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RESUMEN

Los sistemas integrados de acuicultura-agricultura son métodos sustentables de
produccién de organismos acuéticos y plantas, donde los desechos de una actividad
son utilizados en la produccion de su contraparte. Con su implementacioén se podria
disminuir el uso de agua y de fertilizantes, produciendo un impacto ambiental
minimo. El uso de camardn de cultivo a baja salinidad en estos sistemas podria ser
atil en la produccion de ciertos cultivos agricolas tolerantes a la salinidad moderada,
generando material vegetal con similares o mejores propiedades nutracéuticas. Por
tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la produccion y parametros de calidad de
los productos cosechados del cultivo integrado de camaron blanco (Litopenaeus
vannamei) con tomate, albahaca y dos variedades de lechuga usando agua de baja
salinidad. En los resultados obtenidos se encontré que el efluente del cultivo de
camarén proveniente de cultivos de baja salinidad en recirculacién constante tiene el
potencial de ser utilizado de manera eficiente como una fuente alternativa de agua y
nutrientes para el cultivo de lechuga y albahaca, demostrando ser una opcion
sostenible para mitigar los efectos ambientales negativos. La salinidad de los
efluentes provocd un incremento en los compuestos fendlicos totales y flavonoides
de los cuatro cultivos en estudio, principalmente glucosidos de quercetina y acidos
fendlicos, lo cual se vio reflejado en una mayor capacidad antioxidante, siendo mejor
el efecto, para el efluente de agua de pozo, esto sin afectar los parametros
fisicoquimicos de las muestras. Sin embargo, el contenido de clorofila disminuy6
ligeramente en albahaca y lechuga irrigadas con los efluentes de camardén en
comparacion con la solucion hidropénica. Con base en lo anterior, se concluye que el
desarrollo del cultivo integrado camarén-hortalizas a partir del empleo de agua de
baja salinidad, permite mejorar las propiedades nutricionales y nutracéuticas de las
hortalizas en estudio, sin afectar en gran medida sus caracteristicas fisicoquimicas.

Palabras clave: Acuaponia, Litopenaeus vannamei, lechuga, tomate, albahaca



ABSTRACT

Integrated aquaculture-agriculture systems are sustainable methods to produce
aquatic organisms and plants, in which, wastes of an activity are used in the
production of its counterpart. With this process, the use of water and fertilizers could
be reduced, producing a minimum environmental impact. The use of low salinity
farming shrimp used for these systems, could be useful in the production of certain
crops resistant to saline stress, which could lead to the generation of plant material
with enhanced nutraceutical properties. Therefore, the objective of this work was to
evaluate yield and quality parameters of vegetables cultivated in the integrated
system of white shrimp with basil, tomato and two varieties of lettuce, using low
salinity water effluents. Results showed that low salinity effluents from the shrimp
culture in constant recirculation has the potential to be used efficiently as an
alternative source of water and nutrients for the cultivation of lettuce and basil as a
sustainable option to mitigate the negative environmental effects. Shrimp effluents
caused significant increases in the total phenolic and flavonoid content of lettuces and
basil, mainly quercetin glycosides and phenolic acids, which was reflected in a
greater antioxidant capacity, the highest effect was observed in the well water
effluent, additionally, it is important to indicate that, irrigation with shrimp effluents did
not affected physicochemical parameters of the vegetables. Furthermore, the
chlorophyll content decreased slightly in basil and lettuce irrigated with the effluents
compared to the hydroponic solution. However, based on the above, the development
of an integrated shrimp-vegetable culture system with the use of low salinity water,
allows to improvement of the nutritional and nutraceutical properties of lettuce and
basil without affecting their physicochemical characteristics.

Keywords: Aguaponics, Litopenaeus vannamei, lettuce, tomato, basil



| INTRODUCCION

Tipicamente, el cultivo de camarén ha sido criticado debido a las grandes
cantidades de agua utilizadas para el recambio necesario para la diluciéon de los
compuestos potencialmente téxicos en el agua de los estanques y por las descargas
de efluentes enriquecidos con nutrientes y materia organica, lo que contribuye al
deterioro de la calidad del agua (disminucién de oxigeno disuelto, eutrofizacién y
salinizacién) de los ecosistemas receptores acuaticos (P4dez-Osuna 2001; Mariscal-
Lagarda y col. 2014; Cardoso-Mohedano y col. 2018). Una manera de mitigar estos
efectos ambientales adversos es mediante la integracion del cultivo de camarén con
la agricultura a través del riego de plantas en el suelo o en sistemas hidropoénicos; o
bien usando plantas halofitas en el caso del cultivo de camarén marino y salobre
(Moroyoqui-Rojo 2012; Pinheiro y col. 2017; Doncato and Costa 2018) o usando
vegetales cuando se usa agua de baja salinidad y agua dulce (Miranda y col. 2008;
Mariscal-Lagarda y col. 2012; Fierro-Safiudo y col. 2018). Segun la FAO (2017), el
15.2% de la produccion mundial de camarén cultivado se genera en cultivos de agua
dulce y de baja salinidad. Esto aumenta el potencial para integrar o acoplar el cultivo
de camardon con una diversidad de plantas, maximizando el uso del agua y
minimizando el impacto ambiental.

La importancia de utilizar los efluentes en la agricultura ha ido creciendo, ya que
representa una fuente alternativa de agua y nutrientes para los cultivos de plantas.
Tanto en los paises desarrollados como en los paises en desarrollo, las aguas

residuales domésticas se han utilizado en la agricultura (da Silva, 2018). Ademas de



la reutilizacion del agua, también ha aumentado la busqueda de sistemas de
produccion que proporcionen el uso mas eficiente del agua en la agricultura. La
hidroponia o acuaponia, definida como una técnica de cultivo de plantas sin suelo,
utiliza solo agua y nutrientes disueltos, presentando varias ventajas en comparacion
con la agricultura tradicional, como son: un crecimiento mas rapido, alta
productividad, facil manejo y mayor eficiencia en el uso del agua (dos Santos y col.
2013). Ademas, se ha enfatizado que esta técnica puede ser utilizada para el
tratamiento de efluentes (Ranay col. 2011; da Silva, 2018). El uso de efluentes como
fuente de irrigacion para las plantas ofrece diversos beneficios, como es el aumento
de la produccion, la optimizacion del uso del agua y la reduccion o eliminacion de la
dosis de fertilizante. Sin embargo, también hay desventajas en términos de cultivos,
como los efectos adversos debido a la salinidad, el exceso o la deficiencia de
nutrientes, asi como la presencia de coliformes (Almuktar y col. 2015). A diferencia
de las aguas domeésticas e industriales, los efluentes de baja salinidad del cultivo de
camaron contienen nutrientes disponibles (Mariscal-Lagarda y col. 2012) y niveles
bajos de metales (Ledn-Cafiedo y col. 2019) lo que los hace viables para cultivar
plantas, como la lechuga, tomate y albahaca. Uno de los puntos criticos, es si tal
efluente de camardn proporciona una cosecha de hortalizas con una calidad
comparable o no, con respecto a los producidos usando una solucién hidroponica
tradicional.

Entre las plantas mas frecuentemente cultivadas en sistemas acuaponicos se
encuentran la lechuga, albahaca y tomate (Love y col. 2015). Estas plantas han sido

acopladas con diferentes cultivos de peces acuaticos como esturion, tilapia del nilo,



trucha arocoiris, gouramy y camaron (Dediu 2012; Buzby y col. 2017; Mariscal-
Lagarda y col. 2014; Pinho y col. 2018; Fierro-Safudo y col. 2018). Estas plantas
pueden ser consideradas como aptas para ser utilizadas en sistemas integrados de
camarén en acuaponia, debido a que presentan tolerancia al estrés salino (Maggio y
col. 2007; Reyes-Pérez y col. 2013; Xu and Mou 2015). Ademas, se ha demostrado
que las plantas, cuando estan expuestas a algun tipo de estrés abibtico durante su
cultivo, activan un mecanismo de defensa que involucra el aumento de compuestos
con propiedades antioxidantes, lo que aumenta sus propiedades nutracéuticas (Oh,
Carey, and Rajashekar 2009).

Sin embargo, el estrés salino puede afectar el contenido de nutrientes,
crecimiento, entre otras caracteristicas de interés de la planta (Balal y col. 2011,
Karimi and Sadeghi-Seresht 2018). Por lo tanto, en este estudio evalué el
rendimiento de los cultivos de lechuga tomate y albahaca hidropénica cultivada en un
sistema hidroponico DFT (Deep Flow Technique) y NFT (Nutrient Film Technique)
con dos efluentes de camardn de salinidad baja (agua de pozo y agua de mar diluida
de 2.7 dS m?) con respecto a las concentraciones de clorofila, proteinas, lipidos,
carbohidratos, flavonoides, prolina, compuestos fendlicos, capacidad antioxidante y

los pardametros fisico-quimicos en los productos cosechados.



Il REVISION DE LA LITERATURA

A AGRICULTURA Y ACUICULTURA: IMPACTO AMBIENTAL

La agricultura se define como la actividad que ejerce el hombre haciendo uso
deliberado de la tierra para extraer bienes del suelo gracias al aprovechamiento de la
energia solar. Es una actividad estratégica para cualquier sociedad. Destaca el
hecho de que las poblaciones que se han desarrollado anteponiéndose a las demas,
lo han conseguido al alcanzar en primer lugar una alta eficiencia en la produccién de
alimentos y fibras (Sinergia, 2006).

A diferencia de la industria, la agricultura, al ser una actividad de produccién de
alimentos que trabaja con insumos naturales como son la tierra y el agua, ha sido
tradicionalmente eximida de ser considerada una actividad que genere un impacto
negativo hacia el medio ambiente. Sin embargo, hoy en dia esa concepcion de la
agricultura ha cambiado enormemente al quedar demostrado su potencial nocivo
para el entorno, el cual es incluso superior a determinados sectores industriales
(Sinergia, 2006).

De hecho, una actividad agraria orientada a maximizar la produccion, genera
formas de explotacion que superan la capacidad de recuperacion de los
ecosistemas, en contraposicion al concepto de produccién sostenible, el cual
permitiria mantener y aprovechar de forma continua los recursos naturales (Gomez-
Orea, 1988). Este mismo autor sefiala que las causas méas conocidas de sobre
explotacion, por sus efectos en el suelo y en el agua, se relacionan con la

intensificacion del sistema de cultivo, siendo alguno de sus efectos negativos los



siguientes: (1) Disminucion de la productividad del suelo por erosion o compactacion,
pérdida de materia organica, retencion hidrica, actividad biolégica y salinizacion, (2)
Acumulacion de contaminantes: sedimentos, fertilizantes, pesticidas, etc., (3) Falta
de agua: sobre explotacion al no respetar los ciclos naturales que mantienen su
disponibilidad, (4) Riesgos potenciales para la salud relacionados con la aparicion de
residuos en ocasiones toxicos, en los alimentos.

Los principales impactos se relacionan con la contaminacion que afecta a la
calidad de las aguas superficiales y subterraneas, al suelo y al paisaje. Estas formas
de contaminacién obedecen al mayor uso de insumos quimicos, perturbando los
ecosistemas y acumulandose ademas en la cadena alimentaria (Banco Mundial,
1992)

Los estudios realizados sobre la calidad de agua y su evolucién en el tiempo,
sefalan que uno de los capitulos de mayor interés en la contaminacién de aguas, por
su extension, intensidad y persistencia, es el que originan los nitratos. Hasta tal punto
que su concentracion de acuiferos en explotacion dentro de zonas de agricultura
intensiva, llega a ser inquietante por la rapidez de su desarrollo (FAO, 2013). Los
nitratos pueden estar presentes en las aguas subterraneas, aunque su concentracion
no suele superar los 10 mg L*; por tanto, el incremento de la presencia de
compuestos nitrogenados en el agua subterranea indica la existencia de focos de
contaminacion de distinto origen, aunque, en algunos informes se ha demostrado su
asociacién principalmente con practicas de abonado o fertilizacion intensivo e
inadecuado, a base de tales compuestos. EI mecanismo de introduccion, a partir de

la superficie, es el arrastre de contaminacion por aguas de infiltracion; aunque



también puede obedecer a la penetracion de aguas superficiales contaminadas
desde rios, drenes, acequias, etc. Es asi, un caso de contaminacion dispersa que
acaba alterando la calidad de las aguas, con la consiguiente pérdida de su capacidad
respecto al uso al que estaban destinadas (FAO, 2013).

Por otra parte, el suelo actia como un sumidero en el que los contaminantes se
filtran o/y se transforman. La eficiencia de este proceso depende de las propiedades
del suelo y las caracteristicas del contaminante. La contaminacién es uno de los
aspectos que mas influyen en la degradacion de los suelos, ya que la capacidad de
desarrollo de sus funciones se ve afectada negativamente (FAO, 2018). Los
principales procesos de degradacion del suelo son la erosion, la acidificaciéon y la
contaminacion por metales pesados, plaguicidas, contaminantes organicos
persistentes (organoclorados, PCBs, HAs, PBDE, dioxinas), nitratos y fosfatos. Otras
amenazas importantes son la compactacion del suelo, las pérdidas de materia
organica debidas a practicas de manejo incorrectas, la salinizacion y el
encharcamiento (SINERGIA, 2006).

Por otro lado, la acuicultura es el cultivo de organismos acuaticos, incluyendo
peces, moluscos, crustaceos y plantas acuaticas (FAO, 2001). Ha sido el sistema de
produccion alimenticia con el crecimiento mas rapido en los ultimos 40 afios, siendo
de 10% en promedio por afio, debido al incremento en la demanda mundial de
alimentos (entre ellos los de origen marino), la decadencia de las poblaciones
silvestres y la sobrepesca (Sien, 2003; FAO 2018).

En orden de mantener la demanda de productos provenientes del mar, la

produccion global total ha incrementado un 27.5% del 2010-2018, durante ese



periodo la acuacultura y la captura a incrementado un 29.8% y 10.4%
respectivamente (FAO 2018) Desafortunadamente, las operaciones acuicolas
también pueden producir impactos negativos en el medioambiente marino (Guangzhi,
2001). La estrategia natural de alimentacion de los peces, la densidad de los peces,
la biomasa total, la tasa de alimentacion, calidad de agua y manejo del agua influye
en la asimilacion de nutrientes por los peces y la generacion de aguas residuales.
Estas se acumulan mientras la alimentacién continua en el estanque de cultivo
(Rafiee y Sadd, 2005).

Los sistemas acuicolas generan continuamente grandes cantidades de desechos
(Mateus, 2009), los cuales son descargados directamente en los cuerpos de agua
naturales. Estos desperdicios consisten primeramente de alimento no consumido por
los peces o el organismo de cultivo en cuestion, materia fecal y otras excretas. Los
desperdicios son una fuente de contaminacion de nutrientes (Carbono, Nitrégeno,
Fosforo) (Garcia y col. 2005) y antibioticos (Hirsch y col. 1999). Ademas, la
acuacultura a gran escala provoca una reduccion en los habitas de otras especies
(Orth y col. 2006) y rompen el balance del ecosistema. Estos desechos enriquecen
de materia organica y de nutrientes las aguas y los sedimentos causando un
deterioro en el agua descargada y en los sedimentos. El efecto inicial de adicionar
grandes acumulaciones de desperdicios organicos descomponibles a los sedimentos
marinos y fluviales provoca un incremento en la actividad microbiana por las
bacterias aerébicas. Cuando se afiaden cada vez mas materia organica y nutrientes
se incrementa la demanda de Oxigeno y ello provoca hipoxia 0 anoxia localizada,

eliminando las formas de vida aerdbicas mas susceptibles(Chavez-Crooker y



Obreque-Contreras, 2010) provocando, finalmente, la eutrofizacion de rios, lagunas,

bahias y mares (Paez-Osuna Yy col., 2007).

B SOLUCIONES A LOS EFECTOS AMBIENTALES

Como se menciond anteriormente, los desechos acuicolas pueden causar un
impacto negativo en el ambiente debido a la liberacidon de los efluentes acuicolas en
las areas receptoras de los alrededores. Sin embargo, tales desechos podrian ser
utilizados para la fertilizaciéon y el riego, ayudando asi a reducir el empleo de
fertilizantes inorgénicos en tierras de cultivos (Rafiee y Saad, 2005). Durante muchos
afos, esta estrategia ha sido desarrollada; comenz6 con la creacién de plantas de
tratamiento a partir de humedales, en donde se les hacian llegar los efluentes para
que las plantas procesaran el agua (biorremediacién) (Mateus, 2009).

El uso de sistemas de recirculacion hidrica es una via de aprovechamiento de
este recurso para minimizar el impacto de la acuicultura en el medioambiente.
Aunque el total de nutrientes liberados es similar en ambos sistemas, los pequefios
volimenes en la concentracion de los efluentes de los sistemas de recirculacion son
mas faciles de manejar. Diversas actividades se han estado realizando con la
finalidad de reducir las descargas de aguas contaminadas en el ambiente en
sistemas continuos. Por ejemplo, en China se esta empleando la policultura de
vieiras, pepino marino y quelpo, lo cual reduce la eutrofizacion y el uso de
compuestos anti-incrustantes, los cuales son téxicos (Guanzhi, 2001).

Segun Brister (2001), en reuniones sobre la produccidon acuicola organica,

realizadas en los Estados Unidos (Programa Nacional de Acuicultura Orgéanica de los



Estados Unidos, USDA) en 2000, se identificaron cuatro aspectos claves que
permitiran manejar organicamente la acuicultura. Siendo estos la salud, la
reproduccion, la alimentacion, y las estructuras fisicas y condiciones de vida de las
especies. Dentro de estos ultimos aspectos, el grupo de trabajo concluyé que los
sistemas integrados y acuaponicos (integracibn de acuicultura y sistemas
hidropdénicos) entran en el paradigma de produccion organica a través de la
conservacion y el reciclaje de nutrientes.

Otro uso de las plantas acuaticas para el tratamiento del efluente es a través de
los humedales artificiales. Lin y col. (2005), demostraron que estos sistemas pueden
remover entre el 55 y 66% de los sélidos suspendidos, 37 a 54% de DBOs, 64 a 66%

del amonio, y 83 a 94% del nitrito presentes en el efluente producido por un cultivo.

C ACUAPONIA

La acuaponia es una estrategia donde se combinan dos tecnologias: la
acuacultura en recirculacion y la hidroponia. No obstante que esta actividad ha sido
percibida como una forma de contribuir a sistemas mas sostenible en la produccion
de alimentos, la tecnologia esta4 todavia en una etapa inicial, con diversos retos
(Konig y col., 2018). La acuaponia es una forma de agricultura que combina la
acuicultura (que se define como cultivo de peces) con la hidroponia (cultivo de
plantas sin el uso de suelo), definiendo acuicultura como el cultivo de animales
acuaticos como peces, moluscos, crustaceos; e hidroponia, como el cultivo de
plantas que se desarrollan en un sustrato inerte, las cuales reciben los minerales

aplicando soluciones de nutrientes (Guzman y Moreno, 2005). En este sistema, los



efluentes ricos en nutrientes de los tanques de los peces, crustdceos 0 moluscos son
utilizados para fertilizar las plantas del sistema hidropénico (Diver, 2006; Rakocy,
2007; Goddek y col., 2019).

En este sistema, las raices de las plantas y las rhizobacterias remueven los
nutrientes del agua. Estos nutrientes (derivados principalmente a partir de las heces
de los organismos de cultivo, algas y la descomposicion de los alimentos) son
contaminantes que si no se retiran podrian alcanzar niveles toxicos para los
organismos en cultivo, pero dentro de un sistema acuapoénico sirven como fertilizante
liquido para el crecimiento de las plantas. A su vez, las camas hidroponicas
funcionan como un biofiltro, que mejora la calidad del agua, que ser& recirculada
nuevamente a los tanques de los peces (Mateus, 2009). Nelson (2008) cita que en
acuaponia el desecho de los peces funciona como una fuente de alimento para las
plantas y éstas a su vez, actan como un filtro natural del agua en la que viven los
peces. Esto crea un miniecosistema en donde tanto las plantas como los peces
pueden vivir y prosperar (Fig. 1). La acuaponia es una alternativa ideal para
solucionar el problema de los acuicultores para deshacerse del agua cargada de
Nitrogeno y Fosforo y, asimismo, contribuir a la solucién del problema de los
agricultores de como conseguir el nitrdgeno para sus plantas (Mateus, 2009).

La hidroponia es el cultivo de plantas, principalmente hortalizas, sin usar suelo,
que es substituido por un sustrato sélido constituido por materiales inertes como en
el sistema de camas, o0 por agua como en el caso del sistema de raiz flotante, y del
sistema de “Solucién Nutritiva Recirculante”, este ultimo también conocido como

“Nutrient Film Technique” (NFT, pos sus siglas en inglés). Por ser inerte el sustrato
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cultivo, las plantas hidropénicas se alimentan con una solucidn nutritiva en la cual se
disuelven las sales minerales que aportan a las plantas todos los elementos
necesarios para su desarrollo (Soto y Ramirez, 2002).

Los sistemas productivos en acuicultura pueden ser extensivos o intensivos,
dependiendo de la densidad de siembra, que se traduce en cuantos peces u otro
organismo de cultivo por m? se crian. Entre los sistemas intensivos se mencionan los
sistemas acuicolas de reuso y los sistemas de recirculacion. En los sistemas de
reuso el agua pasa de un estanque a otro, se mueve en una sola direccion, y nunca
regresa al mismo estanque dos veces (Losordo y Timmons, 1994). La acuicultura de
recirculacion es un sistema en el cual el agua fluye desde los estanques de cultivos a
los sistemas de tratamientos (filtracion), para luego regresar nuevamente a los
estanques de cultivo (Losordo y Timmons, 1994). La acuicultura de recirculacion
requiere menos del 10% de agua comparado con los proyectos de acuicultura
extensivas y de reuso (Timmons y col. 2002), y en los cuales los efluentes son
eliminados constantemente.

En el agua de los estanques de peces u otro organismo de cultivo se encuentran
disueltos tipicamente 10 de los 13 nutrientes esenciales que las plantas necesitan, v,
aunque las concentraciones de Calcio, Potasio y Hierro suelen ser inferiores a las
requeridas por las plantas, estas pueden suplirse al sistema acuaponico en forma de
hierro quelatado (EDTA-Fe), asi como con hidroxido de Calcio y Potasio. La adicion
de estos ultimos, permitiria, ademas, la regulacion del pH en caso de acidificacion del

agua (Rakocy, 2007).
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En resumen, como se muestra en la Fig. 1, la acuaponia es un sistema en el cual
los desechos orgéanicos producidos por algin organismo acuatico (generalmente
peces) sirven como fuente de alimento para las plantas; las cuales, a su vez, al tomar
estos desechos, limpian el agua para los peces o el organismo de cultivo actuando
como filtro bioldgico (Ramirez col, 2008). La acuaponia es una técnica de produccién
intensiva, bio-integrada (Diver, 2006) y altamente productiva en la cual se obtienen
peces/u otro organismo y hortalizas en un mismo sistema de produccion y con
rendimientos altos; Mateus (2009) demostré por ejemplo, que, por cada ton de peces

producida en sistemas acuaponicos, se pueden obtener hasta 7 ton de vegetales.

D COMPONENTES PRINCIPALES DE LOS SISTEMAS ACUAPONICOS

Entre los principales componentes que se requieren para el desarrollo de un
sistema acuaponico (Fig. 2) se encuentran: (1) El tanque para cultivar los peces (u
otros organismos acuaticos), el cual debe ser también facil de limpiar y permitir la
cosecha de los organismos, (2) La bomba de aireacion para proveerles oxigeno, (3)
Un sedimentador que permita retener y remover las particulas originadas a partir de
los desechos de los peces, comida no consumida y algas para que estas no lleguen
a las raices de las plantas ya que se acumulan y obstruyen el intercambio de
nutrientes, (4) Un biofiltro para albergar las bacterias nitrificantes (Nitrosomonas sp. y
Nitrobacter sp.) y convertir el amonio, liberado por los peces el cual se vuelve toxico
para los peces en concentraciones altas, a nitritos que son el alimento de las
plantas, asi como (5) un sistema de cultivos hidropénicos como camas de

crecimiento que permitan desarrollo y soporte mediante la flotabilidad del cultivo en el
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agua con sustratos so6lidos como arena o grava donde las rhizobacterias capturan los
nutrientes del agua. Ademas, en los sistemas comerciales se encuentran otros
componentes tales como el desgasificador que elimina los excesos de CO2, y el
sedimentador que elimina los sélidos suspendidos. Sin embargo, a pequefia y
mediana escala estos elementos no son indispensables (Rakocy, 2002). Todos estos
sistemas se conectan de tal forma que el agua con amonio y particulas disueltas
pasan al tanque de sedimentaciéon o clarificador donde se elimina la mayor parte
(Lennard, 2004). Después el agua pasa al biofiltro el cual consta de pequefias
particulas que ayudan a incrementar el area superficial favoreciendo el contacto las
bacterias nitrificantes que convierten el amonio a nitrito y otras que convierten el
nitrito en nitrato (Rakocy, 2007). Una vez que se obtienen el nitrato, el agua pasa a el
sistema hidroponico para ser aprovechada por las plantas, como paso final el agua
pasa a un sumidero que recolecta el agua proveniente de las camas de crecimiento y
es regresada al tanque de los organismos acuaticos para reiniciar el ciclo (Rakocy,
2007).

Con respecto a la relacién entre la superficie de cultivo de plantas y la de los
organismos acuaticos, ésta varia desde 2:1 hasta 10:1 o mas, dependiendo de la
produccion diaria de desechos por parte de los peces (Rakocy, 2002). Lo anterior
significa que, por cada metro cubico de agua de cultivo de peces, se pueden
incorporar al sistema, de dos a diez metros cuadrados de area de cultivo hidropénico.
Mientras que la capacidad de carga de peces, en un cultivo acuaponico, es de un

pez de 500 g por cada 20-40 L (Bernstein, 2011).
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E BENEFICIOS ECONOMICOS — AMBIENTALES DE LOS CULTIVOS

ACUAPONICOS

La remuneracion econdmica es alta en los sistemas de acuicultura integrada en
comparacién con sistemas de monocultivo. Naidoo y col. (2006), al implementar
acuicultura integrada, redujeron costos de manejo en el cultivo de abulén, los
tanques sirvieron principalmente para un crecimiento mayor en la abulon hasta llegar
al tamafio requerido comercial, y cuando se alimenté con una dieta mixta de quelpo y
alga cultivable, redujo el consumo de quelpo y se ahorré energia debido a la
reduccion de utilizacion de bomba en la recirculacién. Nobre (2010) encontrd que el
sistema de acuaponia reduce el impacto ambiental. Las descargas de nitrégeno y
fésforo decrecen un 44% y 23%, respectivamente, de 11.3 ton por afio a 6.3 ton por
afo. La reduccion de la descarga de Nitrogeno es el resultado de la captacion del
alga y el decrecimiento de la acumulacién de nitrégeno en los tanques de abulén. La
reduccion de la descarga de Fosforo es principalmente explicada por una reduccion
del 50% en la descarga hacia el océano, lo que contrarresta el pequefio incremento

de en la concentracion de P en la salida del sistema de recirculacion.

F VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS SISTEMAS ACUAPONICOS

Varios autores han (Rakocy y Bailey, 2003; Verdegem y col. 2006; Diver, 2006;
Pantanella, 2008; Grab y Junge, 2009; Martins y col. 2010; Love y col. 2015; Hao y
col. 2020) han mencionado las ventajas y desventajas de los sistemas de

recirculacion de acuaponia.
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Entre las ventajas se encuentran: (1) Los sistemas de recirculacion acuaponicos
son un medio eficaz para reducir y aprovechar los residuos que normalmente son
vertidos al ambiente, (2) Debido a que las plantas recuperan un porcentaje sustancial
de los nutrientes disueltos, la tasa de intercambio de agua se puede disminuir. Esto
reduce los costos de operacion en los sistemas acuaponicos en los climas
aridos/semiaridos y los invernaderos con calefaccion donde el agua representa un
gasto importante, (3) La rentabilidad es una de las principales preocupaciones
cuando se considera el uso de un sistema de recirculacion. A menudo estos sistemas
son caros de construir y de operar. Sin embargo, mediante la incorporacion de un
cultivo secundario de plantas, que recibe la mayoria de los nutrientes necesarios sin
costo adicional, el beneficio del sistema de cultivo puede mejorar, (4) Las plantas
utilizadas en el sistema acuapoénico purifican el agua de cultivo y, con un adecuado
disefio, pueden eliminar la necesidad de biofiltros separados y costosos. Es asi como
en sistemas de acuaponia, el componente hidroponico puede proporcionar
biofiltracion suficiente para el cultivo de organismos acuaticos y por lo tanto evitar el
costo de compra y operacion de un biofiltro separado.

Entre las desventajas: (1) La mas obvia de ellas, es la proporciéon no conocida
entre el area de cultivo de plantas y el area superficial para la cria de los organismos
acuaticos. La gran proporcion para el cultivo de las plantas se necesita para lograr un
sistema equilibrado donde los niveles de nutrientes se mantengan relativamente
constantes, (2) En esencia, los sistemas de acuaponia hacen énfasis en el cultivo de
plantas; sin embargo, es importante tener en cuenta que hay dos tipos de

producciones, la vegetal y la animal. Por esta razon, es indispensable que se tengan

17



conocimientos suficientes en las &reas de acuicultura y horticultura para poder
ofrecer soluciones y mejoras a los sistemas de produccién, (3) Por ultimo, los
sistemas de produccion acuapénico deben utilizar métodos de control biologico en
lugar de pesticidas para proteger las plantas de plagas y enfermedades. Esto se
debe a que los quimicos empleados en la produccion normal de plantas pueden
alterar las caracteristicas del agua y por ende afectar el componente acuatico
utilizado en el sistema. Sin embargo, esta restriccion puede ser vista como una
ventaja, ya que los productos de origen vegetal pueden ser ofrecidos en el mercado

como “libres de pesticidas”.

G PRODUCCION SUSTENTABLE

La acuicultura integrada tiene la promesa de contribuir a la sustentabilidad de la
acuicultura (Troell y col. 2009), promueve la sustentabilidad econémica y ambiental,
mediante la conversion de los nutrientes solidos y solubles, de los organismos y su
alimento (por ejemplo, cultivo intensivo de peces y camaron), en cosechas
(organismos extractores), por consiguiente, reducen el potencial de eutrofizacion, e
incrementan la diversificacién econémica (Reid y col. 2007).

Si se selecciona y ubica apropiadamente, las especies co-cultivadas pueden
acelerar su crecimiento mediante la asimilacion de los nutrientes extras, proveidos
por las especies que se cultivan mediante la adicion de alimento (Chopin y col.
2001). Estos mismos autores afirman que esto incrementa la capacidad de
asimilacion ambiental global de un sitio, por lo tanto, reduce el potencial para que se

presenten impactos ambientales negativos. La acuicultura integrada permite al
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productor diversificarse, frecuentemente sin la necesidad de nuevas ubicaciones o
sitios. Las investigaciones iniciales sugieren que el reciclaje de desechos de un
cultivo, como alimento para otros, puede incrementar las ganancias de un sistema
integrado. El andlisis de escenario, también indica la acuicultura integrada puede
reducir el riesgo financiero debido a los riesgos relacionados del clima, las
enfermedades y mercado. Mas de una docena de estudios han investigado la

economia de los sistemas integrados desde 1985 a la fecha (Reid y col. 2007).

H DINAMICA DE NUTRIENTES

El buen funcionamiento de los sistemas acuapénicos esta basado principalmente
en un equilibrio dinamico de los ciclos de los nutrientes involucrados (Somerville y
col., 2014). Por lo tanto, es de gran importancia comprender estos ciclos y realizar un
monitoreo frecuente de las concentraciones de nutrientes en los diferentes
compartimentos del sistema, y de ser necesario, complementarlos para prevenir
deficiencias en los productos (Eck y col. 2019).

En el caso del Carbono, este se proporciona a los peces a través del alimento y a
las plantas a través de la fijacion de CO2. Los peces pueden usar el 22% del
Carbono contenido en el alimento, el resto se expira en forma de CO2 (52%) o se
excreta en forma disuelta (0.7—-3%) y solida (25%) (Timmons y Ebeling, 2013).

El Nitrégeno por su parte, es absorbido por las plantas en forma de nitrato o de
amonio segun la concentracion y la fisiologia de la planta (Wongkiew y col. 2017).
Los desechos de los organismos acuaticos estan compuestos en gran parte de

amoniaco (NHzs), el cual deberda ser metabolizado por un grupo especifico de
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bacterias autotrofas de los géneros Nitrosomonas spp. y Nitrobacter spp, que son
muy importantes para los sistemas acuapoénicos, llamadas bacterias nitrificantes.
Estas bacterias convierten en primer lugar el amoniaco en nitrito (NO2) y, por ultimo,
en compuestos de nitrato (NOs3). Las plantas son capaces de utilizar tanto el
amoniaco y nitritos para llevar a cabo sus procesos de crecimiento, pero los nitratos
son mas facilmente asimilados por sus raices. La nitrificacion en los sistemas
acuaponicos proporciona nutrientes para las plantas y ademas elimina el amoniaco y
nitritos que son toxicos para los peces (Eck y col., 2019).

El Fosforo es uno de los elementos esenciales para el crecimiento de la planta y
se puede absorber en su forma de ortofosfato iénico (H2PO4~, HPO42~, PO4%") (Resh,
2013). Poco se sabe sobre la dinamica del fésforo en la acuaponia, sin embargo, el
principal aporte de este nutriente al sistema en a través del alimento para peces
(Cerozi y Fitzsimmons, 2017), y en sistemas no suplementados, el fésforo tiende a
ser limitante y por lo tanto podria impedir el crecimiento de algunas plantas (Graber y
Junge, 2009). Los peces pueden utilizar hasta el 15% del Fésforo contenido en el
alimento. Ademas, hasta el 100% del Fosforo presente en el agua de los peces se
puede reciclar en la biomasa de la planta, dependiendo del disefio del sistema.

En el caso del Potasio, este nutriente con frecuencia presenta deficiencias en los
sistemas acuaponicos, ya que su principal fuente es el alimento para peces, el cual
generalmente tiene a una composicion baja de este nutriente ya que no es esencial
para los organismos acuaticos (Suhl y col., 2016). Por lo tanto, se puede suplementar

con Potasio a los sistemas, para lo cual comiunmente se usa una solucién tampon de
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KOH que ayuda también a mantener el pH moderadamente alto, que a menudo

disminuye en acuaponicos debido a la nitrificacién (Graber y Junge, 2009).

| NUTRIENTES EN EL SISTEMA ACUAPONICO

El amoniaco es el principal producto final del catabolismo de las proteinas durante
el metabolismo de los organismos acuaticos, en un sistema acuapénico camaron-
hortalizas, este es producido principalmente por la excrecion directa de los
camarones, asi como por la descomposicion bacteriana de toda la materia organica
gue contiene nitrégeno, ya sea bajo condiciones aerdbicas o anaerébicas (Mariscal-
Lagarda y col., 2012). Con la alimentacién de los crustaceos aumenta la acumulacion
de amoniaco total, el cual es rapidamente sometido al proceso de nitrificacion para
convertirse en nitrato, generando nitrito como intermediario. Tanto el amoniaco, nitrito
y nitrato son todos altamente solubles en agua (Peralta, 2007). Es importante resaltar
que la utilizacion de Nitrogeno estéa directamente relacionada con el pH. Zou y col.
(2006) estudiaron el efecto de 3 diferentes niveles de pH (6.0, 7.5 y 9.0) demostrando
que la eficiencia en la utilizacion del Nitrdgeno fue mayor a niveles de pH mas bajos
50.9% a pH 6.0 seguido de 47.3% apH 7.5y 44.7% a pH 9.0.

A pesar que el nitrito usualmente es convertido en nitrato tan pronto como se
produce, la falta de oxidacién bioldgica del nitrito resultara en niveles elevados que
pueden ser tdxicos para los peces, camarones y otros organismos; por tanto, debe
ser constantemente monitoreado ya que los niveles altos podrian indicar una

inminente falla del biofiltro (Galli y Sal, 2007).
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En un estudio previo, Mariscal-Lagarda y col. (2014) evaluaron los componentes
de efluentes del cultivo de camardn utilizado para la irrigacion de plantas de tomate,
encontrando concentraciones medias de fosfato, 0.11 + 0.16 mg/mL; amoniaco total,
0.20 %= 0.15 mg/mL; nitrito, 0.58 + 0.89 mg/mL; y nitrato, 419 + 77 mg/ mL.

En un sistema acuapodnico con efluentes del cultivo de camarén, el principal
aporte de Nitrogeno al sistema proviene de la adicion de alimento (43.6%), seguido
de fertilizantes (22.7%), agua de llenado (19.7%) y reemplazo de los niveles de agua
(13.8%). Mientras que el aporte de Fésforo se deriva principalmente de la adicién de
alimento (98.8%). Respecto a la produccién de Fosforo, esta se da principalmente
por la acumulacién de lodos organicos (24.6%). La remocion de los nutrientes del
sistema se da a través del agua de descarga durante la cosecha (drenaje del
tanque), remocion de los camarones, transferencia a la atmosfera y formacion de
lodos organicos (Mariscal-Lagarda y col., 2014).

Durante el desarrollo de los organismos de cultivo, la biomasa incrementa por
unidad en el sistema experimental. Es aceptado que la tasa de produccién de lodo y
la asimilacion de nutrientes en los sistemas de cultivo, dependen del ciclo de vida del
organismo de cultivo en cuestion, el cual puede variar durante el tiempo en un
sistema de cultivo experimental (Rafiee y Saad, 2005). Se ha estimado que la tilapia
roja por ejemplo, puede capturar en promedio, 11.5% de Fe, 13.4% de Zn, 6.8% de
Mn, 3.5% de Cu, 26.8% de Ca, 20.3% de Mg, 32.5% de N, 7.2% de K, y 16.0% de P,
del total de alimento introducido durante un periodo de cultivo de 20 a 200 g (Rafiee y

Saad, 2005). En el caso del camardn, se ha estimado que estos organismos retienen
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entre un 22.8 y 30.7 y 10 y 12.8% de Nitrégeno y Fdésforo, respectivamente (Thakur y
col. 2003).

En un sistema de acuacultura integrada, es necesaria la remocion de solidos y el
tratamiento del agua de manera constante, ya que, en lugar de intercambiar agua
con el medio ambiente circundante, estos sistemas dependen de una densa
comunidad microbiana para mineralizar y asimilar nutrientes nocivos que de otro
modo se acumularian por la degradacion de los alimentos y las excreciones de los
camarones (Ray y col., 2010).

En el caso de sistemas acuapdnicos, se han desarrollado diversos métodos para
eliminar los desechos de los organismos acuaticos, entre ellos, técnicas de
sedimentacion o filtros mecanicos, los cuales se sitian inmediatamente a después
del tanque que contendra los organismos acuéticos y se destinan a eliminar las
particulas sélidas en suspension que existan en el sistema. Si dichos sélidos
guedaran dentro del sistema, taparian cualquier otro filtro que se intente colocar, y en
un corto plazo, se interrumpiria el correcto funcionamiento del sistema. Es por esto,
gue los sélidos en suspension son los primeros en eliminarse en un sistema
acuaponico (Calo, 2011). Fierro-Safiudo y col. (2018) disefiaron un sistema
acuaponico utilizando efluentes del cultivo de camarén para la produccion de
albahaca, utilizando un sedimentador de 180 L conectado directamente a los tanques
de cultivo, a través del cual se hacian pasar los efluentes del camarén, antes de
llegar al biofiltro con las bacterias nitrificantes para prevenir obstrucciones en el

sistema y la acumulacion de sedimentos.
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J CULTIVO DE CAMARON EN MEXICO

En los dltimos afios, la tasa de crecimiento en la produccién de camardon de
granja, ha superado la produccion de captura pesquera (Fig. 3). Informes recientes
de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO, 2018) indican que la producciéon mundial de camarén en el 2016, fue de 8.6
millones de ton, representando la acuicultura el 60% de esta produccion.

Los camarones marinos predominan en la produccién de crustaceos que se crian
habitualmente en la acuicultura costera y constituyen una importante fuente de
ingresos en divisas para varios paises en desarrollo de América Latina y Asia. En el
2017 la produccion por camaronicultura a nivel mundial fue de 5°511,914 ton, de las
cuales el 85 % correspondié a produccion en agua salobre, 3.6 % en agua marina y
el 12 % en agua dulce (FAO, 2018), mientras que en México la produccion total para
ese mismo afio fue 150,030 ton.

De la produccion mundial, 79% de camardn de acuicultura se concentra en cinco
paises del sureste asiatico. En 2016 China cultivdé 49.2 millones ton (69.5%), India
aportd 5.7 millones ton (7.1%); Indonesia 4.9 millones ton (6.2%) y Vietnam 3.6
millones ton (4.5%).

En América Latina, se espera en el 2019 un crecimiento en la produccién para los
principales paises productores de camarén cultivado: Ecuador (480,000 ton); México
(178,000 ton) y Brasil (80,000 ton) (FAO, 2018).

Debido a los nuevos conocimientos cientificos alcanzados en los ultimos afos, el
cultivo de camaron con el uso de agua de mar ha alcanzado un crecimiento

significativo, con base en estadisticas preliminares del Servicio de Informacion
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Fig. 3. Produccién de camaron cultivado en México.
SAGARPA (2019)

25



Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), la SAGARPA reporté que la produccion de este
crustaceo en México ha presentado una tasa media de crecimiento anual de 1.59%
entre el 2008 y el 2018, al pasar de 196,300 a 229,800 ton, respectivamente, con lo
gue la produccion nacional del crustaceo alcanzé un nuevo maximo historico, 71%
proveniente del cultivo y 29 % de la captura (SAGARPA, 2019).

Las cinco entidades de mayor importancia son Sinaloa, Sonora, Nayarit,
Tamaulipas y Campeche, las cuales concentran al 93% de la produccién nacional,
gue equivale a 230,381 ton. En un comparativo de la produccion de camarén entre el
2017 y el 2018 se concluy6 que la captura de camardn tuvo un decremento del 7%
correspondiente a 5,587 ton en peso vivo, en cambio la acuacultura tuvo un aumento
del 5% correspondiente a 8,039 ton de peso vivo, por lo que se prevee que la
acuacultura de camaron siga aumentando (SAGARPA, 2019).

A nivel porcentual, Sinaloa concentra el 46.9% de la produccion nacional y
Sonora, el 28%; las tres entidades restantes aportan el 18% del volumen nacional de
este crustaceo. Otros estados en los que también se produce camarén son
Campeche, Colima, Veracruz, Oaxaca, Chiapas, Tabasco, Baja California, Guerrero,
Quintana Roo, Yucatan, Jalisco y Aguascalientes.

A pesar de este crecimiento, los productores han sufrido grandes pérdidas
economicas debido a enfermedades virales como la “Enfermedad de la Mancha
Blanca” (WSD, por sus siglas en inglés); también conocida como “Baculovirus del
Sindrome de la Mancha Blanca” (WSBV, por sus siglas en inglés) o “Virus del
Sindrome de las Manchas Blancas” (WSSV, por sus siglas en inglés) donde el

camaron severamente infectado manifiesta reduccion en el consumo de alimentos,
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letargo; alta mortalidad, hasta del 100 % entre 3y 10 dias a partir de la manifestacion
de signos clinicos; cuticulas sueltas con manchas blancas de 0.5-2.0 mm de
diametro.

Durante 2009, se observé en algunos paises del continente asiatico una
enfermedad que causaba necrosis aguda de la glandula digestiva o hepatopancreas,
el rgano mas importante del sistema digestivo de los camarones, esta enfermedad
conocida como “Sindrome de la Necrosis Aguda del Hepatopancreas” (AHPNS, por
sus siglas en inglés), y definida en un inicio como “Sindrome de la Mortalidad
Temprana” (EMS, por sus siglas en inglés), producia mortalidades masivas de
camarones durante los primeros treinta dias de cultivo. En 2013, los productores de
la region Noroeste del Pacifico Mexicano comenzaron a observar camarones
moribundos con una palidez y atrofia en hepatopancreas, sintomas caracteristicos de
AHPNS. A partir de ese afio, la produccion total de camarén disminuyd hasta en un
60% en nuestro pais debido al “Sindrome de la Mortalidad Temprana” (FAO, 2017).

Otra enfermedad que afecta comunmente el cultivo de estos crustaceos es el
“Sindrome del Taura” (TS, por sus siglas en inglés)); también conocido como “Virus
del Sindrome de Taura” (TSV, por sus siglas en inglés) o Enfermedad de Cola Roja.
Ocurre durante la Unica muda en los juveniles a los 5 a 20 d tras la siembra, los
sintomas son, caparazon blando, tracto digestivo vacio y expansion difusa de
cromatéforos rojos en los apéndices; la mortalidad varia de 5 a 95%. Debido a que
estos virus se establecen mejor en agua de mar y para contrarrestar el impacto de
estas enfermedades virales, se ha impulsado el cultivo de camarén con agua

subterrdnea de salinidad baja y, en afios recientes, se ha desarrollado en diversas
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regiones de Estados Unidos de Norteamérica (McGraw y col.,, 2002), Ecuador,
Tailandia (Saoud y col., 2003; Roy y col., 2007), China (Cheng y col., 2005) y México
(Tamayo, 1998). Lo cual da pauta para empezar a realizar estudios relacionados con
la factibilidad de cultivar el camardén marino Litopenaeus vannamei (Boone) con agua
subterranea de salinidad baja.

Una de las limitantes para desarrollar este tipo de cultivo es la compaosicion iénica
de la fuente de agua, lo cual implica que en principio los estudios se deben de avocar
a determinar la factibilidad de crecimiento y supervivencia de esta especie en
diferentes fuentes de agua que potencialmente contengan diferente perfil idnico.
Experiencias de campo y algunos estudios indican que los principales iones
limitantes para el desarrollo del camarén blanco (Litopenaeus vannamei) son el
potasio, sodio y magnesio (Zhu y col., 2004). Con respecto a la salinidad, se ha
determinado que el camarén L. vannamei puede tolerar un amplio intervalo de
salinidades, pasando desde condiciones de agua dulce (0.5-2.0 g/L) hasta
hipersalinas (60 g/L) (Stern y col., 1990; Saoud y col,. 2003). Boyd (1989) registro
gue salinidades entre 15 y 25 g/L son ideales para este crustaceo. Samocha y col.
(2004) mostraron que este crustaceo cultivado con agua de baja salinidad (<3 g/L),
crece hasta 14 g mientras que Davis y col. (2002) usando agua de salinidad menor
(2.0 g/L) alcanzaron a producir 12 ton/ha. Experiencias en México indican que, a
nivel comercial, este crustaceo puede cultivarse exitosamente en agua de salinidad
baja (0.5-5.0 g/L) (Tamayo 1998; Van Wyk y col., 1999). De manera comercial el
cultivo de camardn en aguas de salinidad baja se ha venido desarrollando en los

altimos cinco afios con cierto éxito en Meéxico, Colima, Baja California vy
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recientemente en Sinaloa y Sonora donde existen unas cuantas granjas. A la fecha
ninguna de estas granjas maneja cultivos integrados, todas son operadas como

monocultivos.

K CULTIVOS INTEGRALES DE CAMARON

Uno de los mayores problemas que presenta la acuicultura es la gran cantidad de
agua necesaria para llevar acabo los recambios en los tanques de cultivo
aproximadamente 10% diario (Oberdieck y Verreth., 2009). Los sistemas integrados
de acuicultura-agricultura ayudan a disminuir de manera drastica estos recambios
para ambas actividades siendo esta una alternativa viable tanto econémica como
ambiental, por lo que estos tipos de sistemas pueden implementarse en lugares
donde el recurso natural agua es un factor limitante (Prinsloo y Schoonbee, 1993;
Ingram y col. 2000). Ademas, debido a que se tienen dos o mas productos finales a
la vez, el retorno econdmico por metro cubico de agua es mayor (Mcintosh y
Fitzsimmons, 2003). El cultivo de camardn puede integrarse en la actividad agricola
mediante el uso de un sistema hidroponico aprovechando los efluentes de las
granjas, los cuales son ricos en amonio y puede ser convertido en nitritos por la
acciéon de nitrosomonas los cuales después son convertidos a nitratos por nitrobacter
y aprovechados por las plantas (Ward., 2008). De esta manera se han logrado
producir diversos cultivos como tomate (Mariscal-Lagarda y col., 2012), melon y
forraje (Miranda y col., 2008a; 2010) aceitunas (Mclintosh y Fitzsimmons, 2003) y
arroz (Flaherty y col., 2000), logrando obtener mayores ganancias debido a la

cosecha del policultivo y al mismo tiempo aminorar el impacto ambiental producido
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por los efluentes de esta actividad, lo que convierte a los cultivos integrales de
camarén en una excelente opcion para el desarrollo sustentable de ambas
actividades. Ademas, el uso de esta técnica logra minimizar el uso de fertilizantes en
la agricultura (Fernando y Halwart, 2000) evitando los problemas asociados con la

agricultura intensiva (Gomez-Orea, 1994).

L CULTIVO DE TOMATE Y VALOR NUTRITIVO

El tomate (Fig. 4) es una planta de origen americano, al parecer de la zona Norte
del Peru - Ecuador. Su nomenclatura se deriva de los términos aztecas “tomatl”,
“xitomate”. En principio se cree que se utilizO como planta ornamental; su
introduccidon en Europa se realizé en el Siglo XVI y se sabe que a mediados del Siglo
XVIII era cultivado con fines alimenticios, principalmente en lItalia (Gatica, 2004).
Segun Maroto (1995), la planta de tomate tiene un sistema radicular amplio,
constituido por una raiz principal que puede alcanzar hasta 50-60 cm de profundidad,
provista de una gran cantidad de ramificaciones secundarias y reforzado por la
presencia de un gran numero de raices adventicias surgida desde la base de los
tallos. Aunque el sistema radicular puede profundizar hasta 1.5 m la mayor parte del
mismo se sitla en los primeros 50 cm (Gatica, 2004). El tallo del tomate es anguloso,
recubierto en toda su longitud de pelos perfectamente visibles, muchos de los cuales,
al ser de naturaleza glandular, le confieren a la planta un olor caracteristico. En un
principio el porte del tallo es erguido, hasta que llega un momento en que, por

simples razones de peso, rastrea sobre el suelo.
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Fig. 4. Fruto de la planta de tomate (Lycopersicon esculentum Mill)
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Segun Krarup (1987), los productos horticolas son componentes nutricionales
claves de una dieta balanceada, ya que proporcionan cantidades significativas de
minerales y vitaminas esenciales con aporte minimo de calorias. Argumentando esta
informacion Maroto (1995) sefiala que el fruto del tomate tiene un contenido alto en
vitaminas, principalmente, acido ascérbico convirtiéndose en una hortaliza
fundamental en la alimentacion mundial actual, siendo su consumo, en la mayor
parte de los paises europeos, cercano a los 10 kg / persona / afio, mientras que en
Espafa e Italia esta cifra se incrementa notablemente. En el Cuadro 1 se presenta la
produccion de tomate en México. Sinaloa es el principal productor de tomate a nivel
nacional de acuerdo con datos de SIAP-Sader. En el 2019 particip6 con 60% de la
produccion, con un volumen de 265,280 ton, cuyo valor fue de 2,537 millones de
pesos, en una superficie de 3,090 ha. Los sistemas de produccién son a cielo abierto
y bajo malla sombra e invernadero, ambos con fechas de siembra a partir de
septiembre y cosecha en el primer sistema, de diciembre a mediados de abril, y para
el segundo de diciembre a finales de mayo, por lo cual, para el 7 de mayo del 2019,

La composicion quimica y el valor nutricional del tomate (Cuadro 3) varian segun
la variedad, las condiciones de cultivo, la época de produccion, el grado de madurez,
el tiempo y las condiciones de almacenamiento, entre otros factores. Dicha hortaliza
contiene aproximadamente un 94% de agua, y el 6% restante es una mezcla
compleja en la que predominan los azlcares libres y &cidos orgéanicos, que
contribuyen a dar al fruto su textura y sabor caracteristicos (Coronel y Castillo, 2009).

Por otra parte, se ha demostrado que los carotenoides presentes en el tomate

inhiben el crecimiento de las células cancerosas prostaticas humanas en cultivos de
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Cuadro 1. Estados con mayor produccion de tomate bola durante 2019

Orden Estado Produccion

(ton)
1 Sinaloa 265,280
2 Baja California 36,782
3 México 33,642
4 Jalisco 25,178
5 Guanajuato 18,483
6 San Luis Potosi 13,229
7 Sonora 10,126
8 Aguascalientes 8,374
9 Coahuila 8,329
10 Zacatecas 6,350

SIAP 2019

33



Cuadro 2. Produccion agricola de tomate en Sinaloa

Cultivo Tomate
Superficie sembrada (ha) 3,090

Produccion (ton) 265,280
Rendimiento (ton/ha) 85.84

SIAP (2019)
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Cuadro 3. Composicién nutricional del tomate por 100 g de producto

Componente Componente
Macronutrientes (g) Vitaminas (mg)
Proteinas 0.875 Tiamina (B1) 0.07
Lipidos 0.21 Riboflavina (B2) 0.04
Fibra 1.40 Ac. Ascérbico (C) 26.6
Carbohidratos 3.50 Acido Folico (ug) 28.8
Agua 94.00 Cianocobalamina (B12) (1Q) 0
Minerales (mg) Carotenos (ug) 1,302
Calcio 10.6 Retinol (A) (1) 217
Hierro 0.7 Vitamina D (ug) 0
Magnesio 8.3 Tocoferoles (E) (ug) 0.89
Zinc 0.16
Sodio 9
Potasio 242
Fosforo 24
Yodo (ug) 2.2
Selenio (ug) 0.985
DIAL (2015)
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tejidos (células cultivadas en el laboratorio), esto se le ha atribuido principalmente al
licopeno. Sin embargo, en varios estudios se ha sefialado que es el tomate entero, y
no el licopeno por si solo, el que previene el cancer de prostata, donde se ha
confirmado los beneficios del tomate en la prevencion del cancer de prostata frente a
una dieta estandar u otra con licopeno puro, un carotenoide que proporciona el color
rojo a la solanacea y cuyo consumo se habia asociado a un menor riesgo de este
tumor, lo que sugiere que este antioxidante no actla solo en el papel preventivo
(Gatica, 2004).

El tomate es uno de los vegetales mas comiunmente utilizados con una capacidad
antioxidante alta, algunos compuestos quimicos como la alanina, B caroteno y
licopeno, los cuales contribuyen a la capacidad antioxidante total del tomate
(Kanabur y Reddy, 2014). Los tomates organicos poseen una concentracion mayor
de quercetina, fenoles totales y &cido ascorbico en comparacidon con tomates
cultivados de manera convencional por lo que muestran una capacidad antioxidante

mayor (Alexander y col., 2006).

M CULTIVO DE ALBAHACA Y VALOR NUTRITIVO

La albahaca (Ocimum basilicum) (Fig. 5) es una planta aroméatica de crecimiento
rapido tanto en sistemas hidropénicos como en tierra, con un amplio rango de
tolerancia ambiental, y que se emplea como ingrediente en medicina tradicional,
aromaterapia y en la preparacion de alimentos. Esta planta es originaria del sureste
de Asia y de las regiones célidas de Africa; ademas, se encuentra naturalizada en

Brasil. Su nombre genérico deriva de la palabra griega okimon = oloroso por la
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Fig 5. Planta de Albahaca (Ocimum basilicum L.)
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fragancia de sus hojas (Mufioz, 2002). El género Ocimum esta representado por mas
de 150 especies y tiene una amplia distribucién geogréfica por todas las regiones de
clima tropical y subtropical (Sanchez y col., 2000). Es una planta anual, perteneciente
a la familia de las Labiadas, natural del sur de Europa, el Norte de Africa y Oriente
adyacente. Suele cultivarse con frecuencia en huertas y jardines (Biasney y col.,
2006).

La albahaca es una planta dicotiledonea aroméatica y medicinal, herbacea, anual,
de tallos erectos y ramificados, frondosa. Las hojas de 2 a 5 cm, suaves, oblongas,
opuestas, pecioladas, aovadas, lanceoladas y ligeramente dentadas. Las flores son
blancas, dispuestas en espigas alargadas, asilares, en la parte superior del tallo o en
los extremos de las ramas. Esta planta puede llegar a tener 60 cm, pero es mas
aromatica cuando es joven (20 cm). La planta presenta flores de color blanco a
ligeramente purpureas dispuestas en espigas o tirsos de 10 a 20 cm. de longitud;
alargadas, axilares se ubican en la parte superior del tallo y en los extremos de las
ramas laterales. El caliz es de forma ovoide con cinco dientes, el labio superior de la
corola se caracteriza por presentar cuatro hendiduras similares. Las glandulas
conteniendo aceites esenciales se encuentran entre los carpelos. Posee 4 estambres
y 2 estigmas.

Los frutos de la albahaca son de forma ovoide, estan formados por cuatro
aguenios pequefos (tetraquenios), lisos, indehiscentes y con el pericarpio separado
del tegumento de la semilla. La semilla es dura, pequefia y esta envuelta en una
sustancia mucilaginosa que se hincha en contacto con el agua. En promedio cada

planta de albahaca produce 360 g durante su ciclo de produccién. En el Cuadro 4 se
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Cuadro 4. Cierre de la produccion agricola de albahaca en México.

Cultivo Albahaca
Superficie sembrada (ha) 389
Produccion (ton) 3,103
Rendimiento (ton/ha) 8.01

SIAP (2019)
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presenta la produccion agricola de albahaca en México. Los rendimientos de
albahaca son de 18-20 ton/ha en fresco, en un tiempo comprendido entre 12 y 16
semanas; deshidratada se pueden obtener unas 10 ton/ha de albahaca seca y cerca
de 80 kg/ha de aceite esencial. La albahaca es capaz de producir un rendimiento de
masa verde del orden de las 20 ton ha afio en dos cortes (12 ton/ha y 8 ton/ha,
respectivamente) y de 40 kg/ha de aceite esencial (Vega y col., 2011).

Love y col. (2015) investigaron la produccién de 257 invernaderos con sistemas
acuaponicos de los cuales el 81% se encuentra en Estados Unidos de América y el
resto en otros 22 paises encontrando que la planta mas utilizada en estos sistemas
es la albahaca con un 81%.

La composicion quimica de la albahaca comprende un 92% de agua, ademas de
aportar vitaminas, vitamina C, minerales, antioxidantes, betacarotenos y magnesio.
Cada 100 gramos de albahaca aportan 25 kilocalorias (Cuadro 5); mientras que el
aceite esencial representa un 1% de sus propiedades, destacandose el eugenol
(antinflamatorio) y estragol (carcinégeno y teratégeno).

La albahaca es muy valorada como un excelente acompafiante culinario y a su
vez, de gran utilidad en la medicina natural por sus propiedades curativas, pues es
muy empleada para tratar afecciones nerviosas, digestivas (mareos, vomitos), y
estrés. Posee propiedades antiespasmodicas, antibacterianas, antiinflamatorias,
estimulantes, sedantes, galactégena, antioxidantes, propiedades que ayudan a
mejorar el funcionamiento del sistema digestivo, inmune y por ende las defensas del

organismo.
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Cuadro 5. Composicién nutricional de albahaca por 100 g de producto

Componente Componente
Macronutrientes (g) Vitaminas (mg)
Proteinas 3.20 Tiamina (B1) 0.034
Lipidos 0.64 Riboflavina (B2) 0.076
Fibra 1.60 Ac. Ascorbico (C) 18.00
Carbohidratos 1.10 Acido Fdlico (ug) 68.00
Agua 92.10 Cianocobalamina (B12) (ug) 0
Minerales (mg) Carotenos (ug) 1,563
Calcio 177 Retinol (A) (1) 264
Hierro 3.2 Vitamina D (ug) 0
Magnesio 64 Tocoferoles (E) (ug) 0.80
Zinc 0.81
Sodio 4
Potasio 295
Fosforo 56
Yodo (ug) 0.00
Selenio (ug) 0.30
DIAL (2015)
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A continuacion se muestra un resumen de los beneficios potenciales de los
extractos de albahaca, basados principalmente en estudios en ratones e in vitro. Los
estudios preliminares sugieren que la albahaca puede: (1) Reducir la pérdida de
memoria asociada con el estrés y el envejecimiento (Ayuob y col, 2018), (2) Reducir
la depresion relacionada con el estrés crénico (Ali y col, 2017), (3) Reducir el dafio
por accidente cerebrovascular y ayudar a la recuperacion (Singh y col, 2018), (4)
Mejorar la absorcién del azucar en sangre, colesterol y triglicéridos (El-Beshbishy y
Bahashwan, 2012; Amrani y col, 2006; Ezeani y col, 2017), (5) Reducir la presion
sanguinea en personas con hipertensiéon (Umar y col, 2010), (6) Prevenir ciertos
tipos de cancer, incluyendo de pecho, colon y pancreas (Elansary y Mahmoud, 2015;

Fitsiou y col, 2016).

N CULTIVO DE LECHUGA Y VALOR NUTRITIVO

La lechuga (Lactuca sativa) (Fig. 6) es una planta herbacea propia de las
regiones semitempladas que se cultiva con fines alimentarios. Este cultivo se origino
probablemente en la Cuenca Mediterranea, una prueba evidente es la existencia de
una forma primitiva de lechuga, casi silvestre Lactuca serviola L. (Martinez, 2008).
Las primeras indicaciones sugieren que la existencia de la lechuga data de
aproximadamente 4,500 afios A.C. en grabados de tumbas egipcias, en las que se
representan lechugas similares a las que hoy son conocidas como “tipo esparrago”.
Igualmente, fue conocida y utilizada por los antiguos persas, griegos y romanos. El
nombre latino de la lechuga (Lactuca sativa L.), se deriva de la raiz lac, que significa

‘leche” y sativa “cultivada” (Garcia, 2013).
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Fig 6. Parte comestible de la planta de lechuga (Lactuca sativa L.)
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La lechuga es una planta herbacea anual, autbgama, de hojas basales lisas,
sésiles, con apice redondo o rizado, su color va del verde amarillo hasta el morado
claro dependiendo de la variedad y cultivar. Su tallo es cilindrico y su raiz que no
sobrepasa los 25 cm es pivotante con ramificaciones. La inflorescencia presenta
capitulos florales en racimos o corimbos. Los frutos son aquenios blancos crema, de
4-2 mm de largo (Mampholo y col, 2016). Después de la autofecundacion se
producen frutos secos, indehiscentes y uniseminados llamados aquenios, de 2 a 3
mm. de largo, blancos o negros, y conocidos en términos practicos como la “semilla”
de la especie. En algunas variedades de lechuga las semillas tienen un periodo de
latencia después de su recoleccion, que es inducido por temperaturas altas. Muchas
variedades germinan mal en los primeros dos meses después de su recoleccion
(Garcia, 2013). Los mayores productores de lechuga en México son Guanajuato,
Zacatecas y Puebla con 142,869 ton, 87,414 ton y 67,674 ton, respectivamente; en
el 2019 juntos esos tres estados producen el 61% de la produccion nacional (SIAP,
2019). En el Cuadro 6 se presenta la produccion nacional, superficie cultivada y
rendimiento por hectarea de la lechuga en México.

La lechuga es una hortaliza con un elevado contenido de agua (Cuadro 7) y con
un contenido bajo de carbohidratos y proteinas, sin embargo, se sabe que este

alimento posee un contenido alto en minerales y vitamina C.
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Cuadro 6. Cierre de la produccion agricola de lechuga en México

Cultivo Lechuga
Superficie sembrada (ha) 21,022
Produccion (ton) 486,439
Rendimiento (ton/ha) 23.70

SIAP (2019)
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Cuadro 7. Composicién nutricional de la lechuga por 100 g de producto

Componente Componente
Macronutrientes (Q) Vitaminas (mg)
Proteinas 1.37 Tiamina (B1) 0.06
Lipidos 0.60 Riboflavina (B2) 0.07
Fibra 1.50 Ac. Ascorbico (C) 13.00
Carbohidratos 1.40 Acido Fdlico (ug) 33.60
Agua 95.10 Cianocobalamina (B12) (ug) 0
Minerales (mg) Carotenos (ug) 1,122
Calcio 34.7 Retinol (A) (1g) 187
Hierro 1.00 Vitamina D (ug) 0
Magnesio 8.70 Tocoferoles (E) (ug) 0.601
Zinc 0.23
Sodio 3.00
Potasio 220
Fosforo 28
Yodo (ug) 3.00
Selenio (ug) 1.00
DIAL (2015)
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O TOLERANCIA AL ESTRES SALINO

El principal efecto de la salinidad sobre los cultivos es el descenso de su
rendimiento y calidad, que se traduce en pérdidas econdmicas a la vez que convierte
las tierras en improductivas, con su consiguiente abandono y posterior desertizacion
(Jamil, 2005). El estrés por salinidad implica cambios en diversos procesos
fisiologicos y metabdlicos, dependiendo de la severidad y la duracion del estrés, y en
Gltima instancia, inhibe la produccién de cultivos (Rozema y Flowers, 2008; James y
col., 2011). Se sabe que la salinidad del suelo reprime el crecimiento de plantas en
un inicio, debido al estrés osmdético que genera y posteriormente por la toxicidad
producida por los iones (Rahnama y col., 2010; James y col., 2011). Durante las
fases iniciales del estrés por salinidad, la capacidad de absorcion de agua de los
sistemas de raices disminuye, asimismo, la pérdida de agua de las hojas se acelera
debido al estrés osmatico y a la acumulacién de sal en el suelo y en la planta, por lo
gue al exceso de salinidad también se le considera como el estrés hiperosmotico
(Munns, 2005). Durante este estado se producen diversos cambios fisiologicos, tales
como la interrupcion de las membranas, el desequilibrio de nutrientes, una
disminucion en la capacidad de las células vegetales para desintoxicar especies
reactivas de oxigeno (ROS), y un deterioro en la sintesis y actividad de las enzimas
antioxidantes, lo que conlleva a una disminucion de la actividad fotosintética, y
disminucion de la apertura estomatica (Munns y Tester, 2008; Rahnama y col.,
2010). Uno de los efectos mas perjudiciales del estrés de salinidad es la acumulacion
de iones de Na* y ClI en los tejidos de las plantas expuestas a suelos con altas

concentraciones de NaCl. La entrada de ambos Na* y CI- en las células provoca un
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desequilibrio severo de estos iones y el exceso de absorcién de estos puede
provocar trastornos fisioldgicos. La concentracion alta de Na* inhibe la absorcion de
iones K*, que es un elemento esencial para el crecimiento y el desarrollo de la planta,
lo que se traduce en una menor productividad y puede incluso conducir a la muerte
(James y col., 2011). Por otra parte, la produccibn de ROS se potencia,
incrementando las concentraciones de oxigeno, superéxido, radical hidroxilo, y
peréxido de hidrégeno, (Ahmad y Umar 2011), lo cual conduce a dafios oxidativos en
varios componentes celulares tales como proteinas, lipidos y ADN, afectando las
funciones vitales de las plantas.

La adaptacion de las plantas a la salinidad puede dar origen a una disminucién de
las reservas energéticas necesarias para el crecimiento. Estas pérdidas energéticas
pueden deberse a la desviacion de los fotosintatos necesarios para el crecimiento
hacia 6 funciones osmorreguladoras o a la energia consumida en el transporte iGnico
(Karimi 'y Sadeghi-Seresht, 2018).

Los iones K* y Ca** estan intimamente relacionados con la tolerancia a la
salinidad en las plantas y con la presencia de iones Na* en el medio. La
concentracion de K* en la solucién del suelo suele ser baja debido a que este
elemento es rapidamente adsorbido. Sin embargo, la alta afinidad de las células de la
raiz por el potasio frente al sodio, permiten a la planta satisfacer sus necesidades.
Este grado de afinidad por el i6n K* frente al iobn Na* en suelos salinos varia con la
especie y el cultivar, por lo que la relacion K*/Na* en la planta ha sido utilizada en
algunos cultivos como indicador de su tolerancia (Sairam y col. 2004; Munns y Tester

2008). Por otra parte, existen evidencias de que, en algunas especies de plantas, se
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puede sustituir parte del potasio por sodio, como en las glicofitas, sin que se observe
merma en su crecimiento (Jamesy col., 2011).

Asi como la salinidad tiene muchos efectos diferentes en una planta, también hay
diversos mecanismos para que las plantas toleren este estrés. Estos mecanismos se
pueden clasificar en tres categorias principales: (1) La tolerancia osmatica, que esta
regulada por sefales de larga distancia que reducen el crecimiento de los brotes y se
desencadena antes de disparar la acumulacién de Na*; (2) La exclusion de iones,
Na* y Cl donde procesos de transporte en las raices reducen la acumulacién de
concentraciones toxicas de Na* y CI- en las hojas; y (3) La tolerancia del tejido,
donde concentraciones altas de sal se encuentran en las hojas pero
compartimentados a nivel celular e intracelular, especialmente en la vacuola (Mittler y
col., 2001).

Muy poco, 0 nada, se sabe acerca de la tolerancia a la "fase osmatica '. Este
proceso debe involucrar la rapida de sefalizacion, de larga distancia, tal vez a traves
de procesos tales como las ondas de ROS y Ca*?, o incluso la sefializacion eléctrica
de larga distancia. Las diferencias en la tolerancia osmotica pueden ser debido a
diferencias en esta sefializacion de larga distancia, o pueden implicar diferencias en
la percepcion inicial de la sal o las diferencias en la respuesta a las sefales
(Maischak y col., 2010).

Mucho mas se sabe acerca de la "fase idnica”, que se debe a la acumulacion de
Na* y CI en la ldmina de la hoja (un rasgo que es relativamente facil de fenotipo).
Las plantas pueden reducir la toxicidad durante la fase idnica mediante la reduccion

de la acumulacion de iones téxicos en las laminas de las hojas (Na* y CI- exclusion),
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y/o mediante el aumento de su capacidad para tolerar las sales que no han podido
excluir de la sesién, como por compartimentacién en vacuolas (tolerancia de los
tejidos) (Fig. 7) (Stuart y col., 2014).

Ambos procesos implican la activacion de una serie de transportadores y
controladores en la membrana plasmatica, o que provoca la eliminacion de Na*
desde el citosol y su compartimentacion en la vacuola, evitando que genere un efecto
perjudicial sobre los procesos celulares, también es probable que requiera la sintesis
de solutos compatibles y los controles de nivel superior para coordinar los procesos
de transporte y bioquimicos, por lo tanto, tiene un papel tanto en la osmoproteccion
como en el ajuste osmotico (Munns y Tester, 2008; Flowers y col., 2008; Plett y
Moller, 2010).

Actualmente, la albahaca se siembra en suelos de fertilidad media y con buen
drenaje, con conductividad eléctrica de hasta 4 dSm™sin que se afecten los
rendimientos y su desarrollo (Fig. 8); por arriba de este nivel, se ve afectado con
pérdidas superiores al 60% (Ramirez y col., 2001). También se sabe que el tomate y
la lechuga son cultivos moderadamente sensibles. En la Fig. 8 se muestra una
relacion entre la salinidad y el rendimiento relativo del cultivo, teniendo en cuenta que
los cultivos utilizados en este trabajo son moderadamente sensibles y se trabajo con
una conductividad eléctrica de 3.125 dS/m, se espera que el rendimiento relativo no
se vea afectado ya que segun la Fig. 8 la reduccion en el porcentaje de rendimiento
de cultivos moderadamente sensible comienza a partir de 4 dS/m, que corresponde a

una concentracion 2.56 g/L superior a lo establecido en este trabajo (2 g/L).
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Fig 7. Tres mecanismos principales de la tolerancia salina en cultivos de planta

Stuart y col. (2014).
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P COMPUESTOS FENOLICOS Y SU ACCION ANTIOXIDANTE

Los compuestos fendlicos son estructuras quimicas formadas por un anillo
aromatico de benceno unido a uno o mas grupos hidroxilo. Estos compuestos se
encuentran presentes en todo el reino vegetal, frecuentemente se encuentran
conjugados con uno o mas residuos de azucar unidos a los grupos hidroxilo, aunque
en algunos casos se pueden producir uniones directas entre el azucar y un anillo del
carbono aromatico. Los compuestos fendlicos se pueden clasificar en funciéon de su
estructura quimica basica como se puede ver en la Cuadro 8 (Galanakis y col.,
2018).

Su importante actividad antioxidante se debe a su estructura quimica, ya que la
presencia de anillos aromaticos y grupos hidroxilo implica la deslocalizacién de
electrones y permite a los polifenoles reaccionar con los radicales libres, donandoles
electrones, transformando al polifenol en un radical intermedio, mas estable y menos
reactivo. A este mecanismo se le conoce como capacidad secuestradora de
radicales libres (scavengers); ademas, los compuestos fendlicos tienen la capacidad
de quelar iones metalicos y de donar protones, lo cual también favorece su actividad
antioxidante (Marquez y col., 2005).

Entre los polifenoles de mayor importancia biolégica se encuentran principalmente
el de los grupos de los acidos fendlicos, flavonoides y taninos. Los acidos fendlicos
simples mas abundantes en la naturaleza son derivados del acido benzoico y del

acido cinamico; habitualmente se encuentran conjugados, mas frecuentemente como
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Cuadro 8. Clasificaciébn de compuestos fendlicos

Clasificacién Ndmero de Esqueleto
dtomos de carbono

Fenoles simples 6 Cs
Acidos fenolicos 7 Cs-C1
Acetofenonas, acido fenilacético 8 Cs-C2
Acido hidroxicinamico, cumarinas 9 Ce6-C3
Naftoquinonas 10 Ce6-C4
Xantonas 13 Ce6-C1-Cs
Estilbenos 14 Ce-C2-Cs
Flavonoides 15 Ce-C3-Cs
Lignanos 18 (C6-C3)2
Biflavonoides 30 (C6-C3-Ce)2
Ligninas N (C6-C3)n
Catecolamina N (Cé)n
Taninos condensados N (C6-C3-Ceo)n
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ésteres que como glicosidos, algunos ejemplos son el acido gélico, el caféico y el
rosmarinico que se han encontrado en frutos como fresa, uva y pera; plantas
comestibles como el té verde y la hierbabuena y en algunos granos como el maiz y el
arroz (Galanakis y col., 2018).

La familia mas comun de compuestos fendlicos es la del grupo de los flavonoides,
de la que se conocen mas de 5,000 estructuras diferentes. Los flavonoides son
polifenoles de peso molecular bajo formados por la combinacién de derivados de
fenilalanina y el acido acético. En la Fig. 9 se observa la estructura comun de un
flavonoide, caracterizada por tener un esqueleto difenilpropano (Ce-C3-Cs) formado
por 3 anillos conocidos como A, By C (Martinez-Flérez y col., 2002)

Las diferencias entre los diversos grupos de flavonoides se establecen por el
grado de aromaticidad (dobles enlaces conjugados), el patron de hidroxilacion (orden
y namero) o el tipo de sustituciones (glicosilacion, metilacion, etc). Las moléculas de
flavonoides no unidas a un glicido se conocen como agliconas, mientras que las
formas glicosiladas se llaman glicésidos. Las variaciones estructurales en los anillos
permiten subdividir a los flavonoides en 6 subclases: (1) Flavonoles, (2) Flavonas, (3)
Flavanonas, (4) lIsoflavonas, (5) Flavanoles y (6) Antocianidinas. Se les ha
encontrado en una gran variedad de alimentos de origen vegetal, como el té verde y
el vino tinto, otorgandoles importantes propiedades antioxidantes (Martinez-Florez y
col., 2002).

Por otra parte, los taninos son una variedad de compuestos formados por fenoles

unidos mediante enlaces C-C para formar polimeros. Estos polimeros se encuentran
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en un gran numero de alimentos como el té, el vino tinto, frutas, legumbres y
cereales. Los taninos se clasifican a su vez, en taninos hidrolizables y taninos
condensados. Siendo los primeros, polimeros heterogéneos formados por acido
galico y azucares simples, mientras que los taninos condensados (también llamados
proantocianidinas) son polimeros de flavonoides. Los taninos también juegan un
papel muy importante en la actividad antioxidante de los compuestos que los

contienen (Grotewold y col, 2006).

Q SINTESIS DE FENOLES EN LAS PLANTAS

En la formacion de polifenoles, participan dos rutas metabdlicas, la via de los
policétidos, minoritaria en plantas superiores y la via del acido shiquimico. Ambas
vias pueden participar conjuntamente en la formacion de fenoles complejos. La ruta
del acido shiquimico, que es dependiente de luz, se inicia en los plastos por
condensacion de dos productos, la eritrosa 4-P con el fosfoenolpiruvato (PEP), y por
diversas modificaciones se obtiene el &cido shiquimico, del cual derivan directamente
algunos fenoles en los vegetales, como acido galico y taninos hidrolizables (Figura 9)
(Strack y col., 1997).

Pero la via del acido shiquimico normalmente continua, y la incorporacion de una
segunda molécula de PEP forma la fenilalanina, que por accion de la enzima
fenilalanina amonioliasa (PAL) se transforma en el 4cido cinamico. Esta enzima esta
situada en un punto de ramificacién entre el metabolismo primario y secundario por lo
gue la reaccidén que cataliza es una importante etapa reguladora en la formacion de

muchos compuestos fendlicos. Los &cidos trans-cindmico y p-cumarico se
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Fig 10. Ruta de biosintesis de compuestos fendlicos en las plantas
Adaptado de Santos-Sanchez (2018)
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R FACTORES QUE AFECTAN LA SINTESIS DE FENOLES EN LAS PLANTAS
Los compuestos fendlicos juegan un importante rol en las plantas, en las ultimas
décadas se les ha definido como “metabolitos de defensa ante el estrés” ya que su
sintesis se incrementa cuando la planta es sometida a algun tipo de situaciéon
desfavorable, como por ejemplo el déficit de humedad o temperaturas extremas (Fig.
11). Recientemente se ha comprobado que el efecto que tiene el estrés sobre la
sintesis de fenoles esta dado por un incremento en la actividad de algunas enzimas
clave en la ruta del acido siquimico, como es el caso de la fenilalanina amonio liasa
(PAL); en diversos estudios se ha comprobado que esta enzima es activada por la
luz, temperatura y depende ademas de la concentracion de diferentes hormonas
vegetales. También, en general, la actividad de PAL aumenta cuando a los vegetales
se les somete a situaciones de estrés, como la falta de agua, infecciones fungicas o
bacterianas y radiaciones UV, lo cual se ve también reflejado en un incremento en la

sintesis de compuestos fendlicos (Cohen y Kennedy, 2010).

S REGULACION ANTIOXIDANTE DURANTE LA TOLERANCIA AL ESTRES
SALINO
El estrés abidtico y bidtico en los organismos vivos, incluyendo las plantas, puede
causar desbordamiento, la desregulacion, o incluso la interrupcion de las cadenas de
transporte de electrones (ETC) en cloroplastos y mitocondrias. En estas condiciones
el oxigeno molecular (O2) actia como un aceptor de electrones, dando lugar a la
acumulacion de ROS. El oxigeno singlete, una forma excitada del oxigeno molecular

(2O2), el radical hidroxilo (OH-), el radical superéxido (O2), y perdxido de hidrégeno
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Fig. 11. Factores de estrés en las plantas

Adaptado de Cohen y Kennedy (2010).



(H202) son compuestos fuertemente oxidantes y por lo tanto potencialmente
perjudiciales para la integridad de la célula (Grob y col., 2014). ElI metabolismo
antioxidante, incluyendo enzimas antioxidantes y compuestos no enzimaticos, juegan
un rol critico en la desintoxicacion de ROS inducida por estrés por salinidad. La
tolerancia a la salinidad se correlaciona positivamente con la actividad de las
enzimas antioxidantes, tales como la superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GPX), ascorbato peroxidasa (APX), y glutatién reductasa (GR)
y con la acumulaciéon de compuestos antioxidantes no enzimatico (Asada, 1999;
Gupta y col. 2005). Gill y Tuteja (2010) describieron un par de proteinas helicasa (por
ejemplo, DEDS-box helicasa y OsSUV3 doble helicasa) que funcionan en la
tolerancia a la salinidad de plantas mediante la mejora/mantenimiento de la
fotosintesis y la maquinaria antioxidante. Kim y col. (2014) reportaron que la
aplicacién de silicio en la zona de las raices de arroz influyé en las respuestas
hormonales y antioxidantes bajo estrés por salinidad. Los resultados mostraron que
los tratamientos con silicio aumentaron significativamente el crecimiento de la planta
de arroz en comparacion con los controles bajo estrés por salinidad. Los tratamientos
de silicio reducen la acumulacién de sodio lo que resulta en una baja fuga
electrolitica y peroxidacion lipidica en comparacion con el control de las plantas bajo
estrés por salinidad. Las respuestas de las enzimas antioxidantes (catalasa,
peroxidasa y polifenol oxidasa) fueron mas pronunciadas en las plantas de control
gue en las plantas tratadas con silicio bajo estrés por salinidad.

El ascorbato es uno de los principales antioxidantes presentes dentro de la célula.

Plantas de guisante cultivadas bajo estrés con solucion salina (NaCl 150 mM)
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mostraron un incremento en la actividad de la enzima antioxidante ascorbato-
peroxidasa, asi como un aumento del contenido de H202, NO, y S-nitrosotiol (SNO),
consecuencia comun del aumento de esta enzima (Begara-Morales y col. 2014). La
aplicacion exdgena de ascorbato mitiga los efectos adversos del estrés de salinidad
en varias especies de plantas y promueve la recuperacion de las plantas del estrés
(Agarwal y Shaheen, 2004; Munir y Aftab, 2011). Otro antioxidante importante en la
mitigacion de del estrés salino es el glutation, el cual puede reaccionar con el radical
superoéxido, radical hidroxilo, y peréxido de hidrégeno, funcionando como un agente
capturador (scavenger) o barredor de radicales libres. También puede participar en la
regeneracion de ascorbato a través del ciclo ascorbato-glutation (Foyer, 1997).
Cuando se aplica de forma exdgena el glutation ayuda a mantener la permeabilidad
de la membrana plasmaética y la viabilidad celular durante el estrés por salinidad en
plantas de ajo (Aly-Salama y Al-Mutawa, 2009). La aplicacion de glutation y
ascorbato parece ser bastante eficaz para contrarrestar los dafios en el crecimiento
de la planta sometida a estrés salino asi como en su contenido de carbohidratos,

polifenoles, xantofilas minerales (Rawia y col. 2011).
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IV JUSTIFICACION

Sinaloa, es el estado lider en la produccién de alimentos en Meéxico, Yy
actualmente esta clasificado como un estado con alto grado de presion hidrica, por lo
gue resulta preponderante el desarrollo de innovaciones que permitan un manejo
mas sustentable de dicho recurso. Con la reciente expansion del cultivo de camardn
en aguas dulces y de salinidad baja, el aprovechamiento de los efluentes ricos en
nutrientes para la produccibn de biomasa vegetal como las hortalizas, ello
contribuiria, por un lado, en el cuidado del medio ambiente, reduciendo las descargas
a los cuerpos de agua naturales receptores, y por el otro, aprovechar el recurso
hidrico y nutrientes para la produccion de dos o mas productos finales a la vez,
convirtiendo asi a la camaronicultura y a la agricultura en actividades
complementarias y sustentables. Por lo anterior, es de suma importancia el
desarrollo de una biotecnologia de cultivo que ademas de mejorar los rendimientos
de los productos, permita a su vez la obtencion de alimentos de buena calidad con
caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y nutracéuticas deseables para el
consumidor, con un minimo impacto ambiental y con un alto potencial de

escalamiento a nivel comercial.
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V HIPOTESIS

El desarrollo del cultivo integrado camarén-hortalizas a partir del empleo de agua
de baja salinidad, con la concentracibn y proporcion de iones suficientes en
recirculacion constante, es viable en términos de produccion y rendimiento de los
productos involucrados; ademas, permite mantener y, en algunos casos, mejorar las
propiedades nutricionales y nutracéuticas de las hortalizas, sin afectar sus

caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales.
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VI OBJETIVOS
A OBJETIVO GENERAL
Evaluar la produccion y parametros de calidad de los productos cosechados del
cultivo integrado de camardn Litopenaeus vannamei con tomate (Lycopersicon
esculentum Mill), albahaca (Ocimum basilicum) y lechuga orejona (Lactuca sativa)

utilizando agua de salinidad baja.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

(1) Evaluar la calidad sensorial y nutricional de camarén cultivado en agua de pozo y
compararla con la de camardn cultivado en agua de mar diluida a la misma
conductividad eléctrica (salinidad).

(2) Evaluar y comparar la produccion y parametros de crecimiento de albahaca,
tomate y lechuga irrigados con efluentes de camarédn, cuando se emplea agua de
pozo, agua de mar diluida y una solucion nutritiva comercial.

(3) Determinar si existe un cambio en los parametros fisicoquimicos y calidad
nutricional de albahaca, tomate y lechuga al ser irrigados con efluentes de camaron
de baja salinidad y con una solucién nutritiva comercial.

(4) Evaluar las propiedades nutracéuticas de albahaca, tomate y lechuga irrigadas
con agua de pozo, agua de mar diluida del cultivo de camardn y con una solucion

nutritiva comercial.
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VIl MATERIALES Y METODOS

A DISENO EXPERIMENTAL

El sistema experimental (Fig. 12) consistid en seis tanques circulares para el
cultivo de camardn con medidas de 2 m de didmetro x 1.2 m de altura, equivalente a
un volumen de 3.14 m? por tanque. Tres tanques se llenaron con agua de pozo a una
salinidad de 2 g/L (EC= 3.125 ds/m) y los tres restantes se llenaron con agua de mar
diluida a la misma conductividad (tratamiento control para cultivo de camarén). Cada
tanque se conectd a un sistema de “Técnica de Flujo Profundo” (DFT, por sus siglas
en inglés) para el cultivo de albahaca y lechuga hidropdénica (cada una en su
respectivo ciclo de cultivo), y a un sistema de “Técnica de la Pelicula Nutritiva” (NFT,
por sus siglas en inglés) para el cultivo de tomate hidropénico. Paralelo a los cultivos
hidropdnicos, se construy6 un sistema DFT y un sistema NFT extras para el cultivo
de las hortalizas ya mencionadas, pero se irrigaron con soluciones nutritivas
comerciales propuestas por Samperio-Ruiz (2000) (tratamiento control para
hortalizas). Cada uno de los tratamientos se realiz6 por triplicado con una distribucion

completamente al azar y en dos ocasiones.

B DESARROLLO DE PROCESO DE PRODUCCION
1 Cultivo de camaron

Se seleccion6 camaron blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) para llevar a
cabo el experimento debido a que esta especie soporta un amplio rango de

salinidades (>1.0 a 30 g/L) (Gao y col., 2016), se desarrolla bien a altas densidades,
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Fig. 12. Sistema experimental empleado
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se adapta a las condiciones de cautiverio, posee un ciclo de vida aproximado de 16

semanas y tiene un buen precio y aceptacion en el mercado.

2 Preparacion de los tanques de cultivo

Se realiz6 la desinfeccion de los tanques mediante lavados con hipoclorito de
sodio diluido (10%) y jabén con un subsecuente enjuague con agua para evitar que
los residuos se mezclaran con el agua de pozo o de mar. Posteriormente se dejaron
secar al sol durante 3 dias y una vez secos, se llenaron con agua de mar o de pozo y
se les adicioné la cantidad necesaria de agua dulce para alcanzar una salinidad de

~2 g/L.

3 Adquisicion y transporte de postlarvas

Las postlarvas utilizadas se donaron por el laboratorio FITMAR, Proveedora de
Larvas S.A. de C.V., ubicado en playa El Caimanero, Rosario, Sinaloa. Para el
transporte de las postlarvas, se empacaron en tres bolsas de plastico con 15 L de
agua a una salinidad de 8 g/L con aproximadamente 2,000 postlarvas cada una,
regulando la temperatura a 23°C con hielo para favorecer la disminucién metabdlica
del organismo y se saturé a 19 mg/L de oxigeno, hecho esto se transportaron las
bolsas en hieleras para mantener la temperatura hasta su llegada al médulo
experimental YK ubicado en Mazatlan, Sinaloa, Mexico (23° 12" 11.9" N; 106° 25’

41.29" W).
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4 Aclimatacion y siembra de postlarvas

Una vez obtenidas las postlarvas en el médulo experimental se dispuso de tres
tanques tipo Rotoplas de 450 L donde se depositaron las bolsas de 15 L con las
postlarvas dentro, se midi6 la temperatura y la concentracion salina de los tanques
antes de liberar las postlarvas, verificando que estos parametros fueran lo mas
cercano posible a las condiciones de transporte y asi evitar estrés o dafio en las
branquias de los organismos al momento de la transferencia. Se mantuvieron las
postlarvas a una concentracion salina de aclimataciéon (8 g/L), durante 24 h,
posteriormente se inicid la dilucion paulatina de la salinidad hasta alcanzar 2 g/L.
Esto se llevé a cabo eliminando un porcentaje del agua del tanque de aclimatacion y
recuperando esta misma al afiadir cada media hora agua dulce durante 10 h hasta

llegar a la salinidad deseada.

C VARIABLES A EVALUAR EN EL CULTIVO INTEGRADO CAMARON-

HORTALIZAS

Durante el ciclo de cultivo, a la par de este proyecto, se monitorearon algunos
parametros importantes para el manejo del sistema, tales como los parametros
fisico-quimicos del agua (haciendo dos mediciones diarias a las 6:00 y 18:00 h, de
oxigeno disuelto, pH, conductividad eléctrica y temperatura), y la alimentacion (tres
veces diarias a las 08:00, 14:00 y 18:00 h). Como parte de otros dos estudios en
paralelo se monitorearon semanalmente otras variables de calidad del agua: nitratos,
nitritos, amonio, nitrogeno total, fésforo disuelto, fosforo total, clorofila a, alcalinidad,

Mg, Ca, K, Na, Cl, Zn, Fe, B, Cd, Hg y Mn.
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1 Produccion y rendimiento del camaron

Para la evaluacién de los parametros relacionados con la produccion de camaron
en el cultivo integral, una vez concluido el estudio, se evaluo el peso final promedio
(9), la supervivencia (%), el crecimiento (g/semanal), la tasa de crecimiento
especifico (% dia?), el factor de conversiéon alimenticia, y el rendimiento (ton.ha).
Todo esto, utilizando la metodologia descrita por Smith y col. (2002), Araneda y col.

(2008) y Esparza-Leal y col. (2010).

2 Produccién y rendimiento de las hortalizas

Para la evaluacion del efecto del sistema de cultivo sobre la produccion de
albahaca se evaluaron diferentes variables de crecimiento de las plantas (hojas y
tallos, en cm), el peso fresco (g), la superficie aérea de la planta (cm planta?) y el
rendimiento del cultivo (t ha), mediante métodos previamente descritos por Attia y
col. (2009) y Tarchoune y col. (2012). En el caso de tomate, se evalud la produccion
de fruto acumulada por planta (g planta?), la talla de las plantas (cm), el peso
promedio del fruto (g), el nimero de tomates por planta, y el rendimiento (ton. ha)
(Magan y col., 2008). Finalmente, en la lechuga se determiné el peso fresco (g) y el
rendimiento (ton.hal) mediante la metodologia descrita por Martinez-Carrillo y col.

(2015).
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3 Anélisis proximal de las hortalizas

El andlisis nutrimental de las hortalizas se realiz6 con base en las técnicas
especificadas en el AOAC (1997) y las Normas Oficiales Mexicanas: (1) Humedad.
Método gravimétrico de pérdida de peso, NMX-F-083, determinacién de humedad en
productos alimenticios, (2) Cenizas: Método gravimétrico de calcinacion, NMX-F-066-
S-1978, determinacion de cenizas en alimentos, (3) Proteinas: Método de Kjeldahl,
NMX-F-068, determinacion de proteinas en productos alimenticios, (4) Grasas:
Método Sohxlet, NMX-F-089, determinacion de extracto etéreo en alimentos, (5)
Fibra: Método gravimétrico de digestiébn con acido sulfarico y calcinacion, NMX-F-

090, determinacion de fibra cruda en alimentos, (6) Carbohidratos: por diferencia.

4 Color (luminosidad, hue, croma)

Se registraron los valores L, a y b en dos zonas opuestas de cada hortaliza
utilizando un colorimetro Minolta CM-2002. Asimismo, con estos valores se calcul6 el
angulo de tono (hue) y la pureza del color (croma) mediante el método descrito por

Dominguez y col (2012).

5 Anélisis sensorial

La preferencia por los productos con respecto a su color, sabor, textura y
preferencia global se analizé utilizando el test de Ordenacion-Preferencia propuesto
por Dutcosky (1996) y Meilgaard y col. (1991). Como participantes se incluyeron
estudiantes de la Universidad Autonoma de Sinaloa, de ambos sexos, siendo un total

de 50 individuos por cada dia del andlisis. Las muestras se presentaron a los
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panelistas de manera individual, a temperatura ambiente, y codificadas con nimeros
de tres digitos. A los participantes se les solicitd ordenar las muestras de forma

descendiente, con relacion al atributo sensorial evaluado.

6 pH y soélidos solubles

En el caso de tomate, los frutos se cortaron longitudinalmente y se recolectaron
tres gotas de jugo, las cuales se colocaran sobre la celda de un refractometro digital
ATAGO PR-100 con escala de 0-32 % (Honcho, ItabashiKu, Tokyo Japén). El valor
de SST se expres6 en % (AOAC, 1997). EI pH se determiné usando un
potencibmetro (Corning 12 Scientific Instruments, EE.UU.) segun lo descrito por
Lépez-Ordaz y col. (2008). Con una presicion de 1.55 a 15.59 para soélidos solubles y

de 0.03 a 3.24 para pH.

7 Acidez titulable

Se realiz6 siguiendo la metodologia de la AOAC (1997), tomando una alicuota de
10 mL de muestra a la cual se le adicionaron 0.3 mL de fenolftaleina al 1% como
indicador para su titulacion con NaOH 0.1 N. Los resultados se expresaron como
porcentaje de acido citrico por cada 100 g de muestra. Con una presicion de 8.44 a

24.87
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D PROPIEDADES NUTRACEUTICAS DE LAS HORTALIZAS
1 Cuantificacion de compuestos fendlicos totales extraibles

Para la obtencién del extracto se empled la metodologia planteada por Hassan y
col. (2011), que consiste en una primera extraccion con metanol/agua (50:50, pH: 2)
acidificada con HCI concentrado seguida de una extraccion con acetona/agua
(70:30). Se mezclaron ambos extractos para realizar la determinacion de fenoles
totales correspondientes a la fraccion de los polifenoles extraibles, y se guardé el
residuo para las determinaciones de polifenoles no extraibles.

Para la determinacién de polifenoles totales se utiliz6 el método de Folin y
Ciocalteu sugerido por Singleton y col. (1999). La cuantificacidén se realizé utilizando
una curva estandar de &cido galico (AG), y se expresé como mg equivalentes de
acido galico por gramo de muestra seca (mg equivalentes AG/g de muestra seca).

Con una presicion de 2.48 a 24.66.

2 Cuantificacion de compuestos fendlicos totales no extraibles

Se llevé a cabo una hidrdlisis &cida con el fin de romper la estructura de la pared
celular e hidrolizar polisacaridos y proteinas, permitiendo de esta manera la
liberacién de los compuestos fendlicos no extraibles (Arranz, 2010). Se pesaron 20
mg del pellet seco de la técnica de fenoles extraibles descrita en la seccion
VII.2.12.1, se adicionaron 2 mL de metanol/H2SO4 (90:10), se dej6 incubar a 85°C
durante 20 h. Después de este tiempo se centrifugaron los tubos a 3,000xg y al

sobrenadante se le ajust6 el volumen a 3 mL con agua destilada, y se afadieron 4
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volumenes de etanolamina comercial 50 pL, agitando entre cada adicién. A cada
muestra se le agregaron 500 pyL de acetato de amonio 3.7 M y se ajusté de nuevo el
pH a 5.5 con etanolamina. Se afor6 a 4 mL con agua destilada y se mezcld. Se
transfirieron 100 uL de la muestra en un tubo de 2 mL, se le agregaron 350 uL de
agua y 1000 pyL de metanol y se mezcld. Para preparar el blanco en cada muestra se
reemplazo la muestra con 350 pL de agua por HCI al 0.3 N. Se afnadi6 40 uL de KIOs3
y se colocé a bafio maria a 30 °C durante 50 min. Se leyé la absorbancia a 525 nm

(Hartzfeld y col., 2002). Con una precision de 2.92 a 14.73.

3 Cuantificacion de flavonoides totales

La cuantificacion de flavonoides se llevé a cabo usando el método colorimétrico
descrito por Heimler y col. (2006), partiendo de los extractos obtenidos en el punto
VII.2.12.1. A cada una de las muestras se le adicionaron 1250 pL de agua destilada y
después 75 uL de NaNO: al 5%, la reaccion se dejé reposar durante 6 min. Se
adicionaron 150 pL de ICls al 10% y se dejaron reposar 5 min mas. Posteriormente,
se agregaron 500 uL de NaOH 1M y después de 30 min se leyd la absorbancia a 510
nm, los resultados se expresaron en mg de (+)-catequina por gramo de extracto (mg
cat/g extracto). Con una precision para polifenoles extraibles de 3.81 a 17.39 y para

no extraibles de 4.29 a 21.85.
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4 ldentificacion de compuestos fendlicos individuales

Para la identificacién de los metabolitos individuales en las plantas evaluadas, se
realizd una “Cromatografia Liquida de Ultra Rendimiento” (UPLC, por sus siglas en
inglés), acoplada a un “Detector de Matriz de Fotodiodos” (PDA) y un
“Espectrometro de Masas de Tiempo de Vuelo con Cuadrupolo” (QTOF), con un
“lonizador de Electrospray” (ESI) a presion atmosférica (Vion, Waters Co., MA, EUA),
utilizando la interfase especifica para la identificacion de compuestos fendlicos. Los
extractos se disolvieron en 1 mL de la fase movil (95% de agua acidificada con 0,1%
de &cido formico y 5% de acetonitrilo acidificado con acido férmico) y se filtraron con
filtros de jeringa PVDF de 0,2 um. Posteriormente se inyectaron (2 pL) en una
columna C18 BEH Acquity (100 x 2.1 mm, 1.7, m, Waters Co.) a 35°C. Las fases
moviles utilizadas para este andlisis fueron (A) agua con &cido formico al 0,1% y (B)
acetonitrilo con acido formico al 0,1%. La configuracion de los gradientes utilizados
fue la siguiente: proporcion de inicio 95/5 (A/B), que se mantuvo durante 2 min, luego
se modificé a 5/95 (A/B) en un gradiente lineal durante 20 min, manteniéndolo
durante 3 min. Finalmente, la columna se volvié a equilibrar a 95/5 (A/B) en 2
minutos, y se mantuvo durante 3 minutos mas, con un tiempo total de 30 minutos.
Las condiciones de espectrometria de masas fueron las siguientes: 120 °C de
temperatura de la fuente, 450 °C y 800 L / h para el gas de desolvatacién (N2), 50 L /
h de flujo para el gas del cono. Los datos se analizaron en espectrometro de masas,
con un rango de exploracién de masas de 50-1800 m/z. La energia de colisién se
establecio en 5 eV para baja energia y 15-45 eV para la rampa de alta energia. Se

uso leucina-encefalina (50 pg/ml, 556,2766 m/z) para la correccion de la masa de
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bloqueo, que se infundié en un intervalo de 5 minutos durante 2 s a 10 pL / min. El
analisis de los datos obtenidos se llevo a cabo con el Software UNIFI (Waters Co.) La
identidad maxima se evalu6 mediante la comparacion de la masa exacta del ion
pseudomolecular obtenido (confirmaciéon por composicibn molecular con un error de
masa <10 ppm), la distribucion isotépica y el patrén de fragmentacion. Los espectros
de masas se analizaron por comparacién con las siguientes bibliotecas: Phenol-

Explorer, Food Database y PubChem. Con una presicion de 2.21 a 49.78.

5 Cuantificacion de prolina

El contenido total de prolina en las muestras fue determinado mediante la técnica
descrita por Bates (1973). Se congel6 en Nitrégeno liquido 1 g de tejido foliar por
muestra y se homogenizé con 10 mL de &cido sulfosalicilico al 3 %. Posteriormente
se filtré con papel Whatman # 2. Del filtrado se tomd 1 mL y se hizo reaccionar con 1
mL ninhidrina &cida y 1 mL de &cido acético glacial a 100°C por una hora. La
reaccion se detuvo en bafio con hielo. EI cromo6foro conteniendo la prolina se extrajo
con 2 mL de tolueno agitdndolo vigorosamente durante 15-20 s. Después se separ6
la fase organica que contiene la prolina, posteriormente se cuantificé en un
espectrofotometro Helios-y (Spectronic Unicam, England) a 520 nm usando tolueno
como blanco y L-prolina para la curva de calibracion en concentraciones de 0, 12.5,
50, 100, y 200 uM, realizando el mismo procedimiento que la muestra. Los resultados
se expresaron como pmoles de prolina por gramo de peso fresco de material. Con

una presicion de 4.28 a 7.65.
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6 Determinacion de clorofila
Para la determinacion del contenido de clorofilas totales se utilizd el método

espectrofotométrico propuesto por Hausmann (1973). 2 g de muestra se trituraron y
disolvieron en 10 mL de acetona-agua al 90% (v/v), esta mezcla se agitd y se dejo
reposar en la oscuridad a 4°C durante 24 h. Después de este periodo se llevo a
temperatura ambiente, reponiendo el disolvente que pudiera haberse evaporado.
Posteriormente se centrifugd a 2,700xg durante 5 min. Al final se midid la
absorbancia del sobrenadante a 665, 645 y 630 nm, comprobando que no existiera
turbidez ni particulas en suspension. Como blanco se utilizd el propio disolvente.
Para la cuantificacién se utilizé6 la ecuacién propuesta por Strickland y Parsons
(1972):

Ca (mg/L) = 11.6 (DOess) — 1.31 (DOeas) — 0.14 (DOs30)

Cb (mg/L) = 20.7 (DOeas) — 4.34 (DOsss) — 4.42 (DOs30)

Cc (mg/L) = 55.0 (DOs30) — 4.64 (DOss5) — 16.3 (DOeas)
Donde: Ca, Cb y Cc son las concentraciones de clorofila a, b y ¢ respectivamente, y

DO es la densidad 6ptica medida. Con una presicion de 1.91 a 9.66.

7 Capacidad de inhibicién del radical DPPH

La capacidad antioxidante se determind por el método del DPPH (2,2-difenil-
1picrilhidrazilo), el cual se basa en la reduccion del radical libre 2,2-difenil-
1picrilhidrazilo. La determinacion se realiz6 utilizando una alicuota de los diferentes

extractos organicos provenientes de las muestras de estudio.
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Se construyé una curva de calibracion de Trolox (0.25 mg/mL) como sustancia
antioxidante control a concentraciones de 50 a 800 uM con intervalos de 100 uM. De
cada solucion estandar se tomaron 20 pL y se colocaron en una placa de
microtitulacidn de 96 pozos y se adicionaron 200 pL del radical DPPH previamente
preparado (1.5 mg de DPPH con 20.5 mL de metanol y 4.5 mL de agua destilada).
Para la determinacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH en las
muestras, se tomaron 20 pL del extracto metandlico en estudio, y se adicionaron 200
WL del radical DPPH, para el blanco se tomaron 20 yL de metanol, y se adicionaron
200 pL del radical DPPH. La absorbancia se midié a 520 nm en un fotédmetro de
microplacas Multiskan Ascent (Thermo Electron Co., Finland), durante 90 min, en
lapsos de 10 min hasta completar 90 min. Los resultados se expresaron como
porcentaje de captacion de radicales libres DPPH. Con una presicion de 0.88 a

15.67.

8 Capacidad de inhibicion del radical ABTS

El radical cationico ABTS++ es un croméforo que absorbe a una longitud de onda
de 734 nm y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS (2,2'-azino-bis- (3-etil
benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) con persulfato de potasio. Las mediciones se
realizaron a una longitud de onda de 734 nm. Para la evaluacién se utilizaron 10 pL
de extracto y 990 pL de la solucion del radical ABTS<+. A los 30 min de reaccién a
temperatura ambiente y en la oscuridad, se leyé el cambio en la absorbancia
respecto a la referencia del reactivo, a una longitud de onda de 734 nm. La referencia

del reactivo consisti® en una soluciéon del radical ABTSe+ con el solvente de la
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muestra. Los resultados se expresaron como valores TEAC (trolox equivalent
antioxidant capacity) mediante la construccion de una curva patrén usando como

antioxidante TROLOX®. Con una presicion de 0.20 a 11.94.

E ANALISIS ESTADISTICO

Los datos procesaron utilizando la prueba de Shapiro-Wilk, para verificar la
normalidad y se analizaron utilizando el software JMP ver. 10.0.0 (Copyright © 2012
SAS Institute Inc.), mediante la prueba de Kruskal-Wallis unidireccional no
paramétrica. Las comparaciones entre las medias se llevaron a cabo utilizando el
método de Wilcoxon con nivel de significancia de P <0.05 y un limite de confianza del
95%. Para determinar las diferencias entre los parametros de calidad del agua de los

efluentes del camarén se utilizé un ANOVA de una sola via.
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION
A VARIABLES DE CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS

El rendimiento y las variables de crecimiento de las plantas son caracteristicas
muy importantes a considerar cuando se evalla el efecto de alguna condicion de
cultivo sobre estas, ya que se desea que el tratamiento o condicién evaluada no
afecte de manera importante el rendimiento de las plantas. En la Cuadro 9 se
muestra el efecto de la irrigacion con los efluentes de camaron y la solucion
hidropdénica, en lechuga orejona. Se puede observar que, para este cultivo, la
irrigacion con los efluentes de camardn que contenian un mayor nivel de salinidad,
provoco un estrés moderado en las plantas, disminuyendo algunas de las variables
de crecimiento, principalmente, el peso de las hojas. Es importante considerar que,
aunque la disminucion fue estadisticamente significativa, tal disminucion fue de 8 a
10%.

Estos resultados coinciden con estudios previos registrados por otros autores,
guienes encontraron que el estrés salino inhibe el crecimiento de las plantas y las
frutas (Keutgen y Pawelzik. 2008; Zushi y col. 2009; Rubio y col. 2009). Las
diferencias encontradas en el crecimiento de lechugas irrigadas con agua de pozo y
agua de mar diluida podrian estar asociadas a una disminucion en los niveles de
nutrientes en la planta debido al estrés y a una posible acumulacion de CI~ que
genera un estrés osmoético que conduce a una reduccién en la absorcion de agua por
parte de la planta, y en consecuencia de su produccion de materia seca (Nemati y

col., 2011).
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Cuadro 9. Variables de crecimiento de lechuga orejona irrigada con efluentes

del cultivo de camaron y una solucion hidropdénica control.

Parametro Agua de pozo Agua de mar Solucién
diluida hidropdnica
Produccion por planta 29.3+0.9° 25.2+0.7¢ 31.5+1.13
(g planta®)
Peso individual 224.9+7.9° 193.8+9.6° 234.87.12
promedio (g)
Nimero de hojas por 21.9+1.4° 17.8+1.0° 23.8+1.12

planta

Los datos se expresan como la media + DE (n=9).

a,b.¢| etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 con la prueba de

Kruskal-Wallis.

81



En el caso de la lechuga franciscana se evaluaron el peso individual de las
plantas, el numero de hojas y el rendimiento. En el Cuadro 10 se observa que el
estrés por salinidad afectdo de manera significativa todos los parametros,
principalmente, el peso por planta. Sin embargo, es importante resaltar que los
valores de las variables de crecimiento encontradas en este experimento, fueron
mayores a los registrados previamente por Geisenhoff y col. (2016) en un sistema
acuaponico con tilapia, y a los de lechuga cultivada con efluente del cultivo de
esturion por Dediu y col. (2012), quienes describieron sus valores de rendimiento
como favorables. Ademas, se han obtenido pesos comparables de lechuga en otros
co-cultivos utilizando lechuga de roble verde con Maccullochella (Lennard y col.,
2006) y lechuga mantecosa con tilapia (Ajitama y col., 2018), por lo tanto, se podria
sugerir que a pesar de que las variables de crecimiento disminuyen, al cultivo podria
considerarse aceptable y aun dentro de los parametros favorables.

En el caso de albahaca, se determind solamente la produccion por planta, sin
embargo, para este cultivo, no se encontraron grandes diferencias en cuanto al
rendimiento con respecto a la irrigacion con los efluentes de camarén de agua de
pozo. Respecto al efluente de agua de mar diluida, hubo una disminucion del 22% en
comparaciéon con el control de la solucién hidropénica (Cuadro 11). Miranda y col.
(2011) observaron un efecto diferenciado de la produccion de la materia vegetal, bajo
diferentes soluciones salinas, lo cual se debi6 a la disminucion de la expansion del
area foliar como una medida de ahorro de agua (Dodd y Davies, 2004), ya que, para
compensar el estrés salino, las plantulas absorben menos agua y disminuyen su

actividad metabdlica (Marschner, 2002).
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Cuadro 10. Variables de crecimiento de lechuga franciscana irrigada con efluentes

del cultivo de camaroén y una solucion hidropénica control

Parametro Agua de pozo Agua de mar Solucién
diluida hidropdnica
Peso por planta (g) 135.8+26.6° 103.7+40.7° 201.4+47.02
Namero de hojas 13.8+2.0° 15.1+1.1° 21.6+2.42
Rendiminento (kg m) 2.2+0.4P 1.7+0.6° 3.2+0.72

Los datos se expresan como la media + DE (n=9).

a,b, ¢ etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 con la prueba de

Kruskal-Wallis.
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B ANALISIS PROXIMAL Y CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

En el Cuadro 12 se muestran los resultados correspondientes a los parametros
fisicoquimicos, clorofila y andlisis proximal de las muestras de lechuga franciscana
irrigada con los efluentes de camardn en estudio. Se puede observar que no hubo
cambios significativos en el pH de las muestras evaluadas, sin embargo, la acidez
titulable fue menor para las muestras irrigadas con agua de pozo, mientras que el
contenido de solidos solubles mostrd niveles mas altos para estas muestras. Estos
resultados concuerdan con los resultados presentados por Coca y col. (2012),
quienes registraron que la adicién de NaCl en el agua de riego genera un incremento
significativo en cantidad de SST en las cebollas regadas con niveles crecientes de
NaCl respecto a las plantas control.

Respecto a los niveles de clorofila, se encontraron valores mas bajos en las
plantas irrigadas con efluentes de camarén de agua de pozo con respecto al control
de la solucion hidroponica. Se sabe que la cantidad de clorofila es un indicador del
proceso de fotosintesis. Por lo tanto, el hecho de que el contenido de clorofila
disminuya al aumentar la salinidad del cultivo demuestra que la fotosintesis podria
estar siendo inhibida. El estrés i6nico ocurrido por el incremento en la salinidad,
altera el flujo lineal del fotosistema | hacia el flujo ciclico. Esta alteracion en el
fotosistema | contribuye a la disminucion de la proporcion NADPH/NADP y a su vez
indica una disminucién de las actividades biosintéticas, incluida la sintesis de
clorofila.

Respecto al analisis proximal realizado, se encontr6 una tendencia general de

solucién hidropénica > agua de pozo > agua de mar diluida para la grasa, ceniza 'y
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Cuadro 11. Variables de crecimiento de albahaca irrigada con efluentes del

cultivo de camardn y una solucién hidroponica control.

Parametro Agua de pozo Agua de mar Solucién
diluida hidropdnica
Produccion por planta 0.61+0.042 0.42+0.02° 0.58+0.022

(kg planta®)

Los datos se expresan como la media + DE (n=9).

a,b, ¢| etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 con la prueba de

Kruskal-Wallis
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proteinas con excepcion de los carbohidratos, donde el agua de mar diluida mostr6
mayores niveles que el agua de pozo (Cuadro 12). Respecto a la humedad, esta fue
significativamente menor en la solucion hidroponica que en los otros tratamientos, lo
que puede deberse al estrés salino. Ekinci y col. (2012) reportaron también un
comportamiento lineal de pérdida de peso seco a medida que aumentaba el estrés
salino. Las plantas responden a las condiciones de estrés reprogramando
practicamente todo su metabolismo, lo cual puede verse reflejado a nivel genémico,
transcriptémico, protedmico y metabolomico (Coheny col. 2010).

A nivel gendmico, la tolerancia a la salinidad implica la presencia de genes unicos
para la respuesta al estrés (genes que no se encuentran en especies susceptibles) o
en todo caso a modificaciones en la estructura gendmica, como duplicaciones de
ciertos genes (asi se aumentaria la dosis de expresidbn genética) o variaciones
nucleotidicas en los genes o en sus promotores que generarian una diferencia de
expresion en respuesta al estrés salino. A nivel transcriptomico, se aumenta la tasa
de transcripcion de ciertos genes, ademas de la necesidad de factores de
transcripcion especiales. A nivel prote6mico, aumenta también la concentracion de
proteinas estructurales de respuesta a estrés (una de ellas es la osmotina) y la
aparicion de proteinas asociadas a la defensa contra el dafio mecéanico o por plaga.
A nivel metabolémico, el estrés salino genera una presion para la adaptacion de
muchas vias metabdlicas, sea para la produccion de energia o para la proteccion
contra el dafio oxidativo consecuencia del estrés salino, asi como para la activacion

de la sintesis de compuestos osméticamente activos. Evidentemente, para la
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Cuadro 12. Propiedades fisicoquimicas y analisis proximal de lechuga franciscana

cultivada con diferentes efluentes de camaron de agua de pozo, agua de mar diluida

y solucién hidropoénica (control)

Propiedad Agua de pozo | Aguade mar Solucién
(AP) diluida (AMD) | hidroponica
(SH)

Fisicoquimica
pH 6.02+0.032 6.00+0.052 6.04+0.042
Acidez titulable (AT) 0.10+0.01° 0.12+0.012 0.11+0.022°
Sdlidos solubles totales (SST) 3.82+0.65% 2.63+0.35° 2.77+0.27°
Luminosidad (L) 44 545 3¢ 48.745.4° 53.5+3.22
Croma (c) 28.5+2.9° 32.2+2.9° 35.3+2.82
Composicién quimica
Clorofila a (mg g™' peso seco) 16.3+1.3° 18.1+0.72 18.3+0.62
Clorofila b (mg g™ peso seco) 11.8+0.23 11.6+0.1° 11.5+0.1°
Humedad (%, bh) 94.6+0.52 93.2+2.22 91.6+1.6°
Lipidos (%, bh) 0.47+0.042 0.38+0.02° 0.49+0.022
Cenizas (%, bh) 0.88+0.082 0.75+0.07° 0.88+0.052
Proteinas (%, bh) 0.72+0.04° 0.69+0.05" 1.07+0.032
Carbohidratos (%, bh) 3.3+0.5° 4.9+1.92 5.9+1.32

Los datos se expresan como la media £ DE (n=9).

b, ¢ | etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 (prueba de Kruskal-Wallis).
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actividad a todos estos niveles, es necesario la participacion de proteinas (factores
de transcripcion, proteinas de control osmatico y, sobre todo, enzimas que participan
en la activacion de vias de 16 sefalizacion intracelular) lo que permite suponer que el
contenido de proteinas sintetizadas en una planta expuesta a la salinidad debe ser
diferente al de una planta que no se encuentra en estrés salino (Kosova y col., 2013).
Al igual que se asume que se deben activar la sintesis de muchas proteinas de
respuesta al estrés, se debe considerar también que debe ocurrir una inactivacion de
la expresion de otros genes, por lo que disminuiria también la sintesis de otros tipos
de proteinas. Bajo condiciones de estrés salino, las actividades enzimaticas son
afectadas y se perturban las vias metabdlicas basicas, de tal forma que, para
mantener la homeostasis bajo el estrés, las plantas necesitan fortificar sus
mecanismos de resistencia tales como transporte de iones, eliminacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y la sintesis de osmolitos, para lo cual también requieren
una fuente extra de energia (Yan y col., 2005). En raices de tomate, por ejemplo, se
ha mostrado la activacion de la sintesis de proteinas importantes para la glucolisis,
ciclo del citrato, metabolismo de aminoacidos, biosintesis de ATP, fotosintesis, asi
como la sintesis de proteinas relacionadas a la defensa y destoxificacion (Manaa y
col., 2013). Las plantas reducen el consumo de glucosa necesario para la sintesis de
sacarosa y de esta forma proveen mas glucosa por la via glucolitica para obtener
energia. Por tanto, se espera una sobreexpresion de enzimas de la via glucolitica,
asi como de la cadena respiratoria para permitir una mayor sintesis de ATP (Yan y

col., 2005).
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Con respecto a los cultivos de lechuga orejona y albahaca, los resultados se
muestran en las Cuadros 13 y 14, respectivamente. De manera general, se observa
en ambos cultivos una tendencia muy similar a la observada para lechuga
franciscana tanto para los parametros fisicoquimicos como para el andlisis proximal.
Por otra parte, el color es uno de los principales parametros cualitativos de los
alimentos y su importancia radica en que es el primer factor organoléptico que
percibe el consumidor (Rickmany col., 2007). En el reino vegetal, el color esta
determinado por la presencia de tres grupos de compuestos principales: clorofilas,
flavonoides y antocianinas. Casi todos los compuestos fenolicos muestran una fuerte
absorcion en la region ultravioleta, pero las antocianinas son el Unico grupo
significativo de compuestos fendlicos que es visible (Brouillard y col. 1983).

En los resultados obtenidos en este estudio sobre la determinacion de color, se
muestran los valores L, cuyo valor cercano a 100 indica niveles altos de luminosidad
y cromaticidad (C), el cual esta relacionado con los valores de a* y b*, e indica la
intensidad de la tonalidad o la saturacién de un color; cuando este valor es cercano a
cero, la tonalidad tiene una baja saturacion y la muestra presenta una tendencia al
color blanco. Los resultados mostraron que el color de las hojas cambié de manera
progresiva de verde intenso a verde apagado en las plantas expuestas a ambos tipos
de efluentes y esto posiblemente se deba a una degradacion de la clorofila. Se sabe
que el potasio mejora la fijacidn fotosintética de CO:z y el transporte de fotosintatos en
los 6rganos receptores e inhibicion de la transferencia de electrones fotosintéticos a

Oz, lo que reduce la formacion de especies reactivas de oxigeno.
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Cuadro 13. Propiedades fisicoquimicas y andlisis proximal de lechuga orejona

cultivada con diferentes efluentes de camaron de agua de pozo, agua de mar diluida

y solucién hidropoénica (control)

Propiedad Agua de pozo | Aguade mar Solucién
(AP) diluida (AMD) | hidropoénica
(SH)

Fisicoquimica
pH 6.05+0.04° 6.03+0.07" 6.10+0.042
Acidez titulable (AT) 0.12+0.012 0.13+0.012 0.12+0.022
Sélidos solubles totales (SST) 2.97+0.532 2.21+0.55P 2.54+0.61°
Luminosidad (L) 44.23+5.3°¢ 41.9745.1° 42,37+4.32
Croma (c) 28.2+6.6° 28.73+2.8P 29.18+4.12
Composicién quimica
Clorofila a (mg g peso seco) 17.64+1.70° 18.69+ 0.452 18.99+0.922
Clorofila b (mg g™' peso seco) 11.35+1.002 11.70+0.482 11.68+0.222
Humedad (%, bh) 92.16+2.52 90.53+2.7P 90.4+1.4°
Lipidos (%, bh) 0.41+0.02° 0.42+0.04° 0.46+0.052
Cenizas (%, bh) 0.85+0.042 0.79+0.04° 0.82+0.062
Proteinas (%, bh) 0.95+0.03¢ 1.07+0.11° 1.50+0.062
Carbohidratos (%, bh) 4.09+0.66° 4.5+0.7° 5.1+0.782

Los datos se expresan como la media + DE (n=9).

b, ¢ | etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 (prueba de Kruskal-Wallis).
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Cuadro 14. Propiedades fisicoquimicas y analisis proximal de albahaca cultivada con

diferentes efluentes de camaron de agua de pozo, agua de mar diluida y solucion

hidropdnica (control)

Propiedad Agua de pozo | Aguade mar Solucién
(AP) diluida (AMD) | hidropoénica
(SH)
Fisicoquimica
pH 6.04+0.232 6.22+0.182
Acidez titulable (AT) 0.72+0.062 0.61+0.05°
Solidos solubles totales (SST) 5.50+0.152 4.67+0.16"°
Luminosidad (L) 50.41+2.572 45.53+3.622
Croma (c) 44.55+3.612 35.39+2.54°
Composicién quimica
Clorofila a (mg g™' peso seco) 15.71+0.39P 17.42+1.502 19.15+£1.292
Clorofila b (mg g™' peso seco) 9.56+0.252 10.32+0.35° 11.07+0.13¢
Humedad (%, bh) 88.06+3.182 89.9+2.292 84.36+3.09°
Lipidos (%, bh) 0.83+0.062 0.71+0.02° 1.16+0.122
Cenizas (%, bh) 1.75+0.152 1.57+0.08P 2.34+0.122
Proteinas (%, bh) 2.24+0.13P 2.51+0.26" 2.88+0.122
Carbohidratos (%, bh) 4.11+0.722 3.78+2.122 3.39+1.052

Los datos se expresan como la media = DE (n=9).

b, ¢ | etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 (prueba de Kruskal-Wallis).
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Con respecto al cultivo de tomate, se llevo a cabo el andlisis proximal de las
muestras, los resultados se presentan en el Cuadro 15. La mayoria de los
parametros no mostraron cambios importantes con respecto a los efluentes con los
gue se irrig6 el cultivo, a excepcion de los niveles de proteina, los cuales fueron
aproximadamente un 20% menor en los efluentes de camaréon de agua de pozo con
respecto a la solucién hidropoénica control, lo que concuerda con los resultados
obtenidos por Deivanai y col. (2011), quienes encontraron también una disminucién
del contenido de proteinas en hojas de arroz malayo por efecto de concentraciones
altas de sal en el medio, quizd debido a un cambio en el metabolismo de
aminoacidos y la limitacion del suministro de CO:2 y la disfuncion del aparato
fotosintético. Manaa y col. (2013) también encontraron que el contenido proteico
disminuyé en una variedad de tomate tolerante y de otra sensible a la salinidad,
independientemente del fenotipo de ambas variedades, y que la disminucién era mas

acentuada a medida que los niveles de sal se elevaban.

C ANALISIS PROXIMAL Y SENSORIAL DE LAS MUESTRAS DE CAMARON

El término calidad es muy amplio, no solo abarca la aceptabilidad del producto
desde el punto de vista del proveedor, si no también se refiere a la calidad percibida
desde el punto de vista del consumidor (Grunert, 2005). En el caso de los mariscos
las expectativas del consumidor incluyen, la seguridad, la calidad nutricional, la
disponibilidad, la integridad y la calidad de la frescura. Se le considera al aroma,

textura, sabor como los factores mas importantes que determinan la calidad de los
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Cuadro 15. Analisis proximal de tomate cultivado con diferentes efluentes de

camarén de agua de pozo, agua de mar diluida y solucion hidropénica (control)

Propiedad Agua de pozo | Agua de mar Solucién
(AP) diluida (AMD) | hidropdlnica
(SH)

Composicién quimica
Humedad (%, bh) 91.6+2.542 91.1+2.712 92.6+3.172
Lipidos (%, bh) 0.41+0.04° 0.41+0.01° 0.47+0.012
Cenizas (%, bh) 0.43+0.04¢ 0.57+0.06" 0.67+0.072
Proteinas (%, bh) 0.59+0.04° 0.66+0.04° 0.79+0.052
Carbohidratos (%, bh) 4.11+0.722 3.78+2.122 3.39+1.052

Los datos se expresan como la media + DE (n=9).

a,b. ¢ etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 (prueba de Kruskal-Wallis).
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mariscos. Estos pardmetros generalmente se ven influenciados por la frescura o el
grado de deterioro de la materia prima o el producto, ademas el ambiente en el que

se desarrolld6 el producto podria modificar sus caracteristicas quimicas y/o
sensoriales (Marwaha, 2010). Con base en lo anterior, se realiz6 un analisis proximal
y sensorial de las muestras de camaroén cultivado en agua de pozo y en agua de mar
diluida, como se puede observar en el Cuadro 16 no se observaron diferencias
significativas en ninguno de los parametros con respecto al tipo de agua donde se
cultivdo el camardn, para el andlisis sensorial se evaluaron cuatro atributos
sensoriales: (1) Color, (2) Sabor, (3) Aroma y (4) Apariencia. Los perfiles sensoriales
de las muestras evaluadas se presentan en la Fig. 13, donde se puede observar, de
manera general, que todas las muestras resultaron dentro del rango “aceptable” con
calificaciones alrededor de ocho. Ademas, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos comparados, a excepcién del parametro “sabor”,
el cual presentd alrededor de un 6% menos aceptacion entre los jueces para los

camarones cultivados en agua de mar diluida, en comparacion con el agua de pozo.
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Cuadro 16. Analisis proximal de camarén cultivado con diferentes tipos de agua:

agua de pozo y agua de mar diluida

Componente Agua de pozo Agua de mar diluida
(AP) (AMD)
Humedad 78.37+1.622 78.44+1.152
Grasas 2.51+0.422 2.36x0.312
Cenizas 0.35+0.042 0.35+0.03°
Proteinas 15.80+0.472 16.28+0.792
Carbohidratos 2.74+1.722 2.20+1.382

Los datos se expresan como la media £ DE (n=9).

ab | etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 con la prueba de

Kruskal-Wallis.
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Fig.13. Valores medios de la valoracion sensorial en una escala hedonica de 9 puntos de
las muestras de camaron cultivado con agua de pozo de baja salinidad y agua de mar diluida

(media £ DE, n=50).
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D CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos representan un gran e importante grupo de metabolitos
secundarios en las plantas, que pueden encontraste libres o ligados a otros
compuestos y se sintetizan de manera natural y cuyo perfil y concentraciéon se
modifica cuando estas son sometidas a alguna situacion desfavorable durante su
cultivo, como, por ejemplo, un déficit de humedad, ataque da plagas y enfermedades
0, en este caso, niveles altos o moderados de salinidad en el suelo o solucion
nutritiva (Cohen y col., 2010). Con base en esto, se evalué la concentracién de
compuestos fendlicos totales en los vegetales irrigados con agua de pozo y agua de
mar diluida y se compararon con el contenido de estos compuestos en las muestras
irrigadas con la solucién hidroponica como control. En la Fig.14 se observa que, para
los cultivos de lechuga franciscana, la irrigacion con agua de pozo incremento en
aproximadamente un 23% el contenido de compuestos fendlicos totales en las
plantas en comparacion con el control de la solucion hidropénica y no se mostré un
incremento para el caso de aquellas irrigadas con agua de mar diluida. Para el cultivo
de lechuga orejona se observé un incremento mayor de compuestos fendlicos para
agua de pozo 44% comparado con el control y una diferencia significativa entre el

tratamiento de agua de mar diluida comparado con el control.
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Fig.14. Contenido de fenoles totales en las fracciones soluble e insoluble de extractos de
lechuga franciscana y lechuga orejona irrigadas con agua de pozo (AP), agua de mar diluida
(AMD) y solucién hidroponica (SH).

Los datos se expresan como la media = DE (n=9).

a.b.¢ | etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 con la prueba de

Kruskal-Wallis.
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De manera interesante, se observa que, para la fraccion insoluble, la
concentracion de estos compuestos se mantuvo muy similar en los tres tratamientos,
sin embargo, en la fraccion soluble se presenté un incremento muy marcado para el
tratamiento de agua de pozo en ambos cultivos.

Las condiciones de cultivo de las plantas juegan un papel muy importante sobre
sus parametros de calidad, por ejemplo, en estudios previos se ha demostrado que el
crecimiento de la lechuga (Lactuca sativa L.) en campo abierto es similar al de las
plantas en el invernadero. Sin embargo, las condiciones de campo abierto conducen
a la acumulacion de diversos fitoquimicos en el producto (Ramakrishna y
Ravishankar, 2002). En la presente investigacion, tanto el agua de pozo como el
agua de mar diluida se mantuvieron a una conductividad equivalente de salinidad de
1.7 g/L, lo que podria haber causado un estrés en las plantas. Diversos estudios
muestran que el estrés por salinidad incrementa el contenido de compuestos
fendlicos en las plantas (Waskiewicz y col., 2013), lo que nos da una idea del motivo
de nuestros resultados, sin embargo, el tratamiento con agua de mar diluida no
mostro diferencia con el control, por lo que se considera que otro factor pudiera estar
influyendo en el contenido de compuestos fendlicos.

El cultivo 6ptimo de lechuga requiere una concentracion adecuada de nutrientes,
principalmente N, P, K, Ca, Mg, S y micronutrientes como Fe, Zn, Mo, Mn, By Cu
(Mahlangu y col., 2016). La deficiencia de Ca durante el cultivo de plantas, puede
inducir el aumento de metabolitos secundarios, principalmente, compuestos fendlicos
(Chishaki y Horiguchi, 1997). En un estudio previo se realiz6 un analisis a los

micronutrientes de los efluentes utilizados para nuestro experimento (Leén-Cafiedo y
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col. 2019). Sin embargo, los dos efluentes (agua de pozo y agua de mar diluida),
mostraron niveles similares de Ca (52.1 +3.3a61.4+89mgL')yK (329+9.2a
35.9 + 2.9 mg L) durante la etapa inicial y final del cultivo de cultivos. Por otro lado,
el contenido de Mg en el agua de pozo fue mayor en comparacién con la solucién
hidroponica y el agua de mar en un 17 y 18%, respectivamente, durante la etapa
inicial del cultivo y 31% mas alto al final de este (Cuadro 17).

Kobayashi y col. (2005) registraron un efecto antagonico entre el Ca, el Ky el Mg,
es decir, niveles altos de uno puede ocasionar una disminucion en la absorcion de
otro, por lo tanto, los niveles altos de Mg en el efluente de pozo, podria disminuir la
absorcion de Ca por parte de las plantas, ocasionando una deficiencia de este
nutriente e incrementando el contenido de compuestos fendlicos. Entre los
principales compuestos fendlicos identificados en la lechuga se encuentran los
acidos 5-O-cafeina, el acido cafeico-malmalil y los acidos dicailo-tartaricos, que han
demostrado contribuir con varios beneficios para la salud, por lo tanto, los aumentos
en estos compuestos podrian mejorar las propiedades nutracéuticas de la lechuga

(Oh 'y col., 2009).
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Cuadro 17. Caracterizacion quimica de los efluentes de cultivo de camaroén utilizados

para la irrigacion de las plantas en estudio.

Variable n Agua de pozo Agua de mar diluida SH
Inicial Final Inicial Final

Temp. (°C) 6 | 21.5+2.23! 19.3+1.321 21.2+1.0% | 19.6+2.131 21.6
DO (mg L?) 6 | 7.8+0.321 7.6 +0.431 7.9+0.421 7.5+0.321 7.1
pH 6 | 6.9+0.431 7.0+0.331 7.0+0.321 6.7 +0.231 6.1
EC (dS m?) 6 | 27+0.121 2.6+0.3%1 2.7+0.131 2.8+0.431 2.3
NTA (ug L?) 3 | 138+6.921 | 31.1+14.731 | 27.8+11.8%! | 37.9+22.121 | 41,200
NO>-N (ugL?) | 3 [ 2.8+1.2al 32.4+3.9°1 | 18.8+16.8%1 | 20.0+3.5%! 25
NOz-N (ug L) 3 | 489+1562! 668 + 17131 640 + 13921 | 587 +1682! | 140,790
NT (mg L) 3| 34+1.3al 25+0.13! 24+0431 | 31+05%! 190.3
POs-P (ugLl) | 3| 82+7621 262 + 2131 133 +6231 | 211+103*! | 45,600
PT (ug L) 3 | 171+4231 318 + 251 164 + 8121 | 303 +125%1 | 45,600
K* (mg L) 3 | 329+9.23! 33.6 £ 4.431 34.3+ 2731 35.9+ 2,031 211.6
Mg?* (mg L) 3 | 58.2+8.13! 57.5+14.331 47.6 +£8.581 43.7 £2.031 49.6
Na* (mg L?) 3 230 + 1331 245 + 4131 265 + 6431 236 + 1731 41.6
Cl(mgL?) 3 729 + 3831 669 * 4521 690 + 13231 620 + 3431 13.6
Ca? (mgL?) 3 | 59.8+6.18! 61.4 + 8.921 52.1+3.3%1 53.7 £ 2.731 131.2
Fe (mg L?) 3 ND ND ND ND 2.9
Cu (ug L) 3 | 19.6+1.28! 22.0+0.731 22.0+5.3%1 20.9 + 4,931 100
Mn (ug L) 3 1.0+ 0.43! 1.9+0.72¢ 1.2 +0.63! 1.7 £0.431 400
Zn (ug LY 3 | 33.0+6.821 38.4+14.4>! | 58.0+15.03! | 36.1+7.13¢ 100
Hg (ug L2) 3| 6.7+0.6"1 0.7+0.181 6.7 +0.41 0.7+0.381 <0.2

Promedios con diferente letra (2P) entre agua inlcial y final para el mismo tratamiento indica diferencias
significativas (p< 0.05); promedios con diferentes nimeros (*?) entre AP y AMD para la misma etapa
(inicial o final) indica diferencias significativas (P< 0.05); ND, no detectado (<0.005 mg L™"); NTA,
nitrogeno total amoniacal; NT, nitrogeno total; PT, fosforo total.* SH Solucion hidropoénica se prepar6
cada 2-4 sem; andlisis estadistico ANOVA de una via.
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Respecto a los cultivos de tomate y albahaca, en la Fig. 15 se observa que el
contenido de fenoles totales tuvo un comportamiento muy similar en albahaca al
observado para lechuga orejona, mostrando el efluente de agua de pozo valores
significativamente mayores de fenoles totales a los encontrados en las plantas
irrigadas con agua de mar diluida y la solucion hidropénica control. Cabe resaltar
que para este cultivo irrigado con ambos efluentes el incremento fue del 100 y
40% comparado con el control para agua de pozo y agua de mar diluida,
respectivamente, esto es de especial interes debido a que Love (2015) registro6 al
cultivo de albahaca como el mas importante, para el cultivo de tomate no se
observo un comportamiento similar al de los demas cultivos debido a que para
este experimento no se desarroll6 suficientemente bien el fruto posiblemente por
un estrés nutricional mayor al que la planta puede tolerar.

Diversos estudio sefialan que la hoja de albahaca es rica en diversos tipos de
compuestos biactivos, entre los que se incluyen los terpenos, alcaloides y
compuestos fendlicos (Kwee y Niemeyer, 2011). Los principales acidos fendlicos
gue contiene la albahaca son rosmarinico, chicorico, caftarico y cafeico (Toussaint
y col. 2007; Lee y Scagel, 2009; Kwee y Niemeyer, 2011) cuyos contenidos en el
tejido vegetal pueden variar por muchos factores, y algunos estan involucrados
como respuesta ante factores de estrés tanto bidticos como abidticos. Los acidos
rosmarinico, chicérico y en menor concentracién caftarico y cafeico, son utilizados
en diferentes tratamientos para mejorar la salud humana, para prevenir la
obesidad, enfermedades cardiacas, cancer de colon, desdérdenes
gastrointestinales, y también para reducir la diabetes (Ignat y col. 2011). El acido

rosmarinico se utiliza como
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Fig. 15. Contenido de fenoles totales en las fracciones soluble e insoluble de extractos de

tomate y albahaca irrigadas con agua de pozo (AP), agua de mar diluida (AMD) y solucién

hidropénica (SH).

Los datos se expresan como la media = DE (n=9).

ab.c| etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 con la prueba de Kruskal —
Wallis.
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agente anti-inflamatorio debido a que presenta caracteristicas analgésicas y
antipiréticas, y en el tratamiento de la artritis y lesiones de musculos, ligamentos y
tendones para evitar el dolor y la inflamacion (Kim y col., 2003). El 4cido chicorico
es inhibidor de la integrasa del VIH-I, y ayuda en la moderacion del estrés cronico
y la depresion (Lee y Scagel, 2009). Ademas, los compuestos fendlicos totales
(CFT) tienen propiedades antioxidantes que son parte importante de los procesos
no enzimaticos de defensa contra el estrés oxidativo causado por la formacion de
especies reactivas de oxigeno (Gill y Tuteja, 2010; Ignat y col., 2011; Zulfugarov y
col., 2011). Por lo tanto, el incremento de este tipo de compuestos en las plantas
irrigadas con agua de pozo podria ser un factor muy interesante sobre las
caracteristicas de este cultivo que a menudo es utilizado con fines medicinales.

Sin embargo, para el caso de tomate, el comportamiento fue diferente, ya que
el contenido de compuestos fendlicos fue mayor en aquellos irrigados con la
solucién hidréponica control. Esto podria deberse a que en el caso de este cultivo,
el fruto no se desarroll6 de manera 6ptima, es decir, el estrés afecto el crecimiento
de la planta y se sabe que cuando el estrés es severo, se afectan los parametros
de crecimiento, la planta utiliza su energia en contrarrestar su senescencia, lo que
provoca que la sintesis de metabolitos secundarios disminuya (Cohen y col.,

2010).
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E CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES

El contenido de flavonoides, antocianinas y compuestos fendlicos no
flavonoides estan relacionados con el contenido de fenoles totales, sin embargo,
un mayor contenido de fenoles totales no necesariamente determina un mayor
contenido de flavonoides (Bedascarruasbure y col., 2004). No obstante, en los
resultados obtenidos para el contenido de flavonoides en las muestras de lechuga
franciscana y orejona se observd una tendencia similar a la observada para
fenoles totales (Fig. 16). De manera interesante, se puede observar que, a pesar
de que, en el valor total de flavonoides, las lechugas irrigadas con el efluente de
agua de pozo mostraron niveles mas altos, y las lechugas de la solucidén
hidroponica control exhibieron un mayor nivel de flavonoides en la fraccion soluble,
por lo cual, se puede sugerir que con el estrés por salinidad podria ocurrir un
desdoblamiento de flavonoides, lo que provoca un incremento de estos en la
fraccidn soluble y una disminucién en la fraccién insoluble.

Respecto a los cultivos de albahaca y tomate (Fig. 17), se observé la misma
tendencia que en el caso de compuestos fendlicos totales. Se ha encontrado que
los principales flavonoides en tomate son la rutina y la quercetina, los cuales han
demostrado en diversos estudios un importante efecto antioxidante (por inhibir la
peroxidacién de lipidos y la oxidacion de LDL), ademas tienen una funcion
antiviral, antibacteriana, antiinflamatoria, antialérgica, anticancerosa, un papel
preventivo frente a la obesidad y las enfermedades cardiovasculares. Por lo tanto,

estos productos podrian considerarse con un mayor potencial nutracéutico.
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Fig. 16. Contenido de flavonoides en las fracciones soluble e insoluble de extractos de
lechuga franciscana y lechuga orejona irrigadas con agua de pozo (AP), agua de mar
diluida (AMD) y solucién hidropdnica (SH).

Los datos se expresan como la media = DE (n=9).

a,b, ¢ etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 con la prueba de Kruskal —

Wallis.
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Fig. 17. Contenido de flavonoides en las fracciones soluble e insoluble de extractos de

tomate y albahaca irrigados con agua de pozo (AP), agua de mar diluida (AMD) y solucién

hidroponica (SH).

Los datos se expresan como la media + DE (n=9).

a.b.¢ | etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 con la prueba de Kruskal —
Wallis.
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F IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS
INDIVIDUALES DE LAS FRACCIONES SOLUBLES E INSOLUBLES DE LA
LECHUGA FRANCISCANA Y OREJONA

Debido a los resultados interesantes obtenidos en los analisis de fenoles y
flavonoides totales, se realiz6 un andlisis de cromatografia liquida de ultra
rendimiento, acoplada a un espectrometro de masas, con la finalidad de conocer
los compuestos especificos cuya sintesis 0 acumulacion fue modificada por efecto
del estrés salino, el cual fue causado por los efluentes de irrigacion en los cultivos.
Estos estudios se realizaron tanto en las fracciones soluble e insoluble de cada
muestra.

En los Cuadros 18 y 19 se muestran los resultados obtenidos para ambas
fracciones de los cultivos de lechuga franciscana y orejona. Se observa que, para
el cultivo de lechuga franciscana, los compuestos mayoritarios encontrados fueron
los &cidos fendlicos, principalmente p-Hidroxibenzoico, caféico y ferulico, entre los
flavonoides mayoritarios se encontraron Isoramnetina 3-O-glucosido, Quercetin 3-
O-glucosido y kaempferol. Ribas-Agusti y col. (2011) realizaron un andlisis
cromatogréfico de la fraccion soluble de extractos de lechuga, en el cual
encontraron compuestos muy similares a los que se observaron en nuestro
estudio, identificando 11 compuestos individuales, principalmente ésteres de acido

caféico y coumarico asi como glucdsidos de quercetina.

108



Cuadro 18. Perfil de compuestos fendlicos de la fraccion soluble de extractos de lechuga

franciscana y lechuga orejona irrigados con agua de pozo (AP), agua de mar diluida
(AMD) y solucion hidropénica (SH).

Concentracion (pg/mg)

TR Masa
Compuesto Lechuga Franciscana Lechuga orejona
(min) (m/z)
AP AMD SH AP AMD SH

Isoramnetina

4.15 477.07 | 6.40+1.60% | 3.17 £2.06* | 1.95+0.97° | 3.26+ 0.60° | 5.95+0.932 1.12 +0.16°
3-O-glucosido
Quercetina

4.24 463.09 ND 13.51+2.37% | 6.34+1.21° | 17.64 +3.15% | 13.81 +2.66" | 4.19 +0.80°
3-0-glucosido
Kaempferol

4.40 447.09 | 0.46 +£0.04* | 0.38 +0.022 0.46 £0.09* | 0.63+0.08% | 0.83+0.12% | 0.70+0.122
3-0-glucésido
Quercetin

5.17 447.09 | 0.27 £0.022 | 0.30 £0.022 0.18 +0.05° 0.57+0.04% | 0.43+0.13% | 0.18 +0.04°
3-O-ramndsido

8.73 | Quercetina* 301.03 | 0.40+0.06% | 0.45+0.06% 0.37 £0.08% | 0.37 +0.07° 0.77 £0.13% | 0.39 +0.05°

8.85 | Kaempferol* 285.04 | 1.17+0.31° 2.26 £0.16* 1.63+0.46% | 0.54+0.12° 1.60 £0.522 | 0.70 +0.09°
Acido

1.81 | dihidroxibenzoico 315.07 | 0.81 +0.06° 0.72 +0.10° 1.38+0.12% | 0.52 +0.48? 1.08 +0.472 1.07 £0.322
glucdsido isémero |
Acido
dihidroxibenzoico

1.90 315.07 | 0.52+0.16% | 0.88+0.192 0.50 £0.24% | 0.83+0.15% 1.28+£0.37% | 0.81+0.142
glucésido isdbmero
Il
Acido
dihidroxibenzoico

2.07 315.07 | 0.28+0.02° | 0.31+0.03° | 0.52+0.04* | 0.32+0.03* | 0.28 +0.03% ND
glucésido isbmero
]
Acido

2.38 137.02 | 3.07+0.42% | 3.03+0.19% | 2.58 +0.49% 1.9+1.422 3.25+0.36* | 2.75+0.48°
p-Hidroxibenzoico*
Acido

2.49 | dihidrobenzéico 153.02 ND 0.38£0.02* | 0.32+0.03% ND 2.09+0.13% | 0.44+0.08°
isomero ||

2.97 | Acido benzéico 121.03 | 0.23+0.01* | 0.20 +0.01? ND 0.26 +0.01° | 0.33 £0.04® | 0.36 +0.06%
Acido caféico

2.12 341.09 | 0.40+0.022 | 0.25+0.01° 0.48 £0.05* | 0.34+0.10* | 0.46 £0.01* | 0.40 £0.04*
4-O-glucsido
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2.80 | Acido caféico* 179.04 | 17.49 £6.09° | 39.64 +10.92 | 41.38 +4.622 | 18.09 +5.18° | 60.16 + 5.82% | 43.96 + 5.04°
Acido p-

3.44 163.04 | 2.03 £0.242 2.25+0.342 1.31+0.21° 3.82£0.372 3.49+£0.432 2.43+0.28°
Coumarico*

3.91 | Acido ferdlico* 193.05 | 0.28+0.03* | 0.23+0.02% | 0.28+0.03* | 0.41+0.07* | 0.31+0.04 ND

Los datos se expresan como la media = DE (n=3).

& b.¢| etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 con la prueba de Kruskal-Wallis.

TR: Tiempo de retencién. *Confirmado con estandares comerciales. ND: no detectado. Cuantificacion relativa en

comparacioén

con naringenina, kaempferol, acido 3p-hidroxibenzoico y acido cafeico.
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Por otra parte, se puede observar que varios de estos compuestos
incrementaron significativamente en las plantas irrigadas con agua de pozo y agua
de mar diluida en comparacion con los cultivos control, irrigados con la solucion
hidroponica. Especificamente, los flavonoides isoramnetina 3-O-glucésido, vy
guercetina 3-O ramnésido incrementaron 3 y 4 veces, respectivamente, su
concentracion en las plantas irrigadas con agua de pozo y el acido benzoico que
no fue detectado en los extractos de plantas control, se presentd en las irrigadas
con agua de pozo y agua de mar diluida. Por otra parte, la quercetina 3-O-
glucésido, incremento6 al doble su concentracion en los extractos de agua de mar
diluida, sin embargo, los extractos de planta irrigada con agua de pozo mostraron
menores concentraciones de este compuesto, un comportamiento similar ocurrié
para un isomero del acido dihidrobenzoico y para el acido caféico. Este efecto
podria deberse a que algunos de estos compuestos son utilizados por la planta
como base para la sintesis de los metabolitos en los que se mostr6 el incremento,
como la quercetina y el acido benzoico (Santos-Sanchez y col., 2018).

Respecto a la fraccidn insoluble, cuyos resultados se muestran en el Cuadro
17, se observo un comportamiento similar, donde los flavonoides isoramnetina 3-
O-glucosido, quercetina 3-O-glucésido y algunos isémeros de los acidos
cafeoilquinico y p-Coumaroilquinico mostraron valores significativamente mayores
en las plantas irrigadas con agua de pozo y agua de mar diluida con respecto a las
plantas control. Especificamente, el mayor efecto fue mostrado por la irrigacion
con agua de pozo, lo cual concuerda con los datos encontrados en el andlisis de

fenoles y flavonoides totales (Fig. 14 y 16).
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Cuadro 19. Perfil de compuestos fendlicos de la fraccién insoluble de extractos de

lechuga franciscana y lechuga orejona irrigados con agua de pozo (AP), agua de mar
diluida (AMD) y solucién hidropénica (SH)

TR
(min)

Compuesto

Masa
(m/z)

Concentracion

Lechuga franciscana

Lechuga orejona

AP

AMD

SH

AP AMD SH

4.10

4.17

4.37

1.79

2.01

2.49

2.55

3.01

5.10

6.14

(Iso)ramnetina
3-0-glucoésido

Quercetina
3-O-glucosido

Kaempferol
3-0-glucosido

4-0O-glucésido

de &cido
dihidroxibenzoico
isémero |

4-0O-glucésido

de &cido
dihidroxibenzoéico
isémero Il

4-0O-glucésido
de &cido caféico

Acido
cafeoilguinico
isémero |

Acido

p-
Coumaroilquinico
isémero |

Acido
Dicafeoilquinico
isomero |

Acido
Dicafeoilquinico
isomero Il

477.07

463.09

447.09

315.07

315.07

341.09

353.09

337.09

515.12

515.12

3.14+0.13%

3.32+0.11%

ND

0.01 +0.001°

0.002 +0.00°

0.15 £ 0.00°

2.35+0.04%

0.03 £ 0.00%

1.20+0.022

0.01 +0.00b

0.90 +0.01°

1.30 £ 0.02°

ND

0.004+ 0.001°

0.002+0.0001°

0.59 + 0.00°

0.57 +£0.01°

0.00 £ 0.00*

0.05 + 0.00°

ND

0.21 +0.00°

0.74 +0.01°

ND

0.14+0.001%

0.05 +0.00%

0.76 £ 0.00*

0.46 £ 0.00°

ND

1.28 +£0.022

0.08 £ 0.00*

3.54 +0.15% | 0.55+0.00° | 0.00 +0.00°

4.64+0.20* | 1.37 £0.02° | 0.04 +0.00°

0.01 £0.00* | 0.00 £0.00* | 0.00 +0.00%

ND 0.02 £0.00* | 0.02 +0.00%

0.01 +£0.00* | 0.00 +0.00% ND

0.23 +£0.00° | 0.35+0.00% | 0.01+0.00°

3.75+0.02% | 0.45+0.00° | 0.02+0.00°

0.12 +£0.00% | 0.01 + 0.00° ND

3.23+0.05° | 0.08 £0.00° | 0.01+0.00°

0.03 £0.00* | 0.01 £0.00* | 0.00 +0.00%

Los datos se expresan como la media + DE (n=3"

a, b, c

Letras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 con la prueba de Kruskal-Wallis.

TR: Tiempo de retencién. *Confirmado con estandares comerciales. ND: no detectado. Cuantificacion

relativa en comparacién con naringenina, kaempferol, acido 3p-hidroxibenzoico y acido cafeico.
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Con respecto al cultivo de lechuga orejona, se encontraron efectos muy
similares a los observados para lechuga franciscana, identificando la presencia de
18 compuestos en la fraccion soluble y 12 en la fraccibn insoluble.
Especificamente, se encontraron valores significativamente mayores de
Isoramnetina  3-O-glucésido, Quercetina 3-O-glucésido, Quercetina 3-O-
ramnésido, acido dihidroxibenzoico, acido p-Coumarico y acido Ferulico en las
plantas irrigadas con agua de pozo y agua de mar diluida en comparacion con el
control de solucién hidropdnica. Este tipo de compuestos, principalmente los
glucésidos de Quercetina han sido asociados con la disminucién de
complicaciones derivadas de enfermedades inflamatorias, como la obesidad, la
diabetes y algunos tipos de céncer, que por cierto se encuentran en altas
cantidades altas en el té verde (Boots y col., 2008), por lo que el incremento de
estos compuestos en las plantas irrigadas con agua de pozo resulta de gran
importancia en la calidad nutracéutica de los productos obtenidos en este estudio.

Por otra parte, el acido cafeico mostré valores menores en la irrigaciéon con
agua de pozo con respecto al control, sin embargo, esta disminucion no ocurrio en
las muestras de agua de mar diluida. A este compuesto se le han atribuido
diferentes propiedades benéficas a la salud, como antioxidante, anticancerigeno y
antiviral, se encuentra en grandes cantidades en alimentos como el café, el vino
tinto, las manzanas y otros frutos (Sato y col., 2011), por lo que su incremento en
las plantas podria sugerir que se obtiene un material con mayores propiedades
benéficas a la salud. Respecto a la fraccion insoluble, la tendencia fue muy similar
gue, para la soluble, encontrando incrementos mayoritarios en las plantas

irrigadas con agua de pozo.
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G IDENTFICACION Y CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS
INDIVIDUALES DE LAS FRACCIONES SOLUBLE E INSOLUBLE DE TOMATE

Y ALBAHACA

En los Cuadros 20 y 21 se presentan los resultados del perfil de compuestos
fendlicos encontrados en las fracciones soluble e insoluble de los extractos de
tomate y albahaca irrigados con los dos efluentes del cultivo de camarén y del
control irrigado con la solucién hidroponica.

En el caso del cultivo de albahaca, se observa que los compuestos
mayoritarios son los &acidos fendlicos, principalmente el caféico, p-
Hidroxybenzoico, p-Couméarico, Ferdlico y Rosmarinico en la fraccion soluble,
mientras que en la fraccion insoluble solo se identifico este Ultimo (Cuadro 20).
Asimismo, el estrés salino provocado por la irrigacidon con efluentes marinos,
provocO incrementos significativos en la mayoria de los compuestos en
comparacién con las plantas control, por ejemplo, el rutinésido, glucédsido y
ramnoésido de Quercetina, incrementaron hasta cinco veces en el tratamiento con
agua de mar diluida y hasta diez veces en la irrigacion con agua de pozo. Se ha
reportado en diferentes estudios que el estrés salino en general incrementa la
sintesis de glucoésidos de Quercetina, debido a que provoca un aumento en la
expresion del gen F3’H , que promueve la sintesis de moléculas con anillos orto-
dihidroxilados, lo que acelera la produccién de estos flavonoides, ademas de
incrementar la sintesis de glutation S transferasa, la cual promueve la liberacion

de los derivados de la quercetina desde la vacuola (Brunetti, 2011).
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Cuadro 20. Perfil de compuestos fendlicos de la fraccion soluble de extractos de

albahaca y tomate irrigados con agua de pozo (AP), agua de mar diluida (AMD) y solucién

hidropodnica (SH).
TR Masa Concentracion
(min) Compuesto (m/z) Albahaca Tomate
AP AMD SH AP AMD SH
3.37 | Eriodictiol 287.06 ND ND ND 0.06 £0.012 | 0.06 +0.012 ND
365 Naringenina
: 7-0-glucésido 43311 | 0.15+0.03* | 0.16+0.03* | 0.2 +0.10® ND ND ND
522 | Naringina 579.17 ND ND ND 0.05 +0.02 ND 0.02 +0.01°
10.89 | Naringenina 271.06 ND ND ND 14.95 +3.01°% | 18.77 + 1.44% | 3.78 + 2.24°
Kaempferol
4.00 |3,7-O-diglucésido | 609.15 ND ND ND 0.84+0.35% | 0.69%0.05° | 0.17 0.05"
4.00 | Quercetina 609.14 | 0.76+0.30 ND ND 0.84+0.35% | 0.67%0.07 ND
3-O-rutinésido*
424 | Quercetina 463.00 | 1.33+0.02* | 0.53+0.06" |0.14 £0.03°| 0.08 £ 0.02 ND ND
3-0-glucoésido
4.40 | Kaempferol 447.09 | 0.41+0.04 | 0.18+0.01® | 0.160.03" ND ND ND
3-O-glucosido
4.93 | Kaempferol 593.15 | 0.26 +0.05° | 0.26 +0.03% ND 0.13+0.03* | 0.14 % 0.022 ND
3-O-rutinésido
5.17 | Quercetina 447.09 | 0.47+0.02% | 0.35+0.04" |0.18 £ 0.03° ND ND ND
3-O-ramnésido
8.85 | Kaempferol* 285.04 | 1.21+0.54% | 0.66 +0.07% | 0.82+0.362 ND ND ND
1.79 | Acido vanillico* 167.03 | 0.78 +0.05° | 1.11+0.09% | 0.66 +0.12 ND ND ND
181 Acido
' dihidroxibenzoico 315.07 | 0.69 +0.08* | 0.47 +0.02° ND ND ND ND
glucdsido isémero |
Acido
1.90 | dihidroxibenzoico | 153.02 | 1.07+0.30° | 0.87 £0.15% | 0.60% 0.29% | 0.21+0.02% | 0.25+0.02* | 0.23 +0.08?
glucésido isbmero
I
2.38 | Acido p- 137.02 | 11.47+1.11% | 11.09 +0.72% | 8.44+3.98* | 0.61+0.09% | 0.70 +0.04* | 0.70 +0.05
Hidroxybenzoico*
249 Aido
: dihidrobenzéico 153.02 | 0.98+0.21% | 0.83+0.10% | 0.58+0.03° | 0.42 +0.02% | 0.25+0.03* | 0.35 +0.18°
isomero Il
2.97 | Acido benzéico 121.03 ND ND 0.43+0.02 | 1.32+0.10° | 1.78+0.10° | 0.79 0.29°
2.98 /j\c'dO siringico 197.05 | 1.01#0.10° | 0.76+0.12% | 0.7240.322 ND ND ND
212 Acido caféico
: 4-O-glucésido 341.09 | 0.69+0.17® | 0.48 £+0.02® | 0.97+0.14* | 0.76+0.16° | 1.01+0.11* | 0.35+0.12
280 | Acido caféico* 179.04 | 102.8+10.15% | 106.6+3.64% | 39.8+5.22" | 2.03+0.64% | 1.86+0.19% | 1.26 +0.76°
344 Acido p-
: Coumarico* 163.04 | 3.19+0.86° | 2.65+0.16° | 1.63+1.05° | 6.27 +0.62° | 5.95+0.39% | 3.14 +1.23
3.91 | Acido ferulico 193.05 | 4.17 £1.08% | 2.89+0.19* | 2.67+1.66* | 0.26 £0.07% | 0.31+0.06% | 0.23 +0.04°
6.22 | Acido rosmarinico” | s5q 05 | 2310+ 5.49% | 4.29+0.45° | 1.50+1.82° ND ND ND
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Los datos se expresan como la media + DE (n=3).
ab,c Letras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 con la prueba de Kruskal-Wallis.

TR: Tiempo de retencién. *Confirmado con estandares comerciales. ND: no detectado. Cuantificacion relativa en

comparacién con naringenina, kaempferol, acido 3p-hidroxibenzoico y acido cafeico.
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Cuadro 21. Perfil compuestos fendlicos de la fraccion insoluble de extractos de albahaca

y tomate irrigados con agua de pozo (AP), agua de mar diluida (AMD) y soln hidropdnica

(SH)

TR Masa Concentracion

(min) | Compuesto (m/z) Albahaca Tomate

AP AMD SH AP AMD SH

Quercetin

3.50 | 3-O-xilosil- 741.19 ND ND ND 0.01+0.00% | 0.00+0.002 ND
rutinésido

303 Quercetin 3- 609.15 0.06+0.00 | 0.00+0.00° ND 0.59+0.01% | 0.65+0.01% | 0.01+0.00°
Orutinésido*

6.12 Acido . 18.39+0.57% | 0.60+ 0.00° | 0.01+ 0.00° ND ND ND
rosmarinico* 359.08

Los datos se expresan como la media + DE (n=3).

a,b, ¢ | etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 con la prueba de Kruskal-Wallis.

TR: Tiempo de retencidn. *Confirmado con estandares comerciales. ND: no detectado.

Cuantificacion relativa en comparacion con naringenina, kaempferol, acido 3p-hidroxibenzoico y

acido cafeico.
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Ademas, en este estudio se presentaron valores hasta cuatro veces mayores
de kaempferol asi como sus glucdsidos y rutindsidos en las plantas irrigadas con
efluentes de agua de pozo (Cuadro 20), este flavonoide se encuentra distribuido
en diversas plantas y frutos, principalmente en los citricos y se le han atribuido
diversas propiedades benéficas a la salud, este compuesto ha mostrado ser un
potente protector del dafio oxidativo, previniendo la aterosclerosis mediante la
inhibicion de la lipoproteina de baja densidad (LDL), ademas es un agente
anticancerigeno ya que inhibe la formacién de células cancerosas (Chen y Chen,
2013). Se ha reportado que el Kaempferol y algunos de sus glucésidos
incrementan ante algunos tipos de estrés en las plantas, lo cual se ha asociado
como una respuesta secundaria ante la acumulacién de &cido Abscisico que se
produce como defensa (Ratnayaka y col., 2018).

Asimismo, los derivados del é&cido benzoico se encontraron en mayor
concentracion en las plantas irrigadas con efluentes del cultivo de camaron, con
incrementos de hasta tres veces con respecto a las plantas irrigadas con la
solucion hidropénica, mientras que el &cido benzoico mostré el efecto contrario,
encontrandose en mayor concentracion en las plantas control (Cuadro 20), lo cual
indica que el efecto del estrés podria haberse presentado sobre la conversion de
este 4cido en sus derivados, los cuales se acumularon en las plantas.

El acido caféico, el cual representa el 70% de los compuestos fendlicos
identificados en la planta de albahaca, presentd un incremento del doble en las
plantas irrigadas con los efluentes del cultivo de camarén, de manera similar, los
acidos rosmarinico, siringico, vanillico, p-coumarico y ferdlico se encontraron en

cantidades mayores en las plantas irrigadas con estos efluentes. Ghasemzadeh y
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col. (2013) incrementaron el contenido de varios &cidos fendlicos en hojas de
albahaca al estresar las plantas con radiacion ultravioleta-B, lo cual mejoro la
actividad antiproliferativa de las muestras en células cancerosas MCF-7. Por lo
tanto, se sugiere que las muestras obtenidas al irrigar las plantas de albahaca con
efluentes del cultivo de camardén, podria mejorar significativamente sus
propiedades nutracéuticas.

Por otra parte, respecto al cultivo de tomate, como se observa en los Cuadros
20 y 21, se identificaron quince metabolitos en la fraccion soluble y dos en la
fraccidon insoluble. Los compuestos mayoritarios fueron naringenina y acido p-
Coumarico, lo cual concuerda con lo previamente reportado por Barros y col.
(2012). Respecto al efecto de la irrigacion con los efluentes, estos tratamientos
provocaron un incremento de cuatro y cinco veces para las plantas irrigadas con
agua de pozo y agua de mar diluida, respectivamente, en comparaciéon con el
control de la solucion hidropdnica. Asimismo, algunos derivados del kaempferol y
la quercetina mostraron valores significativamente mayores en las plantas
irrigadas con los efluentes del cultivo de camardn. Recientemente, Parvin y col.
(2019) encontraron que la quercetina ayuda a contrarrestar los dafios generados
por el estrés salino causado por NaCl en plantas de tomate, por lo que la planta la
sintetiza como defensa ante este tipo de dafio. Por otra parte, los &cidos,
benzoico, caféico y p-coumarico presentaron valores de mas del doble en su
concentracion en las plantas irrigadas con los efluentes en comparacion con las
plantas control, para la mayoria de ellos, el mayor efecto fue observado para el
tratamiento con agua de pozo, excepto para los acidos ferdlico y caféico 4-O-

glucésido, cuyas concentraciones fueron ligeramente mayores en agua de mar
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diluida. Estos resultados concuerdan con los encontrados en los ensayos de
fenoles totales, indicando que los frutos obtenidos de este sistema tienen una

mayor potencial nutracéutico por su elevado contenido de metabolitos bioactivos.

H CUANTIFICACION DE PROLINA

La prolina es un aminoéacido sin carga a pH neutro y altamente soluble en el
agua que se acumula en las células de las plantas durante el estrés osmatico a fin
de aumentar la osmolaridad y manejar asi el ingreso de agua y reducir su salida,
favoreciendo asi la turgencia necesaria para la expansion celular (Kishor y col.
2005). Diversos estudios han mostrado que como respuesta a algun tipo de estrés
(sequia, salinidad o frio), las células vegetales acumulan altos niveles de prolina
en el estroma del cloroplasto y en el citoplasma. Debido a que el citoplasma
representa una pequefia fraccion del volumen celular, las concentraciones locales
de la prolina en el citoplasma pueden ser mucho mas altas que a nivel de la masa
del tejido (Versleus y Sharma, 2010).

En la Fig. 18 se presentan los resultados de prolina de los cultivos evaluados.
Se observa que, para los tres cultivos, los niveles de este aminoacido son
significativamente mayores en los cultivos de la solucién hidropénica control que
en aquellos de los efluentes de pozo y agua de mar diluida. Sin embargo, los
resultados en este estudio muestran un comportamiento inverso (Fig. 18) ya que
se presentaron niveles 50 y 30% menores de prolina en lechugas de los

tratamientos de los
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Fig. 18. Contenido de prolina en extractos de lechuga franciscana, orejona y albahaca
irrigados con agua de pozo (AP), agua de mar diluida (AMD) y solucion hidropénica (SH).
Los datos se expresan como la media = DE (n=9).

a,b, ¢ etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 con la prueba de Kruskal-

Wallis.
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efluentes de agua de pozo y de agua de mar diluida, respectivamente, en
comparacion con la solucion hidropénica. Shetty y col. (2004) propusieron un
vinculo entre la acumulacién de la prolina y la transferencia de energia hacia la
biosintesis de fenilpropanoides a través de la via oxidativa de las pentosas fosfato.
La sintesis de prolina implica la oxidacién de NADPH, lo que alimenta via de las
pentosas fosfato proporcionando precursores para la biosintesis fendlica a través
de la via de acido shikimico. Esto podria explicar, total o parcialmente, el hecho de
gue las plantas cultivadas con efluentes no tienen un alto contenido de prolina, ya
gue este aminoacido podria estarse utilizando como precursor en la sintesis de
compuestos fendlicos.

Sharma y Ramawat (2013) encontraron aumentos de hasta un 40 y 90% en el
contenido de prolina en callos de S. pérsica al aplicar NaCl 50 y 100 mM,
respectivamente, sin embargo, al aplicar NaCl 200 mM el contenido de prolina
disminuyé considerablemente, llegando al mismo nivel que el control, sin embargo,
este tratamiento con una menor cantidad de prolina, mostré la mayor capacidad
antioxidante, lo que sugiere que la disminucion en los niveles de prolina se deben
a que se usO como precursor en la sintesis de compuestos con potencial

antioxidante.

| CAPACIDAD DE INHIBICION DE LOS RADICALES DPPH Y ABTS
La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la
degradacion oxidativa (por ejemplo, la peroxidacion lipidica). En las fuentes

dietarias, la presencia de antioxidantes depende, entre otros factores, de la parte
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del alimento en cuestibn. Por ejemplo, los monofenoles (tocoferoles
principalmente) tienden a ser mas abundantes en semillas donde hay grandes
cantidades de grasas; por su parte los monoterpenos aromaticos son los
principales componentes de las fracciones volatiles, mientras que los polifenoles,
con mayor polaridad, estan presentes en frutas y vegetales y constituyen una de
las principales fuentes de antioxidantes dietarios (Kuskoski y col. 2004).

Los métodos como ABTS y DPPH son ampliamente utilizados para la
evaluacion de la capacidad antioxidante total in vitro ya que presentan una
excelente estabilidad en ciertas condiciones, y aunque ambos son radicales de
origen sintético y son estabilizados mediante la donacion de electrones, existen
algunas diferencias entre ellos. El DPPH es un radical libre que puede obtenerse
directamente sin una preparacion previa, mientras que el ABTS tiene que ser
generado tras una reaccion que puede ser quimica (dioxido de manganeso,
persulfato potasio, ABAP), enzimética (peroxidase, mioglobulina), o electroquimica
(Arnao, 2001; Kuskoski y col. 2004). Con el ABTS se puede medir la actividad de
compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que el DPPH solo puede
disolverse en medio organico (Anolovich y col. 2002). Algunos flavonoides que
pudieran estar presentes en las muestras evaluadas son de caracter hidrofilico,
por lo que expresan su mayor actividad en microambientes ideales, lo cual podria
verse favorecido al realizar la técnica de ABTS. Por su parte, el método de DPPH
detecta solo aquellos antioxidantes que se disuelven mejor en solventes
orgénicos, como los alcoholes (Arnao, 2001). Una desventaja de este método es
el impedimento estérico que provoca la molécula de DPPH, es decir las moléculas

pequefias pueden tener una mejor oportunidad de acceder al radical, dando
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valores mas altos para la capacidad antioxidante, ademas de un estrecho rango
lineal de la absorbancia frente a la concentracion.

Los resultados obtenidos muestran que tanto para la fraccion soluble como la
insoluble, de lechuga franciscana, orejona y albahaca, fue mayor para las plantas
irrigadas con efluente del cultivo de camarén de agua de pozo en comparacion
con la solucion hidropénica (Fig. 19). Lo cual esta relacionado directamente con
los resultados obtenidos en los niveles de compuestos fendlicos totales y
flavonoides, para los que, los efluentes de camarén incrementaron el contenido de
estos fitoquimicos en los cultivos.

Para el caso de tomate, la salinidad de los efluentes de camardn disminuyé la
capacidad antioxidante de los frutos, lo cual podria deberse al menor nivel de
compuestos fendlicos y flavonoides encontrados en las muestras de esos frutos vy,
puede estar asociado con un nivel mayor de estrés en las plantas y frutos de
tomate, lo cual disminuye la sintesis de metabolitos con capacidad antioxidante en

las plantas.
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Fig. 19. Capacidad antioxidante por DPPH en extractos de vegetales irrigados con agua
de pozo (AP), agua de mar diluida (AMD) y solucion hidropénica (SH).

Los datos se expresan como la media + DE (n=9).

a,b, ¢ etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 con la prueba de Kruskal

-Wallis.
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Los compuestos fendlicos, principalmente los de la familia de los flavonoides,
estan asociados mediante varios mecanismos a la capacidad antioxidante de los
alimentos, se cree que su principal modo de accién esta relacionado con la alta
reactividad hacia los radicales libres. En el contexto de la inhibicion de procesos
de reaccion en cadena mediados por radicales libres (por ejemplo, peroxidaciéon
lipidica), un antioxidante actla gracias a su capacidad para reaccionar con
radicales libres y por lo tanto recibe el nombre de antioxidante terminador de
cadena. Sin embargo, es necesario distinguir también entre actividad
estabilizadora de radicales libres o anti-radicalaria (en inglés, scavenger) y
actividad antioxidante. La primera esta determinada completamente por la
reactividad de un antioxidante frente a radicales libres, lo cual puede ser
caracterizado por la velocidad de esa reaccion. De otro lado, la actividad
antioxidante mide la capacidad para retardar la degradacion oxidativa. Por lo tanto,
una alta actividad anti-radicalaria no siempre correlaciona con una alta actividad
antioxidante, en particular, algunos compuestos fendlicos sintéticos presentan alta
reactividad frente a radicales libres, pero muestran moderada actividad
antioxidante, debido a la alta reactividad de los derivados fenoxil o semiquinona
formados después de la estabilizacion de los radicales libres (Antolovich y col.,
2002).

En la Fig. 20 se muestran los resultados referentes a la capacidad de las
muestras evaluadas para inhibir la formacién del radical ABTS, como se puede
observar, para todos los cultivos de hoja, la irrigacion con agua de pozo produjo
los materiales con mayor capacidad para inhibir este radical, lo cual correlaciona

positivamente con su contenido de compuestos fendlicos.
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Fig. 20. Capacidad antioxidante por ABTS en extractos de vegetales irrigados con agua
de pozo (AP), agua de mar diluida (AMD) y solucion hidropénica (SH).

Los datos se expresan como la media = DE (n=9).

a,b. ¢ etras diferentes indican diferencias significativas P<0.05 con la prueba de Kruskal-

Wallis.
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Roginsky y Lissi (2005) analizaron las diferencias entre ABTS y DPPH
encontrando que este Ultimo no reacciona con flavonoides carentes de grupos
hidroxilos en el anillo B, ni con acidos arométicos que contengan un solo grupo
hidroxilo. De manera que los antioxidantes pueden actuar por multiples
mecanismos dependiendo del sistema de reaccion o la fuente radicalaria o
antioxidante (Prior y col. 2005). Con el fin de conocer las diferencias en cuanto a
mecanismos Y tipos de compuestos que estan presentes en las infusiones, es de
suma importancia analizar esta actividad biolégica con diferentes metodologias

gue permitan ampliar el margen de conocimiento sobre los materiales de analisis.
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IX CONCLUSIONES

(1) Los resultados de este estudio muestran que es viable la integracién del
cultivo camaron-hortalizas, particularmente, los cultivos camarén-albahaca y
camaron-lechuga. El efluente del cultivo de camardn proveniente de cultivos de
baja salinidad en recirculacion constante tiene el potencial de ser utilizado de
manera eficiente como una fuente alternativa de agua y nutrientes para el cultivo
de lechuga y albahaca.

(2) La combinacion de un cultivo de lechuga y albahaca con los efluentes o aguas
de baja salinidad del camar6én demuestra ser una opcion sostenible para mitigar
los efectos ambientales negativos asociados con el cultivo de camarén a baja
salinidad; al utilizar tal efluente para el riego de las plantas, se aprovecha el
agua, su contenido de N y P se transforma en biomasa aprovechable y a la vez,
se reduce el nivel de nutrientes y materia organica descargada al medio
ambiente.

(3) Los parametros bioquimicos de la lechuga y albahaca cultivada con ambos
efluentes de camaron (agua de pozo (AP) y agua de mar diluida (AMD))
exhibieron valores comparables a los de la lechuga cultivada con un sistema
hidroponico tradicional.

(4) El contenido de clorofila fue menor en ambas variedades de lechuga y
albahaca cultivada con AP, mientras que la clorofila b no mostré diferencias
significativas entre las lechugas de los tres tratamientos. Sin embargo, para la
lechuga orejona y albahaca se observé un comportamiento SH>AMD>AP para
ambas clorofilas. El analisis proximal revel6 una tendencia general de HS> AP>
AMD para las grasas, cenizas y proteinas.

(5) Los cultivos de lechuga y albahaca con AP (1.7 g/L salinidad) exhibieron

niveles mas altos de flavonoides y fendlicos totales en comparacion con el
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control (0.95 g/L), mientras que la lechuga franciscana cultivada con el
tratamiento AMD (1.7 g/L), no mostré diferencia con la SH. Para los cultivos de
lechuga orejona y albahaca si se presentd una diferencia significativa para el
tratamiento de AMD (1.7 g/L). La capacidad antioxidante exhibié una tendencia
similar a la de los compuestos fendlicos.

(6) Se identificaron 20 compuestos fendlicos individuales en los cultivos de
lechuga. Los glucésidos de isoramnetina y quercetina se incrementan
significativamente en las plantas irrigadas con AP y AMD en comparacion con
las irrigadas con SH, siendo mayor el efecto para AP en lechuga orejona y para
AMD en lechuga franciscana. El acido caféico tendi6 a disminuir ligeramente con
los efluentes AP y AMD, mientras que los acidos p-coumarico y benzoico
mostraron valores mayores en las plantas irrigadas con los efluentes.

(7) En los cultivos de albahaca y tomate se identificaron 25 compuestos
individuales entre la fraccion soluble e insoluble de los extractos, siendo para
albahaca los mayoritarios el acido p-hidroxybenzoico, acido caféico, acido p-
Coumarico, acido ferulico y acido rosmarinico, todos ellos presentaron valores
significativamente mayores en los tratamientos con los efluentes, siendo el
mayoritario en el tratamiento AP. Respecto a tomate, los compuestos
mayoritarios identificados fueron naringenina y &cido p-coumarico, ambos
encontrados en concentraciones mas altas en las plantas irrigadas con el
tratamiento AP.

(8) EIl desarrollo del cultivo integrado camaroén-hortalizas a partir del empleo de
agua de baja salinidad permite mejorar las propiedades nutricionales y
nutracéuticas de las hortalizas, sin afectar en gran medida sus caracteristicas

fisicoquimicas.
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In a previous smdy, we investigated the use of shrimp effluents from well water (WW) and diluted seawater
(DSW) (both with 2.7d5m ' elecrical conductivity (ECY), and a hydroponic solution (HS) as the control
treatment in greenhouse lettuce production. This new paper completes the previous ene by focusing on the
quality of lettuce harvested. Compared to the lettuce from the other treatments, WW-lettuce exhibited higher
levels of phenolic compounds and a higher antioxidant capacity, mainly in the soluble fraction. The lettuce

cultivated with DSW showed no significant difference in total phenolics and flavonoids with respect to the HS
lettuce. These results reveal that the functional properties (antioxidant properties, polyphenols and flavonoid
content] are even better in the lettuce produced with WW and DSW shrimp effluents. In contrast, agronomical
properties (weight, number of leaves and yield) were found to be better in the case of lettuce grown with the

hydroponic solution (control).

1. Intreduction

Shrimp farming has been criticized for its use of large water ex-
changes to adequately sustain the water quality for shrimp growth and
for the discharge of effluents enriched with nutrients, which contribute
to water guality deterioration in the ecosyvstems in which efluents are
released. One way to mitigate these environmental effects is by in-
tegrating shrimp farming with agriculture through the irrigation of
plants in hydroponic systems, which could be achieved by growing
halophyte plants in marine shrimp cultures or growing vegetables when
low-salinity or fresh water is used.

In a recent paper, Ledn-Cafiede et al. {2019) investigated the con-
centrations of heavy metals in the lettuce Lactieca sativa grown in a deep
flow technique (DFT) hydroponic system with shrimp culture effluent.
In the present study, we include results obtained during the same ex-
periments, on the quality of harvested lettuce in terms of phenolic
compounds and their antioxidant capacity. It has been shown that when
plants are exposed to some types of abiotic stress during their cultiva-
tion, their defense mechanism that involves an increase in compounds

* Corresponding author.
E-mail address: paezosi@olaicmyl.unam.mx (F. Piez-Osuna).

https://dol.org/ 10,1016,/ foche. 2019100027

with antioxidant properties is activated, which increases their nuo-
traceutical properties (Oh, Carey, & Rajashekar, 2009). However, salt
stress could alse affect the nutrient content and growth of plants.
Therefore, this study evaluated the performance of a hydroponic lettuce
culture of the Tropicana M1 variety grown in a DFT system with two
low-salinity shrimp effluents (well and diluted seawater at 2.7 dS m ™ ");
this could demonstrate the hypothesis that the lettuce grown with low-
salinity shrimp effluents exhibits a quality comparable to that grown
with a traditional hydroponic solution.

2. Materials and methods
2.1. Experimental

Two types of shrimp culture effluent were used: (i) from shrimp
tanks filled with well water (treatment WW; EC 2.7d5m ™ ") and (ii)
from shrimp tanks filled with diluted sea water (treatment DSW; CE
2.7 d5m~ ") (Fig. 1). Additionally, a control treatment consisting of one
hydroponic DFT system in triplicate was constructed to grow lettuce
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Fig. 1. Scheme of the experimental system used in this study.

using a nutritive solution (HS), and was used to compare the growth of
the lettuce plants and their quality. The lettuce and the shrimp tanks
were coupled after the shrimp were harvested (50 days of growth).
After harvest, both the root and foliage tissues of the lettuces were
individually weighed, and the production variables were analyzed. The
shrimp effluents from both treatments, WW and DSW, were char-
acterized for physicochemical parameters, major components, trace
metals and nutrients. This system, and the operating conditions, are
described in detail in our previous paper (Leén-Canedo et al., 2019) and
in the supplemental section.

2.2. Biochemical parameters in lettuce

Proximate and physicochemical analysis (crude protein, fat, pH,
total soluble solids (TSS), titration acidity (TA) and chlorophyll) were
performed according to the AOAC (1997). Colour was measured by
reflectance in leaves and free proline according to the method of Bates,
Waldren, and Teare (1973). To extract the free phenolic compounds
and phenolic compounds from the inscluble fraction, samples were
processed according to Nguyen and Niemeyer (2008) and Mora-Rochin
et al. (2010), respectively. The total phenolic content (TPC) of the so-
luble and insoluble fraction extracts was determined by colorimeter
(Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventds, 1999). The total flavonoid
content (TFC) of the free and bound methanolic extracts was de-
termined by a colorimetric assay (Kim, Chun, Kim, Moon, & Lee, 2003).

Antioxidant capacity assays. For the 2,2%-azino-bis(3-ethylben-
zothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) assay, the procedure described
by Arnao, Cano, and Acosta (2001) was followed. For the 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH) assay, the procedure in Brand-Williams,
Cuvelier, and Berset (1995) was followed. More details on the analyses
are given in the supplementary section.

2.3. Statistical analysis

The data were subjected to the Shapiro-Wilk test, to check the
normality. The obtained data were analyzed using the software JMP
ver. 10.0.0 (Copyright © 2012 SAS Institute Inc.) by non-parametric
one-way Kruskal-Wallis test, and comparisons for each pair using the
Wilcoxon method performed at a significance level of P < 0.05 at a
95% confidence limit to establish the significant differences between

the mean parameters of the three treatments (WW, DSW, and control).
To determine differences between the water quality parameters of the
shrimp effluents a one-way ANOVA was used.

3. Results and discussion

Both shrimp effluents (WW and DSW) exhibited comparable phy-
sicochemical values and elemental composition (Table 1). Concentra-
tions of both C1 ™ and Na" in the WW effluents from the shrimp culture
were higher than the reported characteristic concentrations for this
type of water or those specified as restriction limits (Cl~, 355mgl~";
Ledn-Canedo et al,, 2019). The two shrimp effluents evaluated ex-
hibited concentrations below those from the guidelines for trace metals
in irrigation water so that the plants do not exhibit toxic effects. The
production variables of lettuce showed a production trend of HS >
WW > DSW (Table 2) for the individual average weight and yield
variables, with the exception of the number of leaves for which the
DSW treatment was higher than WW. Supplementary information on
the growth and the salt stress effect was discussed elsewhere (Ledn-
Canedo et al., 2019).

There were no significant differences in pH between the lettuces
from the two treatments and the control (P > 0.05) (Table 2). A sig-
nificant difference in TSS was observed between the lettuce from the
WW treatment and the control HS; WW-cultivated lettuce showed a
high concentration of TSS. The titration acidity was similar in the let-
tuce obtained from the three treatments, and only slight differences
were observed, in which the lowest value was found for the WW
treatment. Zushi, Matsuzoe, and Kitano (2009) reported that seawater
and NaCl irrigation may increase the quality of the crop, though it may
lead to a reduction in the size and yield of the fruit.

The leaf colour results indicated that this characteristic was affected
by the WW and DSW treatments (Table 2). Both parameters L and C
showed significant differences on the CIELAB scale, with the chroma
value decreasing in both the WW and DSW treatments in comparison to
that in HS. The colour of the leaves changed progressively from vivid
green to dull green in the plants exposed to both types of effluents,
which may be due to salt stress (Bartha, Fodorpataki, del Martinez-
Ballesta, Popescu, & Carvajal, 2015). WW-cultivated lettuce had the
lowest chroma value compared to that of the control. It was observed
that the chlorophyll a content was significantly lower in the WW-
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Chemical characterization of the shrimp culture effluents used for lettuce (mean + S0 during the crop cycle. WW, DEW and HS refer to the shrimp tanks filled with
well water, diluted sea water and the nutritive solution (contral).

Variable n ww DswW HS
Mean = 5D Mean = 5D
Initial Firsal Initial Final

Temp. {"C) 6 215 = 2.2 193 + 1.3 212 + 1.0* 196 = 21* 216
Do (mgl™ " 6 7.8 = 0.3% 7.6 = DA™ 7.9 = 04* 7.5 = 0.3 7.1
pH & 6.0 + 0.4 7.0 £ 0.3 7.0 = 0.3 67 = 0.2 6.1
EC (d5m™") 6 27 + 01 26 + 03 27 = 01 28 = 0.4 213
TAN (g1~ " 3 138 = 69! 311 = 147 278 = 118" 379 = 221% 41,200
NN (gl 3 28 + 1.2 324 + 39% 188 + 168~ 200 = 3.5 15
NOy M (pglh 3 489 = 156+ 668 = 171" 640 = 139" 587 + 168+ 140,750
TN (mgl™ "3 3 34 x 1.3% 25 + 01 24 = DA™t 3.1 = 05" 190.3
POy TP ugl ™ 3 g2 = 760 262 = 21! 133 = a2t 211 + 103 45,600
TP (ugl™ "} 3 171 = 42" 318 = 25" 164 = 81*! 303 + 125" 45,600
EY (mgl™% 3 129 + g3 316 = 4.4% 34.3 = 27% 359 = 2% 211.6
Mg** (mgl™ 3 58.2 = B.1* 575 + 14.3%° 476 + 85 437 = 20* 496
Na* {mgl™" % p = 13+ 245 = 4101 265 = G4l 236 + 174 41.6
Cl” (mgl™ "y 3 729 = 1g*' 660 = 45" 600 = 132*' 620 = 34" 13.6
Ca®* (mgl™" 3 50.8 = 6.1 6l4 = 8.9 521 + 3.3 53.7 = 27 131.2
Fe [mgl™') % NI MD ND MND 25
Cufugl™ ") 3 19.6 = 1.2 220 + 0.7 220 + 53 209 = 4.9% 100
Mn (ugl™ 1 % Lo = 0.4% 1.5 x o7l 1.2 = 0.6l 17 = D4 400
Inipgl™ " 3 13.0 = 68" g4+ 144" s80 + 15.0% 361 = 7.1 100
Hg (pg1~ " 3 67 * 0.6 R N 6.7 = 4™ 07 = 0.3 =02

Means with different letters (") between the initial and final water for the same treatment indicate significant differences (P «< 0.05); means with different numbers
("} berween WW and DSW for the same stage (initial or final) indicate significant differences (P = 0.05) ND, not detected (= 0.005mg 1~ ') TAM, total ammonia-

nitrogen; TH, total nitrogen; TP, total phosphorus,

* HE was elaborated every 2-4 weeks; Statistical analyses were performed by one-way AMOVA.

Table 2

Colour L (lightness), C (chroma], chlorophyll a (Chl a) and chlorophyll b (Chl b)
(mgg ' DW), total soluble solids (T55), titration acidity (TA), crude protein,
fat, ash, and fixed carbon (% of fresh weight) (mean + 5D] of lettuce cultured
with different shrimp effluents from well water (WW), diluted seawater (DSW)
and the control treatment (HS).

WW DEwW HE

pH £02 + 003 6.00 + 0.05° 6.04 £ 0.04°
TA olg = 0.01% 012 + 0.01° 011 + 0o
T3S LE2 * 0.65° 263 £ 035" 277 = 027"
L M5 x 53¢ 487 + 54" 535 & 109
C 285 + 2.9° 323 x 29" 35.3 + 287
Chla 163 = 13" 181 * 0.7° 183 + 06"
Chl b 118 + 0.2* 116 = 0.1° 115 + 0.1°
Miodsture 4.6 * 0.5% 932 x 2.2° 916 = 16"
Fat 047 £ 0.04° 0.8 + 0.02¢ 040 + 0020
Ash 0.EA + 008" 075 + 0.07" 0.86 * 0.05°
Crude protein 072+ 0.04% 069 + 005" 1.07 = Do3*
Fixed carban 3% + 05" 40 £ 187 58 = 1.3

For the same line, means with different letters between columns are sig-
nificantly different (P = (.05). Statistical analyses were performed by one-way
Kruskal-Wallis tests.

cultivated lettuce than in the lettuce from the other treatments. The
decrease in the chlorophyll & content may be due to the inhibition of the
synthesis and the degradation of chlorophyll {(Ashraf, 2004). The results
of the proximate analysis for the harvested lettuce revealed a general
trend of HS > WW > DSW for the fat, ash and protein. The reduction
in protein in the WW and DSW treatments compared to that in the
control was significant (Table 2).

The results of this study showed that the lettuce grown with the Ww
exhibited higher TPC and TFC than the control lettuce cultivated under
the hyvdroponic solution, while the lettuce grown with the DSW treat-
ment was not different from that grown with HS (Fig. 2). The con-
tribution of bound to total phenolics in the examined samples indicated
that the bound phenolics were the minor phenolic fraction in lettuce,
representing 19 to 23% of the total fraction. Contrary to the effect on

free phenolics, the bound phenolic compounds were found to be at a
lower concentration { ~ 16%) in the lettuce cultivated under WW than
under the HS treatment, which indicated that WW could mainly induce
an increase in free phenolics, such as flavonoids and flavonols.

The growth conditions, along with the genetic background of the
crop, is an important factor that determines crop quantity and quality
because carbon partitioning to metabolism depends partially on the
environmental conditions to which the crops are exposed (Ramakrishna
& Ravishankar, 2011). In this study, both WW and DSW treatments
were maintained at a same conductivity (2.7 dSm "), which causes
salinity stress on plants. This effect has been shown to increase the
synthesis of phenolic compounds in plants (Wadkiewicz, Muzolf-Panek,
& Golinski, 2013). In this work, the lettuce grown with the DSW
treatment did not exhibit differences in TFC compared to the control;
therefore, these results suggest that there could be other factors that
cause differences in phytochemicals.

It has been demonstrated that a deficiency of Ca, particularly during
cultivation of plants, could induce an increase in secondary metabolites
in plants, mainly phenolic compounds, such as synaptic and p-coumaric
acids (Chishaki & Horizguchi, 1997). However, the two low-salinity
shrimp effluents, WW and DSW, showed similar reduced levels of Ca
(53.7 £ 2.7 to 61.4 = 8.9mgl ") during the crop culture compared
to the control (Ca, 131.2; Table 1), and this effect was not evidenced in
the DSW treatment. In addition, the Mg content in WW was higher than
that in HS and DSW (Table 1). Kobayashi, Masacka, and Sato (2005)
reported that the Ca content of plants was greatly decreased by excess
Mg treatment in rice. Cationic antagonism between K-Mg-Ca, such as a
high level of one or more of these nutrients, can result in the decreased
uptake of the other elements. Exposure of plants to unfavourable con-
ditions, such as nutrient deficiency, increases the production of reactive
oxygen species (ROS). To protect themselves against this oxidative
stress, plants employ antioxidant defense systems that activate path-
ways that lead to the production of phenolic compounds {Gill & Tuteja,
2010} Salinity has a pronounced effect on membrane and lipid per-
oxidation, resulting in changes to plant physiology, such as osmotic
stress, nutrient deficiency and ifon toxicity, which results in a high
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Fig. 2. Phenolic content {mean + 5D} and anticeddant capacity of letiuce leaves grown with shrimp effluents from WwW, DWW and HS. A, total phenolic {expressed as
mg gallic acid {GAE)); B, flavonedd (as catechin equivalents (CaE]); C, antioxidant capacity by ABTS {as Trolox equivalents {TE}); D, anticeddant capacity by DPPH (as
TE}; E, proline. Different letters indicate significant differences (P = 0.05) between treatments. Statistical analyses were performed by one-way Kruskal-Wallis ests.

production of ROS (Munns, 2002). Although the lettuce in the WW
treatment had a lower number of leaves and an intermediate weight per
lettuce harvested, the WW treatment significantly increased (P = 0.05)
the total phenolic compounds and total flavonoids by ~ 15 and ~ 44%,
respectively, in the lettuce. Similar results were reported by Garrido
et al. (2014) who found a 36% increase in TPC in lettuce exposed to
50 mmol 1 ™! MaCl

The most common antioxidant assays utilize DPPH and ABTS radi-
cals; both determine the ability of the lettuce examined in this study to
donate hydrogen atoms (Pisoschi & Megulesco, 2011). This study
showed that the lettices srown with the two shrimp effluents (WW and
D5W) had the ability to inhibit the formation of these radicals (Fig. 2(c)
and {d)). These results had a similar trend compared with that exhibited
by total flavonoids. The lettuces grown with the WW and DSW shrimp
effluent had an approximately —~80 and -~ 60% higher capacity in the
soluble fraction te inhibit ABTS formation in comparison to the control
plants (HS), whereas in the DPPH assay, the WW-cultivated lettuce

showed an approximately 25% higher antioxidant capacity than the
control plants {H5). In contrast, the DEW-cultivated plants did not ex-
hibit significant differences from the HS. Compared to the phenolic
compound results, the insoluble fraction showed the opposite effect,
showing a higher antioxidant capacity in the control plants than in the
WW-cultivated plants {27-30%). Several studies correlate the wse of
agri-food waste for the production of lettuce with an increased content
of phenolic compounds and flavonoids, as well as an increase in the
antioxidant capacity by DPPH (eg.. Santos et al, 2016). The ant-
oxidant properties of phenolic compounds are mainly due their ability
to act as reducing agents, hydrogen doners, and free radical scavengers
(Souza ot al., 2011); our results only show such behaviour with respect
to DPPH. Bondet, Brand-Williams, and Berset (1997) found that most
phenolic compounds react slowly with DPPH, which is sensitive to an
acidic pH, whereas ABTS has extra flexibility, and it can be used at
different levels of pH, which is useful to explain the effect of pH on
antioxidant activity. Furthermore, ABTS is soluble in agueous and
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organic solvents, and it has been shown that it can be inhibited by both
hydrophobic and hydrophilic phenolic compounds, whereas DFPH is
more ecasily inhibited by hydrophobic compounds (Pisoschi &
Negulescu, 2011).

As mentioned above, the difference in the Mg content between the
WW and DEW effluents could have caused Ca and K deficiencies due to
ionic antagonism, causing an increase in the content of phenolic com-
pounds that was reflected in a higher antioxidant capacity (Xu & Mou,
2015). An inereased consumption of diets rich in phenolic antioxidants
may contribute to reducing human diseases, which highlights the in-
terest in the cultivation of foods under conditions that improve the
antioxidant content of bioactive phytechemicals.

Proline accumulates in response to a wide range of biotic and
abiotic stresses, such as those caused by salinity and heavy metals
(Siripornadulsil, Traina, Verma, & Sayre, 2002). Bartha et al. {2015)
observed a significant increase in the content of proline of lettuce,
subjected to 50 and 100 mM NaCl, respectively. However, the results in
our study showed the opposite effect; a decrease of 50 and 30% (Fig. 2)
in the proline content for the lettuces from the WW and DSW treat-
ments, respectively, compared that with HS. Shetty (2004) proposed a
link between the accumulation of the stress metabolite proline and the
energy transferred toward phenylpropancid biosynthesis via the oxi-
dative pentose phosphate pathway. While a number of proline synth-
eses are accompanied by the oxidation of MADPH, this enhances the
oxidative pentose phosphate pathway, providing precursors for phe-
nolic biosynthesis via the shikimic acid pathway (Sarkar, Bhowmik,
Young-In-Kwon, & Shetty, 2011). This mechanism could explain why
plants grown with effluents do not have a high content of proline.

4. Conclusions

These results confirm the hypothesis that the lettuce grown with low
salinity shrimp effluents shows a quality comparable or better to that
grown with a traditional hydroponic solution. Well water (WW) lettuce
exhibited higher levels of phenolics and flavonoids, and a higher anti-
oxidant capacity, mainly in the soluble fraction. The lettuce cultivated
with diluted seawater (DEW) showed no significant difference in total
phenolics and flavonoids with respect to the hydroponic solution (HS)
lettuce. Results reveal that the functional properties (antioxidant
properties, polyphenols and flavonoid content) are even better in the
lettuce produced with 'WW and DSW shrimp ceffluents. In contrast,
agronomical properties (individual weight, number of leaves, and
yield) were found to be better in the case of lettuce grown with the
hydroponic solution (control). In the future, it is worthy to conduct
research on the performance of growth using other low-zalinity shrimp
cffluents (2-5gl~ "} to evaluate the quality and yield of harvested let-
tuce.
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Metabolite profiling and antioxidant capacity of lettuce Lactuca sativa var. longifolia
grown in aquaponic system irrigated with shrimp effluents
Perfil de metabolitos y capacidad antioxidante de Lactuca sativa var. Longifolia

cultivo de lechuga acuaponica irrigada con efluentes camaronicolas
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ABSTRACT

This paper focuses on the quality of lettuce var. longifolia in an aquaponic culture grown
with shrimp effluents from well water (WW, salinity 1.7 g L), diluted seawater (DSW,
salinity 1.7 g L) and a hydroponic solution (HS, salinity 1.4 g L) as control. Results
evidenced that WW and DSW effluents slightly decreased weight, foliage, and yield (5 -
9%) in plants compared to HS control. Furthermore, WW-lettuce showed a higher level of
total phenolic compounds (~71%), flavonoids (~90%), and antioxidant capacity (0.7-3-
folds) than HS-plants, mainly in the soluble fraction. WW-lettuce also showed a higher
content of total soluble solids (~16%) and, a lower saturation of color, which correlated
significantly (p <0.05) with chlorophyll a. WW-lettuce exhibited the highest concentrations
of p-hydroxybenzoic, p-coumaric and ferulic acids, as well as quercetin 3-O-glucoside and
quercetin 3-O-ramnoside. Whereas DSW-Ilettuce showed the highest levels of caffeic acid,
isorhamnetin 3-O-glucoside, kaempferol 3-O-glucoside, kaempferol and quercetin. HS-
lettuce showed a higher proline content than the lettuces from the other treatments. These
results indicate that aquaponic lettuce culture with shrimp effluent from WW could be used
as an alternative culture system to reduce land area requirements, decrease or eliminate the
discharge and impact of shrimp effluents, and simultaneously improve the functional

properties of lettuce.
Keywords: Shrimp; Litopenaeus vannamei; Shrimp farming; Aquaponics
RESUMEN

Este estudio evalla la calidad de la lechuga var. longifolia en un cultivo acuapoénico
irrigado con efluentes camaronicolas de agua de pozo (WW, salinidad 1.7 g L), agua de
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mar diluida (DSW, salinidad 1.7 g L) y una solucién hidropénica (HS, salinidad 1.4 g L)
como control. Los resultados mostraron que WW y DSW disminuyen ligeramente el peso,
follaje y rendimiento (5-9%) en las plantas comparado con el control HS. La lechuga-WW
mostré un nivel superior de fendlicos totales (~71%), flavonoides (~90%) y capacidad
antioxidante (0.7-3-veces) que las plantas-HS, principalmente en la fraccion soluble. La
lechuga WW mostré un contenido mayor de solidos solubles totales (~16 %) y, menor
saturacion de color, el cual se correlaciond (p <0.05) con la clorofila a. La lechuga-WW
exhibid las concentraciones mas altas de acidos p-hidroxibenzoico, p-cumarico y ferulico,
asi como de quercetina 3-O-glucésido y quercetina 3-O-ramndsido. Mientras que la
lechuga-DSW mostrd las concentraciones mas altas de acido cafeico, isorharmentina 3-O-
glucosido, kaempferol 3-O-glucosido, kaempferol y quercetina. La lechuga-HS mostré un
mayor contenido de prolina que las lechugas de los otros tratamientos. Estos resultados
indican que el cultivo aquaponico con efluente camaronicola-WW puede ser usado como
una alternativa para reducir los requerimientos de suelo, decrecer o eliminar la descarga e
impacto de los efluentes camaronicolas, y simultaneamente mejorar las propiedades

funcionales de la lechuga.

Palabras clave: Camarén; Litopenaeus vannamei; Cultivo de camardn; Acuaponia

INTRODUCTION
There is an increasing interest in the development of new agriculture methods for
sustainable food production, given traditional agriculture requires a huge expense of water
and land space (Ramos-Sotelo et al., 2019). Besides, shrimp farming also uses a large water

amount, due to the constant exchanges for maintain an adequately sustain and quality for
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shrimp growth. Moreover, shrimp farming produces a constant discharge of effluents with
high concentrations of organic matter and nutrients that deteriorate the water quality of
aquatic ecosystems in which these effluents are discarded (Péez-Osuna 2001). Therefore,
the integration of shrimp farming with agriculture through the irrigation of plants with these
effluents could be a sustainable option for food production, as well as for mitigation of
environmental negative effects of both shrimp farming and traditional agriculture (Fierro-
Safiudo et al., 2020).

On the other hand, the use of shrimp culture effluents in agriculture represents an
alternative source of nutrients for plant cultivation, which allows the reduction of the
fertilizer dosage. Furthermore, aquaponics involves plant cultivation without soil by using
only water and dissolved nutrients, which have many advantages including faster plant
growth, high productivity, easy handling, and greater efficiency in water use. However,
there are also disadvantages in terms of the crops, such as adverse effects due to salinity,
and an excess or deficiency of nutrients (Fierro-Safiudo et al. 2020). Low-salinity effluents
(1 — 10 g LY) from shrimp farming have available nutrients (Fierro-Safiudo et al., 2020),
which make them viable to grow plants, such as lettuce in salinities <2 g L* (Le6n-Cafiedo
et al., 2019). Nonetheless, the critical question is whether such shrimp effluents produce
lettuce with a quality comparable to the lettuce produced using traditional hydroponic
solutions.

Due to its tolerance to salt stress, the cultivation of lettuce (L. sativa L.) could be
integrated with shrimp agquaponic systems. In addition, it has been shown that when plants
are exposed to some types of abiotic stress during cultivation, such as salinity or nutrient
deficiency, their defense mechanism is activated, which involves an increase in compounds

with antioxidant properties and lead to an increase in their nutraceutical properties (Sharma
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et al., 2019). This has been proved in different varieties of Lactuca sativa L, in which salt
stress resulted in an increase of the total phenolic compounds, flavonoids, and antioxidant
activity, improving the quality of the crop at 5.8 g L™* (Ouhibi et al., 2014). Therefore, the
variability in the composition and quantity of phytochemicals in lettuce indicate the
importance of selecting certain types and characteristics of the water used for irrigation.

In a first study (Ramos-Sotelo et al., 2019), we showed that lettuce L. sativa var.
Tropicana M1 grows reasonably well when irrigated with shrimp effluents, and that
polyphenols and flavonoid content are even better in the plant produced with well and
diluted seawater shrimp effluents. In the present study, the antioxidant properties and
production variables of L. sativa var. longifolia were examined, and additionally,
metabolite profiling was evaluated. The hypothesis is that the lettuce L. sativa var.
longifolia grown with low salinity shrimp effluents exhibits an enhanced quality compared
to a commercial hydroponic solution. Therefore, this study evaluated the performance of a
hydroponic lettuce culture of the longifolia variety grown in a deep flow technique (DFT)
hydroponic system with two low-salinity shrimp effluents (well and diluted seawater, both
at 2.7 dS m?). The performance parameters measured were the concentrations of
chlorophyll, proteins, lipids, carbohydrates, flavonoids, proline, total and individual
phenolic compounds, and antioxidant capacity of the harvested lettuce. The importance of
these parameters resides in that they are key indicators to evaluate the nutritional quality of

the plants grown with the shrimp effluent in comparison with the HS control.
MATERIALS AND METHODS

The study was conducted in the YK Experimental Module in Mazatlan, Sinaloa,

Mexico (23° 12" 11.9” N; 106° 25" 41.29" W). The aquaponic system consisted of six tanks
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of 3.14 m3 with two different shrimp cultures both with a salinity of 1.7 g L™, three tanks
for each one (Ramos-Sotelo et al., 2019): (i) effluent of shrimp grown in well water
(treatment WW) and (ii) effluent of shrimp grown in diluted seawater (treatment DSW).
Also, one hydroponic DFT system in triplicate was constructed to grow lettuce using a
nutritive solution (HS) as control. Plants of Lactuca sativa L. var. longifolia seedlings were
transplanted to their respective treatment 30 days after sowing and were coupled with tanks
of shrimp culture after 50 days of growth. Subsequently, plants were harvested, and both
roots and foliage tissues were weighed to estimate production variables. Shrimp
(Litopenaeus vannamei) effluents from both WW and DSW treatments were characterized

according to Ramos-Sotelo et al. (2019).

Total soluble solids (TSS), pH, titration acidity (TA), chlorophyll (a and b), protein,
carbohydrate, and fat contents were quantified according to the AOAC (1997). Color was
measured by reflectance in leaves in a portable Minolta CM-2002 spectrophotometer
(precision was 9.6 %). Free proline was evaluated colorimetrically (Bates et al., 1973)
(precision 3.9 %) results were expressed in mg g* dry weight (dw). To extract the soluble
fraction compounds (using methanol: water 80:20), and the phenolic compounds from the
insoluble fraction (alkaline hydrolysis, ethyl acetate and methanol: water 80:20), samples
were processed according to Nguyen and Niemeyer (2008) and Mora-Rochin et al. (2010),
respectively. Total phenolic content (TPC) was determined by colorimetric assay (and
expressed as gallic acid equivalent per g of dry sample (GAE/g) (precision 5.1 %). Total
flavonoid content (TFC) was determined by colorimetric assay (Kim et al., 2003), and
expressed as mg of catechin equivalents g dry lettuce (precision 4.9 %). Antioxidant

capacity assay for 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) and for
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2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay was quantified as described by Arnao et al.
(2001) and Brand-Williams et al. (1995), respectively. Results were expressed in mg of
Trolox equivalents g* dry lettuce (precision 5.0 %). The polyphenol profile was assessed
by ultra-performance liquid chromatography coupled to a quadrupole-time of flight, with an
atmospheric pressure electrospray ionization interphase (Vion, Waters Co, MA, USA) and
a photodiode detector array. The procedure and the mass spectrometry conditions are

described in Covarrubias-Cardenas et al. (2018) (precision was 2.2 %).

The data were subjected to the Shapiro-Wilk test, to check the normality. Data were
analyzed using the software JMP ver. 10.0.0 (Copyright © 2012 SAS Institute Inc.) by non-
parametric one-way Kruskal-Wallis test. Comparisons for each pair were made using the
Wilcoxon method performed at a significance level of P <0.05 at a 95% confidence limit to
establish the significant difference between the mean parameters for the two treatments

(WW and DSW) and the HS control.

RESULTS AND DISCUSION

In general, both shrimp effluents exhibited similar physicochemical values (pH 7.0
+0.3,6.7+0.2,6.1 +0.0; temperature 19.3 + 1.3, 19.6 + 2.1, 21.6 + 1.9 °C; EC 2.6 = 0.3,
2.8+0.4,2.3+0.3dS m!; and dissolved oxygen 7.6 + 0.4, 7.5+ 0.3, 7.1 + 0.1 mg L' for
WW, DSW and HS control, respectively) and elemental compositions (major ions and
nutrients). The concentrations of Cl- in both WW (669 + 45mg L) and DSW (620 + 34 mg
L") shrimp effluents were high in comparison to those specified (355 mg L) as restriction
limits for irrigation (Ledn-Cafiedo et al., 2019). At the end of the lettuce crop cycle, the

total biomass produced as edible tissue showed a production trend HS>SWW>DSW for
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individual weight, number of leaves and yield (Table 1). These differences could be
associated with lower levels of nutrients and high level of Cl- in DSW. Al-Maskri et al.
(2010) found similar results in the number of leaves, fresh plant and dry weight of lettuce,
which were reduced significantly with the increase (2.9 and 5.8 g L) of salinity and may
be attributed to the osmotic stress and nutritional disorders. However, it is important to

ponder that the percentage of decrease was 8-10 %.

The results of the color of the leaves indicated that lettuce irrigated with DSW and
WW effluents showed significant decreases of both parameters (L and C) on the CIELAB
scale in comparison to the HS control. These changes were higher in the WW treatment
(Table 2). The color of the leaves was modified gradually from vivid green, to dull green in
plants exposed to both types of effluents (Table 2). This may due to the inhibitory effect of
salinity stress over photosynthetic enzymes and the reduced CO: in the leaves caused by
stomatal closure (DeRidder and Salvucci, 2007). These results are consistent with reports
describing the negative effect of salinity on the green color of vegetables (Garrido et al.,
2014). TA was similar for both treatments and the HS control (P>0.05). A small decrease
in pH was observed in lettuces irrigated with DSW and WW effluents. In comparison with
the HS control, the TSS was higher in lettuce from WW treatments (Table 2). These results

agree with those obtained by Magdi et al. (2013) for bean plants.

Proximal analysis for the harvested lettuce revealed a general trend HS>DSW>WW
for fat, protein, and carbohydrates (Table 2). It has been shown that protein content
significantly decreased in plants treated with sodium chloride at low concentrations (Ayala-
Astorga and Alcaraz-Melémdez, 2010). One effect of saline stress in plants is the removal

of potassium ions through roots, which causes a physiological imbalance given potassium
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is essential for protein synthesis. Furthermore, potassium loss affects plant growth and
development, and if the stress is prolonged, it could affect protein synthesis and eventually
diminish its concentrations (Chen et al., 2007). Results of carbohydrates were reduced ~20
and ~12% in the lettuces from WW and DSW treatments, respectively, in comparison to the
HS control (Table 2). Such results are consistent with those obtained by Magdi et al.
(2013), who reported that organic acids, especially sugars, are the main solutes involved in
the osmotic adjustment of some plants growing under osmotic and saline stress. Similarly,
lipid content decreased in lettuces harvested with WW and DSW treatments in comparison
with the HS control (Table 2). Under salt stress conditions, important changes in lipids
metabolism occur in plants, mainly the degradation of the plasmatic membrane due to a
reduction in the desaturase activity. Some plants react against the oxidative stress induced
by salinity by restructuring membranes and reducing polyunsaturated fatty acid content,
which affects the membrane fluidity and restricts the permeability of Na* and CI- ions
(Mehraban et al., 2017).

It is observed (Figure 1) that the total phenolic content increased around 14 and
70% for DSW and WW treatments, respectively, compared to the HS control in the soluble
fraction. However, for the insoluble fraction, the content of phenolic compounds was
higher in the control plants. Regarding flavonoid content, WW treatment evidenced
increases by 2-fold in comparison with the HS control. Conversely, DSW showed no
significant differences with the HS control. Calcium deficiency during plant cultivation can
induce an increase of secondary metabolites, mainly phenolic compounds (Chishaki and
Horiguchi, 1997). It has also been shown that the application of CaClz can lead to an
improvement in the retention of phenolic compounds and the antioxidant capacity for the

first seven days in lettuce (Materska et al., 2019). In our previous study (Ramos-Sotelo et
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al., 2019), it was evidenced that Mg levels in WW (57.5 mg L) effluents were
significantly higher than in DSW (43.7 mg L™2). It is known that high levels of Mg*? affect
the absorption of Ca*? by plants, which could lead to the aforementioned increase of
phenolic compounds in WW treatments (Ramos-Sotelo et al., 2019).

Furthermore, results indicated that chlorophyll a and b levels were slightly reduced
(~7%) by WW treatment. This effect is related to the results observed in color parameters
for the WW treatment, since chlorophyll is the most important pigment in green vegetables.
Reduction in chlorophyll occurs in salt-stressed plants due to the inhibitory effect on the
biosynthesis of the different chlorophyll fractions by the accumulation of major ions. lon
imbalance affects the forces that stabilize the complex pigment protein liquid, in
chloroplasts (Acosta-Motos et al., 2017).

The results of this study indicated a reduction of 25 to 44 % in the proline content of
plants irrigated with DSW and WW effluents, respectively, compared with the HS control.
Shetty (2004) proposed a link between the proline accumulation and the transfer of energy
to the biosynthesis of phenylpropanoids, through the pentose phosphate pathway. Proline
synthesis involves the oxidation of NADPH, which feeds the pentose phosphate pathway,
providing precursors for phenolic biosynthesis through the shikimic acid pathway. This
could explain proline decrease in plants grown with WW and DSW effluents. Sharma and
Ramawat (2013) found increases of up to 40 % in proline content of Salvadora persica
calluses when applying 50 mM NaCl. However, when 200 mM NaCl were applied in this
same study, proline decreased considerably. Conversely, this last treatment with the lowest
proline content showed the highest antioxidant capacity, which suggests that this decrease

is related to its use as a precursor in the synthesis of compounds with antioxidant potential.
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Table 3 shows the specific phenolic compounds, whose concentration was modified
in lettuce by the irrigation with shrimp effluents. Sixteen compounds were identified in the
soluble fraction and ten in the insoluble fraction. Significantly higher levels of isorhamnetin
3-O-glucoside, quercetin 3-O-glucoside, quercetin 3-O-rhamnoside, dihydroxybenzoic acid,
p-Coumaric acid and ferulic acid were found in the soluble fraction of plants irrigated with
WW and DSW effluents compared to the HS control. Most of these compounds showed the
highest increases in DSW treatment. Ribas-Agusti et al. (2011) found similar profiles to the
ones in this study identifying eleven individual compounds, mainly esters of caffeic and
coumaric acid as well as quercetin glycosides. Isorhamnetin and quercetin glucosides
evidenced increases of 5 and 3-fold in DSW treatments compared to the HS control; these
flavonols have demonstrated important health benefit properties. Furthermore, it has been
shown that isorhamnetin exerts anticancer effects by reducing tumor growth and COX-2
expression (Kim et al., 2011). On the other hand, quercetin glucosides has been shown to
have positive health effects including anticancer, antitumor, cardiovascular protection, anti-
ulcer, anti-viral, anti-allergy, anti-inflammatory and anti-diabetic activity, gastroprotective
effects, antihypertensive, immunomodulatory, and antioxidant (Anand David et al., 2016).

Phenolic acids mainly caffeic, p-coumaric and ferulic identified in the soluble
fraction, also evidenced an increase of about 40% in lettuces irrigated with DSW effluents
compared to the control plants. These compounds are of great importance in human health
given their protective antioxidant behavior and biological activities, like the selectively to
block the biosynthesis of leukotrienes which are involved in immunoregulation diseases,
such as asthma and allergic reactions. Other studies have reported that caffeic acid and
some of its esters might possess antitumor activity against colon carcinogenesis (Robbins,

2003). Regarding the insoluble fraction, significant increases were recorded in glucosides
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of caffeic acid. Similar to the soluble fraction, the highest increases were found in
isorhamnetin and quercetin glucosides. Therefore, changes in phenolic profile of lettuce
irrigated with DSW shrimp effluents could be of great importance in the nutraceutical
quality of the products obtained.

Figure 2 shows the capacity of soluble and insoluble lettuce fractions to inhibit the
formation of ABTS and DPPH radicals. Results indicated that the soluble fraction of plants
irrigated with DSW shrimp effluents increased the antioxidant capacity by 61% by the
ABTS method as compared to control samples. However the greatest effect for this radical
inhibition was exerted by samples of WW treatment, which improved their antioxidant
capacity up by ~3-fold in comparison to the HS control. It is known that the ABTS radical
is scavenged with a wide range of compounds, mainly phenolic acids and flavonoids (Lin et
al., 2016). These results positively correlate with those obtained for total phenolic and
flavonoid contents. Moreover, lettuce irrigated with WW effluents showed significantly
higher amounts of p-coumaric and ferulic acids, as well as glucosides of isorhamnetin and
quercetin (Table 3). On the other hand, the ABTS antioxidant capacity of insoluble fraction
was about 5 times lower than for the soluble fraction, which could be attributed to the lower
amount of phenolic acids and flavonoids found in these samples (Table 3).

With respect to the inhibition of the DPPH radical (Fig. 2B), we found increases of
42% in the antioxidant capacity of lettuce from WW treatments as compared to the HS
control in soluble fraction. It is known that the DPPH radical is highly inhibited by
flavonoids, but not by phenolic acids or sugars (Marecek et al., 2017), It is known that
DPPH is a electron transfer method and flavonoids are able to chelate free radicals
immediately by donating hydrogen atom or by single-electron transfer (Banjarnahor and

Artani, 2015), Ratty et al. (1988) tested flavonoid-DPPH interaction and showing that
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quercetin was the most potent and it inhibited 42% while the other flavonoids inhibited 14-
23% which agrees with the 4-fold increase found in quercetin 3-O-glucoside levels (Table
3) observed for the soluble fraction of the WW treatment. This compound has been
identified as an excellent inhibitor of DPPH formation, as well as a potent alleviator of
cytotoxicity on rat hepatocytes by improving the antioxidant activity of cells (Hu et al.,
2014). Regarding the insoluble fraction, DPPH inhibition was seven times lower than the
observed for soluble fraction. This could be related to the small amount of phenolic acids
and flavonoids identified in this fraction, indicating that the main antioxidant compounds in

lettuce corresponds to soluble phenolics.
CONCLUSIONS

Shrimp effluent from low-salinity cultures has the potential to be used as an
alternative source of water and nutrients for hydroponic lettuce var. longifolia cultivation
since it does not significantly affect the yield, physicochemical, or nutritional parameters of
plants. The saline stress produced by the irrigation with WW effluents slightly decreased
chlorophyll content in lettuce and therefore its green color. Lettuce harvested from WW
and DSW shrimp effluent treatments evidenced an improved quality in term of phenolic
compounds profile, mainly in plants irrigated with WW effluents, which highly increased
its phenolic acid and flavanol contents, as well as its antioxidant capacity, by ABTS and
DPPH methods. Thus, these plants could exert enhanced health benefits. These conclusions
confirm the hypothesis that the lettuce L. sativa var. longifolia grown with low salinity
shrimp effluents exhibits an enhanced quality compared to that grown with a hydroponic

solution.
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Table 1. Growth parameters (mean * SD) of lettuce cultured with shrimp effluents WW,

DSW and a hydroponic solution (HS).
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Tabla 1. Parametros de crecimiento (promedio = SD) de lechuga cultivada con efluente

camaronicola WW, DSW y una solucion hidroponica HS.

Parameter WW DSW HS

Individual weight (9) 554 91790 193.8+0.6°  234.8+7.1°

Numberofleaves 5 94140 17.841.0° 23.8+1.1°

Yield (g/plant) 29.3+0.9P 25.2+0.7¢ 31.5+1.12

Data are mean values£SD, (n=9); for the same line (parameter), means with different letters
between columns are significantly different (p < 0.05). Statistical analyses performed by

one-way Kruskal-Wallis test.

Table 2. Acidity (TA), pH, total soluble solid content (TSS), color L (lightness), C
(chroma) and proximate analysis (% on fresh weight) (mean+SD) of lettuce cultured with
shrimp effluents WW, DSW, and the HS control treatment.

Tabla 2. Acidez, pH, solidos solubles totales (SST), color L , C y analisis proximal (% en
base peso himedo) (promedio + SD) de lechuga cultivada con efluente camaronicola WW,

DSW y el control HS.

wWw DSW HS
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pH

TA

TSS

L

C
Moisture
Fat

Ash
Protein

Carbohydrates

6.050.04°
0.12+0.012
2.97+0.532
44.23+5.3°
28.2+6.6°
92.16+2.52
0.41+0.02°
0.85+0.042
0.95+0.03¢
4.09+0.66°

6.03+0.07°
0.13+0.012
2.21+0.55°
41.9745.1°
28.73+2.8°
90.53+2.7°
0.42+0.04°
0.79+0.04°
1.07+0.11°
4.51+0.70P

6.10+0.042
0.12+0.022
2.5410.61°
42.37+4.32

90.4+1.4°
0.46+0.05?
0.82+0.062
1.50+0.062
5.10+0.782

29.18.3+4.12

Data are mean valuestSD, (n=9); for the same line, means with different letters between

columns are significantly different (p < 0.05). Statistical analyses performed by one-way

Kruskal-Wallis test.
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Table 3. Metabolite profiling of soluble and insoluble fractions (mean + SD) of lettuce cultured with shrimp effluents from WW,

DSW, and the HS control treatment.

Tabla 3. Perfil de metobolitos de las fracciones soluble e insoluble (promedio + SD) de lechuga cultivada con efluentes camaronicolas

WW, DSW y el control HS.

Concentration (ug mg?)

RT Mass ) )
) Compound Soluble fraction Insoluble fraction
(min) (m/z)
Ww DSW HS Ww DSW HS
4-0-glucoside of
1.79 315.07 — — - — 0.02 £ 0.00* 0.02 £ 0.00?
dihydroxybenzoic acid isomer |
Dihydroxybenzoic acid
1.81 315.07 0.52+0.48* 1.08+0.47% 1.07 +0.32° - - -
glucoside isomer |
Dihydroxybenzoic acid
1.9 315.07 0.83+0.15* 1.28+0.37% 0.81+0.14° 0.01@ - -
glucoside isomer Il
Dihydroxybenzoic acid
2.07 315.07 0.32+£0.03* 0.28£0.03% — - — —
glucoside isomer Il1
2.12 Caffeic acid 4-O-glucoside 341.09 0.34+0.10* 0.46 £0.01* 0.40 +£0.04* 0.23+0.02° 0.35+0.00* 0.01+0.00¢

190



2.38

2.49

2.55

2.8

2.97

3.01

3.44

3.91

4.15

4.24

4.4

5.1

P-Hydroxybenzoic acid*

Isomeric dihydrobenzoic acid 11

Isomeric caffeoylquinic acid |

Caffeic acid *

Benzoic acid

p-Coumaroylquinic acid isomer |
P-Coumaric acid *
Ferulic acid *

Isoramnetine 3-O-glucoside

Quercetin 3-O-glucoside

Kaempferol 3-O-glucoside

Dicaffeoylquinic acid isomer |

137.02

153.02

353.09

179.04

121.03

337.09

163.04

193.05

477.07

463.09

447.09

515.12

1.9+1.422

18.09 +

5.18¢

0.26 +0.01°

3.82+0.372

0.41+0.072

3.25 +0.362

2.09 +0.132

60.16 +
5.822
0.33

0.04%

3.49+0.43

0.31 +0.042

3.26+ 0.60° 5.95+0.93?

17.64 +

3.152

0.63 +0.082

13.81 +
2.66°

0.83+0.122

2.75+0.482

0.44 +0.08"

43.96 =

5.04°

0.36 + 0.062

2.43 £0.28°

1.12 +0.16°

4.19 +0.80°

0.70 £0.122

3.75+0.022

0.12 + 0.002

3.54 £0.152

4.64 +0.20?

0.01 +0.002

3.23+0.052

0.45+0.01°

0.01 +0.00°

0.55 + 0.00°

1.37 £0.02°

0.08 +0.00°

0.02 £0.01°

0.04 £ 0.00°

0.01 +0.00°
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5.17

6.14

8.73

8.85

Quercetin 3-O-ramnoside
Isomeric Dicafeoilquinico Acid
1

Quercetin *

Kaempferol *

447.09

515.12

301.03

285.04

0.57 £0.042

0.37 £ 0.07°

0.54 +0.12°

0.43+0.13% 0.18+0.04

0.77 £0.13* 0.39 + 0.05"

1.60 £ 0.52¢ 0.70 + 0.09°

0.03 +0.002

0.01 +0.002

Data are mean values+SD, (n=9); treatments with different letters (a, b, c) indicate significant differences (p < 0.05) Statistical

analyses performed by one-way Kruskal-Wallis test. *: Confirmed with commercial standards. — not detected (<0.01 pg mg™).

Relative quantification was performed in comparison with naringenin (flavanones), kaempferol (flavonols), p-hydroxybenzoic acid

(hydroxybenzoic acids), caffeic acid (hydroxycinnamic acids)
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Figure 1. A, Total phenolic; B, flavonoid; C, chlorophyll a and b; and D, proline contents
(meantSD) of lettuce cultured with shrimp effluents from WW, DSW, and the control
treatment (HS). Treatments with different letters (a, b, c) indicate significant differences
(p<0.05). Statistical analyses performed by a one-way Kruskal-Wallis test.

Figura 1. A, Fenolicos totales; B, flavonoides; C, clorofilaa y b; y D, contenido de prolina
(promedio + SD) de lechuga cultivada con effluentes camaronicolas WW, DSW y el control
(HS). Tratamientos con diferente letra (a, b, c) indica diferencias significativas (p<0.05).

Analisis estadistico efectuado con una prueba de Kruskal-Wallis.
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Figure 2. Antioxidant capacity ABTS (A) and DPPH (B) (mean £ SD) of soluble and
insoluble fractions of lettuce cultured with shrimp effluents from WW, DSW, and the HS
control. Treatments with different letters (a, b, ¢) indicate significant differences (p < 0.05).
Statistical analyses performed by a one-way Kruskal-Wallis test.

Figura 2. Capacidad antioxidante ABTS (A) y DPPH (B) (promedio + SD) de las fracciones

soluble e insoluble de lechuga cultivada con efluentes camaronicolas WW, DSW vy el control

194



HS. Tratamientos con diferente letra (a, b, ¢) indica diferencias significativas (p < 0.05).

Analisis estadistico efectuado con una prueba de Kruskal-Wallis.
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