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Effect of 4 microalgal diets on the proximal composition, chlorophyll
concentration, and total carotenoid content in Artemia franciscana
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de clorofila y contenido total de carotenoides en Artemia franciscana

Martha I Milldn-Almaraz!, Diana ] Lopez-Peraza®*, Mario Nieves-Soto?, Mario M Peraza-Yee!

! Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Autébnoma de Sinaloa, 80260, Culiacan Rosales,
Sinaloa, Mexico.
2 Facultad de Ciencias del Mar, Universidad Auténoma de Sinaloa, 82000 Mazatlan, Sinaloa, Mexico.

* Corresponding author. E-mail: dianalopez@uas.edu.mx

ABSTRACT. Microalgae are the primary source of food for Artemia franciscana. In turn, Artemia serve as live food for various species in culture.
The chemical composition of Artemia is of great importance because it affects the nutritional quality of the organisms produced in aquaculture
systems. For this reason, the present study aimed to characterize the nutritional value, proximal composition, concentration of chlorophyll @ and
b, and total carotenoid content in the microalgae Thalassiosira weissflogii, Chaetoceros muelleri, Tetraselmis suecica, and Nannochloropsis sp.,
which were used to feed juvenile 4. franciscana for 6 h. Artemia juveniles fed with these microalgae species exhibited higher concentrations of
proteins, carbohydrates, lipids, chlorophyll a and b, and total carotenoids than those in the control. The organisms fed with Tetraselmis suecica
presented the highest content of chlorophyll b, while those fed with Thalassiosira weissflogii and Chaetoceros muelleri showed the highest values
of total carotenoids and chlorophyll a.

Key words: Artemia, microalgae, proximal composition, chlorophylls, carotenoids.

RESUMEN. Las microalgas son la principal fuente de alimento de Artemia franciscana. A su vez, Artemia sirve como alimento vivo para
diversas especies en cultivo. La composicion quimica de Artemia es de gran importancia porque afecta la calidad nutricional de los organismos
producidos en los sistemas acuicolas. Por esta razon, el presente estudio tuvo como objetivo caracterizar el valor nutricional, composicion
proximal, concentracion de clorofila @ y b y contenido total de carotenoides en las microalgas Thalassiosira weissflogii, Chaetoceros muelleri,
Tetraselmis suecica y Nannochloropsis sp., que fueron utilizadas para alimentar a juveniles de A. franciscana durante 6 h. Los juveniles de
Artemia alimentados con estas especies de microalgas exhibieron concentraciones mas altas de proteinas, carbohidratos, lipidos, clorofila a y
by carotenoides totales que los del control. Los organismos alimentados con Tetraselmis suecica presentaron el mayor contenido de clorofila
b, mientras que los alimentados con Thalassiosira weissflogii y Chaetoceros muelleri mostraron los valores mas altos de carotenoides totales
y clorofila a.

Palabras clave: Artemia, microalgas, composicion proximal, clorofilas, carotenoides.
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INTRODUCTION

Microalgae contain high-value nutrients such as carot-
enoids, vitamins, and essential fatty acids (Hamed 2016).
Consequently, they are a primary food source for many
marine organisms during their early life stages, including
bivalves, fish, and shrimp, as well as zooplankton such as
Artemia, cladocerans, and copepods (Martinez-Cordova et
al. 2014).

Carotenoids, which are vitamin A precursors, can scav-
enge reactive oxygen species, protecting cells from aggres-
sive free radical damage and improving the immune system
(De la Vega-Naranjo 2014, Ruiz-Soto 2017). Similarly,
chlorophylls function as antioxidants by interrupting the
peroxidation chain reaction (Rigane et al. 2013). Polyunsat-
urated fatty acids (PUFAs), such as eicosapentaenoic acid
(EPA, 20:5 n-3), docosahexaenoic acid (DHA, 22:6 n-3),
and arachidonic acid (AA, 20:4 n-6; Ramirez-Mérida et al.
2015), are essential for organisms. These compounds play
important functions as precursors of eicosanoids and hor-
mones and improve the immune system (Vizcaino-Ochoa et
al. 2010).

The diatoms Thalassiosira weissflogii and Chaetoceros
muelleri mainly produce the carotenoids fucoxanthin, dia-
dinoxanthin, diatoxanthin, and B-carotene (Marella and
Tiwari 2020). However, they can produce other carotenoids,
including violaxanthin, zeaxanthin, and phaeophytin a, in
minor quantities depending on light, nutrient, and tempera-
ture conditions (Long et al. 2018). Tetraselmis suecica is
characterized by having trans-violaxanthin, antheraxanthin,
astaxanthin, lutein, a-carotene, and B-carotene (Ahmed et al.
2014), whereas Nannochloropsis sp. mainly contains violax-
anthin and vaucheriaxanthin, in addition to zeaxanthin, can-
thaxanthin, a-carotene, and f-carotene (Paliwal et al. 2016).
The main fatty acids in Thalassiosira weissflogii are 16:1n,
16:0, 14:0, and EPA, while those in Chaetoceros muelleri
are 16:1n, 16:0, 14:0, EPA, and AA (Aranda-Burgos et al.
2014, Marella and Tiwari 2020). The green microalgae
Tetraselmis suecica mainly contains 16:0, 16:2, 16:3, and
a-linolenic acid (18:3), whereas Nannochloropsis sp. mainly
contains EPA and AA (Chaisutyakorn et al. 2018, Pugkaew
et al. 2019).

Artemia is one of the most used live foods in aquacul-
ture, although Artemia nauplii and juveniles are deficient in
PUFAs and carotenoids. These deficiencies can be solved
by enrichment or bioencapsulation techniques, which can
deliver several compounds of nutritional interest to organ-
isms cultured with live food, including Artemia (Tlusty et
al. 2005). Employing Artemia juveniles or adults has certain
advantages over using nauplii, as their nutritional value is
higher than that of recently hatched or early-stage nauplii
(Léger et al. 1986).

In late developmental stages, Artemia is used as live
food for larger organisms, including the lobster Homarus
americanus, shrimp Macrobrachium americanum, and
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INTRODUCCION

Las microalgas contienen nutrientes de alto valor, como
carotenoides, vitaminas y acidos grasos esenciales (Hamed
2016). En consecuencia, son una fuente primaria de alimento
para muchos organismos marinos durante sus primeras
etapas de vida, incluidos bivalvos, peces y camarones, asi
como zooplancton como Artemia, cladoceros y copépodos
(Martinez-Cérdova et al. 2014).

Los carotenoides, que son precursores de la vitamina A,
pueden secuestrar las especies reactivas de oxigeno, prote-
giendo las células del dafio agresivo de los radicales libres
y mejorando el sistema inmunolédgico (De la Vega-Naranjo
2014, Ruiz-Soto 2017). De manera similar, las clorofilas
funcionan como antioxidantes al interrumpir la reaccion en
cadena de peroxidacion (Rigane et al. 2013). Acidos grasos
poliinsaturados (AGPIs), como el acido eicosapentaenoico
(EPA, 20:5 n-3), acido docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3)
y acido araquidonico (AA, 20:4 n-6; Ramirez-M¢érida et al.
2015), son esenciales para los organismos. Estos compuestos
desempefian funciones importantes como precursores de
eicosanoides y hormonas y mejoran el sistema inmunologico
(Vizcaino-Ochoa et al. 2010).

Las diatomeas Thalassiosira weissflogii y Chaetoceros
muelleri producen principalmente los carotenoides fuco-
xantina, diadinoxantina, diatoxantina y -caroteno (Marella
y Tiwari 2020). Sin embargo, pueden producir otros caro-
tenoides, como violaxantina, zeaxantina y feofitina a, en
cantidades menores dependiendo de las condiciones de luz,
nutrientes y temperatura (Long et al. 2018). Tetraselmis
suecica se caracteriza por tener trans-violaxantina, ante-
raxantina, astaxantina, luteina, o-caroteno y [-caroteno
(Ahmed et al. 2014), mientras que Nannochloropsis sp.
contiene principalmente violaxantina y vaucheriaxantina,
ademas de zeaxantina, cantaxantina, o-caroteno y -caroteno
(Paliwal et al. 2016). Los principales acidos grasos de
Thalassiosira weissflogii son 16:1n, 16:0, 14:0 y EPA, mien-
tras que los de Chaetoceros muelleri son 16:1n, 16:0, 14:0,
EPA y AA (Aranda- Burgos et al. 2014, Marella y Tiwari
2020). La microalga verde Tetraselmis suecica contiene prin-
cipalmente acido 16:0, 16:2, 16:3 y 4acido a-linolénico (18:3),
mientras que Nannochloropsis sp. contiene principalmente
EPA y AA (Chaisutyakorn et al. 2018, Pugkaew et al. 2019).

Artemia es uno de los alimentos vivos mas utilizados en
la acuicultura, aunque los nauplios y juveniles de Artemia
son deficientes en AGPIs y carotenoides. Estas deficien-
cias pueden resolverse mediante técnicas de enriqueci-
miento o bioencapsulacion, que pueden proporcionar varios
compuestos de interés nutricional a organismos cultivados
con alimentos vivos, incluida Artemia (Tlusty et al. 2005).
El empleo de juveniles o adultos de Artemia tiene ciertas
ventajas sobre el uso de nauplios, ya que su valor nutricional
es mayor que el de los nauplios recién eclosionados o en
etapa temprana (Léger et al. 1986).
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octopus Octopus vulgaris (Méndez-Martinez et al. 2018). In
addition, Artemia is used widely in the culturing protocols of
ornamental fishes. For example, Azimirad et al. (2016) eval-
uated the effect of feeding angelfish (Pterophyllum scalare)
adult Artemia without enrichment (control), adult Artemia
enriched with lyophilised probiotic, adult Artemia enriched
with a prebiotic, and adult Artemia enriched with a synbiotic
and found better results in terms of the final weight, weight
gain, and specific growth rate of juvenile angelfish fed with
the symbiotic-enriched Artemia.

Among Artemia species, A. franciscana is the most widely
used live food in marine hatcheries despite being deficient in
carotenoids and PUFAs. Nonetheless, as microalgae consti-
tute the primary food source for Artemia, the biochemical
composition of hatchery diets can be modified by adjusting
the diet of Artemia (Fabregas et al. 2001). For example, sev-
eral studies have shown that PUFAs can be transferred from
microalgae to Artemia nauplii through feeding, that is, from
prey to predator (Bhuvaneshwari et al. 2018). Indeed, a short
enrichment period of 6—8 h was observed to improve the nutri-
tional quality of Artemia, increasing PUFA content to 56.50%
when enriched with Nannochloropsis salina (Chakraborty et
al. 2007). Additionally, mortality rates of Artemia decreased
when fed a diet enriched with this microalga (Chakraborty
et al. 2007).

Many studies have evaluated the enrichment of Artemia
nauplii with microalgae. However, very few have focused
on Artemia in late developmental stages (i.e., juveniles and
adults). Therefore, this study aimed to characterize the prox-
imal composition, concentration of chlorophyll a and b, and
total carotenoid content of the most widely used microalgae in
aquaculture, namely Thalassiosira weissflogii, Chaetoceros
muelleri, Tetraselmis suecica, and Nannochloropsis sp., to
evaluate the effects of these microalgae diets on the biochem-
ical composition of A. franciscana juveniles.

MATERIALS AND METHODS
Microalgae cultures

Microalgae were cultivated in f culture media prepared
with seawater at 35 psu (practical salinity units), filtered
and disinfected with commercial sodium hypochlorite at
5% (Guillard and Ryther 1962). Air was supplied continu-
ously by a 2.5-HP blower, and the cultures were illuminated
with 6 white light fluorescent lamps (6,000—6,500 lux). Tem-
perature was maintained at 25 = 1 °C. Microalgae culturing
was carried out following the successive transfer technique
of Zazueta-Patron (2016) using the strains Thalassiosira
weissflogii (TH-W-1), Chaetoceros muelleri (CH-M-1),
Tetraselmis suecica (TE-S-1), and Nannochloropsis sp. (NN-
X-1). The initial density of each culture was 10,000 cell'mL!
(TH-W-1), 200,000 cell'mL"' (CH-M-1), 25,000 cell'mL!
(TE-S-1), and 300,000 cell'mL™' (NN-X-1). Cultures were
maintained until the exponential phase. Cell density was
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En etapas tardias de desarrollo, Artemia se utiliza como
alimento vivo para organismos mas grandes, incluida la
langosta Homarus americanus, el camaréon Macrobrachium
americanum y el pulpo Octopus vulgaris (Méndez-Martinez
et al. 2018). Ademas, Artemia se utiliza ampliamente en los
protocolos de cultivo de peces ornamentales. Por ejemplo,
Azimirad et al. (2016) evaluaron el efecto de alimentar al
pez angel (Pterophyllum scalare) con Artemia adulta no enri-
quecida (control), Artemia adulta enriquecida con probio-
tico liofilizado, Artemia adulta enriquecida con prebidtico
y Artemia adulta enriquecida con simbidtico y encontraron
mejores resultados en términos de peso final, ganancia de
peso y tasa de crecimiento especifica en los juveniles de peces
angel alimentados con Artemia enriquecida con simbidtico.

Entre las especies de Artemia, A. franciscana es el
alimento vivo mas utilizado en los criaderos marinos a pesar
de ser deficiente en carotenoides y AGPIs. No obstante, como
las microalgas constituyen la principal fuente de alimento de
Artemia, la composicion bioquimica de la dieta del criadero
puede modificarse ajustando la dieta de Artemia (Fabregas
et al. 2001). Por ejemplo, varios estudios han demostrado
que los AGPIs pueden transferirse de las microalgas a los
nauplios de Artemia a través de la alimentacion, es decir, de la
presa al depredador (Bhuvaneshwari et al. 2018). De hecho,
se observo que un corto periodo de enriquecimiento de 6 a
8 h mejoraba la calidad nutricional de Artemia, aumentando
el contenido de AGPIs al 56.50% cuando se enriquecia con
Nannochloropsis salina (Chakraborty et al. 2007). Ademas,
las tasas de mortalidad de Arfemia disminuyeron cuando se
les alimentd con una dieta enriquecida con esta microalga
(Chakraborty et al. 2007).

Muchos estudios han evaluado el enriquecimiento de los
nauplios de Artemia con microalgas. Sin embargo, muy pocos
se han centrado en Artemia en etapas tardias de su desarrollo
(i.e., juveniles y adultos). Por lo tanto, este estudio tuvo como
objetivo caracterizar la composicion proximal, la concentra-
cion de clorofila a y b y el contenido de carotenoides totales
de las microalgas mas utilizadas en acuicultura, a saber,
Thalassiosira weissflogii, Chaetoceros muelleri, Tetraselmis
suecica y Nannochloropsis sp., para evaluar los efectos de
estas dietas de microalgas en la composicion bioquimica de
los juveniles de A. franciscana.

MATERIALES Y METODOS
Cultivos de microalgas

Las microalgas se cultivaron en medio de cultivo f prepa-
rado con agua de mar a 35 ups (unidades practicas de sali-
nidad) filtrada y desinfectada con hipoclorito de sodio
comercial al 5% (Guillard y Ryther 1962). Se suministro aire
continuamente mediante un soplador de 2.5 HP y los cultivos
se iluminaron con 6 lamparas fluorescentes de luz blanca
(6,000-6,500 lux). La temperatura se mantuvo a 25+ 1 °C. Los
cultivos de microalgas se realizaron siguiendo la técnica de
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determined by direct counts using a compound microscope
and Neubauer chamber. Representative samples of each
microalga were taken to analyze the proximal composition
of proteins, carbohydrates, and lipids, as well as the concen-
tration of chlorophyll a and b, and total carotenoid content.
All samples were kept at —60 °C until analyzed.

Culture of juvenile Artemia franciscana

To obtain A. franciscana nauplii (Great Salt Lake
Artemia, INVE Aquaculture, lot 7116496181), we fol-
lowed the standard cyst hydration-decapsulation-incubation
procedure described by Sorgeloos et al. (1986). Based on
mitogenomic analyses, Sainz-Escudero et al. (2021) pro-
posed the name Artemia monica Verrill, 1869 as the valid
name of 4. franciscana Kellogg, 1906 for the New World
Lineage. Hydration was conducted in freshwater with con-
stant aeration. For decapsulation, 5% commercial sodium
hypochlorite was used, and the cysts were incubated for
24 h in seawater (35 psu and 28 °C) with aeration and con-
stant lighting (2,000 lux). After hatching, A. franciscana
organisms were transferred to a 14-L container with 2
Artemia-mL™" and cultured for 9 days. During this period,
A. franciscana was fed daily with Chaetoceros muelleri
according to the feeding rate reported by Millan-Almaraz
et al. (2021). The seawater was exchanged (30%) each day.
The bioencapsulation experiment commenced on day 9 of
the culture. Artemia franciscana was cultured for 9 days, as
this time is required for organisms to reach the juvenile stage
(minimum length of 2.7 mm; Sorgeloos et al. 1986).

Nutrient bioencapsulation experiment in juvenile Artemia
franciscana

The microalgae and A. franciscana cultures were syn-
chronized so that 4. franciscana juveniles were avail-
able by the time the microalgae reached the exponential
phase. Thus, we were able to feed isolipidic diets to the
juveniles. The isolipidic equivalence of the microalgae has
been determined in previous unpublished studies (Table 1).
For this purpose, the microalgae Chaetoceros muelleri was
used as a reference, and the experimental conditions were
based on the results of Millan-Almaraz et al. (2021), who
observed that the highest ingestion rate of A. franciscana
juveniles occurred when they were fed with a density of
900,000 celllmL™' in the dark. Therefore, considering
the lipid content of the microalgae Chaetoceros muelleri
(12.84 pg of lipid-cell!) and the reported cell density, the
isolipidic diet consisted of 11,556,000 pg of lipid-mL".
Thus, we needed 77,541 cellmL' of Thalassiosira
weissflogii, 457,482 cell'-mL" of Tetraselmis suecica, and
4,736,065 cell'mL™! of Nannochloropsis sp. to reach this
concentration (Table 1).

It is important to mention that before the experiment, the
intestines were confirmed to be empty by direct observation
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transferencias sucesivas de Zazueta- Patron (2016) utilizando
las cepas Thalassiosira weissflogii (TH-W-1), Chaetoceros
muelleri (CH-M-1), Tetraselmis suecica (TE-S-1) y
Nannochloropsis sp. (NN-X-1). La densidad inicial de cada
cultivo fue de 10,000 cel'mL! (TH-W-1), 200,000 cel'mL™"
(CH-M-1), 25,000 cel'mL™" (TE-S-1) y 300,000 cel'mL"’
(NN-X-1). Los cultivos se mantuvieron hasta la fase expo-
nencial. La densidad celular se determind mediante conteos
directos utilizando un microscopio compuesto y una camara
de Neubauer. Se tomaron muestras representativas de cada
microalga para analizar la composicion proximal de proteinas,
carbohidratos y lipidos, asi como la concentracion de clorofila
ay b,y el contenido total de carotenoides. Todas las muestras
se mantuvieron a —60 °C hasta su analisis.

Cultivo de juveniles de Artemia franciscana

Para obtener nauplios de 4. franciscana (Great Salt Lake
Artemia, INVE Aquaculture, lote 7116496181), seguimos
el procedimiento estandar de hidratacion-decapsulacion-
incubacion de quistes descrito por Sorgeloos et al. (1986).
Basado en analisis mitogendomicos, Sainz-Escudero et al.
(2021) propusieron el nombre Artemia monica Verrill, 1869
como nombre valido de 4. franciscana Kellogg, 1906 para el
Linaje del Nuevo Mundo. La hidratacion se realizé en agua
dulce con aireacion constante. Para la decapsulacion se utilizd
hipoclorito de sodio comercial al 5% y los quistes se incubaron
durante 24 h en agua de mar (35 ups y 28 °C) con aireacion e
iluminacion constante (2,000 lux). Después de la eclosion, los
organismos de A4. franciscana se transfirieron a un recipiente
de 14 L con 2 Artemia-mL™" y se cultivaron durante 9 dias.
Durante este periodo, A. franciscana fue alimentada diaria-
mente con Chaetoceros muelleri segiin la tasa de alimenta-
cion reportada por Millan-Almaraz et al. (2021). El agua de
mar se cambi6 (30%) cada dia. El experimento de bioencap-
sulacion comenz6 el dia 9 del cultivo. Artemia franciscana
se cultivd durante 9 dias, ya que este tiempo es necesario
para que los organismos alcancen la etapa juvenil (longitud
minima de 2.7 mm; Sorgeloos et al. 1986).

Experimento de bioencapsulacion de nutrientes en
juveniles de Artemia franciscana

Los cultivos de microalgas y A. franciscana se sincro-
nizaron para que los juveniles de A. franciscana estuvieran
disponibles cuando las microalgas alcanzaran la fase expo-
nencial. Por lo tanto, pudimos alimentar a los juveniles con
dietas isolipidicas. La equivalencia isolipidica de las micro-
algas se ha determinado en estudios previos no publicados
(Tabla 1). Para ello, se tom6 como referencia la microalga
Chaetoceros muelleri y las condiciones experimentales se
basaron en los resultados de Millan-Almaraz et al. (2021),
quienes observaron que la mayor tasa de ingestion de juve-
niles de A. franciscana se produjo cuando fueron alimentados
on una densidad de 900,000 cel'mL" en la oscuridad. Por lo
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Table 1. Lipid concentration in pg-cell' and equivalence in cell'mL"' of the
microalgae Thalassiosira weissflogii (TH-W-1), Chaetoceros muelleri (CH-M-1),
Tetraselmis suecica (TE-S-1), and Nannochloropsis sp. (NN-X-1).

Tabla 1. Concentracion de lipidos en pg-cel™! y equivalencia en cel'mL™! de las
microalgas Thalassiosira weissflogii (TH-W-1), Chaetoceros muelleri (CH-M-1),
Tetraselmis suecica (TE-S-1) y Nannochloropsis sp. (NN-X-1).

CH-M-1 TH-W-1 TE-S-1 NN-X-1
Lipids in pg-cell™! 12.84 149.03 25.26 2.44
Equivalence in cell'mL"! 900,000 77,541 457,482 4,736,065

using an CH30 microscope. The experiment consisted
of 4 treatments, each with one species of microalgae and
4 replicas, resulting in 16 containers with microalgae +
Artemia. The control did not include microalgae. In total,
there were 20 experimental units, each with a density of
0.5 Artemia-mL™'. The experimental units consisted of
plastic containers with transparent walls, each with a useful
volume of 14 L. During the experiment, salinity (35 psu),
temperature (25 °C), aeration, and darkness (containers pro-
tected from light with black curtains) were maintained con-
stant. At the beginning (0 h) and end (6 h) of the experiment,
samples of 4. franciscana juveniles were taken to determine
the proximal composition of proteins, carbohydrates, and
lipids, as well as the concentration of chlorophyll a and b,
and total carotenoid content.

Proximal analysis

The proximal composition of the microalgae and
A. franciscana juveniles was determined based on the dry
weight of proteins (Lowry et al. 1951), carbohydrates
(extraction, Whyte 1987; quantification, Dubois et al. 1956)
and lipids (extraction, Bligh and Dyer 1959; quantification,
Pande et al. 1963). To obtain the samples, a known volume
of A. franciscana culture was filtered through GF/C 25 mm
filters Whatman. Then, the samples were placed in an oven at
45 °C to dry and stored at —60 °C until analyzed.

Proteins

The filters containing the samples were placed in centri-
fuge tubes, and 2 mL of 1 N NaOH was added to each. After-
ward, the filters were macerated, and 3 mL of 1 N NaOH
was added. Then, the tubes were covered with aluminum
foil and placed in a water bath at 100 °C for 10 min. Subse-
quently, the samples were mixed and centrifuged at 3,220 x
g for 15 min, and the supernatant was transferred to the test
tubes. A double extraction was performed. Afterward, 1 mL
of each sample was collected and placed in each test tube,
and 5 mL of solution C was added. Solution C was a mix-
ture of the following solutions: solution A (2% anhydrous
sodium carbonate in 0.1 N NaOH), solution B1 (0.5% copper

tanto, considerando el contenido de lipidos de la microalga
Chaetoceros muelleri (12.84 pg de lipidos-cel-1) y la densidad
celular reportada, la dieta isolipidica consistio en 11,556,000 pg
de lipidos'mL™". Por lo tanto, necesitibamos 77,541 cel'mL™!
de Thalassiosira weissflogii, 457,482 cel-mL™" de Tetraselmis
suecica 'y 4,736,065 cel'mL™! de Nannochloropsis sp. para
alcanzar esta concentracion (Tabla 1).

Es importante mencionar que antes del experimento, se
confirmoé que los intestinos estaban vacios mediante obser-
vacion directa utilizando un microscopio Olympus CH30.
El experimento consto de 4 tratamientos, cada uno con una
especie de microalga y 4 réplicas, dando como resultado 16
contenedores con microalga + Artemia. El control no incluyo
microalgas. En total, hubo 20 unidades experimentales, cada
una con una densidad de 0.5 Artemia-mL-'. Las unidades
experimentales estuvieron compuestas por recipientes plas-
ticos de paredes transparentes, cada uno con un volumen util
de 14 L. Durante el experimento, la salinidad (35 ups), tempe-
ratura (25 °C), aireacion y oscuridad (recipientes protegidos
de la luz con cortinas negras) se mantuvieron constantes.
Al inicio (0 h) y al final (6 h) del experimento, se tomaron
muestras de juveniles de A. franciscana para determinar la
composicion proximal de proteinas, carbohidratos y lipidos,
asi como la concentracion de clorofila a y b y contenido total
de carotenoides.

Analisis proximal

La composicion proximal de las microalgas y los juveniles
de A. franciscana se determind con base en el peso seco de
proteinas (Lowry etal. 1951), carbohidratos (extraccion, Whyte
1987; cuantificacion, Dubois et al. 1956) y lipidos (extraccion,
Bligh y Dyer 1959; cuantificacion, Pande et al. 1963). Para
obtener las muestras, se filtré un volumen conocido de cultivo
de A. franciscana a través de filtros GF/C de 25 mm Whatman.
Luego, las muestras se colocaron en una estufa a 45 °C para
secar y se almacenaron a —60 °C hasta su analisis.

Proteinas

Los filtros que contenian las muestras se colocaron en
tubos de centrifuga y a cada uno se le agregaron 2 mL de
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sulfate in distilled water), and solution B2 (1% sodium potas-
sium tartrate in distilled water). After adding solution C, the
test tubes were allowed to settle for 10 min. Then, 0.5 mL of
solution D (mixture of Folin Ciocalteu and distilled water)
was added to each tube and shaken vigorously until the mix-
ture turned blue. After which, the test tubes were left to stand
for 90 min in the dark. A 1-cm quartz cell was used to read
the samples in a Hach DR5000 spectrophotometer at a wave-
length of 750 nm.

Carbohydrates

The filters containing the samples were placed in centri-
fuge tubes, and 2 mL of 1 M H,SO, was added to each tube.
Afterward, the filters were macerated, and 2 mL of 1 M H,SO,
was added. The tubes were covered with aluminum foil and
placed in a water bath at 100 °C for 60 min. Subsequently, the
samples were mixed and centrifuged at 3,220 x g for 15 min.

After centrifugation, 1 mL of the supernatant from each
tube was taken and placed in a test tube, and 1 mL of 5%
phenol solution was added. After resting for 40 min, 5 mL of
concentrated sulfuric acid was added slowly and mixed until
the samples turned yellow. Finally, a 1-cm quartz cell was
used to read the samples in the Hach DR5000 spectropho-
tometer at a wavelength of 485 nm.

Lipids

The filters containing the samples were placed in test tubes
and positioned in an ice bath. Then, 0.5 mL of distilled water
and 2 mL of methanol were added to each tube, and the con-
tents were macerated. Subsequently, 2 mL of chloroform and
2 mL of methanol were added to each tube and centrifuged
at 3,220 x g for 15 min. Then, a double extraction was con-
ducted using 1 mL of methanol and 2 mL of chloroform. A
total of 2 mL of distilled water was added to the supernatant
obtained from the 2 extractions, and the tubes were shaken
vigorously for biphase formation. The tubes with the superna-
tant were covered with aluminum foil and refrigerated for at
least 24 h. After which, the upper layer was discarded, and the
rest was left to dry in an oven at 45 °C.

A total of 3 mL of the 2% acid solution of potassium
dichromate was added to the remaining concentrate, which
was then covered with aluminum foil and placed in a water
bath at 100 °C for 15 min. Subsequently, 4.5 mL of distilled
water was added to each tube, mixed vigorously, and cooled
to room temperature. Finally, a 1-cm quartz cell was used to
read the samples in the Hach DR5000 spectrophotometer at a
wavelength of 590 nm.

Chlorophyll and total carotenoid analysis
Microalgae and Artemia samples were ground in 100%

acetone in an ice bath in the dark and left to stand for 24 h
in a refrigerator at 4 °C. The supernatant was recovered by
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NaOH 1 N. Posteriormente se maceraron los filtros y se agre-
garon 3 mL de NaOH 1 N. Luego, los tubos se cubrieron con
papel de aluminio y se colocaron en un bafio de agua a 100 °C
durante 10 min. Posteriormente, las muestras se mezclaron y
centrifugaron a 3220 x g durante 15 min y el sobrenadante se
transfirio a los tubos de ensayo. Se realiz6 una doble extrac-
cion. Posteriormente se recogié 1 mL de cada muestra y se
coloco en cada tubo de ensayo y se agregaron 5 mL de solu-
cion C. La solucion C era una mezcla de las siguientes solu-
ciones: solucion A (carbonato de sodio anhidro al 2% en
NaOH 0.1 N), solucion B1 (sulfato de cobre al 0.5% en agua
destilada) y solucion B2 (tartrato de sodio y potasio al 1% en
agua destilada). Después de agregar la solucion C, los tubos
de ensayo se dejaron reposar durante 10 min. Luego, se agre-
garon a cada tubo 0.5 ml de solucion D (mezcla de Folin
Ciocalteu y agua destilada) y se agitd vigorosamente hasta
que la mezcla se volvié azul. Después de lo cual, los tubos de
ensayo se dejaron reposar durante 90 min en la oscuridad. Se
utilizo una celda de cuarzo de 1 cm para leer las muestras en
un espectrofotometro Hach DR5000 a una longitud de onda
de 750 nm.

Carbohidratos

Los filtros que contenian las muestras se colocaron en
tubos de centrifuga y se agregaron 2 mL de H,SO, 1 M a
cada tubo. Posteriormente se maceraron los filtros y se agre-
garon 2 mL de H,SO, 1 M. Los tubos se cubrieron con papel
de aluminio y se colocaron en un bafio de agua a 100 °C
durante 60 min. Posteriormente, las muestras se mezclaron y
se centrifugaron a 3,220 x g durante 15 min.

Después de la centrifugacion, se tom6 1 mL del sobre-
nadante de cada tubo y se colocé en un tubo de ensayo y se
afiadio 1 ml de solucion de fenol al 5%. Después de reposar
durante 40 min, se agregaron lentamente 5 mL de acido
sulfurico concentrado y se mezclaron hasta que las muestras
se volvieron amarillas. Finalmente, se utilizdo una celda de
cuarzo de 1 cm para leer las muestras en el espectrofotometro
Hach DR5000 a una longitud de onda de 485 nm.

Lipidos

Los filtros que contenian las muestras se pusieron en
tubos de ensayo y se colocaron en un bafio de hielo. Luego
se afiadieron a cada tubo 0.5 mL de agua destilada y 2 mL de
metanol y se macer? el contenido. Posteriormente, a cada tubo
se le agregaron 2 mL de cloroformo y 2 mL de metanol y se
centrifugaron a 3,220 X g durante 15 min. Luego, se realizd
una doble extraccion utilizando 1 mL de metanol y 2 mL de
cloroformo. Al sobrenadante obtenido de las 2 extracciones se
le afiadi6 un total de 2 mL de agua destilada y los tubos se
agitaron vigorosamente para la formacion de bifase. Los tubos
con el sobrenadante se cubrieron con papel de aluminio y se
refrigeraron durante al menos 24 h. Posteriormente se descartd
la capa superior y el resto se dejo secar en estufa a 45 °C.
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centrifugation at 3,220 X g for 15 min at 4 °C. A double
extraction was then performed on the precipitate, and the
resulting supernatants were mixed. Then, a 1-cm quartz cell
was used to read the samples in the Hach DR5000 spectropho-
tometer at 662 nm (chlorophyll @), 645 nm (chlorophyll 2),
and 470 nm (total carotenoids). The concentrations of these
pigments are presented in pg-mL™' and were calculated
according to the equations proposed by Lichtenthaler and
Wellburn (1983):

Chla = 11.75 Agg, — 2.350 Ags , (1)
Chlb = 18.61 Ags — 3.960 Ay, , )
TC = 1,000 A, — 2.270 Chla — 81.4 Ch1»/227, (3)

where Chla is chlorophyll @ in pg'mL"!, Chlb is chlorophyll b
in pg'mL™, TC is total carotenoids in pg'mL", and A is
absorbance.

Statistical analysis

Data of the proximal composition, concentration of
chlorophyll @ and b, and total carotenoid content of the
microalgae and juvenile A. franciscana were evaluated by
Lilliefors normality and Bartlett homoscedasticity tests (Zar
2010) to determine if parametric or non-parametric statistical
tests were necessary. When the data met the assumptions of
these tests, a one-way analysis of variance (ANOVA) was
performed. Conversely, when the data did not meet these
assumptions, a non-parametric Kruskal-Wallis test was con-
ducted. When significant differences were found, a Student—
Newman—Keuls (SNK) multiple comparison test was
conducted for both parametric and non-parametric data. Data
analyzed with non-parametric tests are marked in the tables
with an asterisk (*). All statistical analyses were performed
in SigmaStat v. 3.5 with a significance level of 5%.

REsuLTS
Proximal analysis of microalgae

The proximal analysis based on dry weight (DW) revealed
that the protein content of TE-S-1 (426.28 mg-g ') was higher
than that of TH-W-1 and CH-M-1 (P < 0.05; Table 2). The
carbohydrate content of TE-S-1 (231.70 mg-g') was higher
than those of CH-M-1 and NN-X-1 (P < 0.05; Table 2). On
the other hand, TE-S-1 showed the highest lipid content
(154.43 mg-g™"), which was only significantly higher than
that of NN-X-1 (P < 0.05; Table 2).

Chlorophyll a, chlorophyll b, and total carotenoids in
microalgae

The chlorophyll a content of TE-S-1 was 12.59 pg
Chla'ng™!' DW, the highest value for all microalgae (P < 0.05;
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Al concentrado restante se le afiadi6 un total de 3 mL de
la solucién acida de dicromato de potasio al 2%, que luego
se cubrio con papel de aluminio y se colocd en un bafio de
agua a 100 °C durante 15 min. Posteriormente, se agregaron
4.5 mL de agua destilada a cada tubo, se mezclaron vigoro-
samente y se enfriaron a temperatura ambiente. Finalmente,
se utilizé una celda de cuarzo de 1 cm para leer las muestras
en el espectrofotometro DR5000 (Hach) a una longitud de
onda de 590 nm.

Analisis de clorofilas y carotenoides totales

Se trituraron muestras de microalgas y Artemia en acetona
al 100% en un bafio de hielo en la oscuridad y se dejaron
reposar durante 24 h en refrigeracion a 4 °C. El sobrenadante
se recuper6d por centrifugacion a 3,220 x g durante 15 min
a 4 °C. Posteriormente, se realizd una doble extraccion del
precipitado y se mezclaron los sobrenadantes resultantes.
Luego, se utilizé una celda de cuarzo de 1 cm para leer las
muestras en el espectrofotometro Hach DR5000 a 662 nm
(clorofila a), 645 nm (clorofila b) y 470 nm (carotenoides
totales). Las concentraciones de estos pigmentos se presentan
en pg'mL™" y se calcularon seglin las ecuaciones propuestas
por Lichtenthaler y Wellburn (1983):

Cla=11.75 Ay, — 2.350 Agys , (1)
Clb = 18.61 Agys — 3.960 A, , ©)
CT = 1,000 A,,,—2.270 Cla — 81.4 C16/227,  (3)

donde Cla es clorofila @ en pg-mL™, Clb es clorofila b en
pgmL™', CT son carotenoides totales en pg'mL™"' y A es
absorbancia.

Analisis estadistico

Los datos de la composicion proximal, concentracion
de clorofila a y b, y contenido total de carotenoides de las
microalgas y juveniles de A. franciscana fueron evaluados
mediante las pruebas de normalidad de Lilliefors y homo-
cedasticidad de Bartlett (Zar 2010) para determinar si eran
necesarias pruebas estadisticas paramétricas o no paramé-
tricas. Cuando los datos cumplieron con los supuestos de
estas pruebas, se realizd un analisis de varianza de una via
(ANDEVA). Por el contrario, cuando los datos no cumplieron
con estos supuestos, se realizé una prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis. Cuando se encontraron diferencias significa-
tivas, se realizd una prueba de comparaciones multiples de
Student-Newman-Keuls (SNK) para datos tanto paramétricos
como no paramétricos. Los datos analizados con pruebas no
paramétricas estan marcados en las tablas con un asterisco
(*). Todos los analisis estadisticos se realizaron en SigmaStat
v.3.5 con un nivel de significancia del 5%.
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Table 3). The chlorophyll 4 content of TE-S-1 was 3.64 pg
Chlb'ng' DW and was not significantly different from that
of NN-X-1 (2.45 pg Chlb-ng ' DW; P > 0.05; Table 3). The
total carotenoid content of CH-M-1 (2.98 pg TC'ng! DW)
and TE-S-1 (3.72 pg TC-ng ' DW) reflected the highest con-
centrations of total carotenoids and were not significantly
different (P < 0.05; Table 3).

Proteins, lipids, and carbohydrate content in juvenile
Artemia franciscana

After 6 h, all juveniles fed with different microalgae
species exhibited higher concentrations and percentages
of proteins, lipids, and carbohydrates compared to those
of the initial and control values (Table 4). Organisms
fed with TE-S-1 showed the highest content of proteins
(41.12 pgrorg™), lipids (11.90 pg-org™), and carbohydrates
(8.70 pgrorg™), which were significantly higher (P < 0.05)
than those of the other treatments. On the other hand, the
TH-W-1 and TE-S-1 treatments showed higher percentages
of proteins (53.36% and 54.11%) and carbohydrates (11.32%
and 11.45%), while TE-S-1 exhibited a higher percentage of
lipids (15.66%; P < 0.05).

Chlorophyll ¢ and b and total carotenoids in juvenile
Artemia franciscana

After 6 h of feeding, all organisms had higher pig-
ment concentrations than the control (Table 5), but juve-
niles fed with TH-W-1 showed higher concentrations of
chlorophyll a (0.482 ng Chla-pug™' DW) and total carotenoids
(0.345 ng TC-pg' DW; P < 0.05). Those fed with TE-S-1
exhibited the highest value of chlorophyll 5 (0.131 ng
Chlb-pug' DW).
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RESULTADOS
Analisis proximal de microalgas

El analisis proximal basado en peso seco (PS) reveld
que el contenido de proteina de TE-S-1 (426.28 mg-g™') fue
mayor que el de TH-W-1 y CH-M-1 (P < 0.05; Tabla 2). El
contenido de carbohidratos de TE-S-1 (231.70 mg-g™') fue
mayor que el de CH-M-1 y NN-X-1 (P < 0.05; Tabla 2).
Por otro lado, TE-S-1 mostrd el mayor contenido de lipidos
(154.43 mg-g™"), que solo fue significativamente mayor que
el de NN-X-1 (P < 0.05; Tabla 2).

Clorofila a, clorofila by carotenoides totales en microalgas

El contenido de clorofila a de TE-S-1 fue de 12.59 pg
Cla'ng' PS, el valor mas alto para todas las microalgas (P <
0.05; Tabla 3). El contenido de clorofila » de TE-S-1 fue de
3.64 pg Clb-ng' PS y no fue significativamente diferente
del de NN-X-1 (2.45 pg Clb-ng™' PS; P > 0.05; Tabla 3). El
contenido total de carotenoides de CH-M-1 (2.98 pg CT 'ng"!
PS) y TE-S-1 (3.72 pg CT'ng' PS) reflejaron las concentra-
ciones mas altas de carotenoides totales y no fueron signifi-
cativamente diferentes (P < 0.05; Tabla 3).

Contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos en
juveniles de Artemia franciscana

Después de 6 h, todos los juveniles alimentados con dife-
rentes especies de microalgas exhibieron concentraciones
y porcentajes mas altos de proteinas, lipidos y carbohi-
dratos en comparacion con los valores iniciales y el control
(Tabla 4). Los organismos alimentados con TE-S-1 mostraron
el mayor contenido de proteinas (41.12 pg-org™), lipidos

Table 2. Proteins, carbohydrates, and lipids in mg-g™' of dry weight of the microalgae Thalassiosira
weissflogii (TH-W-1), Chaetoceros muelleri (CH-M-1), Tetraselmis suecica (TE-S-1), and
Nannochloropsis sp. (NN-X-1) during their exponential phase. Results are mean values + standard

error (n =4).

Tabla 2. Proteinas, carbohidratos y lipidos en mg-g™ de peso seco de las microalgas Thalassiosira

weissflogii  (TH-W-1), Chaetoceros muelleri

(CH-M-1),

Tetraselmis suecica (TE-S-1) 'y

Nannochloropsis sp. (NN-X-1) durante su fase exponencial. Los resultados son valores promedio + error

estandar (n = 4).

Determination Concentrations in mg-g™!

TH-W-1 CH-M-1 TE-S-1 NN-X-1
Proteins 24470 £22.17*  286.05+19.19®*  426.28 £57.26°  389.75 +24.13>
Carbohydrates 185.57 £ 10.89° 7742 +7.37° 231.70 £+ 30.00° 116.50 + 8.32¢
Lipids 117.99 £ 2.89%® 123.96 £ 5.67® 154.43 +19.64° 105.89 + 6.25¢

Equal letters indicate that there are no significant differences between species (P > 0.05).
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Table 3. Chlorophyll a (Chla), chlorophyll 5 (Chlb), and total carotenoids (TC) shown as pg'ng' of dry weight (DW)
of the microalgae Thalassiosira weissflogii (TH-W-1), Chaetoceros muelleri (CH-M-1), Tetraselmis suecica (TE-S-1),
and Nannochloropsis sp. (NN-X-1) cultured during their exponential phase. Results are mean values + standard error

(n=4).

Tabla 3. Clorofila a (Chla), clorofila b (Chlb) y carotenoides totales (TC) presentados como pg-ng~' de peso seco (DW)
de las microalgas Thalassiosira weissflogii (TH-W-1), Chaetoceros muelleri (CH-M-1), Tetraselmis suecica (TE-S-1)
y Nannochloropsis sp. (NN-X-1) cultivadas durante su fase exponencial. Los resultados son valores promedio + error

estandar (n = 4).

Unit TH-W-1 CH-M-1 TE-S-1 NN-X-1
Chlorophyll a
pg Chla'ng' DW 8.93+0.41° 7.50 £ 0.54° 12.59 £ 1.42° 7.60 +0.72°
Chlorophyll b
*pg Chlb-ng! DW 1.02 £ 0.08° 0.76 £ 0.05° 3.64 + 0.46¢ 2.45+0.26°
Total carotenoids
pg TC-ng' DW 1.96 £0.12¢ 2.98+0.18° 3.72 £ 0.40° 1.61 £0.14°

Equal letters indicate that there are no significant differences between the species per unit of measure (P > 0.05).

* Non-parametric test.

Di1SCcUSSION

Microalgae proximal composition, concentration of
chlorophyll a and b, and total carotenoid content

As expected, diatoms present lower concentrations of
organic matter than green microalgae because they possess
frustules with higher percentages of inorganic matter. How-
ever, no trend has been observed in which proteins, car-
bohydrates, and lipids exhibited lower values in diatoms
than in other species, as observed by Renaud et al. (1999).
In this study, only the protein content was higher in green
microalgae than in diatoms.

The protein content of TH-W-1 (244.70 mg-g') was
similar to the value of 289 mg-g™' reported by Garcia et al.
(2012). Regarding the protein content of CH-M-1, our value
was lower than that reported by Carbajal-Lopez (2008)
for Chaetoceros calcitrans, while our values for TE-S-1
and NN-X-1 were higher than those reported by the same
author (274.57 mg-g™' for TE-S-1 and 169.34 mg-g! for
Nannochloropsis oculata). These differences could be due to
the different microalgae species, media (e.g., Carbajal-Lopez
[2008] used f/2 medium), or methodologies employed
between studies.

Similarly, these reasons may also explain the differ-
ences observed in carbohydrate and lipid content. The
carbohydrate content obtained in this study for TH-W-1
(185.57 mg-g™") was similar to the value of 207.00 mg-g!
reported by Garcia et al. (2012) for the same species. On the
other hand, Carbajal-Lopez (2008) reported carbohydrate
content of 42.55 mg-g™! for C. calcitrans, 22.25 mg-g™' for

(11.90 pgrorg™) y carbohidratos (8.70 pg-org™), los cuales
fueron significativamente mayores (P < 0.05) que los de los
otros tratamientos. Por otro lado, los tratamientos TH-W-1 y
TE-S-1 mostraron mayores porcentajes de proteinas (53.36%
y 54.11%) y carbohidratos (11.32% y 11.45%), mientras que
TE-S-1 exhibi6 un mayor porcentaje de lipidos (15.66%;
P <0.05).

Clorofila a y b y carotenoides totales en juveniles de
Artemia franciscana

Después de 6 h de alimentacion, todos los organismos
tuvieron concentraciones de pigmentos mas altas que el
control (Tabla 5), pero los juveniles alimentados con TH-W-1
mostraron concentraciones mas altas de clorofila a (0.482 ng
Cla-pg™ PS) y carotenoides totales (0.345 ng CT-pg™ PS;
P < 0.05). Los alimentados con TE-S-1 exhibieron el valor
mas alto de clorofila b (0.131 ng Clb-pg™' PS).

DISCUSION

Composicion proximal de microalgas, concentracién de
clorofila a 'y b y contenido total de carotenoides

Como es de esperar, las diatomeas presentan menores
concentraciones de materia orgdnica que las microalgas
verdes debido a que poseen fristulas con mayores porcen-
tajes de materia inorganica. Sin embargo, no se ha obser-
vado una tendencia en la que las proteinas, carbohidratos y
lipidos exhiban valores mas bajos en las diatomeas que en
otras especies, como observaron Renaud et al. (1999). En
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Table 4. Proteins, lipids, and carbohydrates (ug-org™ and percentages) based on the dry weight of Artemia franciscana juveniles at the
beginning (0 h) and after (6 h) feeding them with Thalassiosira weissflogii (TH-W-1), Chaetoceros muelleri (CH-M-1), Tetraselmis suecica
(TE-S-1), and Nannochloropsis sp. (NN-X-1). Results are mean values + standard error (n = 4).

Tabla 4. Proteinas, lipidos y carbohidratos (ng-org™ y porcentajes) con base al peso seco de los juveniles de Artemia franciscana al inicio (0 h)
y después (6 h) de alimentarlos con Thalassiosira weissflogii (TH-W-1), Chaetoceros muelleri (CH-M-1), Tetraselmis suecica (TE-S-1) y
Nannochloropsis sp. (NN-X-1). Los resultados son valores promedio =+ error estandar (n = 4).

Determination Initial Control TH-W-1 CH-M-1 TE-S-1 NN-X-1

Concentrations in pg-org™!

Proteins 30.01 £0.22 27.89 £0.19° 37.89 £ 0.25° 39.79 £0.34¢ 41.12+£0.31° 34.33£0.25°

*Lipids 5.55+0.04 5.11+£0.03° 9.76 + 0.06¢ 11.15+£0.14¢ 11.90 + 0.07¢ 7.58 £ 0.06°

Carbohydrates 5.40+0.02 4.92 +0.02° 8.04 + 0.05¢ 7.46 +0.03¢ 8.70 = 0.03¢ 6.68 +0.05°
Percentages

Proteins 44.54 £0.25 43.56 £ 0.17* 53.36+0.68¢ 47.02 £0.52° 54.11+0.73¢ 49.30 £ 0.47¢

*Lipids 8.24+0.04 7.98 £+ 0.04° 13.74 +0.24¢ 13.18 £ 0.23¢ 15.66 £ 0.19¢ 10.88 £0.11°

Carbohydrates 8.01+0.02 7.68 +0.03* 11.32+0.17¢ 8.81 £ 0.06° 11.45+0.15¢ 9.59 +0.09¢

Different letters indicate significant differences between treatments (P < 0.05). *Non-parametric test.

Table 5. Chlorophyll a, chlorophyll b, and total carotenoids in ng-ug™ dry weight (DW) of the juveniles of Artemia franciscana at the beginning
(0 h) and after (6 h) feeding them with the microalgae Thalassiosira weissflogii (TH-W-1), Chaetoceros muelleri (CH-M-1), Tetraselmis suecica
(TE-S-1), and Nannochloropsis sp. (NN-X-1). Results are mean values + standard error (n = 4).

Tabla 5. Clorofila a, clorofila b y carotenoides totales en ng-ug™ peso seco (DW) de los juveniles de Artemia franciscana al inicio (0 h) y
después (6 h) de alimentarlos con las microalgas Thalassiosira weissflogii (TH-W-1), Chaetoceros muelleri (CH-M-1), Tetraselmis suecica
(TE-S-1) y Nannochloropsis sp. (NN-X-1). Los resultados son valores promedio + error estandar (n = 4).

Determination Initial Control TH-W-1 CH-M-1 TE-S-1 NN-X-1

Concentrations in ng-pg™' DW

*Chlorophyll a 0.010 +0.000 0.010 £0.001*  0.482+0.009¢  0.437+0.002¢  0.248 +£0.006°  0.193 + 0.002°
Chlorophyll b 0.005 +0.000 0.004 +0.000*  0.102 +0.004c  0.081+0.002*  0.131+0.004°  0.121 +0.003¢
*Total carotenoids 0.050 £ 0.001 0.043 £0.001*  0.345+0.002¢  0.328 £0.001°  0.229 £0.006*  0.228 + 0.004°

Different letters indicate significant differences between treatments (P < 0.05). * Non-parametric test.

TE-S-1, and 18.96 mg-g™!' for N. oculata, which are lower este estudio, solo el contenido de proteinas fue mayor en las
than those reported in this study. The lipid content of TH-W-1 microalgas verdes que en las diatomeas.

(117.99 mg-g') in our study was lower than that reported El contenido de proteina de TH-W-1 (244.70 mg-g™)
by Garcia et al. (2012), which may also be due to the differ- fue similar al valor de 289 mg-g! reportado por Garcia et
ences in culture conditions between studies (e.g., different al. (2012). En cuanto al contenido de proteina de CH-M-1,
media, temperatures, and salinities). However, the lipid nuestro valor fue inferior al reportado por Carbajal-Lopez
concentrations of CH-M-1 and TE-S-1 in this study were (2008) para Chaetoceros calcitrans, mientras que nues-

higher than those of Carbajal-Lopez (2008) for C. calcitrans tros valores para TE-S-1 y NN-X-1 fueron superiores a los
(103.27 mg-g™') and TE-S-1 (86.63 mg-g™). Lastly, the lipid reportados por el mismo autor (274.57 mg-g~! para TE-S-1y
content of NN-X-1 in this study was similar to that reported 169.34 mg-g ' para Nannochloropsis oculata). Estas diferen-
by Carbajal-Lopez (2008) for N. oculata. cias podrian deberse a las diferentes especies de microalgas,
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In this study, chlorophyll ¢ was the most abundant com-
pound in all species of microalgae, while chlorophyll 5 was
the second most abundant compound in green microalgae.
These results agree with those of Jeffrey and Wright (2005).
Although it was not evaluated in this study, chlorophyll c,
in addition to the 2 chlorophyll types mentioned above, is
found in many groups of marine algae, including diatoms,
brown algae, and dinoflagellates (Zapata et al. 2006). In
this study, the concentration of chlorophyll @ in TH-W-1
(8.93 pg Chla'ng! DW) was higher than those reported
by Saxena et al. (2022), who recorded concentrations
ranging from 2.79 to 6.01 pg Chla'ng! DW for this spe-
cies. Similarly, Saxena et al. (2022) reported chlorophyll a
values that ranged from 2.60 to 4.16 pg Chla'ng™ DW for
Chaetoceros gracilis. These concentrations were lower
than those recorded in this study (7.50 pg Chla'ng” DW
for CH-M-1). The concentration of total carotenoids for
TH-W-1 (1.96 pg TC-ng' DW) in this study was sim-
ilar to that reported by Bhattacharjya et al. (2020) for
Thalassiosira sp. (1.50 pg TC-ng' DW). The concentra-
tion of total carotenoids for CH-M-1 (2.98 pg TC-ng ' DW)
in this study was higher than that found by Goiris et al.
(2012), who reported a value of 2.33 pg TC-ng' DW for
samples of lyophilized biomass of C. calcitrans.

Few studies have reported chlorophyll b content in dia-
toms. However, Ju et al. (2009), who worked with
Thalassiosira weissflogii, and Wang et al. (2019), who ana-
lyzed Phaeodactylum tricornutu, reported concentrations
lower than those obtained in this study. In the case of Ju et
al. (2009), these differences may be due to the different pro-
cedures used to obtain and analyze the samples. With regard
to Wang et al. (2019), these differences may be due to the
different species, culture media, and temperatures employed,
as well as the different light/dark cycles or exposure to
5 p-chloroaniline concentrations.

The chlorophyll a content of TE-S-1 (12.59 pg
Chla'ng' DW) was similar to the concentrations obtained
by Abiusi et al. (2013), who cultivated the same species for
9 days using LEDs of different colors and reported values
of 7.00 to 16.00 pg Chla'ng' DW. Nevertheless, the con-
tent of chlorophyll b (3.64 pg Chlb-ng' DW) and total
carotenoids (3.72 pg TC-ng!' DW) obtained in the present
study were lower than those recorded by the authors men-
tioned above, who reported values ranging from 6.00 to
13.00 pg'ng' DW for chlorophyll » and 6.00 pg-ng' DW
for total carotenoids.

Regarding the pigment concentrations, the chlorophyll a
content (7.60 pg Chla'ng™' DW) for NN-X-1 obtained in this
study was higher than that reported by Ra et al. (2018),
who reported values of 4.00 to 6.00 pg Chla'ng' DW for
Nannochloropsis oceanica, although the value in this study
was similar to that obtained for N. salina (6.00 to 10.00 pg
Chla'ng! DW). Ra et al. (2018) evaluated the effects of
mixed wavelengths of white and green light from LEDs on
microalgae. However, the concentration of chlorophyll b
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medios (e.g., Carbajal-Lopez [2008] usé medio f/2) o meto-
dologias empleadas entre los estudios.

De manera similar, estas razones también pueden explicar
las diferencias observadas en el contenido de carbohidratos
y lipidos. El contenido de carbohidratos obtenido en este
estudio para TH-W-1 (185.57 mg-g') fue similar al valor
de 207.00 mg-g! reportado por Garcia et al. (2012) para
la misma especie. Por otro lado, Carbajal-Lopez (2008)
reportd un contenido de carbohidratos de 42.55 mg-g ! para
C. calcitrans, 22.25 mg-g' para TE-S-1y 18.96 mg-g ' para
N. oculata, que son inferiores a los reportados en este estudio.
El contenido lipidico de TH-W-1 (117.99 mg-g ") en nuestro
estudio fue inferior al reportado por Garcia et al. (2012), lo
que también puede deberse a las diferencias en las condi-
ciones de cultivo entre los estudios (e.g., diferentes medios,
temperaturas y salinidades). Sin embargo, las concentra-
ciones de lipidos de CH-M-1 y TE-S-1 en este estudio fueron
superiores a las de Carbajal-Lopez (2008) para C. calcitrans
(103.27 mg-g") y TE-S-1 (86.63 mg-g"'). Por ultimo, el
contenido de lipidos de NN-X-1 en este estudio fue similar al
reportado por Carbajal-Lopez (2008) para N. oculata.

En este estudio, la clorofila a fue el compuesto mas abun-
dante en todas las especies de microalgas, mientras que la
clorofila b fue el segundo compuesto mas abundante en las
microalgas verdes. Estos resultados concuerdan con los de
Jeffrey y Wright (2005). Aunque no fue evaluada en este
estudio, la clorofila ¢, ademas de los 2 tipos de clorofila
mencionados anteriormente, se encuentra en muchos grupos
de algas marinas, incluidas las diatomeas, las algas pardas y
los dinoflagelados (Zapata et al. 2006). En este estudio, la
concentracion de clorofila @ en TH-W-1 (8.93 pg Clang'
PS) fue superior a las reportadas por Saxena et al. (2022),
quienes registraron concentraciones que oscilaron entre 2.79
y 6.01 pg Cla'ng™" PS para esta especie. De manera similar,
Saxena et al. (2022) reportaron valores de clorofila a que
oscilaron entre 2.60 y 4.16 pg Cla'ng' PS para Chaetoceros
gracilis. Estas concentraciones fueron inferiores a las regis-
tradas en este estudio (7.50 pg Clang' PS para CH-M-1).
La concentracion de carotenoides totales para TH-W-1
(1.96 pg CT-ng ' PS) en este estudio fue similar a la repor-
tada por Bhattacharjya et al. (2020) para Thalassiosira sp.
(1.50 pg CT'ng"). La concentracion de carotenoides totales
para CH-M-1 (2.98 pg CT-ng' PS) en este estudio fue supe-
rior a la encontrada por Goiris et al. (2012), quienes repor-
taron un valor de 2.33 pg CT-ng' PS para muestras de
biomasa liofilizada de C. calcitrans.

Pocos estudios han informado del contenido de clorofila b
en las diatomeas. Sin embargo, Ju et al. (2009), quienes traba-
jaron con Thalassiosira weissflogii, y Wang et al. (2019),
quienes analizaron Phaeodactylum tricornutu, reportaron
concentraciones inferiores a las obtenidas en este estudio. En
el caso de Ju et al. (2009), estas diferencias pueden deberse a
diferentes procedimientos utilizados para obtener y analizar
las muestras. Respecto a Wang et al. (2019), estas diferencias
pueden deberse a las diferentes especies, medios de cultivo
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(2.45 pg Chlb'ng! DW) in this study was higher than that
obtained by those authors, who reported chlorophyll b con-
centrations lower than 2.00 Chlb-ng' DW in both species.
Moreover, the concentration of total carotenoids (1.61 pg
TC'ng ' DW) in this study was similar to that reported by
Goiris et al. (2012), who reported a total carotenoid concen-
tration of 1.65 pg TC-ng' DW in N. oculata.

Temperature and light intensity are key factors affecting
the productivity of microalgae (Hindersin et al. 2014). In
addition, nitrogen and phosphorus supplementation influ-
ences the synthesis of biochemical components of cul-
tured algae (Rasdi and Qin 2015). For example, nitrogen
and phosphorus limitation in algal culture media promotes
lipid accumulation (Franz et al. 2013), whereas excess tem-
perature or light induces carotenoid synthesis (Panis and
Carreon 2016). Diatoms in the exponential and stationary
phases of harvest contain more fatty acids than green
microalgae or blue-green microalgae (Wongrat 1995). In
the case of carotenoids, some microalgae strains accumu-
late the highest cellular concentrations of carotenoids in the
mid-late exponential phase of growth (Gomez-Loredo et al.
2016).

Proximal composition, chlorophylls, and total carotenoid
content in juvenile Artemia franciscana

Juvenile A. franciscana fed with the isolipidic diets of
TH-W-1, CH-M-1, TE-S-1, and NN-X-1 presented higher
protein, carbohydrate, and lipid concentrations and percent-
ages than those in the control. However, juveniles fed with
TE-S-1 exhibited higher concentrations and percentages of
proteins, carbohydrates, and lipids than those fed with the
other microalgal species, which agrees with the proximal
composition of TE-S-1. In contrast, juvenile 4. franciscana
fed with NN-X-1 presented the lowest concentrations of pro-
teins, carbohydrates, and lipids per organism when compared
to the juveniles fed with the other microalgae, which may
be because Artemia nauplii cannot digest Nannochloropsis
species because of their rigid cell walls (Gerken et al. 2013).

The protein percentage of the juveniles fed the TE-S-1
diet (54.11%) in this study was similar to that found by
Maldonado-Montiel and Rodriguez-Canché (2005), who
reported a percentage of 53.1% for adult Artemia sp. fed
with the same microalgae. In another study, Shanmugam
and Rajendran (2018) obtained 55.55% protein in adult
A. franciscana fed Chaetoceros sp., which is higher than that
found in this study with the microalgae Chaetoceros muelleri
(47.02%). The lipid percentage reported by Shanmugam and
Rajendran (2018) of 19.38% for adult A. franciscana fed
Chaetoceros sp. was higher than that found in this study for
juvenile Artemia fed with Chaetoceros muelleri (13.18%).
However, these authors reported a lipid percentage (16.06%)
in organisms fed with Tetraselmis sp., which was similar to
that obtained in this study in juveniles fed Tetraselmis suecica
(15.66%). Sanchez-Saavedra and Paniagua-Chavez (2017)
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y temperaturas empleadas, asi como a los diferentes ciclos
de luz/oscuridad o a la exposicion a 5 concentraciones de
p-cloroanilina.

El contenido de clorofila a de TE-S-1 (12.59 pg Cla'ng*
PS) fue similar a las concentraciones obtenidas por Abiusi et
al. (2013), quienes cultivaron la misma especie durante 9 dias
utilizando LED de diferentes colores y reportaron valores
de 7.00 a 16.00 pg Cla'ng™ PS. Sin embargo, el contenido
de clorofila b (3.64 pg Clb-ng™' PS) y carotenoides totales
(3.72 pg CT-ng' PS) obtenidos en el presente estudio fueron
inferiores a los registrados por los autores mencionados ante-
riormente, quienes reportaron valores que oscilaron entre
6.00 y 13.00 pg-ng' PS para clorofila b y 6.00 pg-ng™! PS
para carotenoides totales.

En cuanto a las concentraciones de pigmentos, el conte-
nido de clorofila a (7.60 pg Cla'ng™! PS) para NN-X-1 obte-
nido en este estudio fue superior al reportado por Ra et al.
(2018), quienes reportaron valores de 4.00 a 6.00 pg Clang™’
PS para Nannochloropsis oceanica, aunque el valor en este
estudio fue similar al obtenido para N. salina (6.00 a 10.00 pg
Clang' PS). Ra et al. (2018) evaluaron los efectos de longi-
tudes de onda mixtas de luz LED blanca y verde en micro-
algas. Sin embargo, la concentracion de clorofila b (2.45 pg
Clbng ' PS) en este estudio fue superior a la obtenida por esos
autores, quienes reportaron concentraciones de clorofila b
inferiores a 2.00 Clb-ng™' PS en ambas especies. Ademas, la
concentracion de carotenoides totales (1.61 pg CT-ng' PS) en
este estudio fue similar a la reportada por Goiris et al. (2012),
quienes reportaron una concentracion total de carotenoides de
1.65 pg CT-ng™' PS en N. oculata.

La temperatura y la intensidad de la Iuz son factores clave
que afectan la productividad de las microalgas (Hindersin
et al. 2014). Ademas, la suplementacion con nitréogeno y
fosforo influye en la sintesis de componentes bioquimicos
de las algas cultivadas (Rasdi y Qin 2015). Por ejemplo, la
limitacion de nitrogeno y fosforo en los medios de cultivo de
algas promueve la acumulacion de lipidos (Franz et al. 2013),
mientras que el exceso de temperatura o luz induce la sintesis
de carotenoides (Panis y Carreon 2016). Las diatomeas en
las fases exponencial y estacionaria de cosecha contienen
mas acidos grasos que las microalgas verdes o las microalgas
verde azules (Wongrat 1995). En el caso de los carotenoides,
algunas cepas de microalgas acumulan las mayores concen-
traciones celulares de carotenoides en la fase exponencial
media-tardia de crecimiento (Gomez-Loredo et al. 2016).

Composicion proximal, clorofilas y contenido total de
carotenoides en juveniles de Artemia franciscana

Los juveniles de 4. franciscana alimentados con las dietas
isolipidicas de TH-W-1, CH-M-1, TE-S-1 y NN-X-1 presen-
taron concentraciones y porcentajes de proteinas, carbohi-
dratos y lipidos mayores que los del control. Sin embargo,
los juveniles alimentados con TE-S-1 exhibieron concentra-
ciones y porcentajes mas altos de proteinas, carbohidratos
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reported a carbohydrate percentage of 18.83% for adult
A. franciscana fed with Chaetoceros muelleri, which is higher
than that obtained in this study for juveniles fed with the same
species (8.81%). Nevertheless, Shanmugam and Rajendran
(2018) reported a carbohydrate percentage of 15.11% (based
on dry weight) for organisms fed Tetraselmis sp., which is
similar to the value reported in this study (11.45%) in juvenile
A. franciscana fed Tetraselmis suecica.

The total carotenoid content in A. franciscana juveniles
in this study was higher than those reported by Cheban et
al. (2020), who obtained values of 0.06 to 0.18 ng TC-ug'
DW in Artemia salina nauplii enriched with the microalgae
Desmodesmus armatus, Chlorella vulgaris, and Dunaliella
viridis for 24 h. In contrast, the concentrations in this
study were lower than those obtained by Abdollahi et al.
(2019), who reported a value of 0.88 ng TC-ug' DW for
adult A. franciscana enriched for 4 h with B-carotene from
Dunaliella salina. No references were found reporting the
chlorophyll concentration in crustaceans or possible func-
tions. However, antioxidant activity that prevents oxidative
DNA damage and lipid peroxidation is a beneficial effect of
chlorophyll (Pangestuti and Kim 2011).

High-quality meals, such as Artemia enriched with
microalgae, are crucial for the success of fish larvae cul-
tures, as these diets provide the nutritional elements needed
to support the lifespans, ideal growth, and immune systems
of fish (Madkour et al. 2022). In this sense, Artemia juve-
niles enriched with carotenoids from microalgae, such as
those evaluated in the present study, can also serve as food
for ornamental fish, such as Xiphophorus maculatus, given
that supplementing their diets with carotenoids improves
coloration and mucosal immune responses (Abdollahi et al.
2019). In addition, Pérez-Rodriguez et al. (2018) studied the
effects of feeding M. americanum larvae a diet of Artemia
enriched with C. calcitrans microalgae, reporting that the
overall growth, growth rate, and survival improved.

In conclusion, positive effects were observed in the prox-
imal composition, concentration of chlorophyll a and b, and
total carotenoid content of juvenile 4. franciscana fed dif-
ferent microalgae species after 6 h. Organisms fed with
Tetraselmis suecica exhibited the best results in terms of prox-
imal composition and chlorophyll b content, while those fed
diets of Thalassiosira weissflogii and Chaetoceros muelleri
presented the best results in terms of total carotenoid and
chlorophyll a content.
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y lipidos que aquellos alimentados con otras especies de
microalgas, lo que concuerda con la composicion proximal
de TE-S-1. En contraste, los juveniles de A. franciscana
alimentados con NN-X-1 presentaron las concentraciones
mas bajas de proteinas, carbohidratos y lipidos por orga-
nismo en comparacion con los juveniles alimentados con las
otras microalgas, lo que puede deberse a que los nauplios de
Artemia no pueden digerir las especies de Nannochloropsis
debido a sus rigidas paredes celulares (Gerken et al. 2013).

El porcentaje de proteina de los juveniles alimentados con
la dieta TE-S-1 (54.11%) en este estudio fue similar al encon-
trado por Maldonado-Montiel y Rodriguez-Canché (2005),
quienes reportaron un porcentaje de 53.1% para los adultos
de Artemia sp. alimentados con la misma microalga. En
otro estudio, Shanmugam y Rajendran (2018) obtuvieron un
55.55% de proteina en adultos de 4. franciscana alimentados
con Chaetoceros sp., valor superior al encontrado en este
estudio con la microalga Chaetoceros muelleri (47.02%). El
porcentaje de lipidos reportado por Shanmugam y Rajendran
(2018) del 19.38% para adultos de A4. franciscana alimen-
tados con Chaetoceros sp. fue superior al encontrado en
este estudio para juveniles de Artemia alimentados con
Chaetoceros muelleri (13.18%). Sin embargo, estos autores
reportaron un porcentaje de lipidos (16.06%) en organismos
alimentados con Tetraselmis sp., similar al obtenido en este
estudio en juveniles alimentados con Tetraselmis suecica
(15.66%). Sanchez-Saavedra y Paniagua-Chavez (2017)
reportaron un porcentaje de carbohidratos del 18.83% para
adultos de 4. franciscana alimentados con Chaetoceros
muelleri, el cual es superior al obtenido en este estudio
para juveniles alimentados con la misma especie (8.81%).
Sin embargo, Shanmugam y Rajendran (2018) reportaron
un porcentaje de carbohidratos del 15.11% (basado en peso
seco) para organismos alimentados con Tetraselmis sp., que
es similar al valor reportado en este estudio (11.45%) en juve-
niles de A. franciscana alimentados con Tetraselmis suecica.

El contenido total de carotenoides en juveniles de
A. franciscana de este estudio fue mayor que los reportados
por Cheban et al. (2020), quienes obtuvieron valores de 0.06
a2 0.18 ng CT-ug™' PS en nauplios de Artemia salina enrique-
cidos con las microalgas Desmodesmus armatus, Chlorella
vulgaris y Dunaliella viridis durante 24 h. Por el contrario,
las concentraciones en este estudio fueron inferiores a las
obtenidas por Abdollahi et al. (2019), quienes reportaron un
valor de 0.88 ng CT-pg™' PS para adultos de A. franciscana
enriquecidos durante 4 h con B-caroteno de Dunaliella
salina. No se encontraron referencias que reporten la concen-
tracion de clorofila en crustaceos ni sus posibles funciones.
Sin embargo, la actividad antioxidante que previene el dafio
oxidativo del ADN y la peroxidacion lipidica es un efecto
beneficioso de la clorofila (Pangestuti y Kim 2011).

Los alimentos de alta calidad, como Artemia enri-
quecida con microalgas, son cruciales para el éxito de los
cultivos de larvas de peces, ya que estas dietas propor-
cionan los elementos nutricionales necesarios para respaldar
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la esperanza de vida, el crecimiento ideal y el sistema
inmunolégico de los peces (Madkour et al. 2022). En este
sentido, los juveniles de Artemia enriquecidos con carote-
noides provenientes de microalgas, como los evaluados en el
presente estudio, también pueden servir como alimento para
peces ornamentales, como Xiphophorus maculatus, dado que
suplementar su dieta con carotenoides mejora la coloracion y
la respuesta inmune de las mucosas (Abdollahi et al. 2019).
Ademas, Pérez-Rodriguez et al. (2018) estudiaron los efectos
de alimentar a larvas de M. americanum con una dieta de
Artemia enriquecida con la microalga C. calcitrans, repor-
tando que el crecimiento general, la tasa de crecimiento y la
supervivencia mejoraron.

En conclusion, se observaron efectos positivos en la
composicion proximal, la concentracion de clorofila a
y b y el contenido total de carotenoides de juveniles de
A. franciscana alimentados con diferentes especies de
microalgas después de 6 h. Los organismos alimentados
con Tetraselmis suecica exhibieron los mejores resultados
en términos de composicion proximal y contenido de
clorofila b, mientras que aquellos alimentados con dietas
de Thalassiosira weissflogii y Chaetoceros muelleri presen-
taron los mejores resultados en términos de contenido total
de carotenoides y clorofila a.
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