de
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Leptolyngbya sp. KIOST-1; ademas, reducir a una quinta parte la relacion C/N de
SOT no disminuy6 significativamente la biomasa en esa cepa. Este antecedente
sugiere una ruta de optimizacién de costos, pero no demuestra que la misma

reduccioén sea valida para la cepa PM003.

El ajuste de Gompertz describiéo la trayectoria sigmoidal de ambos
tratamientos y permitié separar una fase de adaptacion, una fase activa y una
desaceleracion final. Esta dinamica es coherente con un cultivo discontinuo, en el
que el agotamiento parcial de nutrientes, los cambios de pH y el autosombreado
reducen progresivamente la velocidad. El punto de inflexién mas temprano y el
mayor parametro k en SOT indican una transicion mas rapida hacia el crecimiento
activo, pero no sustituyen la medicion experimental de nutrientes o carbono
disuelto; por ello, el mecanismo atribuido al bicarbonato debe considerarse una

explicacion plausible y no una causalidad demostrada.

La productividad volumétrica de biomasa obtenida en este estudio fue de
0.0736 g'L'-d ' paraBG11y0.0786 g-L'-d ! para SOT, equivalentes a 73.6 y 78.6
mg-L'-d!, respectivamente. Estos valores son comparables con los reportados por
Singh et al. (2014) para Leptolyngbya sp. ISTCY101, donde se registraron
productividades de 78.9 mg-L'-d! en BG11 suplementado con NaHCO: y 75.74
mg-L'-d?' en medio de agua de mar artificial. Esta similitud sugiere que la
productividad estimada para Leptolyngbya spp. en el presente estudio se encuentra

dentro de un rango bioldgicamente coherente para el género, especialmente
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considerando que se trabajo a escala experimental y bajo condiciones de cultivo

controladas.

SOT increment6 los carotenoides totales de 5.39+0.11a8.60+0.11 mg-g™*
(p < 0.001). Este contenido supera los 4.4 mg-g' recopilados para Arthrospira
platensis por Pagels et al. (2021), pero es menor que los 40.88 mg-g™! obtenidos por
Oinam et al. (2015) en Leptolyngbya sp. BTA 287 apH 9,28 £2°Cy 15d,con 7.5
gL' de NaNO3 y 0.20 g-L' de K2HPO4. Aunque ambos estudios comparten
alcalinidad, temperatura y duracion cercanas, Oinam et al. emplearon 85 % de
acetona y biomasa seca, mientras que aqui se utilizo 95 % de etanol sobre biomasa
humeda. Las diferencias de cepa, nutrientes, solvente, base de masa e iluminacion
impiden interpretar la cifra externa como una meta directamente alcanzable; si
indican que pH y relacion N/P son factores pertinentes para una optimizacion

posterior.

El B-caroteno fue significativamente mayor en SOT (7.60 £ 0.64 mg-g™)
que en BG11 (5.39 £0.64 mg-g'), lo que produjo 9.964 frente a 6.894 mg por litro
de cultivo. Pagels et al. (2021) reportaron 1.5 mg-g ' de B-caroteno en extractos de
Gloeothece sp. obtenidos por extraccion con liquido presurizado y senalaron que 3-
caroteno y zeaxantina predominan en Arthrospira; estas comparaciones apoyan el
interés del compuesto, pero no constituyen una clasificacion de productividad por
las diferencias analiticas. En el sector productivo, el B-caroteno tiene valor como
colorante natural, provitamina A e ingrediente para alimentos, suplementos,

cosmeéticos y alimentacion animal. No obstante, el contenido medido por HPLC no
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equivale a producto vendible: todavia se requieren recuperacidon, pureza,

estabilidad, inocuidad y cumplimiento regulatorio.

La luteina mostr6 0.72+0.22 mg-g' en BG11y 0.41 £0.22 mg-g' en SOT,
sin diferencia significativa (p = 0.330). Los rendimientos descriptivos fueron 0.921
y 0.538 mg-L, respectivamente, por debajo de los 2.9 mg-g™' reportados por
Pagels et al. (2021) para Gloeothece sp. bajo extraccion presurizada. La luteina es
de interés para suplementos, alimentos funcionales y formulaciones destinadas a
nutricion ocular, ademdas de alimentacion animal; sin embargo, estos datos no
demuestran que BG11 ofrezca una ventaja econdmica, porque el efecto del medio
no fue significativo y el rendimiento volumétrico fue bajo. La ausencia de una
respuesta clara también es compatible con que la rama a de la carotenogénesis no
sea universal en cianobacterias y responda maés a la cepa, luz y estado de cosecha

que al medio por si solo (Lehmann et al., 2021; Pagels et al., 2021).

La clorofila a present6 una interaccion medio X ciclo: en el primer ciclo
SOT super6 aBG11 (24.57+1.77 frente a9.71 £ 1.77 mg-g*; p=0.0003), mientras
que en el segundo la diferencia no fue significativa. Por ello, el intervalo productivo
estimado para SOT (13.516-32.211 mg-L™") no puede resumirse como un efecto
general del medio. La clorofila a interesa como pigmento verde e ingrediente
bioactivo, pero su comercializacion es mas exigente que la cuantificacion analitica:
la sustitucion del Mg central, la luz, el calor y los medios acidos favorecen pérdida
del color, razon por la cual la industria suele estabilizar o transformar las clorofilas

(Viera et al., 2019).
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La clorofila b fue no detectada en ambos medios. Esto es coherente con la
organizacion pigmentaria de muchas cianobacterias, dominada por clorofila a,
ficobiliproteinas y carotenoides, aunque existen excepciones capaces de incorporar
clorofila b (Xu et al., 2001). ND no significa cero: indica que la sefial no cumplié
los criterios del método y, sin un limite de deteccidon o cuantificacion aplicado a la

matriz, no puede asignarse un rendimiento ni un valor econdmico a esta molécula.

El uso de modelos lineales mixtos fue adecuado para las mediciones
repetidas de crecimiento, porque incorporé la variabilidad entre cultivos y evito
tratar observaciones longitudinales como independientes. La correccion de
Kenward—Roger y el uso de errores robustos HC3 en los modelos que presentaron
heterocedasticidad fortalecen la inferencia con un tamafio muestral moderado
(Bates et al., 2015; Kenward & Roger, 1997; Kuznetsova et al., 2017). Aun asi, dos

ciclos experimentales permiten estimar repetibilidad.

La conversion a rendimiento volumétrico muestra por qué una diferencia
pequefia de biomasa puede amplificarse cuando también aumenta el contenido
especifico: SOT produjo 63.5 % mas carotenoides totales por litro y 44.5 % mas -

caroteno que BG11.

El analisis de sensibilidad no demostré rentabilidad absoluta. Con un
beneficio bruto de US$0.0041-L' en BGI1 y US$0.0059-L' en SOT, las
relaciones B/C fueron menores que uno con CV = US$0.012-L! , por diferencias

de pais, afio y proveedor, el costo no es igual al ensayo. SOT si conserva una ventaja
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relativa si su costo total por litro es, como méaximo, 44.5 % superior al de BG11

para B-caroteno o 63.5 % para carotenoides totales.

Desde el punto de vista productivo, el B-caroteno es el objetivo mas
respaldado por este estudio porque aumentd de manera significativa y tiene una
referencia industrial de valor. La luteina mantiene interés comercial, pero no mostro6
una respuesta concluyente al medio; la clorofila a requiere primero controlar la
variabilidad entre ciclos y su estabilidad; y la clorofila b no puede considerarse
producto al ser ND. Los carotenoides totales podrian valorizarse como extracto
mixto solo después de estandarizar composicidon, inocuidad y estabilidad. La
literatura sefiala, ademas, que la cosecha puede representar una fraccion importante
del costo de biomasa y que la viabilidad de pigmentos cianobacterianos depende de
reducir costos y valorizar coproductos (Pagels et al., 2021).

Colusse et al. (2020) mostraron que el medio modifica ampliamente el costo
de produccion de biomasa microalgal, mientras que en Ecuador Freire Balseca et
al. (2024) demostraron que sustituir o ajustar nutrientes puede reducir costos de

cultivo de Arthrospira sin desligar la optimizacion del producto objetivo.
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11. CONCLUSIONES

En relacion con el primer objetivo, la cinética de crecimiento demostrd que
SOT favorecio el desarrollo de Leptolyngbya spp. Los efectos del medio, el dia y
su interaccion fueron significativos en las absorbancias a 720, 647 y 540 nm y en
el peso seco. SOT presentd una tasa especifica de crecimiento mayor (0,1738 +
0,0006 d '), menor tiempo de duplicacion (3,99 + 0,02 d), mayor biomasa maxima

(1,311+0,004 g-L') y mayor productividad (0,0786 + 0,0005 g-L'-d™") que BG11.

Con respecto al segundo objetivo, la caracterizacion pigmentaria evidencio
que SOT increment6 los carotenoides totales hasta 8,60 + 0,11 mg-g™’, frente a 5,39
+ 0,11 mg-g"' en BG11 (p <0,001). El B-caroteno también fue significativamente
mayor en SOT (p = 0,038); en cambio, la luteina no presentd diferencias entre
medios y la clorofila a mostr6 una respuesta dependiente del ciclo experimental. La

clorofila b no fue detectada.

En cumplimiento del tercer objetivo, la integracion de los indicadores de
crecimiento y pigmentos permitio establecer que SOT fue el medio mas eficiente
bajo las condiciones evaluadas, porque super6 a BG11 en biomasa, productividad,
carotenoides totales y P-caroteno. En consecuencia, se acepta la hipdtesis
alternativa del estudio; esta conclusion se limita a la cepa, el intervalo de cultivo y
las condiciones experimentales utilizadas. La evaluacion economica exploratoria
no demostr6 rentabilidad absoluta a escala de laboratorio: aun antes de incluir
cosecha, extraccidon y purificacion, la relacion B/C fue menor que uno. SOT
mantendria una ventaja relativa inicamente si su costo total por litro no excede al

de BG11 en mas de 44.5 % para B-caroteno o 63.5 % para carotenoides totales.
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12. RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar el medio SOT como base para futuros ensayos de
cultivo de Leptolyngbya spp. orientados a la produccion de carotenoides,

especialmente cuando el objetivo sea incrementar carotenoides totales y B-caroteno.

Es recomendable evaluar diferentes intensidades luminicas, fotoperiodos y
tiempos de cosecha, debido a que los carotenoides pueden variar segin el estado

fisiologico del cultivo y las condiciones de iluminacion.

Para estudios posteriores, se sugiere ampliar el perfil cromatografico e
incluir carotenoides como zeaxantina, equinenona y mixoxantofila, ya que son
pigmentos frecuentes en cianobacterias y podrian aportar informacion mas

completa sobre la respuesta metabolica de la cepa.

Se recomienda mantener controles estrictos durante la extraccion y analisis
de pigmentos, incluyendo proteccion frente a la luz, control de temperatura y
tiempos de procesamiento, debido a la sensibilidad de los carotenoides y clorofilas

a la degradacion.

Se recomienda registrar para cada lote el consumo y precio local de sales,
agua, energia, aireacion, esterilizacion, cosecha, secado, solventes, recuperacion y
andlisis. Con esos datos debe recalcularse el costo por litro, por kilogramo de
biomasa seca y por miligramo de pigmento recuperado, incluyendo una regla

explicita de asignacion para coproductos.
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Se sugiere ensayar una reduccion escalonada de bicarbonato y nitrégeno en
SOT.

Antes de destinar la biomasa o los extractos de esta cepa de Leptolyngbya
spp. a alimentos, acuicultura, suplementos o cosmética, se recomienda confirmar la
identidad taxondémica a nivel de cepa e incorporar un andlisis dirigido de
cianotoxinas y bioensayos de toxicidad apropiados para el uso previsto. La ausencia
de toxicidad no debe inferirse inicamente a partir de la identificacion morfoldgica

del género.
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Tabla 21

ANEXOS

Comparaciones de medias marginales estimadas de la absorbancia a 720 nm
entre BG11 y SOT por dia de cultivo.

Diferencia Error
Dia estimada (BG11 estandar gl t p Significancia
- SOT)
0 -0.028 0.060 93 -0.458 0.648 ns
2 -0.051 0.060 93 -0.848 0.398 ns
4 -0.139 0.060 93 -2.310 0.023 *
6 -0.203 0.060 93 -3.385 0.001 o
8 -0.263 0.060 93 -4.377 <0.001 ok
10 -0.277 0.060 93 -4.614 <0.001 Hoxk
12 -0.285 0.060 93 -4.746 <0.001 ok
14 -0.344 0.060 93 -5.736 <0.001 ok
16 -0.322 0.060 93 -5.367 <0.001 ok

Nota. Las diferencias negativas indican valores superiores en SOT. ns = no significativo; *
p <0.05; ** p<0.01; *** p <0.001.

Tabla 22

Comparaciones de medias marginales estimadas del peso seco entre BGI11y SOT

por dia de cultivo.

Diferencia
Dia fls;lcnll;“{a fsl:;l(:ll;lar gl t p Significancia
SOT)
0 0.000 0.005 150 0.030 0.976 ns
2 -0.003 0.005 150 -0.684 0.495 ns
4 -0.015 0.005 150 -2.916 0.004 *x
6 -0.014 0.005 150 -2.857 0.005 o
8 -0.021 0.005 150 -4.256 <0.001 ok
10 -0.022 0.005 150 -4.424 <0.001 ok
12 -0.017 0.005 150 -3.313 0.001 o
14 -0.021 0.005 150 -4.256 <0.001 ok
16 -0.015 0.005 150 -2.936 0.004 *x

Nota. Las diferencias negativas indican mayor biomasa en SOT. ns = no significativo; **

p<0.01; *** p<0.001
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Tabla 23

Coeficientes del modelo lineal aditivo del contenido de carotenoides totales en
funcion de la biomasa final y el medio de cultivo.

Error estandar

Variable Estimacion robusto HC3 t p

Intercepto -11.56 4.94 -2.34 0.044
Biomasa final 78.77 23.00 3.43 0.008
Medio SOT 2.19 0.53 4.13 0.003

Nota. (R*=0.827). La interaccion biomasa x medio no fue significativa (p = 0.223), por lo
que se reportd el modelo aditivo. Debido a la presencia de heterocedasticidad, la significancia de los
coeficientes se estim6 mediante errores estandar robustos HC3.

Tabla 24

Modelos lineales entre la biomasa final y el contenido de pigmentos en
Leptolyngbya spp. cultivada en BG11 y SOT.

P
, . .
(RITEID ynoa(:elo LS fjustado Llize;lzzglin giomasa pmedio Lnkrere
medio
tco‘zi’;:“"‘des Aditivo  0.827 0.789 0.223 0.008  0.003 HC3
B-caroteno  Aditivo 0.320 0.169 0.889 0.108  0.666 HC3
Luteina Aditivo  0.174 -0.009  0.673 0390  0.770 Clasica
Clorofilaa  Aditivo 0.368 0.227 0.747 0.602  0.092 HC3

Nota. En los modelos donde se detectd heterocedasticidad se emplearon errores estandar
robustos HC3. Los valores de p corresponden a los efectos de biomasa final y medio dentro de cada

modelo. La clorofila b no se incluyd porque no fue detectada.
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ANEXO 1. Elaboracion de extractos y analisis en HPLC
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ANEXO 2. Collage de reactivos y materiales empleados para HPLC
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ANEXO 4 Cultivos de Leptolyngbya spp. en sus diferentes fases.
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ANEXO 5. Cultivo madre con la misma densidad celular de Leptolyngbya

spp. en SOT (dos matraces de la izquierda) y BG11 (dos matraces de la derecha)

ANEXO 6. Comparacion de BG11 (derecha) con presencia de biofilm y

SOT (izquierda) al finalizar el ciclo experimental.
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ANEXO 8. Toma de pH del medio y control de fotoperiodo

ANEXO 10. Observaciones microscopicas de 5 cultivos de Leptolyngbya

spp. 40x en BG11
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ANEXO 11. Observaciones microscopicas de 5 cultivos de Leptolyngbya

spp. 40x en SOT.

ANEXO 12. Matriz de crecimiento empleada para analisis en R Studio.

QOcasion Medio Cultivo Dia 0ODo647 OD720 OD540 Peso_seco
1 BGl11 BGI11 1 0 0.201 0.185 0.207 0.0058
1 BGI1 BGI11_ 2 0 0.201 0.185 0.207 0.0057
1 BGl11 BGI11 3 0 0.201 0.185 0.207 0.0056
1 BGI1 BGl1_ 4 0 0.201 0.185 0.207 0.0059
1 BGl11 BGl11 5 0 0.201 0.185 0.207 0.0055
1 SOT SOT_1 0 0.269 0.242 0.254 0.0059
1 SOT SOT 2 0 0.269 0.242 0.254 0.0058
1 SOT SOT_3 0 0.269 0.242 0.254 0.0056
1 SOT SOT_4 0 0.269 0.242 0.254 0.0055
1 SOT SOT_5 0 0.269 0.242 0.254 0.0057
1 BGl11 BGI1 1 2 0.336 0.304 0.331 0.0380
1 BGl11 BG11_2 2 0.409 0.375 0.435 0.0390
1 BGl11 BGI11 3 2 0.300 0.274 0.294 0.0370
1 BGl11 BG11_4 2 0.409 0.369 0.423 0.0380
1 BGl11 BGI11 5 2 0.37 0.329 0.335 0.0360
1 SOT SOT_1 2 0.456 0.41 0.431 0.0400
1 SOT SOT 2 2 0.426 0.391 0.408 0.0390
1 SOT SOT_3 2 0.464 0.415 0.455 0.0370
1 SOT SOT_4 2 0.518 0.461 0.522 0.0380
1 SOT SOT_5 2 0.51 0.45 0.48 0.0410
1 BGl1 BGI11_1 4 0.447 0.411 0.464 0.1000
1 BGl11 BG11_2 4 0.631 0.547 0.589 0.0990
1 BGl1 BGI11_3 4 0.527 0.461 0.49 0.0980
1 BGl11 BG11 4 4 0.622 0.545 0.629 0.0970
1 BGl1 BGI11_5 4 0.525 0.475 0.51 0.0990
1 SOT SOT_1 4 0.706 0.611 0.649 0.1020
1 SOT SOT 2 4 0.709 0.632 0.672 0.1000
1 SOT SOT_3 4 0.649 0.571 0.608 0.0980
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1 SOT SOT_4 4 0.767 0.672 0.743 0.0970
1 SOT SOT_5 4 0.79 0.694 0.725 0.1010
1 BGl11 BG11_1 6 0.686 0.605 0.651 0.1130
1 BGI11 BG11_2 6 0.825 0.708 0.772 0.1140
1 BGl11 BG11_3 6 0.71 0.621 0.668 0.1150
1 BGI11 BG11_4 6 0.808 0.709 0.813 0.1120
1 BGl11 BG11_5 6 0.661 0.602 0.656 0.1120
1 SOT SOT_1 6 0.978 0.818 0.876 0.1180
1 SOT SOT_2 6 0.991 0.847 0.907 0.1150
1 SOT SOT_3 6 0.896 0.768 0.794 0.1120
1 SOT SOT_4 6 1.072 0.905 0.997 0.1140
1 SOT SOT_5 6 1.059 0.88 0.934 0.1160
1 BGl11 BG11_1 8 0.431 0.323 0.373 0.1630
1 BGI11 BG11_2 8 0.636 0.465 0.552 0.1640
1 BGl11 BG11_3 8 0.608 0.479 0.485 0.1620
1 BGI11 BG11_4 8 0.663 0.532 0.682 0.1600
1 BGl11 BG11_5 8 0.413 0.309 0.345 0.1620
1 SOT SOT_1 8 0.9 0.678 0.743 0.1680
1 SOT SOT_2 8 0.881 0.672 0.745 0.1650
1 SOT SOT_3 8 0.762 0.573 0.621 0.1610
1 SOT SOT_4 8 0.974 0.724 0.826 0.1620
1 SOT SOT_5 8 0.963 0.713 0.78 0.1660
1 BGl11 BG11_1 10 0.701 0.601 0.654 0.1800
1 BGl11 BG11_2 10 1.142 0.933 1.032 0.1790
1 BGl11 BG11_3 10 1.085 0.869 0.942 0.1770
1 BGl11 BGl11_4 10 1.299 1.055 1.265 0.1790
1 BGl11 BG11_5 10 1.334 1.058 1.143 0.1790
1 SOT SOT_1 10 1.473 1.19 1.291 0.1840
1 SOT SOT_2 10 1.39 1.148 1.232 0.1820
1 SOT SOT_3 10 1.276 1.05 1.104 0.1780
1 SOT SOT_4 10 1.491 1.202 1.319 0.1790
1 SOT SOT_5 10 1.52 1.21 1.307 0.1810
1 BGl11 BG11_1 12 1.11 0.897 0.992 0.2010
1 BGl11 BG11_2 12 1.252 1.028 1.149 0.2000
1 BGI11 BGI11_3 12 1.193 0.985 1.092 0.1980
1 BGl11 BG11_4 12 1.532 1.244 1.476 0.1990
1 BGl11 BG11_5 12 1.222 0.983 1.063 0.1990
1 SOT SOT_1 12 1.651 1.299 1.435 0.2060
1 SOT SOT_2 12 1.554 1.223 1.316 0.2040
1 SOT SOT_3 12 1.554 1.285 1.38 0.2020
1 SOT SOT_4 12 1.658 1.307 1.444 0.2010
1 SOT SOT_5 12 1.815 1.41 1.552 0.1990
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1 BGl11 BG11_1 14 1.279 1.047 1.157 0.2190
1 BGl11 BG11_2 14 1.42 1.156 1.308 0.2160
1 BGl11 BG11_3 14 1.269 1.035 1.169 0.2170
1 BGl11 BGl11_4 14 1.707 1.369 1.633 0.2170
1 BGl11 BG11_5 14 1.29 1.05 1.156 0.2170
1 SOT SOT_1 14 1.784 1.379 1.544 0.2240
1 SOT SOT_2 14 1.497 1.226 1.338 0.2210
1 SOT SOT_3 14 1.829 1.395 1.562 0.2200
1 SOT SOT_4 14 1.86 1.462 1.65 0.2180
1 SOT SOT_5 14 1.98 1.524 1.714 0.2170
1 BGl11 BG11_1 16 1.358 1.071 1.168 0.2270
1 BGI11 BG11_2 16 1.549 1.248 1.415 0.2250
1 BGl11 BG11_3 16 1.221 0.993 1.119 0.2250
1 BGI11 BGl11_4 16 1.855 1.511 1.748 0.2260
1 BGl11 BG11_5 16 1.45 1.157 1.267 0.2260
1 SOT SOT_1 16 1.894 1.471 1.626 0.2340
1 SOT SOT_2 16 1.827 1.461 1.573 0.2310
1 SOT SOT_3 16 1.905 1.48 1.631 0.2290
1 SOT SOT_4 16 1.903 1.487 1.642 0.2270
1 SOT SOT_5 16 1.945 1.503 1.654 0.2260
2 BGl11 BG11_1 0 0.069 0.052 0.082 0.0056
2 BGI11 BG11_2 0 0.036 0.03 0.04 0.0058
2 BGl11 BG11_3 0 0.052 0.041 0.062 0.0060
2 BGl1 BG11_4 0 0.048 0.039 0.057 0.0062
2 BGl11 BG11_5 0 0.048 0.038 0.059 0.0064
2 SOT SOT_1 0 0.106 0.091 0.116 0.0053
2 SOT SOT_2 0 0.02 0.015 0.007 0.0055
2 SOT SOT_3 0 0.037 0.028 0.028 0.0057
2 SOT SOT_4 0 0.037 0.028 0.028 0.0059
2 SOT SOT_5 0 0.024 0.028 0.022 0.0061
2 BGl11 BG11_1 2 0.203 0.179 0.236 0.0318
2 BGl11 BG11_2 2 0.182 0.126 0.174 0.0323
2 BGl11 BG11_3 2 0.216 0.172 0.228 0.0328
2 BGl11 BGl11_4 2 0.19 0.154 0.239 0.0333
2 BGI11 BG11_5 2 0.434 0.416 0.445 0.0338
2 SOT SOT_1 2 0.174 0.146 0.174 0.0363
2 SOT SOT_2 2 0.334 0.271 0.334 0.0373
2 SOT SOT_3 2 0.261 0.223 0.273 0.0383
2 SOT SOT_4 2 0.258 0.232 0.277 0.0393
2 SOT SOT_5 2 0.241 0.208 0.239 0.0403
2 BGI11 BGI11_1 4 0.555 0.47 0.654 0.0687
2 BGl11 BG11_2 4 0.365 0.333 0.388 0.0697
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2 BGl11 BG11_3 4 0.49 0.44 0.554 0.0707
2 BGl11 BGl11_4 4 0.542 0.46 0.626 0.0717
2 BGl11 BG11_5 4 0.295 0.268 0.34 0.0727
2 SOT SOT_1 4 0.437 0.387 0.446 0.0951
2 SOT SOT_2 4 0.637 0.568 0.655 0.0971
2 SOT SOT_3 4 0.639 0.551 0.625 0.0991
2 SOT SOT_4 4 0.631 0.542 0.624 0.1011
2 SOT SOT_5 4 0.652 0.568 0.676 0.1031
2 BGl11 BG11_1 6 0.366 0318 0.368 0.0851
2 BGI11 BG11_2 6 0.645 0.526 0.671 0.0861
2 BGl11 BG11_3 6 0.615 0.503 0.604 0.0871
2 BGI11 BGl11_4 6 0.427 0.371 0.436 0.0881
2 BGl11 BG11_5 6 0.694 0.579 0.758 0.0891
2 SOT SOT_1 6 0.485 0.422 0.443 0.1101
2 SOT SOT_2 6 0.902 0.764 0.838 0.1121
2 SOT SOT_3 6 0.911 0.771 0.832 0.1141
2 SOT SOT_4 6 0.795 0.656 0.698 0.1161
2 SOT SOT_5 6 0.861 0.742 0.81 0.1181
2 BGl11 BG11_1 8 0.997 0.824 1.056 0.1186
2 BGI11 BG11_2 8 0.621 0.528 0.648 0.1206
2 BGl11 BG11_3 8 0.799 0.674 0.818 0.1226
2 BGI11 BG11_4 8 0.919 0.772 0.958 0.1246
2 BGl11 BG11_5 8 0.588 0.491 0.596 0.1266
2 SOT SOT_1 8 1 0.85 0.978 0.1573
2 SOT SOT_2 8 1.202 0.951 1.062 0.1603
2 SOT SOT_3 8 1.184 0.961 1.055 0.1633
2 SOT SOT_4 8 1.09 0911 0.972 0.1663
2 SOT SOT_5 8 1.178 0.99 1.074 0.1693
2 BGl11 BG11_1 10 1.178 0.95 1.168 0.1332
2 BGl1 BG11_2 10 0.796 0.668 0.765 0.1352
2 BGl11 BG11_3 10 0.896 0.749 0.857 0.1372
2 BGl1 BG11_4 10 1.008 0.837 1.016 0.1392
2 BGl11 BG11_5 10 0.604 0.503 0.57 0.1412
2 SOT SOT_1 10 1.036 0.933 0.986 0.1738
2 SOT SOT_2 10 1.344 1.095 1.159 0.1768
2 SOT SOT_3 10 1.319 1.067 1.132 0.1798
2 SOT SOT_4 10 1.259 1.024 1.071 0.1828
2 SOT SOT_5 10 1.333 1.072 1.149 0.1858
2 BGl11 BG11_1 12 1.491 1.213 1.496 0.1645
2 BGl11 BG11_2 12 1.043 0.872 1.035 0.1675
2 BGI11 BG11_3 12 1.193 0.993 1.18 0.1705
2 BGl11 BG11_4 12 1.314 1.065 1.33 0.1735
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2 BGl11 BG11_5 12 0.785 0.658 0.792 0.1765
2 SOT SOT_1 12 1.413 1.139 1.284 0.1949
2 SOT SOT_2 12 1.675 1.298 1.434 0.1979
2 SOT SOT_3 12 1.677 1.336 1.47 0.2009
2 SOT SOT_4 12 1.599 1.25 1.379 0.2039
2 SOT SOT_5 12 1.54 1.238 1.351 0.2069
2 BGl11 BG11_1 14 1.582 1.312 1.539 0.1725
2 BGl11 BG11_2 14 1.077 0.874 1.015 0.1755
2 BGl11 BG11_3 14 1.1 0.91 1.058 0.1785
2 BGl11 BGl11_4 14 1.284 1.047 1.277 0.1815
2 BGl11 BG11_5 14 0.702 0.592 0.702 0.1845
2 SOT SOT_1 14 1.565 1.268 1.389 0.2126
2 SOT SOT_2 14 1.811 1.399 1.534 0.2156
2 SOT SOT_3 14 1.753 1.357 1.477 0.2186
2 SOT SOT_4 14 1.658 1.285 1.377 0.2216
2 SOT SOT_5 14 1.964 1.538 1.726 0.2246
2 BGl11 BG11_1 16 1.834 1.457 1.782 0.1936
2 BGl11 BG11_2 16 1.302 1.057 1.247 0.1976
2 BGl11 BG11_3 16 1.252 1.033 1.24 0.2016
2 BGl11 BGl11_4 16 1.526 1.235 1.527 0.2056
2 BGl11 BG11_5 16 1.03 0.86 1.01 0.2096
2 SOT SOT_1 16 1.783 1.45 1.623 0.2196
2 SOT SOT 2 16 2.054 1.531 1.725 0.2236
2 SOT SOT_3 16 1.965 1.491 1.67 0.2276
2 SOT SOT_4 16 1.855 1.434 1.597 0.2316
2 SOT SOT_5 16 2.048 1.534 1.725 0.2356

ANEXO 13. Matriz de carotenoides totales empleada para analisis en R Studio.

Ocasion Medio Muestra Dupl Dup2 Promedio (mg/g)
1 SOT SOT 2 9.4490 9.3526 9.4008
1 SOT SOT 3  9.5129 9.3640 9.4384
1 SOT SOT 5 9.7654 9.9117 9.8386
1 BG11  BGI1 1 6.1315 6.2633 6.1974
1 BG11  BGI1 2 6.6031 6.5563 6.5797
1 BG11  BGI1 4 6.7589 6.6753 6.7171
2 SOT SOT 1  7.8677 7.9105 7.8891
2 SOT SOT 3  7.6554 7.5442 7.5998
2 SOT SOT 5  7.3881 7.4992 7.4437
2 BG11  BGI1 5 4.6647 4.6090 4.6369
2 BG11  BGI1 2 4.1620 4.0451 4.1035
2 BG11  BGI1 4 4.0802 4.1299 4.1051
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ANEXO 14. Informe de ensayos N.° 789: analisis cromatografico por HPLC-

DAD

LABORATORIOS DE
c ACRTHELE
LABORATORIOS DE Codign | IRACRTHPLE DIRECCION DE INVESTIGACION ¥ VINCULACION | Bodign | IRACRTHEL
DIRECCIGN DE INVESTIGACION ¥ VINCULACION UEB INVESTIGACION Lt , Koy V2 e S s, Cortin s, | raecion "
UEB INVESTIGACION | " VW0 L ST i mn 8 | Wersicn ! UNIVERSIDAD | ¥ VINCULACION Ado 02
UNIVERSIDAD |y VINCULACION Ao e f INFORME DE RESULTADOS - p—
— INFORME DE RESULTADOS - - Pagina | Pagina 2 de
Pagina |Pagina 1de 13
Codigo de e Método de -
INFORME DE ENSAYOS N° 789 iaboratorio | MUestra Lo analisis Ml iy
iy ipo7 | LePRImGtya 0,90
DESCRIPCION DE LA MUESTRA
Salicitante: Samantha Pesartez NV ioos | LePRhmGtye 117
Proyecto: Dietas funcionales basadas en carotenoides derivados de dos especies L hya
de  microalgas para mejorar la productividad y salud de peces 1NV 1009 mﬁg‘«f Y 0.81
{Oncorhynchus mykiss) en etapas iniciales. - Codigo 1+D+-XW11-2023-4- NV 1100 Leptohngbya MN.D
CEDIA. shC2
Muestra: Leptolyngbya WV 1101 Leptohyngbya 1.19
Codigo asignado UEB: | INV 1097, INY 1058, INV 1099, INV 1100, INV 1107, INV 1102, INV 1103, sic2
TNV 1104, INY 1105, INV 1108, INV 1107, INV 1108, INV 110, INV 1110. INV 1102 Le"‘:gcrz‘gh?a M.D
Estado de la muestra: Salido "
L bya Cromatografia
Envase de recepcion: Funda de papel con aprox. 1.0 g de contenido de muestra. INV 1103 Wm‘g ¥ Cuantificacion de | liquida dg aka my Luteinal g 9.4
Andlisis requerido(s): Cuantificacion de beta — caroteno, kuteina, dorofila — a y dorofila - b por Leptolynghya Luteina eficiencia Mmuestra
cromatografia liquida V104 nc (HPLC-DAD) 10.0%
Fecha de reoepcldn 08 de junio l.:le ?OZE INV 1105 Lepl:lzyr;ghya MO
Fecha de analisis: 09 al 17 de junio de 2026 )
Fecha de informe: 19 2l 28 de junio de 2026 INV 1106 Leﬂgmgh?a 0.7
Técnico (s) asignado: MFOM
iy iigr | LeRbmGDya 0,74
RESULTADOS OBTENIDOS Tepioiyghya
Cadigode | w0y Andlisis WMétodo de Unidad Resultad IV 1108 szcl N.D
laboratorio analisis Y 100 Lepohynghya P
iy 1007 | Lepiimsbya 357 ! s'z;:g : :
Lepiol ya
MN.D
NV 1008 LepL:Lyé;;hya 4.0 INV 1110 _ s't';:gh
eptol ya
NV 1099 Leplgéyé;‘;hya 3,22 INV 1097 hac 8,23
Leptohyngbya
v 1900 Lept:égghya 09 INV 1088 ' 9,95
Leptohyngbya
INV 1089 6,81
iy g | LEPmObya 617 . hg?zgh
NV iion | Lepeimabya 7.6
iy 110z | LEPEmORYa 47 ; sgcnzgh
N 1103 | CEPEmgEyE Cromatagrafia ™ NV 1101 Em:'gygzg 2 13,69
nl Cuamtificacion de | liquida de aka | mg Beta-carotenod - Leplotyngbya Cromatografia
INV 1104 Leptolynghya beta-caroteno eficiencia grmuesira N.D Hv 1102 s2c2 Cuantificacidn de | liquida de aka myg Clorofila - a/ g 8.27
ne (HPLC-DAD) INV 1103 Leptobyngbya Clorofila - a eficiencia muestra 7.34
inv 1105 | LePiomgbya 5,39 ni {HPLE-DAD) :
bzt - T b
¥ v v 1104 | Leptoimghya MD
iy 106 | Leptolmaby 6,73 nc
et v 1ps | Leptoimghya 10,04
iy 1107 | LePlmobya 8.45 hfmc:gh i
Lepiod ya
INV 1106 10,66
IV 1108 LEP‘L:;YEF?WE 270 i h:;;l;h
Ny 1107 | LERelmgbya 8.44
My 110y | EPCimSRYa 9,26 . h?ycr:g -
Ny 1108 | LERelmabya 20,80
Ny 1110 | Lepielmgbya 8,57 s2cl
s4cl
LABORATORIOS DE LABORATORIOS DE
Ci ALY c
DIRECCION DE INVESTIGACION Y VINCULACION | ©0¢i89 | IR-ACRTHEL —— INVESTIGACION ¥ VINCULACION | G080 | 1RAchTHeLe
INVESTIGACION | o= " i 1 s S s, Comom s, | yraggiin 1 UEB INVESTIGACION | 0=t hm1 12wt san s, conton casemnte. | yrarginn 3
UNVERSIDAD | Y VINCULACION Afo 2026 ERSIDAD .
ki INFORME DE RESULTADOS - - UNIERSIDED | Y VINCULACION INFORME DE RESULTADOS | a0z
Pagina |Pagina 3 de 1z Pagina | Pagina 4 de 13
Codigode | 0y Analisis e Unidad Resultado ANEXOS
Leptolyngbya Cromatografia
INV 1109 s3c Cuantificacion de | liguida de aka [ mg Clorofila - af g .98
NV 1110 Lepl""‘yf?hj'ﬂ Clorofila - a tHegfgrEEB] muestra 19,92 Tabla 1. Parametros de cuantificacion de luteina, beta-caroteno, clorofila-a y clorofila-b por
Ao - . HPLC-DAD.
inv10a7 | LeRimabya ND - . P
v oms | TeREgEyE e Equipo: HPLC 1260 Infinity, Agilent Technologies
- bdc2 . Detectar: DAD 400 — 550 nm
'a
INV 1009 e"‘ﬁ;“c’? Y WD Columna: Kinetex 5 pm EVO £18 100 A
R ND i 150 % 4.6 mm
— Fase movil: B0 % Metanol: 20 % Acelalo de Etilo
v | LERiSingya MO : -
Lepl:';;h Flujo: 1.0 mLfmin
INV 1102 va N.D
- sicd - Cromatoarafi Temperatura columna: | 25°C
eptol a romatografia
N 1103 92 | uaniiicacion de liquida de aka | my Clorofila -big | %18 Valimen de inyeccion: | 8 pL
Ls bya Clorofila - b eficiencia muestra
INV 1104 epmr?.—r‘g Y (HPLC-DAD) 1318 Tiempao de corrida: 10 min
iy 1105 | Lepalmobya N.D
inv1igs | LeRimObya N.D
NV 1107 Le"‘gg’c'?hya MO Tabla 2. Tiempo de retencion de los estandares analizados por HPLC-DAD.
inviigs | SRSy ) Estandar TR (min)
1INV 1109 Lepl:;y;ghj’a MN.D Luteina 1.64
NV 1110 Lemzlvcr?hya N.D Clorafila-b 222
s reuadon 06 1 anAVSls COMRSenion & 3 ulemma ones por muesi. Clorofila-a 266
Wl No Determinade: MO
Beta - caroleno 4.96
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Figura 1.C rom atogram a delestindarde liteina a una concentracibn de 18 m gL R 1)obtenido porHPLC .

Figura 2.Crom atogram a delestandarde C brofih -b a una concentracbn de 18.0 mgL R1)obtenido porHPLC .
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Figura 3.Crom amgram a delestdindarde C brofib -a a una concentracin de 108 m g4 R 1)obtenido porHPLC
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Figura 4.Crom atogram a delest@ndarde Beta-C aroteno a una concentracion de 1.8 m g4 R 1)ebtenido por

HPLC.
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Figura 6.C rom atogram a de b m uestra 1098 obtenido porHPLC :Luteina (1),C brofla—a )y Beta — carteno
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Figura 7.C rom atogram a de la m uestra 1899 obtenide porHPLC :Luteina (1),C broflh —a (2)y Beta — croteno
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Figura 8.C rom atogram a de lam uestra 1100 obtenido porHPLC :C brofla—a (1)yBetaC aroteno (2).
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Figura 9.C rom atogram a de b m uestra 1101 obtenido porHPLC :Luteina (1),C brofla—a (2)yBeta-C aroteno
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Figura 10.Crom atogram a de a muestra 1102 obtenido porHPLC :C brofla —a (1)yBeta-Carteno ).
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Figura 11.Crom aogram a de amuestra 1103 obtenilo porHPLC :Luteina (1),Cbrofle —b 2),Cbrofll —a G)y

Beta-Camteno ().
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Figura 12.C rom atogram a de b m uestra 1104 obtenido porHPLC : Luteina (1)y C brofla —b (2).
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Figura 14.C rom atogram a de b m uestra 1106 obtendo porHPLC :Luteina (1),C broflk —a )y BetaCamoteno

Crom atogram a de b m uestra 1105 obtenido porHPLC :Cbrofla —a (1)yBeta-Camteno (2).
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Figura 15.C rom atogram a de 1 m uestra 1107 obtenido porHPLC :Luteina (1),C brofla—a 2)yBetaCamtno
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Figura 16.C rom atogram a de a m uesta 1108 obtenido porHPLC :Cbrofla —a (1)yBeta-Camteno ).
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Figura 17.C rom atogram a de la m uestra 11089 obtenio porHPLC :Luteina (1),C brofih —a (2)y BetaC aroteno
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Figura 18.C om atogram a de a m uestra 1110 obtenido porHPLC :C brofila —a (1)yBetaCamteno (2).

MAATE-DBI- CM2022-0264

126



	Producción de biomasa y pigmentos en Leptolyngbya spp.
	CamScanner 15-09-2026 10.14
	Producción de biomasa y pigmentos en Leptolyngbya spp.
	CamScanner 15-09-2026 09.58
	CamScanner 14-09-2026 11.04
	Producción de biomasa y pigmentos en Leptolyngbya spp.

