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RESUMEN

as diatomeas marinas forman parte importante de la dieta de moluscos, crustaceos y peces debido a su perfil nutricional. El objetivo

I de esta investigacion fue evaluar el perfil nutricional de ocho cepas de microalgas de los géneros Chaetoceros y Skeletonema,

dominantes en la costa central del Pert, y valorar su potencial como ingrediente para acuicultura. Se realizaron cultivos de 7 L a

pH de 7.5-8.5, a 17 °C, iluminacién de 35 umol.s”".m"y fotoperiodo 12:12 horas. Luego de 15 dias de cultivo, se obtuvo la biomasa seca

mediante liofilizacion y se realizaron los analisis de perfil nutricional. Los resultados indican valores de humedad de 5 a 14 %, cenizas

de 19 a 57 %, carbohidratos de 2 a 23 %, lipidos de 3 a 9 % y proteinas de 12 a 30 %. La cepa con mayor porcentaje de estos dos tltimos

compuestos fue la correspondiente a la especie S. costatum (IMP-BG-466). Asi mismo, todas las cepas presentaron altos porcentajes relativos

del acido graso esencial, acido eicopentaenoico (EPA), de 13 a 30 % y el aminoacido esencial leucina de 1 a 3 % (% p/p). Sin embargo, al

presentar bajas concentraciones del acido docosahexaenoico (DHA), arginina, histidina y lisina, es necesario complementar su utilizacion
con otras fuentes para la formulacion de dietas equilibradas.

PALABRAS CLAVE: diatomeas, perfil nutricional, cepas nativas, proteinas, lipidos.

ABSTRACT

arine diatoms are important part of the diet of mollusks, crustaceans and fish because of their nutritional profile. The objective
Mof this study was to evaluate the nutritional profile of eight strains of microalgae of the genera Chaetoceros and Skeletonema,

dominant in the central coast of Peru, in order to rate their potential as an ingredient for aquaculture. For this, 7 L cultures were
carried out at a pH of 7.5-8.5, at 17 °C, illumination of 35 pmol.s”.m” and a photoperiod of 12:12 hours. After 15 days of culture, the dry
biomass was obtained by lyophilization and the nutritional profile analyzes were performed. The results show values of moisture from 5 to
14 %, ash from 19 to 57 %, carbohydrates from 2 to 23 %, lipids from 3 to 9 %, and proteins from 12 to 30 %. The strain with the highest
percentage of the last two compounds was that corresponding to S. costatum (IMP-BG-466). Likewise, all the strains presented high relative
percentages of the essential fatty acid, eicopentaenoic acid (EPA), from 13 to 30 % and the essential amino acid leucine from 1 to 3 %
(% w/w). However, as this strain presents low concentrations of docosahexaenoic acid (DHA), arginine, histidine and lysine, it is necessary

to supplement it with other sources for the formulation of balanced diets.
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INTRODUCCION

Las microalgas son una fuente importante de alimento
para diversos organismos acuaticos, esto ocurre debido a una
serie de caracteristicas claves, incluidos el tamafio celular, la
facilidad de reproduccion, la concentracion y la calidad de
sus biocompuestos (Diaz et al., 2006; Martinez-Fernandez
et al., 2006). Dentro del ecosistema microscopico marino
podemos encontrar a las diatomeas (phylum Bacillariophyta),
un grupo de microalgas que componen entre el 20 a 25 % de
abundancia de especies en el fitoplancton. Ademas, este grupo
aporta 30 a 60 % de proteinas y entre 5 a 20 % de lipidos en
la dieta trofica, siendo alimento importante para diferentes
etapas de crecimiento en larvas, peces, crusticeos y moluscos
(Granum et al., 2002).

Asimismo, la mayoria de diatomeas marinas
producen compuestos bioactivos naturales importantes para
diferentes industrias como la alimentaria, farmacéutica,
nutracéutica y cosmética. También producen acidos grasos
poliinsaturados de cadena media y larga como el 4cido
eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA)
(Baldisserotto et al., 2019).

Por otro lado, al presentar una alta tasa de
crecimiento, eficiencia fotosintética y contenido lipidico, son
utilizados principalmente como suplementos nutricionales en
acuicultura y como aditivos en la nutricion humana (Bozart
et al., 2009; Maeda, 2015). Estos metabolitos derivados
poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
anticancerigenas, antidiabéticas, antiangiogénicas y
antimicrobianas (Bhattacharjya ef al., 2020).

La costa central del Perti registra una alta produccion
fitoplancténica importante para la actividad pesquera al
presentarse como principal fuente de nutricion en el primer
eslabon de la cadena alimentaria (Ochoa y Tarazona, 2003).
Dentro de las especies ampliamente distribuidas en la costa
del Pert se encuentran las diatomeas del género Skeletonema
y Chaetoceros (Delgado et al., 2019). Skeletonema costatum
es una especie dominante en las costas del Perti representando
el 96 % del total de fitoplancton sobre todo en épocas de
invierno, seguida de varias especies del género Chaetoceros
(Arellana et al., 2006). Estos géneros son reportados durante
todo el afio y son asociados a floraciones algales nocivas en
bahias principales y zonas pesqueras (Orozco et al., 2017,
Baylon et al., 2019).

Muchas investigaciones en acuicultura catalogan
a las diatomeas como alimento adecuado para el cultivo de
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INTRODUCTION

Microalgae are an important source of food for
various aquatic organisms, which is due to a series of key
features, including cell size, ease of reproduction, and the
concentration and quality of their bio-compounds (Diaz
et al., 2006; Martinez-Fernandez et al., 2006). Within
the microscopic marine ecosystem, there are diatoms
(phylum Bacillariophyta), a group of microalgae that
make up between 20 and 25 % of species abundance in
phytoplankton. Moreover, this group contributes with 30 to
60 % of the proteins and between 5 and 20 % of the lipids
in the trophic diet, serving as an important food source
for different growth stages in larvae, fish, crustaceans, and
mollusks (Granum et al., 2002).

Likewise, most marine diatoms produce important
natural bioactive compounds for different industries, such
as the food, pharmaceutical, nutraceutical, and cosmetic
sectors. They also produce medium- and long-chain
polyunsaturated fatty acids such as eicosapentaenoic acid
(EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) (Baldisserotto
etal. 2019).

On the other hand, due to their high growth rate,
photosynthetic efficiency, and lipid content, they are
primarily used as nutritional supplements in aquaculture and
as additives in human nutrition (Bozart et al., 2009; Maeda,
2015). These derived metabolites possess antioxidant, anti-
inflammatory, anticancer, antidiabetic, antiangiogenic, and
antimicrobial properties (Bhattacharjya et al., 2020).

The central coast of Peru has a high phytoplankton
production, which is important for fishing activities, as it
constitutes the main source of nutrition in the first link of
the food chain (Ochoa and Tarazona, 2003). Among the
species widely distributed along the coast of Peru are
the diatoms of the genus Skeletonema and Chaetoceros
(Delgado et al., 2019). Skeletonema costatum is a dominant
species on the coasts of Peru, which represents 96 % of the
total phytoplankton, especially during winter, followed by
several species of the genus Chaetoceros (Arellana et al.,
2006). These genera are reported throughout the year and
are associated with harmful algal blooms in major bays and
fishing areas (Orozco et al., 2017; Baylon et al., 2019).

Many research studies on aquaculture catalogue
diatoms as suitable food for the cultivation of organisms of
commercial interest, e.g., in bivalves, for the early larval
stages of crustaceans, and in some fish species, given their
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organismos de interés comercial, por ejemplo, en bivalvos,
para los primeros estadios larvales de crustaceos y algunas
especies de peces, debido a su alto contenido proteico y EPA.
Entre los géneros mas destacados se encuentran Skeletonema,
Phaeodactylum, Chaetoceros y Thalassiosira (Hernandez y
Labbé, 2014; Velasco et al, 2016; Araujo et al., 2020).

La bioprospeccion de diatomeas es importante
porque nos permite obtener cepas nativas que se encuentren
adaptadas al medio ambiente y no generen un impacto
ecologico sobre este (Elyakoubi ef al., 2020). Asi mismo
estas nuevas cepas tienen el potencial de presentar el perfil
nutricional requerido para acuicultura y destacar sobre las
cepas comerciales. Actualmente existen pocos estudios en
cepas nativas potenciales para nutricion acuicola en el Peru.
Debido a lo anteriormente expuesto, el objetivo del presente
estudio fue evaluar el perfil nutricional de dos géneros de
diatomeas recolectadas en la costa central del Pert (Ica
y Callao), cepas nativas del Banco de Germoplasma de
Organismos Acuaticos (BGOA) del Instituto del Mar del Pera
(Imarpe), con el fin de evaluar su potencial como ingrediente
para acuicultura.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Las muestras fueron recolectadas en las bahias de
Callao (12°02°34 S, 77°10°13” W) e Ica (13°52°0.01” S,
76°16°0.01”> W), costa central del Peru. Las cepas
seleccionadas fueron obtenidas, identificadas y codificadas
por el Banco de Germoplasma de Organismos Acuaticos
(BGOA) presentando las siguientes caracteristicas (Tabla 1):

Tabla 1. Cepas de microalgas utilizadas para analisis bioquimico

high protein content and EPA. Among the most prominent
genera are Skeletonema, Phaeodactylum, Chaetoceros, and
Thalassiosira (Hernandez and Labbé, 2014; Velasco et al.,
2016; Araujo et al., 2020).

Diatoms bioprospecting is important because
it allows obtaining native strains that are adapted to the
environment and have no ecological impact on it (Elyakoubi
et al.,2020). Likewise, these new strains potentially have the
nutritional profile required for aquaculture and for standing
out over commercial strains. Currently, there are few studies
on potential native strains for aquaculture nutrition in Peru.

Given the above, this study aimed at evaluating
the nutritional profile of two diatom genera collected
from the central coast of Peru (Ica and Callao), which
corresponded to native strains from the Germplasm Bank
of Aquatic Organisms (BGOA) of the Peruvian Sea Institute
(Imarpe), in order to assess their potential as an ingredient
for aquaculture.

MATERIALS AND METHODS

Study area

The samples were collected from the bays of
Callao (12°02°34” S, 77°10°13” W) and Ica (13°52°0.01”
S, 76°16°0.01”° W) on the central coast of Peru. The
selected strains were obtained, identified, and coded by the
Germplasm Bank of Aquatic Organisms (BGOA), showing
the following characteristics (Table 1):

Table 1. Microalgae strains used for biochemical analysis.

Cédigo / Code Especie / Specie Procedencia / Origin Aiio de colecta / Collection year
IMP-BG-056 Chaetoceros debilis Isla Fronton / Fronton Island, Callao 2013
IMP-BG-057 Chaetoceros socialis Isla Fronton / Fronton Island , Callao 2013
IMP-BG-058 Chaetoceros compressus Isla Fronton / Fronton Island, Callao 2013
IMP-BG-363 Skeletonema costatum Isla San Lorenzo, Callao 2016
IMP-BG-364 Skeletonema costatum var. mariori Isla San Lorenzo / San Lorenzo Island, Callao 2016
IMP-BG-429 Skeletonema costatum Carpayo, Callao 2017
IMP-BG-465 Skeletonema costatum Paracas, Ica 2017
IMP-BG-466 Skeletonema costatum Carpayo, Callao 2017
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Produccion de biomasa microalgal

Se realizo un cultivo tipo “batch” desde 50 hasta
125 mL y fueron mantenidos en una camara climatica Binder
(KBW 400, Alemania) a las siguientes condiciones: medio de
cultivo /2 (Guillard, 1975),pH 7.5 a 8.5,a 17 °C, iluminacion
de 35 umol.s'.m” y fotoperiodo 12:12 horas. Pasado los
12 dias, se realizo el escalamiento a uno y siete litros por
triplicado, bajo las condiciones anteriores y con un sistema
de aireacion por medio de una bomba de acuario. Luego de
15 dias de cultivo, se concentr6 la biomasa mediante una
centrifuga refrigerada Hettich (Rotina, Alemania) a 4500 rpm
por 20 minutos a 10 °C. La biomasa humeda obtenida fue
conservada a -20 °C. Luego, fue secada con el liofilizador
Labconco (18 L, USA) segun los parametros descritos en el
manual de Imarpe (2020).

Perfil nutricional

Los ensayos de humedad y cenizas se realizaron
de acuerdo con la metodologia de Kolar (1992), los ensayos
de lipidos de acuerdo con la metodologia de Folch con
modificaciones (Flores-Ramos et al. 2020), las proteinas
fueron cuantificadas por el método modificado de Lowry
et al. (1951) y los carbohidratos de acuerdo al método fenol-
acido sulfurico de Dubois et al. (1956). Los resultados fueron
expresados como porcentaje en peso (% p/p).

Los lipidos extraidos fueron derivatizados
seguin la metodologia de Ichihara y Fukubayashi (2010).
Posteriormente los ésteres metilicos de acidos grasos fueron
analizados por cromatografia gaseosa en el equipo Varian
(CP-3800, EE. UU.), usando una columna Restek, Stabilwax®
WCOT fused silica de 30 m x 0.25 mm X 0.25 pm, método
de inyeccion splitlles (0.50 minuto), volumen de inyeccion de
1 uL, temperatura del inyector de 250 °C, el gas de arrastre
fue helio a un flujo de 1 mL/min, la rampa de temperatura de
120 °C por un minuto, 30 °C/min hasta 160 °C, 160 °C por
un minuto, 4 °C/min hasta 240 °C, 240 °C por 7 minutos. El
tiempo total del programa de temperatura fue de 30.33 min
y la temperatura programada del detector de 260 °C. Los
resultados fueron expresados en porcentaje relativo.

El ensayo de aminoacidos se realizo de acuerdo con
las instrucciones del kit de reactivos AccQ-Fluor (Waters
Corporation, Milford, MA, EE. UU.). Se inyectaron los
aminoacidos derivatizados en el HPLC Elite LaChrom
(Hitachi High Technologies, Japon). Las condiciones del
equipo fueron: Columna Hypersil GOLD C18 de 5 um
x 4.6 mm x 150 mm, temperatura de la columna 37 °C,
volumen de inyeccion 5 pL, flujo de fase mévil 1 mL/min,
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Microalgal biomass production

A batch-type culture was carried out from 50 mL to
125 mL and maintained in a Binder climatic chamber (KBW
400, Germany) under the following conditions: f/2 culture
medium (Guillard, 1975); pH: 7.5 to 8.5; temperature: 17
°C; lighting: 35 pmol.s".m?; 12:12 hour photoperiod. After
12 days, scaling to 1 L and 7 L was carried out in triplicate,
under the previous conditions, and with an aeration system
using an aquarium pump. After 15 days of cultivation, the
biomass was concentrated using a Hettich refrigerated
centrifuge (Rotina, Germany) at 4500 rpm for 20 minutes
at 10 °C. The wet biomass obtained was preserved at -20 °C.
It was then dried using a Labconco lyophilizer (18 L, USA),
according to the parameters described in the Imarpe manual
(2020).

Nutritional profile

Moisture and ash tests were carried out according
to Kolar’s methodology (1992), and lipid assays according
to Folch’s methodology, with some modifications (Flores-
Ramos et al. 2020). Proteins were quantified via the
modified method of Lowry et al. (1951), and carbohydrates
according to the phenol-sulfuric acid method of Dubois ef al.
(1956). The results were expressed as a percentage by weight
(% wiw).

The extracted lipids were derivatized according
to the methodology of Ichihara and Fukubayashi (2010).
Subsequently, the fatty acid methyl esters were analyzed
by gas chromatography using Varian equipment (CP-3800,
USA) and a Restek, Stabilwax WCOT fused silica column of
30 m x 0.25 mm % 0.25 um, employing a splitless injection
method (0.50 minute), a 1 pL injection volume, an injector
temperature of 250 °C, helium as the carrier gas at a flow
rate of 1 mL/min, and a temperature ramp of 120 °C for one
minute, 30 °C/min up to 160 °C, 160 °C for one minute,
4 °C/min up to 240 °C, and 240 °C for 7 minutes. The total
time of the temperature program was 30.33 minutes, and
the detector temperature was set at 260 °C. The results were
expressed as a relative percentage.

The amino acid assay was carried out according
to the instructions of the AccQ-Fluor reagent kit (Waters
Corporation, Milford, MA, USA). The derivatized amino
acids were injected into an HPLC Elite LaChrom (Hitachi
High Technologies, Japan). The equipment conditions were
as follows: Hypersil GOLD C18 column of 5 pm X 4.6 mm
% 150 mm, column temperature: 37 °C, injection volume:
5 uL, mobile phase flow: 1 mL/min, excitation wavelength:
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longitud de onda de excitacion de 250 nm, longitud de onda
de emision de 395 nm, fase movil A acetato de sodio pH
5.1, fase movil B acetonitrilo, la rampa de la fase moévil fue:
0 min (100.0), 2 min (100.0), 24 min (83.5, 16.5), 30 min
(75.25), 30.1 min (100.0) y 38 min (100.0). La cuantificacion
de los aminoacidos se realiz6 con una curva de calibracion de
5 a 50 pmol/pL. Los resultados fueron expresados en como
porcentaje en peso (% p/p).

Indice de aminoacidos

El score de aminoacidos (AAS) fue calculado
de acuerdo a como lo describe Penaflorida (1989) y Oser
(1959). Se utiliz6é como proteina patron los requerimientos
de aminoacidos esenciales recomendados para las especies
Pleuronectes ferruginea, Hippoglosus hippoglosus y
Paralichthys olivaceus, peces planos como el “lenguado”
(Paralichthys adspersus) cultivado en nuestro pais (Kim y
Lall, 2000) y para el camaron (Penaeus vannamei) (Xie et al.,
2012) (Tabla 2). En el caso que el score de aminoacidos fue
superior a 1, este valor se reemplazo con 1. El indice de
aminodcidos esenciales propuesta por Pefiaflorida (1989) se
muestra en la ecuacion 1.

EAAI = "“[AAS, X A4S, ... X AAS, (1)

Un valor de EEAI mayor de 0.95 muestra una alta
calidad de proteina, si esta entre 0.86 y 0.95 se determina
como “buena” calidad de proteina, entre 0.75 y 0.86 se
determina como “utilizable”, sin embargo, un valor menor
de 0.75 se refiere a una proteina inadecuada (Oser, 1959).

Tabla 2. Requerimiento de aminoacidos en diferentes especies acuicolas
(% p/p), concentraciones adaptados de Kim y Lall (2000) y Xie et al. (2012).

250 nm, emission wavelength: 395 nm, mobile phase A:
sodium acetate, pH 5.1, mobile phase B: acetonitrile. The
mobile phase ramp was as follows: 0 min (100.0), 2 min
(100.0), 24 min (83.5, 16.5), 30 min (75.25), 30.1 min
(100.0), and 38 min (100.0). Amino acids were quantified
using a calibration curve from 5 to 50 pmol/uL. The results
were expressed as a percentage by weight (% w/w).

Amino acid index

The amino acid score (AAS) was calculated
according to the description provided by Penaflorida (1989)
and Oser (1959). The standard protein used corresponded to
the essential amino acid requirements recommended for the
species Pleuronectes ferruginea, Hippoglosus hippoglosus,
and Paralichthys olivaceus, flatfish like the ‘flounder’
(Paralichthys adspersus) cultivated in our country (Kim
and Lall, 2000), as well as to those for shrimp (Penaeus
vannamei) (Xie et al., 2012) (Table 2). If the amino acid
score was higher than 1, this value was replaced with 1. The
essential amino acid index proposed by Pefiaflorida (1989)
is shown in Equation 1.

EAAI = "“[AAS, X A4S, ... X A4S, (1)

An EAALI value higher than 0.95 indicates a high
quality of protein. If it is between 0.86 and 0.95, it is deemed
to be of ‘good’ protein quality, and values between 0.75
and 0.86 correspond to a ‘usable’ protein quality. Finally,
a value of less than 0.75 refers to an ‘inadequate’ protein
(Oser, 1959).

Table 2. Amino acid requirements in different aquaculture species (% w/w).
Concentrations adapted from Kim and Lall (2000) and Xie ef al. (2012)..

P. olivaceus P. vannamei

H. hippoglosus

Aminoicidos / Amino acids P. ferruginea
Arginina / Arginine (Arg) 6.79
Histidina / Histidine (His) 2.45
Isoleucina / Isoleucine (Ile) 4.11

Leucina / Leucine (Leu) 7.57
Lisina / Lysine (Lys) 8.56
Fenilalanina / Phenylalanine (Phe) + 651

Tirosina / Tyrosine (Tyr)
Treonina / Threonine (Thr) 4.43
Valina / Valine (Val) 5.63

6.85 6.75 1.96
2.88 2.36 0.80
4.36 391 1.73
7.82 7.59 2.37
8.85 9.15 1.64
7.45 7.86 1.40
4.62 4.49 1.18
5.24 4.57 1.40
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Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con
un nivel de significancia o = 0.05 y pruebas post-hoc Tukey,
para comparar los promedios de todos los ensayos de
lipidos, proteinas, carbohidratos, cenizas, humedad, acidos
grasos y aminoacidos mediante el software Minitab® 17
(Pennsylvania, EE. UU.). Asi mismo, se utilizo el mapa de
calor (Heat Map) para determinar la relacion de las cepas de
microalgas con los acidos grasos y aminoacidos, mediante el
software R-Studio 1.2.5001 (Boston, EE. UU.).

RESULTADOS

Perfil nutricional

El mayor porcentaje de proteinas lo obtuvo la cepa
IMP-BG-466, del género Skeletonema (30.4 + 0.8 %), y el
menor porcentaje fue de la cepa IMP-BG-056 del género
Chaetoceros (12.7 = 0.7 %) (Figura 1). Las otras cepas del
género Skeletonema no presentaron diferencias significativas
entre si (p > 0.05).

Con respecto al porcentaje de lipidos totales, las
cepas IMP-BG-363 e IMP-BG-466, del género Skeletonema,
presentaron los mayores porcentajes, 8.9 +£ 0.0 % y
8.0 + 0.2 % respectivamente, sin diferencias significativas
entre estas (p > 0.05), las otras cepas del género Skeletonema
no presentaron diferencias significativas entre si (p > 0.05).
Las cepas del género Chaetoceros obtuvieron porcentajes de
lipidos totales menores a 3.5 % y no presentaron diferencias
significativas entre si (p > 0.05).

Los mayores porcentajes de carbohidratos se
presentaron en el grupo del género Skeletonema (desde 9 hasta
23 %), mientras que las cepas de Chaetoceros no superaron
el 5 %. Dentro de este tltimo género, la cepa IMP-BG-056
presentd el menor porcentaje (2.5 £ 0.1 %), mientras que las
cepas IMP-BG-057 e IMP-BG-058 correspondientes a las
especies C. socialis y C. compressus, no presentaron diferencias
significativas entre si (p > 0.05). Asimismo, en el género
Skeletonema, solo las cepas IMP-BG-364 ¢ IMP-BG-465,
obtuvieron el porcentaje de carbohidratos superior a 20 %, y
no presentaron diferencias significativas entre si (p > 0.05).

Con respecto al porcentaje de cenizas, las cepas
del género Chaetoceros, presentaron valores superiores a
39 %, siendo la cepa IMP-BG-056 (C. debilis) la que mayor
porcentaje presento (57.1 + 0.1 %). Por otro lado, las cepas
del género Skeletonema, presentaron porcentajes entre 19 a
27 % de cenizas.
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Statistical analysis

An analysis of variance (ANOVA) was conducted
with a significance level of a = 0.05 and post hoc Tukey
tests, in order to compare the averages of all assays regarding
lipids, proteins, carbohydrates, ash, moisture, fatty acids,
and amino acids. This was done via the Minitab 17 software
(Pennsylvania, USA). Likewise, a heat map was used to
determine the relationship between the microalgae strains
and the fatty acids and amino acids using the R-Studio
1.2.5001 software (Boston, USA).

RESULTS

Nutritional profile

The highest percentage of proteins was obtained by
strain IMP-BG-466 of the genus Skeletonema (30.4 £+ 0.8 %),
and the lowest percentage was from strain IMP-BG-056 of
the genus Chaetoceros (12.7 + 0.7 %) (Figure 1). The other
strains of the genus Skeletonema did not show significant
differences (p > 0.05).

Regarding the percentage of total lipids, strains
IMP-BG-363 and IMP-BG-466 of the genus Skeletonema
showed the highest percentages, i.e., 8.9 + 0.0 % and
8.0 £ 0.2 %, respectively, with no significant differences
between them (p > 0.05). The other strains of the genus
Skeletonema did not show significant differences (p > 0.05).
The strains of the genus Chaetoceros reported total lipids
percentages of less than 3.5 % and did not show significant
differences (p > 0.05).

The highest percentages of carbohydrates were
found in the group of the genus Skeletonema (ranging
from 9 to 23 %), while the strains of Chaetoceros did not
exceed 5 %. Within the latter, strain IMP-BG-056 showed
the lowest percentage (2.5 = 0.1 %), while strains IMP-
BG-057 and IMP-BG-058, corresponding to the species
C. socialis and C. compressus, did not show significant
differences (p > 0.05). Likewise, in the genus Skeletonema,
only strains IMP-BG-364 and IMP-BG-465 reported a
carbohydrate percentage higher than 20 %, and they did not
show significant differences between each other (p > 0.05).

Regarding the percentage of ash, the strains of
the genus Chaetoceros showed values higher than 39 %,
with strain IMP-BG-056 (C. debilis) being the one with the
highest percentage (57.1 £ 0.1 %). On the other hand, the
strains of the genus Skeletonema showed ash percentages
between 19 and 27 %.
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El porcentaje de humedad en todas las muestras fue
menor a 14 %. Las cepas IMP-BG-364 ¢ IMP-BG-429, del
género Skeletonema fueron las que presentaron mayor porcentaje
de humedad y no presentaron diferencias significativas entre
si (p > 0.05). Las cepas IMP-BG-465, IMP-BG-466 (género
Skeletonema), IMP-BG-058 ¢ IMP-BG-056, siendo estas
ultimas del género (Chaetoceros), tampoco presentaron
diferencias significativas entre si (p > 0.05).

Skeletonema costatum
(IMP-BG-466)

Skeletonema costatum
(IMP-BG-465)

Skeletonema costatum
(IMP-BG-429)

Skeletonema costatum var.
mariori (IMP-BG-364)

Skeletonema costatum
(IMP-BG-363)

Chaetoceros compressus
(IMP-BG-058)

Chaetoceros socialis
(IMP-BG-057)

Chaetoceros debillis

(IMP-BG-056) 12

The percentage of moisture in all samples was
less than 14 %. The strains IMP-BG-364 and IMP-BG-429
from the genus Skeletonema showed the highest moisture
percentage and exhibited no significant differences
(p > 0.05). The strains IMP-BG-465, IMP-BG-466 (genus
Skeletonema), IMP-BG-058, and IMP-BG-056, the latter two
belonging to the genus Chaetoceros, showed no significant
differences between each other (p > 0.05).

304 = 272 b
216 v B3
355 = 266
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® Humedad / Moisture (%) ® Lipidos / Lipids (%) = Carbohidratos / Carbohydrates (%)

Figura 1. Porcentaje proximal del perfil bioquimico de ocho diferentes
cepas de microalgas marinas, las barras de error indican la desviacion
estandar de los promedios.

Composicién de acidos grasos

En general, los 4cidos grasos con mayores porcentajes
relativos fueron C 14:0, C 16:3n-4 y el C 20:5n-3 (EPA). Los
porcentajes relativos del acido graso C 14:0 estuvieron entre
11 y 24 % con diferencias significativas entre si (p < 0.05).
Las cepas del género Skeletonema obtuvieron el mayor
porcentaje relativo del acido C 16:3n-4, entre 18 y 27 %,
mientras que las cepas del género Chaetoceros obtuvieron los
menores porcentajes entre 0.6 y 4.8 %. Con respecto al EPA,
la cepa IMP-BG-056 de la especie C. debillis obtuvo el mayor
porcentaje relativo (30.2 + 0.9 %), y la cepa IMP-BG-465,
correspondiente a S. costatum, obtuvo el menor porcentaje
relativo (13.4 £ 0.0 %).
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Figure 1. Proximate percentage corresponding to the biochemical profile
of 8 different marine microalgae strains. Error bars indicate the standard
deviation of the means.

Fatty acid composition

In general, the fatty acids with the highest relative
percentages were C14:0, C16:3n-4, and C20:5n-3 (EPA).
The relative percentages of the fatty acid C14:0 ranged
from 11 to 24 %, with significant differences between them
(p <0.05). Strains of the genus Skeletonema had the highest
relative percentage of the acid C16:3n-4 (between 18 and
27 %), while strains of the genus Chaetoceros had the lowest
percentages (between 0.6 and 4.8 %). Regarding EPA, the
strain IMP-BG-056 of the species C. debilis showed the
highest relative percentage (30.2 + 0.9 %), and the strain
IMP-BG-465, corresponding to S. costatum, had the lowest
one (13.4 £ 0.0 %).
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Por otro lado, la mayor proporcion de DHA/EPA se
registro en las cepas de Skeletonema, seguidas de las demas
especies de Chaetoceros, esto debido a que los porcentajes
relativos de DHA fueron casi nulos para Chaetoceros. Los
porcentajes de m3 estuvieron entre 18 y 33 %, siendo el EPA el
acido graso de mayor aporte en todas las cepas, mientras que
los valores de 6 estuvieron entre 0.5 y 1.2 %. Las cepas del
género Chaetoceros, IMP-BG-056 e IMP-BG-058, superaron
la proporciéon @3 / w6 > 50 (Tabla 3).

En el mapa de calor se agruparon las cepas del
género Skeletonema y Chaetoceros en clusteres diferentes,
debido a las diferencias de porcentaje relativo de los acidos
grasos C 16:0, C 16:3n-4 y C 18:1n-7. Los acidos grasos se
separaron en dos clusteres, los de mayor porcentaje relativo
(C 16:3n-4, C 14:0 y EPA) y el resto de menor porcentaje
relativo (Figura 2).

Tabla 3. Composicion de acidos grasos de las cepas evaluadas expresados
como promedio del porcentaje relativo + desviacion estandar.

Especie /

On the other hand, the highest DHA/EPA ratio
was recorded for the Skeletonema strains, followed by the
other species of Chaetoceros because the relative DHA
percentages were less than 1 %. The percentages of ®3
ranged from 18 to 33 %, with EPA being the fatty acid
that contributed the most in all strains, while the w6 values
were between 0.5 and 1.2 %. The strains of the genus
Chaetoceros, IMP-BG-056 and IMP-BG-058, exceeded
the ®3 / w6 ratio > 50 (Table 3).

In the heat map, the strains of the genus Skelefonema
and Chaetoceros were grouped into different clusters due to
differences in the relative percentage of fatty acids C 16:0,
C 16:3n-4, and C 18:1n-7. The fatty acids were separated
into two clusters: those with a higher relative percentage
(C16:3n-4, C 14:0, and EPA) and the rest with a lower
relative percentage (Figure 2).

Table 3. Fatty acid composition of the evaluated strains expressed as the
average of the relative percentage + standard deviation.

S. costatum

. C. debillis C. socialis | C. compressus | S. costatum .. | 8. costatum S. costatum S. costatum
Specne var. mariori
Coédigo / IMP- IMP- IMP- IMP- IMP- IMP- IMP-
Code BG-056 BG-057 BG-058 BG-363 BG-364 BG-429 BG-465
LipidOS/ ¢ ¢ o a b b b a
Lipids (%) 33403 32+03 33402 8.9+0.0 6.0+0.6 53+0.1 53+0.1 8.0+0.3
(]
C 14:0 21.8+0.6" 11.1+0.0" 143+02° 20.0+0.3° 184+02"° 18.7+£04¢ 23.4+0.7° 18.9+0.1¢
C 16:0 85+04° 11.1+04° 16.1+£0.5"° 46+05° 6.1£0.0" 49+0.1° 52+06" 33+£00°
C 18:0 0.9+0.0°" 20+0.1° 20+0.1" 0.5+02" 03+00° 0.4+0.1° 0.6+0.0" 02+00°
TSAFAs 31.2 24.3 324 25.1 24.6 23.9 29.2 224
C 16:1n-9 6.7+04" 48+0.1° 6.8+02" 53+0.1" 29+00" 32+00° 58+00°" 58+0.1"
C 16:1n-7 11.7+04° 12.8+0.1° 16.0+0.0" 10.5+0.0" 10.6+0.1" 15.1+02° 16.7+0.0" 87+00°
C 18:1n-7 82+0.1° 29.9+0.6" 125+0.1° 1.2+£00 1.5£0.1° 23+£0.1° 59+08" 0.9+00"
C 18:1n-9 1.1+0.0° 6.5+02" 23+02° 0.9+0.1° 0.7+0.0 0.8+0.0 1.9+02° 04+00°
EMUFAs 27.6 53.9 37.6 17.9 15.7 21.5 30.3 15.8
C 16:2n-4 3.6+00°" 1.7£00° 3.1+£00° 23+00° 3.74£0.0° 37+0.0° 34+0.1° 42+00°
C 16:3n-4 49+0.1"° 0.7+0.1" 25+00° 244+0.7"° 262+02°  249+02" 185+08° 258+02°
C 16:4n-3 0.6+0.0" 0.6+0.0" 0.6+0.0" 04+0.0" 0.3+0.0° 03+0.0" 0.5+0.1" 0.5+0.1"
C 18:2n-6 02+00" 0.3+0.0 04+00% 0.6+0.1" 0.8+£00° 0.7£0.0% 0.4+0.0" 0.5+0.0
C 18:3n-6 0.1+0.0" 02+00° 0.0+0.0° 0.1+0.0% 0.1+0.0™ 02+0.0" 0.0+0.0% 0.1+0.1"
C 18:3n-3 0.0+£0.0" 0.6+0.0" 0.0+£0.0" 0.4+0.0" 0.6+£00" 0.5+£0.0" 0.3+00° 0.6+0.1"
C 18:4n-3 04+0.0° 0.3+£0.0 03+00" 0.7+00" 1.1£0.0° 0.7+0.0"° 1.8£0.0° 24+0.1"°
C 20:4n-3 0.4+0.0" 0.1+0.0™ 0.3+0.0" 0.1+0.0° 02+0.0" 02+0.0" 0.1+0.0° 02+0.1"
C 20:4n-6 0.1+0.0° 02+00° 0.0+0.0° 03+0.0" 0.3+0.0" 02+0.0" 0.1+00" 0.3+0.0"
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Especge / C. debillis C. socialis . comyp s | S. costatum m.”". S. costatum S. costatum
Specie /ar. mariori
Cédigo / IMP-
Code BG-056 BG-058 BG-364
C20:5n-3 o f d&e i @ . ¢ b
(EPA) 30.2+0.9 17.2+0.1 22.1£0.6 244+0.2 23.4+0.2 20.4+0.5 13.4+0.0 25.5+0.1
€ 22:6n-3 0.6+0.1° 0.0+0.0" 0.7+0.0° 3.5+0.1° 29+0.0° 2.8+0.0°" 20+0.1° 1.7+0.0°
(DHA)
XPUFAs 41.2 21.8 29.9 57.0 59.5 54.6 40.5 61.8
DHA / EPA 0.0 0.0 0.0 0.1 0.1 0.1 0.2 0.0
XDHA + EPA 30.8 17.2 22.8 27.9 26.3 232 154 27.2
Omega-3 (03) 322 18.8 23.8 29.4 28.4 249 18.1 30.9
Omega-6 (m6) 0.5 0.7 0.5 0.9 1.2 1.08 0.5 0.9
o3/ o6 62.8 26.2 52.2 343 24.0 23.0 342 36.0
SAFAs: acidos grasos saturados, MUFAs: acidos grasos mono saturados, PUFAs: acidos grasos SAFAs: Saturated fatty acids, MUFAs: Monounsaturated fatty acids, PUFAs: Polyunsaturated fatty acids.
poliinsaturados. Las comparaciones de los promedios de los porcentajes relativos de acidos grasos por Comparisons of the average relative fatty acid percentages by strain showed significant differences, as
cepas mostraron diferencias significativas indicadas por las letras de la a-g, segin la prueba post-hoc indicated by the letters a-g, according to the Tukey post hoc test.
de Tukey.
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Color Key
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Skeletonema costatum (363)
Skeletonema costatum var. mariori (364)
Skeletonema costatum (466)
Skeletonema costatum (429)
Skeletonema costatum (465)
— Chaetoceros compressus (58)
— Chaetoceros debillis (56)
Chaetoceros socialis (57)
&
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Figura 2. Mapa de calor de cepas analizadas por acidos grasos. Figure 2. Heat map of strains analyzed for fatty acids
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Composicion de aminoacidos

Dentro de los aminoacidos identificados, los acidos
glutdmico y aspartico, la leucina y la alanina fueron los
mayoritarios (cada una > 1 %). Por otro lado, el aminoacido con
menor porcentaje de todas las cepas fue la histidina (< 0.7 %).
La cepa IMP-BG-466 de la especie S. costatum present6 el
mayor porcentaje de aminoacidos (33.3 + 0.2 %) (Tabla 4).

Con respecto al EAALI en general para peces planos
y el langostino, las cepas del género Skeletonema poseen
una buena calidad de proteina debido a que los EAAIs se
encontraron entre 0.86 y 0.95. No obstante, la tabla 4 muestra
que las cepas del género Chaetoceros poseen una calidad
utilizable de proteina (EAAIs < 0.86). Ademas, de acuerdo al
score de aminoacidos (datos no mostrados), en ambos géneros
de microalga, para peces planos, los aminoacidos limitantes
fueron la lisina (de 0.45 a 0.80) y la histidina (de 0.61 a
1). En el caso del langostino P. vannamei, los aminoacidos
limitantes fueron la histidina (de 0.52 a 0.70) y la arginina
(de 0.73 a 0.94).

En el mapa de calor de aminoacidos (Figura 3), se
clasificaron las cepas en dos grupos. El primer cluster agrupd
la mayoria de las cepas del género Skeletonema y el segundo
clasifico a las cepas del género Chaetoceros junto con la
IMP-BG-363 de la especie S. costatum. Estos dos clusteres se
separan por la diferencia de porcentajes de alanina y leucina.
Asimismo, los aminoécidos se separaron en dos clusteres de
acuerdo a su porcentaje, uno de mayor porcentaje en peso
(acido aspartico y acido glutamico), y el otro con el resto de
aminodcidos de menor porcentaje.

Tabla 4. Composicion de aminodcidos (% p/p) de las cepas evaluadas.

Espec{e/ C. debillis C. socialis | C. compressus
Specie

S. costatum

Amino acid composition

Among the identified amino acids, glutamic
acid, aspartic acid, leucine, and alanine had the highest
concentration (each one > 1 %). On the other hand, the amino
acid with the lowest percentage in all strains was histidine
(£0.7 %). The strain IMP-BG-466 of the species S. costatum
showed the highest percentage of amino acids (33.3 £ 0.2 %)
(Table 4).

Regarding the EAALI in general for flatfish and
shrimp, the strains of the genus Skeletonema have a good
protein quality, as the EAAIs were between 0.86 and 0.95.
Table 4 shows that strains of the genus Chaetoceros possess a
usable protein quality of protein (EAAIs < 0.86). In addition,
according to the amino acid score (data not shown) of both
microalgae genera, for flatfish, the limiting amino acids were
lysine (from 0.45 to 0.80) and histidine (from 0.61 to 1). In the
case of the shrimp P. vannamei, the limiting amino acids were
histidine (from 0.52 to 0.70) and arginine (from 0.73 to 0.94).

In the amino acid heat map (Figure 3), the strains
were classified into two groups. The first cluster grouped
most of the strains of the genus Skelefonema, and the second
classified those of the genus Chaetoceros together with the
strain IMP-BG-363 of the species S. costatum. These two
clusters are separated by the difference in percentages of
alanine and leucine. Likewise, the amino acids were separated
into two clusters according to their percentage, one with a
higher percentage by weight (aspartic acid and glutamic acid),
and the other with the rest of the amino acids of a lower
percentage.

Table 4. Amino acid composition (% w/w) of the evaluated strains.

S. costatum

. S. costatum
var. mariori

S. costatum S. costatum

Cédigo / Code | IMP-BG-056 | IMP-BG-057 | IMP-BG-058 | IMP-BG-363 | IMP-BG-364 | IMP-BG-429 | IMP-BG-465 | IMP-BG-466

Aminoacidos esenciales / Essential amino acids
Arginina /
Arginine 0.77 +£0.02" 1.34+0.05* 1.11+0.07° 1.55+0.06° 1.59 +0.03° 1.96+0.01* 1.78+£0.05°  191+0.02"
(Arg)
Fenilalanina /
Phenylalanine ~ 0.94 +0.03° 1.65+0.07" 1.31£0.10° 1.75+0.13°  1.55+0.02"  1.65+0.01°  148+0.07°  2.07+0.00°
(Phe)
Histidina / d 1 d b b b b a
o . 0.24+0.01 0.42 +0.02 0.32 +0.02 0.57 + 0.04 0.54+0.01 0.57 + 0.00 0.52 +0.03 0.67 + 0.00
Histidine (His)
Isoleucina/ = o0, 6030 134£006°  110£007°  146£005°  133£002°  147£001°  131£003°  1.760.03"
Isoleucine (Ile)




Especie /
Specie

Codigo / Code

Leucina /
Leucine (Leu)

Lisina /
Lysine (Lys)

Treonina /
Threonine
(Thr)

Valina /
Valine (Val)

Alanina /
Alanine (Ala)

Acido
aspartico /

Aspartic acid
(Asp)

Glicina /
Glycine (Gly)

Serina /
Serine (Ser)

Prolina /
Proline (Pro)

Acido
glutamico /
Glutamic acid

(Glu)

Tirosina /
Tyrosine (Tyr)

P. ferruginea

H.
hippoglossus

P. olivaceus

P. vannamei

C. debillis

1.18 +0.04"

0.68 £0.02°

0.70 +£0.01°

0.83 +0.03*

0.95+0.46°

1.53+0.04°

0.87+0.04*

0.65+0.01*

0.56 +0.02°

1.75 £ 0.04°

0.49+0.01°

0.86

0.85

0.86

0.85

Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras

5.7 S. costatum
C. socialis C. compressus | S. costatum . S. costatum
var. mariori

2.07+0.10° 1.67 +0.11° 227+0.11° 2.04 +0.04° 225+0.01°

1.04+0.05¢ 1.02+0.05° 1.77+0.08™ 1.79+£0.02" 1.95+0.02°

1.40+0.08" 1.12+0.06° 1.30+0.06"  1.17+0.03  1.29+0.01"

1.55+0.09" 1.25+0.07° 1.54+0.05" 1.39+0.01" 1.55+£0.01"
Aminoacidos no esenciales / Non-essential amino acids

1.24 +0.04° 1.48+0.59" 1.26£0.01° 244 +0.06" 2.76 £0.03"

2.82+0.15" 2.52+0.14 2.99+0.13° 2.86 +0.03" 3.48 £0.04°

1.67+0.11" 1.41+0.07° 1.73+0.09" 1.59 +0.04" 1.75+0.00"

1.30+0.19" 1.03 £0.06° 1.42+0.09° 1.24+£0.03" 1.38+0.02°

1.04+0.06" 0.82 £0.04° 1.1£0.05" 1.01£0.02° 1.1£0.00°

3.86+0.16" 3.1+0.18° 4.03+0.17"  3.87+0.07°  4.23+0.03"

0.87 +0.04" 0.66 +0.04* 0.87 +0.06" 0.82+0.00™ 0.88+0.01"

indice de Aminoscidos Esenciales / Essential Amino Acid Index (EAAI)

0.84 0.85 0.91 0.92 0.93
0.83 0.85 0.90 0.92 0.93
0.84 0.86 0.91 0.94 0.94
0.82 0.84 0.89 0.89 0.89

S. costatum

IMP-BG-056 | IMP-BG-057 | IMP-BG-058 | IMP-BG-363 | IMP-BG-364 | IMP-BG-429 | IMP-BG-465

2.00+0.03"

1.62£0.02°

1.22+0.01%

1.41+£0.04™

2.38+0.01°

2.89+0.03°

1.58 £0.06™

1.28 £0.02°

1.03 £0.02°

3.40+0.03"

0.73+0.01*

0.93

0.92

0.93

0.90

S. costatum

IMP-BG-466

2.70 £ 0.04

2.06+0.01"

1.53+0.02°

1.88+0.01"

3.12+0.01°

3.66+0.01"

2.03+0.02°

1.67+0.02°

1.34+0.01°

4.82+0.02°

1.11+£0.01"

0.91

0.90

091

0.89

Los grupos que no comparten la misma letra presentan promedios con diferencias estadisticamente

significativas.
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The groups that do not share the same letter have averages with statistically significant differences.
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Figura 3. Mapa de calor de cepas analizadas por aminoacidos.

DISCUSION

Perfil nutricional

En acuicultura es necesaria la busqueda de nuevas
fuentes proteicas que cumplan con los requerimientos de
cada especie cultivable. Segtn la FAO, los porcentajes de
requerimiento de proteinas en las dietas de peces y langostinos
oscilan entre 20 y 45 % (Tacén, 1987). Esta demanda seria
satisfecha por los porcentajes de proteina analizadas en
S. costatum (20 a 31 %), asimismo estos porcentajes se
encuentran dentro de los valores registrados por la literatura
(Brown y Jeffrey, 1995; Lestari ef al., 2014; Van Houcke
etal, 2017; Bastos et al., 2022). Segun Vasquez-Suarez et al.
(2010), estos porcentajes se podrian incrementar por encima
de 45 %. Dentro del género Chaetoceros, los porcentajes de
proteina de las cepas analizadas (12 a 18 %), coinciden con
lo registrado por Medina-Reyna y Cordero-Esquivel (1998)
y Pacheco-Vega y Sanchez-Saavedra (2009) para la cepa de
C. mulleri (6 a 30 %).

En el cultivo de organismos acudticos los lipidos
son esenciales para el crecimiento y supervivencia de larvas
de peces (Kanazawa, 1983) y crustaceos (Pascual, 1984),
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Figure 3. Heat map of strains analyzed for amino acids.

DISCUSSION

Nutritional profile

In aquaculture, it is necessary to search for new
protein sources that meet the requirements of each cultivable
species. According to the FAO, the protein requirements
in the diets of fish and shrimp range between 20 and 45 %
(Tacdn, 1987). This demand would be satisfied by the
protein percentages analyzed in S. costatum (20 to 31 %),
and these percentages are within the values reported in the
literature (Brown and Jeffrey, 1995; Lestari ef al., 2014;
Van Houcke et al., 2017; Bastos et al., 2022). According to
Vasquez-Suarez et al. (2010), these percentages could be
increased to over 45 %. Within the genus Chaetoceros, the
protein percentages of the strains analyzed (12 to 18 %),
coincide with those reported by Medina-Reyna and Cordero-
Esquivel (1998) and Pacheco-Vega and Sanchez-Saavedra
(2009) for the C. mulleri strain (6 to 30 %).

In the culture of aquatic organisms, lipids are
essential for the growth and survival of fish larvae
(Kanazawa, 1983) and crustaceans (Pascual, 1984), with
essential fatty acids of the omega-3 (»3) and omega-6 (06)
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siendo los acidos grasos esenciales de la serie omega-3 (03)
y omega-6 (06) los de mayor valor nutricional. Segtn la
FAOQ, el requerimiento de lipidos totales es de 5 a 8 % de
la dieta (Leger et. al., 1979; Tacon, 1987). Esta demanda
seria satisfecha por las cepas analizadas de S. costatum (5 a
9 %), pero no por las cepas analizadas del género Chaetoceros
(<5 %). Sin embargo, existen estudios sobre S. costatum que
registran niveles elevados de lipidos entre 14y 19 % (Brown
y Jeffrey, 1995; Vasquez-Sudrez, et al., 2010), mientras otros
registran inferiores al 2 % (Lestari et al., 2014). En el caso
del género Chaetoceros, los registros son variados; de 11
a 23 % de lipidos en cepas de C. calcitrans; de 19 a 22 %
en C. muelleri (Pacheco-Vega y Sanchez-Saavedra, 2009;
Banerjee ef al., 2011; Velasco et al., 2016) y solo 7.6 % para
la cepa CCMP 3283 de C. socialis (d’Ippolito et al., 2015).
El menor porcentaje de lipidos en el género Chaetoceros
se debid posiblemente a las condiciones 6ptimas de cultivo
(Hu et al., 2008), ademas, estas cepas tienen el potencial
de incrementarlo hasta 40 % en condiciones de estrés por
deficiencia de nutrientes y altas intensidades luminicas
(Rodolfi et al., 2009).

En nutricidn acuicola, al contrario de las proteinas
y lipidos, los carbohidratos no poseen un porcentaje de
requerimiento absoluto, son una fuente de energia de bajo costo,
sustituyen la conversion de proteinas a energia y se utilizan en la
formulacion de dietas como aglutinantes y saborizantes (Tacon,
1987). Los porcentajes de carbohidratos de las cepas analizadas
de S. costatum (9 y 23 %) no superaron los porcentajes de Van
Houcke et al. (2017), de 23 a 25 %, para cepas de la misma
especie, pero contienen el porcentaje de 18.3 % registrado por
Vasquez-Suarez et al. (2010). Por otro lado, los porcentajes de
carbohidratos de las cepas analizadas del género Chaetoceros
(<5 %) fueron similares a lo presentado por Brown y Jeffrey
(1995) y por Banerjee et al. (2011) en C. calcitrans, los cuales
fueron alrededor de 6 %. En contraste, Bastos et al. (2022)
registraron valores entre 23 a 26 % para C. calcitrans, ademas
para C. mulleri se registraron de 10 a 37 % segiin Medina-Reyna
y Cordero-Esquivel (1998), Pacheco-Vega y Sanchez-Saavedra
(2009) y Velasco et al. (2016). Esta variacion, posiblemente
es debido a que los carbohidratos cumplen una funcion en
el mantenimiento de la pared celular y es probable que su
disponibilidad sea cambiante segun condiciones de laboratorio
y fase de crecimiento (Schmid ef al., 1981).

En acuicultura los minerales de las cenizas son
importantes porque concentran metales como el zinc que
previenen enfermedades patologicas en peces (Shearer
et al., 1992) o que interviene en el crecimiento del tejido
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series being of the highest nutritional value. According to
the FAO, the requirement for total lipids is 5-8 % of the diet
(Leger et al., 1979; Tacon, 1987). This demand would be
met by the analyzed strains of S. costatum (5 to 9 %), but not
by the analyzed strains of the genus Chaetoceros (< 5 %).
However, there are studies on S. costatum that report high
levels of lipids, i.e., between 14 and 19 % (Brown and
Jeffrey, 1995; Vasquez-Suarez, et al., 2010), while others
report less than 2 % (Lestari ef al., 2014). In the case of
the genus Chaetoceros, the reports are varied: 11-23 %
lipids in strains of C. calcitrans; 19-22 % in C. muelleri
(Pacheco-Vega and Sanchez-Saavedra, 2009; Banerjee et al.,
2011; Velasco et al., 2016); and only 7.6 % for the strain
CCMP 3283 of C. socialis (d’Ippolito et al., 2015). The
lower percentage of lipids in the genus Chaetoceros was
possibly due to optimal culture conditions (Hu ef al., 2008).
Moreover, these strains have the potential to increase it up
to 40 % under stress conditions due to nutrient deficiency
and high light intensities (Rodolfi et al., 2009).

In aquaculture nutrition, contrary to proteins and
lipids, carbohydrates do not have an absolute requirement
percentage; they are a low-cost source of energy, substitute
the conversion of proteins to energy, and are used in diet
formulation as binders and flavor enhancers (Tacon, 1987).
The carbohydrate percentages of the analyzed strains of
S. costatum (9 and 23 %) did not exceed the percentages
of Van Houcke ef al. (2017), which were 23 to 25 % for
strains of the same species, but they do contain the 18.3 %
reported by Vasquez-Suarez ef al. (2010). On the other hand,
the carbohydrate percentages of the analyzed Chaetoceros
strains (< 5 %) were similar to those reported by Brown and
Jeffrey (1995) and Banerjee et al. (2011) in C. calcitrans,
i.e., around 6 %. In contrast, Bastos et al. (2022) recorded
values between 23 and 26 % for C. calcitrans, and values
of 10 to 37 % were reported for C. mulleri according to
Medina-Reyna and Cordero-Esquivel (1998), Pacheco-Vega
and Sanchez-Saavedra (2009), and Velasco ef al. (2016).
This variation is possibly due to the fact that carbohydrates
play a role in maintaining the cell wall, and it is likely that
their availability changes according to laboratory conditions
and growth phase (Schmid ef al., 1981).

In aquaculture, the micronutrients present in ashes
have very important functions, e.g., zinc, which prevent
fish diseases (Shearer et al., 1992) or play a role in the
growth of solid tissue such as exoskeletons of sponges and
valves in mollusks and crustaceans (Simpson and Volcani,
1981; Welladsen et al., 2014). However, some studies have
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solido como exoesqueleto y valvas en esponjas, moluscos y
crustaceos (Simpson y Volcani, 1981; Welladsen et al., 2014).
Sin embargo, existen estudios que determinan una reduccién
de crecimiento en peces; afeccion en la digestibilidad
del alimento y la calidad de agua del cultivo, por lo que
su porcentaje se minimiza en la elaboracién de piensos
alimenticios (Satoh et al., 1987). Segun los requerimientos
nutricionales para dietas de peces, los porcentajes de cenizas
deben estar entre 3 a 12 % y para camarones de 2 a 10 %, no
obstante, existen insumos que aumentan dicha proporcion
hasta un 20 % de la dieta como la harina de pescado (Faidutti,
1992: Moreno-Alvarez et al., 2000; Garcia et al., 2004; Cruz
et al., 2012). De acuerdo con los resultados, se excederia el
porcentaje requerido para peces y camarones en mas del doble
para del género Skeletonema y mas del triple para el género
Chaetoceros. Segin Bastos et al. (2022), el porcentaje de
cenizas de S. costatum y C. calcitrans aumentan en funcién
de la concentracion de silicatos en el medio de cultivo, hasta
53 y 50 % respectivamente. Por otro lado, Medina-Reyna y
Cordero-Esquivel (1998) y Pacheco-Vega y Sanchez-Saavedra
(2009) lograron un maximo de 54 y 40 % en una cepa de C.
muelleri respectivamente. Otros estudios mencionan que el
incremento es debido a la naturaleza de las frustulas siliceas
que forman las células (Paasche, 1973; Parsons et al., 1984;
Cordero-Esquivel et al., 1993).

Composicion de acidos grasos

Ante la demanda de nuevas fuentes sostenibles de
acidos grasos, se propuso la utilizacién de microalgas marinas
por ser fuentes naturales con alto porcentaje relativo de acidos
grasos poliinsaturados. Las investigaciones de Seiliez et al.
(2003) e Izquierdo (2005) concluyeron que para el dptimo
crecimiento del pez Sparus aurata se requiere al menos la
proporcion en la dieta de DHA/EPA de 1.3 y un maximo de
2.5 respectivamente. La proporcion mas alta de DHA/EPA
en esta investigacion fue de 0.15 en la cepa IMP-BG-465
de la especie S. costatum. Si bien no llega a la proporcion
requerida de DHA/EPA, se puede utilizar en combinacion
con otras cepas de microalgas de mayor porcentaje relativo
de DHA o aceite de pescado.

Skeletonema costatum es una especie utilizada en la
industria acuicola por a su alto porcentaje relativo de EPA,
el cual es importante en la dieta de muchos organismos
cultivables en la acuicultura como crusticeos y larvas de
peces para su buen desarrollo y supervivencia (Koven et al.,
2001; Pratiwy y Pratiwi, 2020). También es una especie
idénea para el cultivo masivo por su rapido crecimiento y
bajos requerimientos de nutrientes (Zafra-Trelles et al., 2017).
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reported that a high ash concentration produce reductions
in fish growth and effects on digestibility and water
quality in the culture, so their percentage is minimized in
the preparation of feed (Satoh et al., 1987). According to
the nutritional requirements for fish diets, ash percentages
should be between 3 and 12 %, as well as from 2 to 10 %
for shrimps. However, there are supplies that increase this
proportion up to 20 % of the diet, e.g., fishmeal (Faidutti,
1992; Moreno-Alvarez et al., 2000; Garcia ef al., 2004;
Cruz et al., 2012). According to the results, the required
percentage for fish and shrimp would be exceeded by more
than double for the genus Skeletonema and more than triple
for the genus Chaetoceros. According to Bastos et al. (2022),
the ash percentage of S. costatum and C. calcitrans increases
with respect to the concentration of silicates in the culture
medium, up to 53 and 50 %, respectively. On the other hand,
Medina-Reyna and Cordero-Esquivel (1998) and Pacheco-
Vega and Sanchez-Saavedra (2009) achieved maximum
values of 54 and 40 % in a strain of C. muelleri, respectively.
Other studies mention that the increase is due to the nature
of the siliceous frustules that form the cells (Paasche, 1973;
Parsons et al., 1984; Cordero-Esquivel et al., 1993).

Fatty acid composition

Given the demand for new sustainable sources of
fatty acids, the use of marine microalgae was proposed, as
they are natural sources with a high relative percentage of
polyunsaturated fatty acids. Research conducted by Seiliez
et al. (2003) and Izquierdo (2005) concluded that, for the
optimal growth of the fish Sparus aurata, the diet must
contain a DHA/EPA ratio of at least 1.3 and a maximum
of 2.5. The highest DHA/EPA ratio in this research was
0.15 for the strain IMP-BG-465 of the species S. costatum.
Although it does not reach the required DHA/EPA ratio, it
can be used in combination with other strains of microalgae
with a higher relative percentage of DHA or with fish oil.

Skeletonema costatum is a species used in the
aquaculture industry given its high relative percentage
of EPA, which is important in the diet of many cultivable
aquatic organisms (such as crustaceans and fish larvae) for
their good development and survival (Koven et al., 2001;
Pratiwy and Pratiwi, 2020). It is also an ideal species for
mass cultivation due to its rapid growth and low nutrient
requirements (Zafra-Trelles et al., 2017).

EPA was the fatty acid with the highest relative
percentage in the diatoms analyzed. In the case of S.
costatum, reports range from 6 to 24 % (Guihéneuf et al.,



El EPA fue el acido graso con mayor porcentaje
relativo en las diatomeas analizadas. En el caso de S. costatum,
los registros van de 6 a 24 % (Guihéneuf et al., 2008; Lestari,
etal.,2014; Van Houcke et al., 2017; Gao et al., 2019; Bastos
et al., 2022). En el género Chaetoceros, se registran como
valores méaximos 19 % en C. calcitrans (Bastos et al., 2022)
y 17 % en C. muelleri (Pacheco-Vega y Sanchez-Saavedra,
2009), siendo menor a la cepa analizada C. debilis IMP-
BG-056 (30.2 %).

Un aporte resaltante de la presente investigacion se
observo en el mapa de calor y fue la separacion de los géneros
Skeletonema y Chaetoceros en funciéon de su composicion
de acidos grasos. Reconociendo a alguno de ellos como
posibles marcadores quimio-taxonomicos, resultado similar a
Hernandez-Acevedo ef al. (2019). Uno de estos acidos grasos,
el C 16:3n-4, es utilizado por las diatomeas en la produccion de
aldehidos volatiles para la regulacion trofica del zooplancton
(d’Ippolito et al., 2004).

Composicion de aminoacidos

De acuerdo con los scores de aminoacidos, los
aminoacidos limitantes fueron la lisina e histidina para peces
planos y arginina e histidina para langostinos, que podrian
afectar diversas funciones como las que se describen a
continuacién: en peces, por ejemplo, la lisina se relaciona al
crecimiento, formacion de tejido muscular (Pineda-Quiroga,
2010) y células reproductivas (Hamid et al/, 2016). Por otro
lado, la histidina funciona como antioxidante y regulador de
pH en 6rganos de peces (Wade y Tucker, 1998; Munakata
et al., 2000). En langostinos, la arginina es precursora de
hormonas de crecimiento (Wan et al., 2006) y regenera el
ATP en el musculo (Denis et al., 1998).

Con respecto al EAAI Okaichi (1974) registro los
indices de las diatomeas Cyclotella sp., Skeletonema costatum
y Phaeodactylum tricornotum en el rango de 0.66 a 0.76 para
el pez Seriola quinqueradiata (jurel). Los valores reportados
en nuestra investigacion fueron superiores para peces planos y
langostinos, sobre todo las cepas del género Skeletonema. No
obstante, las comparaciones se limitan a las pocas referencias
disponibles, a pesar que, en nuestros resultados, ambos
géneros estudiados poseen una calidad buena y utilizable de
proteinas. De otro lado, segiin Becker (2013), la composicion
de aminoacidos es similar entre especies de microalgas, sin
embargo, en el mapa de calor se observo una separacion de
dos clusteres en funcion de las especies y que la cepa IMP-
BG-366 del género Skeletonema tiene una composicion de
aminodcidos parecida al género Chaetoceros.
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2008; Lestari, et al., 2014; Van Houcke et al., 2017,
Gao et al., 2019 and Bastos et al., 2022). In the genus
Chaetoceros, maximum values of 19 % were reported for
C. calcitrans (Bastos et al., 2022), as well as 17 % for
C. muelleri (Pacheco-Vega and Sanchez-Saavedra, 2009),
which is less than the analyzed strain, i.e., C. debilis IMP-
BG-056 (30.2 %).

A notable contribution of this research, as observed
in the heat map, was the separation of the genera Skeletonema
and Chaetoceros based on their fatty acid composition,
recognizing some of them as possible chemotaxonomic
markers, which is similar to that found by Hernandez-
Acevedo et al. (2019). One of these fatty acids, C 16:3n-4,
is used by diatoms in the production of volatile aldehydes
for the trophic regulation of zooplankton (d’Ippolito ef al.,
2004).

Amino acid composition

According to the amino acid scores, the limiting
amino acids were lysine and histidine for flatfish and
arginine and histidine for shrimp, which could affect various
functions. In fish, lysine is related to growth, muscle tissue
formation (Pineda-Quiroga, 2010) and reproductive cells
(Hamid et al., 2016). On the other hand, histidine serves as
an antioxidant and pH regulator in fish organs (Wade and
Tucker, 1998; Munakata ef al., 2000). In shrimp, arginine
is a precursor to growth hormones (Wan et al., 2006) and
regenerates ATP in muscles (Denis ef al., 1998).

Regarding the EAAI, Okaichi (1974) reported
indices for the diatoms Cyclotella sp., Skeletonema
costatum, and Phaeodactylum tricornotum in the range of
0.66 to 0.76 for the fish Seriola quinqueradiata (yellowtail).
The values reported in our research were higher for flatfish
and shrimp, especially regarding the strains of the genus
Skeletonema. However, comparisons are limited by the few
references available, despite the fact that, in our results, both
studied genera possess good and usable protein quality. On
the other hand, according to Becker (2013), the amino acid
composition is similar among microalgae species. However,
in the heat map, a separation of two clusters was observed as
a function of the species. Moreover, the strain IMP-BG-366
of the genus Skeletonema has an amino acid composition
similar to that of the genus Chaetoceros.
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CONCLUSIONES

La evaluacion del perfil nutricional de cepas de
diatomeas peruanas mantenidas en el BGOA contribuyo6 a
la eleccion de la cepa IMP-BG-466 del género Skeletonema
como potencial ingrediente para la formulacién de alimentos
en la acuicultura. Esta cepa obtuvo el mayor porcentaje de
proteina (30.4 %) y calidad buena y utilizable seglin su EAAI
para peces planos y langostinos respectivamente, ademas el
mayor porcentaje relativo de acidos grasos omega 3 (31.0 %).
Sin embargo, esta cepa se enfrenta al desafio de minimizar su
alto contenido de cenizas (27.2 %), bajo porcentaje relativo
de DHA (<2 %) y aminoacidos esenciales limitantes como
la arginina, histidina y lisina. Se recomienda evaluar esta
microalga en ensayos de ingestion y digestibilidad, ensayos
de inocuidad y formulacion de dietas equilibradas con otras
fuentes alimenticias que complementen sus deficiencias.
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CONCLUSIONS

The assessment of the nutritional profile of Peruvian
diatom strains kept in the BGOA contributed to selecting the
strain IMP-BG-466 of the genus Skeletonema as a potential
ingredient for formulating feeds in aquaculture. This strain
reported the highest percentage of protein (30.4 %) and
was classified as having good and usable protein quality
according to its EAALI for flatfish and shrimp, respectively.
This, in addition to reporting the highest relative percentage
of omega-3 fatty acids (31.0 %). However, this strain needs
to decrease its high ash content (27.2 %), as well as to
increase its low relative percentage of DHA (< 2 %) and
limiting essential amino acids such as arginine, histidine, and
lysine to be a feed that meets all the nutritional requirements
of the tested aquatic organisms. We recommend evaluating
this microalgae in ingestion and digestibility trials, safety
tests, and the formulation of balanced diets with other food
sources that complement its deficiencies.
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